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ARTIGO/ARTICLE

Resisténcia a [3-lactamicos em Acinetobacter spp isolados
de efluente hospitalar no sul do Brasil

Resistance to B-lactams among Acinetobacter spp isolated
from hospital sewage in southern Brazil

Carolina de Souza Gusatti', Alessandra Einsfeld Ferreira2,
Daiane Bopp Fuentefria’ e Gertrudes Cor¢ao" ?

RESUMO

Acinetobacter spp é um importante patogeno causador de infecgdes nosocomiais que acomete pacientes imunocomprometidos e capaz de adquirir
resisténcia a antimicrobianos com facilidade. Os esgotos hospitalares sao importantes disseminadores de genes de resisténcia a antimicrobianos
para a microbiota ambiental. Neste contexto, 30 cepas de Acinetobacter spp provenientes de efluente de um hospital em Porto Alegre, RS, foram
analisados quanto ao perfil de susceptibilidade a 3-lactamases, quinolonas e aminoglicosideos através de antibiograma e testes de triagem para
metalo beta-lactamases e B-lactamases de espectro estendido. O perfil encontrado revela cepas multi-resistentes e que mecanismos de resisténcia
como a producdo de B-lactamases de espectro estendido e bombas de efluxo podem estar presentes nesses isolados.

Palavras-chaves: Acinetobacter spp. B-lactamases de espectro estendido. Efluente hospitalar. Multi-resisténcia.

ABSTRACT

Acinetobacter spp is an important pathogen that is responsible for nosocomial infections affecting immunocompromised patients, and it can easily
acquire resistance to antimicrobial agents. Hospital sewage is an important means for disseminating genes for resistance to antimicrobial agents, to
the microbiota of the environment. Within this context, 30 strains of Acinetobacter spp from the sewage of a hospital in Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, were analyzed regarding their profile of susceptibility to 3-lactams, quinolones and aminoglycosides, by means of an antibiogram and tests to
screen for metallo-f-lactamases and extended-spectrum f-lactamases. The profile obtained revealed the presence of multidrug-resistant strains and
showed that resistance mechanisms such as the production of extended-spectrum B-lactamases and efflux pumps may be present in these strains.

Key-words: Acinetobacter spp. Extended-spectrum [3-lactamases. Hospital sewage. Multidrug resistance.

Os esgotos hospitalares ndo tratados sdo graves problemas
de satide publica, pois sdo os grandes responsaveis pelo
lancamento de microrganismos patogénicos portadores de genes
de resisténcia a antimicrobianos no ambiente’ .

Acinetobacter spp é um cocobacilo Gram-negativo, aerébio
restrito, nio moével e um importante patégeno nosocomial
oportunista que acomete pacientes imunocomprometidos.
£ capaz de resistir a0 dessecamento, a amplas faixas de
temperatura e pH*°. As infeccdes por Acinetobacter spp
tornam-se cada vez mais graves com o aparecimento de cepas
resistentes aos antimicrobianos. Desde o inicio de 1970,
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isolados de Acinetobacter spp (principalmente Acinetobacter
baumannii) €m progressivamente acumulado resisténcia as
penicilinas, cefalosporinas, quinolonas e aminoglicosideos.
Conseqiientemente, os carbapenémicos tornaram-se a terapia de
escolha para as infeccdes graves causadas pelo género'.

O principal mecanismo de resisténcia a B-lactamicos é a
producio de -lactamases cromossomais ou plasmidiais, como
a hiper-expressio do gene cefalosporinase cromossomal do
tipo C (AmpC)®. A resisténcia a penicilinas, cefalosporinas e
aztreonam € observada principalmente pela expressao de genes
de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e, muitas vezes,
responsavel pelo fenétipo de multi-resisténcia’.

A resisténcia aos carbapenémicos pode ocorrer pela
combina¢io de diferentes mecanismos: diminui¢io da
permeabilidade das membranas externas, alteragio na afinidade
das proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs) e, raramente, pela
hiper-expressdo de bombas de efluxo. No entanto, as principais
formas de resisténcia aos carbapenémicos sio a expressio de
metalo-P-lactamases (MBLs)*, as quais ndo sdo hidrolisadas
por inibidores comerciais de serino 3-lactamasese, a expressdo
de oxacilinases (OXA). As enzimas da familia OXA conferem
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resisténcia a ampicilina e cefalotina e sdo caracterizadas pela
alta agdo hidrolitica contra oxacilina e cloxacilina e por serem
fracamente inibidas por dcido clavulanico’ 2.

