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RESUMO 

RIBEIRO, E.A. Epidemiologia molecular e padrão de resistência a drogas de Acinetobacter 

baumannii isolados em pacientes internados em um hospital na Amazônia brasileira. 2019. 

80f. Dissertação (Mestrado) – Mestrado de Ciências Ambientais e Saúde, Pontifícia 

Universidade Católica de Goiás – PUC, GO, Goiânia, 2019. 

 

Introdução: Acinetobacter baumannii é um dos principais microrganismos oportunistas 

associado às  IRAS e surtos em todo o mundo, especialmente em pacientes com doença de base 

grave que estão em tratamento em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Objetivos: Determinar 

as características fenotípicas e moleculares de isolados de A. baumannii multirresistentes em 

um hospital de média e alta complexidade na Amazônia. Materiais e Métodos: Estudo do tipo 

descritivo transversal com abordagem quantitativa, foram analisados isolados de A. baumannii 

resistentes aos carbapenens provenientes de colonizações/infecções em pacientes internados. O 

perfil de suscetibilidade antimicrobiana foi determinado pelo método de difusão em disco, 

microdiluição para polimixina e E-test® para imipenem e meropenem. A pesquisa dos 

principais  genes que configuram resistência foi realizada por multiplex-PCR e a relação clonal 

foi investigada por análise de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). Resultados: Dentre 

os 18 isolados 10 (55,6%) foram produtores de carbapenemases, possuíam simultaneamente os 

genes blaOXA-23 e blaOXA-51 e pertenciam ao mesmo clone. Conclusão: Os resultados desse 

estudo indicaram que a resistência aos carbapenens foi comum a todos os isolados de A. 

baumannii os quais foram MDR. A detecção dos genes blaOXA-23 e blaOXA-51 foi comum 

a todos os isolados produtores de carbapenemases e pertenciam ao mesmo clone, revelando a 

possível disseminação cruzada desse microrganismo no hospital de estudo e reforçando que a 

resistência bacteriana é um problema emergente grave. 

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Resistência a Medicamentos; Testes de 

Sensibilidade Microbiana; Carbapenemases; blaOXA-23-like; Disseminação Clonal.
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ABSTRACT 

 

RIBEIRO, E.A. Molecular epidemiology and pattern drug resistance of Acinetobacter 

baumannii isolated from patients admitted to a hospital in the Brazilian Amazon region. 

2019. 78f. [Masters Dissertation] – Mestrado de Ciências Ambientais e Saúde, Pontifícia 

Universidade Católica de Goiás – PUC, GO, Goiânia, 2019. 

 

Introduction: Acinetobacter baumannii is one of the leading opportunistic microorganisms 

associated with nosocomial infections and outbreaks worldwide, especially in patients with 

severe underlying disease who are being treated in Intensive Care Unit (ICU). Objectives: To 

determine the phenotypic and molecular characteristics  isolates of multiresistant A. baumannii 

in a hospital of medium and high complexity in the Amazon region. Materials and Methods: 

Cross-sectional descriptive study with a quantitative approach. Carbapenens resistant A. 

baumannii isolates from colonization / infections in hospitalized patients were analyzed. The 

antimicrobial susceptibility profile was determined by the disc diffusion method, microdilution 

for polymyxin and E-test® for imipenem and meropenem. Research  for antimicrobial 

resistance genes that set resistance was performed by multiplex-PCR and the clonal relationship 

was investigated by Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) analysis. Results: Among the 18 

isolates 10 (55.6%) were carbapenemase producers,  had the blaOXA-23 and blaOXA-51 genes 

and belonged to the same clone. Conclusion: The results of this study indicated that resistance 

to carbapenems was common to all isolates of A. baumannii which were MDR. Detection of 

the blaOXA-23 and blaOXA-51 genes was common to all carbapenemase-producing isolates 

and belonged to the same clone, revealing the possible cross-dissemination of this 

microorganism in the study hospital and reinforcing that bacterial resistance is a serious 

emerging problem. 

Keywords: Acinetobacter baumannii; Drug Resistance; Antimicrobial Susceptibility Testing; 

Carbapenemases; blaOXA-23-like; Clonal Dissemination. 
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1 INTRODUÇÃO   

 Acinetobacter baumannii é um dos principais microrganismos oportunistas associado 

às infecções nosocomiais e surtos em todo o mundo, especialmente em pacientes com doença 

de base grave admitidos/hospitalizados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (ANTUNES et 

al, 2014).  Além disso, dentre as espécies pertencentes a este gênero A. baumannii é a mais 

importante, pois apresenta vários fatores de virulência, que podem ser transmitidos para outras 

espécies (ANTUNES et al, 2014). Por suas características fenotípicas e genotípicas de 

resistência aos antimicrobianos que resultam em altas mortalidades, o A. baumannii foi 

considerado pela Organização Mundial Saúde (OMS) como uma das espécies de bactérias 

prioritárias e críticas para o desenvolvimento e pesquisa de novas opções terapêuticas (WHO, 

2017; JAMAL et al, 2018). 

A resistência bacteriana aos antibióticos é um problema de saúde pública global, e está 

associada ao uso inadequado de antimicrobianos resultando em consequências clínicas e 

prejuízos econômicos (SUTHERLAND e BARBER, 2017). A prevalência das infecções 

causadas por bactérias resistentes aos antimcrobianos é elevada e tem como consequência a 

limitação nas opções de tratamento, o prolongamento das internações, e a elevada taxa de 

mortalidade (FOUNOU, 2017).  

Estima-se em todo o mundo, que 700 mil mortes estão associadas às infecções causadas 

por microrganismos multirresistentes (MDR) (SUTHERLAND e BARBER, 2017).  A perda 

econômica mundial, também é elevada. Avalia-se que até 2050 o déficit decorrente dessas 

infecções poderá ser entre 60 e 100 trilhões de dólares em todo o mundo, se a disseminação e 

as infecções causadas por patógenos multirresistentes não forem controladas (SUTHERLAND 

e BARBER, 2017).  

 As consequências das infecções causadas por este patógeno são bem descritas em 

disversos estudos (SUTHERLAND e BARBER, 2017; SILEEM et al, 2017). Foi demonstrado 

em uma pesquisa que a mortalidade atribuída a pacientes internados em UTI diagnosticados 

com algum tipo de infecção por Acinetobacter sp. foi de 50% e de outro grupo com colonizados  

foi de 13,6%, com mortalidade total de 30% (SILEEM et al, 2017). Pesquisa desenvolvida na 

India, sobre mortalidade relacionada com patógenos MDR, indentificou que a taxa de 

mortalidade geral dos pacientes foi de 13,1% (n = 581) e houve uma relação significativa entre 

MDR e mortalidade. Infecções por E. coli MDR e extensivamente resistentes (XDR), como K. 

pneumoniae XDR e A. baumannii MDR foram associadas com uma mortalidade 2-3 vezes 

maior (GANDRA et al, 2018).  
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A colonização de pacientes por microrganismos MDRs tem impacto na sua evolução 

clínica. Pacientes colonizados/infectados por A. baumannii MDR apresentam maior 

probabilidade de irem a óbito, como demonstrado em um estudo no qual pacientes com culturas  

positivas na admissão da UTI foram mais propensos a morrer durante a hospitalização (24,4%) 

do que os negativos (18,7%) e os pacientes colonizados apresentaram 1,4vezes mais chances 

de falecerem durante a internação do que os negativos (BLANCO et al, 2018). 

  Isolados MDRs geram ônus para o sistema de saúde, em uma pesquisa verificou-se que 

infecções por A. baumannii MDR resultam em cerca de US $ 1,627 bilhão de dólares por ano 

nos Estados Unidos. Ajustando essas estimativas para o viés dependente do tempo, variaram de 

US $ 481 milhões para US $ 856 milhões de dólares (NELSON et al, 2016). Por fim, a 

mortalidade anual nos Estados Unidos  para infecções causadas por esses microganismos foi de 

1.330 mortes/ano (NELSON et al, 2016).  

A. baumannii é um microrganismo versátil por ser capaz de expressar diferentes 

mecanismos de resistência. A ineficácia dos carabapenêmicos está relacionada dentre outros 

mecanismos, principalmente com a produção de β-lactamases de classe D (oxacilinases) que os 

inativam (EVANS e AMYES, 2014). Já foram descritos mais de 400  tipos de oxacilinases em 

diferentes países, dentre elas destacam-se as OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-58-like e OXA-

51-like por sua relevância clínica e por serem as mais prevalentes (RASMUSSEN e HOIBY, 

2006; LAHEY, 2018). A OXA-51 intrínseca é frequentemente codificada por gene 

cromossomal e as famílias OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-143 e OXA-235 são adquiridas 

(RASMUSSEN e HOIBY, 2006). 

Isolados nosocomiais de A. baumannii são frequentemente resistentes à maioria dos 

antimicrobianos atualmente disponíveis e as taxas de resistência aos cabapenêmicos variam 

entre países.  Na América Latina, o Brasil e a Argentina possuem as maiores prevalências de 

resistência (50%) (RODRÍGUEZ et al, 2018). Especificamente no Brasil, as taxas de resistência 

aos carbapenens são elevadas e variam de 23% a 86% e o seu crescimento é rápido, como foi 

demonstrado nos resultados do Programa de Vigilância Antimicrobiana SENTRY, a resistência 

a carbapenens de isolados brasileiros de A. baumannii aumentou cerca de 60% entre os anos de 

1977-1999 (12,6%) e 2008-2010 (71,4%) (GALES et al, 2012; FONSECA et al, 2013; 

MOREIRA et al, 2018).  

Na América Latina e no Brasil, outras carbapenemases foram descritas OXA- 23, OXA-

51, OXA-58, OXA-143, IMP-1, KPC-2 e KPC-3 e NDM-1, o que reforça a importância da 

identificação desses genes para que se possa evitar sua disseminação por meio de medidas de 

controle de infecção nosocomial (RIBEIRO et al, 2016; ROCHA et al, 2017; ORTIZ et al, 2017; 
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CAYÔ et al, 2018).  O A. baumannii produtor de OXA-23 é frequentemente detectado em 

infecções/colonizações resultantes de contaminações cruzadas, apresentando altas taxas de 

similaridade genética. Em um hospital universitário observou-se 90% de similaridade entre os 

isolados (AL ATROUNI et al, 2016; NEVES et al, 2016). 

Portanto, considerando alta mortalidade associada a isolados de A. baumannii 

multirresistentes, os custos, a disseminação desse microrganismo entre os pacientes internados 

e a escassez de pesquisas sobre essa temática na região norte do Brasil, é relevante a realização 

deste estudo para que se conheçam suas características fenotípicas, genotípicas e o modo de 

disseminação entre os pacientes. Em face a esses conhecimentos é possível, a implementação 

de medidas para controle de infecções/colonizações efetivas,  quebra da cadeia epidemiológica 

de transmissão desse microrganismo, mitigação dos índices de resistência bacteriana, redução 

da morbimortalidade e melhora na qualidade da assistência, visto que se trata de um hospital de 

referência da região sudeste do estado. Além disso, será possível contribuir com dados para 

literatura nacional sobre a detecção de isolados multirresistentes na região amazônica. 

