
 1 
 

 

 

 

 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

Faculdade de Biociências 

Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

 

 

 

BELISA AVILA RODRIGUES 

 

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DE RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS DE 

ISOLADOS CLÍNICOS DE Acinetobacter calcoaceticus-baumannii  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2016



 2 
 

BELISA AVILA RODRIGUES 

 

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DE RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS DE 

ISOLADOS CLÍNICOS DE Acinetobacter calcoaceticus-baumannii  

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e 
Molecular, da Faculdade de Biociências da Pontifícia 
Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

 
 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Sílvia Dias de Oliveira 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2016 

 



 3 
 



 4 
 

 

BELISA AVILA RODRIGUES 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DE RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS DE 

ISOLADOS CLÍNICOS DE Acinetobacter calcoaceticus-baumannii  

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e 
Molecular, da Faculdade de Biociências da Pontifícia 
Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

 

 

 

 

Aprovado em:  29 de julho de 2016. 

 

 

 

BANCA EXAMINADORA: 

 

 

Ana Paula Guedes Frazzon 

Eliane Santarém  

Simone Simionatto 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

       2016



 5 
 

Agradecimentos 

 

Aos meus pais, Serafim e Elisa por tornarem possível mais essa 

conquista, assim como todo o apoio e compreensão em todas as etapas. Ao 

meu irmão, Serafim Rodrigues Junior, por estar presente nos momentos mais 

difíceis, pela paciência e conselhos dados. 

À minha orientadora, Dra. Sílvia Dias de Oliveira pela oportunidade de 

trabalhar em seu laboratório, pela paciência, ensinamentos e conhecimentos 

trocados que proporcionaram o meu crescimento profissional e pessoal. 

Aos demais professores do Laboratório, prof. Dra. Marjo Cadó Bessa, 

prof. Dra. Renata Medina e prof. Dr. Carlos Alexandre Sanchez Ferreira pelas 

ideias e conhecimentos compartilhados. 

À Me. Stephanie Gallo, por toda a ajuda e ensinamentos fornecidos 

desde meu primeiro dia no laboratório, pela amizade e por todas as palavras de 

carinho e tranquilidade, e sem a qual esse trabalho não seria possível.  

À Bruna Kern Donamore pela parceria, apoio incondicional, amizade, 

conhecimentos compartilhados e inspiração. 

A todos os colegas do Laboratório de Microbiologia e Imunologia pelo 

apoio e amizade, em especial Bruna Leal, Maria Cláudia Garcia e Ana Paula 

Rauber.  

Ao Valdir Barth Junior e Fernanda Macchi, pela amizade e por todos os 

conhecimentos trocados antes mesmo deste trabalho, mas que tiveram grande 

importância na realização do mesmo. 

Aos meus amigos Rúbens Zaltron e Vanessa Engers por tornarem a 

minha vida mais leve e compreenderem todas as ausências e a todos os 

demais que de alguma forma contribuíram para a realização deste trabalho. 

 



 6 
 

 

Resumo 

 
 

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ACB) são patógenos 

oportunistas responsáveis por infecções do trato respiratório, infecções de 

feridas e bacteremia em pacientes internados em unidades de terapia 

intensiva. Esses microrganismos tornaram-se um problema nas unidades de 

assistência à saúde devido à sua capacidade de adquirir e acumular 

determinantes de resistência a antimicrobianos, sendo responsáveis por altas 

taxas de resistência aos principais antimicrobianos utilizados terapeuticamente. 

Desta forma, esse estudo teve por objetivo determinar a suscetibilidade a 

antimicrobianos, assim como detectar determinantes de resistência em 

isolados clínicos de ACB. Para isso, foram utilizados 200 isolados clínicos, 

resistentes aos carbapenêmicos, pertencentes ao complexo ACB, coletados de 

um hospital em Porto Alegre, Brasil, no período de janeiro de 2012 a maio de 

2015. Para determinar a suscetibilidade a antimicrobianos, 16 fármacos foram 

utilizados na técnica de disco-difusão, assim como foi determinada a 

concentração inibitória mínima (CIM) para polimixina B e meropenem por meio 

da técnica de microdiluição em caldo. Adicionalmente, a CIM para polimixina B 

foi determinada em 17 isolados, empregando diferentes métodos em 

comparação com a microdiluição em caldo, adotada como referência. Os genes 

blaOXA-23, blaOXA-51, blaIMP e blaNDM, bem como os integrons de classe 1 e 2 

foram detectados por PCR. Um total de 82,5% dos isolados foram extremely 

resistant (XDR) e 17,5% foram multidrug resistant (MDR). Quarenta e seis 

padrões de não-suscetibilidade foram encontrados entre os isolados, sendo 

que polimixinas, tetraciclinas e aminoglicosídeos foram as classes com maior 
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taxa de suscetibilidade. Na determinação de CIM para polimixina B com 

