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RESUMO 

 

Leite GC. Determinação dos efeitos das combinações antimicrobianas contra isolados 

de Acinetobacter baumannii multidrogas resistentes com avaliação dos mecanismos de 

resistência. [Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Acinetobacter baumannii é um importante agente de infecções relacionadas à assistência 

à saúde, principalmente nas unidades de terapia intensiva no Brasil, sua resistência a 

antimicrobianos vem aumentando nas últimas décadas e as opções para o tratamento são 

restritas. Em 2011, no HC-FMUSP, ocorreu um surto de infecção por A. baumannii 

resistente a todos os antibióticos e desde então isolados resistentes a todas as classes de 

antibióticos vêm sendo identificados no hospital. O estudo investigou o efeito de 

combinações antimicrobianas contra 20 isolados clínicos de A. baumannii, sendo sete 

isolados resistentes (2011 a 2012) e treze sensíveis a colistina (2002 a 2004), obtidas do 

banco de cepas do LIM-54 com diferentes mecanismos de resistência. Foram realizados, 

concentração inibitória mínima dos antibióticos, avaliação da clonalidade por Pulsed-

field gel electrophoresis, detecção de mecanismos de resistência por reação de 

amplificação em cadeia da polimerase, análise de proteínas da membrana externa e 

baseado na clonalidade e o sequenciamento total do genoma de quinze isolados. 

Sinergismo foi investigado usando os métodos de checkerboard e time-kill. Para 

monitorização da expressão do sistema regulatório PmrCAB e dos genes responsáveis 

pela biossíntese do lipopolissacarídeo, foi realizada reação em cadeia da polimerase 

quantitativa. Todos os isolados foram resistentes ao meropenem e a rifampicina. OXA-

23 e OXA-143 foram as carbapenemases mais frequentes. Quatro isolados mostraram 

perda de uma proteína de membrana externa denominada OMP 43kDa. Os isolados 

sensíveis a colistina pertenciam a diferentes clones e Multilocus Sequence Types, também 

apresentaram o maior efeito sinérgico com fosfomicina-amicacina. A resistência a 

colistina foi associada com a superexpressão do gene pmrA. Seis isolados resistentes a 

colistina, pertenciam ao Complexo Clonal 113 e o maior efeito sinérgico foi observado 

com combinações de colistina-rifampicina seguido de colistina-vancomicina. Foram 

encontrados diferentes genes de virulência envolvidos com formação de biofilme, 

aderência, produção de enzimas e captação de ferro. 

 
Descritores: Acinetobacter baumannii; sinergismo; resistência microbiana a 

medicamentos; sequenciamento; colistina; carbapenêmicos. 



 

 

ABSTRACT 

 

Leite GC. Determination of antimicrobial combinations effect against Acinetobacter 

baumannii multidrug-resistant isolates with evaluation of resistance mechanisms. 

[Thesis].  São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2016. 

 

Acinetobacter baumannii is an important agent of infections related to health care, 

especially in intensive care units in Brazil, its antimicrobial resistance has increased in 

recent decades and the options for treatment are restricted. In 2011, in the HC-FMUSP, 

there was an outbreak of A. baumannii infection resistant to all antibiotics and since then 

isolates resistant to all classes of antibiotics have been identified in the hospital. The study 

investigated the effect of antimicrobial combinations against 20 clinical isolates of A. 

baumannii, seven isolates colistin resistant (2011-2012) and thirteen colistin sensitive 

(2002-2004) from LIM-54 strains bench with different resistance mechanisms. Minimum 

inhibitory concentration of antibiotics, clonality evaluation by pulsed-field gel 

electrophoresis and detection of resistance mechanisms by polymerase chain reaction, 

outer membrane protein analysis and based on clonality, the whole genome sequencing 

of fifteen isolates were performed. Synergism was determined using checkerboard and 

time-kill methods. For expression monitoring of the regulatory system PmrCAB and the 

genes responsible for the biosynthesis of lipopolysaccharide, it was performed 

quantitative polymerase chain reaction. All isolates were resistant to meropenem and 

rifampicin. OXA-23 and OXA-143 were the most frequent carbapenems. Four isolates 

showed loss of one outer membrane protein called OMP 43kDa. Colistin susceptible 

isolates belonged to different clones and Multilocus Sequence Types; it also showed the 

greatest synergistic effect with fosfomycin-amikacin. The colistin resistance was 

involved in overexpression of the pmrA gene. Six colistin-resistant isolates belonged to 

Clonal Complex 113 and higher synergistic effect were observed with colistin-rifampicin 

followed by colistin-vancomycin combinations for these isolates. We found different 

virulence genes involved in biofilm formation, adhesion, enzyme production and iron 

uptake. 

 

Descriptors: Acinetobacter baumannii; synergism; drug resistance, microbial; sequence; 

colistin; carbapenems. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 

Um dos principais problemas de saúde pública, na atualidade, é a escassez de 

alternativas para tratar infecções por bactérias multirresistentes e uma das causas de 

resistência aos antimicrobianos (ATB) é o uso excessivo e inadequado destes compostos 

nos hospitais (FALAGAS, 2014; KARAISKOS, 2014). O conhecimento detalhado dos 

mecanismos de resistência aos antimicrobianos, se faz necessário tanto para melhor 

adequação do tratamento das infecções, quanto para o desenvolvimento de novas opções 

terapêuticas (PARK, 2016b; KRESSE, 2007). 

Alguns estudos destacam o importante papel de bactérias não-fermentadoras no 

panorama de multirresistência, principalmente em relação as infecções nosocomiais; 

dentre essas, Acinetobacter é um dos gêneros de grande importância, devido ao número 

de isolados nos laboratórios de microbiologia e por frequentemente demonstrarem 

resistência intrínseca e resistência adquirida (VILLALON, 2013; YOON, 2013). 

Diferentes métodos ajudam na avaliação dos mecanismos de resistência e 

patogenicidade, entre eles estudos de sequenciamento genômico, porém, mesmo com o 

aumento das pesquisas o desenvolvimento de resistência a múltiplas drogas e a 

diversificação genômica de A. baumannii ainda não são claros (LI, 2015). 

 

1.1. Características gerais de Acinetobacter baumannii 

 

Acinetobacter baumannii faz parte do grupo de cocobacilos Gram-negativos não-

fermentadores amplamente distribuído no ambiente hospitalar, sendo muito eficaz em 

colonizar seres humanos e de difícil erradicação (CHERKAOUI, 2015). A. baumannii é 

uma importante causa de infecções adquiridas nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI), 

em particular, infecções do trato respiratório e infecções de corrente sanguínea 

(GORDON, 2010a; YING, 2015).  

A incidência de infecção por essa bactéria é alta e os fatores de risco incluem, 

permanência prolongada em UTIs, procedimentos invasivos, imunossupressão decorrente 

do uso de quimioterápicos, tratamento com antimicrobianos de amplo espectro, 

ventilação mecânica, queimaduras e procedimentos cirúrgicos (FIGUEIREDO, 2009; 

BEN, 2011). 
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Sua importância clínica, principalmente nos últimos anos, tem sido impulsionada pela 

capacidade de se autorregular ou adquirir resistência (PELEG, 2008). Vários fatores 

favorecem o desenvolvimento de multirresistência em isolados de A. baumannii, entre 

eles, a capacidade de sobreviver por longos períodos de tempo no ambiente hospitalar, 

potencializando sua disseminação (CHERKAOUI, 2015; FALAGAS, 2006). Isso ocorre 

devido à baixa exigência nutricional para o crescimento e a capacidade de multiplicar-se 

em diferentes níveis de temperaturas e pH (OPAZO, 2009).  

Na última década, A. baumannii emergiu como um importante patógeno nosocomial 

em todo o mundo, por causa de sua notável capacidade de desenvolver resistência ao 

amplo espectro de agentes antimicrobianos (CORTIVO, 2015). Consequentemente as 

infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS), também aumentaram (PARK, 2016a; 

KIM, 2014). As IRAS são difíceis de tratar devido à resistência intrínseca deste agente a 

antimicrobianos, além disso, isolados de A. baumannii adquiriram uma grande variedade 

de resistência aos antibióticos e sofreram mutações genéticas, localizados no cromossoma 

ou plasmídeos (ZARRILLI, 2009; OU, 2015). No entanto, esta não é a única razão pela 

qual antibióticos falham, a formação de biofilme é uma outra forma eficaz para bactérias 

sobreviverem na presença de antibióticos (SINGHAI, 2012). 

A resistência aos antimicrobianos tem sido identificada como um importante 

problema de saúde pública mundial (BRICEÑO, 2010). Segundo a Organização Mundial 

da Saúde - OMS (2001), entre os fatores associados com o desenvolvimento de resistência 

a antibióticos está o uso inadequado dessas drogas, a falta de sistemas de monitorização 

eficaz, a ausência de legislação para controlar a venda de medicamentos e o uso 

indiscriminado de antibióticos. 

O problema da resistência bacteriana aos antimicrobianos se apresenta como um 

grave complicador da infecção hospitalar. Dentre os patógenos multirresistentes, o 

tratamento de infecções causadas por A. baumannii tem se tornado um desafio, isso 

devido a limitada escolha de antibióticos contra este agente (PELEG, 2008), tornando 

necessária combinações de várias drogas como estratégia terapêutica (BOYD, 2011; 

KLASTERSKY, 2014; PARK, 2016a). 

No Brasil, A. baumannii tornou-se particularmente problemática devido à sua 

prevalência e a resistência a carbapenêmicos, geralmente relacionada a oxacilinases 

(OXA), envolvendo principalmente os agentes produtores de OXA-23 (CHAGAS, 2015). 
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1.1.1. Aspectos epidemiológicos  

 

Acinetobacter baumannii é considerado um micro-organismo ubíquo na natureza e 

tem sido isolado a partir do solo, água, animais, pele e trato gastrointestinal de seres 

humanos saudáveis, além disso, em ambientes hospitalares, algumas espécies têm sido 

isoladas de objetos inanimados (BARCHITTA, 2009; KIM, 2014).  

A. baumannii é um importante agente de infecções hospitalares comumente 

encontrado em hospitais brasileiros e representa uma ameaça particular para pacientes em 

UTIs (LASTORIA, 2014). 

De acordo com relatório da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

Acinetobacter spp. foi classificado como o quarto patógeno mais prevalente, causando 

2159 (11,8%) infecções de corrente sanguínea relacionadas ao cateter entre pacientes de 

UTI em 2013 (ANVISA, 2013). Infelizmente, taxas de resistência aos carbapenêmicos 

observadas entre esses patógenos foi extremamente elevada (80,7%) (VASCONCELOS, 

2015).  

Índices de resistência ao imipenem em isolados de Acinetobacter sp. aumentaram de 

12,6% no período de 1997-1999 para 71,4% no período de 2008-2010 (GALES, 2012). 

Em 2005, as cepas de A. baumannii multirresistentes no Brasil constituíam 8,8% do total 

de infecções hospitalares em UTIs (KIFFER, 2005).  

 

1.1.2. Fatores de virulência 

 

Acinetobacter baumannii é a espécie de maior importância clínica do gênero 

Acinetobacter, responsável por uma série de infecções graves em pacientes debilitados e 

a prevalência de colonização mostra-se bem elevada, o que sugere uma baixa virulência 

(PELEG, 2008). Porém, diversos fatores de virulência e patogenicidade já identificados 

em A. baumannii podem ter um importante papel nos mecanismos de colonização e 

infecção. Entre estes, podemos mencionar a capacidade de se manter viável por longos 

períodos em superfícies secas, a aquisição de nutrientes essenciais como ferro e zinco, a 

adesão as células epiteliais levando a apoptose e a secreção de produtos tóxicos causando 

danos teciduais (POIREL, 2006; KARAGEORGOPOULOS, 2008; MARTINS, 2012).  

Peleg e cols (2012) relatam diferentes genes envolvidos com a virulência em A. 

baumannii e suas respectivas funções, tais como biofilme. A formação de biofilme é 
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especialmente importante em IRAS, pois o uso de cateteres e ventiladores proporcionam 

superfícies ideais para aderência da bactéria e consequente formação do biofilme, 

promovendo a colonização e posterior infecção do paciente (DJERIBI, 2012; COELHO, 

2006). Esse processo pode ser regulado pela atividade de genes do quorum-sensing, um 

sistema de sensoriamento composto por pequenas moléculas que se ligam a proteínas 

reguladoras de transcrição, regulando a expressão de alguns genes bacterianos, essas 

proteínas são denominadas N-acil-homoserina, codificadas pelo gene abaI em A. 

baumannii (BHARGAVA, 2010).  

Também envolvidos com a formação de biofilme estão, bomba de efluxo AdeFGH 

(Figura 1), com papel potencial para a síntese pelo transporte de moléculas auto-indutoras 

durante a formação do biofilme (HE, 2015) e proteína associada à biofilme (BAP), que 

contribui para a formação de biofilme e adesão às células hospedeiras eucarióticas, 

codificadas pelo gene bap (BROSSARD, 2012). 

 

 

Figura 1. Potencial papel da bomba de efluxo AdeFGH para virulência. 
FMUSP, São Paulo. Fonte: HE e cols, 2015.  

 

Estudos também relatam que a adesão das células de A. baumannii a superfícies é 

mediada pela ativação de diferentes sistemas, o sistema Csu fimbrias (csuA/BABCDE) 

que estimula a produção de píli, estruturas essenciais para as primeiras etapas da formação 
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do biofilme, proporcionando assim a aderência das células às superfícies abióticas 

(LOEHFELM, 2008), outra característica importante, é a produção de polissacarídeos, 

pelo operon pgaABCD, que compõe a matriz externa da formação do biofilme, mantendo 

a integridade da estrutura (CHOI, 2009). Além disso, a interação do píli e do 

lipopolissacarídeo (LPS) (lpsB, lpxA, lpxB, lpxC, lpxD, lpxL, lpxM) promovendo adesão 

as células hospedeiras e permitindo a evasão do sistema imune do hospedeiro, 

desencadeando uma resposta inflamatória, pode ser a primeira etapa na colonização 

(VILLEGAS, 2007). 

Múltiplos fatores incluindo OmpA, Omp33-36 e fosfolipase C e D são necessários 

para invasão celular (RUMBO, 2014). A OmpA e a Omp33-36 interferem na fagocitose 

e contribuem para sobrevivência de A. baumannii no interior da célula hospedeira, ligam-

se diretamente às células epiteliais e consequentemente desencadeiam a apoptose através 

de segmentação mitocondrial, é também responsável por promover a integridade da célula 

bacteriana (CHOI, 2008). Por sua vez, as fosfolipases são enzima lipolíticas que catalisam 

a clivagem de fosfolipídios.  

Alguns autores citam a capacidade de Acinetobacter spp. crescer sob condições de 

deficiência de ferro, sugerindo a presença de sideróforo e capacidade de expressar grande 

afinidade por sistemas de captação de ferro, como acinetobactin, compostos por 

sideróforos (CHOI, 2005; JOLY-GUILLOU, 2005). Uma vez dentro das células 

hospedeiras, BasD e BauA, proteínas envolvidas na síntese e transporte de ferro 

(bauDCEBA basCD), são necessários para a sobrevivência do A. baumannii 

(CERQUEIRA, 2014). Outra proteína envolvida com a virulência em A. baumannii é a 

proteína ligadora de penicilina G (pbpG), proteínas de ligação à penicilina (PBPs) são 

mais comumente associados com a ligação e inativação de antibióticos β-lactâmicos, no 

entanto essa proteína participa das etapas finais da biossíntese da camada de 

peptidoglicano e, assim, contribuir para a estabilidade da célula bacteriana (JACOBS, 

2010). 

A regulação da expressão de características de virulência é essencial para patógenos. 

Vários reguladores de virulência têm sido identificados em A. baumannii. GacSA é um 

regulador de virulência essencial para a doença (CERQUEIRA, 2014). A mutação do 

gene gacS sensor de quinase altera a expressão de genes envolvido na síntese de píli, 

motilidade, e formação de biofilmes. O sistema regulador de dois componentes BfmRS 
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controla também vários fenótipos, incluindo a formação de biofilme, adesão às células do 

hospedeiro, e resistência ao soro humano (LIOU, 2014). 

 

1.2. Mecanismos de resistência desenvolvidos por Acinetobacter baumannii 

 

Os alvos da maioria de agentes antimicrobianos são localizados na parede celular, 

membrana citoplasmática ou dentro do citoplasma. Nas bactérias Gram-negativas a 

parede celular pode fornecer uma barreira intrínseca adicional impedindo que as drogas 

alcancem seus alvos (DOI, 2015; HARBARTH, 2005). As bactérias podem ser 

intrinsecamente resistentes a um antibiótico ou adquirirem resistência por meio da 

aquisição de genes plasmidiais ou por mutações (CHEN, 2009). A resistência adquirida 

reflete uma mudança na composição genética de uma bactéria que pode resultar em 

atividade antimicrobiana diminuída, mas não a perda completa da eficácia da droga 

(CHEN, 2009). 

Muitos estudos têm associado à resistência aos carbapenêmicos em Acinetobacter spp 

apenas com a presença de enzimas hidrolíticas, subestimando o papel de outros 

mecanismos de resistência, tais como a alteração da membrana externa (MOSTACHIO, 

2012). 

Espécies de Acinetobacter geralmente apresentam resistência a várias classes de 

antimicrobianos e a resistência as cefalosporinas é uma característica comum em A. 

baumannii devido a produção da β-lactamase cromossômica AmpC. Apesar desta 

produção não ser induzível, como em algumas enterobactérias, a superexpressão do gene 

ampC é decorrente da sequência de inserção ISAba1 à montante deste gene 

(LIVERMORE, 2006). A resistência aos carbapenêmicos é bastante frequente pela 

disseminação de certos clones produtores de metalo-β-lactamases e oxacilinases, que 

semelhante as AmpC, a expressão das oxacilinases pode ser exacerbada pela inserção da 

ISAba1 (BOMONO, 2006). 

Dentre os principais mecanismos de resistência de A. baumannii estão à produção de 

enzimas, mais frequentemente as β-lactamases, alteração da permeabilidade da 

membrana externa, efluxo do antimicrobiano e alteração do sitio de ligação da droga 

(LIVERMORE, 2002).  

O mecanismo de resistência as polimixinas ainda não está completamente elucidado, 

podendo estar envolvido com alteração do LPS (LEE, 2004). Dois mecanismos de 
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resistência já foram descritos, um envolvendo a perda de LPS por mutação de um dos três 

principais genes da biossíntese de LPS (lpxA, lpxC, lpxD) e outro pela adição de 

fosfoetanolamina ao LPS pela mutação do pmrCAB (BECEIRO, 2014). 

Acinetobacter baumannii também apresenta resistência a outros antimicrobianos 

como, por exemplo, rifampicina, tigeciclina e fosfomicina. A rifampicina é um inibidor 

da síntese de ácidos nucléicos, e atua diretamente nas enzimas que participam do processo 

de transcrição e replicação. A resistência a este antimicrobiano ocorre por mutação em 

gyrA (DNA girase) e rpoB (subunidade beta da enzima RNA polimerase), assim como 

por impermeabilidade de membrana e bomba de efluxo (MARTINEZ, 2002). Tigeciclina 

inibe a tradução de proteínas e impede a síntese de aminoácidos por ligação reversível à 

subunidade 30S do ribossomo bacteriano; vários estudos indicaram que a resistência a 

tigeciclina está associada com a superexpressão de sistemas de efluxo, particularmente 

membros da família resistance-nodulation-cell division (RND), que inclui o AdeABC, 

AdeIJK, e sistemas de efluxo AdeFGH em A. baumannii (SUN, 2013). Quanto a 

fosfomicina, é um agente antibacteriano que inibe a primeira etapa da formação da parede 

celular bacteriana, no entanto, apesar de bem elucidada para outros micro-organismos 

Gram-negativos, o mecanismo de resistência a fosfomicina em A. baumannii não é clara 

(FALAGAS, 2010). 

 

1.2.1. Produção de enzimas β-lactamases 

 

A primeira β-lactamase foi descrita em 1940 por Abraham e Chain antes mesmo do 

uso da penicilina para o tratamento de infecções bacterianas (BUSH, 1989). Desde então, 

inúmeras β-lactamases foram identificadas e vários esquemas de classificação foram 

propostos para agrupar estas enzimas de acordo com suas características bioquímicas e 

pela análise de suas estruturas moleculares (BUSH, 1989; BUSH, 2010; LIVERMORE, 

1995). As β-lactamases foram divididas de acordo com suas estruturas primárias em 

quatro classes (A a D), segundo Ambler (1980). De acordo com as diferenças em seus 

mecanismos catalíticos, estas classes ainda podem ser classificadas dentro de dois grupos: 

serina-β-lactamases (classes A, C e D) e metalo-β-lactamases (classe B) (AMBLER, 

1980; BUSH, 1995) ou de acordo com sua preferência por determinado substrato 

(classificação de Bush) (RASMUSSEN, 1997). Segundo Bush (2010) as β-lactamases 

podem ser divididas em três grupos como apresentada no Quadro 1. 
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Quadro 1. Classificação das β-lactamases de acordo com Bush e cols 2010. FMUSP, São 
Paulo. 

Bush-
Jacoby 
grupo 
(2009) 

Bush-
Jacoby-

Medeiros 
grupo 
(1995) 

Classe 
molecular 

Substrato 

Inibidas por 

Características 
CA ou 
TZB 

EDTA 

1 1 C Cefalosporinas Não Não 

Maior hidrolise de 
cefalosporinas que 
benzilpenicilina; 

hidrolizam cefamicinas 

1e NI C Cefalosporinas Não Não 
Hidrólise de ceftazidime 

e muitos outros 
oxyimino-β-lactamase 

2ª 2a A Penicilinas Sim Não 
Maior hidrolise de 

benzilpenicilina que 
cefalosporinas 

2b 2b A 
Penicilinas, 

cefalosporinas 
Sim Não 

Hidrólise similares de 
benzilpenicilina e 

cefalosporinas 

2be 2be A 

Cefalosporinas 
espectro 

estendido, 
monobactams 

Sim Não 

Hidrolisa oxyimino-β-
lactamase (cefotaxime, 

ceftazidime, 
ceftriaxone, cefepime, 

aztreonam) 

2br 2br A Penicilinas Não Não 
Resistência para ácido 

clavulânico, sulbactam e 
tazobactam 

2ber NI A 

Cefalosporinas 
espectro 

estendido, 
monobactams 

Não Não 

Hidrolisa oxyimino-β-
lactamase combinado 
com resistência para 
ácido clavulânico, 

sulbactam e tazobactam 

2c 2c A Carbenicilina Sim Não Hidrolisa a carbenicilina 

2ce NI A 
Carbenicilina, 

cefepime 
Sim Não 

Hidrolisa carbenicilina, 
cefepime e cefpirome 

2d 2d D Cloxacilina 
Variáv

el 
Não 

Hidrolisa cloxacilina ou 
oxacilina 

2de NI D 
Cefalosporinas 

espectro 
extendido 

Variáv
el 

Não 
Hidrolisa cloxacilina ou 
oxacilina e oxyimino-β-

lactamase 

2df NI D Carbapenems 
Variáv

el 
Não 

Hidrolisa cloxacilina ou 
oxacilina e carbapenems 

2e 2e A 
Cefalosporinas 

espectro 
estendido 

Sim Não 

Hidrolisa 
cefalosporinas, inibidas 
pelo ácido clavulânico, 

mas não aztreonam 

2f 2f A Carbapenems 
Variáv

el 
Não 

Hidrolisa carbapenems, 
oxyimino-β-lactamase, 

cefamicinas 

3ª 3 B (B1) Carbapenems Não Sim 

Hidrólise de amplo 
espectro, incluindo 

carbapenêmicos, mas 
não monobactams 

  B (B3) Carbapenems    

3b 3 B (B2) Carbapenems Não Sim 
Hidrolisam 

preferencialmente 
carbapenems 

NI 4 DE     

Nota: CA – ácido clavulânico; TZB – tazobactam; NI – não incluída; DE – desconhecido. 
Fonte: Adaptado de Bush, 2010. 
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1.2.1.1. Carbapenemases 

 

São denominadas carbapenemases as β-lactamases com capacidade de hidrolisar 

principalmente os antimicrobianos carbapenêmicos. Essas enzimas podem ser divididas 

segundo suas características, em dois grupos: as que possuem em seu sítio alvo um 

grupamento serino (oxacilinases) e aquelas que possuem em seu sítio alvo um átomo de 

zinco (metalo-β-lactamases) (QUEENAN, 2007). 