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo determinar as características 

fenotípicas e genotípicas de isolados de A. baumannii, demonstrar sua disseminação entre os 

pacientes, caracterizar a resistência a carbapenens para a presença de carbapenemases e 

demonstrar a similaridade genética entre os isolados multirresistentes em um hospital de média 

e alta complexidade na Amazônia. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Agente etiológico 
 

 Acinetobacter sp. são bactérias que se apresentam como cocobacilos gram-negativos 

imóveis, catalase positivos, oxidase-negativos e não fermentadores de glicose. Pertencem à 

família Moraxellaceae, da ordem Gammaproteobacteria. O gênero Acinetobacter é 

subdividido em dois grupos: as espécies que oxidam a glicose, A. baumannii é a mais comum 

e as espécies que não oxidam a glicose, A. lowffii e A. haemolyticus (TORTORA, 2017). 

Espécies do gênero Acinetobacter sp. crescem bem em meio de cultura sólido como no 

ágar sangue, formando colônias branco-acinzentadas e no ágar MacConkey, formando colônias 

de coloração levemente rosa, convexas, translúcidas e opacas. Com o advento dos métodos de 

biologia molecular, 31 genoespécies foram identificadas, sendo que quatro espécies; 

calcoaceticus, baumannii, pitti e nosocomialis foram classificadas como sendo do complexo A. 

baumannii-calcoaceticus por apresentarem características fenotípicas análogas (PELEG et al, 

2008; HOWARD et al, 2012). 

Organismos pertencentes a este gênero são frequentemente considerados ubíquos na 

natureza. Fazem parte da microbiota da orofaringe de um pequeno número de indivíduos sadios 

e podem causar danos à saúde por causa da imunodepressão principalmente durante a 

hospitalização (ALLEN e HARTMAN, 2010; HOWARD et al, 2012). 

O A. baumannii é um patógeno oportunista de grande importância, sendo comumente 

associado a surtos de infecções nosocomiais causam, infecções do trato urinário, pneumonias 

associadas à ventilação mecânica, bacteremias relacionadas ao uso de cateter venoso central, 

peritonites, meningites, principalmente em pacientes imunodeprimidos tornando um grave 

problema de saúde pública (MARTINS e BARTH, 2010; MARTINS et al, 2013). 

 

2.2 Fatores de virulência do Acinetobacter baumannii 
 

A. baumannii já foi considerado um patógeno nosocomial de baixa virulência, todavia, 

estudos recentes demonstraram sua capacidade de se instalar em ambientes hospitalares. Esse 

microrganismo possui a capacidade de aderir e permanecer em superfícies inanimadas e 

geralmente são resistentes a alguns desinfetantes (PEREZ et al, 2007; MORGAN et al, 2010; 

SMANI et al, 2012). A formação de biofilme é essencial para a sua sobrevivência em ambientes 
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hostis e pode explicar sua resistência a antibióticos (RAO et al 2008; DONELLI e VUOTTO, 

2014; LONGO et al, 2014).  

O estudo de quorum sensing na regulação de alguns fatores de virulência, como adesão 

bacteriana, formação de biofilme, dentre outros, permite melhor compreensão da sua 

patogenicidade e da interação parasita hospedeiro, além de ser um alvo atraente para o 

desenvolvimento de novas terapias antibacterianas (GONZÁLEZ et al, 2009; BITRIAN et al, 

2012). 

A capacidade desse microrganismo de sobreviver a dessecação também deve ser 

mencionada, pois pode ser associada à sua capacidade de sobreviver sobre superfícies 

inanimadas em ambientes hospitalares (HARDING et al, 2018). A resistência a dessecação em 

A. baumannii está associada a presença da cápsula de lipolissacarideo que além de protegê-lo 

da fagocitose pode reter água. A membrana externa também pode ser citada como um fator que 

predispõem este achado, dessa forma, cabe ressaltar que essa resitência é multifatorial e deve 

ser esclarecida (SCOTT et al, 2014; BOLL et al, 2015; ALMASAUDI, 2018). 

Além disso, genes que configuram resistência aos antimicrobianos quase sempre fazem 

parte do DNA plasmidial e podem ser transferidos entre microrganismos. Também compõem 

parte de unidades de DNA, os transposons que se deslocam entre o cromossomo e plasmídeos 

(DOMINGUES et al, 2012). A transferência horizontal de genes contribui para a variabilidade 

genética em patógenos humanos, permitindo a adaptação ao ambiente do hospedeiro e pode 

levar a múltiplas alterações genéticas no genoma das células receptoras, com impacto 

significativo no perfil de resistência tornando-os menos suscetíveis a antimicrobianos 

(WRIGHT et al, 2017).  

Elementos genéticos transferidos horizontalmente são associados à disseminação de 

genes que configuram resistência a antibióticos e consequentemente o aumento da virulência, 

contribuindo para  emergência de isolados resistentes aos antimicrobianos mais potentes e de 

amplo espectro (JUHAS, 2015; HOLMES et al, 2016).  Apesar da gravidade deste problema, o 

conhecimento sobre este assunto está longe de ser completo, porém, é evidente que as políticas 

públicas e estratégias de mitigação devem considerar o papel de muitos fatores, incluindo os 

mecanismos de resistência, espécie de microrganismo, o antimicrobiano utilizado, bem como 

os aspectos clínicos individuais dos pacientes (JUHAS, 2015; HOLMES et al, 2016). 

Mecanismos que configuram resistência aos antimicrobianos são descritos como os 

principais fatores de virulência para o A. baumannii, podem ter origem intrínseca ou adquirida 

e conferem resistência a quase todos os antimicrobianos de uso terapêutico. Mutações ou 
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alterações e aquisições de material genético exógeno do microrganismo podem facilitar a sua 

resistência (ZAVASCKI et al, 2007; MANGONI et al, 2014). 

A aquisição de genes de resistência pode resultar na expressão de diferentes mecanismos 

de resistência, simultâneos ou não, como a alteração da permeabilidade da membrana, bomba 

de efluxo e a produção de enzimas que inativam os antimicrobianos como as betalactamases, 

sendo este último um dos principais mecanismos descritos para essa espécie (DAI et al, 2014; 

VIEIRA E PICOLI, 2015).  

Dessa forma, essa bactéria apresenta-se resistente a vários antimicrobianos como os 

aminoglicosídeos devido a alteração dos sítios de ligação no ribossomo, a alteração na 

permeabilidade e a modificação enzimática da droga. A resistência aos aminoglicosídeos é 

codificada principalmente pelo gene aph (3 ')-VIa e do gene aac (3') –II no qual seu produto 

são enzimas que modificam grupos aminos e hidroxilos dos antibióticos (RAMOS E VELILLA, 

2012). 

Já as quinolonas inibem a atividade da DNA girase ou topoisomerase II. Ao inibir a 

atividade da DNA girase, a molécula de DNA passa a ocupar grande espaço no interior da 

bactéria e suas extremidades livres determinam síntese descontrolada de RNA mensageiro e de 

proteínas, determinando a morte das bactérias. Elas também inibem, in vitro, a topoisomerase 

IV, porém não é conhecido se este fato contribui para a ação antibacteriana (REECE e 

MAXWELL, 1991). 

Os mecanismos de resistência às quinolonas envolvem mutações nos genes 

cromossômicos bacterianos como alteração da subunidade A da DNA girase ou topoisomerase 

IV, ou por alteração da permeabilidade à droga pela membrana celular bacteriana (GALES et 

al, 1997; VISCONTI et al, 2002; MARTÍNEZ, 2005; HERNÁNDEZ et al, 2015; FRASÃO et 

al, 2015). 

Segundo Magiorakos et al (2012) a multi-drogaresistência (MDR) é definida como não 

suscetibilidade a pelo menos um agente em três ou mais categorias antimicrobianas,  a 

Amplamente resistente a drogas (XDR)  é caracterizada como não suscetibilidade a pelo menos 

um agente em todos, exceto dois ou menos categorias antimicrobianas (ou seja, os isolados 

bacterianos permanecem suscetível a apenas uma ou duas categorias). Pan-resistentes a drogas 

(PDR) é definido como não suscetibilidade a todos os agentes em todas as categorias 

antimicrobianas (isto é, nenhum agente testado como suscetível a esse organismo).  

A multi-drogaresistência em A. baumannii impacta diretamente na definição do 

esquema de tratamento com antibióticos. Nesta circunstância cabe destacar o papel das 

polimixinas e da tigeciclina que são consideradas boas opções terapêuticas. Apesar das 
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polimixinas serem consideradas uma das últimas opções terapêuticas principalmente quando há 

falha na terapia com carbapenens, alguns estudos identificaram a presença de A. baumannii 

resistentes a estes antimicrobianos determinada pelos genes pmrA e pmrB. Esses genes são  

responsáveis pela resistência dessa bactéria a colistina, ressaltando a importância de conhecer 

os mecanismos de resistência dessas bactérias ás polimixinas (LEAN et al, 2014; 

SEPAHVAND et al, 2016). 

A tigeciclina inibe a tradução protéica nas bactérias, ligando-se à subunidade 

ribossômica 30S e bloqueando a entrada de moléculas aminoacil RNAt no sítio do ribossomo. 

Apesar disso, já há evidências de resistência a tigeciclina associada a super-expressão de 

sistemas de efluxo (AdeABC e AcrAB-TolC) (YUHAN et al, 2016).  

 

2.3 Resistência aos betalactâmicos 
  

 Os antibióticos β-lactâmicos inibem a síntese da parede celular bacteriana. A parede 

celular é constituída essencialmente por polímeros de peptidoglicano, responsável pela 

manutenção da forma e rigidez da parede celular. Esses antimicrobianos inibem o domínio 

transpeptidase (enzimas importantes para síntese do peptideoglicano) dos Receptores Ligantes 

de Penicilinas (PBPs), originando a não ligação das cadeias de péptidos, ou seja, impede o 

“cross-link” do peptidoglicano, se não há síntese de peptideoglicano, não tem controle 

osmótico, proteção e consequentemente a célula bacteriana pode lisar (SCHEFFERS et al, 

2005). 

 Essa classe de antimicrobianos apresenta as seguintes subclasses, penicilinas e 

derivados, cefalosporinas, carbapenens e monobactamos. Os β-lactâmicos possuem em comum, 

no seu núcleo estrutural, o anel ß-lactâmico que confere atividade bactericida, por interferir na 

síntese da parede celular bacteriana inibindo a transpeptidase (KONG et al, 2010). Esta classe 

também consegue ativar autolisinas, ou seja, enzimas produzidas pelas bactérias que permitem 

a sua autodestruição. Apresentam uma ação bactericida e amplo espectro de ação. Porém, cabe 

ressaltar que as bactérias Gram-negativas apresentam diversos mecanismos de resistência sendo 

o mais comum a produção de β-lactamases, que são enzimas capazes de inativar os beta-

lactâmicos (MELETIS et al, 2016). 