diferentes métodos, very major errors e major errors foram encontrados em E-

test, e major errors em diluição em ágar, quando comparados com o método de 

referência. A microdiluição em caldo suplementado com polissorbato 80 

mostrou redução de duas ou mais diluições na maioria dos isolados (82,3%). 

Os genes blaOXA-23 e blaOXA-51 foram encontrados em 100% dos isolados, 

enquanto 49% apresentaram blaIMP. O gene blaNDM não foi encontrado nos 

isolados analisados. Integrons de classe 1 foram encontrados em 68% dos 

isolados e integrons de classe 2 em 88%. O elevado percentual de isolados 

XDR, assim como a detecção de importantes determinantes de resistência e a 

alta taxa de integrons encontrada, reforçam a preocupação com 

microrganismos do complexo ACB e sua disseminação nas unidades de 

assistência à saúde.  

Palavras-chave: Acinetobacter; gene blaOXA-23; oxacilinases; integrons; 

polimixina B. 
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Abstract 

 

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ACB) are opportunistic 

pathogens responsible for respiratory tract infections, wound infections, and 

bacteremia in intensive care units patients. These microorganisms became a 

problem in health care units due to their ability to acquire and accumulate 

resistance determinants. They are resistant to important antibiotics commonly 

used to treat infections caused by them. Thus, this study aimed to determine 

the antimicrobial susceptibility and detect resistance determinants in clinical 

ACB isolates. For this, 200 clinical ACB isolates, resistant to carbapenems, 

were collected from a hospital in Porto Alegre, Brazil. To determine 

susceptibility to antimicrobial agents, 16 antimicrobials were used in the disk 

diffusion technique and the minimum inhibitory concentration (MIC) for 

polymyxin B and meropenem was performed by broth microdilution. 

Additionally, MIC for polymyxin B in 17 isolates was determined using different 

methods in comparison with broth microdilution, adopted as reference method. 

The presence of blaOXA-23, blaOXA-51, blaIMP and blaNDM, as well as class 1 and 2 

integrons, were detected by PCR. A total of 82.5% were extremely resistant 

(XDR) and 17.5% were multidrug resistant (MDR). Forty-six non-susceptibility 

patterns were found among the isolates, with polymyxins, tetracyclines, and 

aminoglycosides being the classes with higher rate of susceptibility. When 

different methods to determining MIC for polymyxin B were evaluated, very 

major errors and major errors were found in E-test and major errors in agar 

dilution, as compared with the reference method. The broth microdilution with 

polysorbate 80 showed a reduction of two or more dilutions in most isolates 

(82.3%). The blaOXA-23 and blaOXA-51 genes were found in 100% of the isolates, 

while 49% harbored blaIMP. The blaNDM gene was not found in any isolate. Class 

1 and class 2 integrons were found in 68% and 88% of the isolates, 

respectively. The high percentage of XDR isolates, as well as the detection of 

important resistance determinants and the high rate of integrons found, 

reinforce the concern regarding ACB microorganisms and their spread in health 

care units.  

 

Keywords: Acinetobacter; blaOXA-23 gene; oxacilinases; integrons; 

polymyxin B. 
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1.1 Introdução 

 

 Acinetobacter spp. são identificadas como cocobacilos Gram-

negativos, não fermentadores de açúcares e oxidase negativos (1). Este 

gênero compreende 43 espécies (2), sendo que as mais importantes 

clinicamente, devido às similaridades genéticas e fenotípicas, que dificultam a 

diferenciação, encontram-se agrupadas em um complexo denominado A. 

calcoaceticus-baumannii (ACB): A. pittii (anteriormente denominada 

genoespécie 3), A. nosocomialis (anteriormente genoespécie 13TU), A. 

calcoaceticus e A. baumannii (3,4). Dentre os microrganismos pertencentes ao 

complexo ACB, A. baumannii tem se destacado por seu impacto clínico, apesar 

das espécies A. pittii e A. nosocomialis também serem responsáveis por causar 

infecções em humanos e carrear resistência a antimicrobianos. Entretanto, A. 

calcoaceticus é considerado um microrganismo ambiental (1,5). Desta forma, a 

identificação correta dessas espécies é de relevância e tem sido bastante difícil 

devido às similaridades com os outros membros do complexo ACB e aos 

laboratórios clínicos geralmente utilizarem métodos fenotípicos com este 

propósito (4).   

