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RESUMO 
 

 
Acinetobacter baumannii (Ab) é um dos principais agentes de infecção 
hospitalar, principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). A principal 
característica da bactéria é a sua resistência intrínseca a diversos 
antimicrobianos, o que favorece sua persistência no ambiente hospitalar, 
causando infecções de difícil controle e tratamento. Nos esquemas 
terapêuticos, os antibióticos carbapenêmicos são os fármacos de escolha, 
porém nos últimos anos a resistência a estas drogas tem aumentado 
drasticamente em função da emergência e disseminação de cepas produtora 
de carbapenemases [i.e., oxacilinases (OXA) e metalo-beta-lactamases (MβL)]. 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a produção de enzimas 
carbapenemases do tipo OXA e MβLs, em 36 amostras multirresistentes de A. 
baumannii, previamente triadas, provenientes de 8 hospitais brasileiros, 
durante 2004/2008. A caracterização fenotípica e genotípica dos isolados foi 
realizada por meio da determinação de CIM, hidrólise enzimática e PCR para 
pesquisa dos genes blaOXA e blaMβL, assim como seqüências de inserção 
(ISAba-1, ISAba-3) responsáveis pela mobilização dos determinantes de 
resistência do tipo blaOXA. Finalmente a análise da diversidade genética foi realizada 
por ERIC-PCR com análise de clusters por coeficiente de Dice. Todos os 36 
isolados apresentaram 100% de resistência para imipenem (CIM90 > 64 μg/mL), 
meropenem, ceftazidima, ciprofloxacina e piperacilina/tazobactam, enquanto que 
os antibióticos com maior atividade in vitro foram a ampicilina/sulbactam 
(61,2%) > tobramicina (61,1%) > gentamicina (47,3%) > amicacina (28%). Em 
todos os isolados foi confirmada a presença intrínseca dos genes blaOXA-51 e 
ISAba-1, não apresentando colinearidade entre eles, enquanto que 41,6% dos 
isolados carregaram a combinação dos genes ISAba-1/blaOXA-23 (Genbank 
accession FJ628170), um isolado (2,7%) carregou a combinação de genes 
ISAba3/blaOXA-58/ISAba3 (Genbank accession FJ492877) e dois isolados (5,5%) 
clonalmente relacionados, carregaram o gene blaOXA-72 (Genbank accession 
FJ969387). Surpreendentemente, em um centro hospitalar foi documentada a 
presença de um surto de infecção por Ab produtor de OXA-23. Finalmente a 
tipagem epidemiológica dos isolados revelou a presença de 13 clusters, sendo 
que 8 diferentes clusters carregavam o gene blaOXA-23. Em resumo, nossos 
resultados confirmam a disseminação de cepas produtoras de OXA-23 
associadas com ISAba-1 no Brasil, assim como a presença intrínseca do gene 
blaOXA-51 em Ab. Por outro lado, este é o primeiro relato de isolados 
carbapenem resistentes carregando os genes blaOXA-58 e blaOXA-72 em hospitais 
brasileiros, os quais aparentemente surgiram em 2004 e 2008, respectivamente.  
Palavras-chave: Infecção hospitalar, Acinetobacter baumannii, Resistência. 
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ABSTRACT 

 
 
Acinetobacter baumannii (Ab) is a leading cause of hospital infection, mainly in 
intensive care units. The main characteristic of the bacterium is its intrinsic 
resistance to diverse antimicrobial agents, which contribute to persistence in 
hospital environments causing infections of difficult control and treatment. In 
therapeutic schedules, carbapenems are choice antibiotics, however in recent 
years the resistance to these drugs has increased drastically in function of the 
emergency and dissemination of carbapenemase-producing isolates [i.e., 
oxacilinases (OXA) and metalo-beta-lactamases (MβLs)]. The aim of this work 
was to evaluate the production of OXA- and MβL-like carbapenemases, in 36 
isolates previously screened as multidrug-resistant (MDR) A. baumannii, 
recovered from 8 Brazilian hospitals, during 2004/2008. Phenotypic and 
genotypic characterization of MDR Ab was carried out using CIM determination, 
enzymatic hydrolysis and PCR for screening of the blaOXA- and blaMβL-like 
genes, and insertion sequences (ISAba-1, ISAba-3) responsible for mobilization 
of blaOXA-like gene cassettes. Analysis of genetic relationship was carried out by 
ERIC-PCR with analysis of clusters for Dice`s coefficient. All of the 36 isolates 
showed 100% resistance to imipenem (CIM90 > 64 μg/mL), meropenem, 
ceftazidime, ciprofloxacin and piperacillin/tazobactam, whereas antibiotics 
exhibiting a best in vitro activity were ampicillin/sulbactam (61.2%) > tobramicin 
(61.1%) > gentamicin (47.3%) > amikacin (28%). Presence of blaOXA-51 and 
ISAba-1 genes was confirmed in all isolates, not presenting collinearity between 
them, whereas 41.6% isolates carried the ISAba-1/blaOXA-23 gene array 
(Genbank accession FJ628170). One Ab isolate harbored the ISAba-3/blaOXA-

58/ISAba-3 gene array (2.7%) (Genbank accession FJ492877) and 5.5% of Ab 
isolates harbored the blaOXA-72 gene (Genbank accession FJ969387). 
Surprisingly, an outbreak of infection with MDR Ab producing OXA-23 enzyme 
was documented. Finally the ERIC-PCR typing revealed the presence of 13 
clusters, of which 8 different clusters carried the blaOXA-23 gene. In summary, our 
results confirm the dissemination of OXA-23-producing Ab isolates associated 
with the ISAba-1 gene, in Brazil, as well as the intrinsic presence of the blaOXA-51 
gene cassette. On the other hand, this is the first report of carbapenem-
resistant Ab isolates harboring genes blaOXA-58 and blaOXA-72 recovered in 
Brazilian hospitals, which most likely emerged in 2004 and 2008, respectively.  
Keywords: Hospital infection. Acinetobacter baumannii. Resistance.  
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 O microrganismo 
 

Taxonomicamente, membros do gênero Acinetobacter spp. encontram-

se agrupados na família Moraxellaceae. Morfologicamente Acinetobacter spp. 
são cocobacilos Gram-negativos, não fermentadores de glicose, aeróbios 

estritos, imóveis, catalase positiva e oxidase negativa. Apresentam as melhores 

faixas de crescimento entre 20 e 30 °C e raramente reduzem o nitrato. 

(BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996; BOUVET; GRIMONT, 1986). São 

capazes de resistir ao dessecamento e a amplas faixas de temperatura e pH 

(BROWN; AMYES, 2006; COELHO et al., 2004). 

Os membros do gênero Acinetobacter podem ser identificados 

presuntivamente por meio da coloração do Gram, apresentando-se na forma de 

cocobacilos Gram-negativos ou dispostos como diplococos. Crescem bem em 

ágar MacConkey, onde formam colônias de coloração levemente rosadas, 

devido à pouca oxidação da lactose, convexas, translúcidas ou opacas. 

Acinetobacter baumannii é sacarolítico e acidifica a maioria dos carboidratos no 

meio de oxidação e fermentação (OF), sendo identificado pela produção de 

ácido a partir da glicose (WINN et al., 2006). 

Membros do gênero Acinetobacter são saprófitas de vida livre que podem 

ser facilmente isolados do solo, água, ar e alimentos (CROMBACH et al.,1989; 

BROOKS; WALCZAK; HAMEED, 2000). Podem, também, ser encontrados no 

ambiente clínico, onde são isolados como comensais de pele, principalmente 

das axilas e virilha, da equipe médica e de pacientes (TOWNER, 1997), os 

quais podem ser considerados os principais reservatórios destas espécies em 

casos de surtos de infecções hospitalares (GO et al., 1994; MULIN et al., 1995). 

São encontrados ocasionalmente na cavidade oral e no trato respiratório de 

indivíduos saudáveis (ROSENTHAL; TAGER, 1975) ou ainda, isolados de 

urina, fezes e secreções vaginais (MARCHAIM et al., 2007). Apesar de não 

fazerem parte da microbiota do trato digestivo, estudos realizados por MULIN et 
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al. (1995) e TIMSIT et al. (1993) verificaram, com grande frequência, colonizações 

desses agentes no trato digestivo de pacientes internados em Unidades de 

Terapia Intensiva (UTIs). 

Até o momento, já foram descritas 32 geno-espécies de Acinetobacter 
spp. com base na homologia do DNA. (MURRAY; HOSPENTHAL, 2009; 

NEMEC et al., 2009).  Os grupos 1 (A. calcoaceticus), 2 (A. baumannii), 3 e 

13TU, relatados por TJERNBERG & URSING (1989), são muito semelhantes e 

recebem a denominação de Complexo A. calcoaceticus - A. baumannii, sendo 

o Acinetobacter baumannii a principal espécie associada a surtos de infecções 

nosocomiais. (BERGOGNE-BÉRÉZIN; TOWNER, 1996).  

Estes microrganismos são considerados patógenos oportunistas 

(BERGOGNE-BÉRÉZIN; TOWNER, 1996), causando infecções principalmente 

em pacientes imunocomprometidos (VON GRAEVENITZ et al., 1995). 

A principal característica do Acinetobacter baumannii é sua resistência 

intrínseca, apresentam genes de resistência a desinfetantes e antibióticos, o 

que favorece sua sobrevivência no ambiente (WISPLINGHOFF et al., 2007). 

Estes microrganismos propagam-se facilmente de um paciente para 

outro e, o fato de resistirem à dessecação por longos períodos, poderia explicar 

sua propensão em causar surtos epidêmicos prolongados (GALES et al., 2001; 

ZARRILLI et al., 2004).  

 
 
1.2 Patogenicidade e fatores de risco 

 
As bactérias não fermentadoras podem causar doenças graves em 

humanos (APPELBAUM; SPANGLER; SOLLENBERGER, 1986). As infecções 

mais frequentes causadas por A. baumannii são pneumonia, septicemia, 

infecções do trato urinário e meningite secundária. Podem ocorrer, ainda, 

infecções de pele, de tecido mole (TOWNER, 1997; SCERPELLA et al.,1995; 

CEFAI et al., 1990) e infecções abdominais (FOURNIER; RICHET, 2006). 
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O sequenciamento do DNA do A. baumannii possibilitou a identificação 

de genes que favorecem a sua sobrevivência ambiental, como os genes de 

virulência associados à formação de estruturas de aderência em vidros e 

plásticos, relacionados com a produção de biofilmes e aderência à célula 

epitelial humana, além de genes de resistência a desinfetantes e antibióticos 

(WISPLINGHOFF et al., 2007). 

Experimentos in vitro identificaram vários fatores relacionados à 

virulência em A. baumannii, tais como a proteína de membrana externa 38 

(OMP38), associada à indução de citotoxicidade com consequente apoptose de 

células epiteliais (CHOI et al., 2008), e os mecanismos de aquisição de ferro, 

sugerindo a presença de sideróforos (DORSEY; BEGLIN; ACTIS, 2003). 

 A resistência ao complemento do soro humano deve-se à presença de 

lipopolissacarídeos e da cápsula exopolissacarídica (JANKOWSKI, 1992), a 

qual bloqueia o acesso do complemento à parede celular bacteriana e previne 

a ativação por caminhos alternativos do complemento, sendo o principal fator de 

virulência, protegendo a bactéria das defesas do hospedeiro (JOLY-GUILLOU, 

2005). Mais recentemente, os lipopolissacarídeos do A. baumannii têm sido 

associados com a ativação do sistema imune por indução de uma resposta 

inflamatória durante pneumonia em modelo murino (KNAPP et al., 2006). 

Os fatores de risco associados às infecções causadas por A. baumannii 
são o uso de procedimentos diagnósticos e terapêuticos invasivos, como a 

ventilação mecânica, o uso de dispositivos, como catéteres intravenosos, 

urinários e tubos de drenagem (SCERPELLA et al.,1995). Portanto, o tempo 

prolongado de internação de pacientes em hospitais acaba sendo um fator de 

risco para aquisição de infecções causadas por A. baumannii (CISNEROS; BANO, 

2002; KOELEMAN et al., 2001). Além disso, a imunossupressão torna os 

pacientes mais susceptíveis a estas infecções (VON GRAEVENITZ et al., 1995). 

Outros fatores que predispõem a infecções são queimaduras, traumatismos 

e prematuridade nos neonatos, permanência em unidades em que o A. baumanni 
é endêmico e a hidroterapia usada para tratar pacientes com queimaduras 

(WISPLINGHOFF; PERBIX; SEIFERT, 1999).  
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Dados recentes denotam o Acinetobacter baumannii como um dos 

principais patógenos encontrados em infecções de feridas de militares que 

retornam de confrontos (ARONSON; SANDERS; MORAN, 2006). 

Geralmente, os surtos de infecção iniciam-se com a colonização de um 

paciente susceptível e a subsequente transmissão para outros pacientes 

internados em um centro médico, sendo as mãos da equipe médica um veículo 

frequente de transmissão. (VAN DEN BROEK et al., 2006).  

O ambiente hospitalar é considerado um importante reservatório para o 

A. baumannii que sobrevive em ambientes secos, podendo ser isolado de 

vários locais como roupas de cama, cortinas, mobílias e equipamentos. Os 

pacientes podem ser colonizados por estes microrganismos por períodos 

prolongados, podendo, muitas vezes, passar despercebidos se o surto não for 

detectado (VAN DEN BROEK et al., 2006). 
 

 

1.3 Epidemiologia 
 

Na última década, o A. baumannii MR tem sido relatado como o principal 

patógeno nosocomial em várias partes do mundo, sendo responsável por 

vários surtos (Figura 2) (VILLEGAS; HARTSTEIN, 2003), resultando em 

aumentos significativos de mortalidade e de custos (ZHOU et al., 2007).  

Os estudos de WILSON et al. (2004) associaram infecções por 

Acinetobacter baumannii com uma taxa de mortalidade de aproximadamente 

30% em pacientes internados em unidade de queimados de um hospital 

universitário. LEE et al. (2005) demonstraram que o Acinetobacter baumannii 
foi o segundo microrganismo mais frequente isolado de culturas de pacientes 

com pneumonia nosocomial, tendo a maioria ido à óbito após tratamento com 

terapia inadequada. KWON et al. (2007) mostraram um aumento de 44,5% na 

taxa de mortalidade de pacientes com bacteremia por Acinetobacter baumannii 
resistente ao imipenem que foram tratados com antibióticos inadequados. A 

utilização indiscriminada de antimicrobianos, além de causar resistência 

microbiana, tem possibilitado o aumento de morbidade por doenças 
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infecciosas, especialmente em países em desenvolvimento como o Brasil 

(WANNMACHER; FERREIRA, 2004). 

Em 1993, foi relatado um surto causado por isolados de A. baumannii 
multirresistentes nas UTIs do Hospital das Clínicas da Universidade de São Paulo 

(LEVIN et al, 1996). A partir de então, vários surtos foram relatados em 

hospitais brasileiros. (COSTA et al., 2000; DALLA-COSTA et al., 2003; GALES 

et al., 2003a; SADER et al., 2005a; VON DOLINGER et al., 2005; ANTONIO et 
al., 2008a; ANTONIO et al. 2008b; CARVALHO et al., 2009). Estudos 

multicêntricos têm mostrado que o A. baumannii está entre as principais 

espécies associadas a infecções hospitalares no Brasil. A ordem de frequência 

varia de acordo com o tipo de estudo. O SENTRY, um programa mundial e 

longitudinal de vigilância em resistência a antimicrobianos, relatou no período 

de janeiro de 1997 a dezembro de 2001 que o Brasil apresentou o maior 

número de isolados de Acinetobacter spp. (n = 400) associados à infecção na 

América Latina, sendo o percentual de resistência ao imipenem de 8,5% 

(TOGNIM et al., 2004). Nos estudos de SADER et al. (2005a), o Brasil 

apresentou uma prevalência de isolados resistentes aos carbapenens que 

variou de 6% a 11%. Já o MYSTIC, que promove dados de vigilância 

antimicrobiana em UTIs do Brasil, estudando UTIs de sete grandes centros 

brasileiros, relatou uma taxa de resistência ao imipenem em A. baumannii de 

10,4% em 2002 (MENDES et al., 2005). Infelizmente, estes microrganismos 

têm se tornado endêmicos em vários hospitais (MANIKAL et al., 2000).  
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Figura 1. Ocorrência de infecções por A. baumannii produtores de OXA-23 em estados 
brasileiros. *Prevalência de isolados de A.b produtores de OXA-23, OXA-58 e OXA-72. Fonte: 
DALLA-COSTA et al., 2003; CARVALHO et al., 2009; MOSTACHIO et al., 2009; MARTINS et 
al., 2009; LINCOPAN et al., 2010; ANTONIO et al., 2010; SCHIMITH BIER et al., 2010.  
 

 

Vários surtos de infecção têm sido causados por Acinetobacter spp. 
resistentes a várias classes de antibióticos, como imipenem (GO et al., 1994), 

cefalosporinas (SCERPELLA et al., 1995; MULIN et al., 1995), fluoroquinolonas 

(VILLERS et al., 1998) e amicacina (BUISSON et al., 1990). 

Em um estudo de caso-controle realizado em um hospital na Turquia em 

2004, todos os pacientes que apresentaram infecções nosocomiais por 

Acinetobacter baumannii demonstraram que a ocorrência desse tipo de 

infecção esteve relacionada à permanência do paciente no hospital e que esta 

ocorrência poderia ser favorecida pelo uso prévio de antibióticos e, ainda, por 
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múltiplos processos invasivos, como o uso de tubos endotraqueais, catéteres 

intravenosos, ventriculares ou urinários (JOLY-GUILLOU, 2005). 

SMOLYAKOV et al. (2003) demonstraram que a terapia prévia com 

aminoglicosídeos e a admissão em Unidades de Terapia Intensiva estiveram 

associadas com a multirresistência nesta espécie. Já nos estudos de LEE et al. 
(2003), a exposição prévia às cefalosporinas de terceira geração e ao 

imipenem foram fatores de risco para a ocorrência de resistência em infecções 

nosocomiais. DEL MAR TOMAS et al. (2005) relataram que a administração de 

imipenem como monoterapia foi um fator de risco para colonização e infecção 

por A. baumannii multirresistente. 

