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RESUMO

Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo consideradas um dos maiores
problemas de salde pablica em todo o mundo. O género Acinetobacter representa um
importante patogeno relacionado a infec¢Bes hospitalares, principalmente em pneumonia
associada a ventilagdo mecéanica (PAV). O objetivo desse trabalho foi avaliar o
desempenho de métodos moleculares no diagnéstico laboratorial de Acinetobacter
baumannii isolados de lavado broncoalveolar (mini-BAL), obtidos de pacientes adultos
com suspeita de PAV em unidade de terapia intensiva do hospital das clinicas de Minas
Gerais. A cultura quantitativa das amostras de mini-BAL foi utilizadas como comparacéo
aos resultados obtidos através da avaliacdo dos resultados das técnicas moleculares sendo
elas: FISH, LAMP, PCR convencional, gPCR (SYBR® Green, TagMan®) e ddPCR.
Foram coletadas 44 amostras de mini-BAL e destas, oito foram positivas em cultura para
A. baumannii todas elas multidroga resistentes. A técnica de FISH ndo houve hibridizacéo
em concordancia quando comparada aos controles utilizados. LAMP a técnica é sensivel
e versatil, houve sucesso na padronizacdo na pesquisa de blanpm-1 apresentando uma
concordando em 100% com os resultados da PCR convencional, porém para 0S outros
iniciadores pesquisados como; regido ITS, blaoxa-s1 e blakpc-2, foram detectados falsos
positivos quando comparados com a PCR. Na comparacdo das trés geracGes da PCR
frente ao alvo testado, a PCR convencional demonstrou boa especificidade e
sensibilidade, houve uma correlacdo de 75% dos produtos amplificados aos resultados de
cultura quantitativa. O SYBR® Green demonstrou baixa especificidade ao painel de
bactérias testado, tornado a quantificacdo das amostras de mini-BAL questionaveis. O
TagMan® mostrou boa sensibilidade e especificidade com limite de deteccdo igual ao
obtido com o SYBR® Green, 1,02 pg/ul, porém houve uma discrepancia na quantificagio
das 44 amostras de mini-BAL em comparagdo com a cultura quantitativa. A sensibilidade
e especificidade da técnica de ddPCR se mostrou excelente, houve uma perfeita
correlacdo dos resultados da quantificacdo absoluta das amostras de mini-BAL, aos
resultados de cultura quantitativa demonstrando ser uma técnica precisa e extremamente
eficiente. Portanto através dos resultados obtido com a PCR convencional demonstrou ser
uma boa técnica para deteccdo e a ddPCR demonstrou ser mais acurada e sensivel
podendo ser utilizada como uma ferramenta para acompanhamento do processo

infeccioso e para descalonamento da terapia antimicrobiana usada.



ABSTRACT

Health Care Related Infections (IRAS) are considered one of the biggest public health
problems in the world. The genus Acinetobacter represents an important pathogen related
to hospital infections, mainly in ventilator-associated pneumonia (VAP). The objective of
this study was to evaluate the performance of molecular methods in the laboratory
diagnosis of Acinetobacter baumannii isolated from bronchoalveolar lavage (mini-BAL),
obtained from adult patients with suspected VAP in an intensive care unit of the hospital of
the clinics of Minas Gerais. The quantitative culture of the mini-BAL samples was used to
compare the results obtained by evaluating the results of the molecular techniques: FISH,
LAMP, conventional PCR, gPCR (SYBR® Green, TagMan®) and ddPCR. A total of 44
mini-BAL samples were collected and eight of them were culture positive for A. baumannii
all of them multidrug-resistant. The FISH technique showed no hybridization in agreement
when compared to the controls used. LAMP the technique is sensitive and versatile, there
was success in the standardization in the blaNDM-1 research presenting one agreeing in
100% with the results of conventional PCR, however for the other initiators researched as;
ITS region, blaoxa-s1 and blakpc-2, false positives were detected when compared to PCR. In
the comparison of the three generations of the PCR against the tested target, the
conventional PCR showed good specificity and sensitivity, there was a correlation of 75%
of the amplified products to the results of quantitative culture. SYBR® Green demonstrated
low specificity to the bacterial panel tested, making quantification of questionable mini-
BAL samples possible. TagMan® showed good sensitivity and specificity with detection
limit equal to that obtained with SYBR® Green, 1.02 pg / pl, but there was a discrepancy in
the quantification of the 44 mini-BAL samples compared to the quantitative culture. The
sensitivity and specificity of the ddPCR technique proved to be excellent, there was a
perfect correlation of the results of the absolute quantification of the mini-BAL samples, to
the quantitative culture results proving to be a precise and extremely efficient technique.
Therefore, the results obtained with conventional PCR proved to be a good technique for
detection and ddPCR proved to be more accurate and sensitive and could be used as a tool

for monitoring the infectious process and for descaling the antimicrobial therapy used.
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1. Revisao da Literatura

As Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) constituem um grave
problema de saude publica de ambito mundial. Reconhecida como o evento adverso
mais frequente durante a prestagdo de cuidados, estas apresentam impacto negativo
sobre morbidade, mortalidade, custos sociais e econdmicos para as populagdes e aos
sistemas de satde em diversos paises (JARDIM et al., 2017). As IRAS sdo consideradas
pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) como “endemia”, emergindo como um dos
maiores desafios da medicina atual (COELHO et al., 2011, NOGUEIRA Jr et al., 2014).
No Brasil, a prevaléncia de IRAS em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) € de 61,6%,
cerca de cinco a 10 vezes maior do que em outras unidades hospitalares e a mortalidade
dos pacientes acometidos nesse ambiente chega a 40% (BORK et al., 2015).

Os avangos cientificos e tecnoldgicos dos ultimos anos levaram a melhora na
expectativa de vida, permitindo aumento progressivo e significativo do nimero de
pacientes com idade avancada, contribuindo para uma maior probabilidade de existéncia
de doencas crénicas debilitantes e crescente nimero de condicdes de imunossupressao,
adquirida ou induzida. Reunidos, esses fatores, aliados ao uso mais frequente de
dispositivos invasivos e a vasta prescricdo de antimicrobianos, aumentam bastante o
risco de aquisicdo das IRAS e desenvolvimento de micro-organismos resistentes a
antimicrobianos (OLIVEIRA et al.,2012, SOARES et al., 2017).

Diante disso, no ambiente hospitalar hd uma emergéncia de bactérias
multirresistentes aos antimicrobianos e,com crescimento progressivo nas Ultimas
décadas, constituindo-se uma ameaca a saude publica em todo mundo. O problema é
decorre principalmente do uso indiscriminado e inadequado desses farmacos, seja em
ambito hospitalar ou na comunidade (OLIVEIRA et al., 2012). A situacdo agrava-se,
uma vez que a multirresisténcia aos antimicrobianos contribui para 0 aumento da
morbidade e da mortalidade dos pacientes e dos custos relacionados a sua internacao e,
sobretudo, pela reducdo ou mesmo auséncia de opcdes terapéuticas para o tratamento
dos pacientes acometidos (SOARES et al., 2017).

Bactérias do género Acinetobacter encontram-se amplamente distribuidas na
natureza, sdo encontradas em materiais inanimados e reservatdrios humanos podem
ser transmitidas pelo contato direto e indireto (SADEGHIFARD et al., 2010). Existe
uma preocupacdo crescente em relacdo a prevaléncia desta bactéria em ambientes

hospitalares, especialmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Acinetobacter
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baumannii é o principal representante do género Acinetobacter, possuindo uma notavel
capacidade de adquirir resisténcia a maioria dos antimicrobianos utilizados na pratica
clinica e de causar surtos, com registros em muitas cidades, paises e até continentes.
Esta espécie se relaciona a diferentes tipos de infec¢Bes, tais como pneumonia
associadas a ventilagdo mecénica (PAV), meningite, bacteremia, infeccbes do trato
urinario e de sitios cirdrgicos (ESPINAL et al., 2012; YANG et al., 2015).

2. Pneumonia associada a ventilagcdo mecanica

2.1. Patogénese

A Ventilacgdo Mecénica (VM) é um método de suporte ndo curativo, com
indicacBes especificas, possiveis repercussdes hemodindmicas funcionais e
complicagdes potenciais (GUIMARAES et al., 2011). Este tipo de suporte é necessario
em pacientes com alteracdes da funcdo respiratéria, que incapacitem a realizacdo das
trocas gasosas e fornecimento de oxigénio para a perfusdo tecidual e a ocorréncia das
reacoes celulares (MELO et al., 2014).

Segundo a Sociedade Americana de Doencas Infecciosas, pneumonia associada a
ventilacdo mecéanica (PAV) é uma infeccdo pulmonar que ocorre no minimo de 48 horas
apos intubacdo endotraqueal ou traqueostomia, caracterizado por novo infiltrado
pulmonar, febre, secrecdo traqueobrénquica purulenta, leucocitose e declinio na
oxigenacdo e a deteccdo de um agente patogénico (MOGYORO™ DI et al., 2016). A
pneumonia ocorre como uma resposta a invasdo por alguns micro-organismos no
sistema respiratorio inferior e do parénquima pulmonar, uma vez que a intubacédo
compromete a integridade da orofaringe e da traqueia, permitindo que secregdes
géstricas e orais penetrem nas vias aéreas inferiores (CHARLES et al., 2014).

A PAV representa uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
pacientes de UTI, e esta associada diretamente ao tempo de internacdo (PHILIPPART et
al., 2015). De acordo com a literatura, o indice de mortalidade atribuida a pacientes com
PAV nestas unidades é de 15% a 50 % (YOSHIMURA et al., 2017). A prevaléncia
relatada é de 20,5 a 34,4 casos de pneumonia por 1.000 dias de VM e de 3,2 casos por
1.000 dias em pacientes ndo ventilados e uma variagédo entre 10% a 50% dos pacientes
intubados que podem desenvolver a doenga, com risco aproximado de 1% a 3% por dia
de intubagéo endotraqueal (BORK et al., 2015; TAN et al., 2016).

O prognéstico de PAV causada por bacilos Gram-negativos é consideravelmente

pior do que as causadas por cocos Gram-positivos (YOSHIMURA et al., 2017). Kollef e
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colaboradores (2010) demonstraram que pacientes com PAV por patdgenos, como P.
aeruginosa, Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas maltophilia apresentam uma taxa
de mortalidade maior (65%) do que em pacientes com PAV (PRATES et al., 2011;
BORK et al., 2015).

2.2. Diagnostico de PAV

Os critérios diagnosticos de PAV sdo controversos. Diversas metodologias tém
sido descritas na literatura, para propdsitos de vigilancia epidemioldgica e diagndstico,
porém, nenhum conjunto de critérios emergiu como sendo o mais adequado
(YOSHIMURA et al., 2017). Apesar de toda a controvérsia, os sinais clinicos, ainda que
por vezes inespecificos, sdo usados como critérios inicial, além de exames por imagem e
culturas bacterioldgicas para definicdo do agente etiologico (PHILIPPART et al., 2015).

Existem diferentes métodos para se obter amostras para o diagnéstico de PAV,
que incluem métodos invasivos e ndo invasivos. Estas amostras podem ser obtidas
através de:

- Aspirado endotraqueal: técnica ndo invasiva, de facil e rapida obtencdo, porém
pode apresentar altas taxas de falsos positivos, devido a colonizacdo das vias aéreas
(KALANURIA et al., 2014). Em culturas quantitativas é usado um valor de cut-off de
10* Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)/mL (ANVISA 2013). Frequentemente sdo
usados como um componente de vigilancia microbioldgica, para ajustar a terapéutica
(SCHOLTE et al., 2014).

- Lavado broncoalveolar: técnica que requer um broncoscopio que permite
recuperar, através do uso de um veiculo fluido, componentes celulares e ndo-celulares
da superficie epitelial dos bronquiolos e alvéolos, com um cut-off de 10° UFC/mL
(ANVISA 2013). Ha algumas complicacGes associadas com a técnica podendo ocorrer,
como hipoxemia, arritmias cardiacas e broncospasmo (CHARLES et al., 2014).

- O mini-lavado broncoalveolar (mini-BAL) representa uma técnica semelhante,
porém realizada as cegas, € com um menor volume de fluido, porém com mesmo valor
de cut-off (ANVISA 2013).

Crescimentos bacterianos em culturas quantitativas com contagens superiores
aos pontos de corte citados acima indicam, com maior especificidade, que o micro-
organismo isolado esta associado com a etiologia da PAV enquanto que contagens
inferiores sugerem colonizagdo (PRATES et al., 2011; ANVISA, 2013). Sendo que

estas técnicas de bacteriologia empregadas na rotina para a deteccdo do agente
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etiologico de PAV demandam tempo e possuem menor sensibilidade em relacdo as
técnicas moleculares (PELEG et al., 2008). Acredita-se que a otimizacdo de técnicas
moleculares no diagndstico de PAV, especialmente para infecgdes causadas pelo A.
baumannii se faz necessaria, com potencial de impacto positivo sobre o desfecho clinico

dos pacientes.

2.3. Tratamento de PAV

A escolha da terapéutica serd baseada na presenca de fatores de risco para
infeccdo com micro-organismos multirresistentes e podera ser, inicialmente, de amplo
espectro, necessitando de um descalonamento de acordo com os dados microbiolégicos
e analiticos/imagem, bem como a evolucdo clinica do paciente (CHAHOUD et al.,
2015). A duracdo do tratamento é em média de 7-8 dias, dependendo da gravidade
clinica, e dos dados microbioldgicos disponiveis, pois micro-organismos como A.
baumannii e P. aeruginosa tém taxas mais elevadas de recorréncia com regimes de
antibioticoterapia mais curtos, devendo por esse motivo utilizar-se um regime mais
prolongado (10 a 15 dias) (PUGH et al.,, 2015). Porém o uso prolongado de
antimicrobianos de amplo espectro, utilizados para tratar estas infeccdes, contribui para
0 aumento dos indices de morbidade, lesdo renal e aumento das taxas de selegcdo de
micro-organismos mais resistentes (CHAHOUD et al., 2015).

3. Acinetobacter spp.

O microbiologista holandés Beijerinck foi quem primeiro isolou o micro-
organismo em 1911 do solo, denominando-o Micrococcus calco-aceticus
(BENERINCK et al., 1911). Posteriormente, Brisou e Prévot em 1954 agruparam as
bactérias estudadas por Beijerinck em um género denominado Achromobacter
(BRISOU & PREVOT, 1954). A denominacdo do género para Acinetobacter
("akinetos”, do grego, ndo-movéis) foi proposto em 1968 por Paul Baumann, e foi
amplamente aceito (BAUMANN et al.1968).

A identificacdo das varias especies do género Acinetobacter € complexa, dada a
proximidade das suas caracteristicas. A distingdo entre espécies € realizada, por métodos
de suscetibilidade aos antimicrobianos utilizados para tratamento clinico, que nem
sempre tem resultados confirmatorios, fenotipagem e biotipagem, cuja complexidade e
morosidade, em alguns casos, os tornam impraticaveis na rotina dos laboratorios de
microbiologia clinica (PELEG et al., 2008).

16



O género Acinetobacter apresenta-se de forma coco-bacilar na fase estacionaria
de crescimento em meio ndo seletivo, Gram-negativo, estritamente aerdébio, imdvel,
possuindo de 39% a 47% de moles de contetdo guanina e citosina (GC) em seu DNA,
ndo fermentador da glicose, catalase positivo e oxidase negativo (PELEG et al., 2008).
Este micro-organismo multiplica-se bem a 37 °C em meios de cultura sélidos
comumente utilizados em laboratorios clinicos (agar sangue e MacConkey); as col6nias
apresentam coloragdo branca acinzentada, podendo ser mucdides e medem de 1,5 a 3
mm de didmetro, estando amplamente distribuidos na natureza, podendo ser

encontrados em materiais inanimados e reservatorios humanos (ZHENG et al., 2013).

3.1. Acinetobacter baumannii

Do ponto de vista clinico, a espécie A. baumannii € a de maior relevancia do género.
Até o inicio da década de 90, era descrita apenas como uma bactéria de origem ambiental
envolvida em algumas infeccBes oportunistas (LIN & LAN, 2014), no entanto €
considerada como o maior desafio relacionado a cuidado de satde do século XXI
(KROGER et al.,, 2017). Estima-se que nos Estados Unidos A. baumannii ja seja
responsavel por 10% de todas as infecgBes nosocomiais e cerca de 20% das infecgdes no
mundo, quando estes pacientes estdo internados em centros ou unidades de terapia
intensiva (KROGER et al., 2017).

Acinetobacter baumannii pode estar envolvido em uma variedade de infec¢Oes
como de corrente sanguinea, pele, trato urinario, endocardite, meningites secundaria e
principalmente, pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAV) (ZHENG et al.,
2013; MORANDI et al., 2015). A taxa de mortalidade em pacientes infectados por A.
baumannii pode atingir 35% (ANTUNES et al., 2014).

Essa bactéria pode sobreviver em locais secos, como chdo, equipamento de
radiografia, colchdes, mesas, luvas, termometros, travesseiros, materiais de formica e
prontuérios, por média de seis dias (ANVISA, 2008; CHAGAS et al., 2011). Apresenta
alto grau de hidrofobicidade, com capacidade de aderir a plasticos, inclusive a superficies
de catéteres, tubos endotraqueais e diversos outros biomateriais (ESPINAL et al., 2012).
Esta habilidade de sobrevivéncia esta provavelmente ligada ao fato dessa bactéria crescer
em diferentes temperaturas e pH variaveis, e suportar/tolerar ambientes com escassez de
nutriente (AHMED et al., 2015).

Em seres humanos, esta bactéria pode colonizar a pele, os tratos respiratorios e
gastrintestinal, assim como feridas (FOURNIER et al., 2006). Altas taxas de
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colonizacao da pele e dos tratos respiratério e digestivo tém sido observadas durante 0s
surtos, sendo a orofaringe um dos sitios predominantes de colonizacgéo por A. baumannii
em pacientes hospitalizados, pois as mucinas presentes na cavidade oral séo o primeiro
sitio de ligacdo do micro-organismo e podem funcionar como receptores de aderéncia
bacteriana para esta espécie (VASHISTT et al., 2011; LEE et al., 2017).

3.2. Fatores de patogenicidade intrinseca.

Estudos de analises genémicas e fenotipicas de A. baumannii tem identificado
varios fatores de viruléncia responsaveis pela sua patogenicidade, demonstrando como 0s
mecanismos intrinsecos e adquiridos fazem desta bactéria um grande desafio dos cuidados
relacionados a saude (LEE et al., 2017).

