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RESUMO

Amostras de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii produtoras de enzimas
capazes de hidrolisar antimicrobianos B-lactdmicos tém sido reportadas como importante causa
de infe¢des hospitalares assim como um grande problema terapéutico mundial. Buscou-se
avaliar a resisténcia a antimicrobianos e a produgéo de enzimas Metalo-R-Lactamases (MBL),
Oxacilinases e Cefalosporinases, bem como a diversidade genética das amostras de P.
aeruginosa e A. baumannii recuperadas de hemoculturas em cinco diferentes Hospitais de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Foram avaliadas 40 amostras de P. aeruginosa e 64 amostras de A.
baumannii isoladas de hemoculturas, no periodo de dezembro de 2008 a junho de 2009. As
amostras foram submetidas a testes de susceptibilidade a antimicrobianos pelos métodos de
disco-difuséo (DD) e determinagao da concentraco inibitoria minima (CIM). A produgao de B-
lactamases foi avaliada pelos métodos fenotipicos de disco-aproximagdo (DA), Etest® MBL e
teste de Hodge modificado (TMH). A reagao de cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para
deteccdo dos seguintes genes: blawp-1, blaviv-1, blaspm-1, blacim-1 € blasiv-1, blaoxazs, blaoxaas,
blaoxas1, blaoxass e blaampc. A diversidade genética para definir similaridade entre amostras foi
avaliada por RAPD e ERIC. Amostras de P. aeruginosa e A. baumannii mostraram taxas
significativas de resisténcia a todos os antimicrobianos testados. As amostras de P. aeruginosa
apresentaram niveis de resisténcia elevados aos antimicrobianos imipenem (45%), meropenem
(45%), ceftazidima (47,5%), cefepime (45%), ciprofloxacina (55%), gentamicina (60%), enquanto
que em amostras de A. baumannii mostraram altas taxas de resisténcia ao imipenem (93,8%),
meropenem (89,0%), cefepime (96,9%), ceftazidima (98,4%) piperacilina+tazobactam (96,9%),
ciprofloxacina (90,6%), aztreonam (87,5%). Doze (30%) amostras de P. aeruginosa e (37,5%) de
A. baumannii apresentaram sinergismo com, pelo menos, uma das combinagdes de substrato-
inibidor e foram consideradas produtoras de MBL pelo método de DA. Doze (30%) amostras de
P.aeruginosa e (63,75%) de A. baumannii foram positivas para a produgado de MBL pelo método
do Etest. Apenas quatro amostras de P. aeruginosa (10%) foram positivas pelo teste de THM e,
todas as amostras de A. baumannii foram negativas. Trinta e nove amostras de A. baumannii
(60,9%) foram positivas para a pesquisa fenotipica de enzimas da classe D, pelo DA, enquanto
que todas as amostras de P. aeruginosa foram negativas. Na pesquisa de cefalosporinase
(AmpC), 79,6% amostras de A. baumannii e 37,5% de P. aeruginosa foram positivas de acordo
com o DA. Trinta e cinco (87,5%) amostras de P. aeruginosa apresentaram produto de PCR
compativel com fragmento dos genes blaspu-1 € blavim1, 87,5% ao blaspw-1, € 15% ao blavim-1. A

ocorréncia simultdnea dos genes, blaspm-1/blaviv-1, foi observada em 6 (15%) amostras de P.



aeruginosa, ndo tendo sido identificados os genes blamp-1, blasim-1, blaciv-1, blaoxa2s, blaoxas €
blaoxass, blaampc €m nenhuma destas amostras. Todas as amostras de A. baumannii (64/64)
foram positivas a, pelo menos, um dos genes avaliados: 92,1% apresentaram o gene blaviw.1;
79,6% o gene blaampc; 93,75% 0 gene blaoxazs € 84,3% 0 gene blaoxast. Os genes blawp-1,
blasi-1, blaciv-1, blaspum-1, blaoxas € blaoxass ndo foram detectados. Pela anélise por RAPD, foi
possivel agrupar 22 (53,6%) amostras de P. aeruginosa no perfil A; 31,7% no perfil B e 9,7% no
perfil C. A andlise por ERIC- PCR mostrou que a maioria das amostras de P. aeruginosa diferia
entre si. Quanto ao A. baumannii, foi observado um predominio de clones circulantes que
diferem entre si. E importante notar que algumas amostras, de diferentes hospitais,
apresentaram o mesmo perfil de bandas. Os resultados do presente estudo permitem sugerir
que certas populagdes clonais estejam circulando entre os Hospitais em estudo, disseminadas
por diferentes vias, como os profissionais da area de salde e pacientes transferidos entre os