As alternativas para a identificação desses microrganismos têm se 

baseado em métodos moleculares, tais como o sequenciamento do gene RNAr 

16S, que apresenta limitações por este gene ser bastante conservado para 

identificar todas as espécies de Acinetobacter; o sequenciamento parcial do 

gene rpoB; e a multiplex PCR tendo como alvo diferentes segmentos do gene 

gyrB (6–8). A espectrometria de massas, MALDI-TOF MS (Matrix-assisted 

Laser Desorption/Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry) também vem 
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sendo cada vez mais explorada para a identificação dos membros do complexo 

ACB, tendo apresentado resultados satisfatórios (9,10). Estudo realizado por 

Sousa et al. (11) mostrou que MALDI-TOF MS combinada a ferramentas 

quimiométricas foi capaz de identificar as espécies do complexo ACB com 

sucesso. O espectrômetro Vitek MS plus atualmente é utilizado para a 

identificação de bactérias, porém os bancos de dados que ele possui não 

permitem a identificação dos microrganismos do complexo ACB. Com isso, 

Pailhoriès et al. (12) criaram um banco de dados para utilizar junto ao Vitek MS 

plus que permite a identificação de três espécies do complexo ACB, porém 

ainda não está validado para uso em diagnóstico clínico. 

O complexo ACB tornou-se um motivo de preocupação mundial nas 

unidades de saúde, sendo responsável pelo aumento de morbidade e 

mortalidade de pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTIs) 

(13). Estes microrganismos sobrevivem por longos períodos no ambiente 

hospitalar, especialmente pela sua sobrevivência ao dessecamento e 

capacidade de formar biofilme, o que favorece novas infecções (14,15). Muitos 

fatores de risco para a infecção por esses patógenos têm sido descritos, tais 

como excesso de manipulação pós cirurgia; uso de cateter intravascular, 

ventricular ou urinário e tubos endotraqueais; procedimentos invasivos 

realizados por longos períodos e exposição a antimicrobianos de alto espectro 

(16). Sendo assim, estes microrganismos são considerados patógenos 

oportunistas responsáveis por causar infecções do trato respiratório, como 

quadros de pneumonias associadas à ventilação mecânica, infecções de 

feridas e bacteremia, principalmente em pacientes internados em UTIs (1).  
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Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), é estimado que A. 

baumannii seja a causa de 2% a 10% de todas as infecções causadas por 

bactérias Gram-negativas nos Estados Unidos e na Europa (17). Segundo 

boletim da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), em 2014, 

Acinetobacter spp. foram responsáveis por 12,9% das bacteremias associadas 

a cateter em pacientes adultos internados em UTIs (18). Outro estudo realizado 

pelo Brazilian SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of 

Epidemiological Importance), onde foram avaliados casos de bacteremia em 

regiões diferentes do Brasil, Acinetobacter spp. foram o quarto patógeno mais 

encontrado, com um percentual de 11,4% (19). Acinetobacter spp. também têm 

sido implicadas em bacteremia em pacientes que passaram por transplante de 

órgãos (20,21). Bacteremia em pacientes com câncer hematológico também 

tem sido descrita, até mesmo causada por isolados com altas taxas de 

resistência a antimicrobianos (22,23). No sul do Brasil, no ano de 2011, a 

prevalência de Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenêmicos em 

bacteremia foi de 17,3%; 10,6% em infecção de sítio cirúrgico; 34,5% em 

pneumonia, e 17,7% em infecções do trato urinário (24). 

Os quadros de infecções causadas por Acinetobacter spp. são ainda 

agravados pela capacidade destes microrganismos em adquir facilmente 

determinantes de resistência, o que possibilita o desenvolvimento de isolados 

resistentes aos principais antimicrobianos utilizados na terapia contra infecções 

causadas por esses patógenos (25). A aquisição de determinantes de 

resistência nestes microrganismos deve-se à sua suscetibilidade a 

modificações genéticas, incluindo aquelas proporcionadas pela transferência 
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de plasmídeos e transposons, o que pode ser potencializado quando estes 

elementos carreiam integrons (26).  