3.2.1. Porinas

As porinas sdo proteinas da membrana externa associadas a modulacdo da
permeabilidade celular, sendo a OmpA a porina mais abundantemente encontrada na
membrana externa em A. baumannii (McCONNELL et al., 2013). A OmpA tem
capacidade de se ligar a células epiteliais do hospedeiro liberando moléculas proaptoticas
como o Citocromo C, induzindo a apoptose (LEE et al., 2017). Esta porina desempenha
um papel importante na adeséo e na invasdo de células epiteliais atraves da interacdo com
a fibronectina (SMANI et al., 2012). Além disso, também esta envolvida na resisténcia
com a expulsdo de antimicrobianos como cloranfenicol, aztreonam e acido nalidixico
(LEE et al., 2017) e contribui para a permanéncia da bactéria, facilitando a motilidade e
formacéo de biofilmes (McCONNELL et al., 2013).

3.2.2. Vesiculas de membrana externa (OMVs)

As vesiculas de membrana externa s&o vesiculas esféricas medindo
aproximadamente de 20-200nm de diametro, presentes em varias bactérias Gram-negativas
(KULP & KUEHN, 2010). Sao reconhecidas como um mecanismo de entrega de diversos
fatores de viruléncia para o interior das células hospedeiras (JUN et al., 2013). Varios
estudos demonstram a utilizagdo deste mecanismo por linhagens de A. baumannii,
secretando as OMVs contendo varios fatores de viruléncia, incluindo a OmpA (JIN et al.,
2011; MOON et al., 2012), proteases e fosfolipases (KWON et al., 2009).

Estudo realizado por Kwon e colaboradores (2009), demonstrou que além das

OMVs serem um excelente mecanismo de carreamento de fatores de viruléncia, participam
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também na propagacéo de genes de resisténcia a antimicrobianos, induzindo a transferéncia
horizontal de genes, como ficou evidenciado no estudo, no qual linhagens de A. baumannii
que ndo expressavam o gene blaoxa-2s, responsavel por conferir a bactéria maior resisténcia
aos carbapenémicos, passaram a expressar 0 gene, apos serem adicionados a um meio

contendo OMVs que carreavam 0 gene,

3.2.3. Formacéo de Biofilme

A formacdo de biofilmes por bactérias patogénicas é um desafio nos cuidados de
saude, pois formacéo do biofilme as torna mais resistentes aos antimicrobianos, reduzem a
eficacia dos esforcos de descontaminacdo e aumenta a persisténcia de bactérias em
dispositivos abioticos, além de desempenhar um papel importante na evasao imunoldgica
por A. baumannii, fazendo uso dos pili que sdo essenciais para a aderéncia e a formacéo de
biofilme (RUSSO et al., 2016).

3.3. Mecanismos de resisténcia adquiridos

3.3.1. Producéo de p-lactamases

Linhagens de A. baumannii multirresistentes a antimicrobianos tém sido isoladas
com frequéncia, sendo a producao de B-lactamases o principal mecanismo de resisténcia da
espécie (LEE et al., 2017). As resisténcias intrinsecas a benzilpenicilina, ampicilina,
ticarcilina e piperacilina sdo mediadas pela B-lactamase de classe D de Ambler, OXA-51-
like (JEON et al., 2016). Outras enzimas produzidas naturalmente por essa espécie sdo as
cefalosporinases cromossomais ndo induziveis do tipo AmpC, também chamadas
Acinetobacter derived cephalosporinases (ADCs) que hidrolisam penicilinas e

cefalosporinas de amplo espectro ou restrito, dependendo da variante (TIAN et. al., 2011).

Estudos recentes tém demonstrado que A. baumannii tem competéncia natural de
adquirir genes de resisténcia através da transferéncia horizontal de genes, que explicam sua

alta capacidade de resisténcia a antimicrobianos (TRAGLIA et al., 2016).

A classe A de Ambler representa 0 maior grupo de B-lactamases estudado, e
geralmente séo inibidas por inibidores de B-lactamases como acido clavulénico,
sulbactam e tazobactam e conferem resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro e a
monobactamicos, podendo conferir resisténcia em baixos niveis aos carbapenémicos,
com excec¢do de algumas enzimas do tipo KPC (JEON et al., 2016).

A classe A de B-lactamases que foram identificados em A. baumannii, séo: TEM,
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SHV, GES, CTX-M, SCO, PER, VEB, KPC e CARB, sendo TEM-1, CARB-4 e SCO-1,
séo de espectro restrito, enquanto outras enzimas (por exemplo, PER-1, TEM-92, CARB-
10, SHV-5, PER-2, CTX-M-2, CTX-M-15, VEB-1, GES-14 e PER-7) séo B-lactamases
de espectro estendido (ESBLs) (LEE et al., 2017). Essas enzimas apresentam serina no seu
sitio ativo e sdo codificadas por genes localizados em plasmidios. Geralmente, sdo inibidas
por inibidores de beta-lactamases como &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam e,
conferem resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro e monobactamicos, podendo
também conferir resisténcia aos carbapenémicos (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995;
LIVERMORE, 2008).

A classe B B-lactamases de Ambler s&o as Metalo-B-lactamases (MBLs), uma das
principais enzimas relacionadas com a redugdo da sensibilidade aos antimicrobianos
carbapenémicos e tém sido descritas em amostras de Acinetobacter spp. desde o inicio da
década de 90 (POIREL et al, 2000). Essas enzimas caracterizam-se por necessitarem de
dois ions divalentes, usualmente zinco, como cofator para atividade catalitica, por terem a
mesma estrutura tridimensional e por apresentarem residuos conservados, 0s quais Sao
responsaveis pela interacdo da enzima com cations divalentes (JEON et al., 2016). Uma
variedade das p-lactamases da classe B foram identificadas em A. baumannii como IMP,
VIM, SPM, SIM, DIM, KHM e NDM (TOLEMAN et al, 2002; CASTANHEIRA et al,
2004; JACOBY; MUNOZ- PRICE, 2005; LEE et al, 2005; YONG et al, 2007;
SEKIGUSHI et al., 2008; YONG et al., 2009; POIREL et al, 2010; BUSH, 2010).

A classe C de Ambler, engloba a producéo de p-lactamases do tipo AmpC e séo
enzimas cromossdmicas que geralmente conferem resisténcia as penicilinas, inclusive as
associagfes com inibidores de B-lactamases (sulbactam, tazobactam e &cido clavulanico),
cefalosporinas de 1% 22 e 3?2 geracOes e aos monobactamicos (aztreonam) (BUSH,;
JACOBY; MEDEIROS, 1995). A resisténcia as oximino-cefalosporinas devido a
producdo desta enzima € também uma caracteristica comum em A. baumannii
(WOODFORD et al., 2006). O aumento da expressdo do gene AmpC é regulado pela
sequéncia promotora denominada ISAbal (CORVEC et al, 2003; HERITIER;
POIREL; NORDMANN, 2006; JACOBY, 2009). Esta sequéncia de insercdo é um
elemento genético bastante disseminado entre amostras de A. baumannii e possui um sitio
ativo promotor bastante eficiente para a producdo de Open Reading Frames (ORFs)
adjacentes (CORVEC et al, 2003; WOODFORD, 2006).

As classes D de Ambler, as oxacilinases (OXA), sdao enzimas que apresentam o

agrupamento serina no seu sitio ativo, inativam principalmente os antimicrobianos
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carbapenémicos e algumas cefalosporinas, como a cefepima; no entanto ndo ha acao
hidrolitica quando o substrato é a ceftazidima (BOU et al, 2000; BROWN; AMYES,
2006; WATSON et al., 2009). O primeiro relato de uma serino-beta-lactamase capaz de
hidrolisar o imipenem em A. baumannii ocorreu em 1993, na Escécia e foi denominada
OXA-23 (PATON et. al., 1993). A habilidade de OXA-23 em hidrolisar 0s
carbapenémicos permitiu a definicdo de um novo grupo de enzimas do tipo OXA, com
atividade de carbapenemases, este grupo foi nomeado Carbapenem-Hydrolysing class D
enzymes - CHDLs (POIREL e NORDMANN, 2006). As CHDLs, carbapenemases mais
frequentes em A. baumannii, ndo hidrolisam cefalosporinas de amplo espectro e a
capacidade de hidrolisar carbapenémicos € 100 a 1000 vezes menor quando comparadas
as MBLs. Estas estdo divididas em cinco grupos filogenéticos de acordo com a homologia
de sua sequéncia de aminoacidos assim nomeados: blaoxa-23 like, blaoxa-s1 like, blaoxa-ss
like, blaoxa2s-40 like, e blaoxa-143 like (POIREL et. al., 2010). O gene blaoxa-si-like,
intrinseco de A. baumannii confere resisténcia aos carbapenémicos somente quando
associado a elementos de insercéo tipo ISAbal ou ISAba9, localizados upstream ao gene,
agindo como forte promotor transcricional (TURTON et al., 2006). Até o momento este
gene blaoxa-s1-like é utilizado para a identificacdo desta espécie bacteriana (ALKASABY
et al., 2017). No entanto, Lee e colaboradores (2012) questionaram o uso do blaoxa-s1-like
como um marcador espécie especifico, relatando terem encontrado o marcador em outras
espécies dentro do género Acinetobacter spp.

A enzima OXA-143 estd em um subgrupo distinto, possui atividade contra
penicilinas e carbapenémicos e foi detectada pela primeira vez no Brasil em 2004 por
Higgins e colaboradores (2009). E até o presente momento, s6 ha relato da presenca deste
gene dentro do territdrio brasileiro (CAMARGO et al., 2015, MOREIRA et al., 2017).

3.3.2. Producéo de enzimas inativadoras de Aminoglicosideos

As aminoglicosidases sdo enzimas modificadoras de aminoglicosideos e podem
ser classificadas em acetiltransferases, adeniltransferases e fosfotransferases. Atuam
diminuindo a sua afinidade de ligacdo as unidades ribossdmicas do RNA das bactérias
(ZAVASCKI et al, 2010) e representam 0 mecanismo de resisténcia de A. baumannii a
antimicrobianos desta classe. Essas enzimas sdo codificadas por genes que estdo
associados aos integrons de classe 1 (DIJKSHOORN et al., 2007; NEMEC et al, 2011,

LEE et al., 2017). Essa classe de antimicrobianos possui varios agentes como a gentamicina,
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amicacina, tobramicina, estreptomicina, neomicina, canamicina, entre outros. Dentre estes,
amicacina, gentamicina e tobramicina sdo os mais prescritos, e a indicacdo clinica mais
comum € no tratamento de infecgbes graves causadas por bacilos Gram-negativos aerobios,

tais como em infecgOes por A. baumannii (BASSETTI et. al., 2013).

3.3.3. Resisténcia aos carbapenémicos

Estes incluem imipenem, meropenem e doripenem, inicialmente considerados
como agentes promissores para infec¢fes por A. baumannii, devido & sua atividade
efetiva contra esse micro-organismo e seus baixos efeitos citotdxicos (DOI et al., 2013).
Por este motivo houve um uso crescente dos carbapenémicos no ambiente hospitalar que
vem exercendo uma pressao seletiva sobre a microbiota nosocomial, o que pode estar
ocasionando um aumento nos niveis de resisténcia de algumas bactérias como A.
baumannii a esses antimicrobianos. Dentre 0s mecanismos mais provaveis de resisténcia
encontram-se a reducdo da permeabilidade da membrana externa causada pela perda ou
expressao reduzida de porinas, hiperexpressdo de bombas de efluxo e, menos
frequentemente, alteracdo nas PBPs (proteinas ligantes de penicilinas) (POIREL et al.,
2010; HOWARD et al. 2012).

Atualmente, vérias linhagens de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos
tém sido relatadas, limitando o tratamento destas infeccdes a poucos antimicrobianos,
levando aos clinicos e pesquisadoras a explorem abordagens terapéuticas alternativas

como a volta do uso dos antimicrobianos Tigeciclina e Polimixinas (LEE et al., 2017).

3.3.4. Resisténcia as Polimixinas

Polimixinas sdo antimicrobianos peptidicos com atua¢do na membrana externa e
citoplasmatica das bactérias, conduzindo a perda da integridade dessas estruturas. A
polimixina B e a polimixina E (colistina-COL) s&o as mais adequadas para uso clinico e
tém sido utilizadas como o "dltimo recurso” no tratamento de infec¢bes causadas por
micro-organismos multirresistentes (OLAITAN et al., 2014). Por um longo periodo, as
polimixinas foram pouco utilizadas devido a preocupac6es relativas a sua toxicidade renal
e pela pouca disponibilidade dessa droga no mercado nacional. No entanto, nos altimos
cinco anos a emergéncia de bactérias Gram-negativas multirresistentes e a falta de opc¢des
terapéuticas tém levado a sua reutilizag&o rotineira (LEAN et al., 2014).

Recentemente, algumas linhagens de A. baumannii tém apresentado resisténcia
crescente a Polimixina B, com a presenca de algumas mutagfes encontradas em genes

que codificam glicosiltransferases Unicas nos genes IpxC e IpxD, e de genes que
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participam na remodelacdo da membrana celular (HOOD et al., 2013; LEAN et al.,
2014). O surgimento da resisténcia a colistina em linhagens de A. baumannii, deve-se a
mecanismos que incluem remodelagédo e perda de LPS, com mutagdes em dois
componentes de membrana em pmrA e pmrB que ativam pmrC, relacionados com a
modificacdo do lipidio A da membrana plasmatica, com a perda ou deficiéncia na
producdo de lipopolissacarideo, tornando estas linhagens pan-droga resistentes
(resistentes a todas as classes de antimicrobianos) (CAI et al., 2012; MUNERA et al.,
2014; LEE et al., 2017).

4. Técnicas de Biologia Molecular

A biologia molecular é a area da ciéncia que envolve o estudo e a manipulacéo
das moléculas que constituem o material genético dos individuos. Desde o século
passado, inimeros avangos foram obtidos, tais como a identificacdo da estrutura e da
funcdo do acido desoxirribonucléico (DNA) e o desenvolvimento de novas técnicas que
permitiram o isolamento, a manipulacdo, a multiplicacdo e o sequenciamento do DNA,
proporcionando com isso grandes avangos em diversas areas como: medicina forense,
genética, sequenciamento do genoma humano e microbiano e diagnéstico de doencas
infecciosas (WATSON et al., 2009).

A grande vantagem de técnicas de analises moleculares € sua capacidade de
fornecer, em poucas horas, um resultado de alta sensibilidade e especificidade. O
emprego desta metodologia na area da microbiologia permite a deteccdo simultanea de
genes de resisténcia aos antimicrobianos e a identificagdo do micro-organismo em um
intervalo de tempo muito menor, quando comparado com o método tradicional de cultura

bacteriana, utilizado na rotina de laboratorios clinicos (NEMEC et al., 2011).

4.1. Fluorescent in situ hybridization (FISH).

A hibridizacdo in situ com sondas fluorescentes, FISH, é um método que permite
a quantificacdo de micro-organismos sem a necessidade de cultiva-los. O método permite
identificar por microscopia, micro-organismos presentes em diversos ambientes, tendo
por base o0 uso de sondas (pequenas sequéncias complementares ao RNAr 5S, 16S, 23S
ou complementares ao RNAmM) marcadas com compostos fluorescentes ou por
fluorocromos (PELEG et al., 2009). Seu uso consiste no mesmo principio da “impressao
digital”, uma vez que os organismos podem ser identificados dentre uma populagao mista,
por apresentarem uma regido complementar a sonda a ser utilizada (AMANN et al.,

1995).
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O emprego de FISH geralmente envolve quatro etapas basicas que sao: i) a fixacao
do espécime clinico; ii) a montagem da lamina; iii) a hibridizacdo com a sonda especifica
do micro-organismo pesquisado; iv) a coloragdo com o0 4,6-diamidino- 2-phenilindol
(DAPI) e observacdo sob microscopia de fluorescéncia (PELEG et al., 2008).

4.1.2. Loop mediated isothermal amplification (LAMP)

A técnica de LAMP, descrita por Notomi e colaboradores (2000), € um metodo
de biologia molecular que permite amplificar poucas copias de DNA até uma quantidade
proxima a 10° em menos de uma hora, sob condicdes isotérmicas, e com grande
especificidade. A técnica baseia-se na utilizacdo de uma DNA polimerase com atividade
de liberacdo das cadeias formadas e temperatura 6tima de atividade entre 60° e 65 °C.
Esta técnica emprega além de uma enzima a DNA polimerase (Bst) um conjunto de
quatro a seis iniciadores especialmente desenhados para reconhecer um total de seis
sequéncias distintas no DNA alvo, sendo estes iniciadores desenhados utilizando-se o
software http://primerexplorer.jp/e/v4d_manual/index.html (NAGAMINE et al., 2001).

A técnica de LAMP apresenta como vantagens; (i) o fato de amplificar DNA em
condicdes isotérmicas e partindo de poucas copias, como acontece na PCR (ii) devido a
necessidade de reconhecimento de seis pontos de anelamento para os iniciadores, a
técnica é altamente especifica (iii) a técnica é simples e facil de ser executada podendo
ser realizada sem a presenca de um termociclador, usando para execugdo em banho seco:
(iv) o resultado qualitativo pode ser visualizado com adicdo de intercalantes como
SYBR® Green, ou corantes como Hidroxinaftol Blue ou gel de eletroforese em agarose
(NOTOMI et al, 2000).

4.1.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de 1°, 2° e 3° geracao.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) representa a técnica mais utilizada no
diagndstico molecular de micro-organismos, pois possui a capacidade de replicacdo de
DNA, mesmo que este em pequenas gquantidades que pode ser repetido em larga escala
(MACKAY et al., 2004). A metodologia requer em primeiro lugar, a identificacdo de
pelo menos parte do DNA alvo, com auxilio de iniciadores ou sondas, que hibridizam
especificamente com a sequéncia alvo (LEE et al., 2001). Embora a PCR dita como
convencional ou de 1° geragdo possua alta sensibilidade e especificidade, apresenta
algumas limitagOes, incluindo a exigéncia de uma corrida eletroforética em gel de
agarose, falta de capacidade quantitativa e a utilizacdo de reagentes tais como o0 brometo

de etidio, que € prejudicial para a saide do operador (LEE et al., 2008).
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A PCR em tempo real (QPCR) ou PCR de 2° geracdo foi desenvolvida em 1992,
como um aperfeicoamento da PCR origina,l criada por Kary Mullis e representa um
avanco significativo da biotecnologia para o diagnéstico de doengas infecciosas (YONG
et al., 2009). O sistema baseia-se na utilizacio de corantes fluorescentes SYBR® Green ou
sondas TagMan®, que permitem o monitoramento do produto amplificado em tempo real.
(STRUELENS et al., 2010). A analise da emissdo de luz é feita por um detector de sinal
que cria um grafico com a absorcéo obtida ap6s cada ciclo da qPCR (Ct), e o sinal gerado
reflete a quantidade de produto formado. Estas caracteristicas da qPCR permitem a
eliminacdo de uma fase de pds-amplificacdo trabalhosa (preparacdo de eletroforese em
gel), convencionalmente necessaria para a observacdo do produto amplificado. Assim, 0s
beneficios de qPCR em relagdo a PCR convencional sd8o numerosas e incluem a
velocidade, reprodutibilidade e a capacidade quantitativa (STRUELENS et al., 2010).

