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RESUMO 

INTRODUÇÃO: A emergência de genes de resistência antimicrobiana está cada 
vez mais se tornando um problema ecológico. A pressão seletiva dos 
antimicrobianos é um importante fator de seleção e disseminação dos genes de 
resistência no meio ambiente. OBJETIVO: O presente trabalho teve como 
objetivo a detecção, o isolamento e identificação de Pseudomonas aeruginosa, 
Acinetobacter spp., klebsiella pneumoniae e Escherichia coli de efluentes de 
esgoto de 10 hospitais localizados em Goiânia e a caracterização do perfil de 
susceptibilidade dos microrganismos isolados. METODOLOGIA: As amostras 
coletadas nos efluentes hospitalares e da Estação de Tratamento de Esgoto de 
Goiânia (ETE) foram identificadas e analisadas quanto ao perfil de 
susceptibilidade aos antimicrobianos, por provas bioquimicas, com a coloração de 
Gram, bacterioscopia, teste de motilidade (MIO), uréia, catalase, oxidase, TAF, 
API 20E, API STAPH (Bio Merieux) e teste de bilesculina. Após a identificação, a 
avaliação do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada através 
do método de antibiograma em placa, e depois classificada de acordo com o 
NCCLS (2002). Posteriormente, as cepas de E.coli foram analisadas quanto a 
possível produção de β-lactamase de amplo espectro (ESBL), utilizando-se testes 
fenotípicos. RESULTADOS: Foram identificados 73 microrganismos gram-
negativos, dentre estes 10(14,92%) E.coli, 10(14,92%) K.pneumoniae, 3(4,47%) 
P.aeruginosa e 1(1,49%) A.baumannii. As cepas de E.coli apresentaram 100% de 
resistência total ao aztreonam, 40% à ampicilina, 30% à piperacilina, 20% à 
ciprofloxacina, 10% à gentamicina. Nenhuma cepa de E.coli resistente ao 
aztreonam foi identificada como produtora de β-lactamase de espectro ampliado 
(ESBL). P.aeruginosa apresentou 100% de resistência à ampicilina-sulbactam e 
100% apresentaram resistência intermediária à gentamicina. 70% das cepas de 
K.pneumoniae apresentaram resitência à ampicilina e 50% apresentaram 
resistência intermediária a este mesmo antimicrobiano. Nenhuma resistência total 
foi detectada na amostra de A.baumannii apresentando apenas resistência 
intermediária ao aztreonam e a ceftriaxona. CONCLUSÃO: As amostras de E.coli, 
P.aeruginosa, K.pneumoniae e A.baumannii apresentaram baixas taxas de 
resistência aos antimicrobianos, em nenhum dos isolados foi detectada a 
produção de β-lactamase de espectro ampliado e carbapenemase e as amostras 
de A.baumannii apresentaram o maior perfil de susceptibilidade entre todos os 
microrganismos isolados. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Resistência bacteriana, efluente hospitalar, meio ambiente. 
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ABSTRACT 

Introduction: The emergence of antimicrobial-resistant genes is becoming an 
increasingly important ecological issue.  The selective pressure of antimicrobials is 
a significant factor in the selection and dissemination of resistance genes in the 
environment. Objective:  The objective of this present study was to detect, isolate 
and identify Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Klebsiella pneumoniae 
and Escherichia coli in the sewage effluents of 10 hospitals located in Goiânia and 
to assess the susceptibility profile of the isolated microorganisms. Methodology:  
The samples collected in the hospital effluents and from the Goiânia sewage 
treatment station were identified using biochemical tests, Gram-staining, 
microscopy, motility-indole-ornithine (MIO) medium, urea, catalase, oxidase, TAF, 
API 20E, API STAPH (Bio Merieux) and bile-esculin agar.  Following identification, 
the profile of susceptibility to the antimicrobials was evaluated using  the agar 
diffusion disk susceptibility test, later classified according to the NCCLS (2002).  
Next, the E. coli strains were analyzed regards the possibility extended spectrum 
β-lactamase production (ESBL), using phenotypic tests. Results: A total of 73 
microorganisms gram-negative were identified including 10 strains of E. coli 
(14,92%), 10 strains of K. pneumoniae (14,92%), 3 of P. aeruginosa (4.47%) and 
1 of A. baumannii (1.49%).  The E. coli strains presented 100% total resistance to 
aztreonam, 40% to ampicillin, 30% to piperacillin, 20% to ciprofloxacin and 10% to 
gentamicin.  None of the aztreonam-resistant E. coli strains were identified as 
being extended spectrum β-lactamase producers. P. aeruginosa presented 100% 
resistance to ampicillin-sulbactam and 100% intermediary resistance to 
gentamicin.  Strains of K. pneumoniae were resistant to ampicillin (70%) and to 
piperacillin (20%). Additionally, 50% showed intermediate resistance to 
piperacillin.  No cases of total resistance were detected in the sample of A. 
baumannii, which presented only intermediary resistance to aztreonam and 
ceftriaxone. Conclusion:  The E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae and A. 
baumannii isolates showed low resistance rates. None of the bacterial strains 
produced ESBL or carbapenems.  The samples of A. baumannii had the highest 
susceptibility profile of all the microorganisms isolated.  
 

KEY WORDS: bacterial resistance; hospital effluent; environment. 
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1. INTRODUÇÃO  

A utilização indiscriminada de antimicrobianos para prevenir ou tratar 

infecções humanas contribui para o surgimento de cepas bacterianas cada vez 

mais resistentes a diversas classes de drogas, dentre elas, cefalosporinas de 

terceira e quarta geração, quinolonas, monobactâmicos, carbapenems e 

penicilinas. 

Os microrganismos gram-negativos podem adquirir genes de resistência de 

outras bactérias presentes no solo, na água e nos efluentes hospitalares, e 

consequentemente transmitirem esta resistência para outros patógenos de 

diferentes gêneros. 

A presença destes microrganismos multi-resistentes, principalmente bacilos 

gram-negativos como K.pneumoniae, P.aeruginosa, A. baumannii e E.coli no meio 

ambiente está tornando um problema de saúde pública. Uma vez que a 

propagação destes patógenos contribui para o aumento das taxas de infecção 

hospitalar e comunitária com conseqüente elevação das taxas de morbidade e 

mortalidade. 

1.1. Impacto ambiental decorrente da disseminação d e genes de resistência 
antimicrobiana sobre a saúde humana 

 
Muitos dos compostos utilizados na medicina são parcialmente 

metabolizados pelos pacientes e então são descartados dentro de um sistema de 

esgoto hospitalar ou direcionados para o esgoto municipal e correspondente 

estação de tratamento. Mas, estes compostos podem passar através do sistema 

de esgoto e acabar no meio ambiente (Kummerer, 2004). 
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Estudos conduzidos em vários países têm detectado um número de 

antibióticos em micrograma por litro ou nanograma por litro variando em 

diferentes compartimentos ambientais, tais como, efluente hospitalar, esgoto 

municipal, efluente de estação de tratamento de esgoto, superfícies de águas e 

em alguns casos em terrenos de água. Os componentes detectados são de 

diferentes classes de antibióticos importantes, tais como, macrolideos, 

tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas, dentre outros (Richardson & Bowron, 

1985; Kummerer et al., 2003; Kolpin et al., 2002; Kummerer, 2004). 

Genes de resistência estão cada vez mais se tornando problemas 

ecológicos. A pressão seletiva dos antibióticos é um importante fator de seleção e 

disseminação de resistência, a qual é favorecida pelo uso contínuo e altas 

concentrações de antimicrobianos (Davison, 1999; Bjorkman et al., 2000). 

Concentrações de ciprofloxacina entre 0.7 e 124,5mg/L foram encontradas 

em efluente hospitalar e foi assumido como a principal origem de efeitos 

genotóxicos mensurados. A  ampicilina foi encontrada em concentrações entre 20 

e 80mg/L no efluente de um grande hospital germânico (Hartmann et al., 1998; 

Kummerer & Henninger, 2004). 

Um estudo realizado por Scwartz et al., (2003), encontrou bactérias 

carregando genes vanA em um efluente hospitalar. O gene mecA codificando 

resistência contra meticilina em Staphylococcus foi encontrado somente em 

esgoto hospitalar, e não em esgoto municipal. Genes de resistência a gentamicina 

foram detectados em Acinetobacter, Pseudomonas e Enterobacteriaceae em 

esgoto hospitalar (Heuer et al., 2002; Schwartz et al., 2003). 

A presença de bactérias resistentes a antibióticos encontrados em rios tem 

sido documentada em diferentes países (French et al., 1987; Young, 1993). Os 
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microrganismos resistentes na natureza podem resultar da produção natural de 

antibióticos pelos organismos presentes no solo, de comida animal, em produtos 

agrícolas e em resíduos de produtos utilizados para o tratamento de animais e de 

humanos (Davies, 1994; Witte, 1998).  

O uso de recipientes de água utilizados para deposição de efluentes 

orgânicos tem aumentado com o crescimento populacional, agravando desta 

forma as condições sanitárias em diversas comunidades. A deposição destes 

efluentes dentro dos reservatórios de água, tão bem quanto, a promoção da 

eurotrofização artificial, permite que esta água seja contaminada por 

microrganismos patogênicos, o que facilita a transferência de genes de 

resistência para vários antibióticos e quimioterápicos (Esteves, 1998). Estes 

ambientes podem tornar-se importantes lugares de contaminação humana por 

patógenos que poderão ser resistentes e multi-resistentes às diferentes classes 

de antimicrobianos (Pereira et al., 2004). 

O crescente problema da resistência bacteriana está difundido em todo o 

mundo, e pode ser conseqüente ao processo seletivo seguido do uso incorreto de 

antibióticos. A forte seleção de patógenos resistentes aos antimicrobianos 

ocorridos no meio ambiente, nos hospitais, indústrias, e atividades veterinárias, 

onde grandes quantidades de antibióticos são utilizados para prevenir infecções e 

promover o crescimento de animais, permitem o aumento na freqüência de genes 

bacterianos resistentes. As reservas naturais de genes de resistência podem 

contribuir para o surgimento de patógenos emergentes resultantes da 

transferência de genes (Linton, 1986; Davies, 1994; Mayhall,1996; Van Elsas et 

al., 2000).  



 

 

14

A degradação das condições sanitárias dentro das comunidades pode levar 

a uma estabilização das rotas de disseminação dos microrganismos, e elementos 

genéticos móveis que podem agravar este problema contribuindo para o aumento 

da multi-resistência bacteriana (Linton, 1986; Mayhall, 1996). 

Alguns microrganismos importantes para as infecções humanas, tais como, 

os bacilos gram-negativos (BGN), incluindo as enterobactérias, como 

Enterobacter spp. e outros BGNs como a P. aeruginosa podem persistir por um 

longo período no meio ambiente. Bactérias resistentes a antibióticos 

quimicamente modificados e sintetizados também estão presentes em larga 

escala no meio ambiente (Ash et al., 2002). A presença de coliformes fecais 

resistentes em condições extra-intestinal é mais baixa quando comparadas ao 

trato intestinal, portanto sua presença pode indicar que houve contaminação fecal 

recente geralmente por humanos ou outros animais (Harihan & Weinstein, 1996). 

Outra enterobactéria, incluindo coliformes não fecais, e outros grupos de BGNs 

em adição aos Enterococcus spp. podem se manter por prolongado período de 

tempo no meio ambiente, como por exemplo, em recipientes de água. Esses 

microrganismos estão presentes na microbiota intestinal e podem em certas 

condições causar infecções endógenas e exógenas ou colonizar pele e mucosa. 

Por esta característica oportunista eles são conhecidos como amfibiontes 

(Mendonça-Hagler & Hagler, 1991). 

Em um estudo realizado em 2002 nas lagoas de Cabiúnas, Geribá e 

Imbossaica no estado do Rio de Janeiro, foram isoladas colônias de bactérias 

pertencentes às espécies e gênero de BGNs que são importantes patógenos 

causadores de infecções em humanos, com potencial de transferência da 

resistência para outras bactérias. Os microrganismos encontrados no canal de 
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esgoto de Geribá foram Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, e 

bacilos gram-negativos não fermentadores como Acinetobacter sp. e Aeromonas 

(Pereira et al.,2004). 

Os patógenos isolados tinham diferentes padrões de resistência como 

linhagens de E.coli resistente a ceftazidime e norfloxacin; K. pneumoniae 

resistente à amicacina e gentamicina, e C. freundii resistente à ceftazidime. Estes 

resultados demonstram que naquele ambiente ocorreu uma seleção moderada, 

possivelmente originária de atividades hospitalares ou clínicas locais. Este tipo de 

resistência foi originado de pacientes hospitalizados recentemente, ou pelo uso 

incorreto de antibióticos na comunidade (Pereira et al., 2004).  

Em outro estudo foram encontrados organismos resistentes e antibióticos 

modificados nos rios dos Estados Unidos. Grande proporção destes 

microrganismos eram portadores de plasmídeos contendo genes que codificam 

resistência a diferentes antimicrobianos. Neste estudo foram identificadas 

bactérias predominantemente gram-negativas não fermentadoras do gênero 

Acinetobacter, Alcaligenes, Citrobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, 

Klebsiella e Proteus resistentes a ampicilina, ceftazidima e cefotaxima. Muitos 

destes organismos localizados nos rios dos Estados Unidos possuíam resistência 

a no mínimo um antibiótico diferente da ampicilina, e uma fração substancial era 

resistente a um número de antibióticos. Contudo, relatos de linhagens de 

Enterobacter asburiae já tinham sido identificados nos rios dos Estados Unidos, 

sendo que esta bactéria era produtora natural de cefalosporinase, mas não de 

carbapenemase e foi responsável por infecções hospitalares (Brenner et al., 1986; 

Ash et al., 2002). 
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Em 2005 no meio oeste dos Estados Unidos, foram encontrados 29 

isolados resistentes a imipenem, como: Aeromonas hydrophila, 

Stenotrophomonas maltophilia, Enterobacter spp. identificados como E. asburiae. 

Este resultado indica que muitos rios dos Estados Unidos podem ser reservatórios 

de carbapenemases. A identificação de genes produtores de carbapenemase em 

Enterobactérias localizados nos rios pode ter importância clínica devido a sua alta 

presença no meio ambiente o que possibilita a colonização e ou a infecção de 

seres humanos e animais por estes patógenos (Aubron et al., 2005). 

Linhagens resistentes aos antibióticos podem em certas condições, 

transferir genes por meio dos plasmídeos para outras linhagens que não são 

resistentes a outros antibióticos, e este processo pode gerar linhagens resistentes 

a diferentes classes de antibióticos (Linton,1986).Estes elementos genéticos 

móveis que podem carregar genes de resistência são potencialmente transferidos 

de uma bactéria para outra, os quais podem ser formados por genes cassetes 

determinando a expressão de múltipla resistência (Broda,1979; Hardy,1987; 

Sonea,1988; Silver & Bostian,1993). 

Genes transferidos e a ação da pressão seletiva ocorrida no meio ambiente 

são os responsáveis pelo aparecimento de linhagens resistentes, e também de 

fundamental importância para a dispersão dos genes de resistência 

(Davison,1999; Baquero et al.,1997). Dentro da comunidade, existe uma alta 

freqüência da transferência de genes de resistência em situações decorrentes das 

más condições sanitárias nos domicílios e, principalmente, da contaminação dos 

recipientes de água (Pereira et al., 2004). 

Grandes esforços têm sido feitos nos hospitais em todo mundo para evitar 

a contaminação de pacientes por bactérias multi-resistentes, as quais podem 
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agravar o quadro clínico, aumentando desta forma as taxas de morbidade e 

mortalidade (Baquero et al., 1997). 

A liberação de bactérias resistentes a determinados antibióticos é de suma 

importância, pois elas podem proliferar no solo e nas superfícies das águas, 

persistindo e se espalhando em diferentes ambientes e transferindo genes de 

resistência entre diferentes espécies (Harwood et al., 2001; Iversen et al., 2002; 

Whitman et al., 2003; Baquero, 2004; Guardahassi & Dallsgaard, 2004; Iversen et 

al., 2004; Vilanova et al., 2004). Como exemplo, temos os Enterococcus, os quais 

têm sido tradicionalmente considerados como indicadores de contaminação fecal 

em bebidas e águas recreacionais e podem estar presentes em altas 

concentrações em rios, esgotos e solos impróprios para atividade agrícola (Ator & 

Starzyk, 1976; Anonymous, 1999; Guardahassi & Dalsgaard, 2004). A população 

de Enterococcus spp. em esgotos de diferentes países europeus e nos Estados 

Unidos tem sido previamente avaliada, mas conhecimento sobre a relação 

existente entre a população de Enterococcus de esgotos e de superfícies de água 

e daqueles recuperados de pacientes hospitalizados é rara (Harwood et al., 2001; 

Blanch et al., 2003; Guardahassi & Dalsgaard, 2004). 

Em um estudo realizado em Portugal no período de janeiro de 2001 a maio 

de 2002 foram coletadas 26 amostras de esgoto urbano em uma área perto de 4 

hospitais e 5 amostras de águas do rio Douro. Destas amostras obtidas da rede 

de esgoto 96% eram de Enterococcus spp e 100% nas amostras dos rios também 

eram de Enterococcus spp. Dentre as amostras obtidas na rede de esgoto 79% 

eram resistentes à vancomicina e duas das amostras isoladas do estuário do rio 

Douro também eram resistentes à vancomicina. Taxas de resistência a ampicilina, 

ciprofloxacina, e eritromicina e altos níveis de resistência a streptomicina, 



 

 

18

gentamicina, ou kanamicina foram encontrados nos esgotos das instituições de 

saúde do centro da cidade se comparados às amostras coletadas do esgoto dos 

hospitais do Porto. Similares taxas de resistência a tetraciclina e clorafenicol 

foram encontradas entre as amostras dos dois esgotos. Os seguintes genes van 

A, van B, e van C1 foram detectados nos isolados de Enterococcus resistente a 

vancomicina (Novais et al., 2005). Com os resultados apresentados neste estudo 

pode-se concluir que resistência antimicrobiana, linhagens virulentas, e a 

presença do alelo purk-1 nos isolados de Enterococcus spp. dos esgotos do 

centro da cidade e do estuário do rio Douro sugerem que a origem dessas 

linhagens seja hospitalar. A presença de Enterococcus resistente a vancomicina e 

a outros antimicrobianos no rio Douro é indicativo de contaminação fecal humana 

proveniente da comunidade e de hospitais. Este fato é observado frequentemente 

na Europa e na América (Harwood et al., 2001; Dias Miguel, 2003; Guardahassi & 

Dalsgaard, 2004; Vilanova et al., 2004). 

