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RESUMO 

 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. e Acinetobacter spp. estão entre as cinco principais 

causas de infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS), e estão associadas a um 

elevado índice de mortalidade em pacientes oncológicos. Diante da vulnerabilidade destes 

pacientes e da crescente incidência de patógenos multidroga resistentes (MDR), o presente 

trabalho teve por objetivo realiza um estudo epidemiológico e molecular de infecções 

ocasionadas por P. aeruginosa, Klebsiella spp. e Acinetobacter spp. em pacientes com 

neoplasias sólidas, internados em um hospital de Recife-PE. Para tal, foi realizado um estudo 

descritivo de corte transversal dos dados clínicos, microbiológicos e hospitalares e os genes 

de resistência blaSPM-1, blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaTEM e blaCTX-M, foram investigados por meio 

da reação em cadeia da polimerase. Também foi realizada tipagem molecular dos isolados 

MDR utilizando a técnica Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-based PCR (ERIC-

PCR). Entre 2012 e 2014, foram obtidos 169 isolados, sendo 58 P. aeruginosa, 36 

Acinetobacter spp. e 75 Klebsiella spp.. A frequência de patógenos MDR (69,6%, IC95% 

61,5% - 76,9%) foi significativamente maior que os isolados não MDR (30,4%, IC95% 23,1% 

- 38,5%). Dentre as bactérias resistentes aos carbapenêmicos, o gene blaSPM-1 foi detectado em 

P. aeruginosa (35,5%) e Acinetobacter spp. (3,8%), e o gene blaKPC detectado apenas em P. 

aeruginosa (25,8%). Já entre os isolados resistentes às cefalosporinas de terceira e quarta 

geração, o gene blaTEM estava presente em Acinetobacter spp. (25,9%) e Klebsiella spp. 

(30,6%) e o gene blaCTX-M em 58,3% das Klebsiella spp.. Também foi observado que o câncer 

de pulmão e os pacientes do sexo masculino foram predominantes na amostra e que o uso 

prévio de antimicrobianos durante o internamento e até três meses antes do isolamento do 

patógeno descrito neste estudo, apresentaram associação com o desenvolvimento de infecções 

por patógenos MDR. Assim, os resultados encontrados podem contribuir com epidemiologia 

molecular dos genes de resistência presentes no ambiente hospitalar, além de ressaltar a 

importância da monitorização contínua das IRAS em pacientes com câncer internados por 

longos períodos, a fim de melhorar os cuidados prestados a estes pacientes. 

 

Palavras-chave: Beta-Lactamases, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Klebsiella spp., 

Neoplasia. 

 

 



ABSTRACT 

 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. and Acinetobacter spp. are among the five leading 

causes of Healthcare-associated Infections (HAI) in cancer patients, and those associated with 

a high mortality rate. Because of the vulnerability of patients and the increasing incidence of 

multidrug-resistant pathogens (MDR), this study aimed to realize an epidemiological and 

molecular study of infections caused by P. aeruginosa, Klebsiella spp. and Acinetobacter spp. 

in patients with solid tumors, admitted to a Recife-PE hospital. Therefore, we conducted a 

descriptive cross-sectional study of clinical, microbiological and hospital, and the resistance 

genes blaSPM-1, blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaTEM and blaCTX-M, were investigated by polymerase 

chain reaction. It was also performed molecular typing of MDR isolates using Enterobacterial 

Repetitive Intergenic Consensus-based PCR (ERIC-PCR). Between 2012 and 2014, were 

obtained 169 isolates, 58 P. aeruginosa, 36 Acinetobacter spp. and 75 Klebsiella spp.. The 

frequency of MDR pathogens (69.6% 95% 61.5% - 76.9%) was significantly higher than non-

MDR isolates (30.4% 95% 23.1% - 38.5%). Among the carbapenem-resistant bacteria, the 

blaSPM-1 gene was detected in P. aeruginosa (35.5%) and Acinetobacter spp. (3.8%), and 

blaKPC gene detected only in P. aeruginosa (25.8%). Among the resistant isolates to the third 

and fourth generation cephalosporins, the blaTEM gene was present in Acinetobacter spp. 

(25.9%) and Klebsiella spp. (30.6%) and blaCTX-M gene in 58.3% of the Klebsiella spp.. It was 

also noted that lung cancer and male patients were predominant in the sample and the 

previous use of antimicrobials during hospitalization and antibiotic use up to three months 

before the pathogen isolation described in this study were associated with the development of 

pathogen infections MDR. Thus, the results can contribute to molecular epidemiology of 

resistance genes present in the hospital, and underline the importance of continuous 

monitoring of HAI in cancer patients hospitalized for long periods aiming improve the care 

provided to these patients. 

 

Keywords: Beta-Lactamases, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp.,  cancer. 
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1. Introdução 

 

As neoplasias malignas sólidas no Brasil representam 77,1% do número de casos novos 

de câncer, segundo estimativa do Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva 

(INCA) para o ano de 2014, excluindo os casos de câncer de pele não melanoma (INCA, 2014). 

Em Pernambuco, magnitude semelhante foi registrada no Sistema de Informações Hospitalares 

do SUS (SIH/SUS), no período de novembro de 2012 a abril de 2014, onde as neoplasias 

malignas sólidas representaram 68,8% do total de internamentos por este agravo na rede pública 

do estado de Pernambuco (Brasil, 2015).  

No paciente com câncer, assim como em outros pacientes que sofrem internamentos por 

longos períodos, as infecções relacionadas à assistência a saúde (IRAS) persistem como um 

problema de saúde pública (Cornejo-Juárez et al., 2015). Ademais, o diagnóstico de infecções 

neste grupo de pacientes é muitas vezes dificultado por uma manifestação sutil ou atípica, 

elevando o risco de ocasionar sepse grave e morte (Gudiol et al.,  2011; Pongas et al., 2012). 

Adicionalmente, a utilização de medicamentos citotóxicos potentes e ferramentas diagnósticas 

cada vez mais invasivas são apontadas como fatores relacionados à elevada frequência e 

gravidade das IRAS em pacientes com câncer (Maschmeyer; Haas, 2008; Wang et al.,  2011).  

Outro fator preocupante é a crescente taxa global de infecções relacionadas a bactérias 

multidroga resistentes (MDR) (Aly; Al-Mousa; Al Asar-el., 2008; Gudiol et al., 2011), definidas 

como resistentes a pelo menos três diferentes classes de antibióticos (CDC, 2013). As infecções 

provocadas por estes patógenos merecem destaque por reduzirem as opções de tratamento da 

infecção, além de elevarem os custos da hospitalização e agravarem o estado de saúde dos 

pacientes (Gudiol et al., 2011; Neidell et al., 2012; Vasudevan et al., 2015). 

Dentre os microrganismos mais frequentemente associados a IRAS em pacientes com 

câncer estão a Klebsiella spp.,  P. aeruginosa, e Acinetobacter spp., os quais apresentam 
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elevadas taxas de resistência aos antimicrobianos, e são consideradas bactérias MDR de grande 

importância clínica (Pongas et al., 2012; Andria et al., 2015; Marín et al., 2014). Neste grupo de 

bactérias, uma causa importante de multirresistência é a produção de β-lactamases, codificadas 

pelo gene bla, devido à ampla variedade de enzimas existentes, incluindo as  β-lactamases de 

espectro estendido (ESBL) como TEM, SHV e CTX-M, e as carbapenemases como GES, 

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) e metalo-β-lactamases (MBL) como IMP, VIM, 

SPM e NDM (Bassetti; Righi 2013; Chaudhary; Payasi, 2014; Wang et al., 2011; Zafer et al., 

2014). 

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo realizar um estudo 

epidemiológico e molecular de infecções ocasionadas por P. aeruginosa, Klebsiella spp. e 

Acinetobacter spp. em pacientes com neoplasias sólidas, internados em um hospital de Recife-

PE no período entre novembro de 2012 e abril de 2014.  