Três mecanismos básicos de resistência aos ß-lactâmicos têm sido descritos: a alteração 

do sítio de ligação nas proteínas ligadoras de penicilina (PBPs), a alteração da permeabilidade 

da membrana externa e a degradação da droga pela da produção das β-lactamases (GUSSATI 

et al, 2009; CASTELLANOS et al, 2014). 
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As β-lactamases são largamente distribuídas em bactérias gram-positivas e gram-

negativas. Podem ser identificados diferentes tipos de enzimas baseando-se em suas 

propriedades catalíticas e moleculares.  Foram divididas em classe A (serino-beta-lactamases), 

B (metalo-beta-lactamases), C (beta-lactamases do tipo AmpC) e D (oxacilinases) (AMBLER, 

1980). 

Bush, Jacob e Medeiros incluíram nestas classificações novas beta-lactamases e 

sugeriram uma nova classificação, onde se relaciona o perfil dos substratos e dos inibidores 

com a sua estrutura molecular. O sistema atualizado inclui grupo 1 (cefalosporinases 

pertencente à classe C), gupo 2 (serino-beta-lactamases pertencentes às classes moleculares A 

e D) e grupo 3 (metalo-beta-lactamases) (BUSH et al, 1995; BUSH e JACOBY, 2010). 

Estudos já demonstraram que a mesma bactéria, pode expressar diferentes mecanismos 

de resistência (COYNE et al, 2011; AKSOY et al, 2015;  POURHAJIBAGHER et al,  2016). 

Foi  identificado em uma pesquisa, na qual 52 isolados de A. baumannii foram resistentes a 

carbapenens e expressaram a produção de carbapenemases, metalo-β-lactamases e oxacilinases 

(AKSOY et al, 2015).  

 

2.4 Carbapenemases em Acinetobacter baumannii 
 

A partir do final da década de 1980, os antibióticos β-lactâmicos da classe dos 

carbapenêmicos (imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem), foram instituídos como 

alternativa terapêutica de última escolha para o tratamento de infecções graves causadas 

principalmente por bactérias gram-negativas multirresistentes (SHAH, 2008; EL-GAMAL et 

al, 2017). Em comparação com as penicilinas e cefalosporinas, os carbapenens são mais 

eficazes, por serem mais resistentes à hidrólise pela maioria das β-lactamases, conferido por 

sua estrutura molecular única que apresenta o anel β-lactâmico,  pelo carbono no lugar do átomo 

de enxofre do ácido 6-aminopenicilânico e pela sua insaturação. (ZHANEL et al, 2007; 

MELETIS, 2016; EL-GAMAL et al, 2017). 

Porém, o uso abusivo dos antimicrobianos dessa classe resultou na seleção e 

disseminação de genes de resistência a esses antibióticos, principalmente, por meio da produção 

de carbapenemases (SHAH, 2008; GUPTA et al, 2011). Entre as carbapenemases, as metalo-

β-lactamases (MβLs) diferem estruturalmente das outras betalactamases por necessitarem de 

dois íons divalentes, usualmente o zinco como cofator para sua atividade catalítica (BUSH e 

JACOBY, 2010). 
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As MβLs de acordo com a classificação proposta por Ambler (1980) pertencem à classe 

molecular B. Segundo o esquema de classificação proposto por Bush (1989), com base nas suas 

propriedades bioquímicas, essas enzimas foram classificadas no grupo 3, condição reforçada 

pela classificação funcional de Bush, Jacoby, Medeiros (1995).   

A identificação de novas MβLs, resultou na proposta da divisão do grupo 3 em três 

novos subgrupos: o subgrupo 3a, que inclui as MβLs com amplo espectro de atividade, o 

subgrupo 3b, que compreende as enzimas que hidrolisam preferencialmente os carbapenens e 

o subgrupo 3c, composto pelas enzimas que hidrolisam fracamente os carbapenens 

(RASMUSSEM E BUSH, 1997). 

As MβLs conferem resistência a todos os beta-lactâmicos, exceto ao aztreonam (BUSH, 

JACOBY e MEDEIROS, 1995). São conhecidas dez famílias de MβLs: imipenemase (IMP), 

Verona Imipenemase (VIM), São Paulo metalo-beta-lactamase (SPM), German imipenemase 

(GIM), Seoul imipenemase (SIM), Austrália imipenemase (AIM), Kioryn University Hospital 

metalo-beta-lactamase (KHM), Dutch imipenemase (DIM-1), New Delhi metalo-beta-

lactamase (NDM-1) e Tripoli metall-β-lactamase (TMB-1). Já foram descritas 56 IMP, 46 VIM, 

16 NDM-1 e 2 GIM (OSANO et al, 1994; LAURETTI et al, 1999; TOLEMAN et al 2002; 

POIREL et al, 2003; CASTANHEIRA et al, 2004; LEE et al, 2005; MENDES et al, 2006; 

YONG et al, 2009; YONG et al, 2012; SALABI et al, 2012). 

Já as principais serina-carbapenemases são OXA (Oxacilinases), GES (Guiana- extend 

spectrum) e KPC (YIGIT et al, 2001; LAHEY, 2018; QUEENAN e BUSH, 2007). Vários 

estudos identificaram isolados de Acinetobacter sp. apresentando diferentes genes de 

resistência que expressam proteínas capazes de hidrolisarem os beta-lactâmicos, a exemplo 

blaOXA-23, 24, 51, 58, 64, blaNDM-1 e blaGES-11, indicando assim a grande variedade de 

genes que codificam resistência aos carbapenêmicos encontrados nesta bactéria (PINO et al 

2007; TAKAGI et al 2009; PFEIFER et al, 2011; SHAHCHERAGHI et al, 2011; CORTIVO 

et al, 2015). Outros genes como blaIMP-1 e 2 e blaVIM-1 e 2, blaKPC e blaSPM, também 

foram descritos em Acinetobacter sp. (NIRANJAN et al, 2013; VILLALÓN et al, 2013; 

CHERKAOUI et al, 2015; AZIMI et al, 2015).  

Os três tipos de MβLs mais frequentemente detectadas em enterobactérias em todo 

mundo são os tipos IMP, VIM e NDM. Vários estudos demonstraram disseminação crescente 

de MβLs na América Latina, e que a maior prevalência ocorre no Brasil e na Argentina. O 

blaNDM-1 foi isolado de bactérias em hospitais no México, Cuba, Honduras e Paraguai 

apresentando grande capacidade de disseminação clonal e de transferência interespécies 

(SADER et al, 2005; BERTONCHELI e HORNER, 2005; GALES et al, 2012; JONES et al, 
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2013; WATERMAN et al, 2013; PASTERAN et al, 2014; BARRIOS et al, 2014; GONZÁLEZ 

et al, 2015; BASTIAN et al, 2015). 

Acinetobacter sp.  portadores de genes que codificam diferentes metalo-β-lactamases, 

foram isolados em diferentes países de diversos continentes. Em face a disseminação, rápida de 

genes de resistência, é importante que cada estabelecimento de saúde conheça os 

microrganismos e seus mecanismos de resistência para que aperfeiçoem as práticas de controle 

de infecção hospitalar e estabeleçam programas para controle do uso de antimicrobianos 

(ESPINAL et al, 2011; CHEN et al, 2011; POIREL et al, 2012; DECOUSSER et al, 2013; 

AHMED et al, 2015; CHANG et al, 2015). 

No Brasil, o primeiro relato de isolados produtores de MβLs ocorreu em 2002, e as mais 

frequentes, foram IMP, SPM, NDM e VIM. Como ocorre em outros países, uma diversidade 

de genes, isolados de Acinetobacter spp. que codificam diferentes enzimas, estão distribuídos 

por diversos estados da federação (PEREIRA et al 2015; MACIEL et al 2017; FERREIRA et 

al, 2017; KALLUF et al, 2017; YONG et al, 2012). 

 

 

2.5 Oxacilinases em A. baumannii 
 

Dentre as quatro classes moleculares, a classe D apresenta maior diversidade de 

enzimas, possuem perfis de hidrólises de espectros estreito ou ampliado, que podem ser 

resultantes de mutações pontuais. Essas enzimas são frequentes em A. baumannii e hidrolisam 

oxacilina mais eficientemente do que as benzilpenicilinas, a meticilina, amoxicilina e algumas 

cefalosporinas (TURTON et al, 2006; POIREL e NORDMANN, 2006; SHAHCHERAGHI et 

al, 2011). 

As primeiras oxacilinases foram classificadas de acordo com seus pontos isoelétricos, 

por Sykes e Matthew sendo denominadas OXA-1, OXA-2 e OXA-3. Os genes que expressavam 

essas enzimas estavam localizados em componentes móveis, aumentando as chances de 

disseminação de resistências para outras espécies (DALE e SMITH, 1995; OUELLETTE et al, 

1987; MOSSAKOWSKA et al, 1989; EVANS e AMYES, 2014; LAHEY, 2018). 

Para hidrolisar os carbapenens, as oxacilinases realizam uma ligação não covalente da 

enzima ao antibiótico formando um complexo intermediário. Em seguida o anel β-lactâmico é 

atacado pelo grupo hidroxila ligado ao resíduo de serina do sítio ativo da enzima formando um 

grupo acil-éster. A hidrólise desse éster resulta na liberação da droga inativa. Cabe salientar que 
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essas enzimas são resistentes a inibição por clavulanato e tazobactam (LIVERMORE, 1995; 

POIREL et al, 2010; JEON et al, 2015; SGRIGNANI et al, 2016). 

Quando comparadas com as MβLs, essas enzimas têm menor atividade enzimática. 

Entretanto, podem ser superexpressas quando associadas com elementos móveis como o 

ISAba1 (Insertion Sequence Acinetobacter baumannii) resultando no aumento da resistência 

aos antimicrobianos em A. baumannii (TURTON et al, 2006; POIREL e NORDMANN, 2006). 

As IS são sequências de inserção menores e mais abundantes para disseminação de informações 

gênicas. Estes elementos podem conter fortes promotores que desempenham um papel 

importante na expressão dos genes de resistência a antibióticos (KOBS et al, 2016; 

DOMINGUES et al, 2018). 

 A. baumannii produtores de oxacilinases são responsáveis por surtos em todo mundo. 

Atualmente já foram descritos 498 tipos de oxacilinases. Com base na sua sequência de 

aminoácidos, as carbapenemases de classe D foram recentemente reclassificadas em 12 

subgrupos: OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA-51, OXA-58, OXA-134a, OXA-143, OXA-

211 , OXA-213, OXA-214, OXA-229 e OXA-235 (EVANS e AMYES, 2014; JEON et al, 

2015; LAHEY, 2018). 

Dentre essas, o subgrupo de OXA-23 ISAba1 tem sido detectada em todo o mundo e 

apontado como a carbapenemase predominante em espécies de Acinetobacter. Outros genes 

que expressam oxacilinases também foram identificados em Acinetobacter (RODRÍGUEZ et 

al, 2018; LESHO et al 2016; JOSHI et al, 2017; UWINGABIYE et al, 2017; CHEN et al, 2017; 

WANG et al, 2018). 