0 objetivo deste trabalho foi analisar o perfil de suscetibilidade
em Acinetobacter spp provenientes de efluente hospitalar
da Cidade de Porto Alegre/Rio Grande do Sul (RS), frente a
antimicrobianos utilizados na rotina clinica, bem como inferir
sobre quais mecanismos de resisténcia aos -lactdmicos estdo
disseminados neste ambiente, através da leitura interpretativa do
antibiograma e dos testes de triagem.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos. Trinta cepas de Acinetobacter spp
foram isoladas de amostras de efluente do Hospital Sdo Lucas,
em Porto Alegre, RS. Um litro de amostra foi coletado de pontos
diferentes de captacio do efluente. De cada ponto, 100mL foram
submetidos a técnica de membrana filtrante (poro de 0,45pm). A
membrana foi imersa em 4gua peptonada e agitada. Aliquotas de
100pL de dilui¢des decimais foram semeadas em dgar MacConkey.
Colonias nio fermentadoras de lactose foram selecionadas e a
confirmagio do género foi realizada por coloracio de Gram,
teste de oxidase, crescimento em dgar TSI (Triple Sugar Iron) e
amplificaciio do 168 rDNA®.

Teste de susceptibilidade a antimicrobianos. A
susceptibilidade das cepas foi testada frente a 13 antimicrobianos:
amicacina (30pg), amoxacilina-clavulanato (20/10pg),
aztreonam (30pg), ceftazidima (30pg), cefepime (30pg),
cefotaxima (30pg), cefoxitima (30pg), ciprofloxacina (5pg),
gentamicina (10pg), imipenem (10pg), meropenem (10pg),
piperacilina-tazobactam (100/10pg) e ticarcilina-clavulanato
(75/10pg), através da metodologia de difusdo em dgar e de acordo
com as normas do CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute)*. Foi realizada leitura interpretativa dos resultados
dos antibiogramas'?*. A cepa Escherichia coli ATCC 25922 foi
utilizada como controle de qualidade da metodologia. Foram
considerados multi-resistentes os isolados com resisténcia a, pelo
menos, duas classes dos antimicrobianos testados'.

Ensaio por aproximacio de disco para deteccao de
metalo-3-lactamases. A andlise fenotipica da producio de
metalo-B-lactamase foi realizada pelo teste de aproximacio de
discos e utilizou como substratos imipenem e ceftazidima e, como
inibidores o 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e o dcido
2-mercaptopropionico? %,

Ensaio por sobrenadante de cultura para deteccio
de metalo-p-lactamases. Para lise celular, um total de 2g
de crescimento em dgar Miieller Hinton de cada cepa testada
foi suspenso em 15mL de tampao Tris-HCl (50mM, pH 8,0) e
submetido a 7 ciclos de 15s de sonicacdo (20kHz; Ultrasonic
Processor, modelo CV33, Cole Parmer). Posteriormente, 1mL da
suspensio foi submetido a duas centrifugacdes de 20 minutos a
14.300g, o sobrenadante foi retirado e utilizado para deteccio de
MBL. Uma suspensio de células da cepa indicadora (Escherichia
coli ATCC 25922), ajustada para a escala 0,5 de Mac Farland
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(1,5X108 UFG/mL), foi semeada em dgar Miiller Hinton. No centro
da placa foi depositado um disco de imipenem (10pg). Acima
do disco de imipenem, 20uL do sobrenadante foi inoculado em
um disco de papel filtro; a esquerda, em outro disco de papel
filtro foi colocado 20uL do sobrenadante juntamente com 2uL
de ZnSO, (1ImM); abaixo, 20uL do sobrenadante foi aplicado
juntamente com 10uL de EDTA (0,04M) e a direita do disco de
imipenem, foi aplicado tamp@o Tris-HCl (50mM e pH 8), como
controle negativo do teste. A distancia entre os discos, de centro
a centro, foi de 15mm™".

Ensaio por disco-difusao dupla para detecciao de
B-lactamases de espectro estendido. As cepas foram testadas
através da metodologia de disco-difusdo dupla. Uma suspensio de
0,5 de Mac Farland (1,5X10% UFC/mL) da cepa testada foi semeada
em dgar Miieller Hinton. No centro da placa, colocou-se um disco
contendo amoxacilina-clavulanato (20/10pg) e outros quatro
discos de antimicrobianos marcadores: ceftazidima (30pg),
cefotaxima (30pg), cefoxitima (30pg) e aztreonam (30pg) a uma
distancia de 20mm do disco central®,