Tal investigação pode contribuir para o conhecimento da epidemiologia das IRAS em 

pacientes com neoplasias sólidas, bem como ressalta a importância da vigilância contínua de 

bactérias MDR no ambiente hospitalares. Também reforça a necessidade aplicação de medidas 

de controle de IRAS, buscando minimizar a disseminação destes patógenos, tais como a adesão 

aos protocolos de higiene das mãos e descontaminação ambiental. 
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2. Revisão de Literatura 

 

2.1 INFECÇÕES RELACIONADAS À SAÚDE EM PACIENTES COM CÂNCER 

 

As infecções bacterianas são uma das principais causas de complicações e de morte 

em pacientes com cânceres hematológicos e neutropenia induzida por quimioterapia 

(Bucaneve et al., 2005). As bacteriemias são a principal causa de morte em pacientes com 

câncer seja diretamente ou por interferir no cronograma da quimioterapia (Paul et al., 2010; 

Pongas et al., 2012). Os principais patógenos causadores de IRAS em pacientes com câncer 

são P. aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella spp., Acinetobacter baumannii e 

Staphylococcus aureus (Andria et al., 2015; Chaudhary; Payasi, 2014; Pongas et al., 2012).  

Nos pacientes oncológicos, os fatores de risco para a infecção por microrganismos 

patogênicos podem sobrepor-se, uma vez que, além do imunocomprometimento causado pela 

própria patologia, estes pacientes são submetidos a tratamento cirúrgico, quimioterápico e/ou 

radioterápico, sendo a neutropenia induzida pela quimioterapia, um dos maiores riscos para 

infecção nessa população (Cavalcante, 2000; Maschmeyer; Haas, 2008). 

Complicações infecciosas acontecem em aproximadamente 60,0% dos pacientes após 

doses elevadas de quimioterapia, radioterapia e transplante de células blásticas 

hematopoiéticas autólogas. As complicações também dependem dos regimes de tratamento 

utilizados (poliquimioterapia versus monoterapia; regimes com ou sem irradiação total do 

corpo) e um alto-risco para infecção está associado à neutropenia por um período superior a 

10 dias (Larsson; Bjorkstrand; Ljungman, 1998; Wang et al., 2011; Yamasaki et al., 2008). 

Fatores de risco para infecção em pacientes com câncer incluem deficiências imunes 

subjacentes, comorbidades e efeitos adversos relacionados ao tratamento. Entretanto, é 

importante observar que os fatores de risco estão associados a agentes infecciosos específicos, 
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e a compreensão de cada fator de risco individual pode ajudar as estratégias diretas para 

diagnóstico e tratamento (Zembower, 2014). 

Para melhor esclarecer os casos, estudos voltados para descrição de características da 

população e pesquisa de fatores de risco para o desenvolvimento de IRAS em pacientes com 

câncer têm sido desenvolvidos em todo mundo (Andria et al., 2015; Costa; Atta; Silva, 2015; 

Gudiol et al., 2011; Marín et al 2014; Pongas et al., 2012; Ram et al., 2012). 

Pongas et al. (2012) estudaram uma série histórica de infecção em pacientes com 

câncer, no MD Anderson Cancer Center da Universidade do Texas no período de 10 anos 

(1998-2008), revisando os prontuários retrospectivamente. Diversas características foram 

avaliadas e observaram que de 598 pacientes que foram submetidos a consultas de 

especialistas em doenças infecciosas, a maioria deles tinha tumores sólidos (53%), 

predominantemente câncer de mama, e o linfoma não-Hodgkin foi a neoplasia maligna 

hematológica mais comum. Quase metade dos pacientes (45%) tinham tumores ativos, mas 

alguns deles apresentavam neutropenia severa (8%) ou estavam recebendo doses elevadas de 

corticosteróides (17%). De 337 organismos patogênicos isolados, os mais prevalentes foram 

micobactérias atípicas (16%), S. aureus meticilina resistentes (13%), Aspergillus sp. (11%) e 

P. aeruginosa (8%).  

Ram et al. (2012) pesquisaram quadros de infecção em 271 pacientes neutropênicos 

febris (quadro inicial e subsequente de febre) de uma unidade onco-hematológica em Israel e 

observaram que as bactérias Gram-negativas foram predominantes tanto no quadro inicial de 

febre como nos subsequentes (64% e 71%, respectivamente). Os patógenos mais frequentes 

no quadro de febre inicial foram E. coli (28,8%), S. aureus (13,5%), P. aeruginosa (9,6%), 

Klebsiella pneumoniae (8,7%) e nos quadros de febre subsequentes foram E. coli (25,3%), 

Enterococcus sp. (16,0%), K. pneumoniae (12,0%) e P. aeruginosa (12,0%). Foi observada 

também uma redução no padrão de susceptibilidade aos antimicrobianos nos isolamentos dos 
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quadros subsequentes de febre, sugerindo que a exposição anterior aos antibióticos impacta 

significativamente a susceptibilidade aos antimicrobianos. 

Outro estudo com o objetivo de verificar o perfil de IRAS em pacientes com câncer foi 

realizado no Instituto Português de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E., em 

Portugal, no o período de Setembro de 2009 a Fevereiro de 2010. Neste estudo, os patógenos 

mais frequentemente isolados foram E.coli (16,0%), seguido por Staphylococcus coagulase 

negativa (13,4%), P. aeruginosa (12,8%), S. aureus (12,8%), Candida spp. (9,1%), 

Enterococcus faecalis (9,1%), K. pneumoniae (7,0%) e Proteus mirabilis (5,9%). Também foi 

verificado que as infecções foram mais prevalentes em homens e a média de idades da 

população estudada foi 62,9 anos. O tipo de infecção mais comum foi a infecção respiratória 

(Alexandre et al., 2010). 

Em pacientes pediátrico, Tang et al. (2012) investigaram o perfil imunológico e 

quadros de infecção no departamento de Oncologia hematológica do Children’s Hospital of 

Zhejiang, da Faculdade de Medicina da China (University School of Medicine), de agosto de 

2005 a maio de 2009. Foram investigadas 145 crianças com câncer hematológico, que 

apresentaram estado febril e hemocultura positiva. As idades variaram entre 0,58 - 15,17 anos 

(média de 5,75 anos). Na maioria dos casos, a infecção foi provocada por bactérias Gram-

negativas (60,7%), seguido pelas bactérias Gram-positivas (37,2%) e fungos (2,1%). Os 

principais patógenos envolvidos foram E. coli, Staphylococcus epidermidis, K. pneumoniae e 

Serratia marcescens e P. aeruginosa, respectivamente.  

Em relação pesquisa de fatores de risco para infecção bacteriana invasiva, Santolaya et 

al. (2001) avaliaram 257 crianças com câncer que apresentavam um quadro neutropênico 

febril, procedentes de cinco hospitais em Santiago no Chile no período entre maio de 1996 e 

setembro de 1997. Cinco parâmetros foram estatisticamente significativos para a infecção 

bacteriana invasiva. Ranqueados por ordem de significância, foram os seguintes: níveis de 
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proteína C reativas superiores a 90 mg/L (risco relativo [RR] 4,2; Intervalo de confiança de 

95% [IC95%] 3,6 a 4.8); presença de hipotensão (RR 2,7; 95% IC95% 2,3 a 3,2); leucemia 

recidivante (RR 1,8; 95% IC95% 1,7 a 2,3); contagem de plaquetas igual ou inferior a 

50.000/mm
3
 (RR 1,7; 95% IC95% 1,4 a 2,2); e quimioterapia recente (< 7 dias) (RR 1,3; 95% 

IC95% 1,1 a 1,6). Outros fatores de risco postulados, como magnitude da febre e contagem de 

monócitos não foram fatores de risco independentes nesta população estudada. 

No que tange aos efeitos de intervenções feitas pela vigilância ativa das IRAS, Nagao 

et al. (2011) investigaram a incidência de infecção provocada por P. aeruginosa 

multirresistente produtora de metalo-β-lactamase (MBL) em 1.240 leitos terciários de uma 

unidade onco-hematológica do Hospital Universitário de Kyoto, em Kyoto, Japão. Estratégias 

de controle de infecção em 2004 incluíram o reforço de precauções de contato, análise de 

fatores de risco para a infecção por P. aeruginosa multirresistente produtora de MBL e 

cessação de coleta de urina. No entanto, novas infecções foram identificadas em 2006, o que 

levou a reforçar a limpeza do ambiente, vigilância de rotina ativa, e restringindo a utilização 

carbapenem. Entre 2004 e 2010, 17 pacientes na unidade foram infectados com cepas de P. 

aeruginosa produtora de MBL. Os últimos cinco pacientes infectados foram encontrados pela 

vigilância ativa de rotina, mas a transmissão horizontal era indetectável. O surto na unidade 

onco-haematológica foi finalmente contido em 2008, controlada através de intervenções 

multidisciplinares. 