No Brasil a primeira descrição de A. baumannii produtora de blaOXA-23 foi em 

Curitiba no ano de 2003, a patir de isolados de pacientes com infecção nosocomial (COSTA et 

al, 2003). Posteriormente em outros estados, como em Goiânia no qual foi o mais prevalente 

55,1% com um percentual de resistência associada de 76,8%. Em Minas, Paraná, Rio de Janeiro 

e Maranhão observou-se percentuais de 86,9%, 57,5%, 23% e 86,6%, respectivamente 

(CASTILHO et al, 2017).  Na região norte verificou-se escassez de estudos sobre essa temática 

(FONSECA et al, 2013; ROYER et al, 2015; MOREIRA et al, 2018; RODRÍGUEZ et al, 2018).  

No Recife foram identificados dois casos de A. baumannii produtoras do gene OXA-72 

em dois hospitais, com grandes semelhanças aos isolados no Estado de São Paulo. Este gene 

também foi detectado em A. pitti isolados em Belém e no Espirito Santo, destacando a 

relevância de outras espécies para sua disseminação. Este fato reforça a importância do 

mapeamento destes genes para que se possa evitar sua disseminação e consequentemente a 
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redução nas opções terapêuticas (CAVALCANTI et al, 2013; CHAGAS et al, 2017; 

BRASILIENSE et al, 2018). 

 Rocha et al, (2017), relataram a detecção do gene o blaOXA-23-like em 87% dos 

isolados. Identificaram também 12 (13%) isolados produtores de blaOXA-24-like do Rio 

Grande do Sul, Paraná e São Paulo.  Em um estudo realizado em um hospital universitário 

brasileiro analisou-se isolados de A. baumannii provenientes de pacinetes 

infectados/colonizados internados na UTI, verificou-se que  59,0% dos pacientes morreram 

durante a internação hospitalar e resistência aos carbapenêmicos foi associada à alta prevalência 

dos genes blaOXA-23 51,2% (NEVES et al, 2016).  

Desta forma, é possível afirmar  que as oxacilinases são distribuídas no Brasil, e são 

associadas ao aumento da mortalidade entre pacientes internados devido correlação com altos 

índices de resistência (SONG et al, 2011; GUSSATTI et al, 2012;  CORTIVO et al, 2015; LIU 

et al, 2016; MAVROIDI et al, 2017; CAVALCANTI et al, 2017). 

Atualmente esse microrganismo é responsável por surtos de difícil controle, devido sua 

ampla gama de fatores de virulência. A disseminação dos genes blaOXA em espécies de 

Acinetobacter sp. é considerada uma preocupação crescente uma vez que, as linhagens que 

possuem estes genes, apresentam resistência a quase todos os antibióticos (TURTON et al, 

2006; SARI et al, 2013). O monitoramento periódico da epidemiologia molecular e dos 

mecanismos de resistência de A. baumannii são imprescindíveis. No entanto, a maioria dos 

dados publicados são referentes a situações epidemiológicas das regiões sul e sudeste do país, 

ressaltando a importância de estudos nas demais regiões do país (TIAN et al, 2018; 

SAAVEDRA et al, 2018). 

  

2.6 Epidemiologia 
 

A emergência de A. baumannii multirresistentes é um problema de saúde pública em 

todo o mundo, pois resulta na redução da disponibilidade de antibióticos com atividade contra 

este patógeno. Consequentemente, ocorre o aumento da morbidade e do índice de mortalidade 

associado a estas infecções (VIEIRA e PICOLI, 2015).  

As principais infecções causadas por A .baumannii são  no trato urinário,  respiratório , 

cavidade peritoneal e são frequentemente associadas ao uso de dispositivos internos. A 

diferenciação de colonização/infecção é complexa de difícil de ser feita para esse 

microrganismo (JUNG E PARK, 2015). 
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As Infecções Relacionadas à Assistência a Saúde (IRAS)/colonizações, adquiridas em 

ambientes hospitalares foram responsáveis pela maioria dos óbitos. Os fatores de risco 

relacionados com o aumento de óbito entre os pacientes com IRAS foram, as co-morbidades, 

pneumonia associada ou não à ventilação mecânica, intubação orotraqueal e traqueostomia. A 

presença de resistência a múltiplas drogas em isolados de A. baumannii foi descrita como o 

principal fator de risco para mortalidade entre pacientes de uma UTI na Colômbia (LEMOS et 

al, 2011; SOUZA et al, 2015). 

Surtos de A. baumannii resistentes a carbapenens são descritos em várias partes do 

mundo, e a disseminação desse patógeno ocorre por meio da transferência inter-hospitalar de 

pacientes colonizados, como os que ocorreram no Centro Clínico Universitário de Kosova e na 

Espanha (RAKA et al, 2009; MERINO et al, 2014) . Isso enfatiza a necessidade de se adaptar 

programas de vigilância e controle de infecções para prevenir colonização e infecção por A. 

baumannii multirresistentes em ambiente hospitalar (ZARRILLI et al 2009; MARTINS, 2012; 

MERINO et al, 2014; HALACHEV et al, 2014). 

O A. baumanni foi descrito como a bactéria mais frequentemente isolada em infecções 

hospitalares seja ela resistente aos antimicrobianos ou não. Esta bactéria isolada de pacientes 

com IRAS, foi identificada com a responsável por endocardites, infeccções urinárias associada 

ao uso de cateter e elevada incidência de pneumonias associadas a ventilação mecânica  

(OLIVEIRA et al, 2010; PATEL et al, 2015; SAMRAH et al, 2016; PROTIC et al, 2016; 

MOGHNIEH et al, 2016; CHEN et al, 2015). 

Cabe ressaltar que as IRAS geram mais custos para o sistema de saúde, observando 

maiores gastos na internação em unidades de terapia intensiva (NANGINO et al 2012). A 

medida que aumenta a probabilidade de infecções por A. baumanni os custos para o hospital 

também se elevam; para uma probabilidade de infecção de 20%, o custo caso variou entre $ 

4.472 e $ 8.246 dólares, se for aumentada a probabilidade para 70% aumentará o custo para 

valores entre $ 15.977 e $ 29.019 ± dólares (LEE et al, 2010; LEMOS et al, 2013; ASIM et al, 

2016).  

Em um hospital da Colômbia o custo médio total de hospitalização entre pacientes com 

A. baumannii resistente a carbapenem foi significativamente maior do que entre os pacientes 

com A. baumannii suscetível a carbapenem (custo ajustado: US $ 11.359 dólares versus US $ 

7.049  respectivamente) (LEMOS et al, 2014). 

Além de ser frequentemente isolado de paciente com IRAS, o A. baumannii 

multirresistente, também foi isolado de  superfícies inanimadas e efluentes de esgotos 

hospitalares sendo responsáveis pela disseminação de genes resistência no meio ambiente, os 
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quais poderão ser transferidos para microrganismos da microbiota ambiental (GUSSATTI et al 

2009; FERREIRA, 2010).  

Portanto, considerando todos os prejuízos à saúde de pacientes internados e o risco 

aumentado de ocorrência de óbitos associados a IRAS bem como sua contaminação em 

efluentes hospitalares, torna-se relevante a implantação de estratégias de prevenção e esforços 

que visem a melhoria da qualidade da assistência à saúde.  

A identificação do patógeno, o conhecimento de seus mecanismos de resistência, 

características fenotípicas e análise molecular destes isolados, irão direcionar diagnósticos e 

tratamentos corretos evitando maiores gastos ao sistema de saúde e possibilitar o conhecimento 

de sua disseminação no meio ambiente. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 
 

Determinar as características fenotípicas e moleculares de isolados de A. baumannii 

multirresistentes em um hospital de média e alta complexidade na Amazônia.  

3.2 Objetivos específicos  

     

· Determinar o fenótipo da resistência de A. baumannii a carbapenêmicos; 

· Demonstrar sua disseminação entre os pacientes internados; 

· Detectar isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenens para a presença 

de carbapenemases; 

· Determinar o perfil molecular de resistência aos carbapenêmicos de isolados de 

A. baumannii. 

· Demonstrar a similaridade genética entre os isolados de A. baumanii em um 

hospital de média e alta complexidade na Amazônia. 
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4.0 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Tipo, localização e período do estudo 

 

Foi realizado um estudo do tipo descritivo transversal com abordagem quantitativa no 

período de setembro de 2017 a fevereiro de 2018, em um hospital público regional que presta 

serviços de média e alta complexidade em diferentes especialidades, e que atende uma 

população estimada de 541.000 habitantes, localizado no bioma amazônico, no estado do Pará 

(Brasil). A temperatura média anual é de 25,35 ºC, a umidade relativa é elevada, com média 

anual de 78% e o índice pluviométrico anual médio é de 2.000 mm (IBGE, 2017, HRPA, 2018). 

O estudo foi desenvolvido em um hospital regional localizado na cidade de Redenção, 

ao sudeste do estado do Pará. Atualmente são disponibilizados 98 leitos, 21 na clínica médica, 

36 na clínica cirúrgica, 12 na clínica pediátrica, 06 na clínica obstétrica, 09 na unidade de terapia 

intensiva (UTI) adulto, 05 na UTI neonatal, 05 na UTI pediátrica e 04 em leito dia (HRPA, 

2018). 

Dentre as diversas especialidades destaca-se a nefrologia, onde o serviço de transplantes 

foi implantado em 2012. O HRPA dispõe de serviço de Terapia Renal Substitutiva com 24 

máquinas de hemodiálise e capacidade de atender a 167 pacientes distribuídos em quatro turnos 

(HRPA, 2018). 

 

4.2. População do estudo, procedimento técnico para coleta, detecção e determinação 

fenotípica de suscetibilidade dos isolados 

 

Foram incluídas amostras de pacientes que estavam em tratamento no hospital com 

diagnóstico de IRAS/colonizações causadas por A. baumannii-MDR com resistência a 

carbapêmicos, um isolado por paciente, entre os meses de setembro de 2017 a fevereiro de 

2018. Os isolados analisados foram obtidos de amostras clínicas como secreções traqueais, 

hemoculturas, swabs de vigilância, ponta de cateter. Os isolados foram obtidos por indicação 

clínica do médico assistente, com finalidade diagnóstica.  

As amostras clínicas foram cultivadas em Ágar Sangue por 24 horas à 35ºC+/-2ºC. Os 

isolados foram identificados pela coloração de Gram, posteriormente cultivados em Ágar 

MacConkey por 24 horas à 35ºC+/-2ºC. As colônias que cresceram em meio Ágar MacConkey, 

foram identificadas por meio de provas bioquímicas usando o painel Bactray I e II 

(Laborclin®). Esse teste utiliza dez diferentes substratos contidos em cada painel. As provas 
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consistem em, O-nitrofenol-beta-d-galacto-piranoside (ONPG), Sulfeto de Hidrogênio (H2S), 

Indol (INC), Adontol (ADO), Sorbitol (SOR), Arginina Dehidrolase (ADH), Hidrolise (Uréia), 

Citrato (CIT), Salicina (SAL), Sacarose (SAC), Lisina Descarboxilase (LDC), Vogesproskauer 

(VP), Malonato (MAL), Arabinose (ARA), Manitol (MAN), Ornitina Descarboxilase (ODC), 

Fenilalanina (FD), Ramnose (RAM), Inositol (INO) e Rafinose (RAF). 