As carbapenemases da classe A de Ambler incluem membros designados SME, IMI, 

NMC, GES e a família das KPCs. Já a classe D de carbapenemases consiste no grupo 

OXA (oxacilinases), frequentemente descrita em A. baumannii, já a classe B são 

constituídas por metalo-β-lactamase (IMP, VIM, SIM, SPM, GIM, AIM, KHM e NDM) 

(LIVERMORE, 2002), identificada primeiramente em Pseudomonas aeruginosa 

(QUEENAN, 2007).  

 

1.2.1.1.1. Oxacilinases 

 

As oxacilinases estão entre as primeiras β-lactamases detectadas, porém essas 

enzimas eram originalmente raras e mediadas por plasmídeo (EVANS, 2014). A partir da 

década de 1980 surgiram isolados de A. baumannii resistentes a carbapenêmicos que 

manifestavam β-lactamases codificadas por plasmídeos (OXA-23, OXA-24, OXA-58). 

Logo foi verificado que todas as cepas possuíam uma oxacilinase cromossomal (OXA-

51) e algumas poderiam conferir resistência a carbapenêmicos quando o ambiente 

genético a sua volta promovia a expressão (EVANS, 2014). 

O primeiro grupo de oxacilinases identificado em A. baumannii foi o grupo OXA-23, 

em isolados do Reino Unido em 1985. A produção da enzima conferia resistência a 

carbapenêmicos e não necessitava de outros mecanismos de resistência para elevação da 

concentração inibitória mínima (CIM) (LYON, 1985). O segundo grupo foi identificado 

na Espanha em 1997, denominado OXA-24/40 (BOU, 2000), também conferindo 

resistência aos carbapenêmicos. 

O maior grupo de oxacilinase identificado até o momento é o grupo OXA-51, a 

enzima OXA-51, que nomeia o grupo, foi determinada em 1996 em isolados provenientes 

da Argentina, essas são intrínsecas de A. baumannii e encontradas naturalmente no 

cromossomo da espécie (BROWN, 2005; PFEIFER, 2011). 
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Outros grupos de oxacilinases encontrados em isolados de A. baumannii são o grupo 

OXA-58, identificado na França em 2003 (POIREL, 2005), e o grupo OXA-143 

determinado em isolados de A. baumannii multirresistentes de pacientes brasileiros 

(HIGGINS, 2009), esse grupo inicialmente restrito ao Brasil também já foi identificado 

na Coréia do Sul (KIM, 2010). 

A mais recente oxacilinase descrita em A. baumannii é a OXA-48, essa enzima 

representa um preocupante desenvolvimento de resistência a carbapenêmicos da última 

década. Análises da enzima OXA-48 mostram uma maior atividade contra imipenem do 

que contra meropenem (GONÇALVES, 2013). 

No Quadro 2 estão apresentados os seis grupos identificados em A. baumannii, e suas 

respectivas variantes.  

 

Quadro 2. Grupos de oxacilinases identificadas em isolados de A. baumannii e suas 
respectivas variantes. FMUSP, São Paulo. 

Grupo Variantes 

OXA-23-like OXA-23, OXA-27, OXA-49, OXA-73, OXA-102, OXA-103, OXA-

105, OXA-133, OXA-134, OXA-146, OXA-165–OXA-171, OXA-

225, OXA-239 

OXA-40-like OXA-40, OXA-25, OXA-26, OXA-72, OXA-139, OXA-160, OXA-

207 

OXA-51-like OXA-51, OXA-64, OXA-71, OXA-75, OXA-80, OXA-82, OXA-84, 

OXA-86, OXA-95, OXA-98, OXA-100, OXA-104, OXA-106, OXA-

113, OXA-115, OXA-117, OXA-120, OXA-128, OXA-130, OXA-

132, OXA-138, OXA-144, OXA-148, OXA-150, OXA-172, OXA-

180, OXA-194, OXA-197, OXA-200, OXA-203, OXA-206, OXA-

208, OXA-216, OXA-217, OXA-219, OXA-223, OXA-241, OXA-

242, OXA-248, OXA-250, OXA-254 

OXA-58-like OXA-58, OXA-96, OXA-97, OXA-164 

OXA-143-like OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-253, OXA-255 

OXA-48-like OXA-48, OXA-48b, OXA-162, OXA-163, OXA-181, OXA-199, 

OXA-204, OXA-232, OXA-244, OXA-245, OXA-247 

Adaptado de EVANS, 2014. 

 



Introdução | 11 

 

 

No Brasil, A. baumannii tornou-se particularmente problemático devido à sua 

prevalência e a resistência aos carbapenêmicos, geralmente relacionado com oxacilinase, 

envolvendo principalmente isolados produtores de OXA-23, sendo relatos de surtos 

locais desde o final dos anos 90 (CHAGAS, 2014).  

Uma variedade de carbapenemases, principalmente a OXA-23, foi identificada em 

isolados de A. baumannii na América Latina, incluindo Brasil, Colômbia e Argentina 

(TOGNIM, 2004). Estudos indicam a emergência deste patógeno no Brasil, 

especialmente em isolados que apresentam resistência aos carbapenêmicos (taxa de 25-

45%) através da produção de OXA-23, detectada em 63% dos isolados (ROSSI, 2011). 

Surtos por A. baumannii resistentes a carbapenêmicos são observados desde 1990 

(FERNÁNDEZ-CUENCA, 2003). O primeiro caso no Brasil foi reportado em 2003 por 

Dalla-Costa e cols, depois em 2007 na cidade de Porto Alegre (SCHIMITH, 2010), desde 

então casos endêmicos são observados no país. Pagano e cols (2015) realizaram um 

estudo, em Porto Alegre, 5 anos após o primeiro surto e observaram que os isolados do 

estudo atual mantiveram as mesmas características que o estudo anterior.  Casos de 

infecção de corrente sanguínea por A. baumannii produtor de OXA-23 em hospital 

universitário de São Paulo, mostrou letalidade de 61,9% a despeito do uso apropriado de 

antibióticos (FURTADO, 2011). 

Outro estudo, realizado por Chagas e cols (2014), investigou a relação genética entre 

os isolados de A. baumannii resistentes a carbapenêmicos de onze estados brasileiros no 

período de 2008-2011, indicando a presença do gene blaOXA-23 na maioria dos isolados. 

Estudo anterior relatou a presença de dois grandes agrupamentos, os complexos 

clonais (CC) 15 e 79, de A. baumannii multirresistente abrigando o gene blaOXA-23 em 

diferentes estados brasileiros. O CC15 foi descrito em nove estados brasileiros (Alagoas, 

Distrito Federal, Espírito Santo, Goiás, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do 

Norte, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul), pertencentes às quatro regiões geográficas 

diferentes do país (CHAGAS, 2014). A carbapenemase OXA-23 também tem sido 

associada com clones específicos, principalmente CC92, o qual é o maior e mais 

generalizado complexo clonal (CC) no banco de dados Multilocus sequence types 

(MLST) A. baumannii sendo identificados em muitos países (LEE, 2012; NIGRO, 2012; 

FU, 2010). Nos países latino-americanos, perfis alélicos não foram relacionados ao 

complexo clonal internacional predominante - CC92 (CLÍMACO, 2013), o mesmo estudo 

relatou cepas de A. baumannii carregando genes blaOXA-23 pertencendo ao CC104 (ST103, 



Introdução | 12 

 

 

236, 402 e 404), CC109 (ST108, 109, 405 e 406) e CC113 (ST99, 113 e 227). Outros CCs 

relatados no país estão associados aos ST236 (CC103) e ST233 (CC113), descritos por 

Coelho-Souza e cols em 2003. 

O papel da presença de oxacilinases em isolados de Acinetobacter spp resistentes aos 

carbapenêmicos, vem sendo bastante estudado nos últimos anos. Entretanto, essa 

resistência é atribuída, por muitos autores brasileiros, às OXA-23, OXA-58 e OXA-143 

(FERREIRA, 2011; DE SOUZA GUSATTI, 2012; MEDEIROS, 2010).  

A primeira identificação da enzima OXA-23 no país ocorreu por ocasião de um surto 

de Acinetobacter spp resistente aos carbapenêmicos, descrito em Curitiba por Dalla-

Costa, 2003. Outros surtos já foram descritos, Carvalho e cols (2009) relataram a presença 

do gene blaOXA-23-like em oito hospitais do Rio de Janeiro, demais mecanismos de 

resistência descritos em Acinetobacter, entretanto, não foram explorados nesses estudos. 

Estes autores não pesquisaram a presença de sequências de inserção que levam a 

hiperexpressão destes genes, tampouco avaliaram a hidrólise dos carbapenêmicos por 

essas enzimas. Portanto, considerar as oxacilinases como o principal mecanismo de 

resistência aos carbapenêmicos dos isolados de Acinetobacter, no Brasil, é simplificar a 

complexidade deste problema. 

Os primeiros casos da presença de OXA-58 relatados no Brasil, foram em São Paulo 

e Rio de Janeiro (FIGUEIREDO, 2011). Essa enzima confere resistência aos 

carbapenêmicos, monobactâmicos e cefalosporinas de 3ª e 4ª geração (MEDEIROS, 

2010). 

Estudo conduzido no Hospital das Clínicas da Universidade de São Paulo (HC-

FMUSP) (MOSTACHIO, 2012), no qual foram avaliados 50 isolados de Acinetobacter 

resistentes aos carbapenêmicos, mostrou que 10%, de um total de cinco isolados, 

apresentaram o gene blaIMP, 18% o gene blaOXA-51-like/OXA-23-like, e somente um isolado não 

apresentou o grupamento ISAba1 adjacente ao gene codificador da enzima OXA-23. 

Observou-se, ainda, que na maioria dos isolados, as proteínas CarO (29 kDa), proteínas 

de 33-36 kDa e 43 kDa estavam diminuídas ou ausentes. Três isolados apresentaram total 

ausência dessas proteínas. Esses dados mostraram que, nos isolados de Acinetobacter spp 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-

FMUSP), a resistência aos carbapenêmicos foi decorrente da associação de mecanismos 

de resistência e que o papel das carbapenemases pode ter sido superestimado em outros 

estudos brasileiros. 
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No ano de 2009, foi relatada na França uma nova classe de oxacilinase, a OXA-143 

em estudo realizado com cepas brasileiras. Essa nova classe possui uma similaridade de 

88% com a sequência de aminoácidos da OXA-40, 63% de similaridade com a OXA-23 

e 52% de similaridade com a OXA-58 (HIGGINS, 2009). 

Outra oxacilinase encontrada no Brasil é a OXA-72, relatada esporadicamente, a 

enzima faz parte do grupo das OXA-24/40, confere resistência a carbapenêmicos e 

cefalosporinas de 3ª e 4ª geração (WERNECK, 2011).  

  

1.2.1.1.2. Metalo-β-lactamases  

 

Metalo-β-lactamases (MBL) pertencem ao grupo 3 da classificação de Bush e a classe 

B de Ambler, possuem maior eficiência em hidrolisar os carbapenêmicos quando 

comparadas às oxacilinases. São capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, mas 

não possuem ação contra o aztreonam. São resistentes a ação da maioria dos inibidores 

de β-lactamases (QUEENAN, 2007). Essas enzimas necessitam de zinco em seu sítio alvo 

para exercer sua função hidrolítica, por isso perdem sua atividade na presença do ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA), um quelante de zinco e outros cátions bivalentes 

(QUEENAN, 2007). 

Muito importante clinicamente, as variantes de MBL adquiridas podem estar 

associados a elementos genéticos móveis, plasmídeos e tranposons, sendo facilmente 

transferidos entre diferentes cepas da mesma espécie e de espécies diferentes 

(QUEENAM, 2007). A primeira MBL foi detectada no Japão em 1991 e denominada 

Imipenemase (IMP) (WATANABE, 1991), a segunda família foi identificada em Verona, 

Itália e denominada Verona Imipenemase (VIM) (LAURETTI, 1999). Posteriormente 

surgiram suas variantes e no início do século outras famílias foram identificadas, SPM-1 

no Brasil (GALES, 2003), GIM-1 na Alemanha (CASTANHEIRA, 2004), SIM-1 em 

Seoul (LEE, 2005), AIM na Austrália (YONG, 2007), KHM no Japão (SEKIGUCHI, 

2008) e NDM em New Deli, Índia (YONG, 2009).  

No Brasil, o primeiro relato de cepas produtoras de MBL ocorreu em 2002, em 

isolados de P. aeruginosa resistentes a carbapenêmicos (GALES, 2003), desde então já 

foram descritas diferentes classes de MBL (BERTONCHELI, 2008; LARANJEIRA, 

2010).  
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A mais recente, NDM, tem sido descrita na América Latina desde 2011 (PASTERAN, 

2012). Em isolados de A. baumannii, no Brasil, o primeiro relato foi em um hospital de 

Londrina, Paraná (PILLONETTO, 2014). Um estudo recente relata a presença de IMP-

10 em isolados de A. baumannii resistente a carbapenêmicos em hospital terciário de São 

Paulo, inicialmente reportados em isolados de P. aeruginosa no Japão (CAYÔ, 2015; 

IYOBE, 2002). 

 

1.2.1.2. β-lactamases de Espectro Estendido  

 

A produção de β-lactamase de espectro estendido (ESBL) tem emergido como um 

importante mecanismo de resistência a antimicrobianos β-lactâmicos (DALMARCO, 

2006).  

O desenvolvimento de resistência às cefalosporinas de terceira geração foi um grande 

avanço na luta contra isolados multidrogas resistentes (MDR). No entanto, devido à 

utilização frequente destes agentes, novos plasmídeos que codificam β-lactamase capaz 

de hidrolisar cefalosporinas de espectro estendido foram relatadas pela primeira vez em 

1983 (KNOTHE, 1983). 

As ESBL são mutantes, mediadas por plasmídeo e produzidas por bacilos Gram-

negativos resistentes à penicilina, cefalosporinas e monobactâmicos, são comumente 

reconhecidas em Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A. baumannii e são encontrados 

em todo o mundo (RAWAT, 2010). 

Entre os vários tipos encontrados, as enzimas derivadas de TEM e SHV, são as mais 

frequentes. Mutações nos genes que codificam β-lactamases TEM e SHV podem expandir 

o espectro de atividade dessas enzimas, tornando-as capazes de hidrolisar penicilinas, 

cefalosporinas (exceto cefamicinas: cefoxitina e cefotetan), incluindo as de amplo 

espectro e o aztreonam (BRADFORD, 2001). 

Estudos recentes mostram a presença de ESBL em isolados de A. baumannii. 

Alyamani e cols (2015) reportaram a presença de TEM (71%) e CTX-M (81%) do grupo 

1, 2, 8, 9 e 25 em isolados de A. baumannii provenientes de um hospital local de Makkah, 

Arábia Saudita. A presença de TEM (20%) e SHV (58%) também foi reportada em estudo 

realizado no Iran (SAFARI, 2015). Na China, o estudo conduzido por Yang e cols (2015) 

mostrou 96% de TEM e 85% de CTX-M-2 em 44 isolados de A. baumannii MDR de 

pacientes hospitalizados em um hospital universitário.  
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No Brasil existe apenas um relato de A. baumannii produtor de CTX-M-15, reportado 

recentemente por Zago e cols (2016), a ESBL foi detectada em duas amostras 

provenientes de urina e secreção traqueal no ano de 2009 e em duas amostras de 

hemocultura em 2011 e swab retal em 2014, todas de pacientes hospitalizados em UTI de 

dois hospitais de Maringá/Paraná. O primeiro relato de CTX-M-15 no Brasil ocorreu em 

isolados de E. coli de um hospital de São Paulo em 2010 (SEKI, 2013). 

 

1.2.2. Alteração da permeabilidade da membrana externa 

 

A membrana externa dos Gram-negativos é composta por fosfolipídio e 

lipopolissacarídeos, moléculas de proteínas de estrutura trimétrica, conhecidas como 

porinas ou proteínas de membrana externa (OMP), cruzam a estrutura interna da 

membrana formando canais de transporte que permitem a difusão de substâncias 

hidrofílicas, por onde passam alguns antibióticos e pequenos nutrientes (VILA, 2007). 

Acinetobacter baumannii apresenta permeabilidade diminuída da membrana externa, por 

apresentarem menor número e tamanho de porinas comparadas aos demais Gram-

negativos, o que explica parte da resistência a vários antibióticos (VILA, 2002). 

A resistência aos carbapenêmicos em A. baumannii pode ser mediada por vários 

mecanismos, incluindo a impermeabilidade devido à perda de uma das suas principais 

porinas como, por exemplo, carO, OprD e OMP33-36 kDa (PELEG, 2008). 

Alterações da membrana externa decorrentes da diminuição de proteína de 33-36 kDa 

foram mostradas por Costa e cols (2000), esses isolados apresentavam resistência para 

imipenem e meropenem. Em 2002, Limansky e cols associaram a diminuição da proteína 

de 29 kDa, denominada CarO, em isolados clínicos de Acinetobacter com a resistência 

aos antimicrobianos carbapenêmicos. Outra proteína associada com a passagem dos 

antimicrobianos carbapenêmicos pela membrana externa é a proteína de 43 kDa 

(homóloga a OprD de P. aeruginosa) essa porina está ligada com a entrada do imipenem 

no interior da célula por meio de um canal eletrostático que atrai substâncias carregadas 

negativamente (FERNADEZ-CUENCA, 2003; BISWAS, 2007), o que também é descrito 

no estudo realizado por Mostachio e cols (2012), que apresentam a relação entre a 

resistência aos carbapenêmicos associada a diminuição ou ausência de proteínas de 

membrana externa.  
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Estudos prévios contraditórios mostram que a resistência ao imipenem e meropenem 

podem não estar relacionadas com a ausência da OprD homóloga (SMANI, 2013) como, 

por exemplo, o estudo de Catel-Ferreira e cols (2012) onde foram testadas cepas 

selvagens e mutantes de A. baumannii apresentando os mesmos valores de CIM para os 

carbapenêmicos. Isto sugere que apenas a perda de OprD em A. baumannii não é 

suficiente para aumentar as CIMs de carbapenêmicos.  

 

1.2.3. Efluxo do antimicrobiano 

 

O mecanismo de efluxo é expresso em todas as células com a função de protegê-las 

de componentes tóxicos. O aumento da expressão desse mecanismo tem sido associado a 

bactérias multirresistentes (VILA, 2007). O sistema de expulsão necessita de gasto de 

energia pela bactéria, porém, não ocasiona nenhuma alteração ou degradação da droga 

(KUMAR, 2005). 

O primeiro sistema de efluxo descrito em Acinetobacter spp. foi o AdeABC, esse 

complexo pertence à família RND e confere resistência a aminoglicosídeos, 

fluoroquinolonas, cefotaxima, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol, trimetropim e 

tigeciclina (COYNE, 2011), esse sistema de efluxo é regulado por um sistema 

denominado AdeRS (MARCHAND, 2004; OPAZO, 2009; COYNE, 2011). Huang e cols 

(2008) investigaram isolados multirresistentes não relacionados geneticamente, sendo 

uma delas produtora de OXA-23, na cepa não produtora dessa carbapenemase foi 

determinado que o fenótipo de resistência era devido somente a hiperexpressão da bomba 

AdeABC. O mesmo foi demonstrado em 2005 por Héritier e cols, onde uma cepa com 

mutação no gene regulador da expressão da bomba AdeABC levou a hiperexpressão da 

mesma causando diminuição da CIM de imipenem e meropenem. Outros dois sistemas 

da mesma família RND, também são relatados em A. baumannii como responsáveis pelo 

efluxo de antimicrobianos, o sistema AdeFGH tem cloranfenicol, clindamicina, 

fluoroquinolonas, trimetoprim, tetraciclinas, tigeciclina e sulfonamida como substratos, e 

o sistema de efluxo AdeIJK, β-lactâmicos, cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina, 

fluoroquinolonas, ácido fusídico, novobiocin e trimetoprim, regulados, respectivamente, 

pelos sistemas AdeL e AdeN (YOON, 2013). 
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1.2.4. Alteração do sítio de ligação da droga 

 

O sítio de ação dos β-lactâmicos é uma enzima denominada proteína ligadora de 

penicilina (PBP) presente na membrana citoplasmática, estas enzimas catalisam a síntese 

do peptidoglicano, o principal componente da parede celular bacteriana (SAUVAGE, 

2008).  

PBPs com baixa afinidade a β-lactâmicos já foram descritas anteriormente, podendo 

sofrer alterações por mutação ou produção de PBPs suplementares (LIVERMORE, 1991; 

GEHRLEIN, 1991). Cayô e cols (2011) mostraram em seu estudo a presença de sete 

genes em isolados de A. baumannii que codificam PBP1a, PBP1b, PBP2, PBP3, PBP5/6, 

PBP6b, PBP7/8, essas cepas foram isoladas em 1950, mostrando que os genes de PBP 

são altamente conservados em todas as cepas de A. baumannii analisadas. As poucas 

mutações observadas não poderiam estar associadas com a resistência a carbapenêmicos, 

uma vez que foram encontrados em ambas cepas sensíveis e resistentes. 

Contudo, alguns autores afirmam que cada antimicrobiano β-lactâmico possui uma 

maior afinidade com uma determinada PBP (BUIJS, 2008), e que a resistência do A. 

baumannii aos antimicrobianos carbapenêmicos pode estar associada a diminuição da 

expressão de PBP2 (GIAMARELLOU, 2008). 

 

1.2.5. Alteração do lipopolissacarídeo 

 

Embora já foram descartados devido à sua neurotoxicidade e nefrotoxicidade, as 

polimixinas têm uma atividade antibacteriana mais eficaz contra a maioria dos patógenos 

Gram-negativos, incluindo A. baumannii (LANDMAN, 2008). 

As polimixinas são um grupo de peptídeos policatiônicos cíclicos que atuam 

principalmente sobre a membrana externa dos Gram-negativos levando a rápida alteração 

da permeabilidade da membrana citoplasmática e consequentemente a morte celular 

(CLAUSELL, 2007). 

A interação das polimixinas com o complexo da membrana externa de Gram-

negativos ocorre inicialmente por atração eletrostática da droga com a porção do lipídio 

A do LPS (HANCOCK, 1999). As polimixinas ligam-se ao LPS deslocando Mg2 e 

rompendo as pontes cruzadas entre Mg2 e moléculas aniônicas do LPS, levando a 

desestruturação e ruptura das membranas externas e internas (CLAUSELL, 2007). 
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A alteração da carga elétrica do LPS, ocorre pelo sistema de dois componentes, este 

sistema é constituído por duas proteínas, uma proteína sensor de histidina quinase, que a 

estímulos ambientais sofre auto fosforilação ativando uma proteína citoplasmática por 

reação de transfosforilação, que promove ativação ou repressão dos genes alvo 

(GOODERHAM, 2009).  

Estudos prévios de resistência à colistina por A. baumannii relatam a resistência por 

perda completa do LPS (MOFFATT, 2010) ou mutação no lócus pmr (ADAMS, 2009; 

ARROYO, 2011). No operon pmrCAB, o gene pmrB é o sensor de histidina quinase e o 

gene pmrA é a proteína reguladora, esse sistema controla a expressão do gene pmrC, 

responsável pela codificação da fosfoetanolamina, a adição de porções de 

fosfoetanolamina ao lipídeo A do LPS reduz a carga negativa da membrana bacteriana, e 

assim diminui a ligação da colistina carregada positivamente ao lipídio A, promovendo a 

resistência bacteriana (BECEIRO, 2011). 

No entanto, a ausência total do LPS bacteriano, relatada como mecanismo de 

resistência as polimixinas em A. baumannii, é devido a mutações espontâneas nos genes 

codificadores de lipídio A como, lpxA, lpxC ou lpxD (MOFFATT, 2010). 

As mutações no gene que codifica LpsB uma glicosiltransferase envolvida na 

biossíntese do core de LPS também têm sido implicados na resistência a polimixinas 

(HOOD, 2013). 