Também voltado para vigilância de IRAS, Cataneo et al. (2011), investigaram a 

sensibilidade e especificidade dos critérios para isolamento de pacientes admitidos no 

Hospital de Câncer de Barretos, em São Paulo, Brasil. Este estudo se baseou nas primícias de 

que o isolamento precoce de pacientes possivelmente colonizados por microrganismos 

multirresistentes, pode minimizar sua disseminação, reduzindo os casos de IRAS e os custos 

associados às mesmas. A população estudada foi composta por 61 pacientes, admitidos no 
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período de 01 março a 31 de agosto de 2009, e procedentes de outros hospitais. Os 

microrganismos resistentes mais frequentemente isolados foram A. baumannii (36,3%), P. 

aeruginosa (21,9%), S. aureus resistentes à meticilina (14,7%), K. pneumonia (11%) e E. coli 

(7,8%). E dentre os critérios de isolamento investigados estava o uso de antimicrobianos no 

hospital de origem, dias de internação no hospital de origem maior ou igual a sete dias e 

internação em UTI no hospital de origem. Os resultados da pesquisa mostraram que os 

critérios clínicos adotados para a instituição apresentaram sensibilidade de 90,0%, e 

especificidade de 6,5%. 

No que se refere ao tratamento profilático, Bucaneve et al. (2005) avaliaram a ação da 

levofloxacina para prevenir infecções em 760 pacientes com três diferentes tipos de câncer 

(leucemia aguda, tumor sólido e linfoma) que desenvolveram neutropenia induzida pelo 

tratamento quimioterápico contra as neoplasias em 35 centros médicos da Itália. Os autores 

constataram que a profilaxia com levofloxacina em pacientes de alto risco com neutropenia 

foi efetiva. Em contrapartida, outros estudos apontam o uso de antimicrobianos anterior como 

fator de risco para o desenvolvimento de infecções provocadas por patógenos MDR (Andria 

et al., 2015; Costa; Atta; Silva, 2015). 

Adicionalmente, estudos demonstram que a terapia empírica inadequada de 

antimicrobianos está associada a piores resultados em pacientes com diversos tipos de 

infecções. Especificamente, a terapia empírica inadequada e o atraso no tratamento apropriado 

estão vinculados ao surgimento de patógenos MDR, bem como ao aumento da morbidade, 

mortalidade e do tempo de permanência hospitalar (CDC, 2010; Kumar et al., 2009). 

 Assim, estes estudos mostram que P. aeruginosa, Klebsiella spp. e 

Acinetobacter spp. estão entre os patógenos mais frequentes em IRAS envolvendo pacientes 

com câncer, e que múltiplos fatores podem estar envolvidos na gênese destas infecções. 
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2.2 Pseudomonas aerugunosa 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria ubíqua, amplamente distribuída na natureza, 

incluindo no solo, na matéria orgânica em decomposição, na vegetação e na água, também 

pode ser encontrada em ambientes hospitalares úmidos, como pias, banheiros, equipamentos 

de ventilação mecânica e de diálise (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009). Esta bactéria é 

considerada um patógeno oportunista frequentemente relacionada às IRAS, multidroga 

resistência e mortalidade dos pacientes acometidos, especialmente nos em hospitalizados por 

longos períodos de permanência ou ambulatoriais imunocomprometidos (Murray; Rosenthal; 

Pfaller, 2009; Oliveira; Kovner; Silva 2010). 

Pertencentes à família Pseudomonadaceae, gênero Pseudomonas, apresentam-se como 

bacilos Gram-negativos retos ou ligeiramente curvos, com tamanho de 0,5-1,0m por 1,5-

4,0m, tipicamente dispostos aos pares, não fermentadores de carboidratos, aeróbios estritos, 

móveis, não produtor de esporos. Possuem necessidades nutricionais mínimas e toleram uma 

ampla variedade de temperaturas (4ºC a 42ºC) (Madigan; Martinko; Parker, 2004; Murray; 

Rosenthal; Pfaller, 2009; Pitt; Simpson, 2006). 

De acordo com a raiz etimológica, o nome Pseudomonas refere-se à aparência do 

microrganismo na coloração de Gram, o qual se apresenta disposta aos pares, assemelhando-

se a células únicas (pseudes,”falso”; monas, uma ”unidade”). E a espécie P. aeruginosa tem 

origem relacionada à pigmentação verde resultante da produção de piocianina e pioverdina 

(aeruginosa, cheio de “ferrugem” ou verde) (Pfaller, 2009; Oliveira; Kovner; Silva 2010). 

Pode ser inicialmente identificada por exame macroscópico das colônias, as quais se 

apresentam como colônias grandes, espalhadas e geralmente β- hemolíticas em meio ágar 

sangue e com pigmentação verde e com odor de fruta (semelhante à uva), produzido pela 

piocianina em meio específico para a espécie, que é o ágar cetrimide (Murray; Rosenthal; 
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Pfaller, 2009; Winn et al., 2008). Em sequencia, a identificação procede com uma bateria de 

testes bioquímicos que tem como resultado: fermentação de açúcares negativa, oxidação da 

glicose em meio basal (oxidase positivo), utilização de citrato como única fonte de carbono 

(citrato positivo), inabilidade de descarboxilar a lisina (lisina negativo) e incapacidade de 

utilização do aminoácido triptofano (indol negativo) (Winn et al., 2008). 

Diversos fatores de virulência estão envolvidos na patogênese da infecção por P. 

aeruginosa, a qual é dividida em três fases, são elas: adesão e colonização bacteriana, invasão 

local e disseminação sistêmica da infecção, contudo, a infecção pode ser debelada em 

qualquer uma das etapas (Todar, 2004).  Os principais fatores de virulência envolvidos nesse 

processo são as adesinas (cápsula de alginato, lipopolissacarídeos [LPS], flagelos e pili) e as 

enzimas e toxinas secretadas (exotoxina A, fosfolipase C, exoenzima S, exoenzima T, 

elastases, proteases, hemolisinas [ramnolipídios], sideróforos e pigmentos tais como 

piocianina, pioverdina, piorrubina e piomelanina) (Freitas; Barth, 2004; Kiska; Gilligan, 

2003; Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009). 

As doenças ocasionadas pela P. aerugunosa incluem infecções do trato respiratório, 

trato urinário, pele e tecidos moles, ouvido e olhos, assim como bacteriemia e endocardite 

além de outras consequências em pacientes imunocomprometidos (Madigan; Martinko; 

Parker, 2004; Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009; Winn et al., 2008). 

 

2.3 Acinetobacter spp. 

 

O gênero Acinetobacter é composto por bactérias saprófitas ubíquos, encontrados na 

natureza e no ambiente hospitalar. Assim como a P. aeruginosa, possui predileção por 

superfícies úmidas, como equipamentos de ventilação mecânica, porém diferente de outros 

bastonetes Gram-negativos, é capaz de sobreviver em superfícies secas, como a pele (Murray; 

Rosenthal; Pfaller, 2009). 
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A taxonomia deste gênero permaneceu indefinida por anos. O gênero que hoje é 

conhecido como Acinetobacter spp., antes foi denominado de Micrococcus calcoaceticus, 

Bacterium anitratum e Achoromobacter (Henriksen, 1973). Apesar do nome Acinetobacter 

spp. ter sido proposto em 1957 por Brisou e Prevout para descrever um novo gênero para as 

espécies não móveis de Achoromobacter, somente onze anos depois, após estudo aprofundado 

das características do novo gênero foi que a denominação Acinetobacter  foi aceita pelos 

taxonomistas (Henriksen, 1973). 

 A origem etimológica do nome dado a este gênero se deve a característica de ser um 

bastonete imóvel (akinetos, “incapaz de mover” e bactrum, “bastonetes”) (Murray; Rosenthal; 

Pfaller, 2009). Estes são cocobacilos Gram-negativos arredondados, aeróbios estritos, que 

frequentemente se apresentam como diplococos, assemelhando-se a morfologia de Neisseria 

gonhorrhoeae, o que favoreceu a designação taxonômica arcaica do gênero “Mima” 

(imitador) (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009; Winn et al., 2008).  