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de difusão em 

disco, e interpretado de acordo com o Clinical and Laboratorial Standards Institute (CLSI, 

2018) para os seguintes antimicrobianos: piperacillina-tazobactam (100/10µg), ceftazidime 

(30µg),  cefotaxime (30µg),  cefepime (30µg),  gentamicina (10µg), amicacina (30µg), 

tetraciclina (30µg), ciprofloxacino (5µg), levofloxacino, trimetropim-sulfametoxazol, 

imipenem (10µg), meropenem (10 µg), aztreonam (30µg), amoxicilina-clavulanato (20/10 µg) 

e  cefalotina (30µg). Para os antimicrobianos polimixina (0,125- 64 µg/mL), tigeciclina (1-2 

µg/mL)  realizou-se teste de microdiluição em caldo. 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi definida pela fita de E-teste®, para os 

isolados classificados com resistência aos carbapenêmicos imipenem e meropenem pelo teste 

qualitativo. Como controle foi usado a cepa padrão E. coli ATCC 35218. A CIM para 

Tigeciclina foi determinada utilizando o aparelho MicroScan AlkAway®, e interpretadas de 

acordo com limites estabelecidos pelo FDA (sensivel ≤ 2 μg/mL e resistente ≥ 8 μg/mL) 

(IDELEVICH et al, 2018; FDA, 2018). A multi-drogaresistência (MDR) foi definida como 

resistência a três ou mais classes das drogas testadas (MAGIORAKOS et al, 2012). 

Na determinação da CIM para a polimixina B utilizou-se o método de microdiluição em 

caldo (Policimbac®- PROBAC), e a cepa de E. coli ATCC 35218 foi usado como controle. As 

concentrações testadas variaram de 0,125 até 64 µg/ml. Realizou-se uma suspensão ajustada 

para 105 UFC/mL, sendo inoculado 100µl da suspensão na cavidade controle de crescimento 

(CC) e posteriormente nas cavidades contendo um gradiente de concentração da droga de 0,125 

a 64 µg/ml. Sendo primeiramente administrada no poço CC do painel, e logo após nas cavidades 

de menor concentração para o de maior concentração. Em seguida os painéis de microdiluição 

foram recolocados nas embalagens originais e incubados por 24 horas em estufa a 35º ± 2°C.  

Para realização da leitura, foi adicionado em cada cavidade 1 gota da solução reveladora, 

em seguida foram incubadas novamente na estufa por 1 hora. As concentrações que exibiram 

crescimento bacteriano ficaram com coloração avermelhada. As CIMs foram anotadas 

baseando-se na observação da concentração onde não houve crescimento bacteriano.  Foram 

consideradas resistentes quando a CIM foi ≥ 4 µg/mL (CLSI, 2018). 
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4.3 Identificação fenotípica de Carbapenemases 
 

Para detecção fenotípica de carbapenemases foram utilizados os kits Carbapenembac™ 

e Carbapenembac-MetaloTM. Colônias isoladas foram suspensas em Caldo Mueller-Hinton 

Seletivo até obter um número aproximado de 3 bilhões de bactérias por mL por comparação á 

escala de Mc Farland nº 10. Sobre a fita Carbapenembac® foi aplicado 150 µL da suspensão 

bacteriana, e incubada a 35º±2 ºC por 60 minutos. Após adição de 200 µL da solução de Iodo, 

e mantida a placa em temperatura ambiente, foi feita a leitura após 15 a 30 minutos. A detecção 

de isolado carbapenemase positiva, pode ser feita através da visualização de bordas amarelas 

esbranquiçadas a branca total da fita. Esta mudança de cor se deve ao fato de que quando ocorre 

a hidrolise do anel β-lactâmico há liberação de ions que acidifcam o meio, na presença de um 

ácido o composto amilose-iodo é quebrado e a tira fica clara (MARTINO et al, 2015; 

MARTINS et al, 2016). 

 Somente os isolados positivos na primeira etapa foram testados no Carbapenembac-

MetaloTM para diferenciar entre as enzimas do tipo serino-carbapenemases e Metalo-β-

lactamases a suspensão bacteriana foi feita na Solução Seletiva contendo EDTA. A mudança 

de cor da fita para branco indicou a presença de enzima do tipo serina-carbapenemases, pois as 

mesmas não são inibidas pelo EDTA. As fitas que permaneceram de cor roxa durante a prova 

indicaram a presença metalo-β-lactamases. Estes testes apresentaram elevada sensibilidade e 

especificidade (MARTINO et al, 2015; MARTINS et al, 2016).  

 Os isolados de A. baumannii produtores de carbapenemases (n=10) foram armazenadas 

em criotubos contendo 1mL de TSB caldo contendo 15% de glicerol, em seguida foram 

congeladas em freezer a -4oC. Os isolados permaneceram no biorrepositório até o término do 

projeto de pesquisa, por fim, foram autoclavados antes de serem descartados. 

 
 

4.4 Extração do DNA e amplificação gênica por multiplex PCR  
 

Todos os isolados positivos no teste fenotípico para carbapenenemases (n=10) tiveram 

sua identificação confirmada por MALDI-TOF (ALMIRALL et al, 2017; CAMPANA et al, 

2017) e rastreados para os genes blaSPM, blaIMP, blaVIM, blaGIM, blaSIM, blaNDM, 
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blaKPC, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-58 e blaOXA-143 seguindo 

protocolos já validados de multiplex PCR, com primers previamente descritos (Tabela 1). 

O material genético bacteriano foi extraído pelo método de fervura. Em um tubo de 

microcentrífuga foi adicionado 350 μL de água Milli-Q® estéril (Millipore, Billerica, EUA) e 3 

a 5 colônias bacterianas previamente isoladas em placas de MacConkey (Oxoid®, Basingstoke, 

Inglaterra). 

A suspensão foi fervida por 15 minutos e, então, centrifugada por 5 minutos a 12.000 

rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, sendo 

mantido a 4º C até o momento do uso. Esta metodologia foi aplicada para a extração do DNA 

de todas as amostras do estudo, que foram utilizadas como template nas reações de PCR 

realizadas. 

Para a reação da PCR foram preparadas para cada reação, em fluxo laminar, uma mistura 

contendo 25 μL de master mix (TopTaq®- QIAGEN), 15,8 μL de água estéril (Water, 

Molecular Biology Grade, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha), 0,5 μL dos iniciadores VIM, 

SPM, GIM e SIM, 5 μL do iniciador degenerado IMP e 0,2 μL do iniciador do controle interno 

da reação. Os controles utilizados seguiram as recomendações descritas nas referências 

disponíveis na Tabela 1. Todos os iniciadores utilizados estavam a uma concentração inicial de 

10 μM (Tabela 1). A mistura foi mantida a aproximadamente 4º C durante seu preparo e, após 

leve agitação 24 μL foi transferido para cada tubo de amplificação, ao qual foi adicionado 1 μL 

do DNA previamente extraído.  

 

Tabela 1. Descrição dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para detecção de genes de 
resistência em isolados de A. baumannii  

Oligonucleotídeo Sequência 5’-3’ 
Tamanho do 

fragmento (pb) 
Tm 
(°C) 

Referência 

Multiplex SPM F 
 

CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 
 

798 

55,6 
Mendes et al., 

2007 
Multiplex SPM R 

 
CCTTTTCCGCGACCTTGATC 

 
56,3 

Multiplex IMP F 
 

GAATAG(A/G)(A/G)TGGCTTAA(C/T)TCTC 
 

188 

49,2 
Mendes et al., 

2007 
Multiplex IMP R 

 
CCAAAC(C/T)ACTA(G/C)GTTATC 

 
45,5 

Multiplex VIM F 
 

GTTTGGTCGCATATCGCAAC 
 

382 

54,8 
Mendes et al., 

2007 
Multiplex VIM R 

 
AATGCGCAGCACCAGGATAG 

 
58,0 

 
Multiplex GIM F 
 

 
TCAATTAGCTCTTGGGCTGA 

 

 
72 

 
54,9 

Mendes et al., 
2007 
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Multiplex GIM R 
 

CGGAACGACCATTTGAATGG 
 

 
54,3 

Multiplex SIM F 
 

GTACAAGGGATTCGGCATCG 
 

569 

55,9 
Mendes et al., 

2007 
Multiplex SIM R 

 
TGGCCTGTTCCCATGTGAG 

 
57,5 

Pré-NDM F 
 

GGCGTTAGATTGGCTTACACC 
 

1.146 

56,1 
Quiles et al., 

2015 
Pré-NDM R 

 
CTGGGTCGAGGTCAGGATAG 

 
56,4 

KPC F 
 

TCGCTAAACTCGAACAGG 
 

785 

51,9 

Bratu et al., 2005 

KPC R 
 

TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC 
 

63,7 

Multiplex OXA-23 F 
 

GATCGGATTGGAGAACCAGA 
 

501 

54,0 
Woodford et al., 

2006 
Multiplex OXA-23 R 

 
ATTTCTGACCGCATTTCCAT 

 
52,5 

Multiplex OXA-24 F 
 

GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 
 

246 

 
54,9 

 Woodford et al., 
2006 

Multiplex OXA-24 R 
 

AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 
 

 
54,5 

 

Multiplex OXA-51 F 
 

TAATGCTTTGATCGGCCTTG 
 

353 

 
53,3 

 Woodford et al., 
2006 

Multiplex OXA-51 R 
 

TGGATTGCACTTCATCTTGG 
 

 
53,0 

 

Multiplex OXA-58 F 
 

AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 
  

 
599 

 
55,6 

 Woodford et al., 
2006 

Multiplex OXA-58 R 
 

CCCCTCTGCGCTCTACATAC 
 

 
57,2 

 

Pré-OXA-143 F 
 

AGTTAACTTTCAATAATTG 
 

825 

40,1 
Higgins et al., 

2009 
Pré-OXA-143 R 

 
TTGGAAAATTATATAATCCC 

 
42,3 

Continuação tabela-1. Fonte: Autores da pesquisa 

 

4.5 Tipagem molecular 
 

 A similaridade genética entre os isolados de A. baumannii portadores de  OXA-23 e 

OXA-51 (n=10) foi determinada pela técnica de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), 

como marcadores de pesos moleculares utilizou-se a escala Lambda PFGE Ladder® 

(GelSyringe ™). Os isolados foram enviados para o Laboratório ALERTA da Universidade 

Federal de São Paulo. As preparações do DNA genômico foram feitas a partir de uma suspensão 

bacteriana digerida com a enzima de restrição ApaI (Uniscience, Miami, USA) e os fragmentos 
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de DNA foram separados em gel de agarose 1% (Invitrogen, Eragny, FR) com TBE 0,5X (Tris 

base ácido bórico EDTA e água destilada), no sistema CHEF-DR II (Bio-Rad Laboratories, 

California, USA) à temperatura de 14ºC e utilizando corrente elétrica de 200 Volts (6V/cm) 

com switch time inicial de 5 e final de 35 segundos durante 19 horas.  