 

1.3. Teste in vitro de combinações antimicrobianas 

 

O uso combinado de antimicrobianos é uma prática comum no tratamento de 

infecções graves, tanto de origem comunitária como hospitalar, e tem sido investigada a 

fim de aumentar a eficácia dos tratamentos (PELEG, 2008). 

Uma das técnicas utilizada para avaliação do sinergismo é a técnica do tabuleiro, 

conhecida como checkerboard, baseada na avaliação das CIM das drogas sozinhas e em 

combinação por meio de cálculos que determinam o efeito da combinação (YOON, 

2004). Outro método descrito para avaliação do sinergismo antimicrobiano é o tempo de 

morte (time-kill) que avalia a atividade bactericida da droga obtendo dados de potência 

em função do tempo, essa avaliação ocorre em diferentes intervalos de tempo do ensaio 

(BONAPACE, 2000). 
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O sinergismo ocorre quando a atividade de dois antimicrobianos, dados 

conjuntamente, é superior ao efeito dos dois, individualmente, podendo ocorrer mesmo 

quando há resistência aos antimicrobianos individualmente, pois o conceito implica em 

aumento de potência microbiológica da combinação, e não de cada agente 

individualmente. Define-se antagonismo quando há prejuízo à atividade dos 

antimicrobianos e indiferença quando a adição de antimicrobianos não altera o 

desempenho das drogas isoladamente (RYBAK, 1996). A Figura 2 representa 

esquematicamente as definições acima relatadas. 

 

  

Figura 2. Definições esquematizadas dos efeitos das combinações antimicrobianas. 
FMUSP, São Paulo 

 

Os estudos in vitro, entretanto, são questionáveis. Não há até o momento critérios do 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ou do European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) que definam a metodologia das 

combinações e a correlação dos achados in vitro e in vivo são controversas (ZUSMAN, 

2013; FAN, 2016). Vários fatores podem interferir na correlação do resultado in vitro 

com a resposta terapêutica. A farmacocinética das drogas utilizadas na terapia combinada, 

por exemplo, pode interferir negativamente nessa correlação. A concentração de cada 

uma das drogas no ser humano é variável, mas nos estudos in vitro estas proporções são 

mantidas fixas. Além disto, as características da infecção e do paciente também podem 
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interferir no resultado da combinação (RYBAK, 1996). O efeito sinérgico também pode 

estar relacionado com os mecanismos de resistência presente no isolado em estudo, sendo 

necessário a avaliação de cada isolado (BONAPACE, 2000). 

O termo checkerboard refere-se ao padrão formado por múltiplas diluições dos dois 

agentes antimicrobianos a ser testados, em concentrações iguais, acima, e abaixo das suas 

CIMs contra os organismos em questão (PILLAI, 2005). Essa é a técnica mais utilizada 

para avaliação das combinações antimicrobianas por ser de fácil execução e interpretação. 

O método é vantajoso por permitir o teste de várias combinações em diferentes 

concentrações dos dois antimicrobianos, utilizando pequenos volumes dos mesmos, 

porém esse método só avalia a atividade inibitória e não a atividade bactericida (PILLAI, 

2005). 

Uma variedade de métodos para interpretar os resultados do teste de tabuleiro pode 

ser usada, porém estes métodos podem conduzir a diferentes resultados e conclusões. 

Entre eles estão a concentração inibitória fracional (CIF) e o método de two-well 

(PILLAI, 2005).  

Bonapace e cols (2002) mostraram o uso de diferentes métodos para interpretar os 

resultados por tabuleiro, de acordo com o autor o método de CIF comparado com o teste 

de time-kill apresenta 40% de concordância, enquanto o método de two-well apresenta 

70%. A padronização de interpretação é fundamental para diminuir resultados 

divergentes. 

Também utilizado para avaliar as combinações antimicrobianas, o time-kill fornece 

dados para avaliação da atividade bactericida dos antimicrobianos indicando o tempo da 

interação da droga baseado na contagem de colônias por meio de semeaduras seriadas, é 

considerado padrão-ouro para avaliação das combinações antimicrobianas (PILLAI, 

2005). 

 

1.3.1. Combinação antimicrobiana contra Acinetobacter baumannii 

 

Acinetobacter baumannii vem apresentando altos índices de resistência a diferentes 

antimicrobianos, o que dificulta em muito o tratamento de doenças causadas por esse 

agente. Nos últimos anos alguns estudos avaliaram o efeito sinérgico de antimicrobianos 

contra esse patógeno por meio de diferentes métodos como checkerboard, E-test e time-

kill e demonstraram que o sinergismo entre as drogas foi bastante variável e que 
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resultados discordantes foram encontrados quando mais de uma metodologia foi utilizada 

(LIM, 2008; SHENG, 2011).  

Outro achado interessante foi o sinergismo encontrando em combinações com 

glicopeptídeos, que não tem ação contra Acinetobacter spp (GORDON, 2010b; 

WAREHAM, 2011; SHIELDS, 2011).  

Gordon e cols (2010b) estudaram a atividade da vancomicina e da colistina em 

combinação contra cinco cepas de A. baumannii por meio do método de checkerboard, 

de acordo com esses autores o poder de permeabilidade da colistina poderia facilitar a 

penetração do glicopeptídeo através da membrana externa e expor o sítio alvo da parede 

celular. No entanto, o sinergismo foi identificado em apenas quatro das seis amostras 

analisadas. O mesmo foi afirmado por Wareham e cols (2011) que obtiveram efeito 

sinérgico para os cinco isolados (100%) testados. 

Shields e cols (2011) avaliaram combinações antimicrobianas pelos métodos de E-

test, checkerboard e time-kill em um paciente transplantado tratado com tigeciclina e 

colistina, sem sucesso. O melhor resultado in vitro foi com a combinação entre colistina 

e doripenem usando método de checkerboard. 

A avaliação da vancomicina também foi observada em um estudo mais recente, onde 

pacientes pediátricos foram tratados com combinações de colistina-vancomicina e 

meropenem, as mesmas combinações também foram avaliadas in vitro, mostrando o 

potencial de atividade sinérgica de uma estratégia terapêutica incluindo colistina e 

vancomicina e fornece novas informações clínicas importantes para seu uso potencial 

como uma opção terapêutica contra infecções de A. baumannii MDR (CECCARELLI, 

2015). 

Moland e cols (2008), investigaram a atividade da tigeciclina sozinha e em 

combinação com amicacina e polimixina B contra 3 de 170 isolados de A. baumannii, 

pelo método de time-kill, o qual apresentou melhor resultado bactericida para as drogas 

em combinação quando usadas sozinhas. 

A tigeciclina também foi avaliada em combinação com diferentes antimicrobianos, o 

estudo de Principe e cols (2009) determinou apenas 5,9% de efeito sinérgico entre os 

isolados de A. baumannii MDR (n=22) tanto pelo método de checkerboard quanto time-

kill. Park e cols (2016a) mostraram num estudo recente que as interações com tigeciclina 

apresentaram um alto efeito antagônico quando combinados com doripenem e colistina. 

Já no estudo de Tan e cols (2011), onde foi avaliado a combinação de tigeciclina com 
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polimixina B e rifampicina, o efeito sinérgico foi apresentado em 40% das combinações 

pelo método de time-kill, 17% pelo checkerboard e 2% pelo Etest contra os isolados de 

A. baumannii. 

Outros estudos de terapia combinada contra isolados de A. baumannii envolvendo 

combinações similares aos do presente estudo estão apresentados na Quadro 3. 

Vários estudos retrospectivos têm documentado menores taxas de mortalidade após 

infecção por A. baumannii MDR, quando usado a terapia combinada de antimicrobianos 

(BATIREL, 2014). Ainda não é claro se qualquer combinação específica de agentes 

proporcionaria benefício de sobrevivência para aqueles com infecção por A. baumannii 

MDR.  

Desta forma, os estudos necessitam melhor padronização entre diferentes métodos in 

vitro para determinação de sinergismo antimicrobiano contra A. baumannii, assim como 

a padronização para os métodos de interpretação. 

 

Quadro 3. Estudos com combinações antimicrobianas contra isolados de Acinetobacter 
baumannii. FMUSP, São Paulo. 

Autor e cols Combinação Antimicrobiana Pesquisa Ano 

Hogg  Colistina e rifampicina In vitro 1998 

Montero  Colistina e rifampicina In vivo 2004 

Yoon  Polimixina B, imipenem e rifampicina In vitro 2004 

Fulnecky  Amicacina e colistina Relato de caso 2005 

Petrosillo  Rifampicina, ampicilina/sulbactam e 

colistina 

Relato de caso 2005 

Motaouakkil  Rifampicina e colistina Ensaio clínico 2006 

Timurkaynak Rifampicina, meropenem, azitromicina, 

doxiciclina com colistina 

In vitro 2006 

Biancofiore Meropenem, rifampicina e colistina Relato de caso 2007 

Pantopoulou  Colistina e rifampicina In vivo 2007 

Pankuch  Meropenem e colistina In vitro 2008 

Bassetti  Rifampicina e colistina Relato de caso 2008 

Song  Colistina e rifampicina Relato de caso 2008 

Lee  Meropenem, sulbactam e colistina In vitro 2008 

Arroyo  Tigeciclina e colistina In vitro 2009 

continua 
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Quadro 3. Estudos com combinações antimicrobianas contra isolados de Acinetobacter 
baumannii. FMUSP, São Paulo.                                                                         (conclusão) 

Autor e cols Combinação Antimicrobiana Pesquisa Ano 

Rodriguez Colistina, imipenem e rifampicina In vitro 2010 

Sopirala  Tigeciclina, imipenem e amicacina In vitro 2010 

Pongpech Colistina, imipenem e sulbactam In vitro 2010 

Pachon-Ibanez  Colistina e rifampicina In vitro e In vivo 2010 

Dizbay  Tigeciclina e colistina In vitro 2010 

Candel  Tigeciclina, meropenem e colistina Relato de caso 2010 

Ozbek  Colistina e tigeciclina In vitro 2010 

Hornsey  Colistina, vancomicina e 

teicoplanina 

In vivo 2011 

Liang  Colistina e minociclina In vitro 2011 

Santimaleeworagun  Colistina, fosfomicina, imipenem e 

sulbactam 

In vitro 2011 

Sheng  Tigeciclina e colistina In vitro 2011 

Peck  Imipenem, rifampicina, tigeciclina In vitro 2012 

O´Hara Vancomicina, colistina e doripenem In vitro 2013 

Lee  Colistina e rifampicina In vitro 2013 

Ni  Tigeciclina, colistina e subactam In vitro 2013 

Majewski  Rifampicina e imipenem In vitro 2014 

Sun Meropenem e rifampicina In vitro e In vivo 2014 

Dong Rifampicina, colistina, sulbactam e 

tigeciclina 

In vitro 2014 

Percin Colistina, vancomicina, netilmicina e 

sulbactam 

In vitro 2014 

Le Minh  Colistina, imipenem, meropenem, 

ceftazidima e ceftriaxona 

In vitro 2015 

Vourli  Colistina e meropenem In vitro 2015 

Park  Colistina, tigeciclina e doripenem In vitro 2016a 

Bae Colistina e diferentes 

antimicrobianos 

In vitro 2016 
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1.4. Justificativa do estudo 

 

Acinetobacter baumannii é um dos patógenos mais frequentemente isolados de 

infecções nosocomiais principalmente nas UTI no Brasil, sua resistência a 

antimicrobianos vem aumentando nas últimas décadas e as opções para o tratamento 

dessas infecções são restritas. Recentemente, isolados resistentes a todas as drogas, 

incluindo as polimixinas, foram descritos na literatura. No HC-FMUSP, no ano de 2011, 

ocorreu um surto de infecção por A. baumannii resistente a todos os antibióticos. A 

avaliação das combinações antimicrobianas e mecanismos de resistência às polimixinas 

pode ser útil para terapia contra esse agente, exigindo assim uma padronização das 

técnicas in vitro. Assim como, a avaliação da virulência de isolados resistentes ás 

polimixinas pode ser útil para compreensão da patogênese desse patógeno. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivos Principais 

 

� Avaliar o efeito das combinações antimicrobianas in vitro, contra isolados de 

Acinetobacter baumannii multidrogas resistentes. 

� Avaliar os efeitos das combinações antimicrobianas determinadas in vitro contra 

isolados de A. baumannii com diferentes mecanismos de resistência  

 

2.2. Objetivos Secundários 

 

� Identificar mecanismos de resistência aos antimicrobianos por meio do 

sequenciamento total dos isolados. 

� Identificar o mecanismo de resistência de Acinetobacter baumannii à colistina. 

� Identificar genes com função de virulência por meio do sequenciamento total dos 

isolados. 

� Identificar as sequências multilocus de todos os isolados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1.  Isolados bacterianos 

 

Foram obtidos 20 isolados de Acinetobacter baumannii do banco de cepas do 

Laboratório de Investigação Médica – 54 (LIM-54). Treze isolados sensíveis a colistina 

foram selecionadas com base na clonalidade, buscando amostras com diferentes perfis 

clonais, e quanto aos mecanismos de resistência a carbapenêmicos estudados previamente 

(MOSTACHIO, 2012). Sete isolados resistentes a colistina foram selecionados com base 

nas CIM. Todos previamente identificados pelo método manual API20NE (bioMérieux, 

França), com leituras de 24 e 48 horas e por detecção do gene blaOXA-51. 

Os isolados foram provenientes de pacientes atendidos no HC-FMUSP, sendo as 

amostras sensíveis a colistina entre o período de junho de 2002 a dezembro de 2004, e as 

amostras resistentes a colistina entre o período de julho de 2011 a janeiro de 2012. Os 

dados utilizados para seleção das amostras estão apresentados na Tabela 1. 

 

3.2.  Cultivo e armazenamento 

 

 Os isolados estavam armazenados a -80⁰C, para preservação celular, em caldo BHI 

(Brain Heart Infusion) acrescido de 20% de glicerol. As amostras foram cultivadas em 

ágar sangue de carneiro a 5% e incubadas a 37° C por 24 horas no laboratório de 

bacteriologia do Instituto de Medicina Tropical.  
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Tabela 1. Dados prévios utilizados para seleção dos 20 isolados de A. baumannii.  FMUSP, São Paulo. 

ID *Ano 
Material 
Biológico 

Local de 
Internação 

CIM (µg/mL) 
colistina e 

carbapenêmicos 
Genes de resistência a 

carbapenêmicos – PCR 

Proteínas de Membrana 
Externa – SDS/PAGE Perfil 

Clonal 
Col Imi Mero 

29kDa 
33-36 
kDa 43kDa 

1 2002 Sangue E1MH 2 256 64 ISAba1+blaOXA-51 +++ + +++ G 

2 2002 Sangue E1MH 2 32 128 ISAba1+blaOXA-51 + + +++ E 

3 2003 Sangue UPSM 1 1 128 ISAba1+blaOXA-51 +++ + +++ F 

4 2003 Sangue UMIN 2 32 128 ISAba1+blaOXA-51, blaOXA-143 + + + E 

5 NI Sangue EICO 2 16 64 ISAba1+blaOXA-51 +++ + +++ H 

6 2002 Sangue EPSM 1 128 128 ISAba1+blaOXA-51, blaOXA-143; blaIMP + + Ausente F 

9 2003 Sangue ETMO 0.5 128 64 ISAba1+blaOXA-51; blaIMP +++ + +++ G1 

11 2004 Sangue EMIN 0.5 64 16 ISAba1+blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-143 + + Ausente I 

13 2004 Sangue EICO 0.5 64 32 ISAba1+blaOXA-51, blaOXA-143 Ausente + Ausente E1 

14 2004 Sangue EICO 0.5 64 64 ISAba1+blaOXA-51, blaOXA-143; blaIMP + + + D 

15 2004 Sangue U1MH 0.5 128 64 ISAba1+blaOXA-51 + + + I1 

18 2004 Sangue ECMG 1 16 16 ISAba1+blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-143 +++ + +++ J 

20 2004 Sangue UQUE 0.5 128 128 ISAba1+blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-143 + + Ausente K 

22 2011 CVC E1CH 16 32 32 ISAba1+blaOXA-51 NI NI NI NI 

23 2012 Swab retal U1CH 16 32 32 ISAba1+blaOXA-51 NI NI NI NI 

24 2011 CVC U1CH 32 32 32 ISAba1+blaOXA-51 NI NI NI NI 

25 2011 Sangue UCNV 64 64 32 ISAba1+blaOXA-51 NI NI NI NI 

26 2011 Líq. Ascítico U1CH 32 32 32 ISAba1+blaOXA-51 NI NI NI NI 

27 2012 Sec. Traqueal UNEU 32 64 16 ISAba1+blaOXA-51 NI NI NI NI 

28 2011 Sangue U1CH 8 32 16 ISAba1+blaOXA-51 NI NI NI NI 

ID: identificação dos isolados; *ano de coleta; CVC: cateter venoso central; Col: colistina; Imi: imipenem; Mero: meropenem; NI: Não 
Informado.
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3.3.  Cepas controle 

 

Para todos os ensaios foram utilizadas cepas controle, de acordo com as normas 

padronizadas pelo CLSI, 2013 obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), 

como apresentado no Quadro 4.  

 

Quadro 4. Cepas controle obtida da ATCC de acordo com os experimentos realizados. 
FMUSP, São Paulo. 

Linhagem Controle Experimento  

Micro-organismo  ATCC 

Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 
CIM, Ágar Diluição, 

Checkerboard 

Escherichia coli  ATCC 25922 
CIM, Ágar Diluição, 

Checkerboard 

Acinetobacter baumannii  ATCC 19606 
PFGE, PCRq, Membrana 

Externa 

Staphylococcus aureus  ATCC 29213 CIM 

 

 

3.4.  Antimicrobianos utilizados no estudo 

 

Os antimicrobianos foram preparados considerando sua potência e a escolha foi 

baseada nas opções terapêuticas para tratamento de infecções causadas por A. baumannii 

no HC-FMUSP, as drogas não utilizadas para o tratamento das infecções causadas pelo 

agente foram escolhidas com base na literatura a fim de avaliar o efeito sinérgico das 

mesmas. O sulbactam não foi selecionado para avaliação da combinação antimicrobiana, 

porém é objeto de estudo de outro projeto. 

Para as combinações antimicrobianas foram escolhidas colistina (USP-Reference 

Standard Colistin Sulfate, Rockville, MD, USA) e imipenem (Tienam® 500, 

imipenem/cilastatina sódica - Merck Sharp Dohme, Whitehouse Station, NJ, EUA), por 

serem drogas de última opção terapêutica para tratamento de infecções causadas por A. 

baumannii; e tigeciclina e fosfomicina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) por não 

serem drogas de opções terapêuticas contra A. baumannii, porém promissoras para terapia 
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combinada. Os quatro antimicrobianos foram testados em combinação com as respectivas 

drogas: vancomicina, amicacina (Sulfato de Amicacina), gentamicina, rifampicina 

(Sigama-Aldrich, St Louis, MO, USA) e meropenem (Meronem® I.V. – AstraZeneca, 

Cotia, SP, Brazil).  

A concentração final da solução estoque para cada antimicrobiano foi de 10.000 

µg/mL. Para calcular a quantidade necessária do antimicrobiano foi utilizada a seguinte 

equação:  

Peso(mg) = Volume (mL) × Concentração (µg/mL) 

      Potência (µg/mg). 

 

As combinações antimicrobianas testadas para o método de checkerboard e time-kill 

estão apresentadas na Figura 3. 

 

 

Figura 3. Diagrama das combinações antimicrobianas testadas no presente estudo contra 
isolados de A. baumannii multidrogas resistentes. FMUSP, São Paulo. 
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3.5.  Determinação da concentração inibitória mínima por microdiluição em 

caldo 

 

As concentrações inibitórias mínimas foram determinadas para todos os isolados, 

mesmo com resultados prévios, como análise confirmatória, pelo método de 

microdiluição em caldo, seguindo as normas padronizadas pelo CLSI, 2013. 

Cada antimicrobiano foi preparado considerando sua potência, assim como o solvente 

e o diluente apropriado para cada droga utilizada de acordo com as normas do CLSI. 

  

3.5.1. Preparo das diluições em microplacas 

 

A partir da solução estoque foram feitas diluições, com o diluente adequado, para 

obter a concentração inicial desejada. Todos os ensaios foram feitos em duplicata em 

diferentes períodos de tempo. 

 Sendo assim, 50 µL do meio de cultura Caldo Müeller Hinton Cátion Ajustado 

(CMHCA) foi colocado em todos os poços da placa de microdiluição com fundo 

arredondado de 96 poços, exceto na primeira coluna, 100 µL do antimicrobiano preparado 

a uma concentração acima, da concentração inicial desejada na placa, foi colocado na 

primeira coluna de A a H. Com pipeta multicanal foi realizada uma diluição seriada do 

antimicrobiano, sendo pipetado 50 µL do volume da primeira coluna e passado para os 

poços das colunas seguintes com homogeneização em todos os poços para cada coluna 

até a coluna 10, deixando os 50 µL restantes na coluna 12, o qual foi designado como 

controle de esterilidade, onde não foi colocado suspensão bacteriana para verificar a 

ocorrência de contaminação durante a diluição e preparo da droga.  

 

3.5.2. Preparo da suspensão bacteriana 

 

Foi preparado uma suspensão bacteriana na escala 0.5 de McFarland (~1.8 × 108 

UFC/mL) por espectrofotometria com densidade óptica de 0.08 a 0.1 em comprimento de 

onda de 625nm, essa suspensão foi diluída a 1:100 em CMHCA (~1.8 × 106 UFC/mL). O 

mesmo foi realizado para as amostras controle. 
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3.5.3. Inoculação da suspensão bacteriana 

 

 Foi adicionado 50 µL da suspensão bacteriana em todos os poços da placa exceto na 

coluna 12 designada para controle de esterilidade, contendo apenas CMHCA e 

antimicrobiano em teste, enquanto a coluna 11 foi designada para controle de 

crescimento. Após inoculação as placas foram fechadas, homogeneizadas 

cuidadosamente, e incubadas a 35 ± 2°C por 18 a 24 horas. 

 

3.5.4. Leitura das concentrações inibitórias mínima  

 

A leitura das placas para determinação das CIMs foi realizada com auxílio de um 

espelho para leitura de microplacas em local iluminado, de acordo com a observação 

macroscópica do crescimento bacteriano. 

 Os pontos de corte utilizados para os antimicrobianos na CIM, foram baseados em 

critérios estabelecidos pelo CLSI (Quadro 5) para A. baumannii, exceto para vancomicina 

que foi utilizado ponto de corte baseado nos critérios para Staphylococcus aureus. 

 

Quadro 5. Pontos de corte dos antimicrobianos utilizados para determinação da CIM de 
acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI (2013). FMUSP, São Paulo. 
 

ATB 

Cepas Controle – ATCC (µg/mL) 

P. aeruginosa  

(27853) 

E. coli 

(25922) 

S. aureus 

(29213) 

Colistina 0.5-4 0.25-2 - 

Imipenem 1-4 0.06-0.25 - 

Meropenem 0.25-1 0.008-0.06 - 

Tigeciclina 0.03-0.25 - 0.03-0.25 

Gentamicina 0.5-2 0.25-1 - 

Amicacina 1-4 0.5-4 - 

Rifampicina 16-64 4-16 - 

Vancomicina - - 0.5-2 

*Fosfomicina 2-8 0.5-2 - 

*valores para ágar diluição 
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Os critérios de sensibilidade aos antimicrobianos foram baseados no CLSI (2013) 

para A. baumannii com exceção da vancomicina e rifampicina, que foram usados critérios 

para Staphylococcus aureus e para fosfomicina, usado critério para Enterobacteriaceae 

estabelecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST, 2013), os mesmos estão apresentados no Quadro 6. 

 

Quadro 6. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos estabelecidos pelo CLSI e 
EUCAST. FMUSP, São Paulo. 
 

ATB 

Perfil de sensibilidade (µg/mL) 

Sensibilidade 
Resistência 

Intermediária 
Resistência 

Colistina ≤2 - ≥4 

Imipenem ≤4 8 ≥16 

Meropenem ≤4 8 ≥16 

Tigeciclina ≤2 4 ≥8 

Gentamicina ≤4 8 ≥16 

Amicacina ≤16 32 ≥64 

Rifampicinaa ≤1 2 ≥4 

Vancomicinaa ≤2 4 – 8 ≥16 

Fosfomicinab ≤32 - >32 
aCritérios estabelecidos pelo CLSI (2013) para Staphylococcus aureus, bCritérios 
estabelecidos pelo EUCAST (2013) para Enterobacteriaceae. 