A PCR droplet digital (ddPCR) ou de 3° geracdo assume uma abordagem
fundamentalmente diferente para quantificar o nimero de moléculas de DNA em uma
amostra. Como na gPCR, os corantes fluorescentes estdo incluidos na reacdo de
amplificacdo de DNA, no entanto, ao contréario da qPCR, a quantificacdo é alcangcada sem
a necessidade da construgcdo de uma curva padréo e seus valores de quantificacdo medidos
através de Ct. Ao invés disso, a solucdo contendo os iniciadores (primers), o Master mix,
0 DNA e a 4gua sdo divididas em milhares de partes independentes, através de capilares e
emulsdo de Oleo usando micropocos e o equipamento destinado a técnica. Isso
proporciona com que nesta mistura acontega uma reacdo individual (KUYPERS et al.
2017). Com base no numero de particbes positivas (que emitem fluorescéncia) e
negativas, o nimero de copias alvo na amostra podera ser calculado (VYNCK et al.,
2016).

5. Métodos de tipagem molecular

Os métodos de tipagem molecular sdo necessarios para avaliar se as linhagens
de micro-organismos sdo epidemiologicamente relacionadas ou ndo. Em geral, linhagens
com 100% de similaridade genética sdo consideradas indistinguiveis, enquanto que
aquelas com mais de 80% de similaridade genética sdo consideradas relacionadas e as
com menos que 80% sédo consideradas distintas (SINGH et al, 2006; SADER et al, 2005;
PELEG et al.,2008).

As metodologias de tipagem molecular que se baseiam em diferengas na
sequéncia ou na organizacdo do DNA genémico para realizacdo de discriminagéo entre as
linhagens, sdo as mais utilizadas atualmente. As técnicas frequentemente usadas em
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laboratdrios para estudo da epidemiologia molecular da resisténcia e estudos de genética
de populacdo bacteriana incluindo-se A. baumannii sdao o Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) e a tipagem baseada em Multilocus Sequence Typing (MLST).

A técnica de PFGE é provavelmente a técnica de DNA fingerprinting mais
utilizada para tipagem de uma variedade de bactérias. Consiste no aprisionamento do
DNA total das linhagens em blocos de agarose, seguido pela digestdo com enzimas de
restricdo e separagdo dos fragmentos por eletroforese de campo pulsado, sendo
considerada padrdo-ouro, por apresentar alto poder discriminatério (SCHWARTZ et al.,
2006; SINGH et al, 2006). Ela auxilia na investigacdo epidemiologica dos surtos como
também, para definir a relacdo genética entre amostras provenientes de diferentes cidades
e paises, pois estabelece um grau de similaridade entre estas (SCHWARTZ et al., 2006;
NEMEC et al, 2011; VAN DEN BROEK et al, 2009; COELHO et al, 2006; LANDMAN
et al, 2009). A andlise do perfil das bandas geradas na eletroforese é realizada pela
aquisicdo da imagem com posterior comparagdo dos perfis obtidos em ‘“softwares”
especializados, que permitem a analise de um grande nimero de amostras bacterianas e
armazenagem em um banco de dados para analises posteriores através da construcdo de
um dendograma (TENOVER et al, 1995; REMENTERIA et al, 2001; SILVA et
al.,2014).

Multillocus Sequence Typing (MLST) € um método de tipagem altamente
discriminatério que tem sido aplicado no estudo de uma variedade de patdgenos
bacterianos (ENRIGHT et al, 2000). Atualmente, MLST possui uma biblioteca de
tipagem para estudos epidemiologicos de A. baumannii, que podera auxiliar na
compreensdo da evolucdo de estirpes endémicas e epidémicas (VALI et al., 2015). A
metodologia se baseia na amplificacdo de sete genes conservados do genoma, seguido de
sequenciamento dos mesmos. Para A. baumannii existem dois esquemas distintos de
analise do MLST, que foram chamados de MLST-OD (relacionado ao banco de dados
Oxford) e MLST-IP (desenvolvido pelo Instituto Pasteur). Pelo esquema de MLST-OD,
0s sete genes conservados (housekeeping) usados séo gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi e
rpoD e pelo esquema do MLSI-IP os sete genes usados séo gltA, recA, cpn60, fusA, pyrG,
rpIB, rpoB (BARTUAL et al, 2005; NEMEC et al, 2008). Cada um dos genes é
sequenciado e a sequéncia obtida é comparada com as ja existentes nos bancos de dados.
Para cada sequéncia diferente de cada gene é dado um numero de alelo Unico (allele
number). O numero de alelo é fornecido para cada um dos sete genes. Assim, a

combinacdo de todos os numeros de alelos gera o Sequence Type (ST), que pode ser
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comparado com os STs ja& descritos no banco de dados disponivel
http://www.pubmlst.org/a.baumannii(MLST-OD)
http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/abaumannii.htmI(MLST-IP).

no site

e
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6. Justificativa

A crescente prevaléncia, bem como a notdvel capacidade de resisténcia,
intrinseca ou adquirida, & maioria dos antimicrobianos utilizados na prética clinica
observada em amostras de A. baumannii, torna as infec¢bes envolvendo este micro-
organismo um grave problema de satde publica na atualidade. A. baumannii associa-se
intimamente a diferentes tipos de infeccbes, notadamente a PAV, aumentando a
morbidade e a mortalidade dos pacientes, especialmente daqueles internados em Centro
de Terapia Intensiva. O diagnostico é controverso, inicialmente se baseia nos sinais
clinicos do paciente e na identificacdo do agente etiolégico por meio de cultivo
microbiolodgico, cujo resultado levard aproximadamente 72 horas para que haja uma
identificagcdo conclusiva. Diante disso estes pacientes sdo submetidos a tratamentos
empiricos com esquemas antimicrobianos complexos, toxicos, de alto custo e de amplo
espectro. Este tipo de tratamento contribui para aumento dos custos, aumento dos
efeitos adversos advindos desses farmacos, e exerce uma pressao seletiva o que favorece
0 desenvolvimento da resisténcia bacteriana.

Portanto a otimizacdo do diagnostico de PAV se faz necessario, influenciara
diretamente no prognostico destes pacientes contribuindo para uma diminuicdo no
tempo de internacgéo, tratamento e descalonamento melhor direcionado.

Dessa forma, este projeto buscou contribuir na avaliacdo de métodos
moleculares na deteccdo de Acinetobacter baumannii, visando a otimizacdo do

diagndstico e a uma futura implantacéo destes na rotina laboratorial.
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7. Objetivos

7.1. Objetivo Geral

Avaliar o desempenho de métodos moleculares no diagnoéstico laboratorial de

Acinetobacter baumannii em amostras de mini-lavado broncoalveolar (mini-BAL)

obtidas em pacientes com suspeita de pneumonia associada a ventilagdo mecanica

(PAV).

7.2. Objetivos especificos

Isolar, identificar e determinar o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos, das amostras de Acinetobacter baumannii obtidas em
mini-BAL de pacientes com suspeita de PAV, empregando-se meétodos
fenotipicos;

Avaliar a deteccdo de A. baumannii a partir de colonias isoladas e
diretamente do mini-BAL, empregando-se a técnica de hibridizacdo in
situ com sondas fluorescentes (FISH);

Padronizar as condicdes de deteccdo e identificacdo de A. baumannii a
partir de col6nias isoladas e diretamente do mini-BAL empregando-se a
técnica de amplificacdo isotérmica de DNA mediada por Loop (LAMP).
Detectar a presenca de genes codificadores das p-lactamases:
oxacilinases, metalo-R-lactamases e serino-B-lactamases a partir de
coldnias isoladas e diretamente do mini-BAL, empregando-se a técnica de
LAMP e comparar o desempenho da técnica de LAMP com a técnica de
referéncia, PCR convencional.

Avaliar a presenga de A. baumannii diretamente do mini-BAL por
metodologia quantitativa de PCR convencional, em tempo real (QPCR)
metodologia de SYBR® Green e TagMan®e droplet digital (ddPCR) e

comparar a sensibilidade e especificidade entre elas.
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8. Material e métodos

Os pacientes foram incluidos no estudo apds aceitarem participar do mesmo, e

assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Aqueles que néo

apresentaram condigdes clinicas para decidir acerca da sua participacdo (ex., pacientes

em coma e/ou sedados), tiveram o TCLE assinado por um familiar ou responsével.

Dados demogréficos e clinicos foram obtidas de todos os pacientes incluidos no

estudo mediante utilizacdo de questionario especialmente desenvolvido para este

projeto. As seguintes varidveis clinicas foram consideradas:

- Diagnéstico principal na internacdo no Centro de Terapia Intensiva (CTI)
- Comorbidades apresentadas;

- Dados de ventilagdo mecéanica;

- Escores de gravidade a admissdo no CTI (APACHE IlI, SAPS 3 e SOFA);
- Uso de aminas vasoativas durante a internacao;

- Uso de antimicrobianos, com especificacdo das drogas utilizadas;

- Resultado microbioldgico de aspirado traqueal;

- Resultado microbiol6gico de amostra clinica obtida por Swab na entrada hospitalar

ou como esquema de vigilancia;

- Desfecho clinico dos pacientes.

Critérios de incluséo no estudo:

- Idade > 18 anos;

- Internacdo ha pelo menos 48 horas;

- Suspeita de PAV pela equipe assistente, com decisdo de iniciar terapia
antimicrobiana (ver critérios de PAV, abaixo);

- Assinatura do TCLE pelo paciente ou responsavel .

Critérios de ndo inclusdo no estudo:

- Presenga de contraindicagdo a realizagdo do mini-BAL, quais sejam:

- 1) hipoxemia (necessidade de FiO, > 70%, com PEEP > 10, para manter SatO, >

90%:

ii) instabilidade hemodinamica grave, com dosagem de noradrenalina > 20mL/h, na
diluicdo padrédo (20mg/200mL).
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Por se tratar de estudo de observacdo, ndo houve nenhuma alteracdo propedéutica ou
terapéutica na conducdo dos pacientes pela equipe médica, que seja decorrente deste

estudo.
Definigdes:

- Diagnéstico confirmado de PAV: Definido como infiltrado novo ou progressédo de
um infiltrado previamente existente na radiografia de torax, associado a pelo menos
um dos seguintes (temperatura axilar > 38.3 °C e leucécitos totais > 10%/1) e pelo
menos um dos seguintes (aspiracdo de escarro purulento pelo tubo orotraquial (TOT)
ou traqueostomia; piora da troca gasosa, com queda da saturacdo periférica de
oxigénio [ex., PaO2/FiO. <300], aumento da demanda de oxigénio suplementar, ou
aumento da demanda ventilatéria), mais de uma cultura de mini-BAL mostrando
contagem > 10° UFC/mL (ANVISA 2013).

- Diagnostico suspeito de PAV ou colonizacdo das vias aéreas: A mesma

definicdo acima, porém com cultura de mini-BAL negativa, ou com contagem <10*
UFC/mL.

8.1. Obtencé&o dos espécimes clinicos, identificacdo fenotipica e testes de

susceptibilidade a antimicrobianos

8.1.1. Coleta do mini-Lavado broncoalveolar (mini-BAL)

As amostras de mini-BAL foram coletadas pela equipe de fisioterapia do Centro
de Terapia Intensiva de Adultos do Hospital das Clinicass’lUFMG, conforme protocolos
bem estabelecidos pelos mesmos. Durante os procedimentos, administrou-se 100% de
oxigénio, mantendo o paciente monitorado e sob sedacdo conforme critério médico.
Para a coleta do espécime clinico, um cateter conectado a um three-way foi preparado e
por meio deste, uma seringa com soro fisiolégico foi acoplado a um circuito fechado de
coleta estéril, “bronquinho”. Foi introduzido o cateter as cegas na arvore bronquica e
instilando aproximadamente 30 mL de solucao fisioldgica 0,9% (SF 0,9%) estéril, sendo
este conteudo imediatamente aspirado. Quando, pelo menos 10mL de fluido foi
aspirado, o cateter inteiro foi removido. Caso contrario sem a retirada do mesmo este

foi posicionado o mais distal possivel e novamente, e instilado mais 15mL de SF 0,9%

em seguida, maximo de volume possivel foi aspirado. Com os espécimes, devidamente
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vedadas e identificadas, foram encaminhados ao laboratério de biologia Oral e anaerdbios
(MOA), do departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas a

temperatura ambiente no maximo em quatro horas.

8.1.2. Cultura quantitativa do mini-BAL

Cada amostra de mini-BAL obtidas foi homogeneizada e dividida em cinco
aliquotas de aproximadamente 2mL em tubos do tipo Eppendorf no laboratério (MOA),
onde foram submetidas ao seguinte processamento pareado:

12 amostra

- Foi realizada a andlise microscdpica direta através de um esfregaco, corada pela
técnica de Gram.

- A mesma aliquota foi usada para semeadura primaria em meios de cultura
Tryptone Soya Agar (TSA-OXOID®), para recuperacdo de todos 0s micro-organismos e
MacConkey (OXOID®) para isolamento de micro-organismos Gram-negativos. Com o
auxilio de uma alca calibrada de 1ul e ap6s homogeneizacdo, os espécimes foram
semeados em placas com os meios de cultura mencionados. Apds a semeadura primaria,
procedeu-se a incubacao em estufa a 37 °C por 18-24 horas. As placas foram avaliadas
qguanto ao crescimento bacteriano, morfologia e contagem do numero de unidades
formadoras de col6nia. Sabendo-se que o valor de corte mais aceito na literatura é o de
10* UFC/mL, a contagem pode ser traduzida da seguinte forma.

e <10 coldnias por placa — < 10* UFC/mL e, supde-se, colonizagao.

e > 10 colénias por placa — >10* UFC/mL e deve ser interpretado como doenca

infecciosa.

- Foi realizado coloracdo de Gram de todas as colbnias isoladas nas semeaduras

primarias e dos novos repiques, a fim de se comprovar a pureza das bactérias

isoladas.

Para a identificagdo da(s) bactéria(s) e levedura (s) isolada(s) crescidas em semeadura,

foi utilizado o sistema VITEK® Il (BioMérieux®) por meio de cartdes (GN para Gram-
negativas, GP para as Gram-positivas e Yeast para as leveduras do Test kit VITEK II)

segundo as instrucdes do fabricante.
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Apobs a identificacdo pelo VITEK® 11, trés alcadas dos inculos foram preservadas em
criotubos contendo 1mL de Caldo Brucella (OXOID®) acrescido de 10% de Glicerol

estéril e armazenadas em freezer -80 °C.

2% e 32 amostras
- Foram utilizadas para as analises de LAMP, FISH, gPCR e ddPCR.

42 e 52 amostras
-Duas aliquota de 2mL foram armazenadas em freezer -80 °C, para eventuais

necessidades e novas analises quando estas se fizerem necessarias.

8.2. Determinacao dos perfis de susceptibilidade a antimicrobianos
Uma aliquota de amostras bacterianas foram retiradas do crescimento (TSA e
MacConkey), e testadas quanto a sua susceptibilidade a antimicrobianos pelo sistema
automatizado VITEK® Il (BioMérieux®) utilizando os seguintes cartdes: para as bactérias
Gram-negativas 0 AST-N239, para as Gram-positivas AST-P585, seguindo as
orientagdes do fabricante.
A metodologia de gradiente de antimicrobianos utilizando a fita pléstica (Etest

BioMérieux®), para a PolimixinaB foi testada.

8.3. Aplicacéo da técnica de Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)
8.3.1. Etapa de fixacdo dos espécimes clinicos

O processo de fixacdo dos espécimes clinicos de mini-BAL foi realizado no dia da
coleta, com o objetivo de preservar a integridade celular.

Este processo consistiu das seguintes etapas: 2mL do mini-BAL e 2mL de solugéo
contendo paraformaldeido 4% e (NaOH 1N pH 8). Esta solucdo fixadora foi deixada em
repouso “overnight” a 4 °C. Em seguida este material foi centrifugado a 7.600 rpm por 5
minutos e o sobrenadante descartado; o pellet foi ressuspendido em 1mL de PBS 1X, este
processo foi repetido por mais duas vezes. Ao final o pellet foi ressuspendido em PBS 1X
e adicionado Etanol 100% gelado na proporcdo 1:1 e armazenado a -20 °C
(LEMARCHAND et al,.2005).

8.3.2. Etapas de hibridizacéo das células
Os espécimes pré-fixados foram aplicados na superficie da lamina de teflon
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contendo 10 pocinhos de 8mm de diametro (MP Biomedicals) acrescidos das sondas
especifica para a bactéria Acinetobacter baumannii (ABA1212) e da universal para o
Dominio Bacteria (EUB338). A especificidade in situ das sondas foi checada em pelo
programa National Center for Biotechnology Information/Basic Local Alignment

Search Tool (NCBI/BLAST) disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

O protocolo de hibridizacao dos espécimes clinicos foi proposto por Hahn (2001). Foi
aplicado 1ul de amostra no pocinho e espalhado com auxilio de uma ponteira, esta foi
levada para uma estufa para secagem a 46 °C por 40 minutos. Em seguida as laminas
foram emersas em solucdo de Etanol em concentracbes de 50%, 80% e 100% com
objetivo de promover desidratagdo das células aderidas a Iamina por imerséo serial, ap6s
este processo as mesmas foram deixadas a temperatura ambiente.

Foi adicionado em cada pocinho 9ul de tampdo de hibridizacdo (0,9 M NaCl, 20
mM Tris.HCI [pH 8,0] 0,01% SDS e formamida, aquecido a 48 °C) contendo formamida
na concentragdo de 35% para sonda EUB338 (5°- GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3%)
(AMANN et al, 1990). Em seguida 1ul da sonda ABAI1212 (5'-
GCTTCTCAACACACCTTC- 3) (ZIMMERMANN et al., 2001) foi espalhado no
mesmo pocinho com auxilio de uma ponteira, a lamina foi incubada em camara escura em
estufa a 45 °C por duas horas. Apds este periodo as laminas foram imersas em tampéao de
lavagem por 20 minutos a 48 °C em banho-maria. Em seguida as laminas foram
mergulhadas em agua ultra pura por 10 segundos para remover sais e SDS e deixadas
temperatura ambiente na auséncia de luz para secar. Posteriormente foi adicionado em
cada pocinho 9ul de &gua ultra pura e 2ul do  corante DAPI (4,6-diamidino-2-
phenilindol-DAPI), Sigma® a 0,001%, deixando agir por 10 minutos em temperatura
ambiente na auséncia de luz. Apds secagem a lamina foi mergulhada em agua destilada e
deixada em temperatura ambiente. Posteriormente foi aplicado em cada pocinho 6ul de
uma solucéo contendo (glicerol a 80%, PBS 1X a 20%), as laminas foram acondicionadas

na auséncia de luz e sob refrigeragdo para posterior analise em microscopio.

