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RESUMO

Acinetobacter spp. estdo relacionados a importantes casos de infeccdes hospitalares,
além de serem responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em ambientes
nosocomiais. Com o surgimento de varios surtos de infeccdo causados por cepas
multirresistentes de Acinetobacter spp., estes passaram a compor um importante mecanismo
de resisténcia no contexto de infecgdo hospitalar mundial e a sua pesquisa um fator relevante
a fim de restringir sua disseminacdo. Tendo em vista a importancia do levantamento da
ocorréncia de cepas multirresistentes de Acinetobacter spp. para a clinica médica, bem como a
falta de dados no estado do Mato Grosso do Sul, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil
de resisténcia de cepas de Acinetobacter spp. isoladas de pacientes internados em um hospital
publico de Dourados/MS. As amostras bacterianas foram coletadas entre o periodo de
setembro de 2013 a julho de 2014, somando um total de 153 cepas de Acinetobacter spp., das
quais 150 foram identificadas como Acinetobacter baumannii, uma como Acinetobacter
baumannii complex, uma como Acinetobacter lwoffii, uma como Acinetobacter haemolyticus.
A avaliacgdo do perfil de susceptibilidade antimicrobiana foi realizada através da determinacao
da Concentracéo Inibitéria Minima (MIC), pela técnica de microdiluicdo em caldo Mueller-
Hinton. Os antimicrobianos utilizados foram o imipenem e meropenem. A avaliacdo da
presenca do gene blakec> e blap-1 foi realizada pela técnica de Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR). Foram identificados os perfis de resisténcia de 153 cepas de Acinetobacter



spp. Destas, 79% foram consideradas resistentes para o imipenem e 73, 20% resistentes ao
meropenem. De todas as cepas estudadas, apenas 4 apresentaram um resultado positivo para o
gene blakrc-2, Nno entanto, ndo foram encontrados resultados positivos para o gene blamp-1,
indicando que mais estudos precisam ser realizados para identificar os fatores genéticos

envolvidos na multirresisténcia antimicrobiana destas cepas.
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INTRODUCAO

Infeccdes hospitalares constituem um problema de saude publica, sendo reconhecidas
como uma das principais causas de morbidade e mortalidade, estabelecendo prolongados
tempos de internacdo para os pacientes e altos custos para o sistema de saude (BUSH, 2010;
de OLIVEIRA, MARUYAMA, 2008). Bactérias pertencentes ao género Acinetobacter spp.
estdo relacionadas a importantes casos de infeccBes hospitalares, (PRASHANTH,
BRADINATH, 2006; PELEG, SEIFERT, PATERSON, 2008), como pneumonias,
septicemias, meningites, infeccBes urinarias, infeccbes de sitios cirdrgicos, do trato
respiratorio, dentre outras, acometendo principalmente pacientes que foram submetidos a
procedimentos invasivos e imunocomprometidos (GIAMARELLOU, ANTONIADOU,
KANELLAKOPOULOU; 2008), especialmente pacientes internados em unidades de terapia
intensiva (UTIs) (MONTERRUBIO, GONZALEZ et al., 2009).

O género Acinetobacter spp. compreende 31 espécies diferentes, sendo Acinetobacter
baumannii, a espécie mais importante clinicamente (PELEG, SEIFERT, PATERSON, 2008).
Acinetobacter spp é considerado um patégeno oportunista e o tratamento das infeccGes
ocasionadas por esta bactéria tem se tornado um fator preocupante, em funcéo do surgimento
de cepas multirresistentes, o que torna as opg¢Oes terapéuticas restritas (ABDALHAMID,
HASSAN et al., 2014), uma vez que diferentes mecanismos estdo envolvidos com a
resisténcia a diversas classes de antibioticos. Entre os mecanismos de resisténcia, destaca-se a
reduzida permeabilidade da membrana externa, perda de porinas, alteracdo nos sitios de
ligacdo dos antibioticos, hiperexpressdo de bombas de efluxo e producéo de beta-lactamases
(PELEG, SEIFERT, PATERSON, 2008; GIAMARELLOU, ANTONIADOU,
KANELLAKOPOULOU; 2008), das quais, enzimas carbapenemases, oxacilinases (OXA) e

metalo-p-lactamases (MBL) sdo uma grande preocupacdo devido a sua rapida capacidade de



disseminacdo, sendo as oxacilinases as enzimas de maior frequéncia em cepas de
Acinetobacter spp. (ABDALHAMID, HASSAN et al., 2014).