 A identificação inicial pode ser feita em meio ágar sangue, no qual as colônias 

apresentam-se com 0,5-2,0mm de diâmetro, translúcidas a opacas (nunca pigmentadas). 

Convexas e inteiras. O gênero Acinetobacter é subdividido em dois grupos: as espécies que 

oxidam a glicose (A. baumannii é a mais frequente), e as espécies que não oxidam a glicose 

(A. lowffii e A. haemolyticus são as mais frequentes). A maioria das cepas cresce em meio 

ágar MacConkey, onde podem produzir uma leve cor rosada indicando oxidação da glicose 

presente no meio (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009; Winn et al., 2008). Em seguida a 

confirmação do gênero é feita por meio de testes bioquímicos que são o teste de oxidase 

(negativa), redução de nitrato (negativo), pigmentação (negativa) e motilidade (negativa) 

(Winn et al., 2008). 

 Inicialmente, apenas as espécies Acinetobacter calcaceticus e Acinetobacter lwoffii 

foram consideradas pertencentes ao gênero Acinetobacter, porém, estudos fenotípicos e de 
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hibridização do DNA proporcionaram ampliação deste grupo, composto por 23 espécies com 

nomes válidos e nove genoespécies provisoriamente designadas (Peleg; Seifert; Paterson, 

2018; Peleg et al., 2012). 

 Estas bactérias podem colonizar ou fazer parte da microbiota da orofaringe de um 

pequeno número de indivíduos sadios, podendo, esta população, aumentar durante o período 

de hospitalização. Todavia, a maioria das infecções humanas é causada por A. baumannii, que 

comumente está relacionado à multidroga resistência ou mesmo pan-resistencia (resistência a 

todas as classes de antimicrobianas testadas), dificultando o tratamento da infecção 

(Montefour et al., 2008; Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009). 

Os atributos que tornam as espécies de Acinetobacter mais hábeis em causar surtos em 

humanos e doença ainda são mal compreendidos. Porém, alguns mecanismos de virulência já 

foram identificados em A. baumannii, incluindo aquisição de sistemas mediados por ferro de 

sideróforos, formação de biofilme, adesão e função da proteína de membrana externa, 

lipopolissacarídeos (LPS), formação de cápsula e quorum-sensing (Peleg et al., 2012).  

Assim como P. aeruginosa, Acinetobacter spp. são patógenos oportunistas que 

acometem principalmente pacientes expostos a fatores de risco como uso de antimicrobianos 

de amplo espectro, cirurgia, ou sob ventilação respiratória mecânica. Frequentemente estão 

relacionados a infecções no trato respiratório, trato urinário e feridas; podendo causar 

septicemia (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009).  Um estudo clínico recente mostrou que A. 

baumannii foi um preditor independente de mortalidade (Chuang et al., 2011).  

 

2.4 Klebsiella spp. 

 

 Klebsiella spp. também são ubíquas na natureza, sendo encontradas em água de 

superfície, esgoto, solo e plantas, mais comumente. Também podem colonizar ou fazer parte 
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da microbiota nas superfícies mucosas de mamíferos, tais como os seres humanos, cavalos, ou 

porcos (Podschun; Ullmann, 1998). 

O gênero Klebsiella spp. pertence a família Enterobacteriaceae, que é formado por 

bacilos Gram-negativos de tamanho moderado (0,3 a 1,0 × 1,0 a 6,0μm), anaeróbios 

facultativos e que crescem em uma grande variedade de meios seletivos e não seletivos, como 

ágar MacConkey e ágar sangue, respectivamente (Madigan; Martinko; Parker, 2004; Murray; 

Rosenthal; Pfaller, 2009). O nome Klebsiella foi dado, no final do século XIX, em 

homenagem ao médico e bacteriologista alemão chamado Theodor Albrecht Edwin Klebs, 

considerado descobridor do gênero (Winn et al, 2008). 

Como as demais Enterobacteriaceae, as bactérias pertencentes ao gênero Klebsiella 

spp. fermentam glicose, reduzem o nitrato, são catalase positiva e oxidase negativa e têm 

necessidades nutricionais simples, com exceção da espécie Klebsiella granulomatis que não 

pode ser cultivada em meios convencionais (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009; Winn et al., 

2008).  

Os principais fatores de patogenicidade de Klebsiella spp. estudados são: LPS (oito 

sorotipos), cápsula composta por polissacarídeos complexos (77 sorotipos), sideróforos e 

adesinas (pili tipo 1 [MSHA], pili tipo [MR/K-HA], fímbria KPF-28, CF29K [não fimbrial] e 

adesinas agregadoras) (Podschun; Ullmann, 1998). Destes, destaca-se a cápsula 

polissacarídica que é responsável pela aparência mucoide das colônias isoladas em meios de 

cultivo e pelo aumento da virulência dos microrganismos in vivo (Murray; Rosenthal; Pfaller, 

2009). 

Bactérias do gênero Klebsiella spp. podem causar infecções adquirida na comunidade 

ou relacionada à assistência a saúde, especialmente em pacientes imunocomprometidos. As 

infecções mais comumente ocasionadas por estas bactérias estão: pneumonia, infecções do 

trato urinário e de feridas, bacteriemia, enterites, meningite em crianças e sepse (Winn et al., 
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2008). Dentre estas doenças, destaca-se a pneumonia por frequentemente envolver destruição 

necrótica dos espaços alveolares, formação de cavidades e produção de escarro com sangue 

(Murray; Rosenthal; Pfaller, 2009).  

Inicialmente, o gênero Klebsiella foi composto pelas seguintes espécies: K. oxytoca, K 

terrigena, K. planticola, K. ornithynolytica e K. pneumoniae (Ørskov; Ørskov, 1984).  

Posteriormente, com a análise da estrutura filogenética, duas novas espécies foram descritas. 

A primeira delas foi Klebsiella variicola, que vinha sendo identificada como K. pneumoniae 

através dos métodos de identificação convencionais, porém a análise das sequências dos genes 

rpoB, gyrA, mdh, infB, phoE e nifH, levaram a ser considerada como uma nova espécie 

(Rosenblueth et al., 2004); a segunda foi a Klebsiella singaporensis, cuja nova classificação 

baseou-se nas sequências dos genes de RNAr 16S e do gene rpoB. Outras novas espécies de 

Klebsiella propostas que ainda foram pouco investigadas são: K. milletis e K. senegalensis 

(Alves et al., 2006). 

Dentre as espécies, as mais frequentemente envolvidas em infecções em humanos são 

Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca, sendo a K. pneumoniae a espécie clinicamente 

mais importante, por estar associada a altas taxas de mortalidade (Haryani et al., 2007). 

 

2.5 RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS 

 

O problema mais importante relacionado às doenças infecciosas na atualidade é o 

rápido desenvolvimento de resistência aos antibióticos. Os mecanismos de resistência 

bacterianos são um fenômeno que pode ser intrínseco ou adquirido e podem ocorrer por 

alteração da permeabilidade, bombas de efluxo, alteração genética do alvo e ação enzimática, 

conforme apresentado na figura 1 (Strelkauskas, Strelkauskas, Moszyk-Strelkauskas, 2010). 
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Figura 1. Sítios de ação e possíveis mecanismos de resistência bacteriana aos antimicrobianos. 

Fonte: Mulvey; Simor, 2009 (traduzido). 

 

Dentre estes mecanismos, o presente estudo explanará a respeito da produção de 

enzimas β-lactamases, por esta apresentar uma amplamente disseminação no mundo, além de 

apresentar uma crescente diversidade estrutural e de espectro de atividade, com mais de 1600 

variantes enzimáticas até o presente momento (Jacoby; Bush, 2015; Livermore & Woodford, 

2006). 

 

2.2.1 β-LACTAMASES 

 

As β-lactamases são enzimas produzidas por algumas bactérias e são responsáveis por 

sua resistência aos antibióticos β-lactâmicos como as penicilinas, cefalosporinas, 

carbapenêmicos e monobactans. Estes antibióticos têm como elemento comum em suas 

estruturas moleculares um anel β-lactâmico. As enzimas β-lactamases atua por meio da 
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quebra da ligação amida no anel β-lactâmicos, resultando na inativação dos fármacos 

pertencentes a essa classe antimicrobiana. Estas enzimas são codificadas por genes bla 

comumente localizados em elementos genéticos móveis, sendo capazes de trocar material 

genético entre bactérias de uma mesma espécie, ou mesmo, entre gêneros distintos 

(Livermore; Woodford, 2006). 