Pesquisa dos genes bla,, ,bla e bla

e 004, axs A Pesquisa dos
genes bla,, bla, e bla , foi realizada pela técnica de reagio em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando como oligonucleotideos
iniciadores: IMP F: 5’-CAT GGT TTG GTG GIT CIT GT- 3’ e IMP
R: 5’-ATA ATT TGG CGG ACT TTG GC-3’, VIM F: 5’- ATG TTC AAA
CIT TTG AGT AAG-3’ e VIM R: 5’- CTA CTC AAC GAC TGA-3’, GES
F: 5°-GTT AGA CGG GCG TAC AAA GAT AAT-3’ e GES R: 5’- TGT CCG
TGC TCA GGA TGA GT-3". O tamanho esperado das seqiiéncias
amplificadas é de 428pb para bla,,, 780pb para bla, e
800pb para bla,. Apenas as cepas com perfil que sugerisse a
produgio de alguma MBL ou ESBL foram testados.

RESULTADOS

Das 30 cepas de Acinetobacter spp obtidos a partir de
amostras de esgoto hospitalar, 60% foram considerados multi-
resistentes. Apenas uma cepa apresentou sensibilidade a todos
os antimicrobianos testados. Todos as cepas foram sensiveis
a piperacilina-tazobactam. As cepas apresentaram resisténcia
principalmente a amicacina (18/30), aztreonam (10/30),
ceftazidima (16/30), cefepime (9/30), ciprofloxacina (17/30),
gentamicina (12/30) e ticarcilina-clavulanato (9/30). O perfil de
susceptibilidade das cepas estd resumido na Tabela 1. A leitura
interpretativa do resultado dos antibiogramas permitiu inferir
sobre o0s possiveis mecanismos de resisténcia. As cepas deste
estudo foram divididos em quatro grupos diferentes, conforme
o mecanismo de resisténcia sugerido (Tabela 2).

0 perfil do isolado All, resistente aos carbapenémicos,
imipenem e meropenem, sugeriu a produgio de uma metalo
B-lactamase pela metodologia de aproximacgdo de disco.
(Tabela 1). Os resultados do ensaio por sobrenadante de
cultura para a produciio de MBLs mostraram, a producio de
outro tipo de B-lactamase, que nio MBL, em 14 isolados. Foi
observada uma distor¢iio de halo em todos os discos, exceto
no controle negativo, indicando que as enzimas presentes no
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sobrenadante nio sdo inibidas por EDTA (Figuras 1a e 1b).
A triagem para a producdo de ESBL pela metodologia disco-
difusdo dupla mostrou que, das 30 cepas testadas, 15 foram
positivos para a producio de ESBL (Tabela 1 e Figura 1c¢) e
destes, 5 (A10, A15, A18, A19 e A21) confirmaram a produgio

de outra B-lactamase, dado observado também na triagem por
sobrenadante de cultura (Tabela 1).

Na reacdo de PCR, nenhuma das cepas testadas mostrou a
presenca dos genes bla,,, bla,, e bla,, sugerindo a presenca
de outros mecanismos de resisténcia.

TABELA 1

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e resultado dos testes de triagem fenotipica dos isolados de Acinetobacter spp.

Isolados AMFF - AIM AMC CFO CIX CAZ CPM CIp GEN M MER PPT TIC ESBLY CAZ2IMPA  SOBR/BL
IMP-EDTA
Al RY R R R R R R R N N N S R - - +
A26 R R R R R R R R R N N S R - - +
A3 R R R R R R R R I N N N R - - -
Al8 R R R R R R R R I N N S R + - +
A23 R R R R R R R R I N N S R - - +
A81 R I R R R R R R R N N S R - - +
Al9 R I R R R R I R R N N S R + - +
A27/A12 R I R R R R I R R S S N R - - +
A16 R R R R R R R R R S N S 1 - - +
All R I N R I R N R R R R S S + + -
A20 R R R R R R R R R N N S S +
A5 R 1 R R R R I R R N N S S - - +
Al5 R I R R R R I R R N N N N + - +
A21 R I N R R R R R R N N I N + - +
A10 R 1 R R R R N R R N S S S + - +
A32 N R N N 1 N R S N N S S + - -
A36 R R R R R I N N S S N I S - - -
A63 R R R R N N N N N N N - - -
A17/A31 N I R/S R/S /8 I S S S N S S S + - -
A2/A33 I I R/S R/S I S N N S N N S S + -
A24 I N N S N N N N S S N S S - - -
A30 I S N N I S N N S S N S S + -
A6/A28 N 1 N R/S s N S S N N S N N - - -
A14/A29 N 1 R R I N S N S S N S S + - -
A4 S N S I I N N N S N N S S + - -