As manifestações clínicas nas infecções nosocomiais causadas por 

Acinetobacter baumannii variam de acordo com os estudos realizados. Nos 

estudos de WISE & TOSOLINI (1990), casos de infecções do trato urinário 

foram associados com o uso de catéteres e foram mais frequentes em centros 

de reabilitação do que em UTIs. SIEGMAN-IGRA et al. (1993) relataram casos 

de meningite entre os pacientes que fizeram neurocirurgias. Nos estudos de 

CISNEROS et al. (1996), pneumonia e infecções de corrente sanguínea 

estiveram associadas com uma morbimortalidade consideravelmente elevada 

(52%). Já os estudos de DAVIS et al. (2005) demonstraram que as infecções 

de ferida têm ocorrido principalmente em pacientes que apresentam 

queimaduras severas ou traumatismos.  

De acordo com a epidemiologia da resistência bacteriana, podem 

ocorrer variações local, nacional e mundial. Geralmente os surtos envolvem 

poucos pacientes e a prevalência da resistência é mais elevada em unidades 

de terapia intensiva (LIVERMORE, 2003). 

Podem ocorrer variações no perfil de resistência entre países ou 

continentes (LIVERMORE, 2003) e mesmo entre hospitais e entre unidades de 

um hospital. Isso enfatiza a importância da vigilância local na determinação da 

terapia mais adequada (CISNEROS; BANO, 2002) e a implementação de 

medidas de controle de infecção (FALAGAS; BLIZIOTIS; SIEMPOS, 2006).  
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Segundo MARCHAIM et al. (2007), os integrantes da Reunião 

Internacional para o Estudo e Prevenção da Resistência Antimicrobiana 

Emergente definiram as infecções por A. baumannii resistente aos 

carbapenêmicos como um evento de sentinela global, exigindo rápidas 

intervenções epidemiológicas e microbiológicas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Ilustração dos países que tiveram relatos de surto por A. baumannii resistente aos 
carbapenens. Em vermelho, surtos relatados antes de 2006 e em amarelo surtos relatados 
após 2006. Fonte: PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008.  
 
 
 
1.4 Antibioticoterapia 
 

As infecções por Acinetobacter baumannii são de difíceis controle e 

tratamento, devido à sua capacidade de sobrevivência ambiental prolongada e 

à sua habilidade em desenvolver resistência a múltiplos agentes antimicrobianos 

(CISNEROS; RODRIGUES-BANO, 2002; CISNEROS et al., 2005).  

A descoberta do Streptomyces cattleya e de seus produtos, no final da 

década de 70, originou uma classe de antimicrobianos  β-lactâmicos, 

denominados carbapenens, que agrupam compostos que variam na estrutura 

química,  na  estabilidade  à  ação  de  β-lactamases e no espectro de ação 

(MOELLERING; ELIOPOULOS; SENTOCHNIK, 1989). São considerados terapia 
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de escolha para o tratamento de infecções por A. baumannii devido à sua 

estabilidade, espectro de ação, pouca resistência associada e poucos efeitos 

adversos (NICOLAU, 2008).  

O imipenem foi o primeiro antibiótico do grupo dos carbapenêmicos a ser 

introduzido na prática médica, apresentando-se estruturalmente como uma amidina 

derivada da tianomicina com substituições nos grupos metila, favorecendo a 

atividade bactericida e a estabilidade contra enzimas  β-lactamases.  Devido à sua 

rápida degradação pela enzima dehidropeptidase-1 (DHP-1), localizada nos 

túbulos renais, torna-se necessária a administração combinada com um inibidor 

de DHP-1 como a cilastatina, em uma proporção de 1:1 (ZHANEL et al., 2007). 

Posteriormente, surgiram o meropenem e o ertapenem, drogas que 

apresentam maior estabilidade para a DHP-1, permitindo a administração sem 

cilastatina. O imipenem e o meropenem são a terapia de escolha nos casos de 

infecções hospitalares e apresentam um amplo espectro de ação in vitro. O 

ertapenem é mais utilizado nos casos de infecções comunitárias e apresenta 

um espectro de ação mais reduzido que os anteriores, além de ser menos 

eficaz para o tratamento de infecções causadas por bacilos Gram-negativos 

não fermentadores. O doripenem tem sido recentemente estudado, apresenta 

atividade mais potente contra Pseudomonas aeruginosa e um amplo espectro de 

ação (ZHANEL et al., 2007). Infelizmente, estudos in vitro mostraram que este 

antimicrobiano não foi eficiente contra infecções causadas por A. baumannii que 

apresentavam os genes blaOXA-23 e blaIMP-4 (MUSHTAQ; GE; LIVERMORE, 2004).  

Os antibióticos carbapenêmicos agem inibindo a atividade das 

transpeptidases e das D-alanina carboxipeptidases das Penicillin Binding 
Protein (PBPs), impedindo a síntese da parede bacteriana. A sua elevada 

afinidade pelas proteínas ligadoras de penicilina do tipo 2 (PBP2) e a sua 

estabilidade diante da degradação por beta-lactamases de espectro ampliado 

(ESBL) e cromossômicas do tipo AmpC tornam essa classe de antibióticos uma 

importante opção terapêutica.  São utilizados em infecções intra-abdominais 

complicadas, pneumonias nosocomiais e comunitárias, infecções de pele, 
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meningites, sepsis e em casos de febre neutropênica (RODLOFF; GOLDSTEIN; 

TORRES, 2006).   

A frequente ocorrência de resistência aos antibióticos carbapenêmicos 

tem ameaçado os tratamentos bem sucedidos de infecções por Acinetobacter 
spp. (TOMAS et al., 2005; MANIKAL et al., 2000; CORBELLA et al., 2000; 

FIEROBE et al., 2001). Como não há ofertas de novos antibióticos com um 

espectro de atividade similar ou superior ao imipenem, o tratamento de 

infecções por bactérias multirresistentes restringe-se ao uso de antibióticos 

sem seletividade, como as polimixinas (polimixina B e colistina) (LEVIN et al., 
1999), as quais têm sido utilizadas desde o início dos anos 50 (SNAVELY; 

HODGES, 1984). 

Estudos clínicos não randomizados demonstraram sucesso no 

tratamento contra estas infecções utilizando polimixina ou ampicilina/sulbactam, 

porém o primeiro pode causar efeitos adversos nocivos como nefrotoxicidade, 

neurotoxicidade e bloqueio neuromuscular. O segundo apresentou boa 

atividade in vitro e tem sido usado com sucesso contra infecções causadas por 

A. baumannii resistente ao imipenem, tendo boa tolerância e efeitos adversos 

menos nocivos que o anterior (WOOD et al., 2002; EVANS; FEOLA; RAPP, 1999).  

A emergência em relação aos isolados de Acinetobacter multirresistentes às 

drogas tem sido motivo de buscas por novas alternativas terapêuticas (WOOD 

et al., 2003 e LEVIN et al., 1999). A tigeciclina, um derivado da tetraciclina, 

pertencente à classe das glicilciclinas, tem sido usada como nova alternativa 

terapêutica (LIVERMORE; WOODFORD, 2006) e tem apresentado excelente 

atividade in vitro contra isolados de A. baumannii (MIC90 2 mg/L) (HENWOOD 

et al., 2002). Entretanto, estudos mais recentes têm demonstrado resistência 

de A. baumannii a este antimicrobiano (MIC90 32 mg/L) (NAVON-VENEZIA; 

LEAVITT; CARMELI, 2007). 
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1.5 Resistência  
 

Um dos fatores de grande relevância que tem contribuído para o 

aumento de linhagens resistentes a uma ampla variedade de antimicrobianos, 

favorecendo o aparecimento de surtos, é o uso extensivo de terapia antimicrobiana 

em hospitais, incluindo  β-lactâmicos de amplo espectro, aminoglicosídeos e 

fluoroquinolonas (KOELEMAN et al., 1997; ZARRILLI et al., 2004). 

O aumento da resistência aos antimicrobianos em diversas espécies de 

Gram-negativos, inclusive em Acinetobacter baumannii, tem levado à utilização 

dos carbapenêmicos como antimicrobianos de primeira escolha, porém vários 

relatos, como os de DALLA-COSTA et al., 2003, têm demonstrado que a 

resistência ao imipemem tem aumentado rapidamente e que os isolados são 

frequentemente multirresistentes.  

Testes de sensibilidade aos antimicrobianos indicam que as bactérias 

não fermentadoras apresentam aspectos fisiológicos e bioquímicos diferentes 

em relação às enterobactérias (APPELBAUM et al., 1982, APPELBAUM et al., 
1986; FASS; BARNISHAN, 1980, VON GRAEVENITZ, 1995; HOBAN et al., 
1993). Apesar das mudanças na taxonomia destes microrganismos dificultarem 

as análises dos testes de sensibilidade (VON GRAEVENITZ, 1995), estes 

ainda são essenciais para o monitoramento dos pacientes com infecções por 

bacilos Gram-negativos não-fermentadores resistentes aos antimicrobianos e 

para o desenvolvimento de novos antimicrobianos de amplo espectro. 

O gênero Acinetobacter spp. dispõe de mecanismos intrínsecos de 

resistência a todas as classes de antibióticos existentes, além de terem uma 

capacidade enorme de adquirir novos determinantes de resistência (BERGOGNE-

BEREZIN; TOWNER, 1996).  

Há mais de 25 anos, foi descrito que o Acinetobacter spp. pode adquirir 

fatores de resistência por meio da conjugação de plasmídeos (GOLDSTEIN et 
al., 1983, MURRAY; MOELLERING, 1980).  
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1.6 Mecanismos de resistência ao imipenem 

 
A resistência ao imipenem pode resultar da modificação do alvo do 

antimicrobiano ou do desvio de função daquele alvo, pode ainda ser causada 

por impermeabilidade, efluxo ou inativação enzimática. Todos os membros de 

uma espécie podem ser resistentes. Estes mecanismos podem ser intrínsecos 

(i.e., Stenotrophomonas maltophilia) ou podem aparecer por seleção de 

espécies, mutação ou transferência de DNA. A seleção de espécies altera a 

importância relativa dos diferentes patógenos, enquanto a mutação e a 

transferência de DNA conferem resistência a espécies previamente sensíveis 

(LIVERMORE, 2000; LIVERMORE, 2003).  

Em geral, nos bacilos Gram-negativos, os mecanismos de resistência 

aos antibióticos carbapenêmicos são: 

x Impermeabilidade associada à produção de enzimas do tipo AmpC 

e/ou ESBLs (PAVEZ et al., 2008); 

x Impermeabilidade associada à superexpressão de bombas de efluxo 

(MAGNET et al., 2001); 

x Aquisição de enzimas do tipo metalo-beta-lactamases, i.e., IMP, VIM, 

SPM, GIM, AIM, SIM (YOUNG et al., 2007; WALSH et al., 2005); 

x Aquisição de outras carbapenemases não metalo-beta-lactamases, 

do tipo serina, i.e., OXA e KPC (LIVERMORE et al., 2006; ANTONIO 

et al., 2008b, PAVEZ; LINCOPAN; MAMIZUKA, 2008); 

x Perda ou modificação de porinas (proteína CarO) (LIMANSKY et al, 
2002); 

x Mais raramente, redução na expressão das PBPs. (FERNANDEZ-

CUENCA et al., 2003). 
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1.6.1 Mecanismos enzimáticos 
 
1.6.1.1  β-lactamases 

 
As β-lactamases são enzimas que hidrolisam o anel beta-lactâmico dos 

antibióticos, destruindo seu sítio ativo e impedindo sua atividade. Caracterizam-

se por sua capacidade de inibir determinados subgrupos de beta-lactâmicos, 

por isso algumas subclassificações as denominam penicilinases, cefalosporinases 

ou carbapenemases, dependendo da família de beta-lactâmicos que tenha maior 

sensibilidade pela enzima (BUSH; JACOBY; MEDEIROS,1995). 

A  classificação  das  β-lactamases foi definida de acordo com duas 

propriedades: funcional e molecular (Tabela 1). 
De acordo com a classificação funcional de BUSH, JACOBY & MEDEIROS 

(1995), dividem-se em quatro grupos que variam de 1 a 4, apresentando 

subgrupos nos grupos 2 e 3, os quais são diferenciados de acordo com o 

substrato específico e perfil inibidor.  

De acordo com a classificação molecular, dividem-se em A 

(penicilinases – ESBLs, TEM-1, SHV-1, SHV), B (metaloenzimas – MβLs), C e 

D (oxacilinases – OXAs), baseada na homologia da sequência dos aminoácidos 

(AMBLER et al., 1980). Aquelas que pertencem às classes A, C e D são serina 

E-lactamases que possuem o aminoácido serina no sítio ativo e as que 

pertencem à classe B são metalo-E-lactamases  (MβLs)  que possuem um ou 

dois íons zinco no sítio ativo (JIN et al., 2004).  
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Tabela 1. Classificação das β-lactamases 

β-LACTAMASES 

Classificação BUSH, JACOBY, 
MEDEIROS, 1995 

Classificação 
AMBLER, 1989 

 
 

Características 

     
 

Representantes 
Grupo 

Funcional 
Subgrupos 

maiores 
Classe 

molecular 

1  C 

Enzimas cromossômicas e plasmidiais 
produzidas por bactérias Gram-
negativas.Conferem  resistência a todos 
os β-lactâmicos, exceto carbapenens. 
Não são inibidas pelo ácido clavulânico. 

 
MIR-1, ACT-1, 
FOX 

2                    Inibidas pelo Ácido Clavulânico 

 2ª A 
Penicinilases produzidas por 
Staphylococcus spp. E Enterococcus 
spp. Conferem altos níveis de resistência 
à penicilina. 

Penicilinases de 
Gram-positivas 

 2b A β-lactamases de amplo espectro de 
bactérias Gram-negativas.  TEM-1, SHV-1 

 2be A 
β-lactamases de espectro estendido , 
conferem resistência às penicilinas, 
cefalosporinas de amplo espectro e 
monobactâmicos (ESBLs). 

ESBL 

 2br A 
β-lactamases resistentes aos inibidores 
de β-lactamases. 
 
 

Enzimas 
derivadas da TEM 
(IRT) e uma 
enzima derivada 
de SHV 

 2c A Enzimas que hidrolisam carbenicilina. PSE 

 2d D 
Enzimas que hidrolisam a cloxacilina 
(oxacilina), possuem pouco efeito contra 
carbenicilina. São levemente inibidas 
pelo ácido clavulânico. 

Oxacilinases 

 2e A Cefalosporinases que podem hidrolisar 
os monobactans.                    - 

 2f A Enzimas que hidrolisam carbapenems. 
Possuem uma serina no seu sito ativo. SME 

3 3a, 3b, 3c B 

Conferem resistência aos carbapenens e 
todos os tipos de β-lactâmicos com 
exceção de monobactans. Não são inibidas 
pelo ácido clavulânico. São zinco-
dependentes e são inibidas por EDTA. 

Metalo-beta-
lactamases 

4  ND 
Penicilinases miscelâneas não 
sequenciadas, não categorizadas em 
nenhum dos grupos detalhados. Não são 
inibidas pelo ácido clavulânico. 

                   - 

Fonte: Adaptado de BUSH, JACOBY E MEDEIROS, 1995. ND: Não determinadas. 
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1.6.1.2 Carbapenemases 
 

O tratamento de infecções por Acinetobacter baumannii com antibióticos 

carbapenêmicos está sendo comprometido devido à produção de carbapenemases 

que são capazes de hidrolisar não apenas os carbapenens, mas outras penicilinas 

e cefalosporinas (QUEENAN; BUSH, 2007). 

De acordo  com a  classificação das β-lactamases, as carbapenemases 

são encontradas nos grupos 2f e 3. Estas enzimas não conseguem ser inibidas 

pela maioria dos inibidores de β-lactamases (QUEENAN; BUSH, 2007). 

Em A. baumannii, a resistência aos antibióticos carbapenêmicos ocorre 

principalmente devido à produção de carbapenemases de classe B (metalo-beta-

lactamases) e classe D (oxacilinases) (LIVERMORE, 2002). Estas enzimas são 

geneticamente pouco relacionadas, mas compartilham características hidrolíticas 

semelhantes a outras beta-lactamases (YAN et al., 2006).    

Mais recentemente, uma ESBL de classe A, a GES-11, foi associada 

com resistência aos carbapenens em A. baumannii (MOUBARECK et al., 2009). 

De fato, atualmente, algumas variantes GES são consideradas carbapenemases. 

(QUEENAN; BUSH, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



--

Japão

Coréia do Sul

Coréia do Sul

Reino Unido, Brasil,
Iraque, Polinésia, .
Colômbia7, Argentina7

Espanha

Espanha

Espanha

Singapura

França, Espanha,
Portugal·

. França, Espanha,
.. Itália, Grécia; Reino

Unido,Áustria, .
Romênia,.lraque,
Argentina, Venezuela,
Kuwait, Bra~il

Tailândia4
, China4

,

Taiwan4
, Coréia do

Suis. Brasil

Itália, Japão, Coréia do
Sul

Itália, Japão

Hong Kong

Portugal

Brasil

localiiaçã:ó'·do gêrlê}ff; t:i11'Origem g~Õg ráfita
<,;- . -~ ;::.-; r,' : ~;{(;::;;:;\ - _~,::,f,>'VSL:~; __;~; ,,;02;

plasmídeo

plasmídeo,

cromossomo

cromossomo

cromossomo

ND

plasmídeo
cromossomo

plasmídeo3

cromossomo

o

O

O

D

O

o

D

D

IMP-1

OXA-72

IMP-2

IMP-4

IMP-5

IMP-6

IMP-11

VIM-2

SIM-1

OXA-23

16

OXA-24

OXA-25

OXA-26

OXA-27

OXA-40

OXA-58

.. ~;íàcta.mases

OXA~1436,8

Nota: Adaptado de POIREL & NORDMANN, 2006; Referências: 1DA SILVA et aI., 2002; 2LEE
et aI., 2005. 3GROSSO; QUINTEIRA; PEIXE, 2009; 4LU et aI., 2009; sLEE et aI., 2009;
6HIGGINS et aI., 2009; 7HIGGINS et aI., 2010; 8ANTONIO et aI., 2010. ND: Não determinado.