No estado do Mato Grosso do Sul ndo existem relatos sobre o monitoramento de cepas
de Acinetobacter spp. multirresistentes. Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar o perfil de
resisténcia de cepas de Acinetobacter spp. isoladas de pacientes internados em um hospital
publico de Dourados/MS.

MATERIAL E METODOS

1. Local e periodo do estudo:
O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Ciéncias da Salde
(LPCS), localizado na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo de
abril a agosto de 2014.

2. Coleta de dados:
Dados como datas da cultura, datas de nascimento, sexo, idade, local de internacao,
amostra clinica e espécie das cepas isoladas foram coletados de registros laboratoriais da

microbiologia clinica do hospital em estudo.

3. Coleta e isolamento das amostras bacterianas:

As cepas de Acinetobacter spp. foram isoladas de amostras clinicas de pacientes
internados em um hospital puablico de Dourados/MS que apresentavam quadros clinicos de
infeccdo e/ou colonizacdo por cepas de Acinetobacter spp. multirresistentes. Para o estudo
foram coletadas cepas de Acinetobacter spp. resistentes a uma ou varias cefalosporinas de
terceira geracdo, as quais apresentaram reducdo no diametro dos halos de inibicdo frente aos
antibiodticos carbapenémicos no antibiograma. Cepas apresentando este perfil foram
encaminhadas ao Laboratério de Pesquisa em Ciéncias da Saude (LPCS/UFGD), onde foram

realizados os demais testes.

4. Concentragéo Inibitoria Minima (MIC):
A avaliacdo do perfil de susceptibilidade antimicrobiana foi realizada através da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC), pela técnica de microdiluicdo em

caldo Mueller-Hinton, seguindo as padronizacdes estabelecidas pelo CLSI (2014). Os



antimicrobianos utilizados foram o imipenem e meropenem, ambos pertencentes a classe dos
carbapenémicos. As MICs dos respectivos antimicrobianos foram testadas em diferentes
faixas de concentracdo. As cepas foram inoculadas em microplacas de 96 pocos e submetidas
as condicdes de 36°C por 24 horas. Apoés este periodo, a MIC foi registrada como a menor
concentracdo do agente antimicrobiano que inibiu completamente o crescimento do micro-

organismo.

5. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR):

As cepas de Acinetobacter spp. foram semeadas em MacConkey agar e submetidas a
extracdo de DNA e posterior avaliacdo genotipica. As reacdes de PCR foram realizadas para o
volume final de 50 pL, contendo 2 U de DNA Taq polimerase, 50 pmol de cada primer, 200
uM de cada DNTP, 1 x tampdo de reagdo, 1,5 mM MgCl, e 10-50 ng de DNA. Foi
investigada a presenga dos genes blakec2 e blamp1. As reagdes de amplificacdo foram
conduzidas em um termociclador (MyCicler- Bio-Rad), conforme descrito por Chan e
colaboradores (2014), contendo algumas modificacdes. Posteriormente, os produtos de PCR

foram analisados em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience).

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo dos genes blakpc-2 € blamvp-1.

PRIMERS SEQUENCIAS
blakpc-» Forward 5 TCTGGACCGCTGGGAGCTGG ¥
blakpc-2 Reverse 5TGCCCGTTGACGCCCAATCC 3
blaivp-1 Forward 5 TCTACATGACCGCGTCTGTC 3’
blamvp-1 Reverse 5GAACAACCAGTTTTGCCTTACC 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo prop6s avaliar o perfil de resisténcia de cepas de Acinetobacter spp.
isoladas de pacientes internados em um hospital publico de Dourados/MS. No periodo de
setembro de 2013 a julho de 2014 foram isoladas um total de 153 cepas de Acinetobacter spp.
coletadas de 114 pacientes. Destas cepas, 150 foram identificadas como Acinetobacter

baumannii (98%), uma como Acinetobacter baumannii complex (0,65%), uma como




Acinetobacter Iwoffii (0,65%) e uma como Acinetobacter haemolyticus (0,65%). Outros
estudos também evidenciam a presenca destas espécies em ambientes hospitalares, sendo que
cepas de Acinetobacter baumannii sao relatadas com maior frequéncia, conforme estudos de
Peleg et al., 2008, Enoch et al., 2008, bem como estudos relatam o aparecimento de cepas
resistentes de Acinetobacter Iwoffii (KIM, JEON et al., 2014) e Acinetobacter haemolyticus
(FUNAHASHI, TANABE et al., 2013).