 

 

3.6. Ágar diluição 

 

A concentração inibitória mínima para a fosfomicina de todos os isolados foi 

determinada pelo método de diluição em ágar. O procedimento foi realizado segundo 

normas do CLSI (2013) submetendo um inóculo bacteriano de concentração padronizada 

a concentrações crescentes de antimicrobiano, verificando o crescimento visível do 

micro-organismo após 20 a 24 horas de incubação em estufa a 35 ± 2 °C. O controle foi 

realizado utilizando-se as cepas de referência Escherichia coli ATCC 25922 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 
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Foram considerados os critérios de interpretação CIM para enterobactérias 

estabelecidos pelo EUCAST (Quadro 6) e o ponto de corte para cepas referências pelo 

CLSI (Quadro 5). 

 

3.6.1. Preparo das placas em concentrações seriadas 

 

Foram feitas as diluições seriadas em tubos falcon, a partir da solução-estoque de 

fosfomicina, em soro fisiológico a 0.9%, também foi preparado uma solução de D-

glicose-6-fosfato (G-6-P) para uma concentração final de 25 µg/mL. Alíquotas de 17 mL 

de ágar Mueller-Hinton foram preparadas com 10% menos água, autoclavadas e mantidas 

em banho-maria à temperatura de 45 a 50 ºC. O ágar liquefeito (17 mL), a fosfomicina 

diluída nas respectivas concentrações (2 mL) e a solução de G-6-P (1 mL) foram 

homogeneizados completamente e distribuídas em placas de Petri descartáveis de 90 × 

15 mm, previamente identificadas de acordo com a concentração, obtendo-se uma 

camada de ágar de 3 a 4 mm de espessura. Após a solidificação do ágar à temperatura 

ambiente as placas foram embaladas em filmes plásticos e armazenadas em geladeira à 

temperatura de 2 a 8 ºC, sendo utilizadas em até 72 horas. 

 

3.6.2. Preparo da suspensão bacteriana 

 

O inóculo dos isolados e das cepas controle, foi preparado em suspensão direta, com 

solução salina, de colônias isoladas selecionadas da placa de ágar sangue de carneiro 5% 

de 18 a 24 horas. A suspensão foi ajustada com auxílio de um espectrofotômetro com 

comprimento de onda de 625 nm para que sua turbidez coincidisse com a da solução 

padrão 0.5 de McFarland, que contém aproximadamente 1.8 × 108 UFC/mL. Os inóculos 

foram diluídos 1:10 em solução salina esterilizada para obter uma concentração de 

aproximadamente 107 UFC/mL.  

 

3.6.3. Aplicação da suspensão bacteriana na placa 

 

Os inóculos bacterianos (107 UFC/mL) foram distribuídos em alíquotas de 100 μL em 

placa de fundo reto com 96 poços, possibilitando a aplicação rápida e simultânea na 

superfície do ágar. 
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As placas de ágar foram marcadas para orientar os pontos de inóculo. A inoculação 

nos meios foi realizada utilizando o multi-inoculador de Steer, aplicador contendo 32 

pinos com pontas de 3mm que aplicam 2 a 3 μL de suspensão bacteriana a superfície do 

ágar, assim, o inóculo final em ágar teve aproximadamente 104 UFC por pino. 

Primeiramente foi inoculada uma placa de controle do crescimento (sem 

antimicrobiano), a seguir, começando pela concentração mais baixa, foram inoculadas as 

placas contendo as diferentes concentrações de antimicrobiano. Por último, foi inoculada 

uma placa de controle de esterilidade para verificar possível contaminação ou 

transferência significativa de antimicrobiano durante a inoculação. 

As placas inoculadas permaneceram à temperatura ambiente até que a umidade nos 

pontos de inoculação tivesse sido absorvida, no máximo por 30 min. Em seguida foram 

invertidas e incubadas em estufa a 35 ±2 ºC por 20 a 24 horas. 

 

3.6.4. Leitura da concentração inibitória mínima por ágar diluição 

 

As placas foram colocadas numa superfície escura, não refletiva. A CIM foi registrada 

como a menor concentração do agente antimicrobiano que inibiu completamente o 

crescimento, descartando qualquer colônia ou turvação leve causada pelo inóculo. 

 

3.7.  Determinação da concentração inibitória mínima da fosfomicina por 

microdiluição em caldo 

 

A concentração inibitória mínima para fosfomicina, de todos os isolados, foi também 

determinada pelo método de microdiluição em caldo para padronização do método de 

checkerboard. 

O antimicrobiano foi preparado considerando sua potência, assim como o solvente e 

o diluente apropriado para a droga utilizada de acordo com as normas do CLSI para ágar 

diluição. 

 

3.7.1. Preparo das diluições em microplacas 

 

A partir da solução estoque do antimicrobiano, foram feitas diluições com o diluente 

adequado, para obter a concentração inicial quatro vezes acima da desejada pois, foi 
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adicionado G-6-P em cada poço. Todos os ensaios foram feitos em duplicata em 

diferentes períodos de tempo. 

 Sendo assim, 50 µL de meio de cultura CMHCA foi colocado em todos os poços da 

placa de microdiluição com fundo arredondado de 96 poços, exceto na primeira coluna, 

onde 100 µL do antimicrobiano preparado, com concentração quatro vezes acima da 

concentração inicial da placa, foi colocado na coluna 1 de A a H. Com pipeta multicanal 

foi realizada uma diluição seriada do antimicrobiano, sendo pipetado 50 µL do ATB da 

primeira coluna e passado para os poços das colunas seguintes com homogeneização em 

todos os poços de cada coluna até a coluna 10, deixando os 50 µL restantes na coluna 12, 

o qual foi designado como controle de esterilidade, onde não foi colocado suspensão 

bacteriana para verificar a ocorrência de contaminação durante a diluição.  

Após a diluição da fosfomicina, 50 µL de solução G-6-P foi adicionado em todos os 

poços da placa, exceto na coluna 11 (controle de crescimento) para uma concentração 

final de 25 µg/L. 

 

3.7.2. Preparo da suspensão bacteriana 

 

Foi preparado uma suspensão bacteriana na escala 0.5 de McFarland (~1.8 × 108 

UFC/mL) por espectrofotometria com densidade óptica de 0.08 a 0.1 em comprimento de 

onda de 625 nm, essa suspensão foi diluída a 1:100 em CMHCA (~1.8 × 106 UFC/mL). 

O mesmo foi realizado para as amostras controle. 

 

3.7.3. Inoculação da suspensão bacteriana 

 

 Foi adicionado 100 µL da suspensão bacteriana diluída em todos os poços da placa 

exceto na coluna 12, designada para controle de esterilidade, já a coluna 11 contendo 

CMHCA e suspensão bacteriana foi designada para controle de crescimento. Após 

inoculação as placas foram fechadas, homogeneizadas, e incubadas a 35 ± 2 °C por 18 a 

24 horas. 

 

3.7.4. Leitura das concentrações inibitórias mínima  
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A leitura das CIMs foi realizada com auxílio de um espelho para leitura de 

microplacas em local iluminado, de acordo com a observação macroscópica do 

crescimento bacteriano. 

Os pontos de corte e os critérios de sensibilidade foram os mesmos utilizados para o 

ágar diluição, apresentados nos Quadros 5 e 6. 

Para confirmação dos resultados da CIM, também foi utilizado um leitor de placas 

(Absorbance Reader, Tecan – Sunrise). 

 

3.8.  Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

 

A eletroforese convencional de moléculas de DNA é realizada aplicando-se amostras 

de preparados de DNA em uma matriz sólida de agarose e induzindo estas moléculas a 

migrar através do gel sob campo elétrico estático. A separação das moléculas através do 

gel depende predominantemente do peso molecular dos mesmos, num processo que 

utiliza campos elétricos que são ativados alternadamente (DURMAZ, 2009). 

A técnica foi aplicada para os 20 isolados, mesmo para os isolados sensíveis a 

colistina, previamente selecionados de um estudo anterior com diferentes perfis 

moleculares.  

 

3.8.1. Preparo da suspensão bacteriana 

 

As amostras foram semeadas em ágar sangue de carneiro a 5% e incubadas por 18-24 

horas a 37 °C. Três a cinco colônias do crescimento foram inoculadas em 3 mL de caldo 

triptona de soja (TSB) e incubadas overnight a 150 rpm em shaker a 37 °C. Microtubos 

foram identificados e pesados. O volume do crescimento em TSB foi transferido para os 

microtubos pré-pesados, esses foram centrifugados por 20 minutos a 11.000 rpm. O 

sobrenadante foi descartado e adicionado 1 mL de solução fisiológica estéril ao sedimento 

sendo homogeneizado com vórtex. O mesmo processo foi realizado por mais 3 vezes. 

Após a última lavagem, foi retirado totalmente o sobrenadante e o microtubo foi 

pesado com o sedimento. Em seguida a massa bacteriana obtida foi calculada e preparada 

uma suspensão bacteriana na concentração de 100 µg/µL com EDTA 25 mM pH 8.0. A 

equalização do volume foi realizada subtraindo o peso do microtubo com sedimento pelo 

peso do microtubo vazio. 
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3.8.2. Preparo dos blocos de agarose 

 

Após a fundição da agarose low melting a 2% em TBE 0.5 x (Tris, Ácido Bórico, 

EDTA), esta foi deixada no termo-bloco (AccuBlock Digital Dry Bath – Labnet 

International) a 56 °C, aquecido previamente. Microtubos, contendo 225 mL de tampão 

TEN (TRIS 1 M, EDTA 0.5 M, NaCl 4 M), foram identificados. A esse tampão foi 

adicionado 25 µL da suspensão bacteriana, os microtubos foram homogeneizados em 

vórtex e colocados no termo-bloco a 56 °C por 1 hora. Foi adicionado a suspensão 70 µL 

de lisozima a 20 mg/mL, em seguida adicionado 350 µL da agarose e homogeneizado 

com pipeta. A mistura foi distribuída nos moldes para os blocos e resfriados em geladeira 

por 30 minutos.  

 

3.8.3. Extração do DNA bacteriano 

 

Foram distribuídos 2 mL de tampão EC (EDTA 0.5 M, TRIS 1 M, NaCl, N-lauril-

sarcosyl, BRIJ, Deoxicolato de Sódio) nos poços de uma placa de cultura de células de 

24 poços, os blocos de agarose foram removidos dos moldes no tampão EC e incubados 

por 5 horas a 37 °C sob agitação suave (75 rpm). Em seguida foi retirado o tampão EC e 

adicionado 2 mL de tampão CHEF-TE (EDTA 0.5 M, TRIS-HCl 1 M), o mesmo foi 

retirado e adicionado novamente 2 mL deste tampão, que foi mantido a temperatura 

ambiente por 30 minutos. Após esse período o tampão CHEF-TE foi descartado e 

adicionado 2 mL de tampão ES (EDTA 625 mM, N-lauril-sarcosyl 5%) acrescido de 100 

µL de proteinase K a 20 mg/mL em cada poço e homogeneizado. As placas foram 

incubadas a 52 °C overnight. 

Retirado o tampão ES os blocos foram lavados 5 vezes com 2 mL de CHEF-TE. 

A primeira lavagem não teve incubação, as demais foram feitas com intervalos de 60 

minutos sob agitação leve (75 rpm). Após a última lavagem foi trocado o tampão CHEF-

TE e as placas guardadas sob refrigeração (4 °C). 

 

3.8.4. Restrição enzimática  

 

Foi adicionado 200 µL de tampão DNS (TRIS 1 M, MgCl) nos poços de uma placa 

de 96 poços. Com auxílio de uma espátula e bisturi, um bloco de agarose foi cortado ao 
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meio e colocados no tampão DNS. Retirado o tampão DNS foram realizadas 5 lavagens 

com intervalos de 60 minutos cada. O tampão DNS foi substituído por 100 µL de tampão 

com enzima de restrição ApaI (Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, USA) e 

incubadas a 37 °C por 16 horas. 

 

3.8.5. Preparo do gel de agarose e tampão TBE 0.5 x para eletroforese 

 

Para o pente de 20 amostras, foram preparados 100 mL de agarose 1% com TBE 0.5 

x, a percentagem de agarose é determinante para o tamanho dos fragmentos que se 

pretende separar. Os blocos, com DNA, assim como o peso molecular de 50-1000 bp 

(Lambda Ladder PFG Marker, Biolab, Austria, Europe - GMBH), foram colocados no 

pente e em seguida foi distribuído a agarose no molde sem formar bolhas e deixado 

solidificar. Foram preparados 2 litros de TBE 0.5 x, com 200 µL de tiuréia 0.5 M, o 

tampão foi colocado na cuba para refrigerar e as condições de corrida foram ajustadas 

com os dados contidos no Quadro 7. Após a corrida o gel foi corado em solução de 

brometo de etídio 1 µg/mL por 20 minutos e fotodocumentado em Alpha Innotech - 

AlphaImmage. 

 

Quadro 7. Condições de corrida estabelecidas para PFGE de A. baumannii em CHEF 
DRIII – BioRad. FMUSP, São Paulo. 

Agarose 

(%) 

Switch 

 Time (s) 

Volts/

cm Anglo 

Tempo 

de 

Corrida Temperatura 

Fragmento 

(Kb) 

1 1-30 6 120° 23 horas 13°C 
<50-300 

s: segundos 

 

3.8.6. Interpretação do PFGE 

 

Os perfis eletroforéticos gerados foram agrupados utilizando o software de 

bioinformática Bionumerics versão 7.1 (Applied Maths). Fragmentos de DNA foram 

manualmente curados e normalizados usando o peso Lambda Marker presente em cada 

gel. Uma tolerância de 1.5% e otimização de 0.5% foram utilizadas para a comparação 
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de diferentes géis (SEIFERT, 2005).  O agrupamento de clusters foi realizado e gerado 

um dendrograma pelo método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 

(UPGMA) e coeficiente Dice de similaridade.  

Fragmentos de DNA das cepas representativas de isolados sensíveis de A. baumannii 

- ATCC 19606, foram incluídas na análise. 

Para definir os perfis clonais e subtipos encontrados, três níveis de cut off foram 

seguidos: isolados com similaridade <80% foram considerados diferentes perfis. Os 

subtipos foram definidos a partir dos perfis com coeficiente Dice entre 80-95%. Isolados 

com similaridade >95% foram considerados idênticos (SEIFERT, 2005). 

 

3.9.  Avaliação das combinações antimicrobianas por checkerboard 

 

O método de checkerboard é uma técnica usada para avaliar combinações de 

antimicrobianos in vitro. O checkerboard se refere ao padrão (de tubos ou poços de 

microdiluição) formado por várias diluições dos dois antimicrobianos sendo testado, em 

concentrações iguais, acima e abaixo de suas concentrações inibitórias mínimas contra os 

organismos que estão sendo testados. Cada poço da placa de microdiluição contém uma 

concentração única das duas drogas que estão sendo testadas (PILLAI, 2005). 

 

3.9.1. Preparo das diluições dos antimicrobianos 

 

Os antimicrobianos foram diluídos, a partir da solução estoque, em tubo falcon 

contendo 10 mL de CMHCA em concentrações 4 vezes acima da concentração desejada 

na placa, em seguida foi realizado uma diluição seriada com os demais falcons contendo 

5 mL de CMHCA, em número correspondente as colunas e linhas da placa de 

microdiluição utilizadas para o método. 

A técnica de checkerboard foi realizada para os 20 isolados em duplicata, contando 

com 25 combinações antimicrobianas por isolado. 

 

3.9.2. Preparo das placas de checkerboard 

 

  Foram transferidos 50 µL dos antimicrobianos, previamente diluídos, em cada 

concentração, para placas de microdiluição estéreis com fundo arredondado, um dos 
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antimicrobianos foi distribuído na horizontal do mais concentrado, na coluna 10, até o 

menos concentrado, na coluna 2, um segundo antimicrobiano foi distribuído na vertical, 

sendo o mais concentrado da linha A até o menos concentrado na linha G, a última linha 

(H) e a primeira coluna (1) foi destinada somente para um dos antimicrobianos com o 

intuito de determinar o CIM de cada ATB na mesma placa, assim como, foram 

determinados na coluna 11 o controle de crescimento, contendo apenas CMHCA e 

suspensão bacteriana e na coluna 12 o controle de esterilidade, contendo apenas CMHCA 

e o volume da última diluição d ATB. Para as placas onde foram testados fosfomicina 

foram acrescentados 50 µL de G-6-P em todos os poços contendo fosfomicina. 

 

3.9.3. Preparo da suspensão bacteriana 

 

O inóculo, tanto dos isolados quanto dos controles, foi preparado fazendo-se uma 

suspensão direta, em solução salina, de colônias isoladas selecionadas numa placa de ágar 

sangue de carneiro a 5% com incubação de 18 a 24 horas. A suspensão foi ajustada com 

auxílio de um espectrofotômetro para turbidez de solução padrão 0.5 de McFarland, que 

contém aproximadamente 1.8 x 108 UFC/mL. Os inóculos foram diluídos 1:100 em 

CMHCA para obter uma concentração de 106 UFC/mL, 100 µL da suspensão bacteriana 

foi distribuído em todos os poços da placa, exceto na coluna 12, destinada ao controle de 

esterilidade. Para as placas onde foram testados fosfomicina o volume de suspensão 

bacteriana diluída foi de 50 µL em cada poço. 

 

3.9.4. Leitura do checkerboard 

 

A leitura do checkerboard foi realizada com auxílio de um espelho para leitura de 

microplacas em local iluminado, de acordo com a observação macroscópica do 

crescimento bacteriano. 

 

3.9.5. Interpretação das combinações antimicrobianas  

 

A interpretação do efeito sinérgico das combinações antimicrobianas foi realizada por 

meio de dois métodos diferentes, o método de two-well e CIF. O método de two-well 
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consiste na determinação de dois poços da placa contendo a combinação dos dois ATB 

em uma concentração única, para determinação dos poços foi realizado o cálculo:  

 

1° Poço:  

0.25 x CIM droga A e 0.25 x CIM droga B = poço com concentração específica de A+B 

2° Poço: 

2 x CIM droga A e 2 x CIM droga B = poço com concentração específica de A+B  

 

Quando os dois poços, com as respectivas concentrações determinada pelo cálculo, 

não apresentam turvação é considerado sinergismo antimicrobiano, quando somente um 

dos poços apresentam turvação o resultado é considerado indiferente e a presença de 

turvação nos dois poços tem resultado antagônico (ELIOPOULOS, 1996; MARYMONT, 

1981).  

Para determinação do CIF foram calculadas:  

 

CIF = CIFA + CIFB = CIM (droga A + droga B) + CIM (droga B + droga A) 

                                  CIM (droga A)                     CIM (droga B) 

 

Onde:  

CIFA = CIM da droga A em combinação dividido pelo CIM da droga A sozinha;  

CIFB = CIM da droga B em combinação dividido pelo CIM da droga B sozinha. 

O sinergismo foi definido como CIF ≤0.5, indiferença como CIF >0.5 - <4 e 

antagonismo ≥4 (GORDON, 2010b). 

 

3.10.  Time-kill 

 

Em contraste com a técnica de checkerboard, que normalmente fornece apenas dados 

inibitórios, a técnica de time-kill avalia a atividade microbicida da combinação testada. 

Por esta razão, muitas vezes é mais relevante para situações clínicas em que a terapia 

bactericida é desejável (PILLAI, 2005). 

O estudo foi realizado em duplicata, em diferentes períodos de tempo, com os mesmos 

antimicrobianos utilizados para determinação do CIM e para técnica de checkerboard, 

seguindo protocolo modificado descrito por Sheng e cols (2011). 
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As concentrações utilizadas para o ensaio foram determinadas com base no CIM do 

método de checkerboard, sendo que foram testadas, para todos os isolados, concentrações 

referentes a 1 x CIM e 0.5 x CIM.  

Para os isolados que apresentaram resultados indiferentes no método de time-kill 

assim como, para os isolados resistentes a colistina foram também testadas as 

concentrações de 4 x CIM, 2 x CIM, 0.25 x CIM e 0.125 x CIM. 

 

3.10.1. Preparo do teste de time-kill 

 

 Para cada isolado foram realizados cinco tubos falcon, de 10 mL cada, contendo 

CMHCA juntamente com suspensão bacteriana na escala 0.5 de McFarland e os 

antimicrobianos nas concentrações do CIM pré-determinadas pelo método de 

checkerboard, onde, o 1° tubo apresentava a droga A sozinha, o 2° tubo apresentava a 

droga B sozinha, o 3° tubo apresentava a combinação da droga A e B nas concentrações 

de 1 x CIM, o 4° tubo apresentava a combinação da droga A e B na metade da 

concentração do CIM (0.5 x CIM) e o 5° tubo apresentava somente o isolado na presença 

de meio de cultura para determinação do controle de crescimento. Os tubos foram 

incubados a 37 °C, em shaker a 150 rpm, e nos períodos de 0 (momento do preparo, sem 

incubação), 2, 4, 6 e 24 horas uma alíquota de cada tubo foi diluída a 1:10, 1:100 e 1:1000 

em salina, para cada diluição, 10 µL foram dispensados em placas de ágar Müller Hinton 

e semeados em três sentidos diferentes. As placas foram incubadas a 37 °C por 20-24 

horas para contagem de colônias.  

 

3.10.2. Interpretação do time-kill 

 

O sinergismo foi interpretado como diminuição ≥ 2 log10 na contagem de colônias da 

combinação de antimicrobianos quando comparados com o tempo 0 (primeiro período de 

incubação); o antagonismo foi considerado com aumento ≥2 log10 na contagem de 

colônias e indiferente para aumento ou diminuição <2 log10 na contagem de colónias com 

a combinação (PETERSEN, 2006). 
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3.11. Reação em Cadeia da Polimerase   

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para determinação de genes de 

resistência a carbapenêmicos e proteínas de membrana externa. A caracterização 

genotípica das amostras de A. baumannii resistentes as polimixinas foram submetidas à 

PCR, para detecção de determinantes genéticos responsáveis pela biossíntese do LPS 

(lpxA, lpxC, lpxD) e do sistema regulatório PmrCAB (pmrA, pmrB e pmrC).  

A extração do DNA genômico dos isolados bacterianos foi realizada por meio do kit 

de extração Ilustra Bacteria Genomic Prep Mini Spin Kit - GE® Healthcare, seguindo as 

orientações do fabricante. 

As sequências especificas de DNA foram amplificadas por PCR, os pares de 

iniciadores, assim como suas respectivas temperaturas de anelamento estão apresentados 

no Quadro 8. 

Cada reação foi realizada com controle interno positivo, para o determinado gene, e 

controle negativo. As reações de amplificação ocorreram em termociclador Mastercycler 

Nexus GSX 1. Os produtos amplificados pela PCR foram submetidos a eletroforese (gel 

de agarose 1%, coloração com Syber Safer) e fotodocumentado com Alpha Innotech – 

AlphaImager.  

 

3.11.1. Amplificação dos genes de carbapenemases 

 

A detecção dos genes codificadores de oxacilinases (OXA-51, OXA-23, OXA-58, 

OXA-24 e OXA-143) e metalo-β-lactamases (IMP, VIM, SIM, SPM e NDM) foi 

realizada para cada gene separadamente, de acordo com técnicas padronizadas por 

Mostachio e cols (2009) para PCR Multiplex nas seguintes condições: desnaturação 94°C 

por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, a temperatura de 

anelamento dos respectivos iniciadores por 45 segundos e 72 °C por 30 segundos, a 

extensão final foi realizada a 72 °C por 10 minutos. 

 

3.11.2. Amplificação dos genes de proteína de membrana externa 

 

A reação de amplificação dos genes carO e omp33-36 kDa foi realizada em um 

volume final de 25 µL contendo 2 µL de DNA a 20 ng/µL adicionados de tampão 1 x, 
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MgCl2 (1.5 mM), dNTP mix de 10 mM (150 µM), iniciadores foward e reverse de 10 µM 

(50 nM), Taq DNA Polimerase (1.5 U/µL) e água MiliQ estéril para completar o volume 

da reação. As condições para amplificação do gene carO foram: desnaturação 94°C por 

5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 50 segundos, 53 °C por 40 segundos e 72°C 

por 50 segundos, a extensão final foi realizada a 72°C por 7 minutos. Para o gene de 33-

36 kDa: desnaturação 95 °C por 7 minutos, seguidos de 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 

60 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, a extensão final foi realizada a 72 °C por 10 

minutos. 