Dois sistemas de classificação para as -lactamases são adotados, sendo um de acordo 

com as características moleculares e outro com os grupos funcionais, conforme descrito na 

tabela 1 (Bush; Jacoby, 2010). 
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2.2.1.1 -LACTAMASES DO TIPO KPC 

 

Carbapenemases pertencentes ao grupo A da classificação de Ambler (Tabela 1), as 

enzimas Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) possuem 24 variantes identificadas até 

o presente momento (Jacoby; Bush, 2015). A KPC está envolvida em surtos endêmicos e 

pseudo-endêmicos em países ao redor de todo o mundo (Hirsch; Tam, 2010).  

A enzima KPC é codificada pelo gene blaKPC que, em sua maioria, localiza-se no 

transposon Tn4401, e está cercado pelas sequencias de inserção ISKpn7 (upstream)  e ISKpn6 

(downstream).  Entre ISKpn7 e blaKPC pode haver uma deleção de 100 a 200 pares de base 

(pb), levando a formação das variantes do Tn4401a (deleção de 100pb em relação a 

Tn4401b), Tn4401b (variante mais completa) e Tn4401c (deleção de 200pb em relação a 

Tn4401b). A primeira variante do transposon caracterizada foi a Tn4401a, obtida a partir de 

duas K. pneumoniae provenientes de pacientes internados em um hospital em Paris, de origem 

de uma hospital na Grécia e outro nos Estados Unidos da América. As primeiras variantes 

Tn4401b foram obtidas a partir de dois isolados de K. pneumoniae  e de P. aeruginosa 

originários da Colômbia, e a variante Tn4401c  foi inicialmente caracterizada a partir de E. 

coli proveniente de um hospital de Paris. (Naas et al., 2008; Nordmann; Cuzon; Naas, 2009; 

Rice et al., 2008). 

Isolados KPC-positivos são capazes de hidrolisar diversos β-lactâmicos, incluindo as 

cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos, no entanto, são inibidos pelo ácido 

clavulânico e tazobactam (Zhang et al., 2008). Observa-se também que a concentração 

inibitória mínima (CIM) dos carbapenêmicos diminui na presença de ácido clavulânico, 

devido à inibição da enzima (Queenan; Bush, 2007). 

Estudos demonstram que isolados de K. pneumoniae KPC-positivos apresentam 

redução da susceptibilidade ou resistência a todos os β-lactâmicos, além de serem resistentes a 
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ciprofloxacina, aminoglicosídeos e fluorquinolonas (Poirel; Pitout; Nordmann, 2007; Roche 

et al., 2009) e sensíveis a polimixina B e tigeciclina (Leavitt et al., 2007; Urban et al., 2008). 

Este perfil de resistência limita as opções terapêuticas disponíveis para o tratamento de 

infecções graves, restringindo o uso de tigeciclina e polimixinas (Monteiro et al., 2009). 

 Perfil de susceptibilidade semelhante foi observado em isolados de P. aeruginosa 

KPC-positivos, sendo frequente a ocorrência de isolados resistentes a todos os β-lactâmicos e 

sensíveis apenas aos polipeptídeos (polimixina B e colistina) ou a um polipeptídeo associado 

aos aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina) (Villegas et al., 2007; Jácome et al., 2012). 

Além de K. pneumoniae e P. aeruginosa, o gene blaKPC já foi detectado em isolados de 

K. oxytoca, Enterobacter spp., E. coli, Salmonella spp., Citrobacter freundiie, Serratia spp. e 

Acinetobacter spp. (Nordmann; Naas; Poirel, 2011; Robledo et al., 2010). 

Porém, também tem sido observado que a resistência aos carbapenêmicos pode não ser 

detectada in vitro pelos testes convencionais em isolados produtores de KPC, o que pode 

levar a uma falha terapêutica e seleção de bactérias produtoras dessa enzima (CLSI, 2009; 

Pfeifer; Cullik; Witte, 2010). Esta variação na capacidade de hidrólise dos carbapenêmicos in 

vitro é dependente do gene de regulação da expressão da enzima, do ambiente genético no 

qual o gene blaKPC está localizado e da presença ou ausência de alteração na permeabilidade 

da membrana externa (Kitchel et al., 2010; Pfeifer; Cullik; Witte, 2010). 

 

 2.2.1.2 -LACTAMASES DO TIPO TEM 

 

 Atualmente existem 220 variantes da enzima TEM (Jacoby; Bush, 2015). Destas, as 

enzimas TEM-1, TEM-2, TEM-90 (anteriormente denominada TLE-2) e TEM-110 são 

consideradas β-lactamases de espectro limitado, pertencentes à classe A de Ambler e ao grupo 

funcional 2 subgrupos 2b e 2c (Tabela 1). Estas enzimas perdem a atividade hidrolítica inibida 
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na presença de inibidores de serino β-lactamase, como o ácido clavulânico, o subactam e o 

tazobactam. As mesmas apresentam potente atividade contra as penicilinas e cefalosporinas 

de primeira e segunda geração, com a particularidade que as enzimas do grupo 2c hidrolisam 

carbenicilina com igual eficiência com a qual hidrolisam benzilpenicilina (Strateva; 

Yordanov, 2009). 

 As enzimas TEM-1 e TEM-2 são codificadas por genes blaTEM, localizados 

predominantemente no cromossomo bacteriano (Gupta, et al., 2007). Mutações pontuais no 

gene blaTEM podem ocasionar remodelagem do sítio ativo da enzima e expansão da atividade 

hidrolítica sobre as oximino-cefalosporinas, como a cefotaxima e ceftazidima (Jacoby & 

Bush, 2005). 

 Outras enzimas TEM, derivadas de TEM-1/TEM-2, são consideradas β-lactamases de 

espectro estendido (ESBL), as quais também pertencem à classe A na classificação de 

Ambler, e compõem ao grupo funcional 2, subgrupos 2e (Tabela 1). As ESBL apresentavam 

atividade hidrolítica contra as cefalosporinas de amplo espectro, além de hidrolisarem as 

penicilinas, as cefalosporinas de primeira e segunda geração e o aztreonam. Vale ressaltar que 

a maioria das ESBL é sensível à ação de inibidores de serino β-lactamase, assim como as β-

lactamases de espectro limitado (Livermore, 2008).  

A primeira ESBL do tipo TEM descrita na literatura em 1987 foi a TEM-3, 

proveniente de isolados clínicos de K. pneumoniae (Sirot.; Labia; Thabaut, 1987). 

Posteriormente, novas variantes de ESBL do tipo TEM foram descritas, sendo codificadas por 

genes localizados em transposons e plasmídeos, o que permite a rápida disseminação entre 

espécies bacterianas distintas (Haeggman et al., 2004; Jacoby & Muñoz-Price, 2005). 
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2.2.1.3 -LACTAMASES DO TIPO CTX-M 

 

As enzimas cefotaximase (CTX-M) são consideradas ESBL, que pertence à classe A 

de Ambler e ao grupo funcional 2, subgrupos 2be (Tabela 1).  Este grupo possui 172 

variantes, porém, a sequência de aminoácido de CTX-M-14 e CTX-M-18, CTX-M-55 e CTX-

M-57, CTX-M-2 e CTX-M-97, CTX-M-3 e CTX-M-133 são idênticas (Jacoby; Bush, 2015).  

 As enzimas CTX-M possuem disseminação em todos os continentes e a mesma já foi 

identificada tanto em bactérias membros da família Enterobacteriaceae, como em isolados 

clínicos de P. aeruginosa (Picão et al., 2009). Estas enzimas conferem resistência às 

cefalosporinas de amplo espectro e monobactâmicos e também são sensível à ação de 

inibidores de serino β-lactamase. 

Acredita-se que as β-lactamases tipo CTX-M foram originadas a partir da enzima 

cromossômica AmpC de Kluyvera ascorbata, devido ao seu alto grau de similaridade. As mesmas 

são codificadas pelos genes blaCTX-M, localizados em plasmídeos, os quais normalmente abrigam 

outros genes que conferem resistência a outras classes de antimicrobianos, como 

aminoglicosídeos, cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprim e à tetraciclina e apresentam apenas 

40% de similaridade com as β-lactamases TEM e SHV (Bonnet, 2004; Bradford, 2001).  