Os integrons são elementos genéticos móveis que têm a capacidade de 

capturar genes, sendo caracterizados pela presença de três elementos: um 

gene que codifica para uma integrase (intI), um sítio de recombinação (attI) e 

um promotor (P) (27). Dentre as diversas classes de integrons descritas, três 

delas são mais encontradas em isolados clínicos (classes 1, 2 e, mais 

raramente, a 3) (28). Os integrons de classe 1 são os mais encontrados em 

bactérias Gram-negativas, sendo bastante prevalentes em Acinetobacter spp. 

Esta classe de integrons possui uma estrutura contendo regiões 5’ e 3’ 

conservadas e uma região variável. Na região 5’ conservada se encontra a 

integrase 1 e o sítio de recombinação; a região variável é composta por 

diferentes cassetes gênicos; e a região 3’ conservada apresenta, comumente, 

o gene qacEΔ1 e o gene sul1, que codificam para resistência aos compostos 

quaternários de amônia e às sulfonamidas, respectivamente. Dentre os 

diferentes cassetes gênicos encontrados na região variável, os mais 

prevalentes, em Acinetobacter spp., têm sido relacionados à resistência a 

aminoglicosídeos e ao trimetoprim. Além disso, a região variável dessa classe 

de integrons encontrada em isolados clínicos também pode carrear genes que 

codificam para as principais metalo-β-lactamases (MBLs; associadas à 

resistência a β-lactâmicos) (29).  

Os integrons de classe 2 estão associados à família do transposon Tn7, 

contendo um sítio de recombinação attI2 e um promotor Pc. A integrase 2 

apresenta uma identidade menor do que 50% com a integrase 1, e não 

apresenta funcionalidade devido à presença de um códon interno de parada 
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(30). A região conservada 3’ contém os genes tnsA, tnsB, tnsC, tnsD e tnsE, 

responsáveis pela mobilidade deste integron através da inserção preferencial 

em um único local no cromossomo bacteriano (31). Além dos genes 

supracitados, o integron de classe 2 carreia cassetes gênicos, que incluem 

mais comumente os genes dfrA1, sat1 e aadA1, que são determinantes de 

resistência ao trimetoprim, estreptotricina e estreptomicina/espectinomicina, 

respectivamente (30). Integrons de classe 2 são menos prevalentes que os de 

classe 1, sendo que a maior incidência dessa classe, em Acinetobacter spp., é 

encontrada na América do Sul (32,33). 

Devido ao aumento do número de casos de infecções causadas por 

cepas resistentes a inúmeros antimicrobianos, surgiu a necessidade de uma 

classificação dos microrganismos de acordo com seu perfil de suscetibilidade a 

antimicrobianos. Entretanto, existe uma grande variabilidade nos critérios 

adotados para definir resistência a múltiplos fármacos (34). Atualmente, os 

critérios propostos por Magiorakos et al. (35) têm sido bastante utilizados em 

estudos com microrganismos do complexo ACB (6,36–38). Essa classificação 

divide os isolados em três grupos, avaliando a não suscetibilidade frente a 

diversos agentes antimicrobianos separados em nove categorias. Define-se 

como MDR (resistente a múltiplos fármacos) os isolados não suscetíveis a um 

ou mais antimicrobianos em três ou mais categorias, XDR (extensivamente 

resistentes a fármacos) quando forem suscetíveis a duas ou menos categorias 

de antimicrobianos, e PDR (pan-resistentes a fármacos) quando não foram 

suscetíveis a todos os antimicrobianos testados.  

Dentro deste contexto, o tratamento das infecções causadas pelo 

complexo ACB é considerado um desafio para a clínica médica e vem sofrendo 



 17 
 

mudanças ao longo dos anos (39). Desde a década de 1970, foram relatados 

inúmeros casos associados com cepas de Acinetobacter spp. resistentes a 

aminoglicosídeos, fluoroquinolonas e cefalosporinas , levando ao uso dos 

carbapenêmicos. Atualmente, devido à resistência aos carbapenêmicos, as 

polimixinas e a tigeciclina têm constituído opções terapêuticas nas infecções 

causadas por Acinetobacter spp. (40). Alternativamente, associações de 

antimicrobianos vêm sendo empregadas em casos de Acinetobacter spp. MDR 

e XDR. Sinergismo entre polimixina e carbapenêmico, colistina e glicopeptídeo, 

colistina e rifampicina, colistina e minociclina, assim como minociclina e 

meropenem foi descrito, sendo que as combinações de polimixinas com 

carbapenêmicos e de polimixinas com rifampicina demonstraram sinergismo 

até em isolados resistentes às polimixinas (41,42).  