Introdução _

Tabela 2. Identificação de ~-Iactamasesem Acinetobacter baumannii

ANTONIO, C.S.



17 
Introdução _________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

ANTONIO, C.S. 

 

1.6.1.2.1 Carbapenemases serina (oxacilinases classe D): 
 

As oxacilinases (OXA) formam um grupo heterogêneo de acordo com 

suas propriedades estruturais e bioquímicas (NAAS; NORDMANN, 1999). 

Apresentam em seu sítio ativo um grupamento serina. São assim chamadas 

por serem capazes de hidrolisar a oxacilina de maneira mais eficiente e rápida 

que as penicilinas clássicas como a benzilpenicilina. São também capazes de 

hidrolizar o imipenem, porém nem sempre o meropenem (NORDMANN; 

POIREL, 2002).  

As concentrações inibitórias mínimas (CIMs) do imipenem, em A. baumannii 
produtor de carbapenemases do tipo OXA, são geralmente superiores a 8 μg/ml 

(HÉRITIER et al., 2005c). Algumas destas enzimas são inibidas por NaCl e em 

sua maioria, resistem à inibição por clavulanato e tazobactam (WALSH et al., 
2005). 

Para detectar penicilinases em várias espécies de bactérias, HODGE, 

CIAK & TRAMONT (1978) desenvolveram um teste fenotípico, o qual tem sido 

modificado para favorecer a detecção de carbapenemases. Nas modificações 

do teste de Hodge original para pesquisa de carbapenemases, a cepa ATCC 

25923 de Staphylococcus aureus tem sido substituída pela cepa ATCC 25922 

de Escherichia coli e o disco de penicilina trocado por um disco de imipenem 

(LEE et al., 2001). O teste consiste em semear uma suspensão na escala 0,5 

de Mcfarland da cepa ATCC em placa com ágar Mueller-Hinton, colocando o 

disco do antibiótico no centro da placa e estriando a amostra teste, do centro 

para a periferia da placa (LEE et al., 2001) (Figura 3). Este teste tem sido 

utilizado para a detecção de carbapenemases em isolados de Acinetobacter 
baumannii e tem apresentado positividade em cepas produtoras de enzimas do 

tipo OXA, como ocorreu nos estudos de LOPEZ-OTSOA et al. (2002) e 

CANDUELA et al. (2006), nos quais todos os isolados que apresentavam o 

gene blaOXA-40 foram positivos para este teste. 
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Legenda:

A, C: Presença de
distorção na zona de
inibição de amostras
resistentes ao imipenem.

B, O: Ausência de
distorção na zona de
inibição de amostras
sensíveis ao imipenem.

Figura 3. Ilustração do Teste de Hodge.
Fonte: LEE et a/., 2001.

As beta-Iactamases da Classe D, em geral não são inibidas por ácido

c1avulânico, tazobactam ou sulbactam, ao passo que sua atividade pode ser

inibida in vitro por cloreto de sódio (NaCI). Esta propriedade não é

compartilhada por beta-Iactamases de outras classes, assim pode-se defini-Ia

como caracterís~ica útil para a identificação in vitro de enzimas desta classe.

Em teoria, uma concentração de 100 mM de NaCI pode inibir a atividade de

enzimas beta-Iactamases de classe D. Esta propriedade não é claramente

explicada, porém, estudos recentes têm demonstrado que a sensibilidade ao

NaCI por estas enzimas estaria associada com a presença de um resíduo Tyr

na posição 144 da estrutura proteica da enzima. De fato, oxacilinases que

apresentam uma mutação Phe144Tyr são resistentes à inibição por NaCI

(POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010).

As oxacilinases de classe O possuem mais de 150 variantes já descritas

(POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010), dividas em nove subgrupos com base

na sequência de aminoácidos, porém apenas cinco foram identificados em

Acinetobacter spp (BROWN; AMYES, 2006).

ANTONIO, C.S.



::=:=...~--==-----=-- -- ~-::...-~~-.-.--"-= ._~--

19
Introdução _

o grupo 1 é constituído pelas enzimas OXA-23, OXA-27 e OXA-49

(AFZAL-SHAH; WOODFORD; L1VERMORE, 2001). Estas enzimas são

codificadas por genes correspondentes ao grupo blaoXA-23-like (PELEG;

SEIFERT; PATERSON, 2008).

A identificação da primeira carbapenemase, a OXA-23, ocorreu em 1985

na Escócia (SCAIFE et aI., 1995), antes mesmo da aprovação dos antibióticos

carbapenêmicos para uso geral, levando alguns autores a sugerir que o uso

clínico do imipenem não foi responsável pela evolução das carbapenemases de

classe A e D, pois estas enzimas já estariam presentes nestes microrganismos.

Esta enzima foi inicialmente chamada ARI-1, somente após caracterizações

genéticas e bioquímicas, passou a se chamar OXA-23, sendo encontrada em

um plasmídeo (DONALD et aI., 2000).

No Brasil, a enzima OXA-23-like tem sido responsável pelo fenótipo de

multirresistência em isolados hospitalares de Acinetobacter baumannii em São

Paulo, no Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Minas Gerais (MOSTACHIO et

aI., 2009; CARVALHO et al.,2009; MARTINS et aI., 2009; L1NCOPAN et aI.,

2010), assim como em surtos de infecção em Curitiba (DALLA-COSTA et aI.,

2003') e Ponta Grossa (ANTONIO et aI., 2008a, ANTONIO et aI., 2008b).

O segundo grupo compreende as enzimas OXA-24, OXA-25, OXA-26,

OXAAO e OXA-72 (WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006; HÉRITIER et aI.,

2003; LU et aI., 2009). Estas enzimas são codificadas por genes correspondentes

ao grupo blaoXA-24-like (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). A OXA-72 teve

seu primeiro relato em amostras de Acinetobacter baumannii na Tailândia em

2004 (LU et aI., 2009).

O terceiro grupo compreende as carbapenemases tipo OXA-(51, 64, 65,

66, 68, 69, 70, 71, 78, 79, 80 e 82) (BROWN; AMYES, 2005; PELEG; SEIFERT;

PATERSON, 2008), constituindo o maior grupo de oxacilinases. Este grupo de

enzimas é codificado por genes agrupados no complexo blaoXA-51-like (PELEG;

SEIFERT; PATERSON, 2008). Recentemente uma nova variante deste grupo foi

descrita na Croácia, a OXA-107, estando associada com a sequência de inserção

ISAba-1 na sua região anterior (GOIC-BARISIC et aI., 2009).

ANTONIO, C.S.
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A OXA-51 é codificada intrinsecamente em A. baumanníi por ser parte

natural do cromossomo. Esta enzima tem sido estudada para elucidação da

sua atividade enzimática, visto que a expressão do gene que a codifica resulta

em uma pobre atividade eletrolítica, justificando a frequência de isolados

clínicos sensíveis ao imipenem (HÉRITIER et aI., 2005a; BROWN; YOUNG;

AMYES, 2005). Porém, foi demonstrado que a migração da sequência de

inserção ISAba-1 para a região upstream do gene blaOXA-51 pode promover uma

superexpressão deste gene, reduzindo desta maneira a sensibilidade do

Acinetobacter baumannii aos antibióticos carbapenêmicos (TURTON et aI.,

2006).

O quarto grupo é representado pela carbapenemase OXA-58 (POIREL

et aI., 2005b), codificada por um gene pertencente ao complexo blaQ)(A-58-like

(PELEG et aI., 2008). A OXA-58-like teve seu primeiro relato em isolado de

Acinetobacter baumanníi, na França, em 2003 (POIREL et aI., 2005b). Esta

enzima tem sido reportada mundialmente (MARQUE et aI., 2005; HÉRITIER et

aI., 2005b; PELEG et aI., 2006; COELHO et aI., 2006; ANTONIO et aI., 2009;

ANTONIO et aI., 2010).

O quinto grupo é representado pela OXA-143, codificada por um gene

plasmidial. Foi detectada em A. baumanníi, isolado em 2004 de amostras clínicas

provenientes de uma UTI no Brasil. Sua sequência de aminoácidos apresentou

88% de homologia com a OXA-40, 63% com a OXA-23 e 52% com a OXA-58. A

OXA-143 não esteve associada com sequências de inserção (HIGGINS et aI.,

2009).

Os genes blaoXA-23-like, blaoXA-51-like e blaOXA-58-like podem estar

associados com a presença de sequências de inserção (IS) em regiões

adjacentes (SHELBURNE et aI., 2008; DONALD et aI., 2000). Estes elementos

de mobilização, quando estão localizados na região upstream do gene blaoXA,

fornecem um promotor transcricional que regula a expressão destes genes

(CORVEC et aI, 2007; POIREL; NORDMANN, 2006b), promovendo uma

superexpressão destes (KATO et aI., 2003; POIREL; DECOUSSER; NORDMANN,

2003; SEGAL; ELlSHA, 2005).

ANTONIO, C.S.
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Estudos realizados em isolados de um hospital Universitário em Houston,

Texas, o qual participa do Programa de Vigilância Antimicrobiana do SENTRY,

verificaram a associação de blaOXA com as sequências de inserção (IS) ISAba­

(1, 2, e 3) e constataram que todos os genes blaoXA-58 estavam localizados na

região downstream da ISAba-3, enquanto o gene blaOXA-24 não esteve

associado com nenhuma das sequências de inserção testadas. A ISAba-1

esteve associada com o blaOXA-51 , o que pode ter contribuído para o aumento

da CIM de carbapenens (SHELBURNE et aI., 2008).

O contexto genético de blaoXA-23-like, caracterizado por DONALD et ai.

(2000), foi investigado por meio de seqüenciamento do DNA e constatou-se

que a sequência situada na região upstream do gene foi 99,3% idêntica à

sequência de inserção ISAba-1, descrita por SEGAL, THOMAS & ELlSHA (2003).

Investigações genéticas identificaram o gene blaoXA-58 em regiões

adjacentes às sequências de inserção ISAba-2, ISAba-3 e IS18, pertencentes

respectivamente às famílias IS3, IS1, IS18 (TURTON et ai., 2006; POIREL;

NORDMANN, 2006b).

Segundo POIREL & NORDMANN (2006b), o gene blaoXA-4o, pertencente

ao grupo blaoXA-24-like, não esteve associado com nenhum elemento de

mobilização, tais como sequências de inserção, transposons ou integrons.

ANTONIO, C.S.
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Tabela 3. Disseminação de Acinetobacter baumannii produtor de enzimas do tipo OXA em 
estados brasileiros 
 

β-LACTAMASES ANO ESTADO REFERÊNCIA 

OXA-23 1999       PARANÁ DALLA-COSTA et al., 2003 

OXA-23 2002-2008    SÃO PAULO MOSTACHIO et al., 2009 

   OXA-143 2004              - HIGGINS et al., 2009 

OXA-58 2004    SÃO PAULO ANTONIO et al., 2010 

OXA-23 2004-2008    RIO GRANDE DO SUL MARTINS et al., 2009 

OXA-23 2006-2007 RIO DE JANEIRO CARVALHO et al., 2009 

OXA-72 2007    SÃO PAULO ANTONIO et al., 2010 

OXA-23 2007-2008        PARANÁ FJ628170 (Genbank) 

OXA-23 2008-2009   MINAS GERAIS LINCOPAN et al., 2010 

Nota: Adaptado de WALTHER-RASMUSSEN & HOIBY, 2006.  
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Figura 4. Ilustração da distribuição e do contexto genético das enzimas do tipo OXA em
Acinetobacter baumannii. As porcentagens correspondem ao grau de homologia dos
aminoácidos entre os c/usters das enzimas. As enzimas localizadas nos círculos correspondem
às enzimas adquiridas e a no quadrado corresponde à enzima natural do microrganismo.
Fonte: PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008.

1.6.1.2.2 Metalo-beta-Iactamases

As MI3Ls têm sido descritas em Acinetobacter spp. desde o início da

década de 90 (POIREL et ai., 2000). Estas enzimas são metaloenzimas que

hidrolisam todos os ~-Iactâmicos, exceto o monobactâmico aztreonam

(NORDMANN; POIREL, 2002) e requerem zinco (ZN++) como co-fator para a

atividade catalítica por terem a mesma estrutura tridimensional e por

apresentarem resíduos conservados, os quais são responsáveis pela interação

da enzima com cátions bivalentes (MURPHY et aI., 2003). Por isso são inibidas

por compostos quelantes de cátions divalente como o ácido etilenodiamino

tetra-acético, EDTA (OLlVER, 2004) ou compostos derivados do acido tiólicos,

ANTONIO, C.S.



-- --- ---- - - - -------------------------------- - ---- -

24
Introdução _

como o ácido 2-mercaptopropiônico, os quais têm a propriedade de quelar o

zinco (QUEENAN; BUSH, 2007).

As M(3Ls resistem à ação da maioria dos inibidores de (3-lactamases,

como o c1avulanato, sulbactam e tazobactam (L1VERMORE, 2002). Estas

enzimas pertencem à classe B de AMBLER (1980) ou ao grupo 3 de BUSH­

JACOBY-MEDEIROS (1995), com base em uma combinação de características

estruturais, afinidade do anel p-Iactâmico pelos íons zinco no sítio ativo e

características de hidrólise. São subdivididas em 3 subgrupos: o subgrupo 3a,

no qual encontram-se as M(3L de amplo espectro de ação; o subgrupo 3b,

encontrando-se as enzimas que hidrolisam preferencialmente os carbapenens

e o subgrupo 3c, no qual encontram-se enzimas que hidrolisam fracamente os

,carbapenens.

Com exceção da enzima SPM-1, que é codificada por um gene

localizado em plasmídeo (TOLEMAN et aI., 2002; POIREL et aI., 2004), as

demais MI1Ls adquiridas são codificadas por genes localizados em integrons

de classe 1 (WALSH et aI., 2003; TOLEMAN et aI., 2003, PATZER et aI., 2004,

MENDES et aI., 2004), os quais podem intergrar-se ao transposon ou

plasmídeo bacteriano, elementos genéticos móveis de fácil transmissibilidade.

Por isso, estas enzimas passaram a ser conhecidas como M(3Ls móveis ou

adquiridas (SACHA et aI., 2008).

Foram identificados seis grupos de MpL adquiridas: imipenemase (IMP­

like), Verona imipenemase (VIM-like), Seoul imipenemase (SIM~1), São Paulo

imipenemase (SPM-1), German imipenemase (GIM-1) e, mais recentemente, a

Austrália imipenemase (AIM), porém apenas os três primeiros foram descritos

em A. baumannii. (QUEENAN; BUSH, 2007; GUPTA, 2008; YOUNG et aI.,

2007), nos quais foram identificados IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-5, IMP-11,

VIM-1 e SIM-1, sendo que esta última, possui uma menor capacidade de

hidrolisar os carbapenens quando comparada com as demais M(3Ls (WALSH et

aI., 2005; QI, 2008).

A primeira subclasse, chamada IMP-1, foi descoberta em 1994 no

Japão, em cepa de Serratia marcescens que apresentava fenótipo de

ANTONIO, C.S.
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resistência ao imipenem e cefalosporinas de espectro ampliado. Esta foi a

primeira M~L adquirida detectada e, durante muitos anos, ficou restrita ao país

de origem (OSANO et aI., 1994). Atualmente, mais de 20 variantes de IMP têm

sido relatadas (http://www.lahey.org/studies/).

A segunda subclasse de M~L adquirida, a VIM-1, foi isolada de

Pseudomonas aeruginosa, em 1999 em Verona, na Itália. Possui distribuição

concentrada em determinadas áreas geográficas, como na Europa, onde

originou-se (LAURETII et aI., 1999). Atualmente, mais de 22 variantes desta

enzima foram descritas, isoladas principalmente de Pseudomonas aeruginosa

(http://WINW.lahey.org/studies/).

A SPM-1, terceita subclasse de M~L adquirida, foi encontrada em

Çlmostra de P. aeruginosa em 1997, recuperada do trato urinário de paciente

hospitalizado no Complexo Hospital São Paulo. Parece estar especificamente

relacionada com esta espécie, visto que não foi detectada em outros

microrganismos (GALES, 2003b; POIREL et ai., 2004).

A quarta subclasse, GIM-1, foi identificada em P. aeruginosa em 2002,

em Dusseldorf, na Alemanha (CASTANHEIRA et ai., 2004). A enzima SIM-1

foi a mais nova subclasse descrita em Acinetobacter spp. em 2005, na Coréia

(LEE et aI., 2005).

No Brasil, o primeiro relato de amostras produtoras de M~L foi em 2002,

porém o determinante de resistência não foi caracterizado. Posteriormente, foi

relatada por GALES et ai. (2003a) a ocorrência da variante ·IMP-1 isolada de

um paciente com pneumonia nosocomial internado no Hospital São Paulo. A

partir deste relato, a disseminação de patógenos nosocomiais produtores de

M~Ls tem sido relatada com frequência em hospitais brasileiros (L1NCOPAN et

ai., 2005; L1NCOPAN et ai., 2006; SADER et aI., 2005b; TOGNIM et ai., 2006).

A identificação da produção de M~L é realizada pelo uso da fita Etest

M~L (AB Biodisk, Suécia), que se caracteriza por conter imipenem em uma

extremidade e, na outra, imipenem associado com EDTA, pois a presença do

inibidor em uma das extremidades da fita promove uma redução da

concentração inibitória mínima (CIM) de três ou mais diluições, sendo este

ANTONIO, C.S.
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parâmetro um indicativo da produção de MpL pela bactéria (WALSH et aI.,

2005). Este teste tem mostrado alta sensibilidade (94%) e especificidade (95%)

quando utilizado em produtores de M~L, porém falso-positivos têm sido

reportados em casos em que a CIM de imipenem é inferior a 4lJg/ml ou quando

o EDTA tem efeito inibitório sobre determinada bactéria, devido ao efeito de

permeabilidade da membrana externa e, também, em casos em que o A. baumannii

é produtor de OXA-23 (SEGAL; ELlSHA, 2005; QUEENAN; BUSH, 2007).