Segundo um estudo de revisão que teve como objetivo verificar a epidemiologia hospitalar 

de Enterobacteriaceae ESBL positivas na América Latina, cerca de 58% dos isolados de K. 

pneumoniae no Brasil são ESBL positivos. Esta taxa é maior do que em outras regiões do mundo 

(Gusmán-Blanco et al., 2014). De acordo com o mesmo estudo, há um constante aumento na 

prevalência e tipos de ESBL produzidas por linhagens de Enterobacteriaceae isoladas em 

hospitais América Latina. Destre as ESBL, CTX-Ms são as mais frequentes e parecem apresentar 

condições endêmicas relacionadas com os surtos clonais (Gusmán-Blanco et al., 2014).  
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2.2.1.4 METALO--LACTAMASES 

 

Carbapenemases pertencentes ao grupo B da classificação de Ambler e ao grupo 

funcional 3 subgrupo 3a (Tabela 1). A partir de meados da década de 90, as metalo-β-

lactamases (MBLs) foram classificadas como um grupo particular de β-lactamases com um 

largo espectro de atividade, incluindo a hidrólise de carbapenêmicos, droga considerada 

terapia de escolha para pacientes com infecções hospitalares graves ou para aquelas infecções 

causadas por microrganismos resistentes às penicilinas e cefalosporinas disponíveis (Gales et 

al., 2002; Jones et al., 2005). Estas enzimas podem ser codificadas cromossomicamente ou 

transmitidas através de elementos genéticos móveis (Walsh et al., 2005) e ficaram conhecidas 

como MBL por fazerem parte do único grupo entre as β-lactamases que necessita de cátions 

divalentes (Zn
++

) no seu sítio ativo, para servirem como cofatores enzimáticos no mecanismo 

de inibição destes antibióticos (Mendes et al., 2006).   

A primeira MBL identificada foi descrita em 1966, proveniente de um isolado de 

Bacillus cereus, codificada por gene cromossomal (Hussain et al., 1985; Sabath; Abraham, 

1966). Após 25 anos, houve o isolamento da primeira MBL proveniente de um patógeno 

humano. Esta foi codificada por genes plasmidiais e foi obtida a partir de um isolado de P. 

aeruginosa, ficando esta conhecida como IMP-1 (Osano et al., 1994; Watanabe et al., 1991).  

Desde a sua descoberta até o momento, é crescente o número de MBL espalhadas em 

todo mundo, constituindo um problema de âmbito mundial (Mendes et al., 2006). Atualmente 

existem doze subclasses de enzimas MBL descritas (Jacoby; Bush, 2015). A tabela 2 descreve 

os primeiros casos de cada MBL, identificados em patógenos clinicamente importantes. A 

MBL com o maior número de variantes enzimáticas é a IMP, a qual possui 53 enzimas 

descritas. Em seguida tem a VIM, com 46 variantes, a NDM com 16, a GIM com duas e as 

demais com apenas uma enzima descrita por subclasse (Jacoby; Bush, 2015). 
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No Brasil, a enzima predominante é a SPM-1 (Gales et al., 2003, Silveira et al., 2014). 

Esta foi caracterizada a partir de uma cepa de P. aeruginosa recuperada do trato urinário de 

uma paciente com leucemia hospitalizada no complexo Hospital São Paulo, em 1997, por isso 

recebeu o nome de São Paulo metalo--lactamase-1 (SPM-1) (Toleman et al., 2002). Segundo 

González et al (2014), até o presente momento, o gene blaSPM-1 está associado com um único 

clone (SP / ST 277) de P. aeruginosa disseminado em todo o Brasil (González et al., 2014).  

Desde o primeiro caso de identificação do gene blaSPM-1 fora do Brasil, ocorrido na 

Suíça (Salabi et al., 2010), poucos relatos foram publicados em outros lugares do mundo, 

como no México (Quinones-Falconi et al., 2010), na Coréia do Sul (Lee et al., 2012) e no Irã 

(Ghamgosha et al., 2014), todos relacionados à espécie P. aeruginosa. Também no Irã, foi 

descrito o primeiro relato de A. baumannii portador do gene blaSPM-1. Neste estudo foram 

investigados seis isolados portadores do gene e que apresentavam resistência a aztereonam, 

ceftriaxona, cefepime, ceftazidima, cefixima, cefotaxima, ciprofloxacina, pipercillina, 

meropenem, imipenem, e pipercillina-tazobactam, demonstrando-se sensíveis apenas a 

amicacina, colistina e polimixina B (Shahcheraghi et al., 2011).  
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Tabela 2. Descrição das subclasses de MBL segundo espécie bacteriana, local e ano do 

primeiro isolamento. 

Enzima MBL 
Espécie bacteriana 

(1º isolamento) 
Cidade/País Ano

a
 Referências 

IMP-1 

(Imipenemase) 
P. aeruginosa 

Okasaki/ 

Japão 
1991 Osano et al., 1994 

VIM-1 

(Verona imipenemase) 
P. aeruginosa 

Verona/ 

Itália 
1997 Lauretti et al., 1999 

SPM-1 

(São Paulo metalo--

lactamase) 

P. aeruginosa 
São Paulo/ 

Brasil 
2001 Toleman et al., 2002 

GIM-1 

(German imipenemase) 
P. aeruginosa 

Dusseldorf/ 

Alemanha 
2004 

Castanheira et al., 

2004 

SIM-1 

(Seoul imipenemase) 
A. baumannii 

Seul/ 

Coréia 

2003/ 

2004 
Lee et al., 2005a 

AIM-1 

(Australian imipenemase) 
P. aeruginosa 

Adelaide/ 

Austrália 
2002 Yong et al., 2007 

KHM-1 

(Kyorin Hospital metalo-β-

lactamase) 

C. freundii 
Toquio/ 

Japão 
1997 Sekiguchi et al., 2008 

NDM-1 

(New Delhi metallo-β 

lactamase) 

K. pneumoniae 
Nova Deli/ 

Índia 
2008 Yong et al., 2009 

DIM-1 

(Dutch imipenemase) 
P. stutzeri 

Amsterdan/ 

Holanda 
2007 Poirel et al., 2010a 

SMB-1 

(Serratia metallo-β-lactamase) 

Serratia 

marcescens 

Toquio/ 

Japão 
2010 Wachino et al., 2011 

TMB-1 

(Tripoli metalo--lactamase) 
A. xylosoxidans 

Tripoli/ 

Libia 
2011 El Salabi et al., 2012 

FIM-1 

(Florence imipenemase) 
P. aeruginosa 

Florença/ 

Italia 
2012 Pollini et al., 2013 

Nota: 
a
Ano = ano do primeiro isolamento; P. aeruginosa = Pseudomonas aeruginosa, A. baumannii = 

Acinetobacter baumannii;  C. freundii = Citrobacter freundii, K. pneumoniae = Klebsiella pneumoniae; P. 

stutzeri = Pseudomonas stutzeri;  S. marcescens = Serratia marcescens; A. xylosoxidans = Achromobacter 

xylosoxidans.  



Jácome, P.R.L.A. Estudo Epidemiológico E Molecular De Infecções Ocasionadas por... 39 

 

2.2.1.5 OUTRAS ENZIMAS β-LACTAMASES 

 

Resistência a β-lactâmicos transmitida por elementos móveis envolve a produção de β-

lactamases inativadoras, para os quais várias famílias foram identificadas. As β-lactamases 

transmitidas por elementos móveis mais comumente encontradas entre isolados de P. 

aeruginosa são pertencentes à classe molecular A das penicilinases serina β-lactamases (PSE, 

CARB, e as famílias MET). Dentro deste grupo, enzimas pertencentes à família PSE parecem 

ser as mais prevalentes (Bert; Branger; Lambert-Zechovsky, 2002). O impacto terapêutico 

dessas penicilinases é relativamente limitado, uma vez que não impactam a eficácia clínica de 

cefalosporinas de espectro estendido, monobactâmicos ou carbapenêmicos. 