As laminas foram examinadas sob microscopia Optica (Olympus BX-50) com
objetiva de imersdo, para aumento de 1.000 vezes, sob epifluorescéncia e contraste de
fase. A microscopia de contraste de fase foi utilizada somente para ajustar o foco da
imagem, antes da observagdo sob a luz ultravioleta. Foram utilizados filtros especificos
com espectro de absor¢édo entre 510 a 550nm e de 330 a 385nm para captacdo de emissoes

de fluorescéncia da sonda e do DAPI, respectivamente (ABREU, 2006).
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8.3.3. Quantificacdo das bactérias

A contagem das bactérias foi realizada em 10 campos microscépicos, em uma
primeira etapa as células foram contadas in loco, por meio da visualizagdo direta das
células através da ocular do microscopio. Posteriormente a contagem foi realizada por um
sistema de captura de imagem acoplado ao microscopio, onde as imagens eram capturadas

e a contagem das células foi realizada pela sua visualizagdo no monitor do computador.

8.4. Analises por Amplificacdo isotérmica mediada por Loop (LAMP)
8.4.1. Extracdo do DNA por lise termica

Todas as amostras bacterianas isoladas a partir do mini-BAL que estavam em
meio de criopreservagdo a -80 °C foram ressuspendidas em meio TSA e incubadas em
estufa por 18-24 horas a 35 °C. Posteriormente trés alcadas de cada crescimento
bacteriano foi homogeneizadas em 200ul de PBS 1% e centrifugadas sob-refrigeracédo a
4° C a 6.500 rpm por seis minutos, o sobrenadante foi descartado, sendo este
procedimento repetido por duas vezes. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 200ul
de tampédo TE (Tris-HCI10 mM, pH 8,0; EDTA, 1mM) homogeneizado e levado para
fervura por 10 minutos, em seguida os tubos foram centrifugados sob refrigeracdo a 4° C

por 10 minutos a 6500 rpm. O produto foi dosado em espectrofotometro ND-1000
(NanoDrop®).

8.4.2. Desenho dos iniciadores utilizados na reacdo de LAMP

O desenho de todos os iniciadores utilizados nos ensaios de LAMP foram
desenhados a partir do programa http://primerexplorer.jp/e/v3_manual/index.html
(NAGAMINE et al., 2001; NOTOMI et al., 2000). Os seguintes genes foram avaliados
neste estudo: blaoxas: € regido ITS ambos usados para detecgdo e identificacdo de A.

baumannii, os genes blanowm-1 e blakpc-2, para detecgéo de Beta- lactamases (Tabela 1).

Todas os iniciadores foram verificados quanto a especificidade in silico através do
banco de sequéncias depositadas no NCBI-Genbank no National Center of Biotechnology

Information (NCBI: http://www.ncbi.nlm.niv)

Tabela 1. Iniciadores da reacdo de LAMP utilizados para a detec¢do genotipica de MBL, outras f3-
lactamases, regido ITS entre os genes 16S e 23S do rRNA e blaoxa-51 de Acinetobacter baumannii.
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Genes Iniciadores

Referéncia

F3 AGGCGATGCTATGAAAGC
B3 CATGGATTGCACTTCATCTTG
FIP GGTACCGATATCTGCATTGCCAGTCGTATTGGACTTGAACTTGAACTCA

blaoxa-s1 BIF  TTTGGCTGGGTCCTTTGCTAGCTTGTAAGCAAACTG Deste estudo
F2 AGGCGATGCTATGAAAGC
B2 AATTACTCCTCAGCAAGAGGC

3

F3 GCATAAGTCGCAATCCCCG

blaypm-1 - CTTCCTATCTCGACATGCCG
FIP GAGATCAACCTGCCGGTCGCTTTTTCCATACCGCCCATCTTGT Deste estudo
BIP  TCTGGGCGGTCTGGTCATCGTTTTTTCCAACGGTTTGATCGTCA
F2 ACCACCAGCACGCGGCCGCCATE
B2 GGTGACTCACGCGCATCAGS
F3 CGGTAATTAGTGTGATCTGAC

ITS B CATTTCAGTTTAGAGCACTGT

FIP  TTGCTTAACCTAAACTCTTGAGTGAGAAGACACATTAACTCATTATTAACAGA Deste estudo
BIP  AGCAAATTAACTGAATCAAGCGTTTACTTAAGCACCGTACAGC
F2 AATTTATTTCAGACTCAATTTTGCCAA
B2 GGTATGTGAATTTAGATTTAGATTGAA

8.4.3. Condicdes de amplificacdo das reactes de LAMP

O volume final das reacGes foi de 25ul contendo: 2,5ul de tampdo 10X (New
England BiolLabs), 1ul DNA Polymerase Large Fragment (Bst) (8U) (New England
BioLabs), 4ul de Betaina a uma concentracdo de 0,8M (PROMEGA®), 2ul de MgCl. (6
mM) (PROMEGA®), 3,5ul de dNTP (1400 pM) (PROMEGA®) 0,8ul dos iniciadores
internos (FIP/BIP) a (50pmol), 0,1ul dos iniciadores externos (F3/B3) a (50pmol) e 0,4ul
dos iniciadores -Loop (B2/F2) a (50pmol), 5,4ul de agua tipo ABD e 4ul de DNA alvo.
Para cada reacéo foi testado um gradiente de temperatura de amplificacéo entre 40 °C a 60

°C, bem como o tempo 6timo de amplificacdo para cada iniciador testado, variando de 40 a
60 minutos.

Foram testadas trés metodologias diferentes para visualizacdo do produto
amplificado por LAMP, o uso de um corante Hidroxinaftol blue, um intercalante de DNA
0 SYBR Green, e 0 uso de uma corrida eletroforética utilizando gel de agarose a 1%. Foi
adicionado 1ul Hidroxinaftol blue 120uM (Sigma-Aldrich) antes do processo de
amplificagcdo a cada tubo, juntamente com o Master Mix. Apos processo de amplificacdo
as amostras eram verificadas a olho nu quanto a mudanca de cor, sendo consideradas
positivas apresentando cor azul (GOTO et al, 2009). Foi adicionando 1ul de SYBR Green
em diluicdo de 1:10 em DMSO, em cada tubo p6s periodo de amplificacdo, os tubos foram
deixados em bancadas por 15 minutos e em seguida foram levados para serem visualizados
em um transiluminador de luz ultravioleta, sendo considerado positivo aqueles que

emitissem fluorescéncia com tonalidade verde. Outra forma testada para visualizacdo dos
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resultados foi a utilizando uma corrida eletroforeética, 3ul do produto da reacdo de LAMP
foram misturados a 1pl de solugdo contendo diluicdo de GelRed 10.000X (Biotium®) em
tampdo de coloracdo 6X (PROMEGA®) na concentracdo de 1:1, aplicados em gel de
agarose a 1%, submetidos a corrida em voltagem 90 volts por aproximadamente 120
minutos imersos em solucdo de TBE, posteriormente o gel foi levado ao transiluminador

de luz ultravioleta para visualizagéo.

Para teste confirmatorio dos produtos amplificados em LAMP, todos os resultados
obtidos foram correlacionados a metodologia padrdo ouro de amplificacdo de DNA que é a
metodologia de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR convencional).

Para o gene blakec2 foi utilizado o iniciador Foward 5.
(GCAATGTCACTGAATACTCGT 3°) e Reverse (5-GCGATCCTTCCAACTCGT-3))
possuindo 892 pares de bases. As condicOes da ciclagem foi de acordo com Jones e
colaboradores (2009).

Para o gene blanom1 foi utilizado o iniciador Foward (5-
(GCAATGTCATGAATATACTCGT-3"), e Reverse (5-GCGTCCTTCCAACTCGT-3")
possuindo 1100 pares de bases, de acordo com as condi¢des citadas por Pak e
colaboradores. (2012).

Para o marcador espécie especifico para A. baumannii blaoxasi, Foward (5°-
TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3") e 0 Reverse (5°- ATTTCTGACCGCATTTCCAT-
3"), com 353 pares de bases. As condicBes da ciclagem foram: 94 °C por 1 minuto, 94 °C
por 45 segundos, 60 °C por 5 minutos, 72 °C por 1 minuto com 35 ciclos, com extensao
final de 72 °C por 5 minutos.

Os produto amplificado em PCR convencional foi aplicado em gel de agarose a 1%,

corados com GelRed 10.000 X (Biotium®), o gel foi submerso em solucdo TBE 1X
(Tris/Borato/EDTA), em voltagem de 120 minutos a 90 volts. Apos corrida o gel as bandas

foram visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta.
8.5. Deteccao de variantes da OXA-51 (Artigo I1-Anexos)

Durante o processo de padronizacdo da técnica de SYBR Green, observou-se a
formacéo de uma curva de Melt diferente do controle positivo que estava sendo utilizado
uma amostra de A. baumannii ATCC 19606, foi realizado sequenciamento dos produtos
amplificados por qPCR que apresentaram estes picos, e atraves de analise junto ao

GeneBank do NCBI, verificou-se ser todas amostras de A. baumannii, alguns outros testes
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foram utilizados afim de se verificar se as amostras pertencem a subtipos/variantes da

blaoxa-s1.

8.5.1. Eletroforese em campo pulsado (PFGE)

A técnica de eletroforese em campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis,
PFGE) foi empregada a fim de se verificar o polimorfismo das amostras. Utilizando-se o
protocolo descrito por Seifert e colaboradores (2005). As amostras de A. baumannii
obtidas do mini-BAL, preservadas em meio de criopreservacdo foram ressuspendidas em
meio TSA por um periodo de 18-24 horas em estufa a 35 °C. Apds crescimento foi
preparada uma suspensdo destas colonias com salina, esta suspensdo apresentou uma
transmitancia de 15% medida com uso de um espectrofotdmetro. A seguir, uma aliquota
de 200ul desta suspensdo foi transferida para microtubo de centrifuga contendo 10ul de
proteinase K (20mg/mL) e 5ul de lisozima (40mg/mL). Apés leve homogeneizacdo,
200ul de agarose para PFGE a 1%, em solucdo com TE foram acrescentados a cada tubo,
a mistura dispensada em moldes descartaveis para preparo dos cubos de agarose. Apos
10 minutos a temperatura ambiente, os cubos de agarose solidificados foram transferidos
para tubos de fundo cénico de 50mL contendo 5mL da solugéo de lise celular e 25ul de
proteinase K (20mg/mL). Os tubos foram incubados por 2 horas, a 55 °C sob agitacédo de
150 rpm. A seguir, o tampdo foi acrescentado e os cubos lavados por duas vezes com
agua destilada estéril, por 20 minutos cada lavagem, e por quatro vezes com tampédo TE,
por 20 minutos. As lavagens foram realizadas a 50 °C, sob agitacdo de 150 rpm. Apo6s
lavagem, os cubos foram cortados com espessura de 2mm e submetidos a digestdo com a
enzima Apal, a concentracdo de 50U. Os cubos foram incubados a 37 °C, por 18-24
horas, e a seguir, dispensados em gel de PFGE, em concentracdo de 1% em TBE 0.5X,
em molde compativel com a cuba utilizada. Para normalizacdo do gel foi utilizado o
marcador de peso molecular Lambda PFG Marker (New England Biolabs) em trés
canaletas do gel (inicio, meio e fim). A eletroforese foi realizada em sistema CHEF-DR
I11, com pulso inicial de 5 segundos, pulso final de 20 segundos, tempo de corrida de 19h,
a6Vcm, e 14 °C. Apds eletroforese, o gel foi corado por 30 minutos em brometo de etidio
(40mg/L em é&gua destilada) e descorado por trés vezes, 20 minutos cada, em agua
destilada. A imagem do gel, sob iluminacdo ultravioleta, foi realizada em
fotodocumentador e analisada no software de bioinformatica BioNumerics v.7.5. (Applied
Maths). Dendrograma foi gerado a partir da marcacao das bandas, utilizando o coeficiente

de Dice e 0 método UPGMA, com tolerancia e otimizacdo de 1%. Pulsotipo foi definido
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como o padréo de bandas idénticas.
8.5.2. Analise por Multilocus Sequence Typing (MLST)

A ancestralidade e distribuicdo global dos isolados foram determinadas por meio da
analise de multilocus sequence typing (MLST) de sete genes constitutivos como descritos
na tabela 2, conforme padronizacdo disponibilizada pelo Instituto Pasteur, em reac6es
com 50pul de volume final constituidas de 34l de agua; 5ul de Buffer 10X; 3ul MgCI2
(25mM); 4pl dNTP (1,25mM cada); 1ul de cada primer (10uM); 0,17ul de Tag DNA
polimerase (5U/ul) e 2ul de DNA. Apo6s amplificacdo e verificacdo da eficiéncia dos
ensaios de PCR por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%, os produtos obtidos
foram purificados e sequenciados, €, apds alinhamento das fitas sense e antisense de cada
um dos alelos, as sequéncias consenso serdo submetidas & andlise comparativa com
aquelas disponiveis no banco de dados disponibilizado pelo Instituto Pasteur
(www.pasteur.fr/mist). De acordo com a combinacdo dos alelos dos sete genes, serd
atribuido um numero de sequence type (ST). A distribuicdo dos ST em complexos clonais
serd determinada utilizando-se a ferramenta eBurst (http://eburst.mlst.net/).

Tabela 2. Iniciadores, tamanho do produto esperado e condigdes de amplificacdo MLST.

Alvo Primer Sequencia (5°-3%) P?;::;m
cprbl cpn60F ACTGTA CTT GCT CAAGC
(Chaperonina cpn60R. TTC AGC GAT GAT AAG AAG 405
60-KDa) TGG
JusA FusaF ATC GGT ATT TCT GCK CAC
(proteina ATY GAT 633
de FusaR CCAACATACKYTGWA
elongagio) CACCTTTGTT
GltaF AATTTA CAGTGG CACATT
glth AGGTCCC
(Citrato sintase) GltaR GCA GAGATACCAGCA 483
GAGATACACG
G PwGF | GGIGIT GIT TCA TCA CTA
(CTP sintase) GGW AAA GG 297
PwrGR ATAAAT GGTAAA GAYTCG
ATRTCA CCMA
racA RecAF CCTGAATCT TCY GGT AAA 372
(fator de | AC
recom binagio RecAR GTTTCT GGG CTG CCA AAC
homoélogo) ATT AC
}:'p,EB RplBF GTA GAGCGTATT GAATAC
(proteina 1.2 da GATCCT AACC 330
porcio ribossomal RoBR | CAC CAC CAC CRTGYG GGT
508) P! GATC
B RpoBF | GGC GAA ATG GC(AGT)
CAGGTECDTCG AG |
RNA polimerase) | RpoBR TTG TAA CC

Thttp://www pasteur. fr/recherche/senopole/PF8/mlst/primers_Abaumannii html
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8.5.3. Deteccdo de genes de OXA p-lactamases em A. baumannii por meio de

ensaios de PCR convencional.

Para a deteccdo dos grupos principais, oxacilinases (OXA-51-like, OXA-23-like,
OXA-24-like, OXA-58-like OXA-143-like) usou-se a técnica de PCR multiplex de
acordo com (WOODFORD et al., 2006; HIGGINS et al, 2010).

8.5.4. Deteccdo de genes variantes de blaoxasi em A. baumannii por meio de

ensaios de PCR convencional.

Os DNA das amostras de A. baumannii foram extraidos utilizando metodologia de
lise térmica de acordo com (MOREIRA et al., 2017b). As variantes da blaoxa-s1 foram
identificados usando duas metodologias a de Heritier e colaboradores (2005) e a de
Pournaras e colaboradores (2014). Os resultados do sequenciamento foram comparados

as sequencias depositadas no GeneBank.
8.5.5. A deteccéo de outros genes de carbapenemases em A. baumannii

Todas as sete amostras de A. baumannii foram testadas quanto & presenca de outras
carbapenemases como NDM, SPM, IMP, VIM, KPC e OXA-48 circulantes no territorio
brasileiro, utilizou-se a metodologia de PCR convencional, de acordo com Poirel e
colaboradores (2011).

8.6. Comparacéo da especificidade e sensibilidade das trés geracdes de PCR
8.6.1. Extracdo de &cido nucleico

As 44 amostras de mini-BAL foram levadas ao sonicador, por 30 segundos e pausa de
30 segundos, repetindo esta operacdo por 3 vezes, apds este processo todas as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 12.500 rpm, posterior a este processo o0 sobrenadante
foi descartado e 200ul do material centrifugado foi usado para extragdo de DNA,
utilizando o kit comecial QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha) de
acordo com as diretrizes do fabricante. O DNA extraido foi mantido em um freezer a -80
°C.

8.6.2. Ensaio de PCR convencional

O DNA dos 44 especimes clinicos extraidos foram testados quanto a amplificacéo
por metodologia de PCR convencional. Foi utilizado o termociclador Mastercycler Nexus

Gradient (Eppendorf® Hamburgo, Alemanha) e o marcador espécie-especifico, para
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deteccédo de A. baumannii 0 blaoxas1, Forward (5-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-
3), Reverse (5'- TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3 ') (WOODFORD et al., 2006). A
reacdo final de 25 pL consistiu-se de 12,5ul de mistura mestre 2x (PROMEGA®,
Wisconsin, EUA), 1ul do iniciador Reverse (10uM), 1 ul do iniciador Forward (10uM),
2ul de DNA (50 ng/ul) e 8,5ul de agua de tipo ABD. As condi¢gdes de PCR foram
realizadas da seguinte forma: 94 °C durante 3 minutos e 94 °C durante 45 segundos
durante 35 ciclos, 60 °C durante 5 minutos, 72 °C durante 5 minutos. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em um gel de agarose a 1%, coradas com

GelRed e visualizadas em transiluminador.
8.6.3. Ensaio com SYBR® Green em qPCR

A quantificacdo das 44 amostras de mini-BAL foi realizada utilizando 12,5uL de
SYBR® Green PCR 2X Master Mix (Applied Biosystems, California, EUA), 1uL de
Forward (10 uM) (5'-TTTAGCTCGTCGTATTGGACT-3 ") 1 uL de Reverse (10 uM) (5
"CCTCTTGCTGAGGAGTAATTTT-3") (10 uM) (GADSBY et al., 2015), 4,5uL de 4gua
do tipo ABD e 1uL de DNA (20 ng/uL) com volume final de reacdo de 20uL. O qPCR foi
realizado a PCR StepOne™ Real-Time (Applied Biosystes, California, EUA) com
ciclagem de 10 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 60
segundos a 60 °C. Apo6s 40 ciclos, uma curva de melting curve foi testada com
temperaturas entre 60 °C e 95 °C com uma leitura a cada 0,3 °C. Todos os testes foram
realizados em triplicata. A amplificacdo especifica de gPCR foi confirmada verificando a
curva de fusdo do gene alvo em cada amostra. O software ABS 7500 Fast System SDS v.
1.4 (Applied Biosystems, California, EUA) foi usado para construir uma curva padrdo de
seis pontos a fim de extrapolar um resultado quantitativo. Os testes foram aceitos se as
curvas padréao fossem lineares (eficiéncia de reacao de 90-110%, R2> 0,98).