A larga presença de Enterococcus spp., principalmente de E.faecium nos 

hospitais portugueses sugerem uma ampla disseminação desta linhagem nas 

comunidades, as quais podem ser reintroduzidas nas instituições hospitalares 

(Iversen et al., 2004; Novais et al., 2004). O risco da aquisição destes genogrupos 

de Enterococcus spp. não pode ser descartado desde que esta área é usada para 

banhos, recreação e pesca. Este patógeno pode sobreviver por longo período no 

solo alagado, nos moluscos, e gaivotas (NCCLS, 2002; Choi et al., 2003; Whitman 

et al., 2003; Guardahassi & Dalsgaard, 2004; Iversen et al., 2004). A presença de 

elementos móveis contendo genes de resistência a antibióticos ou características 

de virulência na comunidade pode favorecer a disseminação destas bactérias 

contendo elementos que codificam a resistência e/ou determinantes de virulência, 
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aumentando desta forma o risco da transmissão para outros ambientes (Tomita et 

al., 2002; Baquero, 2004). 

Em diferentes regiões da Europa, Enterococcus spp. resistente à 

vancomicina, principalmente E. faecalis. Este patógeno é comumente isolado da 

água de esgoto urbano, esgoto de hospital e de fezes de porcos. Dos 

Enterococcus spp. detectados na Espanha, no Reino Unido e na Suécia, 79% 

possuíam o gene vanA  e apenas 21% possuíam o gene vanB (Iversen et al., 

2002 ;Kuhn et al. ,2005 ). 

Em outro estudo realizado na Suécia com amostras isoladas de esgoto do 

hospital e da estação de tratamento de esgoto urbano foi identificado 

Enterococcus spp. clonal que era resistente à avoparcina e à ciprofloxacina. 

Dessa forma pode-se concluir que é possível que Enterococcus spp. resistente a 

antibióticos presentes na população humana disseminados nos hospitais, sejam 

liberados para a rede de esgoto onde permanecem, e então são transportados 

para a estação de tratamento de esgoto e transferidos de volta aos humanos. A 

disseminação de Enterococcus spp. resistente a vancomicina (VRE) pode ocorrer 

através de estercos contaminados por VRE utilizados como fertilizantes nas 

colheitas e posteriormente são consumidos por humanos (Torell et al., 2003; Kuhn 

et al., 2005). 

Outro estudo, realizado na Costa Leste da Austrália nos rios Brisbane e 

Bremer e no Cabbage Tree Creek, investigou as taxas de resistência 

antimicrobiana entre E.coli de uma variedade de origens, incluindo estação de 

tratamento de esgoto e superfícies das águas que são influenciadas por estas 

estações. Verificou-se uma alta incidência de resistência para tetraciclina (51%), 

seguida por cefalotina (41%) e sulfafurazole (32%), dentre 462 isolados que foram 
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testados. A taxa de resistência a tetraciclina tinha previamente sido reportada 

variando de 1 a 24%. Concentrações de E.coli foram significativamente altas nas 

proximidades do Rio Brisbaine (Parveen et al., 1997; Boon & Cattanach, 1999; 

Edge & Stephen, 2005; Watkinson et al., 2007b). 

Os altos níveis de resistência antimicrobiana são devido à grande 

variedade de drogas utilizadas nos tratamentos humanos do que na agricultura e 

a potencial mudança nos elementos de resistência, tais como plasmídeos e 

integrons durante o processo de tratamento do esgoto. Pesquisas têm 

demonstrado altas taxas de mudança de elementos transferíveis dentro das 

estações de tratamento, mesmo na falta de antibióticos como agentes seletivos 

(Mach & Grimes, 1982; Fernandez-Astorga et al., 1992) 

Reinthaler et al. (2003), tem demonstrado que a taxa de resistência 

antimicrobiana no efluente da estação de tratamento de esgoto é maior antes do 

processo de tratamento e tem proposto seleção de tratamento para organismos 

mais resistentes. Essa seleção pode ocorrer através de numerosos caminhos. 

Primeiramente a presença de baixas concentrações de antibióticos dentro das 

estações de tratamento os quais podem exercer pressão seletiva favorecendo a 

resistência dos microrganismos. A desinfecção do efluente pode contribuir para o 

aumento da prevalência da resistência bacteriana. Essas observações, quando 

combinadas, podem possibilitar a alta incidência de resistência antimicrobiana 

entre os isolados presentes nas proximidades dos rios do que nas estações de 

tratamento devido ao isolamento da bactéria nos pontos onde ocorre a liberação 

do efluente da estação de tratamento (Murray et al., 1984; Alder et al., 2001; 

McArdell et al., 2003; Miao et al., 2004; Batt et al., 2006; Brown et al., 2006; 

Watkinson et al., 2007a). 
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Um estudo identificando a distribuição de diversos tipos e resistência 

antimicrobiana de E.coli nos rios St.Clair e no rio Detroit, detectou que os isolados 

de E.coli extraintestinal foram encontrados em todos os ecossistemas aquáticos 

analisados. Este tipo de patótipo de E.coli é responsável por uma estimativa de 

40.000 mortes e um gasto de no mínimo $2.6 bilhões de dólares anualmente nos 

Estados Unidos. O lugar que possuiu maior influência do esgoto urbano municipal 

demonstrou a mais alta porcentagem para os patótipos de E.coli, tão bem quanto 

E.coli carregando genes de resistência antimicrobiana. Isso pode refletir na 

influência do uso de antibióticos, sugerindo a importância de um esgoto municipal 

como potencial origem de E.coli resistentes a antimicrobianos (Russo & Johnson, 

2003; Hamelin et al., 2007).  

A resistência antimicrobiana, particulamente a múltipla resistência, é um 

problema de saúde pública, e a presença de organismos resistentes no ambiente 

aquático é um problema emergente disseminado em todo o mundo (Watkinson et 

al., 2007b). 

O uso de antibióticos nas populações humanas e em animais deve ser feito 

de modo racional, a fim de minimizar a pressão seletiva e a disseminação de 

genes de resistência no meio ambiente hospitalar e fora dele. 

1.2. Aspectos Gerais dos Microrganismos  

1.2.1. Acinetobacter spp . 

O gênero Acinetobacter spp. é constituído por bastonetes curtos ou 

cocóides que se apresentam comumente aos pares ou em cadeias de 

comprimento variável na fase estacionária de crescimento. São gram negativos, 

não esporulam e apresentam movimento por contração devido à presença de 
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fímbrias polares. São aeróbios estritos, apresentam metabolismo oxidativo, não 

fermentativo e crescem bem entre 33 e 35ºC em meios de cultura comumente 

utilizados na rotina laboratorial. Alguns podem crescer em temperaturas acima de 

40ºC, característica esta, que pode ser utilizada na diferenciação das principais 

espécies. Apresentam os testes de oxidase negativa e catalase positiva. As 

espécies deste gênero crescem em meios definidos contendo uma única fonte de 

carbono e pode utilizar sais de amônio e nitrato como fonte de nitrogênio. As suas 

diferentes espécies não necessitam de fatores de crescimento (Brove, 1984).  

Desde o primeiro relato de isolamento em 1909, a partir do solo, com a 

denominação de Micrococcus calco-aceticus, a situação taxonômica do gênero 

tem passado por uma série de modificações (Baumann et al., 1968).  A partir de 

1984, os gêneros Acinetobacter, Neisseria, Kingella e Moraxella passaram a  

pertencer à família Neisseriaceae, porém, com base na hibridização DNA-DNA e 

na análise filogenética da seqüência do rDNA , foi sugerido que os gêneros 

Acinetobacter, Moraxella e Psychrobacter sejam removidos da família 

Neisseriaceae para a família Moraxellaceae (Proteobacteria subclasse γ) (Brove, 

1984; Tjernberg & Ursing, 1993; Enright et al., 1994; Dijkshoorn et al., 1998; 

Pettersson et al., 1998). 

Por meio da hibridização do DNA o gênero Acinetobacter pode ser dividido 

em, pelo menos, 21 espécies (Ehrenstein et al., 1996). Testes fenotípicos 

permitem identificação presuntiva da maioria das espécies, mas mesmo as 

principais baterias de testes bioquímicas são insuficientes para a identificação 

correta de todas as espécies do gênero de Acinetobacter (Bernards et al., 1996). 

O gênero Acinetobacter tem se destacado, desde o início dos anos setenta, 

como um patógeno oportunista emergente, causando freqüentemente graves 
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infecções nosocomiais que ocorrem principalmente na forma de surtos e, 

esporadicamente, casos de infecções na comunidade (Kanemoto et al., 2003; 

Villegas & Hartstein, 2003). Apesar de sua baixa virulência, este patógeno 

constitui em um sério problema terapêutico devido ao aumento e disseminação de 

amostras multirresistentes no Brasil e no mundo (Sader et al., 1999; Karlowsky et 

al., 2003). 

Seu caráter ubiqüitário é facilmente demonstrado, pois esse gênero pode 

ser freqüentemente encontrado em água doce ou salina, no solo e em esgotos, 

onde representam cerca de 50% dos microrganismos isolados podendo até 

mesmo ser isolados em solventes orgânicos aromáticos como o petróleo 

(Baumann et al., 1968; Bifulco et al., 1989; Petukhov et al., 2000). Na espécie 

humana, pesquisadores distintos encontraram diferenças no percentual de 

colonização cutânea por espécies de Acinetobacter, variando de 10% até mais de 

40% (Al Khoja & Darrell, 1979; Berlau et al., 1999). Entretanto, 

independentemente do percentual de indivíduos colonizados, há consenso de que 

as espécies do gênero Acinetobacter podem ser encontradas como microbiota 

transitória da pele principalmente das mãos, e das mucosas das vias aéreas 

superiores, do trato intestinal, da genitália externa e ainda da conjuntiva de 

adultos sadios (Berlau et al., 1999).  

1.2.2. Pseudomonas aeruginosa 

A família Pseudomonadaceae é formada por diversos gêneros dentre eles, 

o Pseudomonas que envolve um grande grupo de espécies de bastonetes gram-

negativos, retos ou curvos, com aproximadamente 0,5 a 0,8µm de comprimento e 

1,5 a 3,0µm de largura, móveis, apresentando flagelos polares que produzem 
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antígenos termo-lábeis, estritamente aeróbios e não formam esporos. Este gênero 

de bactérias pode ser encontrado na água, no solo, no esgoto e no ar e produzem 

pigmentos solúveis na água. Crescem em temperaturas que variam de 5ºC a 42º 

C, sendo 37º C a temperatura ideal. Podem ser encontrados na pele de alguns 

indivíduos sadios e foram isolados principalmente da garganta (5%) e de fezes 

(3%) de pacientes hospitalizados. (Davis et al., 1973; Pollack, 1995; Silva, 1999; 

Pollack, 2000; Reis, 2003). 

Algumas cepas de Pseudomonas aeruginosa produzem de um a quatro 

pigmentos diferentes, sendo os mais comuns, piomelanina (marrom para o preto) 

e a fluoresceína, sendo estes pigmentos atóxicos para os animais. Possuem a 

característica de emissão de odor de fruta adocicado e formação de colônias com 

diversos aspectos morfológicos, podendo ser diminutas ou até planas, difusas ou 

mucóides com bordos serrados e brilho metálico. (Gillardi, 1980; Visca et al., 

1992; Silva, 1999; Reis, 2003). 

 São bactérias “não fermentadoras”, ou seja, obtém sua energia pelos 

processos oxidativos de carboidratos ao invés de fermentação. É uma bactéria 

ubíqua, de vida livre e muito encontrada em ambientes úmidos. O seu envoltório é 

semelhante à de outros bacilos gram-negativos e sua membrana externa é 

composta por proteínas, fosfolipídeos e lipopolissacarídeos (LPS) (Silva, 1999; 

Reis, 2003). 

Pseudomonas aeruginosa apresentam como característica para a sua 

identificação: oxidase positiva, β-hemólise em agar sangue, motilidade positiva, 

crescimento a 42ºC, redução de nitrato a nitrito, lisina descarboxilase negativo, 

acetamida positivo, malonato positivo, citrato positivo, idol negativo, formação de 

ácido oxidativamente a partir da glicose e do manitol, incapacidade de oxidar 
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maltose e lactose, DNAse negativo, sensibilidade à Polimixina B (Hugh & Leifson, 

1953). 

Em hospitais, Pseudomonas aeruginosa podem ser encontradas em alguns 

reservatórios como desifentantes, equipamentos de respiração artificial e de 

soluções para diálise, alimentos, fossas, esgoto, torneiras e panos de chão. Pode 

também ser encontrada no solo, água, plantas, sobre superfícies e em fluidos de 

irrigação (Pitt et al.,1997; Silva, 1999; Pollack, 2000). 

A produção de biofilme permite a colonização de catéteres vasculares, 

peritoneais, urinários, tubos nasogástricos, dispositivos ortopédicos, reservatórios 

de armazenamento de água em farmácia e/ou laboratório (Cristina et al., 1984; 

Dasgupta & Costerton, 1989; Nickel et al., 1989). 

Pseudomonas aeruginosa é a principal causa de infecções hospitalares em 

diversos continentes. Infecções ocasionadas por estes patógenos estão 

frequentemente associados com alta mortalidade independentemente da terapia 

antimicrobiana utilizada (Arakawa et al., 2000; Poirel et al., 2000a; Livermore, 

2002; Pellegrino et al., 2002; Pitout et al., 2005). 

No Brasil, um estudo realizado entre 1997 a 1999, relatou a prevalência de 

infecções hospitalares ocasionadas por P. aeruginosa. Este microrganismo foi o 

patógeno mais isolado de infecções do trato respiratório inferior (29,4%), o 

terceiro mais freqüente em infecções hospitalares (13,3%) e o sexto mais 

freqüente em infecções de corrente sanguínea (7,5%) (Nouér et al., 2005; Sader 

et al., 2005).  

Resistência a agentes antimicrobianos contribui para o importante papel da 

P.aeruginosa como um patógeno oportunista, contribuindo para aumento da 

prevalência de infecções hospitalares. As opções de tratamento são usualmente 
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escassas devido a sua habilidade em adquirir resistência a diversas classes de 

drogas antimicrobianas (Sader et al., 2001b; Livermore, 2002; Santos et al., 2002; 

Reis, 2003; Sardelic et al., 2003; Lagatolla et al., 2004; Tsuji et al., 2005). 

No Brasil, um estudo envolvendo hospitais públicos e privados, revelou 

elevada prevalência de resistência entre bacilos gram-negativos, não 

fermentadores, tais como a P. aeruginosa e Acinetobacter spp. As drogas mais 

ativas foram; Imipenem (81%) e Meropenem (82%), seguidas por Ceftazidime 

(57%). Os mesmos microrganismos foram mais resistentes a Ciprofloxacina 

(54%), Piperacilina/tazobactam (54%) e Cefepime (53%) (Sader, 2000). 

Infecção causada por este agente tem sido particularmente desafiante 

tendo em vista que o perfil de susceptibilidade deste patógeno vem se 

modificando com o passar dos tempos em conseqüência à pressão seletiva 

existente no meio ambiente hospitalar, sobretudo nas unidades de terapia 

intensiva. Tais condições fazem com que este microrganismo se adapte às 

condições ambientais a que está continuamente exposto, desenvolvendo novos 

mecanismos de resistência. Estas modificações fenotípicas podem ser 

responsáveis pelo agravamento do estado clínico, aumento do tempo de 

hospitalização e encarecimento do tratamento por haver necessidade de mais 

exames complementares, do uso de drogas cada vez mais potentes, tóxicas e 

caras (Jarvis, 1987; Martins, 2002; Pitout et al., 2005; Nouér et al., 2005; Marra, 

2002). 

Diferentes genótipos deste microrganismo determinam uma variação do 

perfil de sensibilidade, codificados por genes cromossomais ou genes 

transferíveis. Estes genes conferem maior capacidade de resistência e, portanto 

requerem atenção especial, sobretudo dentro dos estabelecimentos de saúde 
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(Arakawa et al., 1995; Poirel et al., 2000b; Livermore & Woodford, 2000; Michael, 

2002; Pellegrino et al., 2002; Lagatolla et al., 2004). 

1.2.3. Escherichia coli 

O gênero Escherichia é composto por cinco espécies bacterianas: 

Escherichia blattae, Escherichia coli, Escherichia fergusonni, Escherichia 

hermannii e Escherichia vulneris. Este gênero pertence à família 

Enterobacteriaceae. Dessas cinco espécies, E.coli é a mais comumente isolada 

de espécimes humanos. Ela está presente na microbiota intestinal de indivíduos 

sadios e pode acarretar infecções intestinais e extraintestinais em indivíduos 

sadios e imunodeprimidos. As infecções do trato urinário, bacteremia, meningites 

em neonatos e doenças diarréicas são as síndromes clínicas mais comuns 

causadas por E.coli. Este microrganismo já esteve associado a doenças 

infecciosas envolvendo todos os tecidos e sistemas orgânicos humanos 

(Koneman 2001; Farmer, 2003). 

As amostras de E. coli apresentam-se sobre a superfície do ágar sangue 

como colônias sobrelevadas, com diâmetros de 2 a 3 mm, opacas, de aspecto 

mucóide e com coloração acinzentada. Pela coloração de Gram, são vizualizadas 

como bacilos gram-negativos isolados, aos pares ou em cadeias curtas. São 

bactérias encapsuladas, com 0,5 a 2,0 µm de diâmetro e 2,0 a 4,0 µm de 

comprimento, não esporuladas, com motilidade variável e anaeróbia facultativas. 

Caracterizam-se também por não utilizarem o citrato como fonte única de carbono 

e por fermentarem a glicose, sendo por isso denominada fermentadoras. As 

amostras de E. coli mostram bom crescimento em ágar MacConkey; porém, não 
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são capazes de crescer em meios contendo cianeto de potássio (Shigei, 1992; 

Koneman, 2001; Farmer, 2003). 

O cromossomo de uma E.coli é composto por uma única fita dupla circular 

do ácido desoxirribonucléico (DNA), que possui mais de 1000µm de comprimento. 

Dessa maneira o DNA bacteriano deve sofrer um processo de compactação para 

se acomodar dentro da célula bacteriana, a qual mede aproximadamente 2µm de 

comprimento por 1 µm de largura (Worcel,1974; Trun & Marko, 1998). 