 O gel foi corado com UniSafe Dye® (Uniscience, Miami, USA) e fotografado sob luz 

ultravioleta. As fotos obtidas dos géis de PFGE foram analisadas pelo programa BioNumerics 

versão 5.0 (Applied Maths, Kortrijk, BE). Em todas as imagens, a definição de bandas foi 

realizada automaticamente pelo programa e depois conferida individualmente, por comparação 

visual. A interpretação foi realizada de acordo com o Coeficiente de Similaridade de Dice 

(DICE, 1945), e o dendrograma formado pelo método UPGMA (unweighted pair group method 

using arithmetic averages) (SNEATH e SOKAL, 1973). Tolerância nas posições de 0,8% e um 

limiar de similaridade de 80% foi utilizada para a divisão dos isoladas em grupos clonais. 

 

4.6 Organização e análise dos dados 
 

Os dados foram tabulados em tabelas do Excel (Microsoft, 2013) com o emprego de 

filtros e consolidados por meio da codificação apropriada de cada uma das variáveis no estudo 

e o programa BioEst 5.3. A análise foi realizada utilizando-se de testes de estatística descritiva 

por meio de distribuições absolutas e percentuais. 

4.7 Considerações éticas 
 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade 

Católica de Goiás, com o registro de número 68277817.9.0000.0037 atendendo a resolução do 

Conselho Nacional de Saúde nº 466, de 12 dezembro 2012. O armazenamento de amostras 

biológicas seguiu as recomendações da Resolução Conselho Nacional Saúde Nº 441, de 12 de 

maio de 2011 (Anexo A). 
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5.0 RESULTADOS 

 Os resultados deste estudo estão apresentados em forma de artigo que será encaminhado 

para a revista Microbial Drug Resistance (Qualis A2 para Interdisciplinar e  B1 para Ciências 

biológicas III - ANEXO B). 

5.1 Artigo 
 

Artigo Principal 

Title: Epidemiologia molecular e padrão de resistência a drogas de Acinetobacter 

baumannii isolados em pacientes internados em um hospital na Amazônia brasileira 

Running title: A. baumannii multirresistente na Amazônia 

Edlainny Araujo Ribeiroa* 

José Rodrigues do Carmo Filhob 

a Discente Mestrado Ciências Ambientais e Saúde, Pontifícia Universidade Católica de Goiás, Brasil 

b Docente Mestrado Ciências Ambientais e Saúde, Pontifícia Universidade Católica de Goiás, Brasil 

 

 

Abstract 

Introdução: Acinetobacter baumannii é um dos principais microrganismos oportunistas associado às 

IRAS e surtos em todo o mundo, especialmente em pacientes com doença de base grave. Objetivos: 

Determinar as características fenotípicas e genotípicas de isolados de A. baumannii, demonstrar sua 

disseminação entre os pacientes, caracterizar a resistência a carbapenens para a presença de 

carbapenemases e demonstrar a similaridade genética entre os isolados multirresistentes em um hospital 

de média e alta complexidade na Amazônia. Materiais e Métodos: Estudo do tipo descritivo transversal 

com abordagem quantitativa de  isolados de A. baumannii provenientes de colonizações/infecções. O 

perfil de suscetibilidade antimicrobiana foi determinado pelos métodos de difusão em disco, 

microdiluição para polimixina e tigeciclina e E-test®. A pesquisa dos principais genes que configuram 
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resistência aos carbapenens foi realizada por multiplex-PCR e a relação clonal foi investigada por 

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). Resultados: Dentre os 18 isolados 10 (55,6%) foram 

produtores de carbapenemases e desses 100% possuíam os genes blaOXA-23 e blaOXA-51 e 

pertenciam ao mesmo clone. Conclusão: Os resultados desse estudo indicaram que a resistência aos 

carbapenens foi comum a todos os isolados de A. baumannii os quais foram MDR.  Dentre todos os 

antimicrobianos testados a tigeciclina apresentou melhor desempenho. Desta forma, cabe ressaltar que 

a resistência bacteriana é um problema grave emergente. 

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Resistência a Múltiplos Medicamentos; Testes de 

Sensibilidade Microbiana; Carbapenemases; blaOXA-23-like; Disseminação Clonal. 

Introdução 

 Acinetobacter baumannii é um patógeno oportunista que apresenta vários fatores de 

virulência que são associados a infecções nosocomiais e surtos em todo o mundo, especialmente 

em pacientes com doença de base grave e admitidos em Unidade de Terapia Intensiva (UTI).1 

As infecções causadas por esse microrganismo são um problema de saúde pública global, cujo 

o principal fator relacionado à resistência é o uso inadequado de antibióticos.1,2  Cerca de 700 

mil mortes em todo o mundo são associadas a microrganismos multirresistentes (MDR) e até 

2050 no mundo pode haver uma perda econômica entre 60 e 100 trilhões de dólares se a 

multirresistência não for controlada.3 

 Por expressar diferentes mecanismos de resistência o  A. baumannii foi considerado 

pela Organização Mundial Saúde (OMS) como uma das bactérias prioritárias e críticas para o 

desenvolvimento e pesquisa de novas opções terapêuticas.2 Em infecções causadas por A. 

baumannii é comum a detecção de resistência a múltiplos agentes antimicrobianos de amplo 

espectro como carbapenens, isolados resistentes à polimixina e tigeciclina são raros, mas a 

ocorrência já foi relatada.4,5  
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Análise do Programa de Vigilância Antimicrobiana SENTRY demonstrou que a 

resistência  a carbapenens de isolados brasileiros  de A. baumannii aumentou cerca de 60% 

entre os anos de 1977-1999 (12,6%) e 2008-2010 (71,4%).6 Surtos causados por A. baumannii, 

resistentes aos carbapenens classificados como multirresistentes (MDR), extensivamente 

resistentes (XDR) e mesmo pan-resistentes a drogas (PDR) foram relatados em todo o mundo.7,8  

Pacientes colonizados/infectados por A. baumannii MDR apresentam maior 

probabilidade de irem a óbito, como demonstrado em um estudo cuja a positividade para A. 

baumannnii MDR na admissão da UTI aumentou a probabilidade de falecimento 24,4% versus 

18,7% e os pacientes colonizados apresentaram 1,40 vezes mais chances de morrer durante a 

internação do que os negativos.9 A resistência aos carbapenêmicos em A. baumannii é 

frequentemente atribuída a produção de β-Lactamases Classe D hidrolisadoras de Carbapenem 

(CHDLs).5 

Já foram descritos mais de 400  tipos oxacilinases em diferentes países, dentre elas 

destacam-se as OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-58-like e OXA-51-like por sua relevância 

clínica e por serem as mais frequentes.10,11 Isolados nosocomiais de A. baumannii são 

frequentemente resistentes a maioria dos antimicrobianos atualmente disponíveis, na América 

Latina, o Brasil e a Argentina possuem as maiores prevalências de resistência a carbapenens 

(50%). 12 

A. baumannii positivo para blaOXA-23 é frequentemente detectado em contaminações 

cruzadas, apresentando alta similaridade genética.13  Em um hospital universitário observou-se 

90% de similaridade entre os isolados, no qual 59,0% dos pacientes vieram a óbito durante a 

internação hospitalar e a resistência aos carbapenêmicos foi associada ao gene blaOXA-23 

(51,2%). 13 

Além disso, cabe ressaltar que a colonização ambiental e de pacientes por A. baumannii 

MDR é um fator de risco para a disseminação desse patógeno entre pacientes e  para o 
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desenvolvimento de infecções subsequentes.14 Essa bactéria permanece viável por longos 

períodos no meio ambiente, toleram a dessecação e são capazes de sobreviver em superfícies 

secas inanimadas por vários meses, favorecendo sua rápida disseminação por contaminação 

cruzada nos ambientes hospitalares.15 

Portanto, considerando a alta mortalidade associada a isolados de A. baumannii 

multirresistentes, os custos, a disseminação desse microrganismo entre os pacientes internados 

e a escassez de pesquisas sobre essa temática na região norte do Brasil, é relevante a realização 

deste estudo para que se conheçam suas características fenotípicas, genotípicas e o modo de 

disseminação entre os pacientes. Em face a esses conhecimentos, possibilitar a implementação 

de medidas de controle de infecção/colonizações efetivas, a quebra da cadeia epidemiológica 

de transmissão desse microrganismo, mitigação dos índices de resistência bacteriana, redução 

da morbimortalidade e melhora a qualidade da assistência. Além disso, será possível contribuir 

com dados para literatura nacional sobre a detecção de isolados multirresistentes na região 

amazônica. 

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo determinar as características 

fenotípicas e genotípicas de isolados de A. baumannii resistentes a carbapenens, demonstrar sua 

disseminação entre os pacientes, caracterizar a resistência a carbapenens para a presença de 

carbapenemases e demonstrar a similaridade genética entre os isolados multirresistentes em um 

hospital de média e alta complexidade na Amazônia. 

 

Material e Métodos 

Tipo, localização e período do estudo 

Foi realizado um estudo do tipo descritivo transversal com abordagem quantitativa no 

período de setembro de 2017 a fevereiro de 2018, em um hospital público regional que presta 

serviços de média e alta complexidade de diferentes especialidades, e que atende uma 
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população estimada de 541.000 habitantes, localizado no bioma amazônico, no estado do Pará 

(Brasil). A temperatura média anual é de 25,35 ºC, a umidade relativa é elevada, com média 

anual de 78% e o índice pluviométrico anual médio é de 2.000 mm.16,17 

O estudo foi desenvolvido em um hospital  localizado na cidade de Redenção no sudeste 

do Estado do Pará, são oferecidos leitos para as especialidades clínicas: médica, cirúrgica, 

pediatria, obstetrícia, terapia intensiva para pacientes neonatais, pedriátricos e adultos.17 

Destacando a especialidade de nefrologia com a realização de transplante renal e o serviço de 

terapia renal substitutiva.17 

 

População do estudo, procedimento técnico para coleta, identificação e teste de 

suscetibilidade 

 

Foram incluídas amostras de pacientes que estavam em tratamento no Hospital Regional 

com diagnóstico de Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS)/colonizações 

causadas por A. baumannii resistentes aos carbapenens imipenem e meropenem (n=18), um 

isolado para cada paciente, entre os meses de setembro de 2017 a fevereiro de 2018. Os isolados 

analisados foram obtidos de amostras clínicas como secreções traqueais, hemoculturas, swab 

de ferida pós-operatória, ponta de cateter e swab inguinal. Os isolados foram obtidos por 

indicação clínica do médico assistente, com finalidade diagnóstica.  