8.6.4. Ensaio de TagMan® em gPCR
O DNA extraido do mini-BAL foi quantificado usando o Sistema de Detecgédo de
PCR em Tempo Real CFX96 Touch (Bio-Rad Laboratories, Califérnia, EUA). Com
volume final da reacdo de 20uL constituido de 10uL de Master Mix QuantiTect®
(QIAGEN, Hilden, Alemanha) 1uL de sonda (10pmol) (5 '- 56-FAM-CCTTGAGCA / ZEN
| CCATAAGGCAACAC / 3IABKFQ-3"), 0,7 uL de iniciador para Foward (10pmol) (5'-
CCTGCTTCGACCTTCAAAATG-3) 0,75uL Reverse (5-
TGCCCGTCCCACTTAAATAC-3") (10 pmol), 1uL de MgCl, (25 mM), 4,5uL de H20 2
uL de DNA (20 ng/uL). As condigOes de ciclagem foram as seguintes: 95 °C por 10
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minutos; 45 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 60 segundos. Todos 0s
testes foram realizados em triplicatas. A amplificacdo especifica de qPCR foi confirmada
pela verificagdo da curva de fusdo do gene alvo em cada amostra. A detecgéo do sistema
PCR CFX96 Touch em tempo real (Bio-Rad Laboratories, California, EUA) foi utilizada
para construir uma curva padrao de seis pontos e extrapolar um resultado quantitativo. Os
testes foram aceitos se as curvas padrdo fossem lineares (eficiéncia de reacdo de 90-110%,
R2>0,98).

8.6.5. Ensaio da Droplet Digital PCR ou (ddPCR)

O DNA extraido dos espécimes clinicos foi quantificado utilizando o sistema de
PCR QX200™ Droplet Digital™ (Bio-Rad Laboratories, Califérnia, EUA) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Resumidamente, a reacdo apresentou volume final de 20uL
constituindo de 10uL de EvaGreen ddPCR 2x Supermix (Bio-Rad Laboratories, California,
EUA), 1uL de sonda (5-56-FAM-CCTTGAGCA/ZEN/CCATAAGGCAACAC/
3IABKFQ-3"), 0,75 uL de iniciador Foward (10pmol) (5-
CCTGCTTCGACCTTCAAAATG-3), 0,75 uL de Reverse (-5-
TGCCCGTCCCACTTAAATAC-3") (10 pmol), 1uL de MgClz (25 mM), 4,5 uL de H20, 2
uL de DNA. Apds descanso por 3 minutos a temperatura ambiente os 20uL de reacéo
foram colocados no cartucho para geracao de goticulas utilizando as e 8 canaletas((Bio-Rad
Laboratories, EUA) e 70uL de 6leo para geracdo de gota (Bio-Rad Laboratories, Califérnia
, EUA) foi adicionado a cada canaleta. Aproximadamente 20.000 goticulas foram geradas
em cada tubo utilizando o gerador de goticulas QX200 (Bio-Rad Laboratories, California,
EUA). Apds o processamento, a emulsdo de goticula foi preparada e (40uL) foi transferida
para a placa contendo 96 pogos (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). A placa foi
subsequentemente selada a quente com selante apropriado usando o selador de placa PCR
PX1 ™ (Bio-Rad Laboratories, California, EUA). A amplificacdo da placa foi realizada
utilizando o termociclador Px2 ( Thermo Electron corporation, EUA). As condicbes de
amplificagdo foram as seguintes: 95 °C durante 10 minutos, 40 ciclos de 94 °C durante 30
segundos, 58 °C durante 60 segundos, 1 ciclo de 95 °C durante 10 minutos. As reagoes
foram otimizados em relacdo ao anelamento da fita (no intervalo entre 54 °C e 60 °C). Ap6s
a amplificacdo, a placa foi lida de forma individualizada pelo leitor de goticulas QX200
(Bio-Rad Laboratories, California, EUA), os resultados foram analisados pelo software de
leitor de goticulas Quanta Soft, versdo 1.6.6.0320 (Bio-Rad Laboratories, Califérnia,
EUA). A concentracdo absoluta de cada amostra foi relatada automaticamente pelo

software ddPCR, calculando a propor¢édo das goticulas positivas sobre as goticulas totais
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combinadas com a distribuicdo de Poisson.
8.6.6. Teste para definir a especificidade analitica

Para verificar a especificidade analitica das trés geracdes de PCR, um painel de
bactérias de referéncia foi utilizado sendo elas: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Klebsiella pneumoniae ATCC 27799, Klebsiella oxytoca ATCC 700324, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter cloacae ATCC
700323, Staphylococcus epidermidis ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853), a escolha foi feita porque sdo espécies comumente isoladas em cultura quantitativa
em amostras de lavado broncoalveolar de pacientes com pneumonia associada a ventilagdo
mecanica. O DNA das bactérias de referéncia (ATCC) foi extraido por lise térmica de
acordo com Moreira e colaboradores (2017b), sendo cada amostra testada em triplicata a
fim de se avaliar a produtividade do ensaio.

Todas as sequéncias de oligonucleotideos usadas foram verificadas utilizando a
ferramenta de pesquisa de alinhamento utilizando o banco de dados do GenBank para
especificidade in silico.

Para desenhar a sonda utilizada na TagMan® e na ddPCR, utilizou-se o ferramenta
iPrimer3 Plus (UNTERGASSER et al., 2012).

8.6.7. Teste para definir a sensibilidade analitica

Para comparar a sensibilidade e a precisao entre as trés geraces de PCR, o DNA de
100 UFC/mL da amostra de referéncia A. baumannii ATCC 1906 foi extraido por lise
térmica de acordo com Moreira e colaboradores (2017b), ap6s extracdo o DNA foi diluido

em escala de 10 entre (10* a 10'°), com concentrago inicial de DNA de 102 ng/ul (10%).
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9.  Aspectos éticos

Este projeto foi submetido & Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo - DEPE do Hospital
das Clinicas e a0 Comité de Etica e Pesquisa - COEP/UFMG sendo eles aprovados: Projeto
CAAE 23476313.6.0000.5149.
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10. Resultados

10.1. Caracteristicas dos pacientes avaliados

No periodo de Novembro de 2013 a Julho de 2015, foram coletadas 44 amostras de
mini-BAL de pacientes que estavam internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
adulto do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo
Horizonte, todos estes se enquadravam no critério de inclusdo do estudo. Apos a coleta os
espécimes clinicos foram processados no Laboratorio de Microbiologia Oral e Anaerdbios
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

De maneira geral, um pouco mais da metade dos pacientes era do sexo masculino
(52,28%), com idade média de 57,2 £ 19. As principais cormorbidades apresentadas por
estes pacientes foram hipertenséo arterial (22,72%), neoplasias (18,2%) e insuficiéncia
renal e hepatica (11,4%). Em relacdo ao uso de antimicrobianos 21 (47,7%) faziam uso de
algum carbapenémico e 15 (34%) pacientes usaram polimixina B durante seu seguimento
de permanéncia na UTI. As principais caracteristicas apresentadas pelos pacientes no

momento da inclusdo sdo demonstradas na tabela 3.

Tabela 3. Dados recuperados dos pacientes inclusos neste estudo (n=44) via
prontuario.

Caracteristica Valores
Idade (anos) 57,2+ 19
Sexo
Masculino (n=23/ 52,28%)
Feminino (n=21/ 47,7%)
Uso de antimicrobianos
Carbapenémicos (n=21/ 47,8%)
Polimixina (n=15/ 34%)
Aminoglicosideos (n=6/ 13,6%)
Outros B-lactamicos (n=6/ 13,6%)
Cefalosporinas (n=6/ 13,6%)
Quinolonas (n=2/ 4,5%)
Glicopeptideos (n=17/ 38,6%)
Antiflngicos (n=6/ 13,6%)
Antivirais (n=3/ 6,8%)
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Principais comorbidades

Hipertenséo arterial (n=10/ 22,72%)
Neoplasias (n=8/ 18,2%)
Insuficiéncia renal e hepatica (n=5/ 11,4%)

Pacientes com tubo orotraqueal (n=34/72,28%)

Pacientes com suspeita de PAV (n=32/72,7%)
indice de mortalidade (n=20/ 45,5%)

10.2. Andlises fenotipicas

Todos os pacientes incluidos no estudo foram também avaliados quanto a
colonizacdo por micro-organismos da microbiota externa de relevancia na vigilancia
epidemioldgica, sendo estes testes realizados como parte da rotina do hospital das Clinicas,
para todo paciente que entra na instituicdo no nivel de internacdo. O procedimento foi
realizado com o auxilio de um Swab em regides perianal, nasal e axilar, foi realizado no
laboratério de microbiologia da propria instituicdo de acordo com protocolo operacional
padrdo. O resultado do cultivo microbioldgico do Swab foi registrado no prontuario do

paciente, sendo resultado recuperado esta demonstrado na tabela.

10.3. Resultado microbiologico do mini-BAL

Foi isolado um total de 44 micro-organismos sendo A. baumannii o mais
prevalente, isolado de oito espécimes clinicos (18,2%). O segundo micro-organismo mais

isolado foi S. aureus (15,9%), seguido por P. aeruginosa (13,6%) (Tabela 4).

Tabela 4- Ordem de frequéncia de micro-organismos isolados dos espécimes de mini-

BAL avaliados.

Ordem de frequéncia Micro-organismo N° de isolados  Porcentagem (%0)
1° Acinetobacter baumannii 8 18,20%
20 Staphylococcus aureus 7 15,90%
3° Pseudomonas aeruginosa 6 13,63%
40 Klebsiella pneumoniae 3 6,82%
40 Enterococcus faecalis 3 6,82%
40 Enterobacter cloacae 3 6,82%
50 Serratia marcescens 2 4,50%
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50 Enterococcus faecium 2 4,50%
50 Stenotrophomonas maltophilia 2 4,50%
50 Staphylococcus haemolyticus 2 4,50%
6° Staphylococcus hominis 1 2,28%
6° Staphylococcus gallinarum 1 2,28%
6° Staphylococcus epidermidis 1 2,28%
6° Escherichia coli 1 2,28%
6° Candida tropicalis 1 2,28%
6° Candida albicans 1 2,28%
Total 44

10.4. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das amostras recuperadas

Todas as amostras de A. baumannii (n=8) foram resistentes a todas as classes de

antimicrobianos testados, com excegdo da polimixina B.

10.5. Padronizacao da técnica de Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Em relacdo a técnica de FISH para deteccdo de A. baumannii direto dos espécimes
clinicos, vérios protocolos de fixacdo da amostra foram testados com o objetivo de
preservar a integridade celular, porém devido a grande heterogeneidade dos espécimes
clinicos como: ser aguosa, sanguinolenta e outras muito mucoides, ndo foi possivel
estabelecer um protocolo Unico de tratamento para todos eles, tendo em vista que esta é
uma etapa de extrema importancia para o sucesso do processo de hibridizacdo, essas
caracteristicas diversas representaram um desafio na verificacdo da acurécia da técnica.

A imagem em (A) demonstrada na figura 1 representa uma das analises obtidas pela
técnica de FISH utilizando a amostra controle positivo, A. baumannii ATCC 19606 corado
com DAPI, que é um corante para DNA. Através da visualizagdo da imagem é possivel
observar que houve um perfeito processo de hibridizacdo da amostra por DAPI, podendo

fazer distincdo do aspecto morfoldgico e contagem de bactérias por campo na lamina.
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Figura 1. Resultado da visualizagdo em microscopio de imunofluorescéncia da amostra
de A. baumannii ATCC 19606 mini-BAL e corada com DAPI.

Entretanto a imagem (B) demonstrada na figura 2 apresenta uma amostra de
mini-BAL sabidamente positiva em cultura quantitativa para A. baumannii, nota-se que
houve a perfeita coloragdo com DAPI, porém ndo € possivel fazer contagem de
bactérias por campo na lamina e nota-se a presenca de aglomerados ou de células
bacterianas ou ainda debris celulares, ndo sendo possivel estabelecer esta distingdo com
certeza.

Uma amostra de mini-BAL sabidamente positiva em cultura quantitativa foi
testada com DAPI em (A) e com sonda especifica para A. baumannii ABA1212 em (B),
como demonstrada na figura 2, observou-se que ndo houve uma completa dispersao da
amostra na lamina, formando sempre aglomerados o que dificultou a contagem total das
bactérias por campo. Obtivemos uma boa coloracdo da amostra com DAPI, porém a
hibridizagdo da amostra com uso da sonda notou-se a emissdo de fluorescéncia de
pontos que ndo condiz com a morfologia observada no controle positivo presente na
figura 1, ndo sendo possivel estabelecer um padrdo confiavel com os resultados de

fluorescéncia obtidos pela sonda ABA 1212.
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Figura 2. Visualizacdo da técnica de FISH em amostras de mini-BAL coradas em (A)
com DAPI e em (B) utilizando a sonda ABA1212.

10.6. Padronizacéo da técnica de Amplificacdo Isotérmica mediada por Loop
(LAMP)

No presente estudo, a técnica de LAMP, foi também proposta para se detectar a
presenca de A. baumannii diretamente do mini-BAL e, paralelamente, buscou-se ainda,
padronizar a pesquisa de alguns genes de resisténcia pela mesma metodologia.

Inicialmente essa técnica foi empregada diretamente nas amostras de mini-BAL,
com testes com algumas metodologias de tratamento da amostra, como uso de sonicador
e varios protocolos de extracdo de DNA, porém nao se obteve sucesso por essa via, 0
resultado da amplificacdo ndo condizia ao que era esperado pela técnica. Portanto todo o
processo de padronizagdo da técnica se deu utilizando DNA extraido a partir de coldnias
oriundas de cultura quantitativa.

O DNA das 44 amostras bacterianas isoladas em cultura demonstrada em (Tabela
4) foram testadas frente aos seguintes iniciadores da regido ITS (Figura 3). Houve uma
perfeita amplificagdo da amostra controle positivo A. baumannii ATCC 19606, frente as
amostras de A. baumannii isoladas do mini-BAL, sendo a temperatura de 60 °C por 45
minutos a mais adequada para amplificacdo. Porém houve quatro amplificacGes
inespecificas entre as amostras testadas como demonstrada na figura 3, o que tornou a

deteccdo do A. baumannii por este iniciador ndo confiavel.

9 i 1Y 22 1314

l l l l S. hominis,
S. Maltophilig

P. aeruginosa

Figura 3- Resultado da amplificacdo da regido ITS pela técnica de LAMP em gel de
agarose a 1% sendo as amostras de (1 a 6) A. baumannii, (7) Staphylococcus aureus, (8)
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Serratia marcescens, (9) Staphylococcus hominis (10, 11) Stenotrophomonas

maltophilia, (12) Klebsiella pneumoniae, (13, 14) Pseudomonas aeruginosa

O gene blagy,.51 foi utilizado como marcador espécie-especifico para deteccdo e
identificacdo de A. baumannii demonstrado na figura 4, houve uma perfeita amplificacao
de acordo com que era esperado pela técnica sendo a melhor condicdo de amplificacao
testada foi a temperatura de 63° C por 50 minutos. Porém houve duas amplificagdes
inespecificas como demonstrado na figura 4, que deixaram a deteccdo do A. baumannii por

este iniciador questionavel.
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10 11 12 13

1 S. aureus
S. malthophilia|

Figura 4- Resultado da amplificacdo blaoxss: pela técnica de LAMP sendo as amostras
de (1 a 7) Acinetobacter baumannii, (8) Staphylococcus aureus, (9) Serratia
marcescens, (10) Staphylococcus hominis , (11,12 ) Stenotrophomonas maltophilia, 13

Klebsiella pnemoniae.

A deteccdo do gene blakpc-2 pela técnica de LAMP (Figura 5) foi comparada
com amplificacdo do genes por PCR convencional, a temperatura padronizada para
amplificagdo do LAMP foi de 60° C por 45 minutos. Em relagéo aos resultados obtidos
por LAMP houve amplificacdo de todas as 43 amostras testadas demonstrando como
positivas para esse gene, em comparacdo com o0s resultados obtidos em PCR
convencional ndo houve concordancia entre os testes, tornando os resultados obtidos por

LAMP, ndo confiaveis.

P. aeruginosa

Figura 5- Resultado da amplificacéo blakpc-2 pela técnica de LAMP sendo as amostras
de (1 a 6) Staphylococcus aureus, de (7, 8) Enterococcus faecalis, (9,10)
Enterococcus faecium, (11 a 13) Pseudomonas aeruginosa , (14 e 15) Klebisiella
pneumoniae.

Em relagdo ao gene blanom-1 obtive-se uma excelente padronizacdo da técnica
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resultado no Il artigo presente no anexo deste trabalho. Houve uma perfeita correlacédo
entre os resultados obtidos pela técnica de LAMP com a técnica padrdo ouro a PCR

convencional Figura 6

1000p5

S00pd

100p3

Figura 6— Imagem representativa da comparacdo das técnicas de LAMP e PCR
convencional. Em (A) PCR convencional do gene blanowm-1 (B) Técnica de LAMP para
0 gene blanom-1. CN-controle negativo; CP-controle positivo; 1- amostra de
K.pneumoniae; 2- amostra de Providencia stuartii.

Em relagéo aos produtos amplificados por LAMP, algumas metodologias foram
testadas. Em relacdo a utilizacdo da eletroforese em gel de agarose foi a melhor
metodologia testada, o resultado obtido apresentou-se da forma caracteristica da técnica,
com a presenga de um fragmentado de diversas bandas.

Outra maneira de se observar os resultados da amplificacdo pela técnica de
LAMP, foi através da coloragdo Hidroxinaftol Blue que é acrescentado antes do
processo de amplificacdo. Conforme demonstrado na figura 7, ndo houve diferenca
colorimétrica entre as amostras testadas quanto estas comparadas aos controles positivo

e negativo usados, tornando os resultados visualizados com a metodologia questionavel.
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Figura 7- Resultado do teste com o corante Hidronaftol Blue para amostras de blanpm-1
utilizando a técnica de LAMP.