Em um estudo realizado para investigar as taxas de resistência 

antimicrobacteriana entre E.coli de uma variedade de origens, verificou-se a 

presença de altas concentrações de resistência bacteriana entre amostras de 

E.coli coletadas de uma estação de tratamento de esgoto e sobre a superfície das 

águas do Rio Brisbaine. Os altos níveis de microrganismos resistentes a múltiplos 

antibióticos, encontrados neste estudo, devem-se à elevada utilização de drogas 

no tratamento de humanos e no potencial de mudança de resistência destes 

elementos (plasmídeos e integrons) no meio ambiente (Watkinson et al., 2007b). 

A disseminação de resistência a antibióticos deve-se também a produção 

de β-lactamases de amplo espectro (ESBL) associada com resistência a 

cefalosporinas de amplo espectro presentes em Escherichia coli. A resistência a 

cefalosporinas de amplo espectro pode também estar associada em E.coli devido 

à produção de plasmídeo classe C, β-lactamases, tais como as enzimas CMY, ou 

com a superprodução de AmpC  β-lactamase. Um estudo realizado em 200 

hospitais na Inglaterra revelou uma variação regional na prevalência de 

resistência a ampicillina e trimethoprim entre linhagens de E.coli entre 1990 e 

1997. Bacteremias por E.coli foram consideradas como mais freqüentes nos 
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hospitais da Inglaterra (Caroff et al., 2000; Reacher et al., 2000; Braford, 2001; 

Bonnet, 2004; Briñas et al., 2005b; Mulvey et al., 2005). 

1.2.4. Klebsiella pneumoniae 

O gênero Klebsiella, assim como o gênero Escherichia  pertence à família 

Enterobacteriaceae, a qual é constituída por um grupo heterogêneo de bactérias 

gram-negativas. Este gênero foi designado por Trevisan em 1885, sendo que este 

também foi responsável pela descrição da espécie K.pneumoniae. O gênero 

Klebsiella foi definido por hibridação do ácido desoxirribonucléico (DNA) e 

permitiu a identificação de cinco espécies: K.oxytoca; K.planticola; K. terrígena; 

K.mobilis e K.pneumoniae. Esta última é subclassificada em três subespécies: 

Klebsiella pneumoniae subespécie pneumoniae, Klebsiella pneumoniae 

subespécie ozaenae e Klebsiella pneumoniae subespécie rhinoscleromatis. Entre 

as três subespécies de Klebsiella a pneumoniae é a mais importante (Podschun & 

Ullmann, 1998; Umed, 2008; Martinez et al., 2004). 

K. pneumoniae é um bacilo gram-negativo anaeróbio facultativo, com 

melhor crescimento em condições aeróbias, não esporulado e cujo tamanho varia 

de 0,3 a 1µm de diâmetro e 0,6 a 6µm de comprimento, é imóvel, produz colônias 

grandes e gomosas quando cultivadas em placas com nutrientes. Apresentam 

colônias róseas, brilhantes, com aspecto sobrelevado e de consistência mucóide 

no agar MacConcKey. As colônias formadas são grandes devido à cápsula 

mucóide polissacarídica (Antígeno K) que protege contra a fagocitose por 

granulócitos, contra a ação de fatores bactericidas do soro e ainda tem função de 

auxiliar na aderência (Umed, 2008; Martinez et al., 2004). 
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Este gênero possui características bioquímicas que permitem a sua 

identificação, tais como, oxidase negativa, fermenta glicose, reduz nitrato, lisina 

positiva, citrato e indol negativos, tríplice açúcar ferro (TAF) positivo com 

produção de gás, ornitina negativa, metaboliza a lactose, utiliza o citrato como 

fonte de carbono e também hidrolisa a uréia, formando gás ou não. A maioria das 

amostras é capaz de produzir o butilenoglicol como produto final da fermentação 

da glicose (Podschun et al., 1992; Gales et al., 1997; Koneman et al., 2001). 

Estes microrganismos podem ser encontrados em quase todos os 

ambientes naturais como solo, água e plantas. K.pneumoniae pode ser isolada da 

cavidade oral de indivíduos com ou sem doença periodontal e em orofaringe de 

portadores assintomáticos. As infecções causadas por este patógeno ocorrem em 

pessoas com sistema imunitário deprimido sendo responsável por alta taxa de 

mortalidade. Dentre as síndromes clínicas mais freqüentes estão: pneumonia, 

infecções do trato urinário, trato gastrintestinal e de feridas, bacteremia, rinite 

crônica atrófica, artrites, enterites, meningites em crianças e septicemia. Alguns 

estudos demonstraram que no mínimo 80% dos pacientes com infecção por 

K.pneumoniae produtoras de β-lactamases de espectro ampliado (ESBL) 

apresentaram infecções carreadas do trato gastrintestinal. Desta forma deve-se 

considerar a tomada de precauções de contato para evitar que pacientes 

colonizados transmitam esta resistência a outros pacientes (Madson et al., 1994; 

Shlaes, 1997; Piroth et al., 1998; Ingham, 2000; Umed, 2008; Paterson & 

Bronomo, 2005).  

A patogenicidade deste microrganismo pode ser atribuída à produção de 

enterotoxina estável ao calor; à habilidade em metabolizar a lactose; à presença 

de cápsula ou lipopolissacarídeo; à presença de adesinas com ou sem fímbrias 
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que favorece a sua adesão às mucosas; às células epiteliais do trato urogenital, 

respiratório e intestinal para produzir o processo infeccioso e protege a bactéria 

dos fatores bactericidas do soro acompanhado pela inibição da ativação dos 

componentes do complemento. A maioria dos isolados clínicos de K. pneumoniae 

é encapsulada e adere in vitro a células intestinais com padrão agregativo. 

Estudos observaram que K.pneumoniae produtoras de ESBL do tipo SHV-4, 

possuem  fimbrias adesinas do tipo KPF-28. A habilidade das K.pneumoniae 

produtoras de ESBL de escapar da atividade fagocítica dos neutrófilos 

polimorfonucleares pode ser responsável pelo grande potencial patogênico destas 

bactérias (Madson et al., 1994; Podschun & Ullmann, 1998; Sahly et al., 2004; 

Umed, 2008). 

K.pneumoniae é importante causa de infecções comunitárias e hospitalares 

e a prevalência das infecções causadas por estas bactérias produtoras de ESBL 

varia conforme o país, a instituição de saúde e o sítio de isolamento. Um estudo 

realizado na Europa demonstrou que a prevalência de produção de ESBL entre 

isolados de Enterobacteriaceae varia de país para país, sendo que nos países 

baixos menos de 1% de E.coli e K.pneumoniae são produtoras de ESBL. Na 

França 40% dos isolados de K.pneumoniae produtoras de ESBL eram resistentes 

a ceftazidima. No Japão a resistência aos β-lactâmicos ainda é baixa, menos de 

0,1% das E.coli e 0,3% das K.pneumoniae são produtoras de ESBL. Na Ásia as 

porcentagens de produção de ESBL em E.coli e K.pneumoniae variam de 4,8% 

na Coréia a 8,5% em Taiwan e mais de 12% em Hong Kong. Na Etiópia um 

estudo demonstrou que 94,7% das amostras deste patógeno eram resistentes à 

cafalosporinas e dentre estas 67% apresentaram altos níveis de resistência a 

múltiplas drogas (Philippon et al.,1989; Jones, 2000; Braford, 2001; Marra, 2002). 
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Na América Latina a prevalência de amostras de K.pneumoniae produtoras 

de ESBL é bem maior que a média mundial, que varia entre 20 e 30%. No Brasil, 

alguns estudos realizados no Hospital São Paulo, hospital escola da Universidade 

Federal de São Paulo demonstraram que a prevalência de K.pneumoniae 

produtora de ESBL foi de 39%, em outro estudo constatou-se que 39% das cepas 

de K.pneumoniae isoladas da corrente sanguínea eram produtoras de ESBL. 

Neste mesmo hospital, Carmo Filho (2003) demonstrou que a prevalência de 

infecções causadas por K.pneumoniae em UTI de paciente adulto foi de 31% e 

destas 69% eram produtoras de ESBL e na UTI Neonatal a prevalência de 

infecção hospitalar causada pelo mesmo patógeno foi de 53,8% e destas 46,2% 

eram produtoras de ESBL (Gales et al., 1997; Jones, 2000; Marra, 2002; Carmo 

Filho, 2003). 

K.pneumoniae é o gênero que produz a maior variedade destas enzimas, o 

que poderia ser explicado pelo fato destes microrganismos serem bons vetores 

para plasmídeos ou por permitirem a evolução de genes que codificam ESBL 

mais rapidamente que outras Enterobacteriaceae. Muitos genes de ESBL são 

localizados em plasmídeos com poucos números de cópias (Livermore, 1995). 

1.3. Mecanismos de Resistência Antimicrobiana  

Resistência antimicrobiana pode ser definida como o conjunto de 

mecanismos de adaptação das bactérias contra os efeitos nocivos ou letais aos 

quais estas estão sendo submetidas. A resistência é considerada intrínseca 

quando o microrganismo possui naturalmente estruturas que lhe conferem 

resistência àquele antimicrobiano (Livermore, 1995). 

 B 
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Os padrões de resistência têm sido determinados por modificações na 

constituição da membrana externa de proteínas específicas, “outer membrane 

protein” (Omp), aperfeiçoamento da bomba de efluxo e produção de enzimas 

qualificadas e especializadas em hidrolisar antimicrobianos, fato este de muito 

interesse clínico, visto que, novos padrões de enzimas estão sendo recentemente 

identificados e determinados em isolados de diversos países do mundo. Além 

destes mecanismos, bactérias gram-negativas possuem a sua disposição 

mecanismos que conferem resistência aos carbapenems e aos antibióticos β-

lactâmicos. Entre estes mecanismos estão: a falta de penetração da droga devido 

á mutações da Omp e bombas de efluxo, hiperprodução de β-lactamase do tipo 

AmpC e/ou β-lactamases hidrolisadoras de carbapenems (Bush,1995; Frere, 1995; 

Bush, 1998; Bush, 1999; Poirel et al., 2000b; Bush,2001; Yan et al., 2001; Michael, 2002; 

Livermore, 2002; Henrichefreise et al., 2005; Pitout et al., 2005; Nouér et al., 2005). 

O aumento da resistência antimicrobiana entre bactérias gram-negativas é 

um exemplo importante de como a bactéria pode procurar manter e expressar 

novas informações genéticas que podem conferir resistência a um ou mais 

antibióticos. Alguns estudos sobre resistência antimicrobiana podem variar, mas 

um consenso geral parece prevalecer, no qual, resistência a quinolonas e a β-

lactâmicos de amplo espectro está aumentando nos membros da família 

Enterobacteriaceae e Acinetobacter spp. e os regimes de tratamento para 

erradicação das infecções causadas por P. aeruginosa estão tornando-se cada 

vez mais limitadas. Por exemplo, um estudo realizado durante cinco anos 

envolvendo diferentes centros da América Latina indicou que ano após ano 

resistência a P. aeruginosa tem crescido continuadamente, sendo que 40% 

destes microrganismos apresentam resistência a drogas “antipseudomonas”, 
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incluindo carbapenems (Andrade et al., 2003; Maniatis et al., 2003; Neuhauser et 

al., 2003). 

Estes microrganismos possuem uma facilidade em adquirir resistência, por 

fenômeno de mutação, conjugação, transformação e transdução, o que torna a 

ação dos antimicrobianos ineficiente. A emergência de resistência aos agentes 

antimicrobianos, está relacionada à pressão seletiva exercida pelo uso intenso e 

indiscriminado desses medicamentos e a fatores relacionados às bactérias (Mary 

et al., 1983, Friedrich et al., 1999). 

1.3.1. Enzimas modificadoras de antimicrobianos 

Dentre os mecanismos de resistência bacteriana, a produção de enzimas é 

considerada a de maior relevância. Estas enzimas são responsáveis pela hidrólise 

do anel β-lactâmico, impossibilitando desta forma a sua atividade antimicrobiana 

(Livermore, 1995). 

Os genes que codificam as β-lactamases podem ser cromossômicos ou 

plasmidiais, e a mobilidade genética pode ser ampliada por meio de transposons, 

que transportam os respectivos genes dos plasmídeos para os cromossomos, 

apesar de mais incomum, o inverso também pode ocorrer (Livermore, 1995; 

Tenover, 1995). 

A classificação das β-lactamases foi proposta por Ambler em 1980 

determinando quatro classes, designadas Classes A,B,C e D. Uma nova 

classificação foi proposta por Bush, mais tarde, em 1989, adaptada em 1995. A 

proposta classificava as β-lactamases de acordo com o seu substrato dentre o 

grupo das penicilinas, oxacilinas, carbenicilinas, cefalosporinas de espectro 

ampliado, imipenem e a susceptibilidade a inibição pelo clavulanato. Esta 
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classificação dividiu as β-lactamases em quatro grupos, denominados Grupos 1, 

2, 3 e 4. As β-lactamases que possuem em seu sítio ativo o zinco foram 

classificadas na classe B de Ambler, enquanto as que foram encontradas serina 

em seu sitio ativo, foram classificadas nas classes A, C ou D (Jack et al., 1970; 

Richmnound & Sykes, 1973; Ambler, 1980; Bush, 1989; Bush et al., 1995). 

A emergência da resistência aos antibióticos β-lactâmicos começou antes 

mesmo do primeiro β-lactâmico, a penicilina, ser desenvolvida. A primeira β-

lactamase foi identificada em um isolado de Escherichia coli antes da liberação do 

uso da penicilina na prática médica (Abraham & Chain, 1940). 

Agentes β-lactâmicos tais como penicilinas, cefalosporinas, monobactams 

e carbapenems, estão entre os antibióticos mais frequentemente prescritos em 

todo o mundo. Em patógenos gram-negativos, β-lactamases são os principais 

fatores contribuintes para a resistência aos antibióticos β-lactâmicos, tão bem 

quanto sua alarmante evolução parece estar diretamente ligada ao uso clinico de 

novas sub-classes de β-lactâmicos (Medeiros, 1997). 

1.3.2. β-lactamase de espectro ampliado ou estendido (ESBL)  (Classe A) 

As β-lactamases de espectro ampliado (ESBL) foram primeiramente 

descritas em 1983, e possuem habilidade em hidrolisar oxymino-cefalosporinas, e 

monobactams, mas não cephamycinas ou carbapenems. Embora ESBLs tenham 

sido descritas em uma variedade de Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae 

de diferentes partes do mundo, elas são frequentemente identificadas em 

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Essas enzimas pertencem à classe A e 

D de Ambler e a maior parte delas contém uma serina no seu sitio ativo, e são 

introduzidas dentro do grupo funcional 2be. As atividades das enzimas Classe A 
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são inibidas in vitro por inibidores de β-lactamase tais como ácido clavulânico, 

sulbactam e tazobactam, mas aquelas pertencentes á classe D não podem ser 

inibidas (Ambler, 1980; Ambler, 1991; Bush et al.,1995; Bradford, 2001). 

As enzimas da classe A são caracterizadas por um sitio ativo de serina, 

uma massa molecular de aproximadamente 29,000Da, e hidrólise preferencial por 

penicilinas. Esta classe inclui enzimas como TEM-1, SHV-1, e penicillinase 

encontrada em S.aureus (Richmond & Sykes, 1973; Danel et al., 1995). 

As ESBLs não são ativas contra cefamicinas, e a maioria das linhagens é 

susceptível á cefoxitina e cefotetan. Entretanto, tem sido reportado que isolados 

produtores de ESBL podem tornar-se resistentes a cephamycinas devido à perda 

de uma membrana externa de proteínas (Omps) (Pangon et al., 1989; Vatopoulos 

et al., 1990; Martinéz-Martinéz et al., 1996). 

Atualmente existe uma grande variedade de ESBL distinguidas pelo perfil 

do substrato, reação com inibidores e ponto isoelétrico. A maior parte das ESBLs 

é derivada das enzimas TEM ou SHV. Em janeiro de 2006 havia 150 tipos de 

TEM, 32 de OXA, 86 de SHV, 53 de CTX e 3 de PER..As ESBLs do tipo TEM e 

SHV são mais frequentemente encontradas em E.coli e K.pneumoniae, 

entretanto, elas têm sido encontrada também em isolados de Proteus spp., 

Providencia spp., e outros gêneros de Enterobacteriaceae (Bush et al., 1995; 

Gniadkowski et al., 1998; Oliveira, 2007). 

1.3.2.1. TEM 

TEM-1 é a β-lactamase mais comumente encontrada em bactérias gram-

negativas. Isolados de E.coli apresentam 90% de resistência a ampicillina devido 

à produção de TEM-1. Esta enzima é capaz de hidrolisar penicillinas e 
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cephalosporinas tais como, cephalotin e cephaloridine. TEM-2 é a primeira 

enzima derivada da TEM-1 pela substituição de um aminoácido simples. TEM-3, 

originalmente reportada em 1989 foi a primeira β-lactamase que exibiu um 

fenótipo de ESBL (Barthélémy et al., 1985; Sougakoff et al., 1988; Livermore, 

1995). 

Tanto a TEM-1 como a TEM-2 tem ponto isoelétrico (PI) entre 5,5 e 6,3; 

mas isoladamente o PI não permite a diferenciação de todas as variantes de 

TEM. Assim o perfil dos inibidores é fundamental nesta diferenciação (Philippon & 

Lagrange, 1994; Bradford, 2001). 

O fato da TEM-1 ser mediada por plasmídeo e transposons facilita sua 

disseminação para outras espécies de bactérias. O primeiro grande surto devido a 

produtores de ESBL, especificamente por produtores de TEM-3 ocorreu em 

Clermont-Ferrand entre 1985-1987. Outros surtos ocorreram em Chicago, Nova 

Iorque, São Francisco e Boston em 1990. Tem sido sugerido que as ESBLs do 

tipo TEM ocorrem naturalmente devido o resultado da pressão seletiva de muitos 

β-lactamicos dentro das instituições hospitalares (Livermore, 1995; Blasquez et 

al., 2000). 

Embora as β-lactamases do tipo TEM sejam frequentemente encontradas 

em E.coli e K.pneumoniae, elas também são encontradas em outras espécies de 

bactérias gram-negativas, tais como: Enterobacter aerogenes, Morganella 

morgannii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri, e Salmonella spp. Dentre as 

enzimas desta família a TEM-12 é a mais fraca, pois apresenta suscetibilidade a 

oximino-aminotiazolil cefalosporinas. Além disso, a TEM-42 foi encontrada em um 

isolado de Pseudomonas aeruginosa (Morosini et al., 1995; Paltzkill et al., 1995; 
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Mugnier et al., 1998; Tessier et al., 1998; Bonnet et al., 1999; Marchandin et 

al,1999; Perilli et al., 2000; Bradford, 2001; Essack et al., 2001). 