hospitais.

Palavras chave: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, multirresisténcia,
diversidade genética, multirresisténcia, marcadores de resisténcia.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii strains producing antimicrobial enzymes
capable of hydrolyzing B-lactams has been reported as an important cause of nosocomial
infections as well as a major therapeutic problem worldwide. We sought to evaluate the
antimicrobial resistance and the production of Metallo-B-Lactamases (MBL), Oxacilinases and
cephalosporinases enzymes as well as to evaluate the genetic diversity of A. baumannii. and P.
aeruginosa strains recovered from hemoculture in five different hospitals on Belo Horizonte,
Minas Gerais. 40 P. aeruginosa and 64 Acinetobacter spp. strains isolated from December 2008
to June 2009. Disk diffusion (DD) and determination of minimum inhibitory concentration (MIC)
methods were use to study the antimicrobial susceptibility profile. The production of B-lactamases
was assessed by the phenotypic disc approximation methods (AD), MBL Etest ® and modified
Hodge test (MHT). The polymerase chain reaction (PCR) was performed to detect the following
genes: blawp-1, blaviv-1, blaspm-1, blagiv-1 € blasiv-1, blaoxazs, blaoxazs, blaoxast, blaoxass e blaampc.
The genetic diversity to define similarity between the samples was assessed by RAPD and ERIC.
It was observed in P. aeruginosa and A. baumannii strains significant resistance rates to all
antimicrobial tested. The P. aeruginosa strains showed high levels of antimicrobials resistance to
imipenem (45%), meropenem (45%), ceftazidime (47.5%), cefepime (45%), ciprofloxacin (55%),
and gentamicin (60%), while in A. baumannii strains showed high rates of resistance imipenem
(93.8%), meropenem (89%), cefepime (96.9%), ceftazidime (98.4%) piperacillin+tazobactam
(96.9%), ciprofloxacin (90.6%) and aztreonam (87.5%). Twelve (30%) P. aeruginosa and 24
(37.5%) of A. baumannii strains showed synergy with at least one substrate and inhibitor
combinations and were considered MBL producing, by the DA method. Twelve (30%) samples of
P.aeruginosa and 60 (63.75%) of A. baumannii were positive for MBL production by the Etest
method. Only four P. aeruginosa (10%) strains were positive by MHT and all A. baumannii strains
were negative. Thirty-nine of A. baumannii (60.9%) strains were positive for the phenotypic class
D enzymes by DA, while all P. aeruginosa strains were negative. Cefalosporinase (AmpC), was
detected in 51 (79.6%) A. baumannii and 15 (37.5%) de P. aeruginosa according to DA method.
Thirty-five (87.5%) P. aeruginosa strains showed the PCR compatible products to gene fragment
blaspm-1 € blaviv-1, 35 (87.5%) to blaspw-1, and 6 (15%) to blavim-1. The simultaneous occurrence of
blaspm-1/blaviv-1 genes was observed in 6 (15%) P. aeruginosa strains, the blamp-1, blasiv-1, blaciu-
1, blaoxa23, blaoxazs,blaoxass and blaampc genes were not identified in any of these strains. All A.
baumannii (64/64) strains were positive at least of one the studied genes: 59 (92.1%) had the
blavim-1 gene: 51 (79.6%) blaampc gene; 60 (93.75%) the blaoxas gene and 54 (84.3%) the