Sobre o0 uso de um intercalante de DNA, usamos o SYBR Green sendo este outra
alternativa para a leitura dos resultados de LAMP (TAO et al., 2011). A adi¢do do SYBR
Green se da apos a reacdo de amplificacdo, sendo a leitura do resultado visualizado sob
luz UV, quando positivo ha emisséo de fluorescéncia (PARIDA et al., 2008).

Os resultados do uso do SYBR Green foram demonstrados na figura 8, houve
uma distin¢cdo entre as amostras negativas e positivas, porém entre as amostras
apresentadas nos tubos de 1 a 12 ha amostras negativas o que ndo foi visualizado entre
as amostras testadas, pois houve visualizagdo da emissao de fluorescéncia entre os todos

os tubos, tornando o resultado obtido ndo discriminativo.

~"""VViV|"'

Figura 8 - Resultado do teste com o intercalante SYBR®Green visualizado em luz UV,
com produto amplificado diluido 1: 100 em DMSOQO, para amostras de blanpm-1 pela
técnica de LAMP.

10.7. Deteccao das variantes da OXA-51( Artigo 1)

10.7.1. Anélises genotipicas

Apobs identificacdo fenotipicas das amostras de A. baumannii recuperadas no mini-
BAL, todas as oito amostras foram confirmadas geneticamente utilizando o marcador
espécie especifico blaoxas1, utilizando iniciadores e metodologia descrita por Woodford
(2006). (Figura 9). Cujo resultado demonstrou que todas as oito amostras analisadas pelo

método eram sugestivas de A. baumannii, o que foi confirmado através de sequenciamento
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de todas as amostras e analise dos resultados obtidos as sequéncias depositadas no
GenBank do NCBI

CN CP 01 02 03 04 05 06 07

Figura 9. Resultado da analise genotipica demonstrada em gel de agarose para

confirmacéo da identificacdo das amostras de A. baumannii.

10.7.2. Detecgio de genes de OXA f-lactamases nas amostras de A. baumannii

Houve uma prevaléncia de 85% da blaoxa23 nas amostras oito amostras avaliadas
100% apresentaram o blaoxa-s1 , € duas amostras apresentaram o blaoxa-143 . Nenhuma das

amostras analisadas apresentou a OXA-24, OXA-58. Tabela 5.

10.7.3. Detecc¢do de outros genes de carbapenemases em A. baumannii

As oito amostras de A. baumannii foram testadas quanto a presenca de outras
carbapenemases como NDM, SPM, IMP, VIM, KPC e OXA-48 circulando no territério
brasileiro, porém nédo foi detectada entre as amostras analisadas a presenca de nenhuma

destas.
10.7.4. Deteccéo de genes variantes de blaoxa-s: em A. baumannii

As variantes da blaoxa-s1 foram identificados usando duas metodologias Heritier e
colaboradores. (2005) e Pournaras e colaboradores. (2014). Os resultados do material
amplificado (Figura 10) foi sequenciado e comparados as sequéncias depositadas no
GeneBank. Foi verificada a presencga de quatro variantes ou subgrupo da OXA-51, sendo
elas OXA-69, OXA-132, OXA-64, OXA-65. Tabela 5.
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Figura 10- Resultado de Gel de agarose em eletroforese para amostras de Acinetobacter

baumannii para variantes blaoxs-s1 segundo a metodologia de Pournaras e colaboradores

2014).

10.7.5. Eletroforese em campo pulsado (PFGE)

As amostras foram caracterizadas quanto ao polimorfismo genético pela técnica de

PFGE, sendo possivel identificar seis gendtipos diferentes (amostras: 10, 26, 14, 34, 35)

com perfis de similaridade variando entre (64,4% a 73%); sendo um genotipo (5 e 9)

altamente relaciondveis com perfil de (97,1%) de similaridade entre eles (Figura 11).
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OXA enzymes
51/23
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51/23
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Figura 11- Tipagem de A. baumannii por eletroforese em campo pulsado (Pulsed field),

apos digestdo do DNA cromossdmico com endonuclease de restricdo Apal.
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10.7.6. Analise por Multilocus Sequence Typing (MLST)

As sequéncias dos (STs) encontrados no MLST foram analisadas e comparadas com
aquelas ja existentes no website. As amostras 5, 9 e 10 apresentaram o ST1
correspondente ao complexo clonal CC1; a amostra 14 apresentou o ST188
correspondente a um Singleton; a amostra 26 apresentou o ST113 pertencente ao

complexo clonal CC25; a amostra 35 mostrou 0 ST15

pertencente ao complexo clonal CC15; e a amostra 34 apresentou o ST79 pertencente ao
complexo clonal CC79. (Tabela 5).

Identificacio Alelo MLST (Institute Pasteur)
da amostra OXA-alelos blagy s
Oxe-sl ST cpnb0 fusA gltA pyrG recA B cc#
c bfaoxm—].ike c
3 blagaas like 69 1 1 1 1 1 5 1 CC1
bfraox,qjl-]jkﬁ g
9 blaogaas like 69 1 1 1 1 1 3 1 CC1
5{'{2‘0}@51-&6
10 blagyanslike 69 1 1 1 1 1 5 1 CC1
blagxas-like
y Haoxm—]jke 9 y .
14 Blaggans ke 132 188 1 3 6 1 3 4 Singleton
5{'{2‘0}@51-&6 -
gl g 4 4 15
26 blaggases like 64 113 3 3 3 4 7 4 CC25
: blapxasi-like 5 2 2 ) ) 2
34 Blaogaes like 63 79 26 2 2 2 29 4 CCc79
35 blacyss like 51 15 i é 8 2 3 5 cels

MO‘DXA_] 3 dike

Tabela 5- Resultado da analise de multilocus sequence typing (MLST) e variantes da

OXA-51 em amostras de Acinetobacter baumannii.

10.8. Comparacao da especificidade e sensibilidade das trés geracdes de PCR

10.8.1. Analise da sensibilidade analitica das trés gerac6es de PCR.

Através da diluicdo seriada na escala de 10 das amostras de A. baumannii ATCC
19606, determinamos a da sensibilidade analitica das técnicas, sendo para PCR
convencional de 10° d equivalendo 1,02 ng/ul (Figura 12).
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Figura 12 - Resultado da eletroforese em PCR convencional para alvo blaoxa-s1

Em relacio aos resultados obtidos para qPCR usando SYBR®Green, o limite de

deteccdo da reacéo foi de 10 equivalendo a (1,02 pg/ul). O valor de R? foi de 0,99 e a

eficiéncia da reacdo foi de 97%. (Figura 13)
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Figura 13 - Curva de Melt da gPCR usando SYBR®Green, da amostra de A. baumannii

ATCC 10906 .

A TagMan apresentou um limite de deteccdo 10 equivalendo a (1,02 pg/ul). O

valor de R? foi de 0,95 e a eficiéncia da reacao foi de 87% (Figura 14).
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Figura 14 - Curva de Melt da gPCR usando TagMan®, da amostra de A. baumannii
ATCC 10906.

Em relacdo aos resultados da ddPCR, o limite de deteccdo foi 0 mesmo obtido nas
analises da qPCR de 10 (1,02 pg/ul) (Figurals).
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Figura 15- Curva de amplificacdo das dPCR, demonstrando a sensibilidade analitica da
diluicdo das amostras de A. baumannii ATCC 19606 na escala de 10. Em X estdo
demonstrados os valores da diluicio de DNA na escala de 10, sendo 1 (102 até %) e os

numeros de eventos, em Y os de amplitudes de emissdo de fluorescéncia.

10.8.2. Analise da especificidade analitica das trés geracoes de PCR.

A técnica de PCR convencional e TagMan demonstrou uma excelente

especificidade frente ao alvo testado, ndo foi detectado nenhuma amplificacdo
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inespecifica. Entretanto em relagio ao SYBR®Green detectamos cinco

inespecificas como demonstrado na figura 16.
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Figura 16- Curva de Melt da gPCR usando SYBR®Green para painel de bactérias de

referéncia.

A especificidade da ddPCR demonstrou excelente, houve somente duas gotas

positivas para as amostras de S. aureus, sendo estas estatisticamente insignificantes.

(Figura 17)
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Figura 17— Resultado da especificidade analitica da dPCR usando um painel de

bactérias.A4-B4: Staphylococcus aureus, C4-D4: Pseudomonas aeruginosa, E4-F4:

Klebsiella pneumoniae, G04-HO04: Escherichia coli, A5-B5: Enterococcus faecalis, DO5:
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Klebsiella oxytoca, E05-F05: Enterococcus faecium, GO05-HO05: Staphylococcus
epidermidis BO1-HO1: Controle Positivo A. baumannii ATCC 19606.

10.8.3. Quantificacao e amplificagdo das 44 amostras de mini-BAL

A amplificacdo direto das 44 amostras de mini-BAL, por PCR convencional foi
comparada aos resultados positivos para A. baumannii em cultura quantitativa e para as
informagdes sobre colonizacdo da microbiota da pele recuperadas dos prontudrios dos
pacientes. Houve uma correlacdo de 75% entre os resultados da PCR e cultura
quantitativa (Figura 18). Detectou-se Tb duas amplificagcbes amostras 41 e 50, estes
pacientes sdo negativos para cultura quantitativa, porém sdo positivos para colonizacao de

pele e mucosas para A. baumannii.
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Figura 18 — Resultado da eletroforese em gel de agarose dos espécimes clinicos de lavado

broncoalveolar

A quantificacdo das 44 amostras de mini-BAL por gPCR usando SYBR®Green,
devida a baixa especificidade a quantificacdo encontrada se torna questionavel, porém foi

usada a nivel de comparacao qualitativa entre as técnicas como demonstrada na tabela 6.

A quantificacdo realizada usando TagMan® encontrou-se algumas divergéncias
principalmente entre as amostras negativas em cultura quantitativa para A. baumannii ,

como demonstrado na tabela 6.

Os resultados da quantificacdo por ddPCR, se mostraram mais proximos dos
resultados obtidos em cultura quantitativa, podendo inferir uma comparacdo entre 0s

resultados obtidos (Tabela 6).
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PCR convencional

SYBR®Green

SYBR®Green

TagMan ™

TagMan ™

dPCR

dPCR

Resultado da

Amostras Resultado microbiolégico | Contagem de UFC em cultura eletroforese Média entre os Ct | N2 de copias por pl | Média entre os Ct | N2 de copias por pl Quantidade de gotas positivas N2 de copias por pl
1 Negativo 28,08 38.8 117 0 0
2 Negativo 32,21 38.65 128 0 0
3 Negativo 29,9 39,2 91 0 0
4 Negativo 29,1 39,5 75 6 0,6

Colonizado/Cultura
5 positiva 40 coldnias 28,95 38,4 149 0 0
6 Negativo 30,7 40,42 42 0 0
7 Negativo 29,2 39,2 91 7 0,51
8 Negativo 29,37 40,16 50 12 1,2
Colonizado/Cultura 6 5
9 positiva incontdveis Positivo 10,1 1x 10 27,3 1,4x10 1746 144
Colonizado/Cultura 3
10 positiva incontaveis Positivo 19,52 2x10 36,7 429 1027 78,3
11 Negativo 28,98 37,9 204 4 0,2
12 Negativo 28,8 40,3 46 0 0
13 Negativo 30,87 39,23 89 0 0
Colonizado/Cultura 1 4
14 positiva 100 colénias Positivo 25,62 2,8x10 29,5 3,7x10 255 35,3
15 Negativo 30,41 39,6 71 0 0
16 Negativo 34,19 40,1 52 0 0
17 Negativo 31,66 40,12 51 11 1,8
18 colonizado 29,76 38,93 108 21 0,9
19 Negativo 37,9 40,05 54 0 0
20 Negativo 30,01 39,02 102 31 1,9
21 Negativo 30,03 39,09 97 0 0
22 Negativo 30,88 39,53 74 21 0
23 Negativo 28,97 36,45 501 21 0,62
24 Negativo 29,46 40,43 42 0 0
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25 Negativo 29,98 39,37 82 0 0
26 Cultura positiva incontaveis Positivo 10,08 1x108 33,26 3.6><103 540 26,5
27 Negativo 29,09 37 356 4 0,34
28 Negativo 27,92 33,8 2,5%10° 12 1,23
29 Negativo 30,5 44,9 0 0
30 Colonizado 29,84 34,6 1,5X103 6 0,29
31 Colonizado 30,33 31,9 8X103 115 6,11
32 Negativo 30,22 39,06 99 0 0
33 Negativo 28,85 37,8 217 0 0
Colonizado/Cultura 2 3
34 positiva 200 colénias Positivo 23,3 1x10 32,8 4,8x10 727 71,4
Colonizado/Cultura 4
35 positiva 79 coldnias 30,02 30,03 2,6x10 89 8,5
36 Negativo 30,37 38,49 141 0 0
37 Negativo 28,51 34,89 1X103 16 1
38 Negativo 31,12 38,63 130 0 0
39 Colonizado 28,33 37,35 287 19 1
40 Colonizado 28,45 35,49 908 39 2,6
41 Colonizado Positivo 28,42 34,64 1X103 408 26,5
2
45 Negativo 23,55 1x 10 39,4 80 0 0
Colonizado/Cultura
48 positiva 135 coldnias Positivo 29,15 35,9 704 433 27,6
2
50 Colonizado Positivo 21,27 5x10 38,4 149 87 6,9
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11. Discusséo

Em um ano e nove meses de coleta, 44 pacientes foram avaliados nesse estudo,
sendo que 32 (72%) apresentaram suspeita de PAV do ponto de vista clinico, no
momento de sua inclusdo e 20 (45,5%) vieram a ébito durante o periodo de internacéo
hospitalar. De acordo com a literatura, casos de pneumonia nosocomiais estdo
associados a ventilagdo mecanica (VM) em 86% dos casos, com letalidade, variando de
33% a 71%, e a relacdo os indices de mortalidade podendo atingir 55% (BORK et al.,
2015, LAN et al., 2016), dados que corrobora com os resultados obtidos.

Em relacdo aos resultados microbioldgicos do mini-BAL, e A. baumannii
destacou-se como 0 micro-organismo mais prevalente, sendo isolado de oito (18,2%)
espécimes clinicos. Outros autores também relatam a espécie A. baumannii como
principal agente etiolégico de PAV na india (MATHAI et al., 2012), na Espanha
(LOPEZ-CORTES; RODRIGUEZ BANO, 2014) e no Brasil (CASERTA et.al., 2012;
RESENDE et al., 2013). O segundo micro-organismo mais recuperado dos especimes
avaliados foram S. aureus (15,9%), seguido por P. aeruginosa (13,6%), K. pneumoniae
(6,8%) e Enterobacter cloacae (4,5%).

Os resultados dos testes de suscetibilidade a antimicrobianos realizadas nas oito

amostras de A. baumannii pelo sistema VITEK® Il mostraram que todas as amostras
foram resistentes a todas as classes de cefalosporinas, as fluoroguinolonas e aos
carbapenémicos testados, apresentando sensibilidade somente a polimixina B testada
através do Etest®. As altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos registradas em
amostras de A. baumannii apresentam um grande desafio terapéutico da atualidade para
tratamento de infeccdo causada por esse agente, especialmente porque estdo associados a
elevadas taxas de mortalidade e aumento da permanéncia hospitalar (SOUDEIHA et al.,
2017). Além disso, a falta de antimicrobianos efetivos contra amostras de A. baumannii
MDR levou a reutilizagdo da polimixina B e E nos altimos anos, mesmo estes
apresentando maior risco de toxicidade (BUSTIN et al., 2009; NEONAKIS et al., 2011).
O uso de antimicrobianos, de forma inadequada ou indiscriminada, foi relacionado ao
agravamento de casos de PAV em dois estudos realizados por Rocha e colaboradores
(2008) e, Silva e colaboradores (2011), mostrando que entre 35% a 48% dos pacientes
que desenvolveram esta infecgdo receberam antibioticoterapia empirica inadequada para o
agente etiologico envolvido, o que reforca a necessidade de estudos de otimizacdo no
diagnostico microbiologico dessa infeccao.

Na populagéo de amostra de A. baumannii avaliadas nesse trabalho observamos
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a presenca das oxacilinases blaoxa2s em 86% das amostras e blaoxais3 em duas
amostras. Esses resultados corroboram com diversos relatos de surtos por A. baumannii
envolvidos com infeccBes dentro do territorio brasileiro. Provavelmente isso se deve a
capacidade de transferéncia horizontal de elementos genéticos moveis frequentes nesta
bactéria (LEE et al., 2017). No Brasil, a primeira descricdo de A. baumannii resistente a
carbapenémicos foi em 2003, em oito amostras produtoras de OXA-23 (DALLA-
COSTA et al, 2003). A partir de entdo, observa-se o relato de amostras clinicas de A.
baumannii carreadoras do gene blaoxa-23 em varias regides do Brasil (CARVALHO et
al., 2009; FIGUEIREDO et al, 2009; MARTINS et al., 2014; CHAGAS et al., 2014,
CAMARGO et al., 2015). A ocorréncia de blaoxaiss-like, inclusive em combinagéo
com o gene blaoxa-23-like, foi observada entre as amostras, indicando a capacidade de
acumular determinantes de resisténcia, sendo atualmente o blaoxaiss-like encontrado
apenas em territorio brasileiro (CAMARGO et al., 2015, LEE et al., 2017).

O estudo do polimorfismo genético pela técnica de PFGE identificou um grande
polimorfismo entre as amostras de A. baumannii avaliadas, este fato se torna
interessante pela ocorréncia de seis gendtipos diferentes, em um periodo curto de coleta
e em um ambiente tdo restrito a entrada e a saida de pessoas. Estes dados foram
reforcados com os achados do MLST cuja as sequéncias analisadas buscam explorar as
relacbes entre as linhagens ja que, por exemplo, a recombinacdo pode ocorrer
frequentemente em muitas espécies de micro-organismos e 0 uso destes programas tem
um impacto evidente na capacidade de discernir a verdadeira relacdo entre estas e a
disseminacdo mundial de clones (TAVANTI et al., 2005).

Os grupos de gendtipos relacionados sdo geralmente referidos como um
complexo clonal e é definido como o agrupamento dos Sequencias Tipo (STs) de uma
populacdo que compartilha a igualdade dos seus genétipos estudados, inferindo qual é o
ST “fundador ou ancestral” de cada complexo (BOUGNOUX et al., 2002; TAVANTI et
al., 2005, CHOWDHARY et al., 2006, ODDS, JACOBSEN, 2008).