1.3.2.2. SHV 

A β-lactamase SHV-1 é mais comumente encontrada em K.pneumoniae e 

é responsável por um aumento de 20% na resistência a ampicillina nestas 

espécies. Em muitos isolados de K.pneumoniae, bla shv-1 ou um gene relatado 

está integrado dentro do cromossomo da bactéria. Diferentemente das enzimas 

TEM, existem relativamente poucos derivados da SHV-1. A maioria dos variantes 

de SHV possuindo um fenótipo de ESBL é caracterizada pela substituição de uma 

serina por uma glicina na posição 238. Um número de variantes relatados para 

SHV-5 também tem uma substituição de lisina para glutamato na posição 240 

(Huletsky et al., 1993; Livermore, 1995; Tzouvelekis & Bonomo, 1999). 

A SHV tem ponto isoelétrico entre 7,0 e 8,2 e não hidrolisa as cefamicinas 

e carbapenems, mas é capaz de hidrolisar as oximinocefalosporinas, e é inibida 

pelos inibidores de β-lactamases. A família SHV é mais frequentemente 

encontrada em K.pneumoniae, contudo, esta enzima também, já foi relatada em 

Citrobacter diversus, E.coli e P.aeruginosa (Bradford, 2001). 

A SHV-2 é a primeira β-lactamase capaz de hidrolisar os antibióticos β-

lactâmicos de amplo espectro. Foi identificada pela primeira vez em uma 

linhagem de K.ozonae isolada na Alemanha. Logo após sua descoberta também 

houve sua identificação em outros países como a Argentina, Chile, China, Grécia, 

França e Tunísia (Bradford, 2001). 

A SHV-6 tem capacidade de hidrolisar ceftazidima e monobactâmicos, 

porém não tem atividade contra cefalosporinas de espectro ampliado como a 
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cefotaxima. Foi inicialmente identificada em K.pneumoniae em 1991 na França 

(Bradford, 2001). 

A SHV-38 é o primeiro relato de SHV β-lactamase capaz de hidrolisar 

imipenem. Esta é também a primeira SHV codificada cromossomalmente em 

K.pneumoniae e a emergência da SHV-38 pode constituir o primeiro passo para a 

seleção de enterobactérias com alta resistência aos carbapenems (Poirel et al., 

2003).  

1.3.2.3. CTX-M 

Atualmente uma nova família de ESBLs mediada por plasmídeos 

denominada CTX-M, que preferencialmente hidrolisa cefotaxime tem crescido. 

Elas têm sido preferencialmente encontradas em isolados de Salmonella entérica 

serovar Typhimurium e E.coli, mas têm sido descritas também em outras espécies 

de Enterobacteriaceae. As enzimas CTX-M incluem, CTX-M-1 (formalmente 

chamada de MEN-1), CTX-M-2 até CTX-M-10, e as enzimas Toho 1 e 2 

(Bauernfeind et al., 1990; Barthélémy et al., 1992; Bauernfeind et al., 1992; Bauernfeind 

et al., 1996; Bonnet et al., 2000; Bradford et al., 1998; Gazouli et al., 1998; Gniadowski et 

al., 1998, Sabaté et al., 2000; Ishii et al., 1995; Ma et al., 1998). 

Um estudo filogenético da família CTX-M das β-lactamases demonstrou os 

4 maiores tipos desta enzima: a CTX-M-1, incluindo a CTX-M-1 e CTX-M-3, o tipo 

CTX-M-2, incluindo CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, e Toho 1; 

Toho 2 e CTX-M-8, os últimos dois grupos contendo somente um membro até 

hoje (Bonnet et al., 2000). 

Estudos cinéticos têm mostrado que as enzimas CTX-M hidrolisam 

cefalitina ou cefaloridina melhor que zylpenicillina e elas preferencialmente 
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hidrolisam cefotaxime acima de ceftazidime. Outra característica desta enzima é 

que ela é inibida melhor pelos inibidores de β-lactamase, como tazobactam, do 

que pelo sulbactam e clavulanato (Bradford et al., 1998; Ma et al., 1998; Sabaté et 

al., 2000; Tzouvelekis et al., 2000). 

Amostras expressando β-lactamases do tipo CTX-M têm sido isoladas de 

muitas partes do mundo, mas tem sido com maior freqüência associadas com 

epidemias focais na Europa Oriental, Sul da América e Japão. Entretanto, 

recentemente identificou-se 23 isolados de E.coli e Salmonella isolados na 

Espanha expressando a CTX-M-9, sugerindo que nesta região pode ter um foco 

endêmico desta enzima (Bradford et al., 1998; Gazouli et al., 1998; Gniadkowski 

et al., 1998; Ma et al., 1998; Sabaté et al, 2000). 

1.3.2.4. OXA 

As enzimas do tipo OXA pertencem à outra crescente família das ESBLs. 

Essas β-lactamases diferem das enzimas TEM e SHV por pertencerem a classe 

molecular D e grupo funcional 2d. Estas enzimas conferem resistência a 

ampicillina e cephalotin e são caracterizadas pela sua alta atividade hidrolítica 

contra oxacilina e cloxacillin e elas são pobremente inibidas pelo ácido clavulânico 

(Bush et al., 1995). 

Enquanto a maioria das ESBLs tem sido encontrada em E.coli, 

K.pneumoniae, e outras Enterobacteriaceae, as ESBLs tipo OXA são encontradas 

principalmente em P.aeruginosa. Muitas das ESBLs tipo OXA tem sido derivadas 

da OXA-10 (OXA-11, -14, -16 e -17) (Hall et al., 1993; Danel et al., 1995; Mugnier 

et al., 1998; Danel et al., 1999). As enzimas OXA provêm fraca resistência a 

oxyminocephalosporinas quando clonadas dentro de E.coli, mas possui alta 
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resistência em P. aeruginosa transconjugantes. Em contraste a maioria das 

ESBLs tipo OXA conferem resistência a ceftazidime, a OXA-17 confere 

resistência a cefotaxime e ceftriaxone mas provê somente proteção marginal 

contra ceftazidime. Com respeito a inibidores de β-lactâmicos, as enzimas OXA 

foram caracterizadas por sua falta de inibição pelo ácido clavulânico; entretanto a 

OXA-18 foi identificada por ser inibida por esta substância (Hall et al., 1993; 

Philippon et al., 1997; Danel et al.,1999). 

Uma enzima OXA adicional tem sido identificada, a OXA-21. Esta enzima 

foi encontrada em uma amostra de Acinetobacter baumannii e foi a primeira 

incidência desta enzima neste microrganismo. Pelo fato de Acinetobacter 

baumannii também expressar duas outras β-lactamases, não está claro se a 

enzima OXA-21 é uma ESBL ou uma enzima de espectro original (Vila et al., 

1997). 

1.3.3. Metalo-β-lactamase (M βL – Classe B) 

A produção de metalo-enzima por alguns patógenos é motivo de 

preocupação mundial, pela sua capacidade de degradar os carbapenems 

(Oliveira, 2007). 

A partir de 1986, esta classe de enzima, produzida pela bactéria 

Aeromonas hydrofila e Bacterioides fragilis, foi amplamente estudada permitindo 

desta forma o conhecimento do seu sítio ativo, os mecanismos de ação, os 

pontos isoelétricos e meios de transmissão. Em 1987, foi reportada sua estrutura 

cristal, mas somente após o uso da cristalografia por raios-X que se conseguiu 

compreender e trabalhar melhor com esta enzima. Em 1991, foi identificada, pela 
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primeira vez, a sua codificação por genes plasmidiais (Watanabe, 1991; 

Rasmussen & Bush, 1997). 

MBLs foram categorizadas formalmente de serina β-lactamases em 1980 

na classificação esquemica proposta por Ambler. Em 1989, Bush classificou as 

MBls dentro de um grupo separado, o grupo 3, de acordo com as suas 

propriedades funcionais. Esse esquema foi primariamente baseado no substrato 

dos microrganismos (em particular na hidrólise de imipenem), sua sensibilidade 

ao EDTA, e a falta de inibição pelos inibidores de serina β-lactamases. Em 1997 

este esquema foi modificado para acomodar o crescente número de enzimas do 

grupo 3 que continuamente estavam sendo classificadas. Até o momento, 

somente dois tipos de MBLs têm sido estudadas, Bacteróides fragilis Ccra e IMP-

1 da Pseudomonas aeruginosa (Ambler, 1980; Bush, 1989; Bush et al., 1995; 

Rasmussen & Bush, 1997; Walsh et al., 2005). 

Todas as MBLs hidrolisam imipenem, mas sua habilidade em realizar esta 

hidrólise varia consideravelmente e a sua taxa pode ou não ser relacionada com o 

nível de resistência bacteriana aos carbapenems. Atua sobre todos β-lactâmicos, 

exceto os monobactâmicos. Em conformidade com a classificação de Ambler e do 

grupo 3 de Bush, Jacoby e Medeiros, estas enzimas foram divididas em 

subgrupos 3a, 3b, 3c, separadas por sua capacidade catalítica. As enzimas do 

subgrupo 3a hidrolisam, mais rapidamente, penicilinas a carbapenems, ou seja, 

possuem atividade de amplo espectro. As do subgrupo 3b agem 

especificadamente sobre carbapenems e por fim, as o subgrupo 3c, possuem alta 

atividade contra cefalosporinas, hidrolisam pobremente carbapenems e são 

inibidas por EDTA tão bem quanto outros agentes quelantes (Livermore, 1995; 

Rasmussen & Bush, 1997; Bush, 1998; Pellegrino et al., 2002).  
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As MBLs são consideradas zinco-dependentes e necessitam deste metal 

para realizar a sua atividade. Por este motivo estas enzimas são inibidas por 

quelantes do zinco como o ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e o ácido 2-

mercapto-propiônico (2-MPA) (Arakawa et al, 2000; Siemann et al., 2002). 

A disseminação dos genes de MBL pode ocorrer devido ao consumo 

regional de cefalosporinas de amplo-espectro e de carbapenems. A maior parte 

dos genes codifica as MBLs do tipo VIM e IMP tão bem quanto as do tipo GIM-1 e 

podem ser encontradas como genes cassetes na classe 1 dos integrons, embora 

genes IMP também possa ser encontrado na classe 3 dos integrons (Arakawa et 

al., 1995; Senda et al., 1996a; Lauretti et al., 1999; Poirel et al., 2000a; Poirel et al., 2001; 

Yan et al., 2001; Collis et al., 2002; Lombardi et al., 2002; Lee et al., 2003; Castanheira et 

al., 2004). 

A maioria dos genes de MBLs são encontrados em plasmídeos usualmente 

entre 120 e 180 Kb, entretanto alguns genes, tais como, bla VIM-7 dos Estados 

Unidos são carreados por um plasmídeo conjugativo de 24Kb (Toleman et al., 

2004). 

A produção desta classe de enzima por diferentes gêneros de 

microrganismos se constitui de importância clinica e epidemiológica. A sua 

importância clinica se reveste do fato de tornar cada vez mais limitada as opções 

de tratamento de pacientes infectados por microrganismos produtores destas 

enzimas. Do ponto de vista epidemiológico e ambiental o que se observa é o 

aumento da disseminação do gene responsável pela codificação da MBL e o 

crescimento da prevalência de cepas resistentes em todo o mundo. No Japão  

houve um aumento de 19,3% em 1998 para 38% em 2002, de cepas resistentes 

aos carbapenems, enquanto no Brasil 44,8% de P.aeruginosa isoladas, foram 
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resistentes ao imipenem. Verificou-se também que 43,8% e 39,1% das 

resistências entre os brasileiros e italianos, respectivamente, se deve a presença 

da MBL (Walsh et al., 2002; Fritsche et al., 2005). 

1.3.3.1. IMP 

Esta família é muito comum no sul da Ásia, e foi a primeira indicação de 

MBLs encontrada em P.aeruginosa no Japão em 1988. A resistência foi 

encontrada em um plasmídeo conjugativo transferível que poderia ter sido 

mobilizado de outro isolado de Pseudomonas (Watanabe et al., 1991; Osano et 

al.,1994). 

Em um estudo realizado no Japão entre 1992 e 1994 verificou-se a 

presença do gene bla IMP-1 em isolados de P.aeruginosa. Interessantemente, 

quando os MICs de imipenem dos isolados MBL positivo foram testados, eles 

variaram de 2mg/L a 128mg/L, o qual sugeriu que somente a aquisição de MBL 

não conferia resistência aos carbapenems. Em outro estudo realizado em 18 

hospitais do Japão, foram isolados 54 microrganismos resistentes à ceftazidima 

detectados através de PCR, dentre eles, K. pneumoniae (Senda et al., 1996b; 

Shibata et al., 2003). 

Foram identificados no Japão, durante uma pesquisa realizada com 

isolados de Shigella flexneri, S.marcecens, P.aeruginosa, e Alcaligenes spp, três 

variações da enzima IMP-1: IMP-3, IMP-6, e IMP-10. O gene bla IMP-10 foi 

encontrado em um plasmídeo de um isolado de P.aeruginosa e em cromossomo 

de outros isolados de P.aeruginosa e Acromobacter xylosoxidans (Yano et al., 

2001; Iyobe et al., 2000; Iyobe et al., 2002). 
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IMP-1 tem sido encontrado recentemente na Inglaterra em isolados de A. 

junnii e A. baumannii. Estudos retrospectivos em isolados resistentes coletados 

em 1994 em Hong Kong e em 1995 no Canadá determinaram que a resistência 

ao carbapenem fosse devido ao IMP-7 em P.aeruginosa no Canadá e devido ao 

IMP-4 em Acinetobacter spp. em Hong Kong. IMP-4 também tem sido encontrado 

na Austrália em E.coli, K.pneumoniae, e P.aeruginosa, possivelmente “importado” 

do sudeste da Ásia (Chu et al.,2001; Gibb et al., 2002; Towner et al., 2002; Tysall 

et al., 2002; Peleg et al., 2004, Poirel et al., 2004b). 

Klebsiella pneumoniae produtora de IMP-1 foi reportada em um hospital 

localizado em Singapura em 2001. Em outro estudo realizado em 2003, foram 

detectados MBLs do tipo IMP-1 em 35% dos 130 isolados resistentes a 

carbapenems e ceftazidime, incluindo duas P.aeruginosa. Em 28 hospitais da 

Coreia localizados em 6 cidades 60% de MBL foram detectados. Resistência ao 

impenem tem aumentado na Coreia de 6% de todos os isolados em 1996 para 

19% em 2001(Lee et al., 2003; Oh et al., 2003). 

A única informação na literatura científica sobre MBLs do tipo IMP na 

América tem principalmente, vindo do Brasil, onde existe um sério problema com 

isolados de A. baumannii multiresistentes a diversos antimicrobianos. Novos 

estudos contendo isolados coletados do SENTRY (worldwide antimicrobial 

surveillance program) tem identificado cinco microrganismos do Brasil contendo 

IMP-1 e um novo alelo divergente do IMP, blaIMP-16. A mais recente MBL do tipo 

IMP (IMP-18) tem sido encontrada em P.aeruginosa em Lãs Cruces, Novo México 

(Gales et al., 2003a; Hanson et al., 2004; Mendes et al., 2004). 
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1.3.3.2. VIM 

O segundo grupo dominante das MBL são as enzimas do tipo VIM 

(Veronese imipenemase). VIM-1 foi descrito primeiramente em Verona, Itália, de 

um isolado de P.aeruginosa. Este isolado clínico, recuperado em 1997, foi 

resistente a diversos β-lactâmicos, incluindo piperacilina, ceftazidima, imipenem, e 

aztreonam (Lauretti et al., 1999). 

Esta enzima é típica da classe B, hidrolisando diversos β-lactâmicos 

exceto, aztreonam. Resistência a aztreonam em um isolado original de 

P.aeruginosa ocorreu devido a mecanismos de resistência tais como, bomba de 

efluxo e hiperprodução de cefalosporinas. O gene blaVIM-1 foi integrado como um 

gene cassete dentro da classe 1 integron. No isolado da P.aeruginosa o gene 

blaVIM-1 contendo o integron foi provavelmente localizado no cromossomo 

(Lauretti et al., 1999). 

VIM-1 tem sido detectado, também, em E.coli e em muitos isolados de 

K.pneumoniae na Grécia e na França. O gene blaVIM-2 foi primeiramente  

identificado na França de um isolado de P.aeruginosa de uma cultura sanguinea 

de um paciente em 1996. Este isolado foi resistente a diversos β-lactâmicos, 

incluindo ceftazidime, cefepime, e imipenem, mas permaneceu susceptível ao 

aztreonam (Poirel et al., 2000b; Giakkoupi et al., 2003; Scoulica et al., 2004). 

Subsequentemente, dois isolados de P.aeruginosa tem sido identificados 

em Paris, França, possuindo o mesmo gene cassete blaVIM-2. Ambos isolados 

possuem resistência similar comparados a P.aeruginosa COL-1, com um alto 

nível de resistência a todos os β-lactâmicos, exceto aztreonam. P.aruginosa 

contendo VIM-2 foram isoladas de pacientes hospitalizados, em Marseilles 
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(França), Itália e Grécia no período de 1995 a 1999. (Poirel et al., 2001; Pounaras 

et al., 2003; Lagatolla et al., 2004). 

P.aeruginosa produtora de VIM-2 também pode ser encontrada em outros 

países como, Japão, Coreia do Sul, Portugal, Espanha, Holanda, Croácia, Chile, 

Venezuela, Argentina, Bélgica e mais recentemente nos Estados Unidos (Cardoso 

et al., 2002; Mendes et al., 2004; Prats et al., 2002; Sardelic et al., 2003; Walsh et 

al., 2003; Yatsuyanagi et al., 2004; Yum et al., 2004). 

Em 2004, uma epidemia nos Estados Unidos envolveu quatro pacientes da 

unidade de terapia intensiva contendo P.aeruginosa produtora de VIM-2, sendo 

que estes microrganismos foram sensíveis somente ao aztreonam. P.aeruginosa 

produtora de VIM-2 estiveram frequentemente envolvidas em sérias infecções, 

tais como septicemia e pneumonia em diferentes pacientes, e eles exibiram um 

alto nível de resistência ao imipenem. Em adição, VIM-2 tem sido detectado em 

Citrobacter freundii em Taiwan, em S.marcescens e Enterobacter cloacae na 

Coreia do Sul (Jeong et al., 2003; Sahud et al., 2004; Yan et al., 2001; Yum et al., 

2002). 