 

3.11.3. Amplificação dos genes da biossíntese do LPS e do sistema regulatório 

PmrCAB 

 

A reação de amplificação dos genes da biossíntese do LPS (lpxA, lpxC e lpxD), e do 

sistema regulatório PmrCAB (pmrA, pmrB e pmrC), foi realizada em um volume final de 

25 µL contendo 3 µL de DNA a 20 ng/µL adicionados de tampão 1 x, MgCl2 (1.5 mM), 

dNTP mix de 10 mM (200 µM), iniciadores foward e reverse de 10 µM (300 nM), Taq 

DNA Polimerase (2 U/µL) e água MiliQ estéril para completar o volume da reação. As 

condições para amplificação foram: desnaturação 94 °C por 5 minutos, seguidos de 40 

ciclos de 94 °C por 1 minuto, 50 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto, a extensão 

final foi realizada a 72 °C por 7 minutos.  
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Quadro 8. Sequência de oligonucleotídeos e suas respectivas temperaturas de 
anelamento utilizadas no estudo. FMUSP, São Paulo. 

Iniciador Sequência de Oligonucleotídeos (5’-3’) 
T° 

 
Tamanho 

(pb) 
Referência 

blaOXA51 - F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 
56 353 

Woodford 
2006 blaOXA51 - R TGGATTGCACTTCATCTTGG 

blaOXA23 - F GATCGGATTGGAGAACCAGA 
56 501 

Woodford 
2006 blaOXA23 - R ATTTCTGACCGCATTTCCAT 

blaOXA24 - F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 
57 246 

Woodford 
2006 blaOXA24 - R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 

blaOXA58 - F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 
58 599 

Woodford 
2006 blaOXA58 - R CCCCTCTGCGCTCTACATAC 

blaOXA143 - F AGTTAACTTTCAATAATTG 
45 604 

Higgins 
2009 blaOXA143 - R TTGGAAAATTATATAATCCC 

blaSPM -F CCTTTTCCGCGACCTTGATC 
59 798 

Mendes 
2007 blaSPM - R ATGCGCTTCATTCACGCAC 

blaSIM - F GTACAAGGGATTCGGCATCG 
58 569 

Mendes 
2007 blaSIM - R GTACAAGGGATTCGGCATCG 

blaIMP -F TTGGAAAATTATATAATCCC 
47 188 

Mendes 
2007 blaIMP - R CCAAACCACTAGGTTATC 

blaVIM - F TTTGGTCGCATATCGCAAAG 
60 382 

Mendes 
2007 blaVIM- R CCATTCAGCCCAGATCGGCAT 

blaNDM - F GGCGGAATGGCTCATCACGA 
60 375 

Chen 
2011 blaNDM - R CGCAACACAGCCTGACTTTC 

33-36kDa - F CATCGATGGCACTAACATGG 
60 175 

Mostachio 
2009 33-36kDa - R AGTGTGACCACCCCAAACAT 

carO - F GGTTACGGTGGTGCTTTGTT 
53 118 

Mostachio 
2009 carO - R GGTGCGAAACCAAAACCTAA 

lpxA - F TGAAGCATTAGCTCAAGTTT 
50 102 

Moffatt 
2010 lpxA - R GTCAGCAAATCAATACAAGA 

lpxD - F CAAAGTATGAATACAACTTTTGAG 
50 149 

Moffatt 
2010 lpxD - R GTCAATGGCACATCTGCTAAT 

lpxC - F TGAAGATGACGTTCCTGCAA 
50 299 

Moffatt 
2010 lpxC - R TGGTGAAAATCAGGCAATGA 

pmrA - F ATGACAAAAATCTTGATGATTGAAGAT 
50 235 

Beceiro 
2011 pmrA - R TTATGATTGCCCCAAACGGTAG 

pmrB - F GTGCATTATTCATTAAAAAAAC 
50 145 

Beceiro 
2011 pmrB - R TCACGCTCTTGTTTCATGTA 

pmrC - F ATGTTTAATCTCATTATAGCCA 
50 159 

Beceiro 
2011 pmrC - R TTAGTTTACATGGGCACAA 

16S - F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
55 152 

Mendes 
2007 16S - R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 

T°: temperatura de anelamento; F: foward; R: reverse. 
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3.12. Avaliação das proteínas de Membrana Externa  

 

Para avaliação do perfil de porinas dos isolados resistentes as polimixinas e 

carbapenêmicos, o extrato de proteínas de membrana externa foi submetido a eletroforese 

em gel de poliacrilamida - Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(SDS-PAGE). O método foi realizado para os sete isolados resistentes a colistina, uma 

vez que para os isolados sensíveis ao antimicrobiano os resultados foram adquiridos de 

estudo prévio (MOSTACHIO, 2009). Todos foram comparados com uma amostra padrão 

sensível (ATCC 19606) para três proteínas de diferentes pesos (29 kDa, 33-36 kDa e 43 

kDa), seguindo o mesmo padrão do estudo anterior, onde a ausência ou até mesmo a 

diminuição da quantidade de proteína foi relacionada com a resistência aos 

carbapenêmicos. 

 

3.12.1. Extração das proteínas de membrana externa 

 

Os sete isolados foram cultivados overnight, em ágar sangue de carneiro a 5%, e 

foram subcultivadas, em duplicata, sendo em 45 mL de BHI e em 45 mL de BHI acrescido 

de colistina a 4 µg/mL e mantidas sob agitação (150 rpm) a 37 °C. Após incubação de 24 

horas os subcultivos foram submetidos a centrifugação de 5.000 rpm por 15 minutos. O 

sedimento foi ressuspendido com tampão de fosfato sódico (PBS) a 10 mM pH 7,0 

acrescidos com inibidor de protease fluoreto de fenil-metil-sulfonila (PMSF) a 1 mM. As 

células foram sonicadas em gelo por 3 ciclos de um minuto cada, com intervalo de um 

minuto de resfriamento entre cada ciclo com auxílio de um sonicador. Os restos celulares 

foram removidos por meio de centrifugação a 4.300 rpm por 15 minutos a 4 °C, ou pelo 

tempo necessário para que o sobrenadante se tornasse límpido. O sobrenadante foi 

transferido para tubos de ultra centrífuga (Ultracentrífuga Beckamm – L8 70M, USA) 

contendo 7 mL de PBS a 10 mM pH 7.0 acrescidos de PMSF a 1 mM e centrifugado a 

30.000 rpm por 120 minutos para a coleta das frações de membrana. O sedimento 

resultante foi ressuspendido com 150 µL de PBS a 10 mM pH 7.0 acrescidos de PMSF a 

1 mM. Tratou-se 100 µL dessa suspensão com 800 µL de sarcosil 2% e incubado a 

temperatura ambiente por 20 minutos. Após centrifugação de 15.000 rpm por 60 minutos 

a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido com 50 µL de PBS a 

10 mM pH 7.0 acrescidos com PMSF a 1 mM e mantidos sob refrigeração a 4 °C por 24 
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horas para solubilização das proteínas. Em seguida foi armazenado a -20 °C para posterior 

analise por SDS-PAGE. 

 

3.12.2. Quantificação das proteínas de membrana externa 

 

As proteínas de membrana externa foram quantificadas pela metodologia de Bradford 

com auxílio do reagente de Bradforf (BioAgency Laboratórios) por espectrofotometria a 

595 nm (GeneQuant Pro, GE) e posteriormente tratadas com 2 µL ácido beta-mercapto-

etanol para 10 µL de proteína. As proteínas foram levadas à fervura por 5 minutos com 

tampão de amostra (Tris-HCL 0.5 M, SDS 10%, glicerina 20% e azul de bromofenol 

0.01%). 

 

3.12.3. Preparo e corrida do SDS-PAGE 

 

As proteínas foram aplicadas no gel de poliacrilamida de 12.5%, previamente 

fabricada (GE Healthcare), em uma concentração de 20 ng. A corrida foi realizada no 

aparelho Multiphor II (GE) a 600 volts, 50 mA e 30 W por aproximadamente 60 minutos. 

Os pesos moleculares utilizados como marcadores foram de 97.4 kDa (fosforilase B de 

musculo de ratos), 66.2 kDa (albumina sérica bovina), 45.0 kDa (albumina de ovo), 31.0 

kDa (anidrase carbônica bovina), 21.51 kDa (inibidor de tripsina) e 14.4 kDa (lisozima). 

Como controle foi utilizado a cepa A. baumannii ATCC 19606, conhecida como 

sensível a carbapenêmicos. Após a eletroforese o gel foi corado pelo kit PlusOne Silver 

Staining Kit, Protein (GE, Healthcare) de acordo com as instruções do fabricante. 

Para interpretação foi analisado, visualmente, a intensidade das bandas onde foi 

considerado (+++) para a intensidade de banda igual a intensidade da cepa referência, 

(++) para intensidade uma vez menor que a cepa referência, (+) para intensidade duas 

vezes menores que a cepa referência e (++++) para intensidade maior que a cepa 

referência. 

 

3.13. Sequenciamento do genoma total bacteriano por Ion Torrent PGMTM 

 

Para determinação dos genes com função de virulência, genes de resistência a 

antimicrobianos e para verificação de possíveis mutações genéticas desses genes foi 
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realizado sequenciamento genético total de seis isolados pela tecnologia Ion Torrent 

Personal Genome MachineTM (PGM) da Life Technologies segundo a metodologia 

descrita por Rothberg e cols em 2011. Os isolados foram selecionados com base no perfil 

molecular e dos diferentes níveis de CIM frente aos carbapenêmicos e colistina. 

Foi utilizado um kit comercial para preparação das amostras e o aparelho de 

sequenciamento Ion Torrent do sistema de multiusuários da Faculdade de Medicina da 

USP. 

A metodologia envolvida nesta análise genômica foi feita no Laboratório de 

Investigação Médica - 03 (LIM-03) do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo.  

O processo envolve 3 etapas realizadas de acordo com o protocolo da empresa: 

preparo de biblioteca, PCR em emulsão e sequenciamento.  

 

3.13.1. Preparo da biblioteca 

 

Para o preparo da biblioteca foi realizado fragmentação enzimática do genoma 

previamente extraído por kit comercial (Kit de fragmentação do Ion Torrent). O DNA 

bacteriano foi incubado com enzima específica por 15 minutos a 37°C. Após esta etapa, 

foi feita a limpeza com 99 µL de AMPure BEADS® incubados 3 minutos a temperatura 

ambiente e posteriormente 5 minutos em estante magnética. Foi retirado o líquido restante 

e as beads ligadas a estante foram lavadas 2 vezes com 500 µL de etanol 70%. Após 

secagem, estas beads foram eluídas com 25 µL de tampão Low TE® e novamente 

colocado em estante magnética. O próximo passo foi a ligação dos adaptadores à amostra 

com os reagentes do Kit Library do Ion Torrent (10 µL do tampão da ligase, 2µL dos 

adaptadores, 2 µL de dNTP, 51 µL de água tratada com DEPC (dietilpirocarbonato), 2 

µL de DNA ligase e 2 µL de polimerase) e incubação de 15 minutos a 25 °C e 5 minutos 

a 72 °C. Foi, então, realizada uma nova limpeza por beads magnéticas e os fragmentos 

de aproximadamente 200 bp (pares de bases) foram selecionados por corrida em gel de 

agarose comercial (E-Gel® - Life Technologies, EUA). Uma reação de PCR em tempo 

real foi realizada para quantificar a amostra antes de seguir para a PCR emulsão.  
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3.13.2. PCR em emulsão  

 

A PCR em emulsão foi realizada no aparelho One Touch® (Life Technologies, EUA) 

com a fase aquosa contendo 595 µL de água, 200 µL de master mix do kit do Ion Torrent, 

100 µL de polimerase, 5 µL da amostra eluída e 100 µL de Ion SphereTM. Ao final da 

reação, o líquido foi recuperado e acrescido de 1 mL de One Touch Wash Solution.  

Em seguida, foi iniciado o processo de enriquecimento no aparelho Enriched System 

com uma tira de 8 poços sendo que no primeiro havia 100 µL de amostra e o segundo 130 

µL de uma solução de Dynabeads® MyOne™ Streptavidin a 10% (diluído em solução 

de lavagem). No terceiro, quarto e quinto poços havia 300 µL de solução de lavagem, o 

sétimo poço 300 µL de solução Melt Of (Tween 20 a 10%, NaOH 1M, água DEPC) e os 

poços 6 e 8 permaneceram vazios. Ao final do processo, foi recuperado a amostra em um 

microtubo de 200 µL que foi centrifugado a 15.500 xg e lavado duas vezes com solução 

de lavagem, restando um volume final de 100 µL. Foram adicionados 5 µL de Ion 

Sphere™ Quality Control e 150 µL de Annealing Buffer. O tubo foi centrifugado a 15.500 

xg e o sobrenadante recuperado. O processo foi repetido e nos 15µL restantes foram 

adicionados 12 µL de Sequencing Primer. O tubo foi incubado 2 minutos a 95 °C e 2 

minutos a 37 °C.  

O chip do tipo 318 foi preparado com uma lavagem com 100 µL de isopropanol e 

duas lavagens com 100 µL de Annealing Buffer. Depois de adicionados 3 µL de Sequence 

Polimerase na amostra, foi realizada uma incubação de 5 minutos a temperatura ambiente 

e uma adição de mais 30 µL de Annealing Buffer a 50%. A solução foi sonicada em banho 

por 10 segundos e 30 µL adicionados no chip duas vezes. O chip foi centrifugado por 4 

minutos e, então, colocado no aparelho Ion Torrent PGMTM para sequenciamento do 

genoma total do micro-organismo. Os dados foram obtidos e analisados em software 

específico (TMAP®, Life Technologies). A sequência genética obtida foi comparada com 

cepas A. baumannii do Genebank. 

 

3.13.3. Montagem do sequenciamento genômico 

 

A montagem do sequenciamento foi realizada pelo bioinformata da London School of 

Hygiene and Tropical Medicine (London, UK). As leituras brutas geradas foram extraídas 

do arquivo em formato sff gerado pelo Ion Torrent usando sff_extract 
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(http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/), com a opção de retirar as sequências referentes 

aos adaptadores de sequenciamento para gerar um arquivo em formato fastq com as 

leituras brutas. As leituras brutas sem adaptadores foram então analisadas com o pacote 

FASTQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para avaliar a qualidade 

das sequencias. O pacote FASTX-toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) foi 

então usado para trimar as leituras a partir da base 100, efetuando a retirada das bases 

com qualidade Phred menor do que 18. 

As leituras trimadas foram então usadas como entrada para montagens de novo em 

paralelo, usando os softwares Mira (CHEVREUX, 1999).  Os contigs referentes a cada 

montagem foram mesclados em uma montagem de novo usando o software Geneious 

7.1.5 (KEARSE, 2012), com parâmetros muito estringentes de montagem (maximum 

gaps per read = 5%; maximum gap size = 2; minimum overlap identity = 97%; minimum 

overlap = 100). Os contigs mesclados foram então visualmente curados para resolver 

ambiguidades pontuais. Os contigs foram ordenados usando o software online Projector2 

(VAN HIJUM, 2005) para gerar um scaffold do genoma. Esse scaffold foi então 

submetido a anotação automática através da plataforma RAST - Rapid Annotation using 

Subsystems Technology (AZIZ, 2008), usando como modelo para gene o programa 

Glimmer (DELCHER, 1999). 

 

3.13.4. Análise do sequenciamento genômico  

 

A análise do sequenciamento genômico foi realizada por meio do Align Sequences 

Nucleotide BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e ResFinder 2.0 servers, disponível 

gratuitamente no site http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ através de alinhamento de 

sequencias genéticas depositadas no GeneBank (LARSEN, 2012). 

Para utilização do BLAST foi necessário o arquivo com a sequência do genoma, em 

arquivo fasta, e a sequência dos genes de interesse, adquiridos pelo GeneBank, para 

alinhamento, o arquivo contendo a sequência do genoma foi encontrado por meio do 

botão “Browser”, a sequência para alinhamento foi colocada no campo especifico, 

identificada como “Query Sequence” e então selecionado o botão “Blast”. 

O ResFinder é baseado em um banco de dados de mais de 2.000 genes de resistência 

que abrange 12 tipos de resistência a diferentes antimicrobianos, como aminoglicosídeos, 

beta-lactâmicos, fluoroquinolonas, fosfomicina, ácido fusídico, glicopeptídeos, 
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macrolídeos, lincosamidas, estreptogramina-B, cloranfenicol, rifampicina, sulfonamidas, 

tetraciclina e trimetoprim. Por padronização do programa, apenas os genes com 98% de 

identidade aos genes da base de dados do ResFinder foram relatados nos isolados 

analisados. 

Para executar a análise dos dados o arquivo com a sequência do genoma a ser 

analisada foi selecionado utilizando o botão "Browse", os tipos de agentes 

antimicrobianos para identificação de resistência foram selecionadas em "configuração 

antimicrobiana", o limiar para a percentagem de identidade entre genes no banco de dados 

e genes na sequência de entrada foi selecionada em "limite para % ID", o formato de 

entrada foi especificado em "tipo de suas leituras" (KLEINHEINZA, 2014), assim os genes 

que apresentaram uma cobertura e identidade >80% quando alinhadas ao gene de 

referência, foram considerados positivos.  

Outra ferramenta utilizada para análise do sequenciamento foi o MAFFT (Multiple 

Alignment using Fast Fourier Transform), um programa de alinhamento de múltiplas 

sequências de alta velocidade, disponível gratuitamente em 

http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/, esta ferramenta é capaz, por meio do alinhamento 

com uma sequência de referência, de indicar as substituições de aminoácidos ocorridos 

por mutações genéticas. 

Essa ferramenta foi utilizada para alinhamento dos genes do sistema regulatório 

PmrCAB dos isolados resistentes a colistina para detecção da substituição de 

aminoácidos. O primeiro passo é onde o usuário define a entrada das sequencias em 

formato fasta, nas etapas seguintes o usuário tem a possibilidade de alterar os parâmetros 

padrões e finalmente enviar ao servidor (KATOH, 2013). 

 

3.14. Sequenciamento do genoma total bacteriano por MiSeq IlluminaTM 

 

Posteriormente, para a determinação dos genes de resistência e genes com função de 

virulência de outros nove isolados do presente estudo foi realizado, usando a mesma 

metodologia de seleção anterior, foi realizado o sequenciamento pela metodologia de 

MiSeq IlluminaTM. A metodologia envolvida nesta análise genômica foi feita no 

Laboratório de Investigação Médica - 15 (LIM-15) da rede premium de multiusuários da 

USP, locado na Faculdade de Medicina da USP sob supervisão da Profa. Dra. Suely K. 

N. Marie. 
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O DNA total foi extraído com o kit Illustra Bacteria Genomic Prep Mini Spin (GE 

Healthcare Bio-Sciences Corp, USA). A qualidade do DNA foi verificada utilizando-se 

o espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific, Delaware, USA) e a concentração do 

DNA foi verificada utilizando-se o fluorômetro Qubit® (Thermo Scientific, Delaware, 

USA). A integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 1,5%. 

Os isolados de A. baumannii selecionados foram submetidos ao sequenciamento total 

do genoma pela metodologia de MiSeq IlluminaTM. As bibliotecas foram preparadas com 

o kit comercial Nextera XT IlluminaTM de acordo com as instruções do fabricante. A 

qualidade das bibliotecas construídas foi avaliada em sistema Tape Station (Agilent) e 

posteriormente processados na plataforma de sequenciamento MiSeq IlluminaTM (corrida 

com cartucho V3). 

A qualidade dos arquivos gerados no sequenciamento foi avaliada pelos programas 

FastQC v. 0.11.3 e Trimmomatic v. 0.33. A montagem do genoma de novo, foi realizada 

com o programa Velvet Optimiser v. 2.2.5. Os contigs foram ordenados por Abacas v. 

1.3.1 (ZHOU, 2011). A anotação do genoma foi realizada com o auxílio do programa 

Prokka v. 1.11. A análise do sequenciamento genômico foi realizada por meio do Align 

Sequences Nucleotide BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e ResFinder 2.0 servers, 

disponível gratuitamente no site http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ através de 

alinhamento de sequencias genéticas depositadas no GeneBank (LARSEN, 2012). 

Posteriormente aos resultados gerados por essas ferramentas, a presença dos genes foi 

confirmada através de curadoria manual das CDSs e seus respectivos genes, através do 

programa Artemis 16.0.0.  

 

3.15. Determinação do MLST 

 

Multilocus Sequence Typing de bactéria (MLST) é um método de tipagem portátil que 

permite comparações interlaboratoriais e monitoramento em larga escala da lista 

crescente de epidemia nacional e internacional de clones envolvidos em surtos 

nosocomiais (MAIDEN, 2006).  

A determinação dos Tipos de Sequencia (ST) foi realizada por meio do banco de 

dados PubMLST Oxford (http://pubmlst.org/abaumannii/) para os seis isolados 

sequenciados. Os alelos adquiridos por meio do sequenciamento genômico como, cpn60, 
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gdhB, gltA, gpi, gyrB, recA e rpoD, foram submetidos ao banco de dados para 

determinação dos STs. 

 

3.16. Avaliação da expressão gênica por PCR quantitativo  

 

Para avaliação da expressão do sistema regulatório PmrCAB, assim como expressão 

dos genes responsáveis pela biossíntese do LPS, foi realizado PCR quantitativo (PCRq), 

método baseado no monitoramento da fluorescência da amplificação de DNA ciclo a 

ciclo. 

 

3.16.1. Preparo do sedimento bacteriano 

 

O RNA utilizado na PCRq foi extraído de acordo com protocolos descritos 

por Adams e cols (2009). Os isolados foram cultivados em 5 mL de caldo BHI sob 

agitação por 16 horas a 37 oC, em aerobiose. Para as amostras resistentes a colistina um 

segundo sedimento bacteriano foi preparado com os isolados cultivados em BHI 

acrescidos de colistina a 4 µg/mL. Foram preparados 2 mL de uma suspensão bacteriana 

na escala 0.5 de MacFarland (~1.8 ×108 UFC/mL), onde uma alíquota de 1 mL foi diluída 

(pelo menos 3 diluições seriadas de 1:100) e a última diluição foi semeada (100 µL) em 

ágar sangue de carneiro a 5%, para verificação de possível contaminação, e incubada a 

37 oC por 18 a 24 horas para contagem das colônias viáveis. A outra alíquota da suspensão 

bacteriana foi submetida ao tratamento com o reagente RNA Protect Bacteria (Qiagen, 

Valencia, CA) para posterior extração do RNA total. 

 

3.16.2. Extração do RNA 

 

A célula bacteriana foi rompida por tratamento enzimático conforme protocolo do 

RNA Protect Bacteria Handbook (Qiagen Valencia, CA; 2005), utilizando proteinase K 

e lisozima a 20 mg/mL. 

A extração do RNA bacteriano foi realizada utilizando-se RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Valencia, CA) e a digestão do DNA foi obtida através da adição de DNAse I (Qiagen, 

Valencia, CA), conforme protocolo fornecido pelo fabricante. 
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3.16.3. Reação de amplificação quantitativa 

 

A quantificação do RNA (ng/µL) foi obtida em equipamento NanodropC® 

(Uniscience) e a integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 

1.5% em tampão TBE 0.5 x, feito com água ultrapura tratada com DPEC (Invitrogen, 

USA). 

A quantificação dos genes essenciais para biossíntese do LPS e genes do sistema 

regulatórios, pmrA, pmrB e pmrC, foi realizada por reação em cadeia da polimerase com 

transcrição reversa (RT-PCR) one step (de uma etapa) em triplicata. O kit utilizado para 

este ensaio foi o Quantifast® SYBR®Green RT-PCR (Qiagen, CA, USA), o qual contém 

um corante fluorescente (SYBERGreen) intercalante de DNA que é captado pelo 

termociclador a cada novo ciclo da PCR, permitindo que o aparelho desenhe uma curva 

de amplificação para cada amostra.  