Outras β-lactamases de espectro estendido (ESBL) de classe A são as enzimas das 

famílias SHV, PER, VEB, GES, e IBC, as quais são mais comumente detectadas em bactérias 

da família Enterobacteriace, embora tenha sido identidicada em isolados clínicos de P. 

aeruginosa, em menor frequencia (Castanheira et al., 2004; Woodford, et al., 2008; Picão et 

al., 2009).  

As oxacillinases (OXA) são β-lactamases pertencentes à classe D, a qual se subdivide 

em três subclasses: 2d, que confere resistência a cloxacilina; 2de que confere resistência às 

cefalosporinas de espectro estendido e 2df (Tabela 1), que confere resistência aos 

carbapenêmicos (Bush; Jacoby 2010). As que exibem atividade carbapenemase são 

frequentemente encontradas em Acinetobacter spp. e P. aeruginosa, embora haja crescentes 

relatos de Enterobacteriaceae, em particular, K. pneumoniae (Walther-Rasmussen; Høiby, 

2007; Mugnier et al., 2010). O nível de atividade carbapenemase exibida pelas OXAs é 

consideravelmente mais fraco, quando comparado à atividade hidrolítica das MBLs, e 

isolados que exibem as oxacilinases requerem mecanismos adicionais de resistência para 

causar um aumento da CIM dos carbapenêmicos (Towner; Lvi; Vlassiadi, 2008). 
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2.6 PESQUISA DE GENES DE RESISTÊNCIA AOS -LACTÂMICOS EM PACIENTES 

COM CÂNCER 

 

Estudos demonstram que o uso indiscriminado de antibióticos em pacientes com 

câncer tem mudado o perfil epidemiológico das bacteriemias, principalmente nos pacientes 

neutropênicos (Bow, 2011; Montassier et al., 2013; Gudiol et al., 2013). Bactérias Gram-

negativas produtoras de -lactamase de espectro estendido e outras bactérias MDR tais como 

A. baumannii, K. pneumoniae KPC-positiva, P. aeruginosa, e E. coli resistentes a 

fluoroquinolona têm sido encontradas (Quilty et al, 2009; Satlin et al, 2013; Bow, 2013). 

Chandra e Goswami (2014) detectaram os genes blaTEM e blaSHV em 156 isolados 

clínicos de E.coli (n=80) e K. pneumoniae (n=76) produtoras de ESBL isoladas de pacientes 

com câncer internados em um Hospital especializado. 

Um estudo prospectivo observacional foi conduzido em 200 leitos de pacientes com 

câncer internados em um hospital localizado em Barcelona-Espanha com o intuito de avaliar a 

epidemiologia molecular e fatores de risco em bacteriemias tendo como agente causal E. coli 

ESBL positiva. A aquisição de ESBL estava associada à prévia antibiótico terapia. Em 

pacientes neutropênicos, bacteriemias causadas por esse patógeno estavam associadas a uma 

alta taxa de mortalidade (Carlota et al. 2010). 

Infecções também são as maiores causas de mortalidade em crianças portadoras de 

neoplasia. Quiles e colaboradores (2015) utilizaram PCR (Polymerase chain reaction) em 

tempo real para identificar os principais patógenos causadores de septicemia em pacientes 

tratados no Instituto Oncológico Pediátrico (IOP) – GRAACC-UNIFESP. Apesar dos genes 

blaKPC, blaVIM, blaIMP e blaSHV não terem sido encontrados, foram detectados nas amostras 

sanguíneas os genes mecA e vanB. 
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Na mesma instituição pediátrica do estudo acima, Fernandes et al. (2010) avaliaram a 

prevalência e a disseminação de amostras de P. aeruginosa resistente aos carbapenêmicos e 

produtoras de MBL isoladas de hemoculturas entre os anos de 2000 a 2005. De 56 amostras 

de P. aeruginosa, isoladas de 49 pacientes, 32 foram positivas para MBL através de testes 

fenotípicos e destes 18 evidenciaram o gene blaSPM-1. Nos pacientes com bacteriemia causada 

por P. aeruginosa blaSPM-1-positivas, a terapêutica antimicrobiana foi considerada adequada 

em apenas 23,5% e letalidade foi de 70,6% no período de até 30 dias após o início da 

bacteriemia, tratada com esquema de antimicrobianos inadequados. 

  

2.7 TIPAGEM BACTERIANA 

 

Conhecer a epidemiologia das IRAS é uma ferramenta potente na identificação de 

possíveis surtos de bactérias intra e inter-hospitalar (Wang et al., 2007). Para tanto, são 

utilizados métodos de tipagem bacteriana, que podem ser divididos em duas categorias: 

fenotipagem e genotipagem. Os métodos de fenotipagem auxiliam na identificação do cenário 

epidemiológico de infecções na fase aguda e no monitoramento da resistência a 

antimicrobianos (Olge, et al., 1987; Ojeniyi, et al., 1994), enquanto que os métodos de 

genotipagem, também conhecidos como tipagem molecular, permitem o mapeamento da 

dinâmica de transmissão da infecção por meio da identificação de semelhança genética entre 

os isolados (Spacov, et al., 2006; Hafiane; Ravaoarinoro, 2008). 

Investigações de surtos de doenças infecciosas tem mostrado que, frequentemente, 

estes eventos apresentam relação com a exposição a um agente etiológico de origem comum, 

cujos descendentes são microrganismos relacionados clonalmente, ou seja, são geneticamente 

idênticos ou estritamente relacionados, logo, pertencem a uma mesma espécie e apresentam 

fatores de virulência e características bioquímicas semelhantes entre si (Pfaller et al., 2001). 
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Porém, durante as replicações bacterianas podem ocorrer mutações aleatórias não letais que 

levam ao surgimento de uma diversidade de características dentro de uma mesma espécie 

(subtipos ou linhagens), reduzindo o poder de reconhecimento da relação entre linhagens 

geneticamente semelhantes por meio dos métodos de fenotipagem (Olive; Bean, 1999; Arbeit, 

1999, Olge, et al., 1987; Ojeniyi, et al., 1994; Speert, 2002). Por outro lado, favorece a 

aplicação de métodos de genotipagem, que são caracterizados pelo seu elevado poder 

discriminatório e de reprodutibilidade (Hafiane; Ravaoarinoro, 2008). 

Segundo Hafiane & Ravaoarinoro (2008), os métodos de genotipagem são divididos 

em dois grandes grupos:  

- Métodos baseado na utilização de enzimas de restrição sem amplificação do ácido 

nucléico, como a Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis - 

PFGE), Polimorfismo no Tamanho dos Fragmentos de Restrição (Restriction Fragment 

Length Polymorphism - RFLP) e a ribotipagem; 

- Métodos baseado na amplificação de ácidos nucléicos pela PCR, como o 

Polimorfismo do DNA Amplificado Aleatroriamente (Random-Amplified Polymorphic DNA 

- RAPD), PCR Baseada em Elementos de Repetição (Repetitive Element-Based PCR - REP-

PCR), Tipagem de Sequência Multilocus (Multilocos-Sequence Typing - MLST), a PCR-

Ribotipagem e Sequências Consensuais Intergênicas Repetitivas de Enterobacterias baseada 

em PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-based PCR - ERIC-PCR). 

Dentre estes métodos, PFGE é considerada padrão ouro, devido a sua excelente 

capacidade discriminatória (Pfaller et al., 2001, Tenover et al., 1995). No entanto, este método 

apresenta como desvantagens o alto custo e longo período de processamento da amostra, 

podendo levar vários dias para a sua execução; além do fato de algumas cepas bacterianas não 

podem ser tipadas através do PFGE, devido à degradação do DNA (Sader et al., 1995; Silbert 

et al., 2003). 
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Em contrapartida, a técnica de ERIC-PCR tem se apresentado com boa alternativa 

para fins de vigilância epidemiológica, por apresentar boa eficácia e efetividade, alto poder 

discriminatório, boa reprodutibilidade, além de ser um método rápido e de menor custo 

quando comparado a PFGE (Syrmis et al., 2004; Agarwal et al., 2005; Hafiane; Ravaoarinoro, 

2008; Pinna et. al., 2008). 