Recentemente, VIM-2 e uma nova variante das enzimas VEIO, VIM-3, tem 

sido identificadas em P.aeruginosa em Taiwan. VIM-4 foi reportado de uma 

P.aeruginosa em Larissa, Grécia, em 2001. Os isolados foram resistentes a todos 

os β-lactâmicos, mas manteve alguma atividade antimicrobiana para o aztreonam. 

Uma P.aeruginosa produtora de VIM-4 foi também identificada na Suécia, mas de 

um paciente que foi transferido da Grécia.  Em outro estudo, identificou-se o 

mesmo gene de MBL em K.pneumoniae e E.cloacae de um paciente 

hospitalizado em maio de 2002 em Varese, Itália. Este paciente tinha recebido 

uma terapia contendo carbapenems que contribuiu para a seleção dos produtores 
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das enzimas VIM (Giske et al., 2003; Libisch et al., 2004; Luzzaro et al., 2004; 

Pournaras et al., 2002; Yan et al., 2001). 

VIM-5 difere de VIM-1 pela mudança de cinco aminoácidos. Esta enzima 

tem sido identificada em isolados de K.pneumoniae e em P.aeruginosa em 

Ankara, na Turquia. A última β-lactamase do tipo VIM a ser completamente 

caracterizada é a VIM-7, a qual tem sido caracterizada de uma P.aeruginosa 

reistente a carbapenem isolado em Houston, Texas (Bahar et al., 2004; Toleman 

et al., 2004). 

Estudos indicam que β-lactamases do tipo VIM podem ser identificadas em 

áreas geográficas distantes, e muitos estudos têm sido desenvolvidos para avaliar 

a disseminação de tais enzimas em certas áreas. Embora VIM-1 e VIM-2 tenham 

sido identificadas em muitas espécies de enterobactérias, P.aeruginosa constitui a 

mais importante reserva destas enzimas. Similarmente pesquisa tem sido feita em 

uma unidade de terapia intensiva na Koréia desde 1995, e verificou-se que a 

resistência a imipinem alcançou 16% de todos isolados de P.aeruginosa, e 9% 

dos isolados resistentes foram produtores de β-lactamase VIM-2 (Lee et al., 2003; 

Lagatolla et al., 2004). 

 Outro estudo tem sido desenvolvido na Grécia nos quais todos isolados de 

P.aeruginosa resistentes a carbapenems recuperado de pacientes separados 

durante um ano no Hospital Universitário de Thessaly, Larissa, foram estudados 

para produção de metalo-β-lactamases. Genes blaVIM foram detectados em 47 

dos 53 isolados de P.aeruginosa resistentes a carbapenems (88,7%), que 

corresponderam a sete genótipos. Quatro genótipos possuíam blaVIM-2 e três 

possuíam blaVIM-4. Isso demonstra que uma verdadeira disseminação está 



 

 

49

ocorrendo na Europa Oriental e no Sudeste da Ásia (Pournaras et al., 2003; 

Walsh et al., 2005). 

1.3.3.3. SPM 

Em São Paulo (Brasil) uma cepa de P.aeruginosa foi isolada em 1997 e 

analizada como parte do SENTRY e demonstrou conter um novo gene, designado 

blaSPM-1 (São Paulo MBL). O contexto genético do gene blaSPM-1 é único , pois 

está imediatamente associado com elementos de regiões comuns e não com 

transposons ou integrons. Esses elementos comuns diferem significativamente 

em isolados de P.aeruginosa coletados de diferentes áreas do Brasil (Toleman et 

al., 2002; Poirel et al., 2004a). 

SPM-1, assim como IMP-1 e VIM-1, não hidrolisam ácido clavulânico ou 

aztreonam, os quais podem atuar como inibidores competitivos. A enzima 

demonstra um perfil de hidrólise único, e mantém uma cinética constante na 

presença de β-lactâmicos e inibidores de β-lactamases. A variante SPM-1 difere 

do grupo das IMP e VIM por apresentar um intervalo de hidrólise maior na 

presença de penicilina e ampicilina e por exibir uma catálise reduzida para 

carbenicilinas; mas mesmo assim o grupo das SPM possui a capacidade de 

hidrolisar ticarcilina (Toleman et al., 2002; Gales et al., 2003b; Murphy et al., 

2003).  

1.3.3.4. GIM e SIM 

Em 2002, cinco isolados de P.aeruginosa foram recuperados de diferentes 

pacientes de um centro médico de Dusseldorf, Alemanha, e mostraram possuirem 

uma nova classe de β-lactamases designada GIM-1 (German imipenemase). 
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Possui 40% de homologia com IMP-1 e sua seqüência de aminoácidos. Esta 

enzima possui um potencial de hidrólise igual à IMP-1, atuando preferencialmente 

sobre a ampicilina e penicilina, quando comparado com sua atividade sobre 

carbencilina e ticarcilina. A principal diferença ocorre na maior atividade desta 

enzima na presença dos substratos cefotixina e cefalotina, e de mostrar elevada 

atividade catalítica em relação ao imipenem e meropenem (Castanheira et al., 

2004). 

A última e a mais recente MBL descrita, foi a família SIM-1 isolada de uma 

cepa de A. baumannii na Coreia. A proteína tem um ponto isoelétrico de 7.2, 

classificado como um novo membro da classe B1, com 64 a 69% de homologia 

com as enzimas da família IMP (Lee et al., 2005). 

Os índices de resistências mediadas por P.aeruginosa, Acinetobacter spp. 

e S. marcescens e entre outros bacilos gram-negativos tem aumentado 

progressivamente desde 2000, de acordo com o SENTRY. Existe uma severa 

limitação quanto às opções de tratamento na Ásia, Europa e América Latina, 

devido à grande co-resistência determinada por cepas produtoras de metalo-

enzima levando a um tratamento com o uso de drogas mais tóxicas como a 

Polimixina B e a Colistina (Gales et al., 2003a; Fritsche et al., 2005; Shibata et al., 

2003). 

1.3.4. Classe C (AmpC β-lactamase) 

As Amp C β-lactamases são enzimas mediadas por plasmídeos, capazes 

de hidrolisar β-lactâmicos de amplo espectro e com atividade contra cefamicinas. 

Estas enzimas são derivadas de genes cromossomais de bactérias gram-

negativos e são resistentes a penicilinas de espectro estendido, monobactâmicos 
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e cefamicinas. São suscetíveis a cefepime, cefpirone e carbapenems. Estas 

enzimas pertencem ao grupo 1 de Bush ou classe C de Ambler, não são inibidas 

por inibidores de β-lactamases como o ácido clavulânico e têm modo de 

expressão cromossômico-induzível. Contudo, em alguns casos a produção de 

AmpC independe do agente indutor. A importância desta classe se faz por causa 

da distribuição universal entre a espécie e quando produzida em grandes 

quantidades, compromete a ação de vários β-lactâmicos (Livermore, 1995; 

Arakawa et al., 2000; Bagge et al., 2000; Livermore ,2000). 

Sua produção natural ou constitutiva foi detectada entre os patógenos 

gram-negativos, Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia marcescens, 

Providencia spp., pertencentes ao grupo (CESP) e P.aeruginosa, podendo 

também produzir enzimas através da indução de algumas drogas antimicrobianas, 

como por exemplo, a cefoxitina e o imipinem e determinando resistência a 

cefalosporinas de terceira geração. O poder de indução é variável, as 

cefalosporinas de primeira geração, ampicilina e carbapenems são fortes 

indutores enquanto que as cefalosporinas de segunda e terceira gerações são 

indutores fracos. A indução da produção de AmpC ocorre pela exposição do 

microrganismo a um antibiótico indutor, que uma vez removido fará com que a 

produção de AmpC retorne aos níveis basais. Outros microrganismos como, 

K.pneumoniae, E.coli, Proteus mirabilis, Salmonella spp., Morganella morganii e 

Acinetobacter spp., possuem tal habilidade de produção constitutiva, mas não 

sofrem indução (Livermore, 1992; Bou et al., 2000; Danes et al., 2002; Rossi & 

Andreazzi, 2005). 

Outro mecanismo responsável pela permanente hiperprodução de AmpC é 

a perda do gene repressor que atua como regulador. Neste caso a produção de 
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AmpC independe do agente indutor, mas as cepas mutantes que hiperproduzem 

AmpC podem ser selecionadas a partir das populações de cepas induzíveis, 

durante a terapia com drogas indutoras fracas (Limaye et al., 1997; Rossi & 

Andreazzi, 2005). 

1.3.5. Alteração do sítio de ação dos antimicrobian os 

Como sítio de ação mais importante dos agentes antimicrobianos, temos a 

parede celular bacteriana, alvo da principal classe de agentes antimicrobianos: os 

β-lactâmicos. Os β-lactâmicos agem por meio da inibição de enzimas que 

desempenham um papel importante na síntese da parede bacteriana. Estas 

enzimas são as transpeptidases e as carboxipeptidases. Por ser o sítio de ação 

das penicilinas estas enzimas passaram a ser chamadas de proteínas ligadoras 

de penicilinas (PBPs) e estão envolvidas nas várias etapas da multiplicação 

celular. Algumas delas atuam como enzimas líticas favorecendo a formação do 

septo para a divisão celular e outras, nas etapas finais de arranjo e formação da 

parede bacteriana (Spratt & Cromie, 1988). 

A inibição destas enzimas por parte dos antimicrobianos β-lactâmicos 

produz a morte pela lise bacteriana. Em Acinetobacter spp. como em outros 

microrganismos gram negativos, a resistência aos β-lactâmicos não está 

comumente associada a alterações nas PBPs, como ocorre nas bactérias gram 

positivas, mas já foram relatadas alterações na expressão e na afinidade das 

distintas PBPs aos diferentes β-lactâmicos em mutantes de A.calcoaceticus 

resistentes às cefalosporinas. Em outro estudo envolvendo mutantes de A. 

baumannii, a alteração na expressão das PBPs foi relacionada à resistência ao 

imipenem. Mais recentemente foi demonstrada redução na expressão de PBP2, 
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uma proteína de 73 KDa em amostras de A. baumannii na Espanha (Gehrlein et 

al., 1991; Obara & Nakae, 1991; Fernandez-Cuenca  et al., 2003). 

Apesar de infreqüentes, alterações nas PBPs já foram reportadas em 

isolados clínicos de P. aeruginosa (Godfrey et al., 1981; Gotoh et al., 1990). Em 

outros estudos a resistência à penicilina em P. aeruginosa foi associada à 

diminuição da quantidade da PBP3 e a carbapenens em P. aeruginosa foi 

associada a alterações na PBP-4 (Gotoh et al.,1990; Bellido et. al., 1999). 

As mutações na topoisomerase do tipo II e IV associadas à expressão de 

bombas de efluxo podem levar ao alto grau de resistência a esses 

antimicrobianos identificados em isolados de P.aeruginosa. Outra classe de 

agentes antimicrobianos cuja resistência em Acinetobacter spp. que está 

associada à alteração no sítio de ação é a classe das quinolonas. Os principais 

alvos de ação desses antimicrobianos são as topoisomerase II (DNA girase) e 

topoisomerase IV, enzimas necessárias à replicação do DNA bacteriano. A 

topoisomerase II e a topoisomerase IV são constituídas de duas subunidades 

GyrA e GyrB e ParC e ParE respectivamente (Nakajima et al., 2002). 

Em várias bactérias, a resistência às quinolonas ocorre de maneira gradual 

e cumulativa e está relacionada às mutações seqüenciais ocorridas nos genes 

gyrA e gyrB, parC e parE que codificam as subunidades GyrA e GyrB, ParC e 

ParE das topoisomerases. Embora as bases moleculares da resistência às 

quinolonas em Acinetobacter spp. ainda não estejam totalmente elucidadas, 

estudos demonstram que a resistência à ciprofloxacina está associada a uma 

única mutação no gene gyrA enquanto que para as novas quinolonas, como 

moxifloxacina, são necessárias duas mutações, uma no gene gyrA e outra 

adicional no gene parC (Hooper, 2000; Vila et al., 2002; Spence & Towner , 2003). 
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1.3.6. Alteração de permeabilidade de membrana exte rna 

1.3.6.1. Porinas 

A parede celular de bactérias gram-negativas difere da parede das 

bactérias gram-positivas principalmente pela presença de uma membrana 

externa. A maioria das proteínas desta membrana é chamada de proteínas 

transmembranas ou porinas, capazes de formar canais constituídos de água no 

seu interior. Por estes canais, ocorre a difusão de solutos hidrofílicos e a extrusão 

de produtos não utilizados pela célula bacteriana (Nikaido, 1994). As porinas 

podem ser encontradas na forma oligomérica (trímeros) ou na forma monomérica. 

O peso molecular dos monômeros varia de 30 a 50 KDa. A maioria das porinas 

produz canais relativamente não específicos permeáveis a solutos hidrofílicos de 

até 600 KDa (Nitzan et al., 2002).  

Em algumas espécies, é claramente reconhecida a importância da perda, 

hiper ou diminuição da expressão de uma porina ou mais relacionada com 

resistência aos carbapenens. Um exemplo deste fato é a proteína OprD em 

P.aeruginosa porém, em  Acinetobacter spp., ainda não são definidos quais  são 

as porinas associadas à resistência aos diversos antimicrobianos . Um estudo 

verificou a perda de uma proteína com peso molecular entre 31-36 KDa  somente 

em amostras de A. baumanni resistentes ao imipenem isoladas em um hospital 

brasileiro ( Costa et al., 2000; Livermore et al.,2000). 

Mais recentemente, um estudo demonstrou que a perda de uma OMP de 

29 KDa foi a responsável pela resistência ao imipenem de um isolado clínico de  

A. baumannii . Em outro estudo foi sugerida uma associação de diferentes 

mecanismos, incluindo-se a perda de uma porina de 22,5 KDa em algumas 
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amostras de A. baumannii como sendo o mecanismo responsável pela resistência 

aos carbapenens (Limansky et al., 2002; Fernandez Cuenca et al., 2003). 

Dentre as diferentes porinas que se encontram na membrana externa da P. 

aeruginosa, entre elas a OprC, OprD, OprE e OprF, a maior e mais abundante é a 

porina OprF, um polipeptídeo de 36-kDa . Provavelmente é a mais utilizada pela 

maioria dos β-lactâmicos para penetrar no interior da bactéria. As porinas OprC e 

OprE são canais inespecíficos, no entanto, são utilizadas por alguns 

antimicrobianos (Vila & Marco, 2002). 

A função principal da proteína OprD de P. aeruginosa, é a captação 

passiva de aminoácidos e pequenos peptídeos que contêm esses aminoácidos 

através da membrana externa. No entanto, seus poros são também permeáveis 

aos carbapenens, mas não a outros β-lactâmicos. A perda desta porina acarreta 

resistência ao imipenem e uma diminuição da sensibilidade a meropenem sem 

alteração das concentrações inibitórias mínimas de β-lactâmicos outros que não 

carbapenens (Huang & Hancock, 1996; Livermore, 2001; Vila & Marco, 2002) 

1.3.6.2. Efluxo 

Em Acinetobacter spp. os estudos que pesquisam a presença desta 

bombas de efluxo, em sua maioria, se limitam a avaliações fenotípicas, utilizando-

se inibidores universais de bombas de efluxo como a reserpina. Estes estudos, às 

vezes, apresentam resultados discrepantes como é o caso da pesquisa de 

bombas de efluxo na resistência às quinolonas. Ribera et al. (2002), verificaram 

redução na concentração inibitória mínima (MIC) para o ácido nalidíxico, mas não 

para ciprofloxacina na presença de inibidor; ao contrário, Vila et al. (2002), 
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verificaram na presença de reserpina, diminuição na MIC de trovafloxacina mas 

não para ácido nalidíxico (Vila et al., 2002; Ribera et al., 2002). 

Em Acinetobacter spp., foi sugerido que, a presença de bombas de efluxo 

não contribui diretamente para a resistência aos β-lactâmicos. Entretanto, para 

outras classes de antimicrobianos, há dados associando a presença de bombas 

de efluxo à resistência. Como exemplo, tem-se a detecção do gene mef em A.junii 

e também do gene tetA responsável pela resistência às tetraciclinas devido à 

presença de bombas de efluxo em Acinetobacter spp. (Danes et al., 2002; Ribera 

et al., 2003; Quale et al., 2003).  

Magnet et al. (2001) descreveram em uma amostra de A. baumannii 

multirresistente, uma proteína de membrana (MFP) principalmente envolvida num 

sistema complexo de efluxo (RND) responsável pela resistência aos 

aminoglicosídeos de amplo espectro (Magnet et al., 2001).  

Recentemente, a falta de opção para o tratamento de infecções graves, 

causadas por bacilos gram-negativos multirresistentes, foi restaurado o uso 

parenteral das polimixinas. Das cinco polimixinas reconhecidas (A, B, C, D, E), 

somente as polimixinas B e E (colistina) são utilizadas clinicamente (Storm et al., 

1977; Levin et al., 1999). 

A ação detergente sobre as membranas, principalmente em bactérias gram 

negativas, leva às rápidas mudanças na permeabilidade da membrana 

citoplasmática e, consequentemente, à morte celular. Por este mecanismo de 

ação sobre as membranas, seus efeitos tóxicos são importantes. Este fato fez 

com que esta classe de drogas passasse a ter uma utilização mais restrita, 

deixando até mesmo de existir um critério para interpretação dos resultados dos 

testes de sensibilidade após 1976 ( Wiese et al.,1998; Gales et al., 2001). 
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Recentemente, Gales et al. (2001) propuseram que os critérios de 

sensibilidade estabelecidos para as polimixinas ainda poderiam ser aplicados na 

interpretação dos resultados dos testes de sensibilidade uma vez que esta droga 

novamente está sendo utilizada clinicamente (Gales et al., 2001; Levin, 2003).  

Estudos mais recentes têm demonstrado que a utilização de polimixina B, 

em casos graves de infecções, mostrou alta efetividade e menor toxicidade do 

que anteriormente relatada (Levin, 2003; Ouderkirk et al., 2003). 

No Brasil, particularmente no Hospital São Paulo /EPM/UNIFESP, já foram 

detectadas e descritas na literatura amostras de Acinetobacter spp. resistentes à 

polimixina B. Considerando o fato de que esta classe de droga é utilizada em 

infecções causadas por amostras multirresistentes, o relato de amostras 

resistentes, causa uma grande preocupação pois não haveria provavelmente 

outra classe de antimicrobianos disponível para o tratamento destas infecções 

(Reis et al., 2003). 