O protocolo de amplificação constituiu-se de 40 ciclos com desnaturação a 95 °C por 

15 minutos, e uma única fase de anelamento e extensão a 60 °C por 1 minuto. Os 

iniciadores foram os mesmos utilizados para PCR convencional. Os experimentos foram 

realizados em equipamento StepOne® Real Time (Applied Biosystems, USA) compostos 

com controle negativo e ATCC 19606. As reações de PCRq para estes genes foram 

realizadas de acordo com protocolo previamente descrito por Adams e cols (2009). Foi 

utilizado como referência o gene 16S RNAr, o qual é caracterizado por alta expressão e 

estabilidade. 

 

3.16.4. Análise da amplificação 

 

A análise da amplificação gênica foi realizada pela quantificação relativa, onde o 

número de cópias do gene de estudo é determinado baseando-se na curva padrão do 

número de cópias. O Ct (cycle threshold) é o primeiro ciclo da amplificação, no qual a 

cópia do DNA é detectada acima da linha basal, com isso, a presença de fatores 

interferentes, associados a estágios tardios da reação, são minimizados. 

A partir dos valores de Ct da reação, foi calculado o valor do 2-ΔΔCt (Livak, 2001): 

 

2-ΔΔCt = (1+E)-ΔCt do gene alvo 

                        (1+E)-ΔCt do gene controle 
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Onde: 

E= eficiência da reação,  

ΔCt do gene alvo = diferença entre o valor de Ct do gene alvo (amostra desconhecida) e 

do Ct do gene controle, 

ΔCt do gene controle = diferença entre o valor de Ct do gene de referência e do gene 

alvo. 

O valor de 2-ΔΔCt é diretamente proporcional à expressão genética, ou seja, quanto 

maior o valor obtido de 2-ΔΔCt maior a quantidade de ácidos nucléicos na amostra, 

consequentemente maior a expressão do gene alvo. 

Contudo, o cálculo do 2-ΔΔCt somente poderá ser utilizado se as eficiências de 

amplificação de gene alvo e do gene controle apresentarem valores muito próximos, de 

modo a comprovar a eficiência da reação, uma vez que os genes alvo e controle foram 

amplificados, para a mesma amostra, em diluições seriadas. No entanto resulta em 

variações no valor de Ct, visto que quanto maior a diluição da amostra mais tardia a 

amplificação. A partir dos valores de Ct de cada uma das diluições, o termociclador 

desenha uma reta formada a partir dos valores de Ct e da concentração da amostra em 

cada uma das diluições. As reações que apresentaram inclinação da reta (slope) entre -3.1 

e -3.9 foram consideradas dentro do padrão de eficiência aceitável. 

Sendo assim, a quantificação relativa da expressão dos genes investigados para 

isolados de A. baumannii sensíveis a colistina foram comparados com a expressão dos 

genes de isolados resistentes a colistina. 

Todas as amplificações foram realizadas com a curva de dissociação (melting), a qual 

foi realizada para verificar a especificidade da amplificação e confirmar a ausência de 

dímeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecífico. 

Foi realizado uma curva padrão construída para cada gene do sistema regulatório 

PmrCAB e para o gene referência 16S, com três diluições conhecidas, desta forma foi 

possível determinar a eficiência de cada ensaio.  

Os ensaios foram realizados com amostras sensíveis a colistina e com amostras 

resistentes a colistina, que por sua vez foram cultivadas tanto na presença como na 

ausência do antimicrobiano, afim de avaliar possíveis diferenças na expressão gênica. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Isolados bacterianos 

 

Todos os 20 isolados de A. baumannii obtidos do banco de cepas do LIM-54 eram 

provenientes de pacientes hospitalizados no HC-FMUSP. Os isolados foram coletados de 

diferentes materiais biológicos e os resultados prévios estão apresentados na Tabela 1.  

 

4.2. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos 

 

Os isolados de A. baumannii do presente estudo apresentaram alta proporção de 

resistência. O perfil de sensibilidade, determinado por microdiluição em caldo contra os 

20 isolados, estão apresentados na Tabela 2, seguindo os critérios determinados pelo 

CLSI e EUCAST, de acordo com o Quadro 6. O antimicrobiano com maior sensibilidade 

foi a tigeciclina (95%).  

 

Tabela 2. Concentração inibitória mínima pelo método de microdiluição em caldo dos 
antimicrobianos incluídos na pesquisa para os 20 isolados de Acinetobacter baumannii. 
FMUSP, São Paulo. 

ID 
CIM (µg/mL) 

COL IMI MER GEN AMI TIG RIF *FOS VAN 

1 2 256 64 32 128 1 4 128 >128 

2 2 32 128 32 128 0.5 4 128 >128 

3 1 1 128 2 128 1 4 128 >128 

4 2 32 128 64 128 0.5 4 128 >128 

5 2 16 64 128 64 4 4 128 >128 

6 1 128 128 32 128 1 4 128 >128 

9 0.5 128 64 16 128 1 8 256 >128 

11 0.5 64 16 2 128 0.5 4 128 >128 

13 0.5 64 32 64 128 0.25 4 128 >128 

14 0.5 64 64 64 128 0.5 4 128 >128 

15 0.5 128 64 64 128 2 2 128 >128 

18 1 16 16 2 256 0.5 4 128 >128 

20 0.5 128 128 64 256 0.5 4 128 >128 

continua 
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Tabela 2. Concentração inibitória mínima pelo método de microdiluição em caldo dos 
antimicrobianos incluídos na pesquisa para os 20 isolados de Acinetobacter baumannii. 
FMUSP, São Paulo.                                                                                           (conclusão) 

ID 
CIM (µg/mL) 

COL IMI MER GEN AMI TIG RIF *FOS VAN 

22 16 32 32 4 256 2 4 64 >128 

23 16 32 32 4 256 2 2 128 >128 

24 32 32 32 4 512 2 2 64 >128 

25 64 64 32 16 512 16 4 32 >128 

26 32 32 32 4 128 2 2 64 >128 

27 32 64 16 2 2 0.5 4 >256 >128 

28 8 32 16 8 256 2 4 64 >128 

RES 
(n°/%) 

7 
(35%) 

19 
(95%) 

20 
(100%) 

11 
(55%) 

19 
(95%) 

1 
(5%) 

20 
(100%) 

19 
(95%) 

20 
(100%) 

ID: identificação dos isolados; COL: colistina, IMI: imipenem, TIG: tigeciclina, GEN: 
gentamicina, AMI: amicacina, MER: meropenem, RIF: rifampicina, *FOS: fosfomicina 
(ágar diluição); VAN: vancomicina. 

 

A CIM da fosfomicina para os isolados do presente estudo foi determinada com base 

nos métodos de ágar diluição com ênfase no método de microdiluição em caldo, 

realizadas em triplicata, sendo a microdiluição o método de padronização para avaliação 

das combinações antimicrobianas. Os dois métodos apresentaram resultados coerentes, 

apenas um isolado de A. baumannii (isolado 25) apresentou sensibilidade a fosfomicina.  

 

4.3.  Identificação de genes de resistência de 20 isolados de A. baumannii por 

PCR 

 

A técnica de PCR foi realizada para determinação de diferentes genes de resistência 

a carbapenêmicos, o gene blaOXA-51-like, intrínseco a A. baumannii, foi detectado em todos 

os isolados (n=20), o gene blaOXA-143-like esteve presente em 7 isolados (35%), blaOXA-23-

like em 10 isolados (50%) e o gene blaIMP em apenas três isolado (15%). Os genes blaOXA-

24, blaOXA-58 e os demais genes de metalo-β-lactamase (SPM, VIM, SIM, NDM) não foram 

detectados pela PCR. Genes que codificam proteínas de membrana externa como, carO 

(29 kDa) e omp33-36 kDa, foram detectados em todos os isolados, assim como genes 

responsáveis pela biossíntese do LPS (lpxA, lpxC, lpxD) e do sistema regulatório 

PmrCAB (pmrA, pmrB, pmrC). 
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4.4.  Análise das proteínas de membrana externa 

 

A avaliação de proteínas de membrana externa foi realizada para os sete isolados de 

A. baumannii resistentes a colistina, sendo que, para os isolados sensíveis a colistina os 

resultados foram obtidos de estudo prévio (Anexo 2).  

A Tabela 3 apresenta, em cruzes, a quantidade das três proteínas de membrana externa 

(kDa) relacionados, tanto ao CIM para os carbapenêmicos testados no estudo quanto para 

os genes de resistência aos β-lactâmicos detectados na PCR para os 20 isolados. 

 

Tabela 3. Proteínas de membrana externa dos 20 isolados de A. baumannii relacionados 
ao CIM dos carbapenêmicos e aos genes de resistência aos carbapenêmicos detectados 
pela PCR no estudo. FMUSP, São Paulo. 

ID 
Proteínas de Membrana 

Externa (kDa) 
Concentração Inibitória 

Mínima (µg/mL) 
β-lactamase 

(PCR) 
29 33-36 43 Imipenem Meropenem 

1 +++ +++ +++ 256 64 OXA-51 

2 + +++ +++ 32 128 OXA-51 
3 +++ +++ +++ 1 128 OXA-51 
4 + +++ + 32 128 OXA-51, 143 

5 +++ ++++ +++ 16 64 OXA-51 
6 + ++ A 128 128 OXA-51, 143; IMP 

9 +++ +++ +++ 128 64 OXA-51; IMP 
11 + +++ A 64 16 OXA-51, 143, 23 
13 A +++ A 64 32 OXA-51, 143 

14 + ++++ + 64 64 OXA-51, 143; IMP 

15 + + + 128 64 OXA-51 

18 +++ +++ +++ 16 16 OXA-51, 143, 23 
20 + +++ A 128 128 OXA-51, 143, 23 

22 ++ +++ +++ 32 32 OXA-51, 23 
23 ++ +++ +++ 32 32 OXA-51, 23 
24 ++ +++ +++ 32 32 OXA-51, 23 

25 ++ +++ +++ 64 32 OXA-51, 23 
26 ++ +++ +++ 32 32 OXA-51, 23 

27 ++ +++ +++ 64 16 OXA-51, 23 
28 ++ +++ +++ 32 16 OXA-51, 23 

ID: identificação dos isolados; (+++): intensidade da banda igual a cepa padrão, (++): 
intensidade da banda uma vez menor à cepa padrão, (+): intensidade da banda duas vezes 
menor à cepa padrão, (++++): intensidade da banda maior à cepa padrão, A: ausência da 
proteína. 
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4.5.  Perfil molecular dos isolados por PFGE 

 

De acordo com o software BioNumerics versão 7.1 (Applied Maths), foram gerados 

três clusters para os isolados resistentes a colistina e oito clusters para os isolados 

sensíveis a colistina (Anexo 1). 

A Figura 4 apresenta o dendrograma de avaliação da variabilidade genética dos 20 

isolados de A. baumannii, com os respectivos perfis clonais dos isolados resistentes e 

sensíveis a colistina. 

 

 
Figura 4. Dendrograma de avaliação da variabilidade genética para os 20 isolados de A. 

baumannii de acordo com identificação dos isolados e seus respectivos perfis clonais, ano 
de coleta, unidade de internação e CIM de colistina e imipenem. FMUSP, São Paulo. 
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4.6. Determinação dos efeitos das combinações antimicrobianas pelo método 

de checkerboard 

 

A avaliação do efeito sinérgicos dos 20 isolados de A. baumannii, realizado pelo 

método de checkerboard, foi determinado pelos métodos de interpretação two-well e CIF.  

Das 25 combinações realizadas entre os diferentes antimicrobianos, o maior número 

de efeitos sinérgicos encontrado, pelo método de two-well, foram entre fosfomicina-

amicacina (90%) seguidos de colistina-vancomicina (80%), colistina-rifampicina (65%) 

e fosfomicina-gentamicina (65%). Pelo método de CIF foram encontrados resultados 

sinérgicos somente para os isolados resistente a colistina, sendo para um isolado na 

combinação de colistina-vancomicina (5%) e para sete isolados na combinação de 

colistina-rifampicina (35%). 

Os resultados das 25 combinações realizadas por checkerboard com interpretação 

pelo método de two-well estão representadas na Figura 5. Efeito antagônico não foi 

observado em nenhuma combinação para ambos métodos de interpretação. 

 

 

Figura 5. Efeito das combinações antimicrobianas, realizados pelo método de 
checkerboard e interpretado pelo método de two-well para os 20 isolados de A. 

baumannii. FMUSP, São Paulo. 
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As combinações entre imipenem-vancomicina, tigeciclina-rifampicina e 

tigeciclina-fosfomicina não apresentaram efeitos sinérgicos em ambos métodos de 

interpretação. 

Entre os isolados sensíveis a colistina (n=13) a prevalência do efeito sinérgico, 

pelo método de two-well, continuou entre as combinações de colistina-vancomicina 

(69%), fosfomicina-gentamicina (77%) e fosfomicina-amicacina (100%). 

Pelo método de interpretação de CIF não foram encontrados resultados sinérgicos 

para os isolados sensíveis a colistina e efeito antagônico não foi observado. 

Para os isolados sensíveis a colistina, as combinações antimicrobianas de 

colistina-imipenem, imipenem-vancomicina, tigeciclina-rifampicina e tigeciclina-

fosfomicina não apresentaram nenhum resultado sinérgico pelo método de checkerboard. 

Para os isolados resistentes a colistina (n=7) o efeito sinérgico, pelo método de 

CIF, foi observado somente para as combinações entre colistina-vancomicina (14%) e 

colistina-rifampicina (100%). Para os mesmos isolados, pelo método de two-well, o efeito 

sinérgico foi observado em 16 combinações e estão representados na Figura 6. 

 

 

Figura 6. Efeito das combinações antimicrobianas, pelo método de checkerboard 
interpretado por two-well, para os 7 isolados resistentes a colistina. FMUSP, São Paulo. 
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4.7.  Determinação dos efeitos das combinações antimicrobianas pelo método 

de time-kill 

 

O teste de time-kill foi realizado para todos os isolados (n=20) de A. baumannii com 

as mesmas combinações antimicrobianas utilizadas para o checkerboard, afim de 

determinar o efeito das combinações antimicrobianas num período de 24 horas. O efeito 

sinérgico foi observado, pelo time-kill, com uma concentração mais baixa (0.5 x e 1.0 x 

os valores de CIM) que utilizado no tratamento clínico (2.0 a 8.0 x os valores CIM). 

O efeito sinérgico pelo time-kill foi observado em 84% das 25 combinações 

antimicrobianas testadas. As combinações de tigeciclina com gentamicina, rifampicina, 

fosfomicina e vancomicina não apresentaram efeito sinérgico ente os isolados. Todos os 

isolados com efeito sinérgico apresentaram diminuição de pelo menos 2 log10 no segundo 

tempo (2 h) do ensaio. Efeito antagônico não foi observado para nenhuma combinação. 

Nas combinações antimicrobianas testadas em concentrações mais altas (4 x CIM e 2 

x CIM), todos os isolados apresentaram resultados sinérgicos, exceto os isolados 2 e 23 

na combinação de tigeciclina-gentamicina e o isolado 18 na combinação de colistina-

gentamicina. Para as combinações nas concentrações de 0.25 x CIM e 0.125 x CIM, o 

efeito sinérgico só foi observado nas combinações entre colistina-vancomicina para todos 

os isolados.  

A Tabela 4 apresenta os resultados dos efeitos determinados pelos métodos de 

checkerboard (CIF e two-well) e time-kill para comparação entre os dois métodos 

utilizados, sendo representado apenas as combinações onde foram encontrados maiores 

efeitos sinérgicos, observando que o método de time-kill apresenta maior efeito sinérgico 

comparado ao checkerboard. 

Para melhor compreensão do efeito das combinações antimicrobianas foram 

construídas curva de morte de todos os isolados. A Figura 7 mostra a curva de morte de 

quatro isolados que representam diferentes efeitos das combinações. 
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Tabela 4. Comparação dos resultados obtidos pelos métodos de checkerboard e time-kill nas combinações com maior número de 
efeito sinérgico. FMUSP, São Paulo. 

ID 
Combinações antimicrobianas com maior efeito sinérgicos  

Col+Imi Col+Van Col+Mer Col+Rif Fos+Gen Fos+Ami 
 aCIF 2well bTK aCIF 2well bTK aCIF 2well bTK aCIF 2well bTK aCIF 2well bTK aCIF 2well bTK 

1 1.5/I I 2/2h 0.7/I S 3/2h 1.2/I S 2/2h 0.3/S S 6/2h 1.0/I S 3/2h 1.5/I S 2/2h 
2 2.0/I I 2/2h 1.0/I S 4/2h 2.0/I I 2/2h 0.5/S S 3/2h 2.0/I S 3/2h 1.2/I S 2/2h 
3 3.0/I I 6/4h 1.5/I I 3/2h 1.0/I I 2/2h 0.5/S S 6/2h 2.0/I S 6/2h 1.2/I S 2/2h 
4 1.5/I I 2/2h 0.7/I I 3/2h 2.0/I S 2/2h 1.5/I S 3/2h 2.0/I S 4/2h 1.2/I S 2/2h 
5 2.0/I I 6/2h 0.7/I S 3/2h 2.0/I I 2/2h 1.0/I S 2/2h 1.5/I I 3/2h 1.5/I S 3/2h 
6 1.5/I I 2/2h 1.5/I S 4/2h 1.2/I S 2/2h 1.0/I S 4/2h 1.5/I S 4/2h 1.2/I S 2/2h 
9 1.5/I S 2/2h 1.5/I S 4/2h 2.0/I I 2/2h 1.0/I I 2/2h 0.6/I S 4/2h 1.2/I S 2/2h 

11 2.0/I I 2/2h 1.0/I S 4/2h 2.0/I I 2/2h 0.7/I I 2/2h 2.0/I I 3/2h 1.2/I S 2/2h 

13 1.5/I I 6/2h 2.0/I I 4/2h 2.0/I I 2/2h 1.0/I I 2/2h 1.5/I S 4/2h 1.5/I S 2/2h 
14 2.0/I I 2/2h 1.5/I I 3/2h 2.0/I I 2/2h 1.0/I I 2/2h 1.2/I S 4/2h 2.0/I S 2/2h 
15 2.0/I I 2/2h 1.5/I S 4/2h 2.0/I I 2/2h 1.5/I I 2/2h 1.5/I S 2/2h 1.5/I S 2/2h 
18 1.5/I S 2/2h 2.0/I S 4/2h 2.0/I I 2/2h 1.2/I I 2/2h 2.0/I I 4/2h 1.5/I S 2/2h 
20 2.0/I I 2/2h 0.7/I S 4/2h 2.0/I I 2/2h 1.5/I I 2/2h 1.5/I S 3/2h 1.0/I S 2/2h 
22 0.7/I S 3/2h 0.6/I S 4/2h 1.2/I S 6/2h 0.1/S S 6/2h 2.0/I I 4/2h 1.2/I S 2/2h 
23 0.6/I S 2/2h 0.6/I S 4/2h 1.1/I S 2/2h 0.1/S S 5/2h 2.0/I I 4/4h 1.5/I S 2/2h 
24 1.5/I S 3/2h 0.6/I S 6/2h 1.2/I S 2/2h 0.1/S S 6/2h 2.0/I I 4/4h 1.5/I S 2/2h 
25 2.2/I S 2/2h 1.1/I S 6/2h 1.0/I S 6/2h 0.1/S S 3/2h 0.7/I S 3/2h 1.5/I S 2/2h 
26 0.7/I S 2/2h 1.0/I S 5/2h 1.0/I S 5/2h 0.1/S S 6/2h 2.0/I I 4/2h 1.5/I S 2/2h 
27 1.2/I S 4/2h 1.2/I S 4/2h 1.0/I S 6/2h 0.1/S S 6/2h 1.5/I S 4/2h 2.0/I I 2/2h 

28 0.7/I S 2/2h 0.1/S S 4/2h 1.0/I S 2/2h 0.1/S S 3/4h 1.0/I S 3/2h 2.0/I I 2/2h 

S(%) 0 45 100 5 80 100 0 50 100 50 65 100 0 65 100 0 90 100 
ID: identificação dos isolados; Col: colistina; Imi: imipenem; Mer: meropenem; Gen: gentamicina; Ami: amicacina; Rif: 
rifampicina; Fos: fosfomicina; I: indiferente; S: sinergismo; h: horas. aCIF (Concentração Inibitória Fracionada): CIF/efeito; bTK 
(time-kill): diminuição log/período da contagem. 
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Figura 7. Cinética de crescimento em função do tempo de diferentes combinações antimicrobianas. A- Fosfomicina com 
gentamicina (isolado 3), B- fosfomicina com amicacina (isolado 9), C- tigeciclina com amicacina (isolado 25) e D- colistina com 
vancomicina (isolado 26). FMUSP, São Paulo.
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4.8.  Análise do sequenciamento genômico  

 

A análise do sequenciamento genômico, realizada pelo Align Sequences Nucleotide 

BLAST e ResFinder 2.0 servers, mostrou a presença de genes de resistência a 

carbapenêmicos, não realizados pelo método de PCR, genes com função de virulência, genes 

envolvidos com a resistência aos aminoglicosídeos, rifampicina e fosfomicina. Os genes 

determinados pelo sequenciamento relacionados a resistência aos carbapenêmicos, 

aminoglicosídeos e fosfomicina estão apresentados na Tabela 5.  

Para os genes de virulência comparados a ATCC 19606, o gene ompA, relacionados a 

aderência, foi determinado para todos os isolados. Os genes envolvidos na formação de 

biofilme (adeFGH, bap, csuA/BABCDE, pgaABCD), estiveram presentes em todos os 

isolados, apenas o isolado 18 não apresentou o gene bap. Os genes codificadores das enzimas 

fosfolipase C e D (plc, plcd), assim como os genes codificadores de proteínas responsáveis 

pela evasão do sistema imune (lpxACDLM, lpsB), captação do ferro (bauDCEBA basCD) e 

estabilidade celular (pbpG) foram identificados em todos os isolados. Genes relacionados ao 

quorum-sensing (abaI), estiveram ausentes nos isolados resistentes a colistina. 

Quanto aos reguladores dos genes de virulência, GacSA e BfmRS, foram observadas 

substituições de aminoácidos nos genes gacS somente dos isolados resistentes a colistina em 

E510D, e substituições no gene bfmS em N453S de ambos isolados, resistentes e sensíveis a 

colistina. Os genes gacA e bfmR não apresentaram substituições de aminoácidos. 

Como análise complementar da virulência, foi analisado os SNPs de dois isolados 

resistentes a colistina (23 e 25) em comparação com o isolado 28 todos pertencentes ao 

ST233; os isolados apresentaram mutações em alguns genes relacionados a formação do 

biofilme, aderência e captação de ferro. As mutações encontradas estão apresentadas na 

Tabela 6.  

Os genes envolvidos na síntese do LPS como, lpxA, lpxC e lpxD foram encontrados em 

todos os isolados assim como os genes do sistema regulatório PmrCAB.  

 A sequência de inserção ISAba1 foi encontrada a montante dos genes blaOXA-51 e blaOXA-

23, a sequência de inserção ISAba11 foi encontrada somente em um isolado sensível a 

colistina. 
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Com relação a bomba de efluxo foram determinados genes das três bombas (AdeABC, 

AdeFGH, AdeIJK) e seus reguladores, pertencentes a família RND, relacionadas com a 

resistência de diferentes antimicrobianos. 

Entre os genes rpoB e gyrA, relacionados com a resistência a rifampicina, foram 

determinados para todos isolados sem substituição de aminoácidos quando comparados com 

a cepa referencia ATCC 19606, pelo MAFFT. 

Quanto a resistência a fosfomicina, não foi encontrado nenhum gene relacionado ao 

sistema de transporte UhpT, já ao sistema GlpT os genes não apresentaram alterações de 

aminoácidos. Contudo, foi determinado o gene ptsP, sinônimo ao gene ptsI de E. coli com 

grande número de substituições de aminoácido comparado a cepa referência ATCC 19606, 

também foi determinado o gene cyaA com mutações, ambos envolvidos com alteração do 

nível de cAMP. Genes codificadores de glutatione-S-transferase (fosA) foram encontrados 

em todos os isolados e o gene codificador de epoxide hydrolase (fosX) foi encontrado 

somente entre os isolados sensíveis a colistina. 
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Tabela 5. Genes de mecanismos de resistência determinados pelo sequenciamento genômico total pela metodologia Ion Torrent e 
Illumina para quinze isolados de A. baumannii. FMUSP, São Paulo. 