Na analise dos dados coletados dos registros laboratoriais foi possivel observar que
dos 114 pacientes, 51 (44,23%) eram do sexo feminino, enquanto que 63 (55,27%) eram do
sexo masculino. Em relacdo ao local de internacdo, observou-se que dos 114 pacientes, 4
(3,50%) estavam na UTI Pediatrica, 10 (8,77%) no posto de atendimento 3, o qual atende
pacientes que ndo possuem quadros clinicos criticos, 24 (21, 05%) pacientes se encontravam
na UTI B, 25 (21,92%) internados na UTI Neonatal, 26 (22,80%) estavam presentes na
Unidade Intermediaria e 29 (24,43%) estavam na UTI A, conforme mostra a figura 1. Estes
dados corroboram com outros estudos que avaliaram que infec¢fes hospitalares ocasionadas
por cepas multirresistentes de Acinetobacter spp. acometem principalmente pacientes
internados em UTIs (MONTERRUBIO-VILAR et al., 2014; AGODI, VOULGARI et al.,
2014: VILLALON, VALDEZATE et al., 2011; CARVALHO, CARVALHO-ASSEF et al.,

2011) o que se da pelo quadro clinico de imunossupresséo que estes pacientes apresentam.
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Figura 1. Numero de pacientes por alas de internagéo.



Ao analisar a faixa etaria dos 114 pacientes, foi observado que a idade dos pacientes
de onde foram isoladas as cepas de Acinetobacter spp variou consideravelmente, sendo que o
maior indice de casos foi registrado em recém nascidos, somando 51 (44,73%) dos casos,
sequido de idosos (Tabela 2). Estes dados diferem dos descritos por Figueiredo, Vianna et al.,
(2013), que descrevem que o0s pacientes com mais de 65 anos apresentaram maior frequéncia

de infeccBes por Acinetobacter spp.

Tabela 2. Faixa etaria dos pacientes que apresentaram amostras de Acinetobacter spp.

Faixa etaria (anos) Numero de pacientes (%0)

Recém nascidos 51 (44,73%)
Até 1 ano 4 (3,50%)
10 a 20 anos 1 (0,87%)
21 a 30 anos 3 (2,63%)
31 a 40 anos 4 (3,50%)
41 a 50 anos 9 (7,89%)
51 a 60 anos 6 (5,26%)
61 a 70 anos 10 (8,77%)

71 a 80 anos 17(14,91%)
81 a 90 anos 7 (6,14%)
91 a 100 anos 2 (1,75%)

Total 114

Quando analisadas as amostras clinicas de onde foram isoladas as cepas de
Acinetobacter spp., foi possivel verificar que das 153 amostras coletadas, 1 (0,65%) foi
isolada de liquido ascitico, 1 (0,65%) de escara, 6 (3,92%) de urocultura, 9 (5,88%) provindas
de hemocultura, 13 (8,49%) de ponta de cateter, 26 (16,99%) de swab nasal, 38 (24,83%) de
secreco traqueal e 59 (38,56%) de swab retal. E possivel verificar que a amostra clinica com
0 maior nimero de cepas de Acinetobacter spp. isoladas foram as amostras de swab retal,
seguida das amostras de secrecdo traqueal e swab nasal, conforme observado na figura 2.
Estes resultados diferem dos apresentados por (Garcia, César et al., (2013), onde relatam

maior niUmero de amostras de Acinetobacter spp isoladas de urocultura.
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Figura 2. Amostras clinicas onde foram isoladas cepas de Acinetobacter spp.

Na determinacdo do perfil de susceptibilidade frente aos antibidticos carbapenémicos
foram consideradas resistentes as cepas de Acinetobacter spp. que apresentaram uma MIC >8
para imipenem e meropenem. A determinacdo da MIC, frente aos antibioticos
carbapenémicos seguiu as padronizacgdes estabelecidas pelo CLSI (2014), conforme a tabela
3.