Os testes de aproximação de discos com EDTA ou com ácido

2-mercaptopropiônico são frequentemente usados em triagem para detectar

produtores de MpLs. Nestes testes, a zona de inibição ao redor do disco com o

beta-Iactâmico é alterada pela ação do inibidor de MpL. Os antibióticos

imipenem, ceftazidima e cefepime têm sido usados nestes testes (QUEENAN;

BUSH, 2007). Apresentam boas sensibilidade e especificidade, porém esses

resultados podem variar de acordo com a espécie bacteriana testada, o

substrato e o agente quelante utilizado.

Em estudo realizado por LEE et aI. (2003), o ácido mercaptoacético

apresentou melhor sensibilidade (100%) na detecção de amostras de

Acinetobacter spp. produtoras de M~Ls, porém esse mesmo quelante falhou

em detectar 10,5% das amostras de Pseudomonas spp. testadas. Em

contrapartida, o EDTA apresentou melhor detecção da produção de M~Ls em

amostras de P. aeruginosa (100%), mas falhou em detectar 6% das amostras

de Acinetobacter spp.

1.6.1.2.3 Outras beta-iactamases

Outras enzimas foram descritas em A. baumannii, dentre elas estão a

cefalosporinase cromossomal do tipo AmpC, representando uma família distinta

de ~-Iactamases, as ADCs, cefalosporinases derivadas de Acinetobacter que

hidrolisam penicilinas e cefalosporinas de estreito e amplo espectro. Não

hidrolisam a cefepime e os carbapenens (HUJER et aI., 2005). A
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cefalosporinase do tipo AmpC (BOU; MARTINEZ-BELTRAN, 2000) é um tipo

intrínseco de beta-Iactamase identificada em isolados de A. baumanni e

expressam resistência a antibióticos quando a sequência de inserção ISAba-1

é introduzida na região upstream do gene (SEGAL; NELSON; ELlSHA, 2004).

As r3-lactamases de espectro estendido (ESBLs) já identificadas em

Acinetobacter baumannii foram PER-1, PER-2, VEB-1, SHV-12, TEM-1, TEM-92,

TEM-116, CTX-M-2 e SCO-1, conferindo resistência a cefalosporinas de

terceira e quarta geração, monobactans e a última adicionalmente aos

carbapenens (CELENZA et aI., 2006; ENDIMIANI et aI., 2007; NAIEMI et aI.,

2005; NAAS et aI., 2006; HUANG et aI., 2004; HUJER et aI., 2006; POIREL et

aI., 200Sa). Mais recentemente, uma ESBL identificada em Acinetobacter

baumannii, a GES, tem sido responsável por resistência aos antibióticos

carbapenêmicos (QUEENAN; BUSH, 2007; MOUBARECK et aI., 2009).

1.6.2 Mecanismos não enzimáticos

1.6.2.1 Alterações nas PBPs e OMPs

Recentemente, demonstrou-se que o A. baumannii possui proteínas de

membrana externa (OMPs) que exercem um papel importante na resistência

aos carbapenens.

Estudos clínicos demonstraram que a resistência aos antimicrobianos

está relacionada com modificações no perfil das OMPs, provocando mudanças

na classe das porinas, no tamanho, redução dos níveis de expressão ou pela

presença de porinas que sofreram mutações, causando a restrição da entrada

dos antibióticos e diminuindo a concentração interna da droga, resultando em

resistência aos antibióticos r3-lactâmicos (PAGES; JAMES; WINTERHALTER,

2008; QUINN et aI., 1989).

L1MANSKY et aI. (2002) demonstraram que a resistência ao imipenem

esteve associada com a perda de uma proteína de membrana externa de 29 kDa,

ANTONIO, C.S.
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chamada CarO, nos isolados clínicos de A. baumannií e que nenhuma atividade

de enzimas carbapenemases foi detectada nestes isolados. Estas proteínas

parecem possuir um canal monomérico inespecífico para o imipenem,

diferentemente da OprD da P.aeruginosa (NIKAIDO, 2003; SIROY et aI., 2005).

Recentemente, uma proteína de 43 kDa, denominada D2, foi identificada

em A. baumannií como homóloga da OprD, uma porina associada frequentemente

com a resistência ao imipenem em P. aeruginosa (DUPONT et aI., 2005).

Estudos de A. baumannii multirresistentes em Nova York demonstraram

a presença de isolados resistentes aos carbapenens com uma redução da

expressão das OMPs de 37, 44 e 47 kDa e um aumento na expressão das

cefalosporinases de classe C (QUALE et aI., 2003), embora tenha-se estudado

apenas um número relativamente pequeno e não tenha sido investigada a

presença de MI3L e OXA.

Em alguns isolados estudados em Madri, a perda de OMPs de 22 kDa e

33 kDa combinada com a produção de OXA-24-like resultou em resistência aos

carbapenens (BOU; OLlVER; MARTINEZ-BELTRAN, 2000).

Estudos feitos por DEL MAR TOMAS et aI. (2005) com isolados de

ACinetobacter baumannii que não produziram carbapenemases verificaram que a

resistência elevada aos carbapenens era devido à perda de OMPs de 33 a 36 kDa.

O número e o tamanho reduzidos de porinas poderiam explicar a

diminuição na permeabilidade de membrana externa do A. baumannií, sendo

esta menor que 5% quando comparada com a de outros microrganismos e

menos permeável a antimicrobianos que nos demais, podendo ser atribuída a

este fato, a sua resistência intrínseca (OBARA; NAKAE, 1991).

A redução na expressão das proteínas ligadoras de penicilina (PBPs)

também está associada à resistência do A. baumannií aos carpabenêmicos,

como foi descrito por FERNANDEZ-CUENCA et aI. (2003), que identificaram

uma redução na expressão da PBP-2 em isolados de A. baumannií em Sevilla,

na Espanha.
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1.6.2.2 Bombas de efluxo 
 

As bombas de efluxo são expressas em todas as células vivas, 

protegendo-as de efeitos tóxicos dos produtos químicos orgânicos. A resistência 

bacteriana a diferentes classes de antibióticos foi associada à superexpressão 

dessas bombas, funcionando sinergicamente com a baixa permeabilidade da 

membrana externa (POOLE, 2002). Um aumento de efluxo do antibiótico 

acarreta em um acúmulo da droga e alteração da CIM (BARKER, 1999). 

O sistema de efluxo foi agrupado em seis famílias: 1- adenosine 
triphosphate binding cassette family (ABC); 2- major facilitator superfamily 

(MFS); 3- resistance-nodulation-division family (RND); 4- multidrug and toxic 
compound extrusion family (MATE); 5- Small Multidrug resistance family (SMR); 

6- drug/metabolite transporter superfamily (DMT). (POOLE, 2005). 

No A. baumannii, a resistência aos antimicrobianos esteve associada 

geralmente com as famílias MFS e RND. A família MFS é representa por 

Tet(A), Tet(B) e ClmA. O determinante Tet(A) confere resistência à tetraciclina, 

o Tet(B) confere resistência à tetraciclina e minociclina (MARTÍ et al, 2006) e o 

ClmA confere resistência ao cloranfenicol e foi recentemente descrito por 

FOURNIER et al. (2006). A família RND possui um complexo chamado 

AdeABC, primeiro sistema descrito em Acinetobacter spp. e que confere 

resistência aos aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, eritromicina, cefotaxima, 

cloranfenicol, tetraciclina, trimetoprim e tigeciclina (MAGNET et al., 2001; 

PELEG et al., 2007). Podem causar alta resistência quando associada com a 

presença de oxacilinases (MARQUE et al., 2005). Esta família possui ainda, o 

sistema AdeDE, também descrito em A. baumannii e que confere resistência 

aos antibióticos citados anteriormente e também, à amicacina, ceftazidima, 

rifampicina e meropenem (CHAU et al., 2004) e o sistema AdelJK, que contribui 

para a resistência intrínseca do Acinetobacter baumannii aos beta-lactâmicos, 

cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina, novabiocina e rifampicina (DAMIER-

PIOLLE et al., 2008). 
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Recentemente, um outro sistema de efluxo, o AbeM, pertecente à família 

MATE, foi identificado em A. baumannii e parece conferir resistência às 

fluoquinolonas, gentamicina, cloranfenicol, eritromicina e trimetoprim (SU 

et al., 2005). 

 
 
1. 7 Contexto genético 

 
O gênero Acinetobacter spp. tem uma grande capacidade de adquirir 

novos determinantes de resistência (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996).  

 

 

1.7.1 Sequências de inserção (IS) 
 

As sequências de inserção (IS) são pequenos fragmentos de DNA (<2.5 kb) 

capazes de realizar transposições independentes em genomas microbianos 

(NEVERS; SADLER, 1977). Causam mutações de inserção, rearranjos no 

genoma e favorecem a disseminação de determinantes de resistência e de 

virulência nas espécies (AUBERT et al., 2006; POIREL; DECOUSSER; 

NORDMANN, 2003). 

As sequências de inserção codificam apenas proteínas relacionadas 

com a atividade de transposição, como as transposases, responsáveis por 

catalisar reações enzimáticas e uma proteína reguladora capaz de estimular ou 

inibir a atividade de transposição. Já os transposons, adicionalmente carregam 

genes de resistência a antibióticos e/ou genes de virulência (MAHILLON; 

CHANDLER, 1998). 

Baseada em análises prévias in silico, a ISAba-1 é formada por curtas 

sequências de repetições invertidas de 15 pb, limitada por curtas sequências 

de repetições diretas de 9 pb e por uma tríade de aminoácidos DDE (Asp/Asp/Glu) 

(CHANDLER; MAHILLON, 2002; HÉRITIER; POIREL; NORDMANN, 2006, 

KULKOSKY et al., 1992).  
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o número de cópias e a mobilidade da 18Aba-1, combinados com um

repertório de sequências reguladoras, sugerem que este elemento exerce um

papel significativo no controle da expressão de uma variedade de genes no

Acinetobacter spp. Até o momento, esta sequência de inserção não foi relatada

em nenhum outro gênero diferente de Acinetobacter provavelmente devido esta

sequência encontrar-se em plasmídeos específicos de Acinetobacter, sendo

assim seria incompatível a transferência deste gene para outro gênero (SEGAL

et aI., 2005).

A superexpressão de genes de resistência em A. baumannii tem sido

associada com a presença da sequência de inserção 18Aba-1 em regiões

adjacentes aos genes blaAmpc e blaoXA-51 , os quais são naturais do cromossomo

e, ao gene blaoXA-23 , que codifica uma oxacilinase, podendo ter ação similar em

outros genes de resistência. Podem ser responsáveis pela mobilização de

blaoXA-23, juntamente com duas cópias que suportam estes genes e formam um

. transposon bacteriano composto, definido por Tn2006 (CORVEC et aI., 2007)

(Figura 5).

TRANSPOSON BACTERIANO COMPOSTO

Genes para
transposição

Sequências de inserção invertidas

Figura 5. Representação esquemática do transposon bacteriano composto, formado por duas
sequências de inserção, que codificam os genes para a transposição, flanqueando os genes
estruturais que codificam várias proteínas ou enzimas de resistência a antibióticos, por
exemplo. Fonte: Adaptado de CORVEC et aI., 2007.

ANTONIO, C.S.
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1.7.2 Integrons de classe 1 
 

A captura e mobilização dos genes de resistência têm sido associadas 

com determinantes de resistência, os quais podem estar inseridos em plasmídeos, 

transposons ou em cromossomos bacterianos (POIREL et al., 2005b).   

Os integrons de classe 1 são elementos genéticos incapazes de se 

moverem, necessitando ser carregados por plasmídeos ou transposons. Os 

integrons contêm genes Int e cassetes que podem ser mobilizados para outros 

integrons ou para locais secundários no genoma bacteriano (POIREL et al., 
2001; SEVERINO; MAGALHÃES, 2004, TURTON et al., 2005). São sistemas 

de recombinação sítio-específica responsáveis pelo reconhecimento, captura e 

pela expressão de cassetes gênicos. O integron contém três elementos 

importantes para a captura e expressão de genes exógenos (RECCHIA et al., 
1997): um gene codificador de integrase (intI), uma sequência attI que vem em 

continuação do intI e um ou dois promotores responsáveis pela expressão do 

cassete gênico inserido (SABATÉ et al., 2002). 

A região conservada 5 ̀ (5-CS) é formada pelo gene intI1, uma região 

promotora, e pelo sítio de recombinação (attI1). A região conservada 3 ̀ (3-CS) 

é geralmente composta do gene qacEΔ1 conjugado ao gene sul1, sendo que 

esses genes codificam resistência a compostos de amônio quaternário e 

sulfonamidas, respectivamente (BENNETT,1999).     
Na região upstream ao gene intI1, integrons apresentam uma região 

promotora, a qual é responsável pela expressão dos cassetes gênicos 

inseridos entre as regiões conservadas 5 ̀ e  3 ̀ (PARTRIDGE; BROWN; HALL, 
2002). Essa região é formada por um promotor denominado Pant. Variações 

dessas sequências já foram encontradas e podem ocasionar diferenças nas 

taxas de transcrição dos cassetes gênicos (STOKES; HALL, 1989). Alguns 

integrons de classe 1 podem também apresentar um segundo promotor, 

localizado na região downstream de Pant
 (COLLIS; HALL, 1995). 

Análises realizadas nos genes que codificam as MβLs em A. baumannii 
identificaram estruturas muito semelhantes entre os genes blaIMP, blaVIM e 
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blaSIMI inseridas em integrons de classe 1. Estes genes formam parte dos

cassetes gênicos que estão inseridos entre os segmentos conservados 5' e 3'

junto com outros genes cassetes de resistência a antibióticos que codificam,

em sua maioria, enzimas modificadoras de aminoglicosídeos. A posição de

genes plasmidiais de M13Ls explicam a sua propagação em isolados de A.

baumannii em áreas específicas, como na Itália e na Coréia (PüIREL;

NORDMANN, 2006). A constituição de um integron de classe 1 pode ser

observada na figura 6.

... attJ1

IR, @( ~~; Imnlq~~'1f>I-;".' >!~-;1.<mt{1Íet111 <·.tIiiA .JID IR,

5' CS ~ 3'CS

Figura 6. Representação esquemática de integron de classe 1. IR representa os terminais de
repetição invertidos. As regiões conservadas 5' consiste em int/1 e sítio de inserção att/1 e 3'
consiste nos genes qacE!J.1, sul1 e orf5 de função desconhecida, seguidas do módulo de
transposição tni, consiste nos genes tniB!J.1 e tniA. As setas com os genes indica a direção da
transcrição. Fonte: MENDES et aI., 2004.

1.8 Tipagem genotípica

A análise da variabilidade genética torna-se necessária na realização de

estudos epidemiológicos que avaliam o grau de similaridade entre cepas

envolvidas em infecções hospitalares, possibilitando caracterizar surtos, avaliar

possíveis fontes e mecanismos de transmissão, assim como modos de

aquisição do microrganismo (OUVE; BEAN, 1999; HARRIS et aI., 1999).

Uma das técnicas moleculares bastante utilizada para avaliar a

diversidade c10nal entre microrganismos é o ERIC-PCR (Enterobacterial

Repetitive Intergenic Consensus Sequence) , que consiste na amplificação dos

segmentos conservados presentes no DNA de Enterobactérias (AYDIN et aI.,

2007). As regiões conservadas são amplificadas por meio da técnica de reação

ANTONIO, C.S.
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de polimerização em cadeia (PCR). Esta metodologia apresenta boa

capacidade discriminatória, reprodutibilidade, fácil interpretação, rapidez e

baixo custo (SYRMIS et aI., 2004, PUJANA et ai., 1999, RENDERS et ai.,

1996).

Estudos têm mostrado que o ERIC-PCR tem um poder discriminatório

semelhante ao do PFGE para a realização de tipagem genotípica em

Acinetobacter baumannii, apresentando 100% de tipabilidade e boa

reprodutibilidade (SILBERT et ai., 2004).

Com base no estudo das unidades taxonâmicas, DOS ANJOS

BORGES et ai. (2003) originaram um protocolo que utiliza a porcentagem de

similaridade de 90% no dendrograma, apresentando diferença de apenas 1

banda entre as cepas. Este protocolo utilizou esta porcentagem com a

finalidade de reduzir o número de unidades taxonâmicas e facilitar a

interpretação do dendrograma.

ANTONIO, C.S.
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2.  OBJETIVOS  
 

Geral 
 

Identificar e caracterizar genes codificadores de carbapenemases de 

classe B (metalo-beta-lactamases) e D (oxacilinases), sequências de inserção 

(ISAba-1 e ISAba-3) e determinar a diversidade genética dos isolados clínicos 

de Acinetobacter baumannii de hospitais das regiões Sudeste e Sul do Brasil. 

       

 

Específicos 

 
Ö Determinar o perfil de resistência aos antibióticos de uso 

convencional em amostras clínicas de Acinetobacter baumannii 
resistentes ao imipenem; 

 
Ö Avaliar a produção de carbapenemases nos isolados clínicos de 

Acinetobacter baumannii resistentes ao imipenem, por meio da 

hidrólise enzimática com e sem adição de inibidores enzimáticos;  
    
Ö Comprovar a presença intrínseca do gene blaOXA-51 para a 

identificação da  espécie;   

 
Ö  Identificar os principais genes codificadores das carbapenemases 

em Acinetobacter baumannii relacionados com resistência ao 

imipenem;   
 

Ö Identificar sequências de inserção associadas a genes blaOXA; 
 

Ö Determinar a diversidade genética dos isolados resistentes aos   

carbapenens, por meio da técnica de ERIC-PCR. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Amostras bacterianas 

 
Foram utilizados 36 de um total de 100 isolados de Acinetobacter baumannii 

selecionados a partir de diversos espécimes clínicos, coletados no período de 2004 

a 2008, previamente identificados como resistentes ao imipenem, provenientes de 8 

centros hospitalares brasileiros, sendo 7 do município de São Paulo e um hospital 

do município de Ponta Grossa, no Paraná (Tabela 4).  
 