Os carbapenêmicos são β-lactâmicos, que atuam ligando-se 

covalentemente às proteínas ligantes de penicilinas (PBPs) presentes na 

parede celular bacteriana, impedindo a sua síntese. Como o processo de 

formação da parede bacteriana envolve constante autólise e síntese de 

peptideoglicano, apenas a autólise se mantem, enfraquecendo a parede celular 

e gerando uma ruptura celular por conta da pressão osmótica (43). Entretanto, 

atualmente, a resistência aos carbapenêmicos é amplamente descrita em 

vários países, inclusive no Brasil (44,45). Em boletim divulgado pela ANVISA, 

dos isolados de Acinetobacter spp. responsáveis por bacteremias associadas a 

cateter, 79,3% eram resistentes aos carbapenêmicos no ano de 2014, 80,7% 

em 2013 e 77,1% em 2012 (18). Desses isolados, em 2014, a região sul foi 

responsável pela terceira maior taxa de resistência aos carbapenêmicos 

(77,8%) (18). Em um estudo realizado por um programa de vigilância em 
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antimicrobianos (SENTRY), na América Latina, foi relatado um aumento nas 

taxas de resistência ao imipenem, onde na Argentina, as taxas que eram de 

6,4% nos anos de 1997-1999 passaram a 84,9% nos anos 2008-2010, o 

mesmo tendo ocorrido no Brasil (de 12,6% para 71,4%) e no Chile (0,0% para 

50%) (46). Outro estudo, em hospitais da cidade de Porto Alegre revelou uma 

alta incidência de A. baumannii MDR (47).  

Microrganismos do complexo ACB têm apresentado muitos mecanismos 

de resistência a antimicrobianos, tais como redução da permeabilidade da 

membrana externa, perda de porinas, alterações nos sítios de ligação dos 

antimicrobianos, hiperexpressão de bombas de efluxo e produção de β-

lactamases (25,48). As β-lactamases são as principais enzimas envolvidas em 

resistência a β-lactâmicos em bactérias Gram-negativas. Ambler descreveu a 

divisão destas enzimas em quatro classes (A, B, C e D), baseando-se nas suas 

sequências de nucleotídeos e aminoácidos (49). As β-lactamases da classe A 

de Ambler, conhecidas como β-lactamases de espectro estendido (ESBLs), 

caracterizam-se como serina-β-lactamases, hidrolisam cefalosporinas e são 

inibidas por ácido clavulânico e tazobactam (50). Relatos de ESBLs em 

Acinetobacter spp. são pouco frequentes se comparados a outras β-

lactamases, porém algumas, como GES, VEB, PER e KPC, têm sido descritas 

nestas espécies (51–54).  

As MBLs, ou β-lactamases da classe B de Ambler, contêm íons de zinco 

em seu sítio ativo, e são mais frequentemente encontradas em Acinetobacter 

spp. do que as de classe A e C. Estas enzimas têm uma forte capacidade de 

hidrólise de todos os β-lactâmicos, com exceção do aztreonam. As MBLs são 

inibidas pelo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), mas não são afetadas 
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pelos inibidores de serina-β-lactamases (ácido clavulânico e tazobactam) 

(55,56). Apesar de serem produzidas intrinsicamente por microrganismos como 

Stenotrophomonas maltophilia e Bacillus cereus, também são identificadas 

como MBLs adquiridas, já que muitos genes que codificam essas enzimas 

foram identificados em elementos genéticos móveis e têm sido relatados em 

microrganismos patogênicos como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter 

spp. (57–60). Os tipos de MBLs mais importantes clinicamente encontrados em 

Acinetobacter spp. são: IMP (imipenemase) e VIM (Verona imipenemase). O 

gene blaIMP foi detectado pela primeira vez em isolados clínicos de P. 

aeruginosa, no Japão, em 1991 (59). Já em A. baumannii, genes que codificam 

para IMP-2 foram descritos no ano de 2000, na Itália, fazendo parte de um 

integron de classe 1 (60). Desde então, a presença de genes que codificam 

diversos tipos desta enzima, em diferentes países, tem sido relatada (61–65). 