1.3.6.3. Enzimas modificadoras de aminoglicosídeos  

A resistência aos aminoglicosídeos em P. aeruginosa pode ocorrer devido 

a alterações na expressão de proteínas de membrana externa, efluxo ativo e 

principalmente produção de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos. Essas 

enzimas são codificadas por genes localizados em plasmídeos, transposons ou 

integrons. Cerca de 70 enzimas modificadoras de aminoglicosídeos diferentes já 

foram identificadas. As enzimas mais freqüentes em P. aeruginosa são 

adeniltransferase2`-I que confere resistência à gentamicina, tobramicina, 

dibekacina e kanamicina e a acetiltransferase 6’-II que confere resistência à 
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tobramicina, gentamicina e netilmicina (Giamarellou & Antoniadou, 2001; Wright, 

2001). 

A resistência intrínseca aos antimicrobianos em P. aeruginosa é expressa 

de maneira variável por todas as amostras, as quais são menos sensíveis que as 

enterobactérias à maioria dos antimicrobianos. Este comportamento frente aos 

antimicrobianos foi atribuído à impermeabilidade, no entanto, hoje se sabe que 

esta resistência deve-se à impermeabilidade associada a sistemas de efluxo 

dependentes de energia (Livermore, 2001).  

Quatro sistemas de efluxo da família RND são descritas em Pseudomonas 

aeruginosa: i) MexAB-OprM, ii) MexCD–OprJ, iii) MexEF-OprN e, iv) MexXY–

OprM e são constituídos da seguinte forma: i) bomba de efluxo na membrana 

interna (ou citoplasmática): Mex B, Mex D, Mex F ou Mex Y, ii) proteína formadora 

do canal extrusor na membrana externa: OprJ, OprM, OprN e iii) proteína de 

fusão que liga os outros dois componentes da bomba de efluxo: Mex A, Mex C, 

Mex E ou Mex X (Livermore, 2002).  

Esses sistemas contribuem para a resistência intrínseca e adquirida da P. 

aeruginosa através da extrusão de vários antimicrobianos, como tetraciclinas, 

fluoroquinolonas, cloranfenicol, eritromicina e β-lactâmicos (Li et al., 1994). 

Entre os sistemas caracterizados, o sistema MexAB-OprM é o maior 

sistema constitutivamente expresso e contribui para a extrusão de uma grande 

variedade de β-lactâmicos principalmente o meropenem (Köhler et al., 1999; 

Livermore, 2001; Li et al., 2003).  

O sistema MexEF-OprN não contribui para o efluxo de β-lactâmicos e é 

regulado pelo gene nfxC, que por sua vez co-regula a porina OprD, originando 

uma diminuição em sua expressão, e aumentando a resistência à imipenem. Por 
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outro lado mutantes nfxB que expressam MexCD-OprJ tornam-se mais sensíveis 

a imipenem, biapenem e outros β-lactâmicos (Shiba et al., 1995).  

O sistema MexXY-OprM desempenha um papel muito importante na 

resistência intrínseca da P. aeruginosa a aminoglicosídeos, tetracilina e 

eritromicina (Aires et al., 1999, Masuda et al., 2000).  

Embora alguns dos genes responsáveis pela expressão dos sistemas já 

sejam conhecidos, as condições responsáveis pela indução dos sistemas MexCD-

OprJ e MexEF-OprN são desconhecidos e a expressão deles aparentemente só 

ocorre em mutantes. Alguns estudos mostraram que a expressão dos sistemas 

MexCD-Oprj e Mex EF-OprN pode ocorrer em resposta a mudanças no sistema 

MexAB-OprM. Exemplos de perda do sistema MexAB-OprM e ou proteína OprM 

resultou em aumento da expressão dos outros dois sistemas, mostrando uma 

relação inversa entre esses sistemas. A expressão de sistemas de efluxo (Mese 

AB-OprM e Mese EF-OprM) foi demonstrado em isolados clínicos de P. 

aeruginosa fato este, até então somente observado em mutantes de 

laboratórioos, mais notoriamente a proteína MexB (Pumbwe et al., 2000).  
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2. OBJETIVOS 

1. Detectar, isolar e identificar Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp, 

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli de efluentes de esgotos de 10 

hospitais de Goiânia e da Estação de Tratamento de Esgoto de Goiânia 

(ETE). 

2. Caracterizar o perfil de susceptibilidade dos microrganismos isolados. 

3. Detectar fenotipicamente a produção de ESBL. 

 

. 
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3. METODOLOGIA 

3.1. Coleta das amostras de água de esgoto hospitalar  

Foram selecionados para o estudo 10 hospitais da cidade de Goiânia, 

localizados nos setores Universitário, Sul, Bueno, Centro e Parque Ateneu. 

Destes, sete são privados e três públicos, e entre estes, um é universitário. 

Também foi obtida uma amostra da água da Estação de Tratamento de Esgoto 

(ETE), em dois pontos distintos, antes do início do tratamento (afluente) e após o 

tratamento (efluente), no ponto onde a água é eliminada no Rio Meia Ponte. Para 

a coleta das amostras foi utilizado um balde de alumínio que foi esterilizado 

previamente. A coleta das amostras ocorreu entre os meses de maio e junho de 

2008, sendo que as amostras foram coletadas no período da tarde. 

Após a obtenção das amostras, as mesmas foram armazenadas em 

recipientes estéreis, e conservadas dentro de uma caixa de isopor com gelo até a 

estocagem no laboratório onde ocorreu o seu processamento. Foram transferidos 

8mL da água de todas as amostras para tubo tipo Falcon utilizando-se uma pipeta 

estéril. Após esta transferência os tubos foram agitados no vórtex e centrifugados 

durante 10 minutos/3000rpm para a retirada do sobrenadante. Em seguida foi 

feita a suspensão do sedimento em 5mL de meio Brain Heart Infusion Broth (BHI). 

As amostras foram incubadas à 35ºC por 4 horas. 

Depois deste período este caldo foi homogeneizado e transferido 200µL 

para placa de Petri contendo ágar sangue.  Foi utilizada alça de Drigalski para 

espalhar o inóculo bacteriano no meio de cultura. As placas foram incubadas à 

35ºC por 24 horas. 
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3.2. Identificação bacteriana 

A identificação das bactérias foi realizada no Setor de Microbiologia do 

Laboratório da Área da Saúde da Universidade Católica de Goiás por metodologia 

semi-automatizada (Bio Merieux). Para a realização da identificação dos isolados 

inicialmente foi realizada a coloração de Gram e bacterioscopia. Após a 

verificação da morfologia dos patógenos, repicou-se as colônias em ágar 

bilesculina, ágar Mac ConKey, ágar manitol e ágar sangue, conforme o resultado 

obtido pela coloração. 

Para a identificação de cocos gram-positivos foram realizadas as seguintes 

provas bioquímicas: catalase, teste de bilesculina e API Staph (Bio Merrieux).  API 

Staph foi utilizado após verificar que uma bactéria era pertencente à Família 

Staphylococaceae, ou seja, com o crescimento em agar manitol. Para a 

realização desta prova é necessário fazer a preparação da câmara úmida, 

suspensão para inoculação, preparação da galeria, adição de reagentes e 

posteriormente leitura da galeria API Staph. A leitura para a identificação 

bacteriana foi realizada pelo programa APILAB PLUS. O teste de bilesculina foi 

realizado para identificação de enterococcus. 

Para a identificação de bacilos gram-negativos foram realizadas as 

seguintes provas bioquímicas: teste de motilidade (MIO), uréia, oxidase, tríplice 

açúcar ferro (TAF) e API20E (Bio Merrieux). API20E foi utilizado após verificar 

que uma bactéria era pertencente à Família Enterobacteriaceae, ou seja, com 

crescimento em ágar Mac Conkey.  Para a realização desta prova é necessário 

fazer a preparação da câmara úmida, suspensão para inoculação, preparação da 
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galeria, adição de reagentes e posteriormente leitura do API20E. A leitura para a 

identificação bacteriana também foi realizada pelo programa APILAB PLUS. 

Após a identificação, os microrganismos foram enviados para o Laboratório 

de Microbiologia Clínica e Ambiental (LABMICA) onde foram armazenados em 

“Tripticase Soy Broth” (TSB) suplementado com 15% de glicerol à -86ºC para a 

realização dos outros estudos microbiológicos. 

Os demais estudos microbiológicos foram realizados no LABMICA – 

Mestrado em Ciências Ambientais e Saúde da Universidade Católica de Goiás. 

3.3. Avaliação da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos 

As amostras dos bacilos gram-negativos, K.pneumoniae, E.coli, 

P.aeruginosa e A. baumannii foram retiradas do banco de microrganismos do 

LABMICA – UCG e semeadas em ágar MacConkey (Oxoid, Inglaterra). Os testes 

de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados através do método de 

antibiograma em placa, ou método da difusão em disco modificadado por Kirby- 

Bauer. As amostras foram classificadas em sensíveis, intermediárias ou 

resistentes, utilizando-se os limites de sensibilidade estabelecidos pelo NCCLS 

(2002). 

Os antimicrobianos utilizados para as amostras de Klebsiella pneumoniae e 

Escherichia coli foram: ampicilina, piperacilina, aztreonam, ceftazidima, 

cefotaxima, ceftriaxona, imipenem, ciprofloxacina, gentamicina, amicacina e 

cefepima. 

Os antimicrobianos utilizados para as amostras de Pseudomonas 

aeruginosa e Acinetobacter baumannii foram: ampicilina-sulbactam, piperacilina, 
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aztreonam, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, cefepime, ceftriaxona, 

cefotaxima, gentamicina, ciprofloxacina e imipenem. 

3.4. Identificação fenotípica das cepas bacterianas  prováveis produtoras de 
ESBL. 

 
O método de triagem para detecção de cepas produtoras de ESBL baseou-

se no perfil de sensibilidade e as prováveis amostras produtoras de ESBL foram 

identificadas segundo critérios estabelecidos pelo NCCLS (2005), no qual houve 

resistência a qualquer um dos substratos (aztreonam, ceftriaxona, ceftazidima, 

cefotaxima e cefpodoxima) e o teste confirmatório realizado através do teste de 

disco-difusão duplo ou disco de aproximação. 

Para cada amostra foi realizada uma suspensão bacteriana utilizando-se 

solução salina a 0,5% e a turbidez foi ajustada a metade da escala 1 de 

McFarland. Após a homogeinização da suspensão, essa foi semeada em placa de 

Petri contendo ágar Mueller-Hinton (Oxoid, Inglaterra), usando-se um swab. O 

swab foi umedecido com a soluão bacteriana e o excesso retirado comprimindo-

se o mesmo contra as paredes do tubo contendo a solução.  

A inoculação no ágar foi feita em toda a extensão do meio de cultura 

girando-se a placa. Após aproximadamente 15 minutos de semeadura, os discos 

de difusão foram colocados sobre o ágar com o auxílio de uma pinça. 

Para a detecção de β-lactamase de espectro ampliado (ESBL) foi usado o 

método de disco aproximação. Foram utilizados os seguintes substratos: 

amoxacilina/ácido clavulânico (20µg/10 µg) (Sensifar, Brasil), aztreonam (30 µg) 

(Oxoide, Inglaterra), ceftriaxona (30 µg) (Oxoide, Inglaterra), ceftazidima (30 µg) 

(Oxoide, Inglaterra), cefotaxima (30 µg) (Oxoide, Inglaterra), e cefpodoxima (30 
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µg) (Oxoide, Inglaterra). Para esta metodologia o disco de amoxacilina/ácido 

clavulânico (20µg/10 µg) foi colocado a 20mm centro a centro de cada oximino-

betalactâmico testado, conforme a orientação do NCCLS (2005). O diâmetro dos 

halos de inibição foi lido após a incubação à temperatura de 35ºC, por 18 a 24 

horas (Figura 1). 

Após o período de incubação foi feita a mensuração do halo de inibição 

para confirmar a produção de ESBL. Halos de inibição > 22mm cefpodoxima, ou > 

27mm para cefotaxima, ou > 25mm para ceftriaxona, ou > 22mm para ceftazidima 

apresentavam um resultado positivo para a produção de ESBL (NCCLS 2005). 
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4. RESULTADOS 

Pela análise microbiológica da água foi possível identificar 73 

microrganismos, 67 bacilos gram-negativos e 6 cocos gram-positivos. Dentre os 

bacilos gram-negativos 10 (14,92%) eram E.coli, 10 (14,92%) K.pneumoniae, 3 

(4,47%) eram P.aeruginosa e 1 (1,49%) A.baumannii. 

A distribuição dos microrganismos gram negativos está apresentada na 

Tabela 1 e na Tabela 2 a distribuição dos microrganismos gram positivos. 
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Tabela 1 . Distribuição dos microrganismos gram negativos provenientes das amostras de água de esgoto hospitalar de 10 hospitais e da 
Estação de Tratamento de Esgoto de Goiânia – GO 2008. 

Microrganismos 
H1 

 
N(%) 

H2 
 

N(%) 

H3 
 

N(%) 

H4 
 

N(%) 

H5 
 

N(%) 

H6 
 

N(%) 

H7 
 

N(%) 

H8 
 

N(%) 

H9 
 

N(%) 

H10 
 

N(%) 

ETE eflu. 
 

N(%) 

ETE aflu. 
 

N(%) 

Cryseomonas luteola 1(1,49) - - - - - - - - - - - 

Escherichia coli 1(1,49) 1(1,49) 1(1,49) - - 2(2,98) 2(2,98) - 1(1,49) - 2(2,98) - 

Enterobacter cloacae 2(2,98) 3(4,47) - - - - - - - - - - 

Klebsiella pneumoniae 1(1,49) 3(4,47) - - - - 1(1,49) 3(4,47) 2(2,98) - - - 

Aeromonas hydrofila 1(1,49) - - - - 2(2,98) 3(4,47) - 2(2,98) 2(2,98) - - 

Enterobacter sakazaki - 1(1,49) - - - - - - - - - - 

Serratia marcecens - 1(1,49) - - - - - - 1(1,49) - - - 

Pseudomonas aeruginosa - 1(1,49) - - - - - - - 2(2,98) - - 

Kluyvera spp - 1(1,49) - - - - - - - - - - 

Serratia odorífera - 1(1,49) - - - - - - - - - - 

Acinetobacter baumanii - - 1(1,49) - - - - - - - - - 

Klebsiella ornithinolytica - - - 1(1,49) 1(1,49) - - - - - - - 

Proteus penerii - - - - - - - 1(1,49) - - - 1(1,49) 

Proteus mirabilis - - - - - - - - - - 1(1,49) 4(5,96) 

Flavibacterium oryzihabitans - - - - - 1(1,49) - - - - - - 

Bacillus spp - - - - - - 1(1,49) - - 2(2,98) - - 

Shewan putrefasciens - - - - - - 2(2,98) - - - - - 

Vibrio fluviales - - - - - - 2(2,98) - - - - - 

Bord/Alc/Mor. Spp - - - - - - 2(2,98) - 1(1,49) - - - 

Citrobacter freudii - - - - - - 1(1,49) - 1(1,49) - - - 

Total 6 12 2 1 1 5 14 4 8 6 3 5 
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Tabela 2. Distribuição dos microrganismos gram positivos provenientes das amostras de água de esgoto hospitalar de 10 hospitais e da 
Estação de Tratamento de Esgoto de Goiânia – GO 2008. 

Microrganismos 
H1 

N (%) 

H2 

N(%) 

H3 

N(%) 

H4 

N(%) 

H5 

N(%) 

H6 

N(%) 

H7 

N(%) 

H8 

N(%) 

H9 

N(%) 

H10 

N(%) 

ETE eflu. 

N(%) 

ETE aflu. 

N(%) 

Staphylococcus xylosus 1(16,66) - - - - - - - - - - - 

Enterococcus faecalis 1(16,66) 1(16,66) - 1(16,66) - - - - - - - - 

Streptococcus spp - - - - - - - - - 2(33,33) - - 

Total 2 1 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 
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O perfil de sensibilidade da E.coli, P.aeruginosa, K.pneumoniae e 

A.baumannii está demonstrado na Tabela 3. 

 
Tabela 3. Perfil de suscetibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos testados in vitro 
isolados da água de esgoto de dez hospitais participantes e da Estação de Tratamento de 
Esgoto de Goiânia – 2008. 

 
Escherichia 

coli 
Pseudomonas 

aeruginosa 
Klebsiella 

pneumoniae 
Acinetobacter 

baumannii 
Antimicrobianos N (%) N (%) N (%) N (%) 

 S I R S I R S I R S I R 
AMP 6(60) - 4(40) - - - 1(10) 2(20) 7(70) - - - 
PIP 5(50) 2(20) 3(30) 3(100) - - 3(30) 5(50) 2(20) 1(100) - - 
ATM - - 10(100) 3(100) - - 10(100)  - - 1(100) - 
PTZ - - - 3(100) - - - - - 1(100) - - 
CAZ 10(100) - - 3(100) - - 10(100) - - 1(100) - - 
CTX 10(100) - - - 3(100) - 10(100) - - 1(100) - - 
CRO 10(100) - - 2(66,6) 1(33,3) - 10(100) - - - 1(100) - 
IMP 10(100) - - 3(100) - - 9(90) 1(10) - 1(100) - - 
CIP 8(80) - 2(20) 3(100) - - 9(90) 1(10) - 1(100) - - 
GEN 9(90) - 1(10) 2(66,6) 1(33,3) - 10(100) - - 1(100) - - 
AMI 10(100) - - - - - 10(100) - - - - - 
COM 10(100) - - 3(100) - - 10(100) - - 1(100) - - 

AST - - - - - 
3 

(100%) 
- - - 1(100) - - 

CPD 10(100) - - - - - 10(100) - - - - - 
TIC - - - 3(100) - - - - - 1(100) - - 

Abreviaturas: AMP-ampicillina, PIP-piperacilina, AT M-aztreonam, PTZ-piperacilina-tazobactam, 
CAZ-ceftazidima, CTX-cefotaxima, CRO-ceftriaxona, I MP-imipenem, CIP-ciprofloxacina, GEN-
gentamicina, AMI-amicacina, CPM-cefepima, AST-ampic ilina/sulbactam, CPD – cefpodoxima, TIC - 
ticarcilina. 

 
 

As amostras de E.coli apresentaram diferenças no perfil de sensibilidade à 

algumas classes de drogas. Todas as amostras foram sensíveis à ceftazidima, 

cefotaxima, ceftriaxona, imipenem, amicacina, cefepima e cefpodoxima. Dentre as 

10 amostras, 6 (60%) foram sensíveis a ampicilina , 5 (50%) à piperacilina, 8 

(80%) à ciprofloxacina e 9 (90%) à gentamicina. A ampicilina, piperacilina, 

ciprofloxacina e gentamicina não apresentaram atividade contra 4 (40%), 3 (30%), 

2 (20%) e 1 (10%) das cepas de E.coli, respectivamente. As amostras de E.coli 

apresentaram resistência total ao aztreonam (100%). Apenas 2 (20%) das 
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amostras deste microrganismo apresentaram resistência intermediária à 

piperacilina (Tabela 3). 