Tabela 4. Dados de procedência e isolamento das amostras 

Amostras Espécime clínico Centros hospitalares Data de isolamento 
01 secreção traqueal HU 18/08/04 
46 escarro SCM 18/08/07 

3950 secreção de queimadura HGVP 20/09/07 
4347 

54 
secreção de queimadura 
dreno/escarro 

HGVP 
SCM 

08/11/07 
31/12/07 

52 dreno SCM 20/01/08 
56 escarro SCM 25/01/08 
55 liquido peritoneal SCM 26/01/08 
53 secreção cirúrgica SCM 13/02/08 

1110 urina BP 03/04/08 
649 secreção de ferida operatória BP 12/04/08 
659 secreção de escara sacral BP 15/04/08 

1013 urina BP 21/05/08 
919 lavado broncoalveolar BP 26/05/08 
580 secreção de parede abdominal BP 19/06/08 
906 líquido de vesícula biliar BP 19/06/08 

1089 hemocultura BP 19/06/08 
824 ponta de catéter BP 02/07/08 
770 urina BP 18/07/08 

39  hemocultura HRR 21/07/08 
30  secreção de escara HRR 31/07/08 
81  secreção de ferida HAM 13/08/08 
34  ponta de cateter HA 16/08/08 

493 ponta de catéter BP 17/08/08 
80  secreção external HAM 18/08/08 
26  secreção cervical HA 19/08/08 

605 secreção do mediastino BP 21/08/08 
736 secreção de ferida operatória BP 21/08/08 
803 secreção traqueal BP 21/08/08 
804 ponta de catéter BP 02/09/08 

1031 urina BP 04/09/08 
1020 urina BP 07/09/08 
559 ponta de catéter BP 15/09/08 

28  secreção traqueal  HAM 12/10/08 
45  lavado broncoalveolar HJ 29/10/08 
33  ponta de cateter HAM 04/11/08 

 Nota: HGVP: Hospital Geral Vila Penteado, HU: Hospital Universitário, BP: Beneficência Portuguesa, HAM : Hospital 
Alvorada Moema, HJ: Hospital Jaraguá, HRR: Hospital Rudge Ramos, HÁ: Hospital Aviccena, SCM: Santa Casa de 
Misericórdia de Ponta Grossa (PR). 
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3.2 Condições de cultura 
 

As amostras foram semeadas em 3ml de caldo Mueller-Hinton e 

incubadas por 24 horas a 37 °C, sob agitação constante em shaker rotativo a 

150 rpm. Posteriormente, foram cultivadas em ágar Mac Conkey com disco de 

imipenem de 10 µg e incubadas em estufa controlada a 37 °C por 24 horas.  O 

produto desta cultura foi armazenado em 20% de glicerol e preservado a -20 ºC. 

Foi utilizado também para a extração de DNA. 

 

 

3.3 Teste de sensibilidade a antimicrobianos  
 

O perfil de sensibilidade antibacteriana foi avaliado pelo método de 

Kirby-Bauer empregando-se discos comerciais impregnados com antibióticos 

(CECON, São Paulo, Brasil; OXOID, Cambridge, UK), segundo as normas 

padronizadas pelo CLSI/NCCLS (CLSI, 2006), utilizando-se a cepa A. baumannii 
ATCC 19606 para o controle de qualidade. Os antibióticos testados foram os 

utilizados nos esquemas terapêuticos convencionais para os casos de 

infecções por A. baumannii. As placas foram mantidas em estufa controlada a 

37 ºC e após 16 a 18 horas, foi feita a leitura das zonas de inibição, com 

diâmetros medidos em milímetros, usando luz direta e não refletida. 

 

 

3.4 Concentração inibitória mínima do imipenem 
 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) do imipenem foi 

realizada empregando-se o método de diluição em ágar de acordo com as 

normas da CLSI/NNCLS, 2006.  

Foram realizadas diluições seriadas a partir de 19 mL de ágar Mueller-

Hinton (Merck, Darmstad-Alemanha), estocados em tubos, onde se encontrava 

previamente esterilizado e estabilizado em uma temperatura entre 45º a 50 ºC. 
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Foi adicionado neste meio, 1 mL da solução de imipenem (Tiepem IV – 

Biochimico), com concentração 20 vezes superior para cada diluição testada, 

obtendo concentrações decrescentes de 512 μg/mL a 0,03 μg/mL. 

Após homogeneização, a mistura do ágar MH e antibiótico IMP foi 

dispensada em placas de Petri estéreis de 90 x 15 mm.  Para o inóculo 

empregou-se a bactéria na fase exponencial de crescimento.  Para tanto foram 

semeados 10 µL de suspensão bacteriana incubados por uma noite e destes, 2 ml 

de cada amostra foram semeados em caldo Mueller-Hinton (DIFCO, Lawrence, 

KS. USA), e incubados a 37 ºC durante duas a três horas. Para obter turbidez 

correspondente a 108 bact/mL, ou seja, escala 0,5 de Mcfarland, procedeu-se a 

leitura em espectrofotômetro em comprimento  de  onda  de  λ  625  nm  com 
absorbância entre 0,8 e 1,0.   

A suspensão bacteriana na escala 0,5 de Mcfarland, foi diluída em caldo 

Mueller-Hinton estéril na proporção de 1:100 resultando num inóculo de 

aproximadamente 106 UFC/ml. Assim, 300µL dessa suspensão foram 

transferidos para o inoculador. Posteriormente, foram inoculados de 1 a 3 µL de 

cada amostra na superfície do ágar, atingindo uma concentração bacteriana 

final de 104 UFC/mL (NCCLS) e incubadas entre 18 a 20 horas. A CIM foi 

considerada a menor concentração do antibiótico em que não mostrou 

crescimento visível da bactéria e foram lidas de acordo com os critérios de 

sensibilidade estabelecidos pela CLSI para A. baumannii (CLSI 2008). Como 

controle foi utilizada a cepa padrão de A. baumannii ATCC 19606. 

Os resultados foram confirmados utilizando-se fitas de Etest, que 

consistem em fitas plásticas contendo gradientes de concentração de 

imipenem até 32 μg/ml (IPM). 
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3.5  Triagem para detecção de carbapenemases (MβL e OXA) 
 
3.5.1 Dupla difusão de disco para detecção de MβL 
 

A triagem para a  produção  de MβL  foi  realizada mediante sinergismo 

com o teste de dupla difusão de disco, segundo as recomendações do CLSI 

(ARAKAWA et al., 2000, CLSI/NCCLS 2006). As suspensões de cada amostra 

em caldo Mueller-Hinton, na escala 0,5 de Mcfarland, foram semeadas em ágar 

Mueller-Hinton. Foram dispostos na placa, discos de papel filtro, impregnados 

com 5 µL de cada inibidor enzimático (EDTA 0,5 M, ácido 2-mercaptoacético e 

ácido 2-mercaptopropiônico) e foram alinhados a 2 cm dos discos com os 

substratos imipenem (10 µg - OXOID, Cambridge, UK) e ceftazidima (30 µg - 

OXOID, Cambridge, UK). Foram ainda dispostos na placa, discos de 

antibióticos que foram impregnados com 5 µl de cada inibidor enzimático com 

uma distância de 3,5 cm entre os discos (Figura 7). As placas foram mantidas 

em estufa controlada a 37ºC e após 16 a 18 horas, foi feita a leitura das zonas 

de inibição, com diâmetros medidos em milímetros, usando luz direta e não 

refletida. 

 

 

 
 
 

 
Legenda:  
 
 
IP: imipenem;  

CAZ: ceftazidima;  

MAA: ácido 2-mercaptoacético;  

MAP: ácido 2-mercaptopropiônico;  

EDTA: ácido etilenodiamino tetra-

acético. 

 

 

Figura 7. Representação esquemática do método da dupla difusão de disco. 
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3.5.2 Etest MβL 
  

O preparo e a inoculação da suspensão bacteriana foi realizada da 

mesma maneira que no método anterior. Em seguida a fita foi dispensada na 

placa. A detecção de MβL foi determinada de acordo com os critérios propostos 

por WALSH et al. (2002). O teste comercial (Etest® MβL  - AB BIODISK) para 

detecção de metalo-β-lactamase, consiste numa fita plástica contendo 

gradientes de concentração de imipenem de 4 a 256 μg/ml (IPM) de um lado da 

tira e gradientes de IPM+EDTA de 1 a 64 μg/ml (IPI) na outra extremidade. O 

teste seria considerado positivo se fosse observada uma redução no MIC ≥3 log ou 

IPM/IPI ≥8 (WALSH et al., 2002).   

 
 
3.5.3 Teste de Hodge  
 

O teste de Hogde foi realizado a partir de uma suspensão na escala 0,5 

de Mcfarland das cepas ATCC 25922 de Escherichia coli (CLSI, 2009) e ATCC 

25923 de Staphylococcus aureus (LEE et al., 2001), as quais foram semeadas 

em placa com ágar Mueller-Hinton. Posteriormente, foi colocado um disco de 

imipenem (10 µg - OXOID, Cambridge, UK) no centro da placa que foi 

semeada a cepa ATCC de Escherichia coli e um disco de oxacilina (1 μg  - 

OXOID, Cambridge, UK) no centro da placa que foi semeada a cepa ATCC 

25923 de Staphylococcus aureus. As suspensões com os isolados testados, 

foram incubados por uma noite e estriadas perpendicularmente a partir do 

disco de antibiótico. Posteriormente, as placas foram mantidas em estufa 

controlada a 37 ºC. Após 18 horas de incubação, foi feita a leitura, verificado se 

houve distorção das zonas de inibição, usando luz direta e não refletida.  
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3.6  Extração de DNA 
 

Para extração do DNA total foi utilizado o método de fervura. A partir de 

uma cultura em caldo Mueller Hinton, alíquotas de 1 mL foram submetidas à 

centrifugação de 15.000 rpm por 1 minuto. Após o descarte do sobrenadante, o 

precipitado  foi  ressuspenso em 100 μL de água milli-Q estéril. Os microtubos 

contendo os precipitados ressuspensos foram fervidos durante 10 minutos e 

mantidos em banho de gelo por 5 minutos. Em seguida, foram centrifugados 

por 15 minutos a 9.000 rpm. Finalmente, 100 µL de cada sobrenadante foram 

transferidos para um microtubo estéril e congelado a - 20 ˚C. 

Como controle interno de extração, as amostras obtidas foram submetidas 

a PCR utilizando-se os primers: 11E 5’-GAGGAAGGTGGGGATGACGT-3’ e 13B  

5’-AGGCCCGGGAACGTATTCAC- 3’,  para pesquisa da subunidade de DNA 

ribossômico 16S.  
A extração do DNA plasmidial, foi realizada utilizado o Kit NucleoSpin® 

Plasmid (MACHEREY-NAGEL, Alemanha), baseado no método da lise alcalina. 

A partir de uma cultura em caldo LB por toda a noite, alíquotas de 3 mL foram 

centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspenso em  

250 µL da solução I (glicose 50Mm, Tris-HCl 25mM, EDTA 10Mm, Rnase)  

gelada.  Após homogeneização, foram adicionados 250 µL da solução II (0.2N 

NaOH, SDS 1%) e o tubo foi mantido à temperatura ambiente por 5 min.  Em 

seguida, foram adicionados 300 µL da solução neutralizante, para deter a lise 

alcalina.  Após centrifugação a 11.000 g por 5 minutos, o sobrenadante foi 

transferido para a membrana de sílica para uma nova centrifugação. 

Posteriormente o precipitado foi lavado com etanol e centrifugado por 1 minuto 

a 11.000 g e novamente por 2 minutos para secar a membrana. Utilizando-se 

uma solução de eluição, o DNA plasmidial foi removido da membrana e 

estocado a -20 ºC (BIRNBOIM; DOLY, 1979). 
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3.7 Confirmação genotípica de E-lactamases 
 

A confirmação genética dos determinantes de resistência foi realizada 

pela técnica da reação em cadeia de polimerase (PCR) utilizando primers 

específicos para amplificar os genes de MβL: blaIMP-like, blaSIM-like (MENDES 

et al., 2007),  blaVIM-like, (LOLI et al., 2006); os genes de OXA: blaOXA-23-like,  

blaOXA-51-like, blaOXA-58-like, blaOXA-24-like (WOODFORD et al., 2006) e os genes 

de mobilização ISAba-1, ISAba-3.  As sequências dos oligonucleotídeos e o 

tamanho dos produtos encontram-se descritos na Tabela 5.  

Os ensaios de PCR foram realizados no termociclador Gene Amp PCR 

System 2400 (Applied Byosistems, Foster City, USA) e a amplificação foi 

realizada nos seguintes parâmetros: desnaturação inicial à 94ºC por 5 minutos, 

seguida da etapa de amplificação com 30 ciclos de desnaturação à 94 ºC por 1 

minuto, hibridização à 50 ºC por 1 minuto, etapa de extensão à 72 ºC por 2 

minutos e extensão final à 72 ºC por 5 minutos.  
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Tabela 5. Alvos a serem amplificados para a detecção de genes blaOXA, bla MEL e IS. 

PRIMERS UTILIZADOS PARA DETECÇÃO DE GENES CODIFICADORES DE MEL 
 

     Alvo                      Primer                       Sequência oligonucleotídica               Tamanho do amplicon                            
  
              
 
 
Amplicon 

blaVIM-like 
 VIM-like f 

VIM-like r 
 5’-AGTGGTGAGTATCCGACAG-3’ 

5’-GAATGCGCAGCACCAGGAT-3’ 
 ~ 600 bp 

 

blaIMP-like 

 

blaSIM-like 

 

  
IMP-1 f 
IMP-1 r 

 
IMP-2 f 
IMP-2 r 

 
SIM-like f 
SIM-like r 

 
 

  
5'-CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC-3' 
5'-GAACAACCAGTTTTGCCTTACC-3' 

 
5’-GTTTTATGTGTATGCTTCC-3’ 
5’-AGCCTGTTCCCATGTAC-3’ 

 
5’-GTACAAGGGATTCGGCATCG-3’ 
5’-TGGCCTGTTCCCATGTGTGAG-3’ 

 

  

~ 700 bp 

 

~ 569 bp 

PRIMERS UTILIZADOS PARA DETECÇÃO DE GENES CODIFICADORES DE OXA E IS 

 
blaOXA-51 

 

 OXA-51 r 
OXA-51 f 

 5´-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3´ 
5´-TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG-3 

 ~ 352 pb 

 
blaOXA-58 

 
 
 
 

 OXA-58 r 
OXA-58 f 

 5´-CC CTC TGC GCT CTA CAT AC-3´ 
5´-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG-3´ 

 ~ 597 pb 

 
blaOXA-23 

 
 
 

 OXA-23 r 
OXA-23 f 

 5´-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT-3 
5´-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA-3 

 ~ 501 pb 

 
blaOXA-24 

 
 
 

 OXA-24 r 
OXA-24 f 

 5´-AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT-3´ 
5´-GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA-3 

 ~ 248 pb 

ISAba 1 
blaOXA-51 

 
 
 

 ISAba 1 r inv 
OXA-51 f inv 

 5' GTG TCA TAG TAT TCG TCG 3' 
5' CAA GGC CGA TCA AAG CAT TA 3' 

 

 ~ 359 pb 

 
ISAba1 

     ISAba 1 r 
    ISAba 1 f 

 5' CGA CGA ATA CTA TGA CAC 3' 
5' CAC GAA TGC AGA AGT TG 3' 

 

 ~ 548 pb 

 
ISAba3 

     ISAba 3 r 
    ISAba 3 f 

 5' CGT TTA CCC CAA ACA TAA GC 3' 
5' CAA TCA AAT GTC CAA CCT GC 3' 

 ~ 403 pb 

 
ISAba3 

blaOXA-58 
 

 
ISAba 3 f 

OXA-58 f inv 

  
5' AGC AAT ATC TCG TAT ACC GC 3' 

5' CAG CAC AAG CCC CAA TAC TT 3' 
 
 

 
~ 356 pb 

 
ISAba1 

blaOXA-23 
 
 

  
OXA-23 r 

ISAba 1 r inv 
 
 

 
5´ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT 3' 

5' GTG TCA TAG TAT TCG TCG 3' 

 
~ 875 pb 

 
ISAba3 

blaOXA-58 
 

 
OXA-58 r inv 

ISAba 3 r 

 
5´ GTA TGT AGA GCG CAG AGG G 3' 
5' CGT TTA CCC CAA ACA TAA GC 3' 

 
~ 731 pb 

 
ISAba1 

blaOXA-51 
 

 
ISAba 1 r inv 

OXA-51 r 

 
5' GTG TCA TAG TAT TCG TCG 3' 

5´-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3´ 

 
~ 692 pb 

Fonte: Banco de genes da National Library of Medicine (BLAST).  
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Após amplificação, os produtos do PCR foram avaliados por eletroforese 

em gel de agarose a 1,5%, utilizando tampão TBE. Foi utilizado um marcador 

de peso molecular de DNA de 100 pb (GeneRuler SM# 0321, Fermentas), 

como padrão. O gel foi corado com brometo de etídio e posteriormente 

visualizado em transluminador UV. 

 

 

3.8 Reação de sequenciamento 
 

 Posteriormente à eletroforese, o produto do PCR foi excisado do gel de 

agarose e purificado com o Kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” 
(Qiagen, Buckinghamchire,UK), de acordo com as instruções do fabricante. A 

quantificação do DNA foi realizada por espectrofotometria a 260 nm 

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001) em nanodrop (NanoDrop® Technologies INC, 

Wilmington, DE, EUA) com posterior envio para sequenciamento. O resultado foi 

comparado com as bases de dados disponíveis no BLAST (NATIONAL CENTER 

FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2008). 