blaoxas1 gene. The blamp-1, blasm-1, blagim-1, blaspw-1, blaoxa4 and blaoxass genes were not
identified. For RAPD analysis, it was possible to group 22 (53.6%) P. aeruginosa samples in the
profile A; 13 (31.7%) in the profile B and 4 (9.7%) in the profile C. The ERIC-PCR analysis
showed that almost all P. aeruginosa strains differed from each other. Considering A. baumannii,
it was observed a circulating prevalence of certain clones that differ between each other. It is
important to note that some samples from different hospitals showed the same band profile. The
results of this study may suggest that certain clonal populations are circulating among the
hospitals studied, disseminated by different routes, such as health professionals and transferred

patients between hospitals.

Password: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, multirresistance, antibiotic
resistance markers, genetic diversity.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As infecgbes hospitalares (IH) representam um problema grave de salde publica,
estando sua ocorréncia relacionada a complicagbes significativas da salde da populagéo
acometida, ocasionando altas taxas de morbidade, mortalidade e letalidade, podendo evoluir
para doencas graves de dificil tratamento, além de determinar aumento do tempo e dos custos
de internagdo. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as IH mais
frequentes no Brasil sdo as pneumonias, infeccbes da corrente sanguinea, da cavidade oral,
pele e tecidos moles, sendo as pneumonias e as infecgbes da corrente sanguinea as mais

graves.

Dentre os microrganismos comunitarios € nosocomiais relevantes em IH destacam-se os
nao fermentadoras da glicose, especialmente Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp.
Estas bactérias apresentam grande versatilidade metabolica e podem ser encontradas em varios
ambientes, inclusive nos hospitalares, principalmente no solo e na agua ou, ainda, associadas a
plantas e animais. Embora dificilmente causem doenga no individuo higido, elas representam
grandes ameacas para pacientes hospitalizados, particularmente aqueles com doencgas de base
grave, e estdo associadas a taxas elevadas de mortalidade. As opgles terapéuticas no
tratamento do paciente com essas infecgdes sé@o, geralmente, escassas, devido a combinagéo
da resisténcia inerente a muitos farmacos com a capacidade de adquirir resisténcia a varias
outras drogas, apresentadas por estes microrganismos. A produgao de B - lactamases, a baixa
permeabilidade da membrana externa e a expressdo de diferentes bombas de efluxo séo

mecanismos classicos de resisténcia a drogas encontradas nestes grupos microbianos.

Alguns antimicrobianos de amplo espectro, como cefalosporinas de quarta geragéo
(cefepime) e carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem), ainda apresentam alto
potencial para o tratamento de pacientes com infecgdes por P. aeruginosa e A. baumannii. No
entanto, a produgdo de enzimas como as metalo-B-lactamases (MBL), OXA B-lactamases e
cefalosporinases com potencial para hidrolisar, inclusive estes antimicrobianos ja atinge séo

alarmantes e alvo de pesquisas.

Atualmente, tém sido descritas nove subclasses de MBL adquiridas, IMP, VIM, SPM,
GIM, SIM-1, AIM, NDM, KHM e DIM. As ESBL tipo OXA de Acinetobacter spp.sdo divididas em
quatros subgrupos filogenéticos: OXA-23, OXA-24, OXA-51 e OXA-58. Um numero crescente de
B-lactamases confere resisténcia a cefalosporinas de espectro ampliado, sendo, geralmente,
relacionado com a superproducdo do residente do tipo AmpC B-lactamase codificada pelo

gene bla Ampc.



Em vista da emergéncia da resisténcia de P. aeruginosa e A. baumannii aos
antimicrobianos, inclusive aos de Ultima geracdo, o que tem limitando as opgdes terapéuticas
levando a complicagdes e sequelas significativas com altas taxas de morbidade, mortalidade e
letalidade, espera-se com este projeto, somar apoio aos programas de controle de infecgdo
hospitalar e ao corpo clinico, contribuindo para o delineamento de novas estratégias de

tratamento e do controle de disseminagéo destas linhagens multirresistentes.