Em relação às amostras de P.aeruginosa, 3 (100%) apresentaram 

resistência à ampicilina-sulbactam. A resistência intermediária à cefotaxima foi 

encontrada em 100% dos isolados. O mesmo padrão de sensibilidade foi 

encontrado em 1 (33,3%) para ceftriaxona e 1 (33,3%) para gentamicina. A 

piperacilina, aztreonam, piperacilina associada ao tazobactam, ceftazidima, 

imipenem, ciprofloxacina e cefepima tiveram a maior taxa de sensibilidade dentre 

os antimicrobianos testados (100%) (Tabela 3).  

O perfil de sensibilidade das amostras de K.pneumoniae mostrou que 7 

(70%) dos isolados apresentaram resistência à ampicilina, 2 (20%) das amostras 

apresentaram resistência à piperacilina, enquanto que 5 (50%) apresentaram 

resistência intermediária a este mesmo antimicrobiano. Além da piperacilina, 2 

(20%) dos isolados apresentaram resistência intermediária à ampicilina e 1 (10%) 

apresentou  resistência intermediária  ao imipenem e à ciprofloxacina. Os 

antimicrobianos ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, gentamicina, amicacina e 

cefepima inibiram totalmente o crescimento destas cepas (Tabela 3). 

Nenhuma resistência total foi detectada na amostra de A.baumannii, 

apresentando apenas resistência intermediária ao aztreonam e a ceftriaxona. Aos 

demais antimicrobianos o isolado era sensível (Tabela3). 

As amostras de E.coli com resistência total ao aztreonam não eram 

produtoras de β-lactamase de espectro ampliado (Figura 1). 
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Legenda: 1 ATM (aztreonam), 2 AMC (amoxacilina/ácid o clavulânico), 3 CTX-(cefotaxima),  
4 CPD (cefpodoxima), 5 CAZ-(ceftazidima), 6 CRO (ce ftriaxona). 

 
Figura 1.  Teste de disco-difusão duplo ou disco de aproximação. 
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5. DISCUSSÃO 

A utilização indiscriminada de antimicrobiano tem causado grande impacto 

na saúde pública, por meio da seleção de cepas bacterianas resistentes aos 

antibióticos convencionais, causando o aumento das taxas de infecção hospitalar 

com alto índice de morbidade e mortalidade (Pereira et al., 2004; Depizzol et al., 

2005). 

A maioria das substâncias utilizadas para tratamento são parcialmente 

metabolizadas pelos pacientes e descartadas na rede de esgoto do hospital e 

posteriormente na rede de esgoto pública. A partir deste momento, este efluente 

hospitalar pode ser liberado no meio ambiente, principalmente nos rios ou nos 

compartimentos de água. O uso destes compartimentos como receptores para 

afluentes orgânicos têm aumentado com o crescimento populacional agravando o 

declínio das condições sanitárias. As deposições de afluentes orgânicos dentro de 

reservatórios de água permitem a contaminação por diversos patógenos, inclundo 

bactérias portadoras de genes de resistência a vários antimicrobianos. Esses 

ambientes podem tornar-se importantes locais de contaminação humana por 

estes microrganismos. Elementos genéticos tais como plasmídeos podem 

amplificar o problema contribuindo para o aumento da multi-resistência 

bacteriana, tendo em vista que estes elementos genéticos móveis podem ser 

transferidos para outras bactérias de gêneros e espécies não correlacionados 

(Esteves, 1998; Pereira et al., 2004; Kummerer, 2004). 

Neste estudo foram encontrados 73 microrganismos. Dentre estes 6 são 

cocos gram-positivos e  67 bacilos gram-negativos. Dentre as bactérias gram-
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negativas 10 foram E.coli, 3 P.aeruginosa, 10 K.pneumoniae e 1 A.baumannii 

(Tabela 1).  

Alguns microrganismos causadores de infecções hospitalares, tais como 

bacilos gram-negativos (BGN), incluindo Enterobacter spp., P.aeruginosa podem 

persistir por longos períodos no meio ambiente. A presença de coliformes fecais 

(E.coli) pode indicar contaminação fecal recente ocasionada por humanos ou 

animais. Outras enterobactérias em adição ao Enterococcus podem manter-se 

por períodos prolongados no meio ambiente. Estes microrganismos são comuns 

na microbiota intestinal e em certas situações a diminuição da imunidade pode 

causar infecções endógenas e exógenas (Mendonça-Hagler & Hagler, 1991; 

Harihan & Weinstein, 1996). 

Em um estudo realizado em rios dos EUA, verificou-se a presença de 

Acinetobacter, Alcaligenes, Citrobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, 

Klebsiela e Proteus, sendo que os dois últimos microrganismos foram isolados 

com menor freqüência do que os outros. Já em outro estudo detectou-se 

K.pneumoniae, E.coli, E.cloacae, C.freundii, Aeromonas spp., S.marcescens, 

Citrobacter spp., K.oxytoca e A.calcoaceticus de três lagoas e em um hospital 

universitário, localizados no Rio de Janeiro, Brasil. Outros microrganismos como 

Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, Aeromonas, Bacillus, 

Proteus, Arthrobacter, Lactobacillus, Klebsiella, Plesiomonas, Pectobacterium, 

Chromobacterium, Serratia, Enterobacter, Staphylococcus e Micrococcus também 

foram encontrados em rios e na baía de Tillamook, Oregon em 1976 (Kelch & 

Lee, 1978; Ortolani et al., 1997; Ash et al., 2002; Pereira et al., 2004). 

Além da presença de diversos patógenos, estudos conduzidos em vários 

países detectaram a presença de antibióticos em diferentes compartimentos 
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ambientais, dentre eles estão os efluentes hospitalares e municipais e a estação 

de tratamento de esgoto. Os antimicrobianos detectados pertencem a diferentes 

classes de antibióticos, tais como, macrolídeos, tetraciclinas, sulphonamidas, 

quinolonas e penicilinas. Verificou-se a presença de 80µg/L de ampicilina e mais 

de 124,5µg/L de ciprofloxacina na rede de esgoto hospitalar. Pode-se afirmar que 

a presença destas drogas nos efluentes hospitalares contribui para a seleção de 

bactérias contendo genes de resistência aos antibióticos no meio ambiente 

(Richardson & Bowron, 1985; Davison, 1999; Bjorkman et al., 2000; Kolpin et al., 

2002; Kummerer, 2003; Kummerer, 2004). 

Bactérias gram-negativas resistentes à cefalosporinas de amplo espectro, 

monobactâmicos, carbapenems e β-lactâmicos associados aos inibidores de β-

lactamases tem emergido e possuem uma variedade de mecanismos de 

resistência como a produção de β-lactamases de espectro ampliado, produção de 

carbapenemases, alterações nas PBPs e/ou outras alterações na permeabilidade 

da membrana. Estes mecanismos de resistência podem coexistir em um único 

patógeno (Wood & Pierson, 1996; Pitout et al., 1997). 

No presente estudo E.coli foram encontrados isolados de resistência à 

ampicilina, piperacilina, ciprofloxacina e gentamicina sendo que  todos foram 

resistentes ao aztreonam (Tabela 3). Um estudo realizado em três estações de 

tratamento de esgoto da Austrália detectou a presença de E.coli resistente a 

muitos antibióticos, tais como ampicilina e piperacilina, cefalotina, cefuroxima, 

ácido nálidixico, tetraciclinas e sulfamethoxazole/trimetropim. Sendo que a taxa 

mais alta de resistência foi em relação à tetraciclina (57%). A resistência aos 

antimicrobianos testados pode estar associada a diferentes mecanismos de 

resistência como a produção de β-lactamase de espectro ampliado, bomba de 
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efluxo, mutação nos genes que codificam a DNA girase e a topoisomerase, bem 

como a perda de porina e alteração da proteína ligadora de penicilina (PBP) 

(Kummerer, 2004). 

As cepas de E.coli foram inibidas pelo imipenem (100%), ceftazidima 

(100%), amicacina (100%) e cefepime (100%). Apenas 2 (20%) amostras de 

E.coli foram resistentes à ciprofloxacina, este mecanismo de resistência está 

associado às mutações existentes nos genes que codificam a DNA girase e a 

topoisomerase (Tabela 3). Em outro estudo realizado em 2004 em hospitais 

brasileiros dentre as amostras de E.coli testadas (144), a maior porcentagem de 

sensibilidade foi observada para os carbapenems (100%), seguido pela 

ceftazidima e amicacina (91%), piperacilina/tazobactam (84,8%) e cefepime 

(80%), assemelhando-se as taxas encontradas nesta pesquisa. Houve grande 

variação nas taxas de sensibilidade entre as cefalosporinas de terceira e quarta 

gerações. A ceftazidima foi à cefalosporina que exibiu a maior taxa de 

sensibilidade (91%), seguida pela cefepima (80%). No estudo realizado em 2004 

todas as amostras incluídas no estudo foram resistentes à ciprofloxacina (Pereira, 

2004). 

A elevada prevalência de resistência entre isolados clínicos de E.coli 

encontradas em um estudo de 1999 parece ser um sinal alarmante de que os 

agentes antimicrobianos necessitam ser utilizados com muito critério, 

especialmente em infecções do trato urinário ou intra-abdominal (Pena et al., 

1995; Wood & Pierson, 1996; Fridkin et al., 1999). 

No presente estudo ao analisar a existência de β-lactamases de espectro 

ampliado (ESBL) nos isolados de E.coli, verificamos que todas estas bactérias 

não são produtoras desta enzima (Figura 1). A partir deste fato, notamos que este 
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não é o mecanismo de resistência existente nestes isolados que fizeram com que 

100% das E.coli fossem resistentes ao aztreonam. O mecanismo de resistência 

mais provável é a alteração da permeabilidade da membrana externa ou alteração 

da proteína ligadora de penicilina (Nikaido & Vaara, 1985; Nikaido, 1994; Sanders 

& Sanders, 1992). 

Apesar deste estudo não ter detectado a presença de β-lactamase de 

espectro ampliado, recentes pesquisas realizadas no Canadá, Itália, Espanha, 

Grécia e Reino Unido tem ilustrado uma tendência alarmante na associação da 

resistência a outras classes de antibióticos entre os organismos produtores de 

ESBL isolados na comunidade. Essas pesquisas mostraram que E.coli produtora 

de ESBL, especialmente aquelas produtoras das enzimas CTX-M exibiram co-

resitência ao trimethoprim-sulfamethoxazole, tetraciclina, gentamicina e 

ciprofloxacina, sendo que no Canadá 66% dos isolados foram resistentes à 

ciprofloxacina (Pitout et al., 2004; Pournaras et al., 2004; Rodriguez-Bano et al., 

2004; Brigante et al., 2005).  

A produção de ESBL por K.pneumoniae e E.coli a outras classes de 

enzimas produzidas, principalmente por microrganismos não fermentadores como 

as carbapenemases, conferem alto índice de resistência aos oximino-β-

lactâmicos. Os microrganismos produtores desta enzima, como A.baumannii e 

P.aeruginosa estão se tornando um grave problema de saúde pública, já que a 

prevalência de infecções hospitalares ocasionadas por estes microrganismos que 

produzem esta enzima está aumentando gradativamente em diferentes países 

(Osano et al., 1994; Ito et al., 1995; Senda et al., 1996a; Hirakata et al., 1998; Poirel et 

al., 2000b; Riccio et al., 2000; Pournaras et al., 2002; Toleman et al., 2002; Da Silva et 
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al., 2002; Crespo et al., 2004; Castanheira et al., 2004; Koh et al., 2004; Lee et al., 2005; 

Pasteran et al., 2005). 

Uma pesquisa realizada em um hospital da Espanha identificou 34 E.coli, 

dentre as quais, 10 destes isolados mostraram um resultado negativo para a 

produção de ESBL. Apesar de tudo, mutações nas regiões promotoras e 

repressoras do gene AmpC foram identificadas juntas em 8 dos isolados que não 

produziram ESBL. Em um estudo realizado em 17 centros hospitalares do Brasil, 

detectou alta taxa de E.coli produtoras de ESBL, tornando-se um problema 

preocupante e indicando que este fenótipo de resistência está disseminando em 

várias regiões geográficas do país (Tolun et al., 2004; Briñas et al., 2005a). 

A presença de resistência intermediária à piperacilina por 2 (20%) cepas 

bacterianas de E.coli sugere que moderada seleção tem ocorrido possivelmente 

originada das atividades hospitalares. Esse tipo de resistência pode ser originado 

de indivíduos que foram hospitalizados recentemente, ou pode indicar um 

aumento da pressão seletiva pelo uso dos antibióticos pela comunidade. Uma das 

hipóteses para a explicação desta resistência é que, de acordo com Vecina-Neto 

(2000), há uma média de 13,3 hospitalizações por 100 habitantes por ano no 

Brasil, o qual sugere uma próxima conexão entre o hospital, a comunidade e o 

meio ambiente. Outra hipótese seria o crescente uso de antibióticos no contexto 

doméstico que pode exercer pressão seletiva suficiente para permitir o 

aparecimento de cepas com resistência moderada, confirmando desta forma o 

aumento do problema da resistência bacteriana na comunidade (Baquero et al., 

1997; Vecina-Neto, 2000). 

Vários antibióticos possuíram boa atividade contra P.aeruginosa. A 

piperacilina, aztreonam, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, imipenem, 
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ciprofloxacina, cefepima e ticarcilina tiveram maior atividade contra este 

microrganismo (100%). A cefotaxima apresentou a maior taxa de resistência 

intermediária (100%), quando comparada a ceftriaxona e a gentamicina (33,3%). 

Todas as P.aeruginosa apresentaram resistência a ampicilina-sulbactam (Tabela 

3). 

Todas as amostras de P.aeruginosa foram sensíveis ao aztreonam, 

assemelhando-se a um estudo realizado em 2007, em Goiânia, que avaliou 71 

amostras de P.aeruginosa isoladas em 3 hospitais e constatou que este 

antimicrobiano possuía boa atividade contra 70,4% dos isolados e apenas um 

baixo percentual de resistência (4,2%) (Oliveira, 2007).  

 Todas as amostras apresentaram resistência intermediária a cefotaxima 

(100%), assemelhando-se ao estudo de 2007 realizado em Goiânia, onde os 

isolados apresentaram elevado nível de resistência intermediária (59,2%) e 

resistência total (40,8%) a esta droga. Apenas 1 (33,3%) microrganismo 

apresentou resistência intermediária a ceftriaxona (Oliveira, 2007). 

 Entre as quinolonas, a ciprofloxacina, a piperacilina e a piperacilina-

tazobactam foram ativas contra P.aeruginosa no presente estudo e em pesquisa 

realizada em 2007 na cidade de Goiânia. Dentre os carbapenems, o imipenem 

possui atividade contra estes microrganismos nas respectivas pesquisas. No 

estudo realizado em 2007, em Goiânia, a ticarcilina teve baixa atividade (39,4%) 

contra este patógeno permitindo destacar o elevado percentual de resistência 

intermediária (42,3%) a este antimicrobiano (Oliveira, 2007). 

Estudo realizado em rios dos EUA verificou-se que muitos organismos 

gram-negativos, dentre eles, P.aeruginosa possuíam resistência a no mínimo um 

antibiótico que não fosse à ampicilina, e uma fração substancial foram capazes de 
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sobreviver a diversos antimicrobianos. Organismos resistentes ao imipenem 

também foram isolados neste estudo (Ash et al., 2002).  

Uma pesquisa realizada em 2002 nos rios dos EUA identificou que mais de 

80% dos microrganismos resistentes à cefotaxima e ceftazidime eram 

Pseudomonas. Conseqüente à disseminação deste patógeno no meio ambiente, 

infecções adquiridas no meio ambiente hospitalar e na comunidade estão 

usualmente associadas com altas taxas de mortalidade. Em um estudo realizado 

em 2006 detectou que dos 298 pacientes que apresentaram infecção hospitalar 

por P.aeruginosa, 112(37,6%) foram a óbito. Dentre os 186 pacientes que 

sobreviveram 44 (51,2%) possuíam infecção por P.aeruginosa produtora de 

metalo-β-lactamase (Ash et al., 2002; Livermore, 2002; Zavascki  et al., 2006). 

Apesar da descoberta de novos agentes antimicrobianos pode-se verificar 

que a velocidade da emergência e disseminação de genes de resistência  limitam 

as opções de tratamento. Esta realidade pode ser verificada por meio da 

existência de diferentes perfis de sensibilidade e a crescente resistência aos 

antimicrobianos no decorrer do tempo (Sader, 2000; Nishio et al., 2004). 

Mesmo que neste estudo não tenhamos verificado alto índice de 

resistência contra quinolonas, imipenem e cefalosporinas, o National Nosocomial 

Infections Surveillance (NNIS) demonstrou que nos Estados Unidos da América e 

no Brasil todas as taxas de resistência a estes antibióticos antipseudomonas 

aumentaram em 9%, 15% e 20%, respectivamente, para P.aeruginosa isoladas 

em 2003 comparada aos isolados de 1998 a 2002 (Cardo et al., 2004). 

Dentre os carbapenems o imipenem apresentou atividade contra 100% dos 

isolados (Tabela 3). Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo 

realizado pelo SENTRY após avaliar 1984 isolados de P.aeruginosa provenientes 
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do Brasil e da América Latina. Estudo desenvolvido na Paraíba em 2002, também 

foi encontrado elevado perfil de sensibilidade para imipenem e em Goiás os 

mesmos resultados também foram encontrados. Outro estudo regional avaliou o 

perfil de sensibilidade de 187 isolados de P.aeruginosa em diversos estados do 

Brasil, que demonstrou elevação da resistência ao imipenem. Estas pesquisas 

mostram uma variação regional do perfil de sensibilidade para Pseudomonas. A 

variação no perfil de sensibilidade entre os patógenos pode ocorrer entre 

diferentes regiões e até entre hospitais dentro de uma mesma região, portanto é 

necessário o conhecimento do perfil de sensibilidade de cada instituição antes de 

se estabelecer terapia empírica. Estudos têm demonstrado a presença de 

correlação entre o uso de imipenem e o desenvolvimento de resistência durante o 

tratamento de infecções causadas por P.aeruginosa (Troillet et al., 1997; Carmeli 

et al., 1999; Sader, 2000; Santos et al., 2002; Pelegrino et al., 2002; Reis, 2003; 

Ferreira, 2005; Kokis et al., 2005). 