 

 

3.9 Transferência dos genes de resistência 
 

As cepas que obtiveram elementos de resistência de origem plasmidial 

ou cromossômica foram submetidas à transformação. A partir do cultivo das 

cepas e da linhagem receptora E. coli DH10B,  ffooii  uuttiilliizzaaddoo  oo método do CaCl2 

(50 Mm), seguido do procedimento descrito por SAMBROOK & RUSSELL 

(2001).   
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3.10 Tipagem molecular

3.10.1 ERIC-PCR

A amplificação dos segmentos conservados presentes no DNA bacteriano foi

realizada por meio do método de ERIC-PCR. As regiões conservadas do DNA das

cepas foram amplificados pela técnica de PCR a partir do primer único ERIC-2

5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC-3' (AYDIN et ai., 2007), específico para estes

segmentos. A reação de amplificação apresentou os seguintes parâmetros:

desnaturação inicial à 94 DC por 10 minutos; seguida da etapa de amplificação

com 30 ciclos de desnaturação à 94 DC por 1 minuto, hibridização à 52 DC por 1

minuto, etapa de extensão à 72 DC por 8 minutos e extensão final à 72°C por

16 minutos. A visualização dos segmentos foi obtida por eletroforese, em gel

de agarose a 2%, corado com brometo de etídio e posteriormente visualizado em

transluminador UV. A c10nalidade foi avaliada a partir do perfil de amplificação,

utilizando o coeficiente DICE, em uma tolerância de 2%. As porcentagens de

similaridade assim como os cálculos de c1uster e a subsequente geração de

dendrograma foram realizadas no software Bionumerics (Applied Maths NV©, Sint­

Martens-Latem, Belgium). O critério interpretativo para o dendrograma foi baseado

nos estudos de DOS ANJOS BORGES et ai. (2003).

3.11 Hidrólise enzimática e inibição pelo NaCI

As amostras foram repicadas em meio ágar sangue de carneiro a 5%, e

incubadas por 18-24 horas a 37°C. As colônias foram inoculadas em 5mL de caldo

TSB (Quelab Laboratories Inc.) e incubadas sob agitação por 18 horas a 37°C. Os

tubos contendo as amostras foram submetidos à centrifugação de 3.000 rpm por 15

minutos. O sobrenadante foi descartado e o centrifugado foi ressuspenso com 1mL

do tampão da amostra.

Foi utilizado o tampão fosfato de sódio a 25 mM (pH 7.0) para os isolados

que apresentaram genes codificadores de oxacilinases. As amostras foram

ANTONIO, C.S.
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submetidas à sonicação de 4 ciclos por 30 segundos e ainda ao método de

congelamento/descongelamento, baseado em choque térmico, com 3 ciclos em

banho de etanol e gelo seco, seguidos de banho maria a 37 °c, segundo

protocolo. (BUSH; SINGER, 1989).

O produto sonicado foi transferido para um microtubo e submetido a uma

centrifugação de 13.000 rpm por 3 minutos a 4 oCo O sobrenadante foi transferido

para um novo microtubo e mantido no gelo até a realização da análise

espectofotométrica.

A absorbância foi medida em espectrofotômetro (Beckman DU640) a 299

nm com a presença de uma solução de 100 IJM de imipenem (Merck Sharp Dome,

EUA) em uma quantidade de 1.800 IJL de solução de imipenem com 200 IJL de

extrato proteico. Foi utilizado como controle positivo uma cepa de Acinetobacter

baumannií produtor da enzima OXA-23 e como controle negativo a cepa E. calí

ATCC 25922. As amostras que apresentaram teste positivo para a hidrólise do

imipenem foram utilizadas na verificação da inibição da atividade enzimática pelo

NaCI a 1M (Merck). Para isso, 235 IJL do extrato proteico foram incubados à

temperatura ambiente durante 20 minutos com 15 IJL de NaCI. Como controle

positivo para cada reação de inibição, 235 IJL do extrato proteico de cada amostra

foi incubado com 15 IJL de tampão da amostra à temperatura ambiente por 20

minutos. O teste em que se observou a ausência de variação da absorbância do

extrato, na presença do antimicrobiano imipenem e do respectivo inibidor foi

considerado positivo para a inibição (MONTEIRO, 2009).

3.12 Quantificação de proteínas

A quantificação de proteínas foi realizada pelo método de BRADFORD (1976),

com o auxílio do reagente de BRADFORD (BIO RAD~ a uma diluição de 1:1O, por

espectrofotometria a 590nm (GeneQuant Pro, GE) para averiguação da extração.

Foi utilizada a albumina bovina (Sigma~ na concentração de 1mg/mL, como

padrão.

ANTONIO, C.S.
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4. RESULTADOS 

 
4.1 Antibiograma e determinação da concentração inibitória mínima do 
imipenem 
  

Inicialmente, o estudo do perfil de sensibilidade aos antibióticos mostrou 

que todas as cepas tinham um perfil de multirresistência, apresentando 100% 

de resistência aos antibióticos imipenem, ceftazidima, piperacilina/tazobactam, 

ciprofloxacina e meropenem. Por outro lado, os antimicrobianos que 

apresentaram maior atividade in vitro contra os isolados de A. baumannii foram 

ampicilina/sulbactam e tobramicina, para os quais os isolados apresentaram 

61,2% e 61,1% de sensibilidade, respectivamente.  

As porcentagens de isolados resistentes aos demais antibióticos, na 

ordem decrescente, foram: aztreonam (89%) > sufametoxazol/trimetoprim (83,4%) > 

cefepime (69,4%) > amicacina (66,5%) > gentamicina (30,5%). O perfil completo 

de sensibilidade é apresentado na tabela 6. 

Na figura 8 A-C, são mostrados 3 isolados de Acinetobacter baumannii com 

um perfil típico de multirresistência, onde ampicilina/sulbactam e tobramicina 

apresentaram atividade in vitro. 

A concentração inibitória mínima (CIM) do imipenem foi determinada para 

todas as cepas pelo método de diluição em ágar e alguns resultados foram 

confirmados utilizando fitas de Etest (Figura 8 D). Todas as cepas apresentaram 

uma CIM elevada para imipenem, com valores iguais e superiores a 16 µg/mL 

(Tabela 6) com uma CIM50/90 ≥ 32 e ≥ 64 µg/ml, respectivamente. 
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Tabela 6. Sensibilidade antimicrobiana dos 36 isolados de A. baumannii 

Isolados                                    

Antibiograma (diâmetro halo, mm) 

Beta-lactâmicos Aminoglicosídeos      Sulfa 
trimetoprim Quinolona 

SAM PPT AZT CAZ CEP IMI MER AK   CN TOB SXT CIP 
01 I R R R R R R R R R R R 
26  S R R R R R R R S R R R 
28  S R R R R R R R I R R R 
30  I R R R R R R R R R R R 
33  S R R R R R R I S R R R 
34  S R R R R R R R S R R R 
39  I R R R R R R R I S R R 
45  I R R R R R R R S R R R 
46 S R R R R R R R S S S R 
52 S R R R R R R R I S R R 
53 S R R R R R R R I S R R 
54 S R R R R R R R I S R R 
55 I R R R R R R R I S R R 
56 R R R R R R R R I S R R 
80  R R R R R R R R R R S R 
81  I R R R R R R R R R R R 

493 I R R R R R R R R R R R 
559 I R S R I R R S S S R R 
580 S R R R R R R S R R R R 
605 S R I R S R R S S S R R 
649 S R R R S R R R R R R R 
659 S R R R I R R S S S R R 
736 S R I R S R R S S S I R 
770 S R R R I R R S S S R R 
803 I R R R S R R R R R R R 
804 S R R R I R R S S S R R 
824 S R I R I R R S S S R R 
906 I R R R R R R I S S S R 
919 S R R R R R R R S S I R 
1013 S R R R I R R S S S R R 
1020 S R R R S R R S S S R R 
1031 I R R R R R R R I S R R 
1089 S R R R R R R R R R R R 
1110 R R R R R R R R S S I R 
3950 S R R R R R R R R S R R 
4347 S R R R R R R R R S R R 
R% 8,3 100 89 100 69,4 100 100 66,5  30,5 38,9 83,4 100 
I% 30,5 0 8,3 0 16,6 0 0 5,5  22,2 0 8,3 0 
S% 61,2 0 2,7 0 14 0 0 28  47,3 61,1 8,3 0 

NOTA: CN, gentamicina; IMP, imipenem; MER, meropenem; CIP, ciprofloxacina; AK, amikacina; CAZ, 
ceftazidima; TOB, tobramicina; AZT, aztreonam; CEP, cefepime; SXT, sulfa-trimetoprim; SAM, ampicilina + 
sulbactam; PIP/TAZ, piperacilina + tazobactam. R, resistente; S, sensível; I, intermediário; %, porcentagem. 
Valores de referência: CN R≤ 12 S≥ 15, TOB R≤ 12 S≥ 15; CEP R≤ 14 S≥ 18, CAZ R≤ 14 S≥ 18; PPT R≤ 
17 S≥ 18; AK R≤ 14 S≥ 17; AZT R≤ 15 S≥ 22; SAM R ≤ 11 S≥ 15; SXT  R≤ 10 S≥ 16; IMI R≤ 13 S≥ 16; MER 
R≤ 15 S≥ 20; CIP R≤ 15 S≥ 21. 

 

 

 

4.2 Triagem para detecção de carbapenemases (MβL E OXA) 
 
4.2.1  Teste de dupla difusão com disco (TDDD) 

 
A triagem para a produção de MβL foi realizada mediante avaliação de 

sinergismo dos antibióticos imipenem e ceftazidima com os inibidores 
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enzimáticos EDTA, MAA e MAP, utilizando o teste de dupla difusão com disco, 

segundo as recomendações do CLSI (ARAKAWA et al., 2000, CLSI, 2006). 

Todos os resultados foram negativos para este teste sugerindo a ausência de 

MβL nos isolados estudados. 

 

 

4.2.2 Método de Etest MβL 
 
Paralelamente, a produção de MβL foi avaliada usando fitas de Etest® 

MβL em todos os isolados. Os resultados não foram sugestivos de produção de 

MβL para nenhum dos isolados, porém foi observado resultado falso-positivo 

em uma cepa produtora de OXA-23. (Figura 8E). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 1-polimixina; 2-amicacina; 3-tobramicina; 4-ertapenem; 5-imipenem; 6–cefepime; 
                7-ampicilina/ sulbactam; 8-ceftazidima; 9-piperacilina / tazobactam; 10-cefoxitina;  
               11-sulfametoxazol/ trimetoprim; 12-meropenem; 13-ciprofloxacina; 14-aztreonam;  
               15-gentamicina. 
 

Figura 8. Perfil de multirresistência em isolados produtores de OXA-58 (A), OXA-23 e (B) e 
OXA-72 (C). Ilustração da concentração inibitória mínima de imipenem (CIM >32), determinada 
por meio da fita Etest® em cepa produtora de OXA-23 (D). Resultado de Etest® MβL falso-
positivo em cepa produtora de OXA-23 (E).    

 

 

 

  

D E 
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4.2.3 Teste de Hodge

Os resultados deste teste (Figura 9) mostraram que o método 2 foi o

mais adequado para ser utilizado com isolados de Acinetobacter baumannii

produtores de oxacilinases, para os quais foram observados resultados

positivos.

Legenda: (1) ATCC de E. coli com disco de imipenem; (2) ATCC de S. aureus com disco
de oxacilina: (A) Cepa produtora de OXA-51; (B) Cepa produtora de OXA-23; (C) Cepa
produtora de OXA-58; (O) Cepa produtora de OXA-72.

Figura 9. Teste de Hodge.

4.3 Detecção genotípica da produção de MJ3L, oxacilinases e sequências

de inserção (15)

A detecção dos genes responsáveis pela produção de oxacilinases, metalo­

beta-Iactamases e 18 foi realizada pelo método de peR (Figuras 11 e 12).

Inicialmente, os produtos da amplificação sugeriram a presença de genes

pertencentes aos grupos blaQ)(A-23-like, blaoXA-58-like, blaoXA-51-like, blaoXA-24-like e das

sequências de inserção 18Aba-1 e 18Aba-3. As reações de sequenciamento

ANTONIO, C.S.
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realizadas com os produtos da amplificação dos genes proporcionaram a

identificação de suas respectivas variantes e das sequências de inserção, quando

situadas nas suas regiões adjacentes. Todos os isolados apresentaram positividade

para o gene blaOXA-51 e para a sequência de inserção 18Aba-1, porém não estiveram

associados quando este elemento foi procurado na região upstream do gene. A

positividade para o gene blaOXA-23, foi detectada em 15 isolados (41,6% dos

isolados), os quais estiveram associados com a presença da sequência de inserção

18Aba-1 na região upstream do gene. Em apenas 1 isolado, foi detectada a

presença do gene blaOXA-58, associada com a sequência de inserção ISAba-3,

localizada nas regiões upstream e donwstream do gene. Não foi detectada a

presença de 18Aba-3, nos demais isolados. A positividade para o gene blaoXA-24-like,

foi detectada em 2 isolados, porém não esteve associada com nenhuma das

sequências de inserção pesquisadas (18Aba-1 e ISAba-3) (Tabela 7).

Nenhum isolado apresentou produto de amplificação para as subclasses

de metalo-beta-Iactamases pesquisadas.

As sequências de inserção nas regiões adjacentes aos genes, foram

identificadas de acordo com o contexto genético ilustrado na figura 12.

O sequenciamento dos produtos de amplificação possibilitaram a

confirmação da presença da ISAba-1 na região upstream do gene blaOXA-23

(Figura 13), da 18Aba-3 nas regiões uspstream e downstream do gene blaOXA-58

(Figura 14) e a identificação de um gene pertencente ao grupo blaoXA-24-like, o

gene blaOXA-72 (Figura 15).

4.4 Transferência dos genes de resistência

As tentativas de transferência dos genes realizadas por transformação

não tiveram êxito, provavelmente por incompatibilidade das células receptoras

com os ensaios de transferência realizados.

ANTONIO, C.S.
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Legenda: 
 
M:Marcador de Peso 
Molecular (100pb); 
1:OXA-23R/ISAba-1Rinv 
 (875 pb); 
2:ISAba-1R/ISAba-1F 
(548pb); 
3:ISAba-3R/ISAba-3F  
(403 pb); 
4:ISAba-3F/OXA-58Finv 
(356pb); 
5:OXA-58Rinv/ISAba-3R 
(731pb). 

 
 

Figura 10. Reação de polimerase em cadeia para detecção dos genes codificadores das     
enzimas OXA e das sequências de inserção. 
 

 

 
 
Legenda:  
 
M: Marcador de Peso 
Molecular 100pb;  
1: OXA-58 (597pb); 

          2: OXA-24 (248pb);  
          3: OXA-23 (501pb);  
          4: OXA-51 (352pb). 
 

 
Figura 11. Reação de polimerase em cadeia para detecção dos genes codificadores das   
enzimas OXA.   
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Legenda: A: ISAba-1 localizada na região upstream do gene blaOXA-23;   
               B: ISAba-3 localizada na região upstream e downstream do gene blaOXA-58.    
 
Figura 12. Representação esquemática da localização da IS em regiões adjacentes aos genes 
blaOXA  
 
 
 
gcagaagttgatgtcttgttcaattaaccatgtaaaccactgctcaccgataaactctctgtc
tgcgaacacattcacaatacggtctttaccaaaaatggctataaagcgttgaatcaaagcaat
acgctctttcgtatctgaatttccacgtttattaagcaatgtccaaaggataggtatcgctat
tccacgataaacgattgcgagcatcaggatattaatatttcgttttccccatttccaattggt
tctatctaaagtcagttgcacttggtcgaatgaaaacatattgaaaatcaactgagaaatttg
acgataatcaaaatactgacctgcaaagaagcgctgcatacgtcgataaaatgattgtggtaa
acacttgatgggcaaggctttagatgcagaagaaagattacatgtttgctttaaaataatcac
aagcatgatgagcgcaaagcactttaaatgtgacttgttccattttagagatttgtttaagat
aagatataactcattgagatgtgtcatagtattcgtcgttagaaaacaattattgtgacatta
tttcaatgagttatctatttttgtcgtgtacagagttattttctattgatctggtgtttaaaa
tgaataaatattttacttgctatgtggttgcttctctttttctttctggttgtacggttcagc
ataatttaataaatgaaaccccgagtcagattgttcaaggacataatcaggtgattcatcaat
actttgatgaaaaaaacacctcaggtgtgctggttattcaaacagataaaaaaattaatctat
atggtaatgctctaagccgcgcaaatacagaatatgtgccagcctctacatttaaaatgttga
atgccctgatcggattggagaaccagaaaacggatattaatgaaatatttaaatggaagggcg
agaaaaggtcatttaccgcttgggaaaaagacatgacactaggagaagccatgaagctttctg
cagtcccagtctatcaggaacttgcgcgacgtatcggtcttgatctcatgcaaaaagaagtaa
aacgtattggtttcggtaatgctgaaattggacagcaggttgataatttctggttggtaggac
cattaaaggttacgcctattcaagaggtagagtttgtttcccaattagcacatacacagcttc
catttagtgaaaaagtgcaggctaatgtaaaaaatatgcttcttttagaagagagtaatggct
acaaaatttttggaaagactggttgggcaatggatataaaaccacaagtgggctggttgaccg
gctgggt 
Figura 13. GenBank Accession no. FJ628170, ISAba-1 (sublinhado) na região anterior do gene 
blaOXA-23 (em cinza) em Acinetobacter baumannii  (1330 pb). 
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agcaatatctcgtataccgctgcctctgaccatcaactgtaatattttacgagtaatacctga
cttacatcctagatagctcagtgcatgatcaccaataaactgacgtttacagtctttgcactg
atagttttgtttcccatctactttgataccatttttctttatactatcactgaggcaggttgg
acatttgattgctagagttatttgcatttctctattttatcaaaatccaatcggctttttctt
cagcatactttttgaaacactaccaaattttaaagttgtatatcatgaaattattaaaaatat
tgagtttagtttgcttaagcataagtattggggcttgtgctgagcatagtatgagtcgagcaa
aaacaagtacaattccacaagtgaataactcaatcatcgatcagaatgttcaagcgcttttta
atgaaatctcagctgatgctgtgtttgtcacatatgatggtcaaaatattaaaaaatatggca
cgcatttagaccgagcaaaaacagcttatattcctgcatctacatttaaaattgccaatgcac
taattggtttagaaaatcataaagcaacatctacagaaatatttaagtgggatggaaagccac
gtttttttaaagcatgggacaaagattttactttgggcgaagccatgcaagcatctacagtgc
ctgtatatcaagaattggcacgtcgtattggtccaagcttaatgcaaagtgaattgcaacgta
ttggttatggcaatatgcaaataggcacggaagttgatcaattttggttgaaagggcctttga
caattacacctatacaagaagtaaagtttgtgtatgatttagcccaagggcaattgcctttta
aacctgaagttcagcaacaagtgaaagagatgttgtatgtagagcgcagaggggagaatcgtc
tatatgctaaaagtggctggggaatggctgtagacccgcaagtgggttggtatgtgggttttg
ttgaaaaggcagatgggcaagtggtggcatttgctttaaatatgcaaatgaaagctggtgatg
atattgctctacgtaaacaattgtctttagatgtgctagataagttgggtgtttttcattatt
tataagaattagaagtttgaggttaatctatttttggtagtgtttcaaaaagtatgctgaaga
aaaagccgattggattttgataaaatagagaaatgcaaataactctagcaatcaaatgtccaa
cctgcctcagtgatagtataaagaaaaatggtatcaaagtagatgggaaacaaaactatcagt
gcaaagactgtaaacgtcagtttattggtgatcatgcactgagctatctaggatgtaagtcag
gtattactcgtaaaatattacagttgatggtcagaggcagcggtatacgagatattgctgaag
ttgagcgcatcagtatcggtaaagttttacgtactttaactgaatcaacctatgaaattcagc
ctcagcaaagtcattatgaatctctcgaagtagatgagttctggaattttgttggaaataaaa
agaataaacaatggcttatttacgcctatcatcgagaaa 
 