Tabela 3. Critérios interpretativos para MIC, segundo o CLSI (2014).

Agentes Antimicrobianos Interpretacdo do MIC (ug/mL)
Sensivel Intermediario Resistente

Imipenem <2 4 >8

Meropenem <2 4 >8

Foi identificado o perfil de resisténcia de 153 cepas de Acinetobacter spp., conforme

verificado na tabela 4.

Tabela 4. Resultado do MIC das cepas de Acinetobacter spp. frente aos antimicrobianos
imipenem e meropenem, seguindo as preconizagdes estabelecidas pelo CLSI, 2014.

IMIPENEM MEROPENEM

Range (ug/mL) NuUmero de cepas Range (ug/mL) Numero de cepas




16 73 (47,51%) 8 112 (73,20%)
8 48 (31,37%) 4 25 (16,33%)
4 11 (7,18%) 2 3 (1,96%)
2 8 (5,22%) 1 3 (1,96%)
1 1 (0,65%) 0,5 3 (1,96%)
0,5 4 (2,61%) 0,25 2 (1,30%)
0,25 4 (2,61%) 0,12 1 (0,65%)
0,12 2 (1,30%) 0,06 3 (1,96%)
0,06 2 (1,30%) 0,03 1 (0,65%)
Total 153 Total 153

Os resultados obtidos na MIC, é possivel identificar que 121 (79%) cepas foram
resistentes ao imipenem, 11 (7,18%) apresentaram resultado intermediario e 21 (13,72%)
foram sensiveis ao imipenem. Ao avaliar o meropenem, foi observado que 112 cepas
(73,20%) foram resistentes, 25 (16,33%) apresentaram resultado intermediario e 16 (10,45%)
foram sensiveis ao meropenem. Resultados de resisténcia para os antibidticos imipenem e
meropenem, ja foram descritos conforme estudos de Figueiredo, Santos et al., (2011) e
Garcia, César et al., (2013).

A investigacéo dos genes de resisténcia blaxpc-2 e blamve-1 foi realizada pela Reagéo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Das 153 cepas estudadas, apenas 4 cepas de Acinetobacter
baumannii apresentaram resultado positivo, comprovando que carregam 0 gene blakprc-2,
conforme a figura 3. No entanto, o gene blawmp-1 ndo foi identificado. No estudo de
Abdalhamid, Hassan et al., (2014) também nao foi encontrado o gene blajup-1. Assim como
no estudo de Arezzo, Principe et al., (2010) em que ndo foram evidenciados os genes blakec-2
e blavp-1. Outros genes de resisténcia estdo sendo investigados a fim de determinar os fatores

genéticos envolvidos na inducdo da resisténcia bacteriana.
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Figura 3. Gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do gene blakrc-2 amplificado
por PCR de cepas de Acinetobacter spp. Coluna M: marcador de peso molecular DNA
Ladder 100 pb (Sigma); Colunas C-: Controle negativo da reacdo; amostras 23, 24, 119 e 65:
cepas com resultado negativo para a PCR; C+: Controle positivo da reacdo; amostras 50, 51,
54 e 47: cepas com resultado positivo para a PCR. A seta indica o produto amplificado de 390
pares de base referente ao gene blakpec-2.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir da realizacdo deste estudo permitem concluir que existe
um namero elevado de cepas multirresistentes de Acinetobacter spp. neste hospital pablico de
Dourados. Além disso, foi identificado diferenca na resisténcia das cepas estudadas frente aos
antibidticos testados. Os resultados obtidos com o0s genes de resisténcia testados evidenciam
que a avaliacdo genotipica destas cepas merece futuros estudos para investigacdo da presenca
de outros genes de resisténcia. Este é o primeiro trabalho realizado em um hospital publico de
Dourados/MS visando investigar cepas de Acinetobacter spp. multirresistentes e os resultados
obtidos nesta pesquisa servirdo de base para estudos futuros de epidemiologia molecular,
buscando identificar os fatores de riscos associados a presenca destas bactérias, contribuindo
para tracar acdes preventivas no controle de infec¢Ges hospitalares provocadas por micro-

organismos multirresistentes de interesse clinico.
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