Portanto ap0s a andlise das sequéncias dos alelos (STs) obtidas, verificamos a
presenca de quatro complexos clonais distintos e um Singleton, sendo que (n=3/7)
apresentaram o ST1-correspondente ao complexo clonal (CC1). Existem trés clones de
A. baumannii epidémicos, comumente referidos como clones internacionais
correspondentes ao Complexo Clonal I, Il e 111 respectivamente CC1, CC2 e CC3, estes
sdo responsaveis por surtos hospitalares e tém sido identificadas por todo o mundo,

sendo considerados atualmente os CC1 e CC2 como o0s maiores complexos clonais
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registrados para A. baumannii (SUNG, 2012; KANAMORI et al., 2015). Observou-se
também a ocorréncia de um CC emergente, 0 CC25 em associagdo com 0 blaoxa-23
(CHAGAS et al., 2014; CARMARGO et al., 2015). Pournaras et al.(2014) cita a
variante de blaoxa-s1 @ blaoxa-ss em associagdo CC25, dados também encontrados em
nosso estudo. ST25 é o fundador do CC25 que também é um clone emergente na
Europa, Asia, Africa e EUA (RAFEI et al., 2015). Segundo Karah et al .(2015), em
adicdo a sua grande resisténcia aos antimicrobianos, as amostras classificadas como
CC25 demonstram a capacidade de formar biofilmes em superficies abidticas, e aderir
as células epiteliais pulmonares dos alvéolos. O ST113 ja foi descrito em amostras
isoladas nos USA, China (site do Instituto Pausteur) e na Africa entre (2009 a 2010)
(REVATHI et al., 2013), J& a amostra n=14/ ST188 correspondente a um Singleton, que
sdo STs que ainda ndo tém o numero de inclus@es suficientes para formar um complexo
clonal (RAYANE et al., 2104), no WEB SITE do instituto aparecem apenas duas
inclusbes de amostras, uma pertencentes ao Brasil e a outra do Japdo, sendo este um
dados epidemioldgico interessante sobre este clone distinto.

Juntamente com as analises de polimorfismos a presenca de quatro variantes da
OXA-51. Os genes do tipo OXA-51 sdo onipresentes em A. baumannii, qualquer
adaptacdo evolutiva nesta familia, aumentara a atividade contra carbapenémicos e a
outras classes de antimicrobianos (Pounaras et al., 2015). Segundo estudo realizado por
June e colaboradores (2016), eles demonstraram que estas variantes possuem
substituicdes do sitio ativo, e que algumas destas aumentam a atividade hidrolitica em
relacdo aos antimicrobianos (June et al., 2016). N&o se sabe ao certo se sdo substituicbes
ou mutagOes, porém os trabalhos publicados demonstram que o aparecimento destas
variantes esta associada a clinicas de A. baumannii, e que podem estar coligadas a um
mecanismo de adaptacdo da espécie que sofreu pressdo seletiva impulsionada pelo uso
excessivo de carbapenémicos que ocorreu principalmente na ultima década (Schroder et
al 2016).

Em relagdo a avaliagdo pela técnica de FISH, houve uma perfeita visualizagdo
das células marcadas com o corante DAPI, porém ndo foi possivel estabelecer uma
correlacdo entre as células que hibridizaram com o DAPI e as sondas especificas usadas
para detectar A. baumannii. Alguns fatores podem explicar este insucesso como: A
questdo da inacessibilidade da regido alvo a sonda que esta intrinsecamente ligada a fase
de fixacdo da amostra interferindo na qualidade do sinal de fluorescéncia que é

considerada um dos principais complicadores para a aplicacdo de FISH; uma
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permeabilizacdo abaixo da ideal pode resultar em um baixo sinal; ja& uma
permeabilizacdo excessiva pode ocasionar a lise e perda de conteudo celular (LAWSON
et al.,, 2011). Moter; Gobel (2000) citaram que, apesar da alta especificidade e
sensibilidade dessa técnica, podem ocorrer erros, levando a resultados equivocados. O
principal problema de resultados falso-positivos ocorre nos casos em que 0S micro-
organismos ou substancias alvos sdo autofluorescentes, tecidos contendo elastina e
colageno, como também eritrécitos ou eosindfilos, podem apresentar certa
autofluorescéncia, conteudos estes pertencentes a amostra analisada o mini-BAL, que
podem explicar a deteccdo de falsos positivos.

A técnica de LAMP vem sendo utilizada como ferramenta para diagnostico em
varias doengas juntamente com a deteccdo de genes de resisténcia e para identificacdo
de diversos micro-organismos, como Leishmania (KHAN et al., 2012), Toxoplasma
gondii (KONG et al., 2012) e Plasmodium vivax (TAO et al., 2011), incluindo os
subtipos de influenza A HIN1 (NAKAUCHI et al., 2011), o virus H5N1 (DINH et al.,
2011), H7N9 (NAKAUCHI et al.,, 2014), bem como Mycoplasma pneumoniae
(GOTOH et al., 2013), Mycobacterium tuberculosis (KUMAR et al., 2014),
Coronavirus virus (POON et al., 2004) e virus da imunodeficiéncia humana (ZENG et
al., 2014), A. baumannii (CHENG et al., 2014; KIM et al., 2016). Neste estudo houve
sucesso na padronizacgdo da técnica para deteccdo do gene blanpm-1.

A New Deli metalo-beta-lactamase (NDM-1), foi descrita em 2009 em K.
pneumoniae, € um novo tipo de metalo-beta-lactamase (MBL) pertencente a classe B
Ambler (YONG et al., 2009). NMD-1 foi pesquisada dentre os 44 micro-organismos
isolados em mini-BAL por LAMP e seus resultados de amplificacdo foram
correlacionados com os encontros em PCR, houve 100% de acurécia entre as duas
técnicas, reafirmado que é uma técnica de deteccdo rapida e eficaz. A metodologia de
LAMP apresenta diversas vantagens dentre as quais: a rapidez e facilidade na sua
execucdo; a possibilidade de visualizagdo do resultado por vérias metodologias e a
possibilidade de fazer a amplificacdo do DNA sem o uso dos termocicladores com uso
de banho seco (NAGAMINE et al., 2002; YONEYAMA et al.,, 2007; MORI &
NOTOMI, 2009).

Infelizmente para os outros iniciadores testados através da técnica de LAMP
ndo houve sucesso na padronizagdo da técnica, acredita-se que este insucesso seja
devido aos iniciadores usados sendo necessario novos ajuste nestes, tendo que houve
sucesso na padronizagdo para 0 blanpm-1.

Existem outras metodologias para visualizacdo dos resultados de LAMP que
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foram testadas neste estudo. O Hidroxinaftol Blue (HNB) é um reagente colorimétrico
para ions de metais alcalinos terrosos. Na reacdo de LAMP, o HNB reage com 0s ions
magnésio mudando a cor da reacdo de violeta (negativos) para azul (positivos) (GOTO
et al., 2009). Como o HNB é colocado antes de ocorrer a reacdo de amplificagdo, reduz
a possibilidade de contaminacdo devido a elevada quantidade de copias obtidas apds a
reacdo (NJIRU et al., 2008). Porém ndo foi possivel visualizar diferencas no padréo
colorimétrico nas amostras, mesmo depois de fazer adequacbes em todo o protocolo
utilizado diferentes quantidade de reagente por amostra ou aumento no tempo de
corrida. Outra forma de observar os resultados de LAMP consiste na utilizacdo de
corantes fluorescentes intercalantes de DNA, como SYBR Green (TAO et al., 2011).
Com o uso do SYBR Green, através da visualizacdo em UV, ndo houve correlacdo dos
resultados encontrados em gel de Agarose com o0 emprego do intercalante, sendo a
melhor metodologia para visualizacdo dos resultados da técnica avaliada neste estudo,
foi a corrida eletroforética com uso do gel de agarose a 1%.

Em todo o0 mundo, os métodos moleculares estéo entre as técnicas de diagnostico
mais utilizado no contexto da pesquisa cientifica, porém ainda pouco empregados na
rotina hospitalar (YEUNG et al., 2015). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
torna-se uma técnica de grande praticidade, devido a possibilidade de ser realizada em
diversos tipos de material biolégico, como tecidos, sangue, fluidos corporais
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Outra vantagem € a possibilidade de deteccdo do
DNA mesmo quando este se apresenta em quantidades minimas nas amostras analisadas
(SOUSA et al., 2016). Diversos estudos demonstraram que a sensibilidade e
especificidade desta técnica apresentam variagdes significativas, ocasionadas
principalmente pelo iniciador direcionado a diferentes alvos moleculares, nimero de
ciclos empregados na reacdo, métodos de extracdo do DNA e origem do material
bioldgico (LAUCHAUD et al. 2002; BANETH 2008; MAIA et al., 2010; SOLANO-
GALLEGO et al., 2009; SILVA et al., 2015).

Avaliou-se neste estudo a sensibilidade e especificidade das trés geracbes de PCR,
de 1° geracdo (convencional), a de 2° geracdo (Real time ou qPCR) usando SYBR® Green e
TagMan®, e a de 3° Geragdo (droplet digital ou ddPCR), na deteccdo de Acinetobacter
baumannii diretamente do espécime clinico de lavado bronco alveolar.

A avaliagdo da PCR convencional foi muito interessante, a técnica demonstrou uma
boa sensibilidade e especificidade frente ao alvo testado. Sobre a amplificagdo das 44

espécimes de mini-BAL, houve uma correspondéncia de 75% com a cultura quantitativa e
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duas amplificacbes amostra 41 e 50, ambas pertencentes a pacientes que estavam
colonizados na pele e mucosas por A. baumannii no momento da coleta do mini-BAL,
possivelmente detectamos o DNA de bactérias ndo viaveis com a técnica, uma vez que
estas ndo cresceram em cultura quantitativa. Uma das desvantagens da técnica de PCR
convencional € ser somente qualitativa, representando um limitante em nossa avaliagéo,
pois ndo permite diferenciar pacientes infectados dos colonizados (ALYAPKINA et al.,
2000). Mas como vantagem permite a deteccdo do DNA nos tecidos do hospedeiro, sem
necessitar passar pela etapa do cultivo microbioldgico, o que torna o diagnostico mais
rapido em aproximadamente de 4 horas (YOON et al., 1993).

PCR de segunda geracdo ou gPCR foi desenvolvido em 1992 como um
aprimoramento da PCR original criada por Kary Mullis e representa um avango
significativo para o diagnostico de doencas infecciosas (YOUNG et al., 2009). O sistema é
baseado no uso de corantes fluorescentes SYBR® Green ou sondas TagMan®, que
permitem o monitoramento do produto amplificado em tempo real (STRUELENS et al.,
2010).

Sobre as analises realizadas em qPCR utilizando o SYBR®Green foi obtida uma boa
eficiéncia da reacdo de 98%. Houve uma baixa especificidade da técnica, tornando a
quantificacdo questionavel, porém quando se compara os resultados da amplificacdo da
PCR convencional com os valores quantificados por SYBR®Green nota-se que houve um
excelente correlagdo entre resultados. A baixa especificidade do SYBR®Green pode ser
atribuida ao fato de este ser um agente intercalante do DNA, a deteccdo é monitorada
através da intensidade de fluorescéncia ao longo dos ciclos, que pode ser uma das
principais desvantagens do método, uma vez que o corante se intercala inespecificamente a
dupla fita de DNA alvo ou em dimeros de primers, nas fases de anelamento e extensao da
sequéncia alvo (HAAS et al., 2016). Ha outra hipotese para as amplificacdes inespecificas,
podem ser resultado da (ineficiéncia dos iniciadores).

O TagMan® utiliza uma sonda fluorescente para permite a deteccdo de um produto
especifico conforme este se acumula durante os ciclos da qPCR. Uma sonda é construida
contendo um corante reporter fluorescente na extremidade 5° e um Quencher (silenciador)
na extremidade 3". Enquanto a sonda estd intacta, a proximidade do Quencher reduz
bastante a fluorescéncia emitida pelo corante reporter atraves da transferéncia de energia
por ressonancia de fluorescéncia (FRET) através do espaco, utiliza uma sonda, especifica
para o gene de interesse, que € marcada com um fluoroforo repdrter em uma extremidade e
um fluoréforo “silenciador” (Quencher) na outra. Na forma integra, a transferéncia de

energia fluorescente ocorre de forma que a emissdo pelo reporter é absorvida pelo
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Quencher (HAAS et al., 2016). Para o estudo optou-se em trabalhar com uma sonda com
duplo Quencher a fim de aumentar a sensibilidade do método.

Observou-se que em relacdo a quantificagdo das amostras de mini-BAL usando
TagMan® a técnica se mostrou extremamente sensivel podendo detectar valores em
pentagramas de DNA entre as amostras, porém notou-se uma discrepancia entre os valores
quantificados. Alguns autores discutem que além da curva-padréo, a utilizacdo de um gene
normalizador para analise quantitativa pela qPCR é de extrema importancia para se obter
resultados confiaveis (PFAFFL, 2004; WONG & MEDRANO, 2005; MA et al., 2006;
BUSTIN, 2009).

As analises realizadas na 3° geracdo de PCR a ddPCR a técnica se mostrou robusta,
extremamente especifica e muito sensivel. Sobre a quantificacdo absoluta das 44 amostras
de mini-BAL, obteve-se uma excelente correlagdo entre 0s resultados
qualitativos/quantitativos de cultura, inclusive nas amostras do mini-BAL que foram
negativas em cultura quantitativa. As vantagem da ddPCR em comparagdo com a gPCR em
tempo real incluiu a quantificagdo absoluta sem a necessidade da construgdo de curvas
padrdo, possui maior precisdo, menor interferéncia a inibidores da reacdo como 0s
encontrados em amostras biologicas, maior poder discriminatério e reprodutibilidade
(YANG et al., 2017).

Anélises estatisticas dos resultados das trés geracdes de PCR se fazem necessarios,
para se afirmar com certeza a superioridade até o presente momento demonstrada pela

terceira geracdo a ddPCR.
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12. Sumaério dos resultados e conclusao

e No presente estudo foi identificado alto indice de amostras de A. baumannii
multirresistentes a antimicrobianos, incluindo aos carbapenémicos, fato que pode
ser explicado pelo uso constante de antimicrobianos dessa classe nos esquemas

terapéuticos adotados na institui¢do participante.

e O baixo nimero de amostras de A. baumannii recuperados pode ser devido ao uso

prévio de antimicrobianos de amplo espectro pela quase totalidade dos pacientes.

e A elevada mortalidade entre os pacientes incluidos no estudo corrobora com a
literatura e reforca a importancia de uma precocidade no diagndstico etiologico da
PAV.

e Variantes do marcador utilizado (blaoxas1), foram encontrados juntamente com
suas insercdes em quatro complexos clonais e um Singleton detectados pela técnica

de MLST, sendo este um importante achado epidemioldgico.

e Sobre a avaliacdo da técnica de FISH, ndo houve concordancia dos resultados de
fluorescéncia dos controles positivos com as sondas utilizadas na hibridizacéo,

necessitando de novas adequacdes no protocolo.

e Os protocolos de LAMP, utilizando o gene blaoxa-s1, blakec-2, apresentaram
resultados falso-positivos, mesmo apds adequacdes nos mesmos e de testes com

outros iniciadores.
e A técnica de LAMP foi eficiente na pesquisa de blanom-1 por LAMP concordando

em 100% com os resultados da PCR convencional.

e Foi observada uma boa acuracia para técnica de PCR convencional, quando
comparada aos resultados da cultura quantitativa e uma boa especificidade ao alvo

testado.

e O SYBR® Green mostrou-se pouco especifico, frente ao painel de bactérias testados,

tornando os valores quantificados questionaveis.
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e O TagMan® demonstrou boa especificidade ao alvo testado, porém a quantificacéo
das amostras de mini-BAL necessita-se de um gene normalizador na reacdo afim de

verificar alguma mudanca nos valores quantificados.

e A ddPCR, demonstrou uma excelente especificidade e sensibilidade ao alvo testado
em relacdo a quantificacdo absoluta das amostras de mini-BAL e os resultados da
cultura quantitativa, sendo possivel estabelecer distingdo entre os valores

encontrados em pacientes colonizados por A. baumannii.

Através deste estudo verificou-se que ndo é necessario abandonar metodologias ja
consolidadas, reconhecidas como padrdo ouro do diagnostico de PAV, como cultura
quantitativa, mais juntamente com estes agregar métodos de diagnéstico acurados € que
produzam um resultado confidvel em poucas horas é extremamente valido. FISH apesar de
ser uma técnica robusta, demonstrou nao ser adequada para o espécime clinico analisado.
LAMP demonstrou ser uma técnica sensivel e especifica quando bem padronizada. Em
relacdo a sensibilidade e especificidade das trés geracdes de PCR, obteve-se um resultado
surpreendente com acuracia da PCR convencional quando estes resultados séo
correlacionados com a cultura quantitativa, demonstrou ser um boa ferramenta na deteccao
de A. baumannii em mini-BaL, com identificagio do micro-organismo em
aproximadamente quatro horas. A quantificagdo das amostras de mini-BAL pela ddPCR se
mostrou superior aos da metodologia da qPCR, a técnica é nova porém vém mostrando sua
robustez, os resultados obtidos demonstraram que € uma técnica sensivel e precisa e que
sua aplicacdo como ferramenta de diagnostico para deteccdo de micro-organismos
causadores de PAV ¢ aplicavel, assim como a sua aplicabilidade para descalonamento da
antibiotico terapia. Testes de validacdo do método se fazem necessario, porém com 0s
resultados ja obtidos se mostra extremante promissora para melhoria do prognéstico de

pacientes com PAV.
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Diversity of blag, ; variants and its donal
complexes in multidrog-resistant Adnetobocter
boumarmii strains in paticnts with
ventilator-assodated pneumonia

@ Creartark

Sir,

Ventilator-associated pneumonia (WAP) is a2 condition that
especidly affects patients in the intensive care unit (IOJ).
Acinetobacter baumannii is an important micro-organism associat-
ed with this disease, with a negative impad on patient morbidity
and mortality [1].

The main mechanism of resistance to [f-actam agents in A.
baumannii is the production of [Hactamases, although several
other mechanisms contribute to a multdrug-resistant (MDR)
phenotype in these bacteria [2].

Carbapenem resistance in A. boaumanna has predominanty
been driven by the carbapenem-hydrolysing class D [3-lactamases
(oxacillinases). There are currently five major subclasses of
oxadllinase [OXA) associated with A. baumannii strains: acquired
OXA-23-like; OXA-24/40-like; OXA-58-ike; (OXA-143dike; and
intrinsic OXA-51-like. The blag, s, gene is nomally located on the
chmmosome and has been used as a marker for species
identification, although its presence has already been detected
in other species within the genus [2]. It is known that these
enzymes have been under considerable selective pressure due to
antibiotics; however, there have been few studies of these enzyme
variants and their performance with regard to antimicrobial
resistance | 1,2].