 
Figura 14. GenBank Accession no. FJ492877, ISAba-3 (sublinhado) na região anterior e posterior do 
gene blaOXA-58   (em cinza) em Acinetobacter baumannii (1614 pb) 
 
 
 
ggttagttggcccccttaaaattacaccagtacaagaagttaattttgccgatgaccttgcacataac
cgattaccttttaaattagaaactcaagaagaagttaaaaaaatgcttctaattaaagaagtaaatgg
tagtaagatttatgcaaaaagtggatggggaatggatgttactccacaggtaggttggttgactggtt
g 
 
 
Figura 15. GenBank Accession no. FJ969387, gene blaOXA-72 em Acinetobacter baumannii. (205 pb). 
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4.5  Tipagem molecular 
 

x ERIC-PCR   
 
A amplificação dos segmentos conservados presentes no DNA 

bacteriano foi realizada através do ERIC-PCR, a partir do primer único ERIC-2  

5´-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC-3’ (AYDIN et al., 2007), específico para estes 

segmentos. 

Os perfis de amplificação gerados na técnica de ERIC-PCR mostraram uma 

diversidade clonal identificando 13 perfis diferentes nos isolados de Acinetobacter 
baumannii (Figura 16). 

Na avaliação da similaridade genética feita por análise de clusters, utilizando o 

coeficiente de DICE, foram identificados 13 clones distintos, denominados A-M, 

tendo como base uma similaridade de 90%. Dois clones foram predominantes, um 

entre as cepas produtoras de OXA-23-like (cluster J) e outro entre as cepas que não 

produziram nenhuma das enzimas pesquisadas. (cluster F). 
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4.6 Hidrólise enzimática e inibição pelo NaCI

Primeiramente os extratos enzimáticos foram quantificados. As concentrações

proteicas nos extratos variaram de 257 - 704 IJg/ml, quantidades suficientes de

proteína para que fosse realizada a hidrólise enzimática.

Os resultados dos ensaios de hidrólise do imipenem a partir de extratos

enzimáticos obtidos de cepas que apresentavam os genes tipo blaOXA, mostraram

que apenas o extrato obtido da cepa que carregava o gene blaOXA-58 apresentou

hidrólise do imipenem, caracterizada pela queda da absorbância [comprimento de

onda ;\299 (A299 nm)] em função do tempo (min) (Figura 17). Esta hidrólise foi inibida

pela adição de NaCI, não sendo observada nenhuma variação nos valores de A299

em função do tempo.

HIDRÓLlSE ENZIMÁTICA
1,2

1

III 0,8
·ü
t:

<Ill
.J:l 0,6....
o
'".J:l
« 0,4

0,2

o

~OXA-58

-OXA-72

- - OXA-23

1 MIN 2 MIN 3 MIN 4 MIN 5 MIN

Figura 17: Perfil de hidrólise do imipenem nos isolados que carregavam os genes blaOXA
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5. DISCUSSÃO  

5.1 Considerações gerais 

Com o aumento da resistência aos antimicrobianos em diversas espécies de 

bacilos Gram-negativos, inclusive em Acinetobacter baumannii, a utilização dos 

antibióticos carbapenêmicos como antimicrobianos de primeira escolha está sendo 

cada vez mais comprometida, o que tem incentivado o estudo da associação de 

diversos mecanismos de resistência. 

No Brasil, o Acinetobacter spp. é um dos agentes etiológicos mais frequentes 

em infecções hospitalares (MENDES et al., 2005; GIRAO et al., 2008). Estudos 

multicêntricos como o SENTRY relataram, no período de 1997 a 2001, o percentual 

de resistência ao imipenem de 8,5% em A. baumannii (TOGNIM et al., 2004).  Já o 

MYSTIC, em 2002, estudou a sensibibilidade antimicrobiana em UTIs de sete 

grandes centros médicos brasileiros e detectou uma taxa de 10,4% de resistência ao 

imipenem (MENDES et al., 2005).  

Embora relatos mostrem que o mecanismo de resistência mais estudado em 

A. baumannii seja a produção de carbapenemases (AMYES; YOUNG, 1996), os 

estudos realizados até o momento no Brasil, têm sido na sua maioria direcionados à 

caracterização de metalo-beta-lactamases (TOGNIM et al., 2006). 

Desta forma, o enfoque deste estudo foi o de caracterizar fenotípica e 

genotipicamente a produção de carbapenemases  dos  tipos  OXA  e  MβL  em  36 

isolados de A. baumannii provenientes de 8 hospitais brasileiros (7 em São Paulo e 1 

em Ponta Grossa, no Paraná) coletados de 2004 a 2008, os quais foram 

previamente identificados como resistentes ao imipenem. Os espécimes clínicos 

mais frequentes foram provenientes de sítios anatômicos tais como: trato respiratório 

(22,2%), catéter (16,6%) e trato urinário (13,8%). 
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5.2 Perfil de resistência das amostras testadas frente aos antimicrobianos   
 

Os relatos de DALLA-COSTA et al. (2003), GALES et al. (2003a), LINCOPAN 

et al. (2005), SADER et al. (2005b) e CARVALHO et al. (2009) mostraram que 

hospitais brasileiros têm registrado um elevado número de resistência aos 

antibióticos carbapenêmicos nos últimos tempos. Tem sido frequente a detecção de 

isolados multirresistentes apresentando novos mecanismos de resistência não 

encontrados anteriormente.  

 Os resultados do presente trabalho complementam tais dados, visto que os 

36 isolados de A. baumannii provenientes de 8 hospitais apresentaram este  perfil 

com 100% de resistência aos antibióticos imipenem, ceftazidima, 

piperacilina/tazobactam, ciprofloxacina e meropenem, levando-nos a acreditar que 

este fenótipo MR seja endêmico nestes hospitais (SAALFELD et al., 2009). 
A resistência verificada frente a inúmeros antibióticos levou-nos a sugerir a 

participação de diversos mecanismos de resistência a diferentes classes de 

antimicrobianos, desta forma, a resistência à ciprofloxacina, observada em 100% das 

cepas, pode ter sido causada por mutações no gene gyrA, que codifica as 

subunidades A da DNA girase   (VILA; MARCO, 2002); a resistência ao aztreonam 

(89%) e cefepime (69,4%) podem  ter ocorrido devido à produção da enzima AmpC, 

capaz de conferir resistência a estes antibióticos (ABBO, 2005); a resistência aos 

aminoglicosídeos amicacina (66,5%) e gentamicina (30,5%) podem ter ocorrido 

devido à produção de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos do tipo 

acetiltransferase (AAC) combinadas com a baixa permeabilidade de membrana 

bacteriana (LIVERMORE, 2008).   

O antibiótico com melhor atividade in vitro foi a ampicilina/sulbactam com 

61,2% dos isolados sensíveis. Estes resultados complementam os estudos clínicos 

realizados por WOOD et al. (2002) e Evans et al. (1999) que demonstraram sucesso 

no uso de ampicilina/sulbactam para o tratamento de infecções por A. baumannii 
resistente ao imipenem, apresentando boa atividade in vitro, boa tolerância e poucos 

efeitos adversos.  
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No Brasil, estudos realizados para avaliar a eficácia do uso de

ampicilina/sulbactam em pacientes que apresentavam infecções causadas por

Acinetobacter baumannii multirresistentes confirmaram que esta associação de

antimicrobianos foi uma boa e segura opção terapêutica no tratamento dessas

infecções (LEVIN et aI., 2003). De fato, estudos multicêntricos relataram 81 - 100%

de sensibilidade para este antibiótico em isolados clínicos de Acinetobacter spp.

(LEVIN, 2002).

Um trabalho mais recente, realizado no Brasil, comparou a eficácia entre os

antibióticos ampicilina/sulbactam e polimixina contra infecções por Acinetobacter

spp. resistentes aos carbapenêmicos, relatando melhores resultados quando

utilizaram o primeiro (OLIVEIRA et aI., 2008).

5.3 Triagem para produção de MI3L

A triagem realizada para verificar a produção de M~L mediante sinergismo

com o teste de dupla difusão com disco não mostrou resultados positivos e a triagem

realizada com fitas de Etest M~L mostrou resultado falso-positivo em uma das cepas

produtoras de OXA-23.

Este dado confirma os relatos de resultados falso-positivos em testes que

utilizam o EDTA como inibidor enzimático, pois este pode promover redução da

atividade da carbapenemase em A. baumannii produtor de OXA-23 (SEGAL;

ELlSHA, 2005), podendo ainda inibir alguns microrganismos, devido a um efeito de

permeabilidade da membrana (CHU et aI., 2005). Desta forma, os resultados de

triagem para a produção de M~L usando o EDTA como quelante, devem ser

interpretados com cautela, sendo necessária a confirmação por métodos

genotípicos.

5.4 Teste de Hodge

O método que obteve resultados satisfatórios na realização deste teste com

Acinetobacter baumannii foi o que utilizou a cepa de S. aureus e disco de oxacilina, o
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62
Discussão

qual mostrou resultados positivos para todas as cepas produtoras de oxacilinases. O

método 1 parece obter melhores resultados quando utilizado para enterobactérias.

Porém, vale ressaltar a importância da confirmação dos resultados por meio de

métodos moleculares.

5.5 Concentração inibitória mínima (CIM)

A concentração inibitória mínima (GIM) de imipenem foi determinada para

todas as cepas pelo método de diluição em ágar e alguns resultados foram

confirmados por meio da fita Etest. Todas as cepas (100%) apresentaram uma GIM

elevada para imipenem com valores iguais e superiores a 16 IJg/mL. Resultados

semelhantes foram observados nos estudos do SENTRY, os quais detectaram

isolados de A. baumannii resistentes ao imipenem com GIM superiores a 16 IJg/mL

(SADER et aI., 2005a). Nos estudos de GALES et aI. (2001), a GIM de isolados

nosocomiais de A. baumannii atingiu valores elevados para imipenem, porém não

apenas em isolados multiresistentes como os deste estudo. Mais recentemente,

MOSTAGHIO et aI. (2009) mostraram que as GIM dos isolados de Acinetobacter

spp. recuperados de pacientes internados em quatro hospitais de São Paulo também

apresentavam valores elevados, inclusive as GIM foram maiores em isolados

produtores de MBL do tipo IMP-1 (GIM >128 IJg/ml) do que nos produtores de OXA­

23-like (16-128 IJg/ml).

5.6 Caracterização de genes blaoXA, 15, blaM~L

Vários estudos têm sido realizados para esclarecer o real papel da enzima

OXA-51-like, responsável pela resistência intrínseca do A. baumannii. A sua

presença, mesmo sem estar associada a qualquer outro mecanismo de resistência,

poderia aumentar ou manter diminuídos os valores das GIM dos antibióticos

carbapenêmicos, tornando o microrganismo sensível ou resistente a este

antimicrobiano. Esta enzima, recentemente descrita (BROWN; YOUNG; AMYES,

2005; BROWN; AMYES, 2005), está naturalmente presente em isolados de A.
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baumannii e os genes que a codificam fazem parte do cromossomo deste

microrganismo (HÉRITIER et aI., 2005; WOODFORD et aI., 2006). A explicação

plausível que pesquisadores encontraram foi de que estruturas genéticas tais como

sequências de inserção, normalmente responsáveis pela mobilização de genes,

quando localizadas na região upstream do gene blaoXA, fornecem um promotor

transcricional que regula a expressão destes genes (CORVEC et aI., 2007; POIREL;

NORDMANN, 2006).

As sequências de inserção do tipo 18Aba-1 têm sido encontradas na região

upstream dos genes blaoXA-51-like e blaoXA-23-like (CORVEC et aI., 2003; SEGAL;

NELSON; ELlSHA, 2004, SEGAL et aI., 2005), enquanto IS do tipo ISAba-3 podem

estar tanto na região upstream como downstream dos genes blaoXA-58Jike

(SHELBURNE et aI., 2008).

Neste trabalho, todos os isolados de A. baumannii apresentaram o gene

blaoXA-51_like e as sequências de inserção ISAba-1, porém não foi observada

colinearidade entre ambos os genes, portanto o gene blaoXA-51 não esteve associado

com o fenótipo de resistência ao imipenem nos isolados estudados, ao contrário do

que foi relatado por SHELBURNE et aI. (2008), estudo no qual a ISAba-1 esteve

localizada na região anterior deste gene, contribuindo para o aumento da CIM dos

antibióticos carbapenêmicos.

A produção de carbapenemases do tipo OXA-23 tem sido um dos

mecanismos de resistência crescente e predominante em isolados de Acinetobacter

baumannii recuperados de hospitais brasileiros. De fato, OXA-23 tem· sido

responsável pelo fenótipo de multirresistência em amostras de Acinetobacter

baumannii isoladas em diversos hospitais de São Paulo, Rio de Janeiro e Porto

Alegre (MOSTACHIO et aI., 2009; CARVALHO et aI., 2009; MARTINS et aI., 2009),

produzindo surtos fatais de infecção em Curitiba e Ponta Grossa (DALLA-COSTA et

aI., 2003; ANTONIO et aI., 2008a; ANTONIO et aI., 2008b). Neste trabalho, a

presença desta enzima também foi predominante, fazendo-se presente em 41,6%

dos isolados. Em todas as amostras que apresentavam o gene blaoXA-23, a

sequência de inserção ISAba-1 esteve localizada na sua região anterior, semelhante

ao que ocorreu nos estudos de ZHOU et aI. (2007).
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A presença da enzima OXA-58 já foi relatada em vários países, inclusive da

Europa (MARQUE et aI., 2005) e América Latina (POIREL et aI., 2005b; MERKIER et

ai., 2008), porém no Brasil este estudo descreve o primeiro relato desta enzima

detectada em um isolado de um paciente que esteve internado, em 2004, com

infecção causada por Acinetobacter baumanii multirresistente em um Hospital

Universitário da cidade de São Paulo. Assim como nos estudos de SHELBURNE et

ai. (2008), os isolados deste trabalho que apresentaram o gene blaoXA-58 tiveram a

sequência de inserção ISAba-3 localizada nas regiões anterior e posterior do gene.

O gene blaoXA-72 foi encontrado pela primeira vez em 2004 na Tailândia,

causando altos níveis de resistência em isolados de A. baumannii (LU et ai., 2009).

No Brasil, este gene ainda não foi descrito, sendo este achado o seu primeiro relato,

no qual esteve presente em dois isolados relacionados com infecções de 2 pacientes

internados em um hospital de queimados, em 2007, na cidade de São Paulo. Os

isolados deste trabalho que apresentaram o gene blaoXA-72 estiveram associados

com um elevado perfil de resistência ao imipenem (32 IJg/mL e 64 IJg/mL) sem

mostrar associação com nenhuma das sequências de inserção testadas (ISAba-1 e

ISAba-3).

Alguns relatos consideram que os genes blaoXA-23. blaoxA-58 e blaoXA-72 estão

localizados em plasmídeos (POIREL; NORDMANN, 2006; LU et ai., 2009), porém as

tentativas de transferência desses genes realizadas por meio de transformação não

tiveram êxito, possivelmente devido às células receptoras não serem compatíveis

com os ensaios de transferência realizados.

Após caracterizações genotípicas não foi identificada a presença das M13Ls

VIM, IMP e SIM nos isolados utilizados neste estudo, porém, desde 2003 (GALES et

aI., 2003a), vários relatos de ocorrência destas enzimas (IMP-1) têm sido descritos

em isolados de Acinetobacter baumannii de hospitais brasileiros (SADER et ai ,

2005a, TOGNIM et ai, 2006).
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5.7 Tipagem genética

A técnica do ERIC-PCR foi escolhida para a verificação da diversidade donal

por apresentar boa capacidade discriminatória, reprodutibilidade, fácil interpretação,

rapidez e baixo custo (SYRMIS et aI., 2004, PUJANA et aI., 1999, RENDERS et aI.,

1996). Seu poder discriminatório é considerado comparável ao do PFGE na tipagem

de Acinetobacter baumannii (SILBERT et aI., 2004).