Enzimas VIM constituem o maior grupo de MBLs encontradas, compreendendo 

mais de 40 variantes (29). A primeira variante descrita foi VIM-1 em P. 

aeruginosa e, posteriormente, outras variantes foram disseminadas em 

microrganismos como Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (66–68). Em 

Acinetobacter spp., estas enzimas foram relatadas em alguns países europeus 

e asiáticos e na América do Sul (64,69–73). A MBL SIM-1 (Seul imipenemase) 

é codificada pelo gene blaSIM-1, que foi encontrado como parte de um integron 

de classe 1, em isolados de Acinetobacter spp. da Coreia do Sul, sendo 

também descrito na China (74–76). Até então, é a MBL menos frequentemente 

descrita em Acinetobacter spp., não tendo sido detectada no Brasil. Além disso, 

outra MBL denominada NDM (New Dehli metalo-β-lactamase), com duas 

variantes NDM-1 e NDM-2, tem sido reportada em Acinetobacter spp. em 
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diversos países, como China, Índia, Japão, França, Egito, Canadá, e também 

no Brasil (77–84).  

Dentre as β-lactamases, as pertencentes à classe D de Ambler, 

conhecidas como enzimas hidrolisantes de carbapenêmicos (CHDLs) ou 

oxacilinases (OXAs), são consideradas um dos mais importantes 

determinantes de resistência a carbapenêmicos em Acinetobacter spp. (85). 

Carbapenemases da classe D não são inibidas por ácido clavulânico, 

tazobactam, sulbactam ou EDTA, porém sua atividade pode ser inibida in vitro 

por cloreto de sódio. Os genes que codificam para essas enzimas podem estar 

inseridos em integrons, assim como estar associados a sequências de inserção 

e transposons, sendo encontrados tanto no cromossomo, quanto em 

plasmídeos. Atualmente, as oxacilinases podem ser divididas em seis grupos: 

OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-51-like, OXA-58-like, OXA-143-like e OXA-

48-like (86). O primeiro grupo identificado em Acinetobacter spp. foi o OXA-23-

like em estudo realizado na Escócia e, desde então, esta enzima tem sido 

detectada em várias regiões do mundo, demonstrando um grande potencial de 

disseminação. No Brasil, o gene blaOXA-23 é o mais relatado dentre os que 

codificam β-lactamases (45,87), podendo estar associado a três transposons 

Tn2006, Tn2007 e Tn2008 (88,89). A OXA-23 tem capacidade de hidrólise 

maior para imipenem do que para meropenem, e, ao contrário de outras 

CHDLs pode, sozinha, determinar resistência aos carbapenêmicos (86). O 

maior grupo de oxacilinases compreende a OXA-51-like, codificada pelo gene 

blaOXA-51-like, que é considerado cromossômico e foi, inicialmente, detectado na 

Argentina (90). Esse gene era utilizado como alvo para identificar A. baumannii 

(91), já que se acreditava que era intrínseco somente nesta espécie, porém, 
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esse gene foi detectado em A. nosocomialis e Acinetobacter genoespécie close 

to 13TU, descaracterizando essa propriedade (92,93). Dentre as enzimas OXA-

51-like, as propriedades cinéticas foram estudadas nas variantes OXA-51 e 

OXA-69, identificando que essas enzimas têm uma capacidade fraca de 

hidrólise frente aos carbapenêmicos. Porém, a presença da sequência de 

inserção ISAba1, upstream aos genes blaOXA-51-like, leva à superexpressão 

destes genes, aumentando as concentrações inibitórias mínimas (CIM) para os 

carbapenêmicos (86,94,95). 