ID Cluster 
ST 

(Oxford) 
CC 

Genes de resistência a 
carbapenêmicos 

Genes de resistência a 
aminoglicosídeos 

Genes de 
resistência a 
fosfomicina   

1 G 472 283 blaOXA-51-like, blaIMP-like aacA4, aac(6')-31, aadA1 fosA 

3 F 236 103 blaOXA-51-like aph(3´)-Vla, aadA1 fosA, fosX 

4 E 339 St blaOXA-51-like, blaOXA-143-like aadB, strA, strB fosA 

6 F 236 103 blaOXA-51-like, blaIMP-like aadA1, aph(3´)-Vla fosA, fosX  

11 I 407 St blaOXA-51-like, blaOXA-23-like aph(3´)-Vla fosA, fosX 

13 E1 339 St blaOXA-51-like, blaOXA-143-like aph(3')-Vla, aadB fosA 

18 J 407 St blaOXA-51-like, blaOXA-23-like aph(3´)-Vla fosA, fosX 

20 K 339 St blaOXA-51-like, blaOXA-143-like aph(3')-VIa, aadB, strA, strB fosA 

22 A1 233 113 blaOXA-51-like, blaOXA-23-like, blaTEM-1 aph(3')-VIa, aadA1, strA, strB fosA 

23 A 233 113 blaOXA-51-like, blaOXA-23-like, blaTEM-1 aph(3´)-Vla, aadA1, strA, strB fosA 

24 A1 233 113 blaOXA-51-like,  blaTEM-1 aph(3´)-Vla, aadA1, strA, strB fosA 

25 A2 233 113 
blaOXA-51-like, blaOXA-23-like, blaOXA-88-

like, blaTEM-1 
aph(3´)-Vla, aadA1, strA, strB fosA 

26 A 233 113 blaOXA-51-like, blaOXA-23-like, blaTEM-1 aph(3´)-Vla, aadA1, strA, strB fosA 

27 C 407 St blaOXA-51-like, blaOXA-23-like NI fosA 

28 B 233 113 blaOXA-51-like, blaOXA-23-like, blaTEM-1 aadA1, strA, strB fosA 

ID: identificação dos isolados; ST: Sequence typing; CC: complexo clonal; St: singletons; NI: Não identificado 
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Tabela 6. Genes de virulência com mutações dos isolados de A. baumannii resistentes a colistina 23 e 25 comparados ao isolado 
28. FMUSP, São Paulo. 

Genes 
Fator de 
virulência 

Produtos 

Mudanças de Nucleotídeos 
Mudanças de 
Aminoácidos 

Isolado 23 Isolado 25 
Tipo de 
Variante 

Variante 
Tipo de 
Variante 

Variante 

bap 
Biofilme, 
Aderência 

Hemolysin-type calcium-binding domain-
containing protein 

NS A-T NS A-C 
V122A 

     NS G-A 
csuD Biofilme Protein CsuD Ausente Ausente NS T-C Q76K 

pgaA Biofilme Protein YcdS precursor Ausente Ausente SI A-G 
Ausente 

     SI T-A 

pgaB Biofilme 
Hemin storage signal peptide protein - 
xylanase/chitin deacetylase 

Ausente Ausente SI A-G Ausente 

pgaC Biofilme 
Hemin storage system HmsR protein - 
glycosyltransferase 

Ausente Ausente NS A-C 
R399T, A400C, R401S, 
W402L, V403G, S404K 

bauB Acinetobactin 
ABC-type enterochelin transport system, 
periplasmic component 

Ausente Ausente DL CG-C A305Q, S307Q, Q321K 

basD Acinetobactin High-molecular-weight protein 2 Ausente Ausente IN G-GT Ausente 
tonB Acinetobactin TonB-dependent receptor protein NS T-A Ausente Ausente 

P30T, T51N, A94T    NS G-T    
 

 
NS G-T   

NS: Não-Sinônimo; SI: Sinônimo; DL: Deleção; IN: Inserção. Abreviações dos aminoácidos: V-Valina, A-Alanina, Q-Glutamina, 
K-Lisina, R-Arginina, T-Treonina, C-Cisteína, S-Serina, W-Triptofano, L-Leucina, G-Glicina, P-Prolina, N-Asparagina.
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4.9.  Identificação de mutação genética no sistema regulatório PmrCAB e genes 

da biossíntese do LPS 

 

Quando comparados entre si, os isolados sensíveis a colistina, 03 e 06 mostraram a 

mesma sequência de aminoácidos para PmrA, PmrB, PmrC e pertenciam ao mesmo ST103, 

no entanto, o isolado 18 mostrou uma sequência diferente em comparação com outras 

sensíveis e pertencia ao ST407. Enquanto os isolados resistentes a colistina, pertencentes ao 

ST233 mostraram a mesma sequência de aminoácidos para PmrA, PmrB, PmrC entre eles, 

porém diferente das sensíveis. 

Quando comparado com a ATCC 19606 o PmrA do isolado 18 foi idêntico a cepa 

referência, porém os demais isolados sensíveis apresentaram quatro de substituição, I18T; 

T44N; E133Q; T67S, enquanto para PmrB e PmrC a substituição de aminoácidos não foi 

observada. 

Substituições de aminoácido foram observados em todos os isolados resistentes a 

colistina e estão apresentados na Tabela 7.  

Para LpxA não foi observada substituição de aminoácidos para ambos os isolados 

sensíveis e resistentes, para LpxC a substituição ocorreu em N287D para todos os isolados e 

para LpxD os isolados sensíveis apresentaram substituições em Y75D e K117E, e os isolados 

resistentes em V3A, Y75D e K117E. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados | 70 
 

 

Tabela 7. Substituição de aminoácidos e expressão dos genes pmrC, pmrA e pmrB dos 
isolados de A. baumannii resistentes a colistina. FMUSP, São Paulo. 

Genes Isolados Aminoácidos substituídos Expressão (2-ΔΔCt) 

pmrA 22 D82G, S119T 0.94 

 23 D82G, S119T 0.95 

 24 Indeterminado 0.88 

 25 M12K 0.80 

 26 D82G, S119T 0.95 

 27 Sem substituição 0.01 

 28 S119T 0.86 

pmrB 22 M1V, S14L, G21V, V227A, N440H 0.61 

 23 G21V, V227A, N440H 1.00 

 24 Indeterminado 0.59 

 25 V227A 0.16 

 26 V227A, N440H 0,71 

 27 R181C, V227A, R320G, N440H 0,67 

 28 P127L, V227A, N397H 0.41 

pmrC 22 N116D, V227I, N284D 0.88 

 23 R46Q, N116D 0.93 

 24 Indeterminado 0.69 

 25 L26F, N116D, I343V, P345N, Q346K, H351S, 
S352Q 

0.41 

 26 N116D 0.90 

 27 N116D, R125H, N300D, A370S e V486I 0.16 

 28 N116D 0.73 

Super expressão foi considerada acima de 0.5 de acordo com 2-ΔΔCt; Abreviações dos 
aminoácidos: A-Alanina, D-Aspartato, F-Fenilalanina, G-Glicina, H-Histidina, I-Isoleucina, 
K-Lisina, L-Leucina, M- Metionina, N-Asparagina, P-Prolina, Q-Glutamina, R-Arginina, S-
Serina, T-Treonina, V-Valina.  
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4.10. MLST determinados nos isolados sequenciados 

 

Por meio da análise do banco de dados PubMLST foi determinando cinco tipos diferentes 

de ST. Para os isolados sensíveis a colistina foi determinado o ST236 pertencentes ao CC103, 

ST472 ao CC283, ST339 singleton, para os isolados resistentes a colistina foi determinado o 

ST233, pertencente ao CC113 e o ST407 singleton foi determinado tanto para isolados 

resistentes como sensível a colistina. A Tabela 8 apresenta os ST e CC respectivamente 

relacionados com os perfis moleculares de cada isolado. 

 

Tabela 8. Perfil molecular dos isolados submetidos ao sequenciamento do genoma total 
(n=15) e seus respectivos ST e CC. FMUSP, São Paulo. 

Isolados 
Perfil de resistência 

a colistina 
Perfil 
Clonal 

Sequence 
Type 

Complexo 
Clonal 

01 S G 472 283 
03 S F 236 103 
04 S E 339 Singleton 
06 S F 236 103 
11 S I 407 Singleton 
13 S E1 339 Singleton 
18 S J 407 Singleton 
20 S K 339 Singleton 
22 R A1 233 113 
23 R A 233 113 
24 R A1 233 113 
25 R A2 233 113 
26 R A 233 113 
27 R C 407 Singleton 
28 R B 233 113 

S: sensível; R: resistente 
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4.11. Expressão gênica do sistema regulatório PmrCAB e dos genes da biossíntese 

do LPS por meio da PCR quantitativa 

 

A reação de PCRq foi realizada utilizando SYBR Green I. Devido à baixa especificidade 

deste corante alguns critérios, como análise do pico da curva de dissociação foram 

rigidamente analisados na validação do ensaio. Assim, foram consideradas viáveis somente 

as amostras com pico único e dentro do eixo esperado da curva de dissociação (Anexo 3). 

A investigação do operon PmrCAB de expressão relativa foi comparada com a cepa 

sensível a colistina (ATCC 19606), a superexpressão foi considerado acima de 0.5 de acordo 

com 2-ΔΔCt. A expressão foi independente da presença ou ausência de colistina. Entre os 

isolados resistentes a colistina, a superexpressão foi observado para todos os genes do operon 

PmrCAB, exceto para o isolado 25 que superexpressou apenas o gene pmrA e o isolado 28 

os genes pmrA e pmrC e o isolado 27 que super expressou somente pmrB. Os isolados 

sensíveis a colistina apresentaram expressão do PmrCAB <0.50. 

A Tabela 7 apresenta a relação entre as substituições de aminoácidos dos isolados 

resistentes a colistina e o nível de expressão. 

Para os genes da biossíntese de LPS, a super expressão estava presente apenas em um 

isolado sensível a colistina e um isolado resistente a colistina, entre os isolados sensíveis, o 

isolado 03 super expressou o gene lpxA e para isolados resistentes, o 23 super expressou o 

lpxA e lpxC. A super expressão do gene lpxD não foi observada. 

 

4.12. Avaliação dos efeitos das combinações antimicrobianas e dos mecanismos de 
resistência 

 
 
 A avaliação dos resultados das combinações em comparação aos mecanismos de 

resistência desenvolvidos pelos isolados de A. baumannii demonstrou que entre os isolados 

resistentes a colistina o sinergismo é predominante nas combinações que envolvem colistina.  

Com relação aos carbapenêmicos a variabilidade de efeitos das combinações foi maior 

comparada aos demais antimicrobianos testados, porém os isolados que apresentam MBL 

parecem apresentar maior efeito sinérgico para as combinações antimicrobianas envolvendo 

imipenem e para os isolados que apresentam diferentes OXA, o efeito sinérgico é menor. 
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Para as combinações com aminoglicosídeos o efeito sinérgico foi mais frequente entre os 

isolados que apresentaram menores números de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos. 

Essa relação entre efeito sinérgico e mecanismos de resistência não foi verificada para as 

combinações envolvendo tigeciclina. Já para as combinações envolvendo fosfomicina, o 

efeito sinérgico pode sofrer influencia dos mecanismos de resistência as drogas combinadas 

a ela. As combinações com fosfomicina e aminoglicosídeos foram as que apresentaram 

melhor resultados, os efeitos indiferentes observador entre fosfomicina-gentamicina estão 

entre isolados sensíveis a gentamicina, porém que apresentam maior número de enzimas 

modificadoras de aminoglicosídeos. 

A Tabela 9 apresenta os mecanismos de resistência de cada isolado e a porcentagem dos 

efeitos sinérgicos de cada grupo de drogas combinados.
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Tabela 9. Avaliação dos mecanismos de resistência dos 20 isolado de A. baumannii com relação aos resultados sinérgicos apresentados para cada grupo de drogas 
testados. FMUSP, São Paulo. 

ID PFGE 
CIM (µg/mL) OMP Mecanismos de Resistência (PCR e sequenciamento) Sinergismo por grupos de ATB (%) 

COL IMI MER AMI GEN TIG RIF FOS 
29 

kDa 

33-36 
kDa 

43 
kDa 

Carbapenêmicos Aminoglicosídeos Fosfomicina 
Col 

(n=8) 
Imi 

(n=6) 
Tig 

(n=6) 
Fos 

(n=5) 
Ami 
(n=8) 

1 G 2 256 64 128 32 1 4 128 +++ +++ +++ OXA-51, IMP-1 
aacA4, aac(6')-31, 

aadA1 
ptsP*,cyaA*, fosA,  63 67 0 100 63 

2 E 2 32 128 128 32 0.5 4 128 + +++ +++ OXA-51 NI NI 50 0 0 80 38 

3 F 1 1 128 128 2 1 4 128 +++ +++ +++ OXA-51 aph(3')-VIa 
ptsP*,cyaA*, fosA, 

fosX 
13 17 17 80 38 

4 E 2 32 128 128 64 0.5 4 128 + +++ + OXA-51, OXA-143 aadB, strA, strB ptsP*,cyaA*, fosA,  50 0 17 60 38 
5 H 2 16 64 64 128 4 4 128 +++ ++++ +++ OXA-51 NI NI 25 17 0 20 13 

6 F 1 128 128 128 32 1 4 128 + ++ A OXA-51, IMP-1 aadA1, aph(3´)-Vla 
ptsP*,cyaA*, fosA, 

fosX 
38 50 17 40 50 

9 G1 0.5 128 64 128 16 1 8 256 +++ +++ +++ OXA-51, IMP-1 NI NI 50 83 0 60 63 

11 I 0.5 64 16 128 2 0.5 4 128 + +++ A OXA-51, OXA-23 aph(3')-VIa 
ptsP*,cyaA*, fosA, 

fosX 
38 17 17 40 50 

13 E1 0.5 64 32 128 64 0.25 4 128 A +++ A OXA-51, OXA-143 aph(3')-Via, aadB ptsP*,cyaA*, fosA,  13 0 17 40 38 

14 D 0.5 64 64 128 64 0.5 4 128 + ++++ + 
OXA-51, OXA-143, 
IMP-1 

NI NI 13 83 33 60 63 

15 I1 0.5 128 64 128 64 2 2 128 + + + OXA-51 NI NI 13 17 0 40 38 

18 J 1 16 16 256 2 0.5 4 128 +++ +++ +++ OXA-51, OXA-23 aph(3´)-Vla 
ptsP*,cyaA*, fosA, 

fosX 
38 33 17 20 50 

20 K 0.5 128 128 256 64 0.5 4 128 + +++ A OXA-51, OXA143 
aph(3')-VIa, aadB, 

strAB 
ptsP*,cyaA*, fosA,  25 33 17 40 63 

22 A1 16 32 32 256 4 2 4 64 ++ +++ +++ 
OXA-51, OXA-23, 
TEM 

aph(3')-VIa, aadA1, 

strAB 
ptsP*,cyaA*, fosA,  50 17 0 20 13 

23 A 16 32 32 256 4 2 2 128 ++ +++ +++ 
OXA-51, OXA-23, 
TEM 

aph(3')-VIa, aadA1, 

strAB 
ptsP*,cyaA*, fosA,  50 17 0 20 13 

24 A1 32 32 32 512 4 2 2 64 ++ +++ +++ 
OXA-51, OXA-23, 
TEM 

aph(3')-VIa, aadA1, 

strAB 
ptsP*,cyaA*, fosA,  50 17 17 20 25 

25 A2 64 64 32 512 16 16 4 32 ++ +++ +++ 
OXA-51, OXA-23, 
OXA-88, TEM 

aph(3')-VIa, aadA1, 

strAB 
ptsP*, fosA,  50 0 0 60 25 

26 A 32 32 32 128 4 2 2 64 ++ +++ +++ 
OXA-51, OXA-23, 
TEM 

aph(3')-VIa, aadA1, 

strAB 
ptsP*,cyaA*, fosA,  50 33 17 20 38 

27 C 32 64 16 2 2 0.5 4 >256 ++ +++ +++ OXA-51, OXA-23 Ausente ptsP*,cyaA*, fosA,  50 33 33 20 50 

28 B 8 32 16 256 8 2 4 64 ++ +++ +++ 
OXA-51, OXA-23, 
TEM 

aadA1, strA, strB ptsP*,cyaA*, fosA,  63 0 17 60 25 

ID: identificação dos isolados; OMP: proteínas de membrana externa ([+++]: intensidade da banda igual a cepa padrão, [++]: intensidade da banda uma vez menor à cepa padrão, [+]: intensidade 
da banda duas vezes menor à cepa padrão, [++++]: intensidade da banda maior à cepa padrão, A: ausência da proteína); P: presença; NI: não identificado/sem sequenciamento; genes com 
mutação*. 



Discussão | 75 
 

 

5. DISCUSSÃO 

 

 

A do presente estudo é a avaliação da terapia combinada para o tratamento de 

infecções por A. baumannii multidroga resistente e a análise de determinantes genéticos 

atuantes na resistência antimicrobianas e virulência por métodos diferenciados como o 

sequenciamento genético.  

Nos últimos anos, A. baumannii produtor de oxacilinases tem sido cada vez mais 

relatado em países asiáticos (IRFAN, 2011) e em muitos outros países, incluindo o Brasil, 

e está associado com a resistência à carbapenêmicos (GROSSO, 2011; CHAGAS, 2014).  

Avanços na tecnologia de sequenciamento do genoma revolucionaram o estudo da 

resistência aos antibióticos. Essas novas ferramentas são capazes de avaliar no mesmo 

experimento, mecanismos de resistência e patogenicidade dos micro-organismos. Tan e 

cols (2013) afirmam que alguns métodos laboratoriais podem fornecer informações 

filogenéticas muito limitadas, e seus resultados podem não identificar distinção genética 

com os mesmos clones e entre clones diferentes. Assim, o sequenciamento do genoma 

completo é necessário para análise epidemiológica e determinação de perfis de resistência 

a antibióticos. 

No nosso estudo os genes de resistência e com função de virulência, presentes nos 

isolados de A. baumannii, foram determinados por análise comparativa usando 

sequencias genéticas depositadas no GeneBank. Alguns autores também utilizam 

ferramentas para comparação das sequencias genéticas, fazendo uso de genomas 

completos ou parciais, dependendo do objetivo do estudo (TAN, 2013; SAHL, 2013; 

ZHU, 2013).  

Oxacilinases já relatadas em estudos prévios no país foram identificadas em nossos 

isolados clínicos. Entre os cinco principais subgrupos filogenéticos, os genes blaOXA-51-

like, localizados cromossomicamente tem sido utilizado como um marcador específico da 

espécie para a identificação de A. baumannii (TURTON, 2005; FIGUEIREDO, 2011). 

Este gene foi identificado em todos os isolados do estudo, seguidos da ISAba1. Contudo, 

a presença de blaOXA-51-like não se correlaciona com o nível de resistência a 

carbapenêmicos pois o gene é regulado pela sequência de inserção (IS) ISAba1, indicando 

que a resistência a carbapenêmicos não pode ser inferida a partir da detecção exclusiva 

desse gene (CORVEC, 2007). Em contraste, os genes que codificam OXA-23, OXA-24, 
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e OXA-58 são consistentemente associadas com a resistência ou susceptibilidade 

reduzida a imipenem, entre essas, OXA-23, apresenta-se como a mais prevalente em 

Acinetobacter spp. em todo o mundo (D´AREZZO, 2011). No Brasil, A. baumannii 

tornou-se particularmente problemático devido à sua prevalência e a resistência a 

carbapenem, geralmente decorrente de oxacilinase, a maioria envolvendo produtores de 

OXA-23 (CHAGAS, 2009). 

A OXA-23 foi identificada em 45% dos nossos isolados (n=20). Essa enzima foi 

bastante relatada em estudos brasileiros, em especial nas regiões sul e sudeste (DALLA-

COSTA, 2003; GROSSO, 2011; CHAGAS, 2014), assim como em outros países 

(ROLAIN, 2016). Estudos anteriores realizados no Brasil revelam um aumento da 

incidência de surtos hospitalares causadas por A. baumannii MDR, em um estudo 

realizado de janeiro de 2006 a setembro de 2007, em oito hospitais no Rio de Janeiro, 

mostrou que entre 110 isolados de A. baumannii resistente ao imipenem, 87.3% eram 

produtores de OXA-23 (CARVALHO, 2009). Assim como o estudo de Cortivo e cols 

(2015) que evidenciou que 87,3% dos isolados de A. baumannii carreavam ambos os 

genes blaOXA-23-like e blaOXA-51-like. Outro estudo brasileiro analisou as características 

genotípicas de 46 isolados A. baumannii MDR de oito hospitais do Estado do Paraná e 

descreveu que todos os isolados carreavam o blaOXA-23-like (CIESLINSKI, 2013). 

Outra carbapenemase presente nos nossos isolados foi a OXA-143 detectada desde 

2004 no país (HIGGINS, 2009) com três variantes relatada atualmente (GIRLICH, 2014; 

ZANDER, 2014). Alguns estudos brasileiros relatam a presença da OXA-143, como 

reportado por Antonio e cols (2011) que avaliaram 30 isolados de A. baumannii 

resistentes a carbapenêmicos e mostraram que 70% dos isolados carregavam o gene 

blaOXA-143. Por outro lado, Werneck e cols (2011) avaliaram 83 isolados de A. baumannii 

resistentes a carbapenêmicos de 17 hospitais encontrando o gene blaOXA-143 em apenas 

8.4% das cepas. Portanto, a importância de blaOXA-143 no país precisa ser mais bem 

explorada.  

 Por meio da análise do genoma completo também identificamos um gene codificador 

de OXA-88, relacionada ao OXA-51, com uma diferença de 5 a 8 aminoácidos. Essa 

oxacilinase foi descrita por KOH e cols (2007) em Singapura, mas não havia sido 

identificada anteriormente no Brasil. Da mesma forma, estudo conduzido por Liu e cols 

(2014), determinou a presença de genes de resistência e grandes variações genéticas 

relacionadas as ilhas genômicas em isolados de A. baumannii. 



Discussão | 77 
 

 

No presente estudo foi observado a presença de oxacilinases e metalo-β-lactamase 

como IMP em isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenêmicos. Contudo, entre 

as carbapenemases, as metalo-β-lactamases tem um maior impacto na concentração 

inibitória mínima. As metalo-β-lactamases conferem um elevado nível de resistência e 

seus genes podem ser transferidos horizontalmente (WALSH, 2008). No entanto, poucos 

estudos relatam a presença de IMP nos isolados de A. baumannii no Brasil. Acinetobacter 

baumannii produtor de IMP-1 tem sido restrito em alguns hospitais do estado de São 

Paulo (GALES, 2003; MENDES, 2007). Recentemente uma nova classe, IMP-10 foi 

reportado por Cayô e cols (2015) em isolados de A. baumannii de um hospital terciário 

de São Paulo. 

Outro estudo de sequenciamento genômico que determinou diferentes genes 

relacionados a resistência antimicrobiana em A. baumannii foi realizado por Ou e cols 

(2015), nesse estudo foram descritos genes relacionados a bomba de efluxo, também 

responsáveis pela resistência a diversas classes de antimicrobianos (COYNE, 2010; 

ROSENFELD, 2012; YOON, 2013). O mesmo foi observado no estudo atual, por 

exemplo, três conjuntos de sistemas de bombas de efluxo da família RND (AdeABC, 

AdeFGH e AdeIJK) e seus respectivos reguladores (AdeRS, AdeN e AdeL). 