*AMI: amicacina (30pg), ATM: aztreonam (30pg), AMC: amoxacilina/4cido clavulnico (20/10pg), CFO: cefoxitima (30pg), CTX: cefotaxima (30pg), CAZ: ceftazidima (30pg),
CPM: cefepime (30pg), CIP: ciprofloxacina (5pg), CIX: cefotaxima (30pg), GEN: gentamicina (10pg), IPM: imipenem (10pg), MER: meropenem (10pg), PPT: piperacilina-
tazobactam (100/10pg), TIC: ticarcilina-clavulonato (75/10pg) . R: resistente, I: intermedidrio; S: sensivel. triagens fenotipicas realizadas ESBL: B-lactamase de espectro estendido;
CAZ-2IMPA/ IMP-EDTA: triagem ceftazidima-dcido 2-mercaptopropionico/imipenem EDTA; SOBR/BL: triagem sobrenadante para -lactamases.

TABELA 2

Mecanismos de resisténcia sugeridos pela leitura interpretativa dos isolados de Acinetobacter spp de efluente hospitalar.

Grupo Isolados Mecanismos de resisténcia sugeridos

1 AL, A3, A12, A16, A1, A19, A23, A26, A27, A1 TEM-1* ou TEM-2, OXA, sistema de efluxo adeABC

2 All Carbapenemase do tipo OXA ou MBL, mutagdo em gyrA, diminui¢ao dos poros de membrana
3 A5, A10, A15, A20, A21, A32, A36, A63 AmpC, mutacio em gyrA em A5, A10, A15, A20, A21 e A32, presenca de AAC(6) ou AAC(3)

4 A2, Ad, A6, Al4, A17, A24, A28, A29, A30, A31, A33 Bombas de efluxo e/ou baixo nimero de porinas, alteracio nas PBPs

*AAC(3) AAC(6): enzimas modificantes de aminoglicosideos do tipo acetiltransferase, adeABC: sistema de bombas de efluxo comumente encontrado em Acinetobacter spp,
AmpC: cefalosporinase cromossomal de classe C, gyrA: proteina DNA girase (topoisomerase II) subunidade A, MBL: metalo-f-lactamase, OXA: B-lactamase do tipo oxacilinase,
PBPs: proteinas ligadoras de penicilinas, TEM 1 e TEM 2: 3-lactamase do tipo temoniera do tipo 1 e 2.
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FIGURA 1

Padroes encontrados nas triagens fenotipicas para producio de B-lactamases em
Acinetobacter spp: A: resultado positivo para a producio de metalo-B-Lactamase
no ensaio por sobrenadante de cultura para deteccio de metalo-f-lactamases;
B: resultado positivo para a produgio de outra -lactamase no ensaio do sobrenadante
de cultura; C: resultado positivo no ensaio por disco-difusdo dupla para detecgdo de
[B-lactamases de espectro estendido, onde se observa uma zona fantasma entre o disco
de amoxacilina/4cido clavulanico e cefoxitima. S: sobrenadante, $/Z: sobrenadante/
sulfato de zinco, S/E: sobrenadante/EDTA; T: tampdo (controle negativo), IPM:
imipenem (10pg), CFO: cefoxitima (30pg), CAZ: ceftazidima (30pg), ATM: aztreonam
(30pg), AMC: amoxacilina/dcido clavulanico (20/10pg), CTX: cefotaxima (30pg).

DISCUSSAO

A leitura interpretativa do antibiograma'? % sugere que o
perfil de susceptibilidade encontrado nas cepas deste estudo é
conseqiiéncia, no apenas de mecanismos de resisténcia isolados,
mas da combinagdo de virios mecanismos, gerando um fenétipo de
multi-resisténcia comumente encontrado em Acinetobacter spp®.
Por serem cepas isoladas de efluente, tal fendtipo é freqiientemente
encontrado, uma vez que tais ambientes propiciam condicdes
adequadas para a troca de informacbes genéticas que geram tais
caracteristicas’?. Além disso, este é um ambiente com forte pressao
seletiva para cepas bacterianas multiresistentes.

Desta forma, a resisténcia observada nas cepas do grupo 1
(Tabela 2) esti relacionada, provavelmente, com a produgio
de TEM-1 ou TEM-2, pois essas enzimas, pertencentes ao
grupo das ESBLs, conferem resisténcia a carboxipenicilinas, e
ureidopenicilinas, como a ticarcilina e piperacilina®. As cepas
deste grupo também podem estar relacionados com a presenca de
uma enzima OXA (ndo carbapenémica)?, que confere resisténcia
a cefalosporinas, aztreonam, aminoglicosideos, amoxacilina/
clavulanato, mas néo aos carbapenémicos'” e sao hidrolisadas por
inibidores de serino 3-lactamases comerciais?®. Em Acinetobacter
spp, as ESBLs das familias TEM, PER, VEB, CTX-M sdo bastante
comuns® ¥, Bombas de efluxo também sio freqiientes em
Acinetobacter spp, destacando-se o sistema de efluxo AdeABC, que
confere resisténcia aos aminoglicosideos, cefotaxima, tetraciclina,
eritromicina, cloranfenicol, trimetoprim e fluoroquinolonas?'.