Considerando a disseminada resistência aos carbapenêmicos no 

complexo ACB, as polimixinas A e E têm sido amplamente empregadas no 

tratamento de infecções causadas por estes microrganismos (40). Estes 

fármacos agem como detergentes catiônicos, interagindo com o lipídio A do 

lipopolissacarídeo (LPS) e causando uma instabilidade na membrana externa 

dos microrganismos. Além disso, pode induzir a produção de radicais hidroxila 

e causar a morte celular rápida (96). Casos de resistência a esses 

antimicrobianos já foram descritos, estando associados, em A. baumannii, à 

perda ou modificação de LPS e ao sistema PmrAB. Este sistema atua com dois 

componentes responsáveis por controlar a expressão do gene pmrC, que atua 

na síntese do LPS, sendo a mutação do gene pmrB responsável pela 

sensibilidade reduzida às polimixinas (97). Entretanto, recentemente, na China, 

resistência à colistina mediada por plasmídeo contendo o gene mcr-1, que 

codifica para a proteína MCR-1 com atividade de fosfoetanolamina transferase, 

foi descrita em E. coli isolada de amostras de carne, animais e humanos. Esse 

gene também já foi encontrado em outras enterobactérias oriundas de outros 

países, como Dinamarca, África, Itália e Alemanha (98–103). 
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A avaliação da CIM para as polimixinas tem sido alvo de investigações, 

considerando que os métodos atuais padronizados pelo Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) apresentam variabilidade nos resultados quando 

avaliados em Acinetobacter spp., P. aeruginosa e enterobactérias (104–106). 

Na técnica de microdiluição em caldo, o antimicrobiano, que possui 

características policatiônicas, se adere ao material da microplaca utilizada 

(geralmente poliestireno), tornando-se parcialmente indisponível, o que pode 

levar a valores falsamente elevados. Alguns estudos exploraram essa hipótese 

realizando esse método com a adição de um surfactante (Tween 80), que 

atuaria ligando-se ao plástico da microplaca, impedindo a aderência do 

antimicrobiano, o que proporcionaria, então, uma maior disponibilidade de 

antimicrobiano no meio para atuar no microrganismo e, consequentemente, 

gerar resultados fidedignos no método de microdiluição. Com isso, os 

resultados destes estudos demonstram valores de CIMs diminuídos quando 

utilizado o Tween 80 (107,108). A CIM para as polimixinas também tem sido 

determinada através da utilização de fitas contendo concentrações crescentes 

do fármaco, como as fitas de E-test, que, em alguns casos, têm proporcionado 

valores menores que os encontrados na microdiluição em caldo. A CIM 

também pode ser avaliada através de diluição em ágar, que quando 

comparada à microdiluição em caldo, pode resultar em valores mais elevados 

(106,109). 
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1.2  Objetivos 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar a suscetitibilidade a antimicrobianos em isolados clínicos do 

complexo A. calcoaceticus-baumannii resistentes aos carbapenêmicos. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

1.2.2.1 Determinar a suscetibilidade a fármacos antimicrobianos 

em isolados clínicos do complexo A. calcoaceticus-baumannii, 

previamente caracterizados como resistentes aos carbapenêmicos, 

através da técnica de difusão de discos em agar; 

1.2.2.2 Determinar a concentração inibitória mínima de meropenem 

e polimixina B em isolados clínicos do complexo A. calcoaceticus-

baumannii resistentes aos carbapenêmicos; 

1.2.2.3 Detectar os genes que codificam para as -lactamases 

blaIMP, blaNDM, blaOXA-51 e blaOXA-23 em isolados clínicos do complexo A. 

calcoaceticus-baumannii resistentes aos carbapenêmicos; 

1.2.2.4 Detectar a presença de integrons das classes 1 e 2 em 

isolados clínicos do complexo A. calcoaceticus-baumannii resistentes aos 

carbapenêmicos; 
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Artigo Científico 

 

Antimicrobial susceptibility and detection of carbapenem 

resistance determinants in clinical Acinetobacter 

calcoaceticus-baumannii complex isolates 
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3.1 Considerações finais 

 

A resistência a antimicrobianos constitui um problema global de saúde 

pública (110) que necessita de atenção contínua por de todos os profissionais 

envolvidos na assistência à saúde. Microrganismos pertencentes ao complexo 

ACB, principalmente A. baumannii, são responsáveis por infecções de difícil 

tratamento, geralmente em pacientes internados em UTIs, estando entre os 

patógenos que frequentemente causam infecções e conseguem escapar dos 

efeitos dos antimicrobianos em todo o mundo (47,111,112). A dificuldade de 

tratamento das infecções por esses patógenos está associada, principalmente, 

à capacidade que os mesmos possuem de adquirir mecanismos de resistência, 

o que faz com que cada vez mais sejam encontrados fenótipos MDR, XDR e, 

até mesmo, PDR (25).  