W aimed to characterise the blagy, s gae variants as well as
the clonal complexes of MDRE A. bgumannii strains isolated from
clinically identified WAP patients in a public general university
hospital in Belo Horizonte { Minas Gerais State, Brazil ).

From Movember 2013 to July 2015, patients aged =18 years
admitted to the ICU who had received mechanical ventilation for
=48h and presenting symptoms related to VAP were considered
for potential eligibility in this smdy. This study was approved by
the Research Ethics Committee of the participating hospital. The
obtained clinical specimens wer analysed by quantitative culture.
Isolated bacteria were identified and their minimum inhibitory
concentraton (MIC) profile was determined using a VITEK™II
system { bioMériews, Marcy-T Etoile, France).

The main oxacillinase groups (CA-51-like, O8A-23-like, (B A-
24-like, O A-58-like and OXA-143-like) were searched using PCRL
Identification of blmgwa-s subtypes was done by sequendng of
bl@owasiane dleles. Pulsed-feld gel electrophoresis (PRGE] and
multlocus sequence typing (MLST ) were used to characterise the
strains [3.4].

hettpe [ e chovi oo 10LT006 g 20071 2003 1001

Atotal of 44 patients (23 male and 21 female ] with a mean age
61 4+ 19 years were induded. A. baumannii strains were isolated in
seven patients [ 16%).

A. baumannii strains showed multiple resistance profiles. All of
them were resistant to [-lactams (including carbapenems),
cipmfloxacin and piperadllin/tazobactam and 57% wem resistant
to gentamicin.

The b3 s e Zene was detected in all A. baumannii strains.
Four Blocss sigme Subtypes were identified by sequencing the
entire gene: Blaguy o (n=3); Blaqgs g (n=1); blEgya 55 (n=1); and
Bldon 432 (m=1){Table 1). The bimgs o3 g0 Sene was found in 86X
of strains (67 )and Blag s 143 gme 10 29% (27 )(Table 1) The Blagy,
24 and blogy, - genes were not detected.

Seven pulsotypes were found among the seven A. boumannio
strains by PFGE, with 64% overall similarity. MLSTanalysis/eBURST
identified the sequence type (5T ){donal complex (OC} 5T1/0CT in
three of seven strains; on the other hand, 5T113 /0225, 5T15)CC15,
ST79/CCTY and ST18E/singleton were detected in one sirain each
(Table 1). 5T1 CC1 strains were assigned into Intemational Clone
(IC}L

These findings showed a great polymorphism among MDR A
baoumannii strains. Seven of the strains were composed of five
different 5Ts, fourclonecompleces (CC15, 025, CC79 and OC1 Jand
one singleton (5T 188). According to Martins et al [ 4], in a study of
clinical strains from eight Brazilian states, CC79 was prevalent
among A boumannii strains, followed by CC1 associated with
bloggsge- This study reported the presence of a singleton
ST1EB with only two inclusions withintheInstitut Pasteur website,
in assodation with Blogos-izz [4); however, the assodation of a
singleton and the wvariant of 0¥A-51 had not previously been
reported, which is worthy of note. 5T15is considered a rapid donal
expansion, being reportedin Brazilin clinical strains isolated in Rio
de Janeiro city, Brazil |5].

The presence of blomam-143 appears to be restricted to Brazl,
belonging to OC1 and CC25, which, inassociation with Blooos-143, is
considered to be emerging in the country |5). Further to its high
resistance to antibiotics, OC25 demonstrates the ability to fiorm
biofilms and to adhere to epithelial cells of the alveoli, which is
important in VAP patients |1,5].

Owing to the small number of A. boumanna strains isolated in
this smudy, it was difficult to find a statistical comelation between
the 5Ts and their assodationwith OXA-51 variants and endemicity
|4.5]. It is known that therapeutic use of carbapenems promotes
the co-evolution of bloos-s sequences as partofthe genome of A
boumannii, which results in the appearance of diverse A~
51 variants | 1-3].

The occurrence of strains with Blomsos-z35a. genes belonging to
CC1 (IC1 ), 0C15 and CC79 confirms the diversity of these clones in
Brazil Atthe same time, the ocourrence of strains witha blaoaiss-

2213650 2017 Intemational Society for Chemotherapy of Infedion and Cancer. Published by Elsevier Ltd All rights reserved.
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Table 1
Results of analysis of multilocus sequence typing {MLST) and OXA-51 variants in Acinetobocter baumannii strains.
Strain identification OXA allele OXA-51 allele MLST (Institut Pasteur)
8T cpnil JusA gltA pyris recA rplB (g
5 blaoea 51 axe 69 1 1 1 1 1 5 1 1
blaco 23 1m0
9 [T 69 1 1 1 1 1 5 1 ol
blagen 22 1
10 [ —— 69 1 1 1 1 1 5 1 ol
blomo 23 1
blame 14210
14 Bl 51 e 132 188 1 3 5 1 3 4 Singleton
bltcnen 23 10
26 blaces1axe &4 113 3 3 3 4 7 4 oc2s
blocea 14310
34 blame 51 axe G5 79 26 2 2 2 ] 4 [l
bltcnen 23 10
35 Bl 51 e 51 15 6 6 8 2 3 5 15
blaee 33 1m0
* Clonal complex (CC) determined by eBURST analysis (http: | febwur st.mlst.net]).
ke Zene in CC25 alerts to the pDSSih'-E establishment of this until complexes: one-year prospective chort study in intensive care patients.
oW emerging Iineage. Microb Drug Resist 2013;19:216-23.
[5] Camargo CH, Tiba MR, Saes MR, Vasconcellos FM, Santos LF, Romero EC, etal.
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ABSTRACT
Background
New Delhi Metallo-B-lactamase (NDM-1) is an enzyme emerging around the world conferring

resistance to a wide range of B-lactams agents and whose early detection is extremely important.
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We proposed to standardize the detection of the blanom-1 gene using the LOOP-mediated isothermal
amplification technique (LAMP).

Methods

14 Gram negative bacterial strains isolated from patients presenting pneumonia associated to
mechanical ventilation were used to the blanom-1 standardization by LAMP. Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-2473 and two clinical strains were used as a positive control. All results were
compared to the reaction in Polymerase Chain Reaction (PCR), considered gold standard for this
detection.

Results

There was an excellent correlation between the two techniques employed, since all measured
clinical strains were negative in both employed tests and two clinical, and a reference strains were
positive.

Conclusions

The lamp technique seems to be an excellent option for the rapid detection of blanpm1. The
amplification time is much shorter than other molecular techniques, the PCR machine is not
necessary, it is easy of implementation and costs is low.

Keywords: New Delhi metallo-b-lactamasel, loop-mediated isothermal amplification

1. INTRODUCTION

The New Delhi metallo-lactamase (NDM-1) gene encodes an enzyme that hydrolyzes and
inactivates some drugs conferring resistance to a wide range of B-lactams, including penicillins,
cephalosporins and carbapenems [1]. The gene is plasmidial, with its presence described in many
bacteria of the family Enterobacteriaceae and non-fermenting Gram negative rods in most
continents around the world, becoming an important public health problem worldwide due to its
impact Clinical and economic [2,3]. Although the exact geographical origin and the precise moment
for the appearance of the blanom-1 gene are unknown, the first clinical sample carrying this gene

was recovered in 2009 from a Swedish patient who previously (2007) had an episode of
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hospitalization in the city of New Delhi, India [4]. Subsequently Kumarasamy et al. [5] showed the
presence of the blanom-1 gene in Enterobacteriaceae in India, Pakistan, the United States and the
United Kingdom. Although highly sensitive molecular diagnostic methods have been proposed,
they remain expensive and laborious and require technical training, as well as specific facilities and
equipment, making it difficult to use them in routine hospital clinical laboratories [6,7]. Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) is a new technique for the specific amplification of
nucleic acids [8].LAMP overcomes some of the drawbacks and limitations of PCR and has been
widely used in the diagnostic testing of infectious agents. The method is very specific due to the use
of six primers that identify eight regions of the target sequence. The sensitivity of the method for
detection of target sequences is 10 times higher than PCR. The reaction time of LAMP is shorter
than PCR because LAMP is carried out isothermally (60-65°C) and the amplified product is
observable without electrophoresis. In addition, LAMP is less expensive than other molecular
diagnostic methods because it does not require a thermal cycler [9]. Therefore, in view of the
epidemic relevance of the presence of blanom-1, the aim of this study was to standardize a rapid
molecular diagnostic technique for this gene using the LAMP technique due to its low cost and easy

execution.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Bacterial strains

To evaluate the specificity of the LAMP assay for detecting blanowm-1, a total of 14 bacterial
strains isolated from bronchoalveolar lavage of patients with suspected pneumonia associated with
mechanical ventilation. All strains included in this study were positive to different R-lactamases
genes, and it was previously evaluated for the blanom-1 presence by PCR (Table 1).

The Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2473 and two clinical isolated strains, NDM-1

producers (K.pneumoniae and Providencia stuartii), were used as positive controls.

Table 1- Clinical bacteria isolated from patients with pneumonia associated to mechanical
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ventilation used to LAMP evaluation and the conditions of PCR reactions.

B-lactamases

References used

Detection of

Bacterial species evaluated genes to blanpm-1
searched [B-lactamases
by PCR PCR tests PCR |LAMP
(Turton, 2006 ©;
Acinetobacter baumannii blaoxa-s1/23 Dalla, 2003)! - -
(Dahl ,1999)?2
Enterococcus faecalis - - - -
Stenotrophomonas maltophilia blakprc-2 (Jones, 2009)** - -
(Turton, 2006,
Acinetobacter baumannii blaoxa-s1/143 | Higgins, 2010) - -
Enterobacter cloacae blakpc-2 (Jones, 2009)* - -
Escherichia coli blakpc-2 (Jones, 2009)** - -
Klebsiella pneumoniae blakpc-2 (Jones, 2009)** - -
Pseudomonas aeruginosa blakpc-2 (Jones, 2009)** - -
Klebsiella pneumoniae blakpc-2 (Jones, 2009)* - -
Acinetobacter baumannii blaoxas; | (Turton, 2006) *° - -
(Turton, 2006 9;
Acinetobacter baumannii blaoxa-s1/23 Dalla, 2003)! - -
(Dalla, 2003*
Acinetobacter baumannii blaoxa-s1/143 | ;Higgins, 2010) - -
Acinetobacter baumannii blaoxas; | (Turton, 2006) *° - -
Acinetobacter baumannii blaoxa-23 (Dalla, 2003)* - -
Klebsiella pneumoniae blanom-1 (Pak, 2015)™ . .
Providencia stuartii blanpwm-1 (Pak, 2015)*° . .

2.2. LAMP assay

The LAMP reaction was carried out using Kit Bst 2.0 DNA Polymerase (BioLabs, New


https://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/s40064-016-2870-5#CR12

England) in a 25ul volume reaction [8, 16]. The reaction mixture contained a set of 6 primers, viz.,
2 inner primers (FIP and BIP, 50 pmol of each), 2 outer primers (F3 and B3, 50 pmol of each), and
2 outer primers on a loop primer (LB, LF 50 pmol), which would accelerate the LAMP reaction; the
mixture contained 2.5 pl of 10X buffer,1 pl of Bst DNA polymerase (8 units), 0.8 ul of FIB, 0.8 pl
of BPI, 0.1 ul of F3, 0.1 ul of B3, 0.4 ul of LB, 0.4 ul of LF, 3.5 pl of dNTPs, 2 pl of MgCly, 5.4 ul
de milliQ water, and 4 plof DNA template. The LAMP reaction was performed under isothermal
conditions, at 60°C, for 45 min and was then terminated at 80°C for 5 min.
2.3. Primer design

Candidate LAMP primer sets were designed from the nucleotide sequences of blanpm-1
(GenBank accession numbers KX999121-1) using Primer Explorer V4 software
(https://primerexplorer.jp/lamp4.0.0/index. html) (Table 2).

Table 2. LAMP primers used in this study

Assay Primer Sequence (5°-3").

BIP | TCTGGGCGCTCTGGTCATCGTTTTTTCCAACGGTTIGATCGTCA
FIP | GAGATCAACCTGCCGGTCGCTTTTTCCATACCGCCCATCATCTTGT

FP ACCACCAGCACGCGGCCGCCATC
bla-now1 || g GGTGACTCACGCGCATCAGG

B3 CTTCCTATCTCGACATGCGG

F3 GCATAAGTCGCAATCCCCG

2.4. DNA extraction

Total bacterial DNA was extracted by thermal lysis. For this, after growth in tryptic soy
agar for 18 hours, the isolated bacterial colonies were inoculated into 200 ul of 1% Phosphate
Buffered Saline (PBS) solution, homogenized and centrifuged at 4°C for 10 minutes; then, the
supernatant was discarded and 200ul of 1% TE (IM Tris-HCI pH 8.0 1 ml) was added to the
solution, which was boiled for 15 minutes and then centrifuged at 4°C for 15 minutes at 12,000
rpm. This was the procedure reported buy Martins et al. [17] with modifications.

2.5. Determination of the sensitivity of LAMP assay
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To determine the sensitivity of the blanom1 positive LAMP assay for Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA-2473, serial dilutions of reference strain DNA were used (0.5 ng/ul, 5
ng/ul, 50 ng/ul, and 500 ng/ul), as described previously. PCR amplification was performed to allow
for sensitivity comparison, with a final volume of 25ul containing 12.5ul of master mix
(Promega®), 1ul of forward primer and 1pul of reverse, 1ul of DNA and 9.5uM water; the running
conditions were previously reported [18]. The products amplified by LAMP and PCR were
electrophoresed on a 1% agarose gel, stained with gelRed and visualized under UV light.

3. Results
3.1. Conditions assessed for LAMP blanpwm-1 Standardization

We identified the optimal temperature for efficient LAMP-based amplification by
incubating the reaction mixture at 60-69 °C. Measurements showed that the optimal temperature for
amplification was 60 °C. It also analyzed the amplification time, 45 minutes being the best for the
reactions. The final concentration of the reagents and other parameters used for the reaction are
shown in section 2.2.

3.2. Specificity of NDM-1 LAMP

We evaluated the specificity of the LAMP assay for detecting blanom-1 producers by
assessing its reactivity with strains producing other types of pB-lactamase. As shown in Table 1, we
observed that the LAMP assay specifically amplified DNA from NDM-1 producers, but not from
any of other type of B-lactamase and the negative control (distilled water). The accuracy of this
amplification was confirmed by sequencing the amplified products using the internal primers. The
sequences obtained were identical to the expected nucleotide sequences from blanpm-1. Thus, the
assay was highly specific for detecting blanpm-1.

3.3. Sensitivity of NDM-1 LAMP

The sensitivity of the LAMP assay for the detection of blanom-1 Was determined. Through
the serial dilutions test of DNA extracted from Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2473 cultures,
the results were compared using PCR tests. The results showed that the LAMP assay is capable of

detecting the target gene even from 5 ng/ul, whereas the PCR assay was able to amplify the gene
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from 5 ng/ul. Thus, the LAMP assay demonstrated the same sensitivity as the gold standard

technique, but with a much shorter amplification time (Figure 1).

Figure 1. Representative images of agarose electrophoresis gel of PCR and LAMP reactions for

blanom-1 evaluation.
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(A) PCR for blanom1 (B) LAMP for blanom-1. CN-negative control; CP-positive control; 1-

K.pneumoniae strain; 2-Providencia stuartii strain.

DISCUSSION

Since its discovery in 2008, New Delhi Metallo-p-lactamase-1(NDM-1)-producing
Enterobacteriaceae has been spread globally, facilitated predominantly by intestinal colonization. It
is believed that fecal-oral transmission plays an important role on it, by food, water and hand
contamination [19]. Asian continent serves as the major reservoir of NDM producers, with around
58.15% abundance of NDM-1 variant distributed mostly in China and India [20]. Europe shows
around 16.8% of the total producers, with the maximum spread of NDM-1 variant in Bulgaria,
Romania, Poland, France, ltaly, Turkey, Germany, Greece, Serbia, London, Ukraine, Croatia,

Azerbaijan and Ireland [20]. American continent shows around 10.8% abundance of the total NDM-
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1 producers as reported globally, of which subcontinent Brazil serves as the major reservoir [20].

In addition, the antimicrobial choice for NDM-1 positive bacteria is limited and requires a
weighted risk and benefit analysis of the available agents [21]. NDM-1-producing microorganisms
often carry other resistance enzymes including ESBL and AmpC B-lactamases, making the most of
the available antibiotics inactive [13]. These findings confirmed the need for improvements in
sanitary conditions such as a public health intervention, rapid diagnostic tests and easy execution
[14].

The LAMP technique is considered as an excellent amplification and detection technology
demonstrating many advantages when compared with traditional detection methods [22]. The
LAMP assay is from 10 to 100 times more sensitive than PCR, with a detection limit of 10 copies,
moreover with the DNA can be amplified 10°-10%° time between 30 and 60 minutes, and can save
up to 1 hour when compared to the PCR reaction [23]. Several authors confirm this increased
sensitivity and advantages of LAMP. Zhao and colleagues optimized the Escherichia coli detection
in food samples to 100 fg of DNA in 45 minutes as a detection limit. Xu et al. (2016) [24] used
LAMP to detect methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated from
bronchoalveolar lavage, demonstrating at least 10-fold greater sensitivity and detection time when
purchased from PCR.

In Brazil, New Delhi metallo-p-lactamase (NDM) was detected for the first time in 2013, in
a Providencia rettgeri strain, in the south of the Country [25]. Since then several reports have been
recorded in other states of Brazil, in different strains as Enterobacter hormaechei, Enterobacter
cloacae, Morganella morganii, Escherichia coli [26, 27, 28, 29]. However, this is not yet one of
the most prevalent B-lactamase genes in Brazil [30].

The gold standard for the identification of carbapenemase producers and for the specific
detection of blanom-1 are molecular techniques [13]. This study demonstrated the efficacy and
sensitivity of using the LAMP technique for the detection of positive samples For NDM-1. When
carbapenemase is suspected, PCR is the fastest way to detect these genes, with techniques such as

real-time PCR and commercial DNA arrays (Check Points) being useful alternatives [31]. Although
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these tests are specific and show high sensitivity, they depend on expensive equipment and
expertise in analyzing the results. LAMP is a technique that can be performed without the use of
thermocyclers, the amplification time is much shorter than other molecular technigques, with the
benefit of not losing its sensitivity and specificity, low cost and easy execution can be an excellent

epidemiological surveillance tool, especially in endemic countries.
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