As amostras clínicas foram cultivadas em ágar sangue por 24 horas à 35ºC+/-2ºC. Os 

isolados foram identificados pela coloração de Gram, posteriormente, cultivados em ágar 

MacConkey por 24 horas à 35ºC+/-2ºC. Colônias que cresceram em meio ágar MacConkey, 

foram identificadas por meio de provas bioquímicas usando o painel Bactray I e II 

(Laborclin®).  
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O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de difusão em 

disco, e interpretado de acordo com o Clinical and Laboratorial Standards Institute18  para os 

seguintes antimicrobianos: piperacillina-tazobactam (100/10µg), ceftazidime (30µg),  

cefotaxime (30µg),  cefepime (30µg),  gentamicina (10µg), amicacina (30µg), tetraciclina 

(30µg), ciprofloxacino (5µg),  levofloxacino, trimetropim-sulfametoxazol, imipenem (10µg), 

meropenem (10 µg), aztreonam(30µg) e  cefalotina (30µg). Para os antimicrobianos polimixina 

(0,125- 64 µg/mL), tigeciclina (1-2 µg/mL)  realizou-se teste de  microdiluição em caldo. 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi definida pela fita de E-teste® 

(BIOMÉRIEUX), para os isolados classificados com resistência aos carbapenêmicos imipenem 

e meropenem pelo teste disco-difusão. Como controle foi usado a cepa padrão E. coli ATCC 

35218. Na determinação do CIM para a polimixina B utilizou-se o método de microdiluição 

(Policimbac®- PROBAC), e a ATCC 35218 foi a cepa controle.  As concentrações testadas 

variaram de 0,125 até 64 µg/ml, foram consideradas resistentes quando a CIM foi ≥ 4 µg/mL 

(CLSI, 2018).  A CIM para Tigeciclina foi determinado pelo MicroScan AlkAway® 96 plus 

(MIC panel type 40, Beckman Coulter, West Sacramento, USA) e foram interpretadas de 

acordo com limites estabelecidos pelo FDA (sensível ≤ 2 μg/mL e resistente ≥ 8 μg/mL).19,20 A 

resistência a múltiplas drogas foi definida como resistência a três ou mais classes das drogas 

testadas.7 

Identificação fenotípica de Carbapenemases 

Para detecção fenotípica de carbapenemases foram utilizados os kits Carbapenembac™ 

e Carbapenembac-MetaloTM (PROBAC®).  Isolados carbapenemases positivos apresentaram 

mudança na coloração da fita para branca, esta mudança de cor se deve ao fato de que quando 

ocorre a hidrolise do anel β-lactâmico há liberação de íons que acidificam o meio, na presença 

de um ácido o composto amilose-iodo é quebrado e a tira fica clara.21 
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Isolados positivos no CarbapenembacTM foram submetidos ao teste  Carbapenembac-

MetaloTM (PROBAC ®). A mudança da cor indicando positividade para serinocarbapenemases, 

pois as mesmas não são inibidas pelo EDTA.21  

 

Extração do DNA e amplificação gênica por multiplex PCR  

Todos os isolados positivos no teste fenotípico para carbapenenemases (n=10) tiveram 

sua identificação confirmada por MALDI-TOF.22 O DNA cromossomal foi extraído de 3 a 5 

colônias após fervura por 15 minutos com posterior centrifugação a 12.000 rpm em temperatura 

ambiente. Os iniciadores utilizados para amplificações dos genes foram: blaVIM, blaSPM, 

blaGIM, blaIMP, blaSIM e blaOXA, blaNDM, blaKPC, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, 

blaOXA-58 e blaOXA-143 os quais foram descritos e validados previamente (Tabela 1). A PCR 

foi realizada em um volume final de 25 μL de master mix (TopTaq®- QIAGEN), contendo 25 

ng de DNA e 0,5 μL de cada iniciador.  

 

Tabela 1. Descrição dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação de genes de 
resistência em isolados de A. baumannii  

Oligonucleotídeo Sequência 5’-3’ 
Tamanho do 

fragmento (pb) 
Tm 
(°C) 

Referência 

Multiplex SPM F 
 

CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 
 

798 

55,6 
Mendes et al., 

200723 

Multiplex SPM R 
 

CCTTTTCCGCGACCTTGATC 
 

56,3 

Multiplex IMP F 
 

GAATAG(A/G)(A/G)TGGCTTAA(C/T)TCTC 
 

188 

49,2 
Mendes et al., 

200723 

Multiplex IMP R 
 

CCAAAC(C/T)ACTA(G/C)GTTATC 
 

45,5 

Multiplex VIM F 
 

GTTTGGTCGCATATCGCAAC 
 

382 

54,8 
Mendes et al., 

200723 

Multiplex VIM R 
 

AATGCGCAGCACCAGGATAG 
 

58,0 

 
Multiplex GIM F 
 

 
TCAATTAGCTCTTGGGCTGA 

  
72 

 
54,9 Mendes et al., 

200723 

Multiplex GIM R 
 

CGGAACGACCATTTGAATGG 
 

 
54,3 

Multiplex SIM F 
 

GTACAAGGGATTCGGCATCG 
 

569 55,9 
Mendes et al., 

200723 
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Multiplex SIM R 
 

TGGCCTGTTCCCATGTGAG 
 

57,5 

Pré-NDM F 
 

GGCGTTAGATTGGCTTACACC 
 

1.146 

56,1 
Quiles et al., 

201524 

Pré-NDM R 
 

CTGGGTCGAGGTCAGGATAG 
 

56,4 

KPC F 
 

TCGCTAAACTCGAACAGG 
 

785 

51,9 
Bratu et al., 

200525 

KPC R 
 

TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC 
 

63,7 

Multiplex OXA-23 F 
 

GATCGGATTGGAGAACCAGA 
 

501 

54,0 
Woodford et al., 

200626 
Multiplex OXA-23 
R 

 
ATTTCTGACCGCATTTCCAT 

 
52,5 

Multiplex OXA-24 F 
 

GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 
 

246 

 
54,9 

 Woodford et al., 
200626 

Multiplex OXA-24 
R 

 
AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 

 

 
54,5 

 

Multiplex OXA-51 F 
 

TAATGCTTTGATCGGCCTTG 
 

353 

 
53,3 

 Woodford et al., 
200626 

Multiplex OXA-51 
R 

 
TGGATTGCACTTCATCTTGG 

 

 
53,0 

 

Multiplex OXA-58 F 
 

AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 
  

 
599 

 
55,6 

 Woodford et al., 
200626 

Multiplex OXA-58 
R 

 
CCCCTCTGCGCTCTACATAC 

 

 
57,2 

 

Pré-OXA-143 F 
 

AGTTAACTTTCAATAATTG 
 

825 

40,1 
Higgins et al., 

200927 

Pré-OXA-143 R 
 

TTGGAAAATTATATAATCCC 
 

42,3 

Continuação tabela-1. Fonte: Autores da pesquisa 

 

Tipagem molecular 

 A similaridade genética entre os isolados de A. baumannii foi determinada pela técnica 

de Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE), como marcadores de pesos moleculares utilizou-

se a escala Lambda PFGE Ladder® (GelSyringe ™). Isolados foram enviados para o 

Laboratório ALERTA da Universidade Federal de São Paulo onde as preparações do DNA 

genômico foram desenvolvidas. A suspensão bacteriana foi digerida com a enzima de restrição 

ApaI (Uniscience, Miami, USA) e os fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose 

1% (Invitrogen, Eragny, FR) com TBE 0,5X (Tris base ácido bórico EDTA e água destilada), 
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no sistema CHEF-DR II (Bio-Rad Laboratories, California, USA) à temperatura de 14ºC e 

utilizando corrente elétrica de 200 Volts (6V/cm) com switch time inicial de 5 e final de 35 

segundos durante 19 horas. O gel foi corado com UniSafe Dye® (Uniscience, Miami, USA) e 

fotografado sob luz ultravioleta. As fotos obtidas dos géis de PFGE foram analisadas pelo 

programa BioNumerics versão 5.0 (Applied Maths, Kortrijk, BE). Em todas as imagens, a 

definição de bandas foi realizada automaticamente pelo programa e depois conferida 

individualmente, por comparação visual.  

 A interpretação foi realizada de acordo com o Coeficiente de Similaridade de Dice 28 e 

o dendrograma formado pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using 

Arithmetic Averages)29. Tolerância nas posições de 0,8% e um limiar de similaridade 80% foi 

utilizada para a divisão dos isoladas em grupos clonais. 

 

Organização e análise dos dados 

Os dados foram tabulados em tabelas do Excel (Microsoft, 2016) com o emprego de 

filtros e consolidados por meio da codificação apropriada de cada uma das variáveis no estudo 

e o programa BioEst 5.3. A análise foi realizada utilizando-se de testes de estatística descritiva 

por meio de distribuições absolutas e percentuais. 

Considerações éticas 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade 

Católica de Goiás, com o registro de número 68277817.9.0000.0037 atendendo a resolução do 

Conselho Nacional de Saúde nº 466, de 12 dezembro 2012 (Anexo A). 

Resultados  

No período entre setembro de 2017 a fevereiro de 2018 foram detectados 18 isolados de 

A. baumannii-MDR, resultantes de infecções nosocomiais/colonizações em 18 pacientes 

internados. Houve maior prevalência de positividade em homens 61,1% (n=11), cuja idade 
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variou de 18 a 86 anos (Ma= 51,4 ± 18,7anos sd). No momento da obtenção das amostras, 9 

(50%) estavam na UTI e 9 (50%) estavam nas clínicas médicas, porém haviam sido internados 

na UTI anteriormente, que foram transferidos da Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Esses 

isolados foram obtidos de secreções traqueais 50% (n=9), hemoculturas 16,7% (n=3), swab de 

ferida pós-operatória 16,7% (n=3), ponta de cateter 11,1% (n=2) e swab inguinal 5,6% (n=1).    

Os isolados foram resistentes a todos os antimicrobianos testados, exceto para a 

polimixina B (64.7%, n= 11) e tigeciclina, (21,4%, n=3). Dentre os isolados  portadores do 

genes blaOXA-23 60% (n=6) foram resistentes a polimixina e 30% (n=3) para a tigeciclina. O 

isolado 12 não foi testado para polimixina e tigeciclina, por perda da viabilidade celular durante 

a realização do teste de sensibilidade. 

Todos os isolados foram resistentes a múltiplas drogas. Dentre esses, 10 (55,6%) foram 

produtores de carbapenemases, sendo 3 (16,7%) positivos para metalo-β-lactamases e 7 

(83,3%) para serino-carbapenemases pelo teste fenotípico. Porém, o teste genotípico não 

confirmou este achado (Tabela 2). 

 

 

 

 

Tabela 2. Padrão de resistência de A. baumannii (n = 18) isolados de pacientes internados 

Isolados 

 

CIM (µg/ml) DISCO DIFUSÃO (mm) 

POL TIG MER IMP CFL CPM CFO CAZ CTX CIP GEN AMI ATM PIT TET 

C1 2 ≤ 2 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

C2 2 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

C3 4 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC4 * 8 ≤ 2 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

C5 4 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 
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C6 2 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

C7 8 < 0,5 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC8** 4 ≥ 8 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC9** 8 < 1  ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

C10 8 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC11* 2 ≥ 8 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC12** NT NT ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC13** 4 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC14* 2 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

C15 4 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC16** 8 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC17** 8 ≥ 8 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

àC18** 1 < 1 ≥ 32 ≥ 32 R R R R R R R R R R R 

POL: Polimixina, AMI: amicacina, TGC: Tigeciclina, ATM: aztreonam, CFL: cefalotina, CPM: 
cefepime, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, CIP: ciprofloxacino, GEN: gentamicina, IMP: 
imipenem, MER: meropenem, PIT: Piperacillin-tazobactam, TET: tetraciclina. R: resistente; S 
sensível. NT: não testado; * Isolado fenotipicamente positivo para metalo-β-lactamase; ** Isolado 
fenotipicamente positivo para serino-carbapenemases; à Isolados positivos para blaOXA-23 e 
blaOXA-51.  