Quarenta e seis diferentes perfis de suscetibilidade a antimicrobianos 

foram encontrados nos isolados avaliados neste trabalho, sendo mais 

frequentemente encontrado o de não-suscetibilidade a pelo menos um 

antimicrobiano de todas as categorias testadas, exceto polimixina B. Esses 

dados geraram uma caracterização de XDR para 82,5% dos isolados, e MDR 

em 17,5%, demonstrando o quão difícil é o tratamento para as infecções 

ocasionadas por microrganismos do complexo ACB.  

Dentre os determinantes de resistência investigados, blaOXA-23 foi 

encontrado em todos os isolados, mostrando a sua disseminação no hospital 

de origem dos isolados, e também corroborando com o que vem sendo 

relatado mundialmente (88,113). A grande maioria dos isolados investigados 
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nesse estudo apresentaram integrons de classe 1 e 2, ou pelo menos uma das 

classes, o que indica que esses isolados não só são capazes de adquirir 

determinantes de resistência, como também são facilmente capazes de 

transmití-los. A caracterização dos integrons de classe 1 mostrou que aqueles 

que tiveram a região variável amplificada foram dividos em quatro grupos de 

acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados e investigados quanto ao 

seu conteúdo. Genes que codificam resistência a aminoglicosídeos e 

trimetoprim, assim como outro de função não identificada foram encontrados. O 

conteúdo completo dos fragmentos maiores já amplificados, bem como novas 

reações de amplificações empregando métodos que possam determinar o 

conteúdo de regiões variáveis não amplificadas neste trabalho serão avaliados 

futuramente.  

Embora altos percentuais de resistência a antimicrobianos tenham sido 

detectados, a maioria dos isolados foi suscetível à doxiciclina, minociclina e 

polimixina B. A polimixina B constitui a principal alternativa para o tratamento 

de infecções causadas por Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenêmicos, 

o que reforça a importância da correta determinação da CIM para este 

antimicrobiano. Neste trabalho, constatou-se que a adição do surfactante 

polissorbato 80 mostrou diferença na interpretação dos resultados, 

provavelmente devido à característica policatiônica da polimixina B, que a torna 

capaz de se ligar ao poliestireno da microplaca utilizada nas microdiluições 

(106,108,109). Infere-se que o surfactante atua impedindo a ligação do 

antimicrobiano à microplaca, consequentemente o liberando em maior 

quantidade no meio de cultivo para interação com o inóculo. Na comparação da 

técnica de E-test com o método de referância adotado neste trabalho 
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(microdiluição em caldo), foram encontrados dois major errors (ME) e um very 

major error (VME), os valores em sua maioria apresentaram-se diminuídos no 

E-test, consistindo uma discrepância de 58,8%. Mesmo com valores 

diminuídos, uma alta taxa de categorical agreement (CA) foi verificada. Estudos 

anteriores relatam valores diminuídos quando testados isolados suscetíveis, 

assim como altas taxas de VME, com valores baixos de essential agreement 

(EA) (106,109). A presença de MEs e VMEs é preocupante em virtude desta 

técnica ser amplamente utilizada nos laboratórios clínicos, o que 

consequentemente pode levar ao uso inadequado do fármaco e consequente 

falha terapêutica. Na diluição em ágar, sete ME foram encontrados na 

comparação com o método de referência, com valores de CA e EA de 58,8%. 

Valores levemente aumentados têm sido, de modo geral, encontrados em CIMs 

avaliadas através de diluição em ágar (109,114). Essa variabilidade entre os 

resultados demanda uma nova padronização das técnicas para a avaliação de 

CIM para as polimixinas, visto que cada vez mais Acinetobacter spp. XDR são 

encontrados, exigindo o uso de polimixinas como tratamento para infecções 

causadas por eles. 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a capacidade que 

microrganismos do complexo ACB possuem de adquirir mecanismos de 

resistência, evidenciando as altas taxas de não-suscetibilidade aos principais 

antimicrobianos utilizados terapeuticamente. Os dados gerados podem 

embasar novas estratégias terapêuticas e também evidenciar a importância 

das medidas preventivas frente a microrganismos que carreiam determinantes 

de resistência em ambiente hospitalar. Considerando que os isolados coletados 

neste trabalho pertencem a um mesmo hospital, sendo a sua maioria de UTI, 
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faz-se importante a investigação da relação genética dos mesmos, o que 

constitui uma perpesctiva deste trabalho, que será realizada através de técnica 

de PFGE (Pulsed Field Gel Eletrophoresis). 
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