A cepa Al1, do grupo 2 (Tabela 2), com resisténcia a
aminoglicosideos, cefalosporinas, quinolonas e sensibilidade
reduzida a aztreonam, também foi resistente aos carbapenémicos,
indicando a presenca de carbapenemases do tipo OXA ou MBL,
sendo a tltima pouco freqiiente em Acinetobacter spp" . A
ndo amplificagio dos genes bla, e bla,, nesta cepa, sugere
que 2 mesma ndo € produtora destas MBLs especificamente.
Por outro lado, carbapenemases do tipo OXA sdo freqiientes no
género Acinetobacter, sendo divididas em quatro subgrupos

filogenéticos: tipo 0OXA-23, tipo 0XA-24, tipo OXA-58 e tipo
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0XA-51, este tltimo naturalmente encontrado na espécie
Acinetobacter baumanni'®.

No grupo 3 (Tabela 2), o principal mecanismo de resisténcia
inferido é a presenca de cefalosporinase cromossomal do
tipo AmpC, tal enzima confere resisténcia principalmente a
cefalosporinas, como cefoxitima'® 1°) além do monobactamico,
aztreonam'. O perfil encontrado também indica a presenca de
uma ESBL do tipo GES. Todavia, a auséncia de amplificacio do
gene bla,, corrobora a observagio de que esta enzima, embora
encontrada com freqiiéncia em outras espécies bacterianas no
Brasil, é rara no género Acinetobacter'®.

No grupo 4 (Tabela 2), o provivel mecanismo que confere
resisténcia a2 amoxacilina/acido clavulanico e cefoxitima ou
diminui¢do de sensibilidade a cefotaxima, ceftazidima, aztreonam
ou amicacina é a expressio de bombas de efluxo, combinado
com o baixo nimero de porinas e a presenca de poros muito
pequenos, impedindo a passagem da droga para o interior da
membrana®' %,

Outros mecanismos de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos podem estar presentes nas cepas do presente
estudo, assim, a resisténcia a ciprofloxacina é freqiientemente
dada por mutagdes no gene gyrA, que codifica as subunidades A da
DNA girase? e a resisténcia a0s aminoglicosideos, é conseqiiéncia
provivel da presenca de enzimas modificantes de aminoglicosideos
do tipo acetiltransferase, AAC (6) e AAC (3), combinadas com a
baixa permeabilidade de membrana bacteriana'’.

A andlise das 30 cepas mostra que 50% foram produtoras
de B-lactamase de espectro estendido. O ensaio de disco difusio
dupla utilizado neste estudo, padronizado inicialmente para cepas
de Klebsiella spp e outras Enterobacteriaceae, como Escherichia
coli e Proteus mirabilis, pode gerar falsos positivos e falsos negativos
para cepas de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp® *.
Tais erros sdo resultados inerentes da metodologia do ensaio,
baseada na resisténcia ao clavulanato, j4 que muitos isolados
de Acinetobacter spp mostram resisténcia intrinseca a esse
inibidor'? . Os resultados falso-negativos sio decorrentes, entre
outros fatores, da presenca de (3-lactamases cromossomais do
tipo AmpC, que inativam as cefalosporinas e, como no sofrem a
acio dos inibidores cromossomais, podem mascarar a presenga
de ESBL'". Das 15 cepas produtoras de ESBL, 10 apresentaram-se
negativas para o ensaio por sobrenadante de cultura e isto pode
ser resultado da baixa producio das enzimas no sobrenadante,
relacionada a diversos fatores, incluindo a formacio de estruturas
dentro do genoma que interferem na transcricio, resultando na
diminuicdo da expressdo genética®.

0 nimero de cepas de Acinetobacter spp multi-resistentes
vém aumentando e a disseminagdo dessas caracteristicas para
outras bactérias do ambiente é cada vez mais preocupante, uma
vez que a microbiota ambiental pode atuar como reservatério de
resisténcia a antimicrobianos®’%. Os resultados obtidos indicam
a presenca de Acinelobacter spp com diferentes mecanismos
de resisténcia a B-lactimicos no efluente hospitalar estudado,
atentando para a importincia de programas de tratamento de
efluente hospitalar que diminuam a disseminacdo dessas cepas
para o ambiente.
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