 

  Os 10 isolados caracterizados como produtores de carbapenemases, possuíam 

simultaneamente os genes blaOXA-23 e blaOXA-51 e a ausência para os demais genes. A 

análise por PFGE revelou que os isolados positivos para produção de carabpenemases 

pertenciam ao mesmo clone (Figura 1). 
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Discussão 

 A. baumannii resistentes a múltiplas drogas (MDR-AB) são frequentemente isolados de 

pacientes colonizados e/ou acometidos por IRAS, em especial nos ambientes hospitalares 

(HUANG et al, 2018).  Essas infecções ocorrem principalmente em pacientes, com doença de 

base severa e pior prognóstico que são submetidos a procedimentos invasivos, em uso de 

antibióticos de amplo espectro e internados em UTI.30  

 Uma das principais características desse patógeno é a capacidade de expressar múltiplos 

mecanismos de resistência aos principais antimicrobianos, com destaque para a produção de 

Oxacilinases.31,32 As infecções causadas por bactérias produtoras de carbapenemases de classe 

D são um desafio para os clínicos, uma vez que configuram resistência a antimicrobianos como 

os carbapenens, frequentemente utilizados como uma das últimas opções para os tratamentos 

das infecções graves causadas por bactérias MDRs.33 

Figura 1 – A- PFGE demonstrando a similaridade entre isolados produtores de carabapenemases e positivos para 
bla-OXA-23. B- Dendrograma representando perfis de PFGE de isolados de A. baumannii produtoras de 
carbapenemases e isoladas de 10 pacientes em tratamento em um hospital na amazônia brasileira, Brasil. O 
número de identificação dos isolados pode ser encontrado à direita dos perfis. 
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 Tratar as infecções causadas por MDR-AB é complexo, principalmente quando a 

resistência é comum a todos os antimicrobianos frequentemente usados na prática clínica.33 No 

presente estudo, todos os isolados apresentaram perfil de multirresistência com taxas de 

resistência para a polimixina elevadas, isso se deve provavelmente ao uso extensivo e ou 

inadequado das polimixinas para o tratamento de infecções por bactérias Gram-negativas 

MDRs.33  Em um estudo realizado no Rio de Janeiro a maioria dos isolados foi resistente as 

polimixinas (81,5%), destacando a importância para o uso adequado de antimicrobianos.34 

 Estudos locais e regionais, com uma amostra maior de isolados de A. baumannii, devem 

ser realizados para que os resultados reflitam melhor a característica epidemiológica local. 

Nesse estudo a maioria dos isolados foram sensiveis a tigeciclina, ressaltanto que pode ser uma 

boa opção terapêutica para pacientes infectados por A. baumannii MDR.4 A tigeciclina foi 

licenciada para o tratamento de infecçoes em algumas topografias, mas tem sido amplamente 

utilizada para o tratamento de várias outras infecções causadas pelo A. baumannii resistante ao 

carbapenem.35 

 O guideline da Sociedade Britânica de Quimioterapia Antimicrobiana recomenda para 

o tratamento das infecções causadas por cepas produtoras de carbapenemases, o uso da colistina 

com aminoglicosídeos ou tigeciclina quando são suscetíveis a esses agentes, mas resistentes ao 

meropenem.36 Embora licenciada apenas para infecções intra-abdominais complicadas, 

infecções de tecidos moles da pele e pneumonia bacteriana adquirida na comunidade, tem sido 

amplamente utilizada para o tratamento de várias outras infecções causadas pelo A. baumannii 

MDR.35 

 Dessa forma, estudo randomizado controlado evidenciou que a terapia combinada de 

meropenem e colistina não melhorou a resposta clínica em infecções graves por A. baumannii 

produtores de carbapenemases.37 Outra pesquisa demonstrou que, a terapia combinada com 

doses elevadas de colistina e dose padrão de tigeciclina não foram associadas com menor 
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mortalidade por bacteremia causada por MDR-AB em pacientes criticamente enfermos.38 O 

tramento das infecções por Acinetobacter MDR parece ser controverso e indica que a questão 

da terapia combinada não está definitivamente estabelecida.  

 Sendo assim, o tratamento deverá ser individualizado, e a sua definição deverá ter como 

base a melhor evidência com abordagens combinadas.38 O uso empírico da polimixina deve ser 

feito com moderação, considerando a prevalência da resistência local, que pode ser diferente 

entre regiões em um mesmo país. 4,39 

 A maioria dos isolados de A. baumannii deste estudo foi obtida de pacientes, 

colonizados e em tratamento na UTI. É preciso salientar que a colonização/infecção de 

pacientes por isolados MDR é uma importante fonte de disseminação de linhagens resistentes 

entre hospitais.40 Pode elevar a transferência entre os pacientes colonizados e os suscetíveis e 

para o meio ambiente por meio da dispersão de aerosóis ou de instrumentos contaminados, 

também constituem um fator de risco para o desenvolvimento de infecções nosocomiais.14 

 Estudo realizado com 122 pacientes colonizados ou infectados por A. baumannii 

demonstrou que a mortalidade associada foi de 22% entre os pacientes colonizados e 27% entre 

os pacientes infectados. Em termos de mortalidade apresentaram relevâncias clínicas 

equivalentes.41 As consequências da colonização ou da infecção exigem o aprimoramento das 

medidas assistenciais, podendo reduzir o acometimento por bactérias gram-negativas 

resistentes aos carbapenens em UTIs.41,42 

 O estudo fenotípico demonstrou que alguns isolados eram produtores de metalo-β-

lactamases e serinocarbapenemases do tipo KPC, porém não foram detectados genes 

específicos para expressão dessas enzimas. Isso pode ser explicado pela caracteristica molecular 

da OXA-23 que é um dímero na sua forma ativa, todavia o EDTA impede a dimerização da 

enzima e a perda da sua atividade contra os carbapenens.43 A identificação errônea da 

resistência aos carbapenêmicos leva ao tratamento inadequado e à disseminação de genes de 
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resistência.44 Portanto, resultados positivos em testes fenotípicos de triagem para detecção de 

Metalo-β-Lactamases em A. baumannii, devem ser confirmados por metodologia molecular.44 

 Os genes blaOXA-23 e blaOXA-51 foram detectados por multiplexPCR em todos os 

isolados produtores de carbapenemases e foram associados com o fenótipo MDR. Esses genes 

são os tipos OXA carbapenemases mais comuns, que contribuem para a resistência ao 

imipenem e meropenem em isolados de A. baumannii e são endêmicos em vários Estados 

brasileiros.45 O gene blaOxa-23 é encontrado em plasmídeo dessa bactéria, facilitando sua 

transferência horizontal, enquanto o gene blaOxa-51 é encontrado no cromossomo.5 

  A. baumannii produtores de genes do tipo blaOXA foram descritos em um estudo 

apresentando resistência a carbapenens de 90% e mortalidade associada de 73,91%.46  Isolados 

MDR portadores do gene blaOXA-23 e OXA-51 foram isolados em outros locais destacando a 

disseminação gênica.46,47 

 A expressão de OXA-type carbapenemases é o mecanismo de resistência mais comum 

em A. baumannii, porém, menos efetivo que outros mecanismos enzimáticos.48 Ainda assim, é 

conhecido que os isolados produtores de oxacilinases são resisstentes a múltiplos 

antimicrobianos. Microrganismos que apresentam o gene blaOxa-23 tem CIMs elevados para 

imipenem e meropenem, mas os que contem apenas o gene blaOXA-51, a CIM é menor em 

razão da reduzida atividade hidrolítica para os carbapenens.5,47 No entando, a atividade 

hidrolítica das carbapenemases OXA-23 e OXA-51 é aumentanda quando os genes blaOxa-23 

e blaOxa-51 são superexpressos e portanto deverão ser mais elucidados como a presença do 

ISAba1.49 

 O padrão de PFGE demonstrou alta similaridade e disseminação de cepas de A. 

baumannii produtoras de blaOXA-23 e 51. Condizendo com estudos em que isolados 

provenientes de UTI apresentaram 91,8 % e 100% de similaridade genética.50,51 Esse padrão de 

PFGE sugere que a transmissão dos isolados de A. baumannii relacionados com as 
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infecções/colonizações dos pacientes foi cruzada, cuja fonte de disseminação pode ter sido a 

equipe de saúde ou os equipamentos e fômites contaminados. Além disso, o fato  de que os 

pacientes internados em clínicas médicas tinham sido transferidos da UTI, ressalta que a mesma 

pode ter sido o foco da transmissão cruzada desses isolados52  

 A disseminação clonal de microrganismos requer adoção de esforços e medidas 

estratégicas de prevenção que visem à melhoria da qualidade da assistência à saúde por meio 

da execução das boas práticas de controle de infecção já conhecidas.53 Podem ser citadas 

precauções de contato, culturas de vigilância ativa, monitoramento, auditoria e feedback de 

medidas, isolamento do paciente, higiene das mãos, limpeza ambiental e restrição do uso de 

antimicrobianos.53,54 

 Além disso, surtos causados por A. baumanii MDR positivos para blaOXA-23 além de 

apresentarem altos índices de mortalidade associados, geram ônus de forma direta e indireta.55 

Em um estudo, um surto com duração de 17 semanas gerou gastos estimados em US $ 474.474 

dólares, se seguissem as recomendações para controle e prevenção de surtos os custos seriam 

de US $ 190.265 dólares.55 

 Nosso estudo teve algumas limitações. Primeiro, o número de isolados foi relativamente 

pequeno. Segundo os pacientes incluídos apresentavam diversas comorbidades, alguns foram 

submetidos a múltiplas internações e os dados secundários eram preenchidos de forma errônea 

o que dificultou a avaliação do impacto nos números relacionados à colonização/infecção.  

 

Conclusão 

 Os resultados desse estudo indicaram que a resistência aos carbapenêmicos foi comum 

a todos os isolados de A. baumannii os quais foram MDR. A detecção dos genes blaOXA-23 e 

blaOXA-51 foi comum a todos os isolados produtores de carbapenemases que pertenciam ao 

mesmo clone, revelando a possível disseminação cruzada desse microrganismo no hospital de 
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estudo. Esses resultados reforçam a necessidade de se fazer o rastreamento dos pacientes 

colonizados/infectados e o treinamento frequente dos profissionais que prestam assistência aos 

pacientes, tanto na UTI quanto nas clínicas, pois a resistência bacteriana é um problema 

emergente e que necessita de máxima atenção e esforços que visem sua mitigação. Dentre todos 

os antimicrobianos testados a tigeciclina foi o que apresentou o melhor desempenho. 
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