Neste estudo, observou-se uma grande diversidade genética entre os isolados

estudados com a identificação de 13 clusters, dos quais 2 foram predominantes. O

cluster F foi predominante entre as cepas que não apresentaram nenhuma das

enzimas pesquisadas, já o cluster J foi predominante entre as cepas produtoras de

OXA-23, caracterizando uma disseminação donal proveniente de um surto hospitalar

ocorrido em 2008 na cidade de Ponta-Grossa (PR). Neste mesmo estado, surgiram

os primeiros relatos da enzima OXA-23 em A. baumannii no Brasil, em isolados de

dois hospitais de Curitiba, onde foi observada a predominância de um mesmo done

(DALLA-COSTA et aI., 2003).

Foi identificada a presença de um mesmo cluster (A, G e H) em diferentes

hospitais, sugerindo uma possível disseminação donal inter-hospitalar. Os

determinantes de resistência envolvidos nesta disseminação provavelmente foram

transmitidos horizontalmente, o que favoreceu supostamente o fato deste

microrganismo ter se tornado endêmico nesses hospitais.

Por outro lado, foi verificada a presença de vários c/usters em isolados de um

mesmo hospital, sugerindo que estes genes de resistência também podem estar

associados com uma disseminação polidonal.

5.8 Hidrólise enzimática e inibição pelo NaCI

Após a tentativa de verificação de hidrólise do imipenem nos isolados que

apresentavam os genes blaoXA, foi possível a detecção de hidrólise apenas no

isolado que carregava o gene blaOXA-58. O estudo de hidrólise do imipenem foi

avaliado após extração enzimática pelos métodos congelamento/descongelamento e
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sonicação, obtendo-se resultados negativos para os isolados portadores dos genes

blaoXA-23 e blaoXA-72- Este dado foi curioso, porém a literatura tem reportado uma

fraca atividade hidrolítica in vitro por parte de algumas enzimas do tipo OXA

(WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006; NIUMSUP et aI., 2009). Esta fraca ou

ausente atividade enzimática in vitro pode ser baseada em mudanças

conformacionais da proteína, decorrentes de estados monoméricos ou diméricos,

dirigidos por propriedades físico-químicas no meio em que estas enzimas

encontram-se imersas. Tem sido reportado que dímeros são ativos, enquanto que os

monômeros são inativos. Assim é muito provável que o meio periplásmico da

bactéria contribua para a formação de dímeros que quando extraídos em condições

experimentais adquirem formas monoméricas inativas. (FRANCESCHINI et aI., 2001;

GIRLlCH; NAAS; NORDMANN, 2004; DANEL; FRERE; L1VERMORE, 2001).

Foi possível ainda pesquisar a ocorrência de hidrólise do imipenem nos

isolados que não apresentavam os genes blaoXA-23. blaoXA-58, blaoXA-n, e em nenhuma

das cepas foi verificada hidrólise do imipenem, portanto isso reforça a possibilidade

da presença de outros mecanismos envolvidos na resistência a este antimicrobiano.

Como citado previamente, os extratos enzimáticos dos isolados variaram de

257 a 704 I-lg/ml, mostrando que a ausência de hidrólise não esteve associada com

uma baixa concentração de proteína quantificada nos extratos. Em contrapartida a

hidrólise do imipenem foi exclusivamente associada com a presença de blaoXA-58 ,

cujo extrato apresentou uma concentração de 315 I-lg/ml de proteína, concentração

esta, mais baixa que alguns extratos de isolados carregando blaoXA-23. Como citado

na literatura, esta enzima tem uma alta afinidade e atividade hídrolítica contra este

antibiótico (HÉRITIER et aI., 2005a).

Embora alguns métodos utilizem o NaCI na identificação laboratorial de

Acinetobacter baumannii produtor de oxacilinase (POIREL; NORDMANN, 2006a), há

controvérsias à respeito do seu uso como inibidor das oxacilinases, visto que alguns

estudos mostram a sua eficácia na inibição de algumas oxacilinases, como a OXA­

58 (POIREL et aI., 2004), concordando com os resultados deste trabalho, enquanto

outros mostram resistência dessas enzimas à essa inibição, como os estudos de

HÉRITIER et aI. (2003).
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5.9 Considerações finais

A expressão de carbapenemases do tipo OXA é um mecanismo de

resistência muito frequente em isolados de Acinetobacter baumannii, visto que 18/36

(50%) isolados imipenem resistentes recuperados de 8 centros médicos

apresentaram esta enzima e nenhuma foi positiva para a produção de M13L. Estes

resultados complementam os estudos recentes de CARVALHO et ai. (2009) que

detectaram, em 87% dos 110 isolados de A. baumannii de oito hospitais do Rio de

Janeiro, a presença de blaoXA-23 e os de MOSTACHIO et ai. (2009) que, ao

pesquisar genes de resistência em 64 isolados de Acinetobacter spp. resistentes aos

carbapenens de quatro hospitais de São Paulo, no período de 2002-2008,

verificaram maior incidência de cepas produtoras de OXA-23 (34%) do que

produtoras de IMP-1 (6%). Portanto, esta incidência deve ser considerada motivo de

preocupação para a equipe médica, pois a disseminação da enzima OXA já é um

problema no Brasil e tem ocorrido de maneira ampla e rápida.

A predominância de sequências de inserção nesta espécie, associada com a

mobilização e expressão dos genes blaoXA, deve contribuir para um alto índice de

morbimortalidade, alertando a comunidade médica à respeito deste novo evento que

pode ser responsável pelo aparecimento de novos surtos fatais.

A disseminação de cepas multirresistentes reforça a necessidade de

pesquisar outros mecanismos de resistência, assim como novas variantes de

enzimas que estejam eventualmente circulando e ainda não foram detectadas, como

foi o caso da blaOXA-58 e da blaoXA-72, que circulam no país desde 2004 e 2007,

respectivamente e somente agora foram feitos os primeiros relatos destas variantes.

Paralelamente, deve ser realizado um controle no uso de antimicrobianos,

contribuindo para evitar a falta de opções terapêuticas, assim como o agravamento

na questão da saúde pública que tem ocorrido em decorrência da disseminação de

cepas produtoras de enzimas responsáveis por fenótipos de multirresistência, como

é o caso da Klebisiela pneumoniae produtora de KPC (MONTEIRO et aI., 2009) e

CTX-M (BONNET et ai, 2000), Pseudomonas aeruginosa produtora de SPM-1
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(TOLEMAN et aI, 2002) e Acinetobacter baumannii produtor de OXA-23 ( DALLA­

COSTA et aI., 2003; ANTONIO et aI., 200Sa).

Considerando o alto nível de resistência não associado com a produção de

OXA e MI3L, os resultados fenotípicos e genotípicos obtidos neste trabalho sugerem

que mais de um mecanismo pode estar envolvido com o fenótipo de multirresistência

e não apenas as enzimas estudadas. A produção de uma ESBL, a GES-11, tem sido

responsável pelo fenótipo de resistência aos carbapenens nestes microrganismos

(MOUBARECK et aI, 2009). Da mesma forma, as proteínas de membrana externa,

dentre elas a CarO, citadas em vários relatos como responsáveis por resistência aos

carbapenens em isolados de A. baumannii (L1MANSKY et aI., 2002; QUALE et aI.,

2003; BOU et aI., 2000; DEL MAR TOMAS, 2005). A redução na expressão das

Proteínas Ligadoras de Penicilina (PBPs) é outro mecanismo associado com este

fenótipo, como foi descrito por FERNANDEZ-CUENCA et aI. (2003) após

identificarem uma redução na expressão da PBP-2 em isolados de A. baumannii em

Sevilla, na Espanha.

Finalmente, os resultados deste trabalho sugerem que a aquisição da

resistência ao imipenem dos isolados de A. baumannii recuperados de hospitais do

Sudeste e Sul do Brasil, ocorre principalmente pela expressão de genes blaoXA

associados com a disseminação de diferentes clones, sendo muito provável que esta

disseminação seja facilitada pela presença de ISs e plasmídeos associados.
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6. CONCLUSÕES

.:. Ao redor de um terço dos isolados de A. baumannii presentes neste estudo

apresentaram CIM que variou de 16 ~g/mL a valores superiores a 64 ~g/mL;

.:. A atividade de hidrólise do imipenem com e sem NaCI foi verificada apenas no

isolado que carreava o gene b/aOXA-58 e pouca ou nenhuma atividade para

amostras que carreavam outros genes blaOXA;

.:. Não foi detectada a presença de nenhum gene que codifica variantes das

enzimas metalo-p-Iactamases;

.:. Todos os isolados apresentaram o gene blaOXA-51 , confirmando sua presença

intrínseca nesta bactéria;

.:. Foram identificados os genes responsáveis pela codificação das enzImas

carbapenemases do tipo serina OXA-23 (41,6%), OXA-58 (2,7%) e OXA-72

(5,5%), sendo as duas primeiras associadas com as sequências de inserção,

ISAba-1 e ISAba-3, respectivamente;

.:. Todos os isolados de Acinetobacter baumannii que carregavam o gene blaOXA-23.

mostraram a presença do elemento de mobilização ISAba-1 localizado na sua

região anterior;

.:. Este trabalho mostrou ainda o elemento de mobilização ISAba-3 localizado nas

regiões anterior e posterior do gene blaOXA-58, ainda não descrito em nosso país;

.:. Foi encontrada uma nova variante dos genes blaOXA-24-like. o gene blaOXA-72 em

isolados de dois pacientes, ainda não descritos no Brasil até o momento;

.:. A análise de clusters resultou na identificação de 13 clones distintos, de acordo

com a similaridade de 90%. A relação c10nal foi positiva para as cepas que
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possuiam O gene blaOXA-23. Esta análise identificou, ainda, uma disseminação

policlonal inter-hospitalar na cidade de São Paulo.
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1 L(>tters to lhe Editor OIS # AA COn02-10 - Version 2 - RevÍSl'd)

2 High Prevalellce oI' Carbapenem-Resistant.l1cinetobacter baUmaJlJlii Carrying

3 the lJ(aOX,\.-J.H Gene in Brazilian HospitaIs

4

5 .A recem anicIe by Higgins ef aI. reportedtlle identífication of a novel

6 carbapenem-hydrolyzing class D ~-Iactamases (CHDL), derined as OXA-143. in a

7 carbapenem-resistant Acínetobacter baUmflJlllii strain isolated in Brazil in 2004 (5).

8 This enzyme, which has 88% identity with OXA-40, is the first representative of a

9 novel subgroup of CHDLs, whose prevalence remalns to be determined (5). In an

10 atlempt to car1); on such a task, we have conducted a surveilIance study or

11 carbapenem-resistanr A. baumannii isolares in order to determine the antimícrobial

12 susceplibilíty patterns and prevalence of blC4)XA-type carbapenemase genes in medicai

13 centers in both the southeastern and somhem regions of BraziL We hereby report a

14 high prevalence of carbapenem-resislant A. baumannii carrying lhe blaoxA-143 and

15 blaoxA.13 genes, along with the results of the 11r5t isolations of strains carrying blaoxA-

16 72 (OXA:72 is a síngle amÍllo acid variant 01' üXA-40) and blaoxA-s& genes in

17 Brazilian hospitaIs.

18 From 2004 to 2008, thírty-six carbapenem-resistant A. baumanniiisolates,

19 recovered t'rom dlfferent paticnts hospítalized in eight medicaI centers, were screened

20 for the presence of genes encoding meta:no-~-Iac.tamases (Mj3Ls) and OXA-type f3-

21 Iactamases (6, 15). Flan1áng sequences af blaox..dype genes were characterized by

22 peR. using primers targeling ISAba-l ar -3 (12). peR products were connrmed by

23 sequencing and genetic díversity of blaoxA-positive strains was determined by

24 analysis of ERIC-PCR (11).
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

An isolates were found to be resistant to ímipencm. meropenem, ccft~-iZidime,

aztreonam, piperaciUinltazobactam and ciprofloxacin. Susceptibility rates \-vere

observed for tobramicyn (61.1 %), ampícillinlsulbactam (61.1 %), gentamicin (47.2%),

amikacin (27.8%) and cefepimc (lLl %). MfJL-encoding genes were nol identified,

whereas a high prevalence of blaoxAgenes was noticed among carbapenem-resistant

isolates (Table 1). In this regard, twenty-one strains (58.3%) carried the blaOXA-143

gene; fifteen strains (41.7%) canied the ISAba-llblaoxA.2J gene array; one strain

canied the ISAba-3/blaoxA_5s1ISAba-3 gene array; and two isolates carried the blaoxA_

72 gene (Genbank accession nos. FJ628 170, FJ492877, F1969387, and HM804278 -

HM804281). Although the presence of blaoXA-51 and ISAba- I genes'Nas confirmed in

alI isolates. no co-linearit)' (Le., ISAba-l adjacent lo lhe blaoxA_13 gene) \vas observed

between both genes. Iso.lates harboling blaoxA-J43, blaoxA-72 and blaoxA-58 genes \vere

restricted to hospitals located in Stio Paulo (lhe largest and most populous

metropolítan area in southeastern Brazil), while blaoxA_23-harboring A. baumannii

isolates were obtaíned fram hospitais in sao Paulo and Paraná (in southern Brazil),

confu~ming prevíous reports of widespread dissemination of OXA-23-producing A.

baumannii in this region (1, 9). FinaU)', ERIC-PCR typingrevealed genetic díversíty

among blaoXA_J4r and blaoxA_23-positive li. baumannii isolates.

In summary. lhe blaoXA_143 gene was commonly identitled among carbapenem-

resistant A. baUma/111ii isolates surveyed in this study. Besides, we report the first

isolation of blaoxA-n- and blaoxA_5s-carrying strains in Brazilian hospitaIs. OXA-l43

i5 a new subgroup of CHDL 50 far identificd in isolates of A baulnlJ1mii from Brazil

(5). We would onIy bring to mind Ihat the blaoxA:72 gene was t1rst reported ftom an A.

ballmanl1íi 5traín in Thailand in 2004 (Gcl1Bank accession no. A Y739646) , and so far

2
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49 ít has been restricted to Acinetobacter spp. isolates from Asian nndMediterranean

50 counlIies (2, 4, 7, 8, 14).
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148 Tables

149 Table 1. ChaJacleristics of carbapenem-resistant .A. baumanllii ísolates carrying

150 b/oOxA-type genes encodingclass D carbapenemasesG

151 11 All multidrug-resistant A. ballmannii were illcluded in this study. Mullidrug

152resistallce was defined as resistanc.e to three or more representatives of lhe major

153 antibiotic calegories (i.e., quinolones, eXlended-spectrum cephalosporins,

154 aminoglycosides, and carbapenems). The A. baumannii isolates were ídentified by

155 llsing lhe Vitek 2® aulomated instrument ID system, conventíonal bíochemícal tesls,

156 and by detection of the blaoxA_51-like gene (10, 13). Susceptibilities to alI

157 antimicroblal agenls were determined by disk diffusion, agar dilution,and lhe E-test

158 (Ab Bíodísk, Solna, S\veden), and interpreted according to criteIia of the Clínica1 and

159 Laboratõry Standards Institule (3). ERIC-PCRfingerprint patterns "vere ana1yzed

160 using Dice similarity coefficienl and UPGMA cluster method (BioNumetic software,

161 Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

162 b SP, sao Paulo state (southeastern Brazil); PR, Paraná state (southern Brazil).

163 c IPM, inúpenem.

164 tI Flanked by ISAba-3 (downstream) and an ISAba-3-like element (upstream).

165 "ISA.ba-1 upstream ofthe blaoXA_13 gene.
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166 Table 1.

167

Tsolate
ERJC Hospital/ Date

CI inica1 sample
IPMMIC

b/amA genetype Stateh (nvy) (JlglmL)
OI A .I/SP 08/04 Tracheal secrction >64 51,58Q

1110 AI lI/SI' 04/08 Urine 32 51. 23'
919 A2 ll/SP 05/08 Bmncho-a1veolar lavage 32 51. 23'
39 B UI/SI' 07/08 Blood >32 51,13'
80 C TV/SI' 08/08 Sternal Iluid >32 51,23'
81 C IV/SI' 08/08 \Vound secretion >32 51,23',143
493 D IIISP 08/08 Catheter tip 32 51,23',143
1031 E JUS? 09/08 Urine >64 51,23',143
906 EI [lfSP 06'08 Biliary secretion 32 51,23'
605 F [JJSP 08/08 Medíaslinal f1uid >64 51,143
no FI ItiSP 07/08 Urine >64 51,143
1089 F2 JUS? 06'08 Blood >64 51. 143
1020 F2 lTISI' 09/08 Urine >32 51,143
559 F2 ll/SP 09/08 Catheter tip >64 51,143
649 F2 IJISP 04/08 \Vound secrction >64 51, 143
736 F2 II/SP 0&108 \Vound secretion >64 51,143
824 F2 lI/SI' 07/08 Carreter tip >64 51. 143
580 FJ IIISP 06'08 Alxlomímll secIt'líon >64 51,143
1013 F4 llISI' 05/08 Urine >64 51. 143
803 F4 lTlSI' 08/08 Tracbeal scut'lion 64 51, 143
804 F4 lllSP 09/08 Calhe ter típ >64 51,143
26 G VlSI' 0&108 Ceryical sccretion >32 51,143
28 G1 IV/SI' 10108 Trachcal secretion >64 51. 143
45 G2 V1ISP ICY08 Broncho-a1veolar lavage >32 51. 143
30 H lU/SI' 07/08 Scar secrelion >32 51,23"
659 Hr IlISP 04/08 Scar secre tion >64 51, 143
33 T IVJSI' 11/08 Catheter tip >32 51,143
55 J VUiPR 01/08 P.:ritoneal t1uíd 16 51,23<
56 J VI1IPR Ol/OS Sputum 16 51. 23'
52 JI VIUPR Ol/OS Drain fluid >32 51. 23'
53 11 VD/PR 02/08 Surgieal fluíd 32 51,23'
54 J! VUfPR 12/07 SpUlum 32 51,23'
3950 K VIIJSP 09/07 Hum wound fluid 32 51,72
4347 K VllUSP 11/07 Hum wound l1uid 64 51, 72
34 L V/SP 08/08 Cathder tip >32 51,143
46 M VIJIPR 08/07 Sputum >32 51,23'
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