A taxa de sensibilidade dos isolados de Pseudomonas em relação às 

cefalosporinas de terceira e de quarta gerações permaneceram inalteradas, 

demonstrando que tanto a ceftazidima quanto a cefepime possuíram boa 

atividade contra este patógeno (100%) (Tabela 3). Este resultado demonstra que 

as taxas de sensibilidade a estas drogas, neste estudo, são similares as 

encontradas em um estudo americano, onde avaliaram 2000 isolados de 

P.aeruginosa de centros médicos norte-americanos, que mostrou taxa de 

sensibilidade similar para ceftazidima e cefepima. Já um estudo brasileiro revelou 

taxas crescentes de resistência, muito embora a taxa de sensibilidade entre a 

ceftazidima e a cefepima tenham sido similares ( Oliveira, 2007). 
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No presente estudo a taxa de resistência intermediária a cefotaxima foi de 

100% (Tabela 3), que pode ser devido a alteração na permeabiliade da 

membrana ou baixa produção de beta-lactamase de espectro ampliado (Hancock 

& Bellido, 1992; Chen et al., 1995; Livermore, 2002). 

Muito embora o aztreonam tenha apresentado boa atividade contra 

P.aeruginosa um estudo brasileiro realizado com amostras de Pseudomonas 

procedentes de diferentes estados, Rio de Janeiro, Espírito Santo, Mato Grosso 

do Sul e Bahia, apresentaram elevadas taxas de resistência a este antimicrobiano 

(Pellegrino et al., 2001; Ferreira, 2005). 

As amostras de Pseudomonas apresentaram taxas de resistência total a 

ampicilina-sulbactam (Tabela 3). Estudos realizados no Brasil apresentaram 

elevadas taxas de resistência para os antimicrobianos pertencentes às classes 

das penicilinas. Alterações em proteínas ligadoras de penicilinas determinam 

resistência a esta classe de drogas, juntamente com a produção de β-lactamase 

(Cornaglia et al., 1995; Bellido et al, 1999; Pellegrino et al., 2001; Ferreira, 2005). 

Em um estudo realizado pelo SENTRY entre 1997 a 2001, em centros 

médicos na América latina, verificou-se que as taxas de sensibilidade para os β-

lactâmicos, aminoglícosideos e fluoroquinolonas tornaram-se mais baixas durante 

o período estudado, principalmente entre 2000 e 2001 (Andrade et al., 2003). 

As taxas de resistência intermediária à ceftriaxona, cefotaxima e 

gentamicina detectada no atual estudo poderiam ser explicadas pela expressão 

de um ou pela associação de dois mecanismos de resistência, tais como, 

alterações na permeabilidade da membrana, aumento da ação das bombas de 

efluxo, expressão de enzimas da classe A, B ou D de Ambler (Oliveira, 2007). 
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Com relação ao perfil de sensibilidade da K pneumoniae, este 

microrganismo apresentou-se com maiores taxas de resistência intermediária e 

resistência total a alguns antibióticos testados. Este patógeno também é 

responsável pelo surgimento de infecções hospitalares, principalmente aquelas 

ocorridas dentro da Unidade de terapia Intensiva (UTI) (Piroth et al., 1998; Kollef 

et al., 1999; Gales et al., 2000; Lubowski et al., 2001; Murthy, 2001; Alp et al., 

2004). 

Neste estudo não foram detetadas K.pneumoniae produtoras de ESBL, 

mas a emergência deste patógeno produtor de β-lactamase de espectro ampliado 

já foi relatado em todo o mundo como importante causa de infecção hospitalar. 

Nos hospitais americanos e canadenses a taxa de infecção por K.pneumoniae 

produtora de ESBL é inferior a 4%, e na Europa varia entre 15-20% (Gales et al., 

1997; Sader et al., 2000; Patterson et al., 2001; Sader et al., 2001a). 

Em um estudo realizado em Goiânia a prevalência de linhagens de 

K.pneumoniae produtoras de ESBL foi em média de 38,2%. Este dado não se 

distancia muito da taxa encontrada nos hospitais brasileiros que é de 42,1% e 

enfatizam que a prevalência deste microrganismo é muito preocupante no Brasil. 

Por este motivo são necessárias medidas de controle da emergência das 

bactérias multi-resistentes e bem como a implantação de medidas de barreiras 

que devem ser instituídas para evitar a disseminação de patógenos com este 

mecanismo de resistência nas instituições hospitalares (Gales et al., 1997; Sader, 

2000; Sader et al., 2001; Santos, 2008). 

As infecções causadas por estes microrganismos são preocupantes, pois 

podem adquirir resistência a múltiplas drogas. Soma-se a isso o fato de que K 

pneumoniae ser uma importante fonte de transmissão de genes de resistência 
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entre bactérias da mesma espécie e entre espécies não correlacionadas (Buisson 

et al., 1987; Hanson et al., 1999; Asensio et al., 2000; Guzmán-Blanco et al., 

2000; Bush, 2001; Gniadkowski, 2001; Thomson, 2001; Babic, 2006). 

Neste estudo as amostras de K.pneumoniae demonstraram ser sensíveis a 

diferentes antimicrobianos testados, exceto a ampicilina e a piperacilina (Tabela 

3). Em um estudo realizado em Goiânia, K.pneumoniae demonstrou baixa 

sensibilidade a todas as classes de antimicrobianos, exceto aos carbapenems 

(Santos et al., 2008). 

Da mesma forma que foi observada em outros estudos, o presente trabalho 

demonstrou que a cefepima possui boa atividade contra as cepas de 

K.pneumoniae. A boa atividade desta droga é devido a rápida penetração pela 

membrana externa de bactérias gram-negativas, sua maior afinidade pelas PBPs 

que outras cefalosporinas e maior resitência a hidrólise (Sader et al., 1999; 

Santos et al, 2008). 

No presente estudo foi identificada uma cepa de K.pneumoniae com 

resistência intermediária ao imipenem contrastando com o estudo realizado em 

hospitais de Goiânia, que apresentou 100% de atividade nas amostras estudadas, 

independente da produção de ESBL. Este resultado também foi encontrado em 

outros estudos realizados no Brasil e em outros países da América Latina, em que 

mais de 90% da amostras foram sensíveis aos carbapenems (Gales et al., 2000; 

Santos et al., 2008). 

Resistência aos carbapenems são raras em Enterobacteriaceae e podem 

ocorrer por 3 mecanismos: hiperprodução de uma cefalosporina do tipo AmpC 

combinada com diminuição da permeabilidade da droga através da membrana 

externa; diminuição da afinidade pelas PBPs; e produção de β-lactamases que 
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hidrolisam carbapenems. Essas raras carbapenemases podem ser mediadas por 

plasmídeos produtores de metalo-β-lactamase (IMP e VIM) ou codificadas 

cromossomalmente. Recentemente, carbapenemases mediadas por plasmídeos e 

inibidas por clavulanato tem sido reportadas como origem de infecção hospitalar 

nos hospitais dos EUA (De Champs et al., 1993; Nordmann et al., 1993; Queenan 

et al., 2000, Poirel et al., 2001; Nordmann & Poirel, 2002; Miriagou et al., 2003). 

Um recente estudo descreveu altos níveis de bactérias resistentes a 

antimicrobianos isolados dos rios dos EUA. Foram identificadas bactérias gram-

negativas resistentes ao imipenem (Ash et al., 2002). 

Em outro estudo realizado em rios dos EUA permitiu isolar e identificar 30 

bactérias (Aeromonas hydrophila¸ Stenotrophomonas maltophilia, Enterobacter 

spp, Enterobacter asburiae) dentre as quais 29 eram resistentes ao imipenem. 

Este fato indica que muitos rios dos EUA podem ser reservas de carbapenemases 

de amplo espectro (Aubron et al., 2005).  

As taxas de resistência às fluoroquinolonas variam de um país para outro e 

dependem de fatores epidemiológicos locais sendo maiores em países em 

desenvolvimento devido ao uso de quinolonas menos ativas ou do uso da 

ciprofloxacina em dosagens baixas que podem selecionar mutantes. No presente 

estudo foi detectado resistência intermediária à ciprofloxacina, a qual se deve 

possivelmente a mutações no sítio de ação (DNA-girase bacteriano e/ou 

topoisomerase IV) ou a dificuldade de acesso da droga ao seu alvo por alteração 

em porinas ou ainda ser mediada por plasmídeos contendo o gene qnr (Martinez-

Martinez et al., 1996; Patterson et al., 1997; Martinez-Martinez et al., 1998; 

Lautenbach et al., 2001; Jacoby et al., 2003). 
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E.coli apresentou 80% de sensibilidade a ciprofloxacina, enquanto que 

K.pneumoniae apresentou 90% de sensibilidade a este mesmo antimicrobiano, 

assemelhando-se a um estudo realizado em 1999, mais de 80% dos isolados de 

E.coli, K. pneumoniae, E. cloacae e P. aeruginosa eram susceptíveis a 

ciprofloxacina. A amostra de A.baumanni apresentou 100% de sensibilidade para 

a maior parte dos antibióticos testados, apresentando apenas resistência 

intermediária ao aztreonam e a ceftriaxona. No estudo de 1999, tanto a 

ceftazidime como a ciprofloxacina tiveram pobre atividade contra Acinetobacter 

baumannii, contradizendo os resultados apontados neste estudo, onde a 

susceptibilidade deste microrganismo a estes antibióticos foram totais. A taxa de 

sensibilidade a ciprofloxacina para A.baumannii resistente a ceftazidime foi 25%. 

Somente 15% dos isolados de A.baumannii foi sensível a amicacina. A taxa de 

resistência do A.baumannii a ampicilina-sulbactam foi de 66% para isolados 

resistentes a ceftazidime e de 100% para isolados resistentes ao imipenem. 

P.aeruginosa e A.baumannii não apresentaram resistência a ceftazidime, 

constrastando com o estudo de 1999 (Sato & Nakae, 1991; Livingstone et al., 

1995; Bajaksouzian et al., 1997; Pitout et al., 1997; Pfaller & Jones, 2000; Jean et 

al., 2002). 

Nesta mesma pesquisa realizada em 1999, carbapenems tiveram boa 

atividade contra Enterobacteriaceae resistentes a cefotaxima, entretanto 

apresentaram limitada atividade contra P.aeruginosa e A.baumannii. Piperacilina-

tazobactam também tiveram pouca atividade contra estes isolados, 

principalmente contra K.pneumoniae resistente a cefotaxima e A.baumannii 

resistente a ceftazidime (Jean et al., 2002). 
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Ainda no estudo de 1999, as taxas de resistência dos isolados de 

P.aeruginosa e A.baumannii ao imipenem foram consideradas altas quando 

comparadas a outros estudos. As taxas de resistência a ciprofloxacina foram altas 

para os isolados de E.coli, P.aeruginosa e A.baumannii, sendo que todos os 

isolados deste último microrganismo foram resistentes ao imipenem e a 

ampicilina-sulbactam. Estes resultados divergem dos resultados encontrados na 

presente pesquisa, uma vez que, a maioria dos antimicrobianos testados 

apresentou boa atividade contra A.baumannii. Apenas dois isolados de 

A.baumannii apresentaram resistência intermediária ao aztreonam e a 

ciprofloxacina, e não foi avaliada a relação existente entre uma classe de 

antibióticos com as outras classes (Tabela 3) (Sato & Nakae, 1991; Livingstone et 

al., 1995; Bajaksouzian et al., 1997; Pitout et al., 1997; Pfaller & Jones, 2000; 

Jean et al., 2002). 

Era de se esperar que a resistência encontrada nas amostras de E.coli, 

K.pneumoniae, P.aeruginosa e A.baumannii no presente estudo fosse maior, 

considerando-se a presença de bactérias gram-negativas resistentes a múltiplos 

antibióticos presentes no ambiente hospitalar e disseminados no meio ambiente. 

Este resultado possivelmente se deve a alguns fatores, tais como, a época do ano 

e o período em que foram realizadas as coletas, não sendo identificado nenhum 

surto epidêmico de infecção hospitalar nas instituições no decorrer do estudo 

(Kelch & Lee, 1978; Mendonça-Hagler & Hagler, 1991; Harihan & Weintein, 1996; 

Ortolani et al., 1997; Ash et al., 2002; Pereira et al., 2004). 

A presença destas bactérias resistentes no meio ambiente, principalmente 

nos rios está sendo disseminada por todo o mundo tornando-se um grande 

problema para a saúde pública. A seleção destes micorganismos na natureza 
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pode estar relacionada com a produção de antibióticos presentes no solo, origem 

animal e de produtos agrícolas. Reservas naturais de genes de resistência podem 

tornar-se uma origem de características transferíveis para patógenos emergentes. 

(Davies, 1994; Witte, 1998; Van Elsas et al., 2000; Ash et al., 2002). 

No estudo realizado em 2002 nos rios americanos, os isolados mostraram 

completa resistência à no mínimo um antibiótico que não fosse a ampicilina. O 

alto nível de resistência dos patógenos encontrados em todos os rios não foi 

inesperado. Os isolados resistentes à ampicilina foram predominantemente 

bactérias gram-negativas como: Acinetobacter, Alcaligeneses, Citrobacter, 

Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Klebsiella e Proteus. Estes microrganismos 

também foram detectados na presente pesquisa, evidenciando a enorme 

disseminação destes patógenos no meio ambiente (Ash et al., 2002). 

Organismos resistentes a ceftazidime, cefotaxime e imipenem foram 

detectados em muitos rios americanos, sendo que destes, 20 a 30% eram 

bactérias gram-positivas, pertencentes ao gênero Bacillus. Todos os isolados 

resistentes a este antibiótico foram capazes de hidrolisar nitrocefin, inicando a 

presença de β-lactamase. Muitos isolados resistentes a cefotaxime também foram 

resistentes á ceftazidime e foram identificados principalmente como 

Pseudomonas. No presente estudo P.aeruginosa também apresentou resistência 

parcial à cefotaxima. Um organismo gram-negativo foi resistente à ciprofloxacina, 

assemelhando ao resultado encontrado nesta pesquisa onde tivemos tanto E.coli 

como K.pneumoniae resistentes a este antibiótico. Muitos dos organismos 

resistentes a ampicilina e a outros antibióticos possuíam plasmídeos com 

características de resistência (Ash et al., 2002). 
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Antibióticos utilizados para o tratamento das infecções hospitalares e 

tratamento profilático são principalmente liberados não metabolizados dentro do 

ambiente aquático por meio do esgoto. Ciprofloxacina, por exemplo, foi 

encontrada em concentrações entre 0,7 e 124,5µg/L no efluente hospitalar 

assumindo a principal origem de efeitos genotóxicos mensurados pelo hospital no 

seu efluente. A ampicilina foi encontrada em concentrações entre 20 e 80µg/L no 

efluente de um grande hospital alemão (Hartmann et al., 1998, Kummerer e 

Henninger, 2004). 

De acordo com a Resolução do CONAMA n° 357/2005 a d isposição destes 

efluentes no solo mesmo tratados, não poderá causar poluição ou contaminação 

das águas gerando a deterioração da qualidade do ambiente aquático. Esta 

resolução dispõe sobre a classificação e diretrizes ambientais para o 

enquadramento dos corpos de águas superficiais, bem como estabelece as 

condições e padrões de lançamento de efluentes. 

A resistência bacteriana pode ser selecionada ou favorecida pelas 

substâncias dos antibióticos presentes no efluente hospitalar. Com base neste 

fato é necessário que os efluentes hospitalares sejam tratados em estações de 

tratamento de esgoto ativas dentro das instituições hospitalares, evitando desta 

forma o lançamento desas bactérias resistentes para a rede de esgoto pública. 

Em uma pesquisa foi encontrada uma bactéria carregando o gene vanA no 

efluente hospitalar. Genes de resistência a gentamicina foram encontrados em 

Acinetobacter, Pseudomonas e Enterobacteriaceae no esgoto hospitalar (Heuer et 

al, 2002; Schwartz et al, 2003; Kummerer & Henninger, 2004). 

As concentrações dos antibióticos dependem do ambiente em que estão 

localizados e da sua viabilidade. Estas concentrações variam na água, esgoto, 
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solo e sedimentos por causa da restrição fisicoquímica e da mobilidade da 

bactéria. É conhecido que as concentrações subinibitórias podem ter um impacto 

nas funções celulares e na mudança de expressão das funções celulares ou na 

transferência da resistência antimicrobiana (Salyers et al, 1995; Ohlsen et al., 

1998; Kummerer, 2004). 

Por estes e outros motivos se faz necessário uma fiscalização intensa dos 

órgãos ambientais e gestores de recursos hídricos para manter as instalações de 

tratamento existentes em operação com condições de funcionamento e demais 

características para o cumprimento da resolução. O descumprimento desta 

legislação poderá acarretar aplicação de penalidades administrativas previstas 

nas legislações específicas, sem prejuízo do sancionamento penal e da 

responsabilidade civil objetiva do poluidor. 
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6. CONCLUSÕES 

1. Dentre os microrganismos gram-negativos foram identificadas 10 (14,92%) 

K.pneumoniae, 10 (14,92%) E.coli, 3 (4,47%) P.aeruginosa e 1 (1,49%) 

A.baumannii.  

2. As amostras de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae e Acinetobacter baumannii, isoladas nos 10 hospitais e na 

Estação de Tratamento de Esgoto apresentaram baixas taxas de 

resistência aos antimicrobianos. 

3. Em nenhum dos isolados foi detectada a produção de β-lactamase de 

espectro ampliado e carbapenemase. 
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7. RECOMENDAÇÕES GERAIS 

Alguns hospitais participantes do estudo possuíam em suas instalações 

uma estação de tratamento de esgoto hospitalar inativa, não cumprindo com as 

normas da resolução do CONAMA sobre o lançamento destes efluentes no meio 

ambiente.  

É necessário que o Estado ou órgãos públicos façam o monitoramento 

contínuo dos efluentes do esgoto dos hospitais juntamente com a adoção de 

medidas sanitárias com objetivo de impedir a disseminação de genes de 

resistência bacteriana no meio ambiente, já que este é um problema de saúde 

pública. 

A ativação destes setores de tratamento do efluente hospitalar dentro das 

instituições deve ser fiscalizada intensamente para que se faça obedecer às 

condições, padrões e exigências desta resolução impedindo desta forma a 

contaminação da rede de esgoto municipal e a liberação de patógenos cada vez 

mais resistentes no meio ambiente. 
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