No presente estudo foram analisadas as três proteínas de membrana externa mais 

comumente relatados em A. baumannii resistentes a carbapenêmicos, OMP 43 kDa, 33-

36 kDa e 29 kDa (CATEL-FERREIRA, 2012). A OmpD, de 43 kDa, esteve ausente em 

quatro isolados do presente estudo, os respectivos isolados apresentaram CIM elevado 

para os carbapenêmicos, imipenem e meropenem, e efeito sinérgico de combinações com 

carbapenêmicos não foi observado para um isolado que apresentou ausência tanto da 

OMP 29 kDa como da OMP 43 kDa. A relação entre proteínas de membrana externa e 

efeito das combinações antimicrobianas não é relatada em estudos de avaliação do efeito 

sinérgico. No entanto a ausência de proteínas envolvidas com a resistência a 

carbapenêmicos pode estar envolvida com a ausência de resultados sinérgicos nas 

combinações com carbapenêmicos. 

A resistência a fosfomicina deste estudo foi interpretada considerando diferentes 

mecanismos de resistência a fosfomicina de outras espécies Gram-negativas, tais como 

E. coli e P. aeruginosa. Mecanismos de resistência a fosfomicina não são descritos em A. 

baumannii. O principal mecanismo de resistência a fosfomicina em E. coli ocorre devido 

mutações nos genes ptsI e cyaA relacionados com o nível de cAMP (adenosina 
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monofosfato cíclico), que precisam estar associados aos substratos para expressão dos 

genes do sistema de transporte. Também a fosfomicina pode inativar a enzima MurA por 

ligação ao sítio ativo do resíduo de Cys115 (ZHU, 2012). Aqui, a substituição de 

Val132Ala de MurA foi identificada em todos os isolados até mesmo no isolado com 

menor CIM a fosfomicina. 

No presente estudo, foi identificado o gene ptsP com função sinónima ao ptsI em E. 

coli, bem como, o gene cyaA, ambos apresentaram uma grande diferença da sequência de 

aminoácidos, quando comparado com A. baumannii ATCC 19606, sugerindo uma 

possível mutação que modifica o sistema de transporte da droga, contudo, nenhuma 

substituição foi observada quando comparado ao A. baumannii MDR-TJ. Também 

presente nos isolados do atual estudo estão as proteínas FosA e FosX, já relatadas como 

responsáveis por resistência a fosfomicina em P. aeruginosa (BERNAT, 1997). 

Em 2010, segundo dados americanos, 45 e 49% dos isolados de Acinetobacter eram 

resistentes a imipenem e meropenem, respectivamente, e a maioria dos isolados, 

entretanto, permaneceram sensíveis à colistina (QUEENAN, 2012). Na última década 

houve o aparecimento de isolados resistentes a colistina, mostrando-se cada vez mais 

frequentes, principalmente após o tratamento de infecções por isolados resistentes a 

carbapenêmicos (CAI, 2012). O que reforça a necessidade de estudos aprofundados do 

mecanismo de resistência a polimixinas. Entre os ST determinados no presente estudo, o 

ST233 (CC113) e ST236 (CC103) já foram relatados em estudo conduzido por Coelho-

Souza e cols (2013), dois isolados sendo um sensível e um resistente a colistina, 

respectivamente, apresentou-se como singletons (ST407), assim como o ST339, os 

mesmos foram descritos por Clímaco e cols (2013). De acordo com a análise por eBURST 

os isolados sensíveis a colistina pertenciam ao CC103 e CC283, já os isolados resistentes 

a colistina ao CC113. A este respeito, a maioria dos isolados de A. baumannii OXA-23 

reportados na América Latina têm sido comumente relatadas como pertencente aos 

mesmos complexos clonais (GROSSO, 2011; MARTINS, 2013; RAMÍREZ, 2013; 

STIETZ, 2013). 

 Para entender a relação entre mutação e resistência à colistina, substituições de 

aminoácidos de pmrA, pmrB e pmrC entre isolados sensíveis e resistentes de A. baumannii 

foram avaliados. Alguns estudos relataram que a superexpressão dos genes pmrA e pmrB 

é causada por mutação e está envolvido com a resistência a colistina, no entanto, 
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diferentes sequências de aminoácidos em isolados de A. baumannii pode ser devido a 

diferentes origens genéticas (BECEIRO, 2011; PARK, 2011). 

O que reforça nossos resultados onde, tanto os isolados sensíveis como os resistentes 

mostraram substituições de aminoácidos, e esta substituição foi diferente entre os 

diferentes tipos de ST.  No entanto, a superexpressão foi observada apenas nos isolados 

resistentes a colistina. Estes resultados podem indicar que a substituição de aminoácidos 

seja parcialmente responsável pela resistência, porém, a superexpressão dos genes do 

sistema seja essencial para resistência, dados consistentes com estudo de Park e cols 

(2011). 

Mutações no gene pmrC podem levar a superexpressão do mesmo, aumentando 

consequentemente a produção de fosfoetanolamina, essa mesma hipótese é suportada por 

diferentes autores (SNITKIN, 2013; ROLAIN, 2011). Alguns estudos relataram 

substituições de aminoácidos similares ao presente estudo. A substituição de S119T 

presente no gene pmrA dos nossos isolados resistentes a colistina também foram 

observados no estudo de Arroyo e cols (2011), assim como a substituição e M12K por 

O´Hara e cols (2013). A mesma substituição de A227V no gene pmrB também foi 

observada no estudo de Adams e cols (2009). Curiosamente nossos isolados resistentes a 

colistina apresentaram substituição de N116D, a qual não é descrita em estudos prévios. 

Para avaliar a expressão dos genes do sistema regulatório PmrCAB nos isolados 

resistentes a colistina, foi realizado PCRq. Adams e colaboradores (2009) mostraram que 

nos isolados resistentes a colistina ocorreu tanto a superexpressão do gene pmrA quanto 

deleção parcial do gene pmrB. A superexpressão nos genes ocorreu em todos os isolados 

resistentes a colistina do presente estudo. Por outro lado, a resistência a colistina também 

pode ser induzida pelo pH ácido e, em menor escala, pela suplementação de Fe3+, é 

possível que o pmrB interage com outras proteínas reguladoras de resposta (Al-

KHODOR, 2009). Beceiro e cols (2011), também reportaram aumento da expressão de 

pmrA e pmrB em todos os isolados resistentes e observou mudanças no lipídio A com a 

superexpressão do pmrC.  

Foram escolhidos isolados sensíveis colistina com perfis distintos por PFGE para 

observar uma possível diferença entre os mecanismos de resistência e efeito sinérgico. 

Apesar da origem clonal distinta desses isolados, o efeito sinérgico foi semelhante para 

os isolados que apresentavam o mesmo mecanismo de resistência.  
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A avaliação da combinação antimicrobiana tem se mostrado importante para o 

tratamento de infecções por bactérias multirresistentes. A natureza e a extensão da 

interação de drogas são geralmente determinadas em estudos in vitro, alguns métodos são 

utilizados para analisar os dados experimentais da interação, ou seja, sinérgico, 

indiferente ou antagônicos (ZHAO, 2010). Entretanto, a correlação dos achados in vitro 

com a resposta clínica ainda precisa ser validada em ensaios clínicos controlados. 

Uma variedade de métodos para interpretar os resultados do sinergimos pode ser 

usada e estes métodos podem conduzir a resultados diferentes. Bonapace e cols (2002) 

analisaram diferentes métodos para interpretar os resultados de checkerboard mostrando 

que a concordância mais baixa foi encontrada entre ensaios de CIF e time-kill, essa 

discrepância entre os dois métodos também foi observada no presente estudo, 

considerando a padronização de interpretação desejável para diminuir resultados 

discordantes. 

Neste estudo o efeito sinérgico foi observado em ambos os métodos, checkerboard e 

time-kill, porém com uma discrepância relevante entre eles. Estudo realizado por Leite e 

cols (2015), mostra que o método de time-kill é padrão ouro para interpretação da 

avaliação das combinações antimicrobianas contra A. baumannii, assim como para outros 

micro-organismos Gram-negativos. No entanto, o presente estudo mostra a presença de 

sinergismo em determinados grupos de antimicrobianos, independente dos métodos de 

avaliação e é possível observar que contra isolados resistentes a colistina o sinergismo é 

mais frequente quando usado colistina nas combinações. 

Estudos anteriores, in vitro, mostraram que a proporção de sinergismo de 

combinações entre colistina-carbapenêmicos contra A. baumannii atinge > 80% 

(ZUSMAN, 2013). Em nosso estudo as combinações de colistina-carbapenêmicos 

mostram altas taxas de sinergismo principalmente contra os isolados resistentes a 

colistina. 

Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avaliou a combinação de 

fosfomicina com diferentes classes de antimicrobianos usando time-kill contra isolados 

de A. baumannii com diferentes mecanismos de resistência. Um estudo, realizado com 

oito isolados de A. baumannii provenientes do sul da Tailândia em 2008, avaliou a 

combinação de fosfomicina com imipenem, colistina e sulbactam usando checkerboard 

e time-kill, todos foram sensíveis a colistina e mostrou 12,5% de sinergismo para 
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combinação de fosfomicina e colistina pelo método de checkerboard 

(SANTIMALEEWORAGUN, 2011).  

Encontramos frequente efeito sinérgico com fosfomicina e aminoglicosídeos contra 

isolados de A. baumannii sensíveis e resistentes a colistina no presente estudo. No 

entanto, combinações com fosfomicina e aminoglicosídeos são pouco relatados na 

literatura. Apenas um estudo mostra a eficácia da combinação de fosfomicina com 

amicacina, gentamicina e outros antimicrobianas para apenas um isolado de A. baumannii 

(KASTORIS, 2010). Outro estudo realizado por Montgomery e cols (2014), avalia a 

combinação de fosfomicina-amicacina por um sistema de inalação contra isolados Gram-

negativos para tratamento de pneumonias e afirmam que o efeito da combinação é 

promissor para o tratamento. Contudo, o uso de fosfomicina para tratar infecções por A. 

baumannii é controverso, dados usando fosfomicina intravenosa são escassos.  A. 

baumannii geralmente mostram altos níveis de CIM para fosfomicina e pontos de corte 

não são bem definidos pelo CLSI e EUCAST e o uso isolado dessa droga no tratamento 

de infecções por A. baumannii não é preconizado. (KARAGEORGOPOULOS, 2012; 

MARTINEZ-MARTINEZ, 1996).  

Por outro lado, um estudo publicado recentemente, mostrou que os pacientes que 

receberam terapia combinada com colistina-fosfomicina tiveram uma resposta 

microbiológica favorável e menor mortalidade comparada aos pacientes que receberam 

colistina sozinha (SIRIJATUPHAT, 2014). Assim, o uso de fosfomicina como terapia 

combinada para o tratamento de Acinetobacter spp é promissora in vitro e estudos clínicos 

são muito importantes para estabelecer a sua utilização para o tratamento de infecções 

causadas por este micro-organismo (SIRIJATUPHAT, 2014). 

Existem numerosos dados que suportam a atividade antimicrobiana aumentada 

quando polimixinas são adicionados a outros agentes antimicrobianos in vitro. Uma 

recente meta-análise concluiu que, contra A. baumannii, esta atividade é mais 

pronunciada quando polimixinas estão combinadas com um carbapenêmico, rifampicina 

ou glicopeptídeos (NI, 2015).  

Aqui foi observado que colistina-rifampicina apresentou um dos maiores efeitos 

sinérgicos contra isolados resistente a colistina, esta combinação é muito reportada contra 

isolados de A. baumannii, apresentando alto efeito sinérgico (DONG, 2014; LEE, 2016; 

WEI, 2016) porém pouco relatada em isolados resistentes a colistina. A eficácia das 

combinações envolvendo colistina contra isolados resistentes a essa droga é apontado 
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num estudo bastante recente realizado por Hong e cols (2016), que avaliaram o efeito 

sinérgico entre colistina com rifampicina e carbapenêmicos. A combinação, colistina-

rifampicina, é também sugerida como tratamento de A. baumannii MDR, tanto em 

estudos in vitro como in vivo, principalmente relatos de casos (GIAMARELLOS, 2001; 

SOUHAIL, 2016). Um estudo prospectivo, randomizado, com pequeno número de 

pacientes que apresentou maior cura microbiológica no grupo da combinação colistina-

rifampicina, sendo 71% dos 15 pacientes em comparação com o grupo de colistina 

sozinha com 59% dos 13 pacientes (AYDEMIR, 2013). Recentemente outro estudo com 

combinações envolvendo rifampicina evidenciou resultados sinérgicos maiores de 30% 

contra 73 isolados clínicos de A. baumannii MDR (BAI, 2015). Existe um estudo 

realizado por Li e cols (2007), que mostrou efeito sinérgico para os 17 isolados de A. 

baumannii, provenientes de um hospital da Austrália entre os anos de 2002-2004, 

resistentes a colistina, o autor afirma que é muito provável que a membrana externa das 

cepas resistentes a colistina tornam-se mais permeáveis e que, a susceptibilidade aos 

demais antibióticos aumente. 

Combinações com vancomicina também tem mostrado resultados favoráveis contra 

isolados de A. baumannii MDR. Diferentes estudos relataram a atividade da combinação 

de colistina-vancomicina contra isolados de A. baumannii (GORDON, 2010; 

VIDAILLAC, 2012; O´HARA, 2013). Um deles avaliou seis isolados de A. baumannii 

pelo método do checkerboard, sinergismo foi detectado em quatro deles (GORDON, 

2010). O outro estudo incluiu apenas três isolados de A. baumannii resistente a colistina 

e mostrou efeito sinérgico para todos os isolados (O´HARA, 2013). O estudo realizado 

por Vidaillac e cols (2012), mostrou que todas as combinações testadas incluindo 

colistina-vancomicina foram sinérgicas contra isolados de A. baumannii (n = 4) com três 

linhagens distintas. Apesar do efeito sinérgico ser observado na maioria dos isolados 

testados, o número de amostra nos estudos foi pequeno, fazendo-se necessário uma 

avaliação em maior número de cepas para um resultado mais concreto.  

De acordo com estes autores, a colistina poderia romper a membrana externa o que 

facilitaria a penetração do glicopeptídeo através da membrana e expor o sítio alvo da 

parede celular (GORDON, 2010; O´HARA, 2013). Outro estudo recente com 

combinações de colistina-vancomicina apresentou resultados sinérgico para 9/10 isolados 

resistentes a colistina (PERCIN, 2014). O efeito sinérgico de colistina-vancomicina é um 

resultado interessante, já que, no ambiente de terapia intensiva, a combinação empírica 
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para paciente séptico geralmente é um beta-lactâmico mais vancomicina e, em hospitais 

com altos índices de MDR, polimixina é adicionado ao tratamento. Por outro lado, esta 

combinação pode envolver riscos, tais como insuficiência renal aguda, porém, impacto 

na mortalidade ainda não foi demonstrada (KALIN, 2012; GARNACHO-MONTERO, 

2013). Essa combinação promissora, já foi avaliada em pacientes pediátricos com 

infecção grave por A. baumannii MDR, num período de dois meses em um hospital 

universitário de Roma, não apresentando efeitos adversos após a administração das 

drogas combinadas (CECCARELLI, 2015). 

No presente estudo, apesar da elevada sensibilidade à tigeciclina, demonstramos que 

poucas combinações usando tigeciclina apresentavam efeito sinérgico. Alguns estudos 

apontam que as combinações com tigeciclina não apresentam diferença significantes nas 

contagens de colônias mesmo após a adição de outras drogas (MUTLU, 2012; DINC, 

2013). O efeito sinérgico alcançado, no presente estudo, foi mais comum entre tigeciclina-

amicacina, similar ao estudo anterior, relatado por Peterson e cols (2006), que reportam 

56% de efeito sinérgico em combinação com tigeciclina. No entanto, dois estudos 

anteriores reportam a redução no número de contagem de colônias entre 4-6 horas, nas 

combinações de tigeciclina-amicacina, seguidos de recrescimento após esse período, o 

mesmo perfil foi observado para nossos isolados com efeito indiferente às combinações 

com tigeciclina, os autores supõem que uma superexpressão de bomba de efluxo explique 

o fenômeno (PRINCIPE, 2009; MOLLAND, 2008).  

As combinações de colistina-vancomicina, colistina-imipenem, fosfomicina-

amicacina tiveram alta taxa de sinergismo contra os isolados de A. baumannii MDR 

produtores de OXA-23. Assim como fosfomicina-amicacina contra A. baumannii MDR 

produtores de OXA-143. No entanto, o uso das combinações antimicrobianas deve ser 

testado em cenários clínicos pois, as diferenças na epidemiologia de genes de resistência 

podem influenciar a eficácia do tratamento de combinação de antibióticos. As 

discrepâncias dos mecanismos de resistência entre isolados de diferentes centros podem 

explicar, pelo menos em parte, por que esquemas de combinação relatado como bem-

sucedida na literatura não foram bem-sucedidas entre os nossos ensaios. Fan e cols 

(2016), mostraram que nas combinações entre colistina e carbapenêmicos, por exemplo, 

os efeitos sinérgicos são maiores contra os isolados que apresentam CIM baixas para 

carbapenêmicos. Assim como, combinações de colistina não apresentam vantagens 

contra isolados sensíveis a colistina. Zusman e cols (2013) mostraram que a taxa de 
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sinergismo de colistina combinado com carbapenêmicos contra A. baumannii atingiu 

mais de 80%.  

No presente estudo foi possível observar que as combinações com carbapenêmicos 

foram mais sinérgicas para os isolados produtores de metalo-β-lactamase, assim como, 

maior sinergismo nas combinações com aminoglicosídeos para os isolados com menor 

número de AME. Porém, estudos que correlacionam mecanismos de resistência e efeito 

sinérgico são escassos. Um estudo recente afirma que as combinações de colistina 

mostram-se mais promissoras contra isolados resistentes a colistina, principalmente em 

combinações envolvendo carbapenêmicos, rifampicina e glicopeptídeos (BAE, 2016).  

Tratando-se da virulência, pouco se sabe sobre o verdadeiro repertório potencial de 

virulência ou patogenicidade do A. baumannii. A habilidade de A. baumannii em produzir 

biofilme é um dos fatores que contribui para sua sobrevivência em ambientes hospitalares, 

assim como a produção de enzimas e algumas proteínas que facilitam sua aderência e 

destruição celular (PELEG, 2012). Entre os fatores de virulência que mais se destacam 

em A. baumannii (CHOI, 2005; CHOI, 2008), foram determinados pelo sequenciamento, 

genes responsáveis pela integridade celular, aderência e formação de biofilme (ompA, 

pgaABCD, csuABCDE, abaI,). A OmpA, um membro das proteínas da membrana 

externa, foi determinada a contribuir, significativamente, para a doença que provoca o 

potencial do agente patogênico, e contribuir para a apoptose da célula (CHOI, 2005). 

Genes responsáveis pela codificação de proteínas estruturais do píli desempenham papel 

importante na colonização, propagação em superfícies e formação do biofilme 

(TOMARAS, 2003). Um mecanismo para a persistência A. baumannii em ambientes 

hospitalares é a presença de um gene de adesão, envolvidos na formação de biofilme e de 

pílus, o operon csuABCDE. A sua presença tem sido associada com a persistência de A. 

baumannii em superfícies abióticas (TOMARAS, 2003). A. baumannii contém o lócus 

pgaABCD, a supressão deste lócus leva a perda do fenótipo de biofilme, esse lócus é 

responsável pela codificação de polissacarídeos que compõe a matriz externa do biofilme, 

mantendo a integridade da estrutura (CHOI, 2009). 

A expressão de genes com função de virulência não é eficaz em densidades celulares 

baixos, uma vez que não consegue escapar ao sistema imune do hospedeiro. Em A. 

baumannii, moléculas sinalizadoras de quorum-sensing, codificadas pelo gene abaI, 

mostra influência na formação de biofilme, que é um importante fator de virulência 

responsáveis por sua resistência e sobrevivência em ambientes abióticos (GADDY, 
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2009). Curiosamente, no presente estudo, isolados resistentes a colistina não 

apresentaram o gene abaI. 

Diferentes reguladores dos genes de virulência já foram identificados em isolados de 

A. baumannii como, por exemplo, GacSA, é um regulador de virulência global de dois 

componentes essenciais para desenvolvimento de doenças. Mutações no gene gacS, 

sensor kinase, altera a expressão de genes envolvidos com a síntese de píli, motilidade e 

formação de biofilme, assim como para o regulador BfmRS, responsável por controlar 

formação de biofilme e aderência celular (CERQUEIRA, 2014). Curiosamente, nos 

isolados do presente estudo, as substituições de aminoácidos do gene gacS, estiveram 

presente somente entre os isolados resistentes a colistina, e para o gene bfmS substituição 

de aminoácido em todos os isolados.  

A comparação dos isolados resistentes a colistina mostrou mutações em alguns genes 

de virulência. Apesar do isolado 28 pertencer ao mesmo ST dos demais isolados 

resistentes a colistina, este isolado pertencia a um clone diferente e os outros isolados, 

apresentam algumas mutações não-sinónimas, principalmente o isolado 25. As mutações 

presentes nos genes de virulência, envolvidos com formação de biofilme, aderência e 

captação de ferro não são relatados por outros autores. No entanto, Peleg e cols (2012) 

afirmam que as espécies que não possuem operons de virulência relacionados, 

especialmente, ao acinetobactin, podem explicar a sua dificuldade de sobreviver no 

modelo murino e a sua associação com uma menor mortalidade em estudos clínicos. 

Contudo, diferentes avaliações são necessárias para confirmação da virulência pelo 

agente infeccioso. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

� As combinações antimicrobianas com melhor efeito sinérgico foram observadas 

entre colistina-rifampicina, colistina-vancomicina e fosfomicina-

aminoglicosídeos, podendo ser uma opção de terapia combinada e os mecanismos 

de resistência parecem estar envolvidos com os efeitos sinérgicos. 

� Combinações de diferentes classes de antimicrobianos com colistina apresentaram 

grande proporção de sinergismo contra isolados de A. baumannii resistentes a 

colistina. Por outro lado, combinações com carbapenêmicos apresentaram maior 

efeito sinérgico para isolados que apresentaram metalo-β-lactamases. 

� Combinações com aminoglicosídeos foram melhores para isolados que 

apresentaram menor número de enzimas modificadores de aminoglicosídeos e 

tigeciclina não apresentou bons resultados em combinação apesar de todas as 

cepas serem sensíveis a este antibiótico.  

� A resistência a colistina está envolvida com a superexpressão do gene pmrA, 

porém as mutações nos genes do sistema de dois componentes parecem não se 

relacionar com a superexpressão.  

� A ativação de genes nos isolados resistentes a colistina ocorreu 

independentemente da presença da droga, indicando que a superexpressão do gene 

é constitutiva e não induzido pela presença de colistina. 

� A resistência aos aminoglicosídeos é decorrente da produção de enzimas 

modificadores de aminoglicosídeos. 

� Fosfomicina mostrou-se resistente por alteração do sistema de transporte GlpT. 

� Foram encontrados diferentes genes de virulência envolvidos com formação de 

biofilme, aderência, produção de enzimas e captação de ferro. 

� Os isolados pertenciam a ST236 CC103, ST233 CC113 e ST472 CC283. Os 

ST407 e ST339 eram singleton, todos previamente descritos no Brasil.   

� Os isolados resistentes a colistina, apesar de pertencerem ao mesmo ST, 

apresentaram mutações em genes de virulência envolvendo formação de biofilme 

(bap, csuD, pgaABC) e também em genes envolvidos com captação de ferro 

(bauB, basD, tonB).
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7. ANEXOS 

 

 

 

Anexo 1. Eletroforese em gel de campo pulsado realizado com enzima de restrição 
ApaI para os 20 isolados de A. baumannii. FMUSP, São Paulo. PM: Peso Molecular; 
coluna 1: Cepa controle (ATCC 19606); colunas de 2 a 14: respectivos isolados (1, 2, 
4, 3, 6, 5, 11, 9, 18, 13, 14, 15 e 20) sensíveis a colistina; colunas de 15 a 21: respectivos 
isolados (22, 25, 24, 23, 26, 28, 27) resistentes a colistina. 
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Anexo 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida das proteínas de membrana externa. PM 
– Peso Molecular (kDa), 11 e 20 – isolados sensíveis a colistina, 22 a 28 – isolados 
resistentes a colistina, 22Rcol a 28Rcol – isolados resistentes a colistina cultivados na 
presença de colistina. FMUSP, São Paulo. 

 

 

Anexo 3. Curvas de dissociação realizadas no estudo para amplificação do 
gene de referência 16S para determinação da eficiência do ensaio. FMUSP, 
São Paulo. 
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