Apesar da técnica de ERIC-PCR ter sido inicialmente desenvolvida para tipagem de 

enterobactérias, estudos de comprovam que a mesma é útil para genotipagem de outros 

grupos de bactérias, como P. aeruginosa, Acinetobacter spp., Anaplasma marginale e até 

mesmo protozoários, como a Babesia bigemina, Tripanossoma vivax, Leishmania chagasi 

dentre outros patógenos humanos (Ferreira et. al., 2001; Ferreira et. al., 2011; Leal, 2010; 

Madruga et. al., 2002; Motta, 2006; Osório, 2002). 

 Diante do exposto, a diversidade de patógenos e de fatores associados a IRAS em 

pacientes com câncer, bem como de genes de resistência envolvidos neste processo, incentiva 

a realização de estudos epidemiológicos com o objetivo de verificar as características das 

infecções, de forma a traçar o perfil das IRAS nessa população, e assim, oferecer melhor 

assistência aos pacientes. 
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3. Objetivos 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Pesquisar os genes blaSPM-1, blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaTEM, blaCTX-M e o perfil clonal 

de isolados provenientes de infecção relacionada à assistência a saúde ocasionadas por 

Klebsiella spp., P. aeruginosa e Acinetobacter spp. em pacientes com neoplasias sólidas, bem 

como investigar as características relacionadas ao paciente, à hospitalização e à infecção 

destes pacientes, internados em um hospital situado em Recife, Pernambuco/Brasil no período 

entre novembro de 2012 e abril de 2014. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Investigar o perfil de resistência aos antimicrobianos e a frequência dos genes blaSPM-1, 

blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaTEM e blaCTX-M nos isolados de Klebsiella spp., P. aeruginosa e 

Acinetobacter spp.   

- Investigar o perfil clonal dos isolados bacterianos multidroga resistentes. 

- Investigar as características relacionadas ao paciente, à hospitalização e à infecção. 

- Verificar possíveis associações entre as características clínicas, microbiológicas e 

epidemiológicas e o perfil de multirresistência dos patógenos. 
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4. Metodologia 

 

4.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo descritivo do tipo corte transversal, onde foram investigados 

dados relacionados ao paciente, à hospitalização e à infecçãoem pacientes com neoplasias 

sólidas que desenvolveram infecção relacionada à assistência a saúde (IRAS) ocasionadas por 

Klebsiella spp., P. aeruginosa, e Acinetobacter spp., no período de novembro de 2012 a abril 

de 2014. 

 

4.2. LOCAL DO ESTUDO 

 

O estudo epidemiológico foi desenvolvido em um hospital especializado em pacientes 

com câncer, situado em Recife/Pernambuco, Brasil. O mesmo oferece serviços de urgência 24 

horas, Unidade de Terapia intensiva (UTI), oncologia médica, oncologia cirúrgica, além de 

quimioterapia, radioterapia, radiologia, odontologia e departamento de próteses reabilitadoras. 

O mesmo tem a capacidade para atender cerca de 55% de todos os pacientes oncológicos de 

Pernambuco. 

As análises microbiológicas e moleculares de resistência aos antimicrobianos foram 

realizadas no Laboratório de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de Medicina 

Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), e o sequenciamento genético foi 

realizado na Plataforma de Sequenciamento de DNA, Laboratório de Genética Molecular 

Humana- LGMH, Centro de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE).  
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4.3. POPULAÇÃO-ALVO 

A população do estudo foi constituída por pacientes com neoplasias, de ambos os 

sexos e todas as idades, admitidos no hospital do estudo no período de novembro de 2012 e 

abril de 2014, e que desenvolveram IRAS causada por Klebsiella spp., P. aeruginosa e 

Acinetobacter spp. 

Destaca-se que no período do estudo, o hospital atendia exclusivamente pacientes com 

neoplasias sólidas, por este motivo este trabalho tem como foco este grupo de pacientes. 

 

4.4. CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

Foram incluídos no estudo todos os pacientes que desenvolveram infecção causada por 

Klebsiella spp., P. aeruginosa e Acinetobacter spp. após 48 horas de internamento, de acordo 

com o diagnóstico dos médicos assistentes que acompanharam cada caso. 

 

4.5. TAMANHO AMOSTRAL 

 

Uma amostra mínima de 124 isolados bacterianos, provenientes de infecção, foi obtida 

utilizando o software estatístico Epi-Info (v. 7). Para o cálculo do tamanho amostral foi 

utilizando como estimativa de população sob risco o número de internações por câncer no 

Brasil, no período de 2008 a 2012 (SIH-SUS) e como estimativa de prevalência de infecções 

por bacilos Gram-negativos em pacientes com câncer baseada no estudo de Costa, Atta e 

Silva (2015) e intervalo de confiança de 90%. 
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4.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises estatísticas foram conduzidas utilizando o software Epi-Info (v. 7). A 

descrição da amostra foi feita por meio de cálculo de frequência com intervalo de confiança 

de 95% (IC95%) para as variáveis categóricas e de mediana para as variáveis numéricas. 

Enquanto que a verificação de possíveis fatores associados à infecção por patógenos MDR foi 

investigada utilizando teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher para as variáveis 

categóricas e teste U de Mann-Whitney para as variáveis numéricas, devido a não distribuição 

normal das mesmas. Foram consideradas estatisticamente significativas as associações com p-

valores  0,05. 

 

4.7. DEFINIÇÃO DE TERMOS 

 

Infecção relacionada à saúde foi definida como o isolamento de um dos patógenos da 

pesquisa (P. aeruginosa ou Klebsiella spp. ou Acinetobacter spp.), na presença de sinais ou 

sintomas clínicos compatíveis, 48 horas após o internamento no hospital.  O diagnóstico da 

infecção foi realizado pelo médico assistente seguindo os critérios estabelecidos pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) e pelo Centers for Disease Control and Prevention 

(CDC), e para a presente pesquisa, a informação foi colhida no prontuário clínico. 

 

4.8. DEFINIÇÃO DAS VARIÁVEIS DO ESTUDO 

a) Variáveis relacionadas ao paciente: 

- Idade: Variável temporal, considerada a idade em anos completos no dia do 

diagnóstico da infecção. A idade foi calculada com baseada na data de nascimento, informada 

no prontuário clínico. Variável discreta. 
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- Sexo: Categorizado como 1. Masculino, 2. Feminino. 

 

 b) Variáveis relacionadas à hospitalização: 

- Tipo de neoplasia sólida: tipo de câncer que levou o paciente ao internamento, 

informado no prontuário clínico. Categorizado como 1. Câncer de intestino, cólon e reto, 2. 

Câncer de mama, 3. Câncer de próstata, 4. Câncer de laringe, 5. Câncer cerebral, 6. Câncer de 

colo de útero e ovário, 7. Câncer de bexiga, 8. Câncer de pulmão, 9. Câncer de estômago, 10. 

Cânceres ósseos, 11. Câncer de boca e lábio, 12. Outros tipos de neoplasia sólida. 

- Metástase: Disseminação do câncer primário para outros órgãos. Categorizada como 1. 

Sim, 2. Não. 

- Tipo de Metástase: Classificação baseada no órgão alvo da disseminação do câncer. 

Categorizado como 1. Ossos, 2. Tireoide, 3. Fígado, 4. Pulmão, 5. Cérebro, 6. Linfonodos 

auxiliares, 7. Ausência de metástase. 

- Período de Internação: Intervalo de tempo em dias, transcorridos desde a admissão no 

hospital até o surgimento da infecção por Klebsiella spp., P. aeruginosa ou Acinetobacter 

spp.. Variável discreta. 

- Local de internamento: Setor do hospital cujo paciente estava internado durante o 

isolamento do patógeno. Categorizado como 1. UTI, 2. Oncologia Médica, 3. Oncologia 

Cirúrgica, 4. Cuidados Paliativos. 

- Uso de corticoide antes do isolamento do patógeno: Informação colhida no prontuário 

clínico. Categorizado como 1. Sim, 2. Não. 

- Tempo de duração do tratamento com corticoide: Intervalo de tempo em dias, em que 

o paciente fez uso de corticoide, até três meses antes do isolamento do patógeno. Variável 

discreta. 
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- Uso de antimicrobianos até três meses antes: Utilização de antimicrobianos nos 

últimos 3 meses anteriores ao isolamento do patógeno. Informação colhida no prontuário 

clínico. Categorizado como 1. Sim, 2. Não. Se sim, o nome do antimicrobiano utilizado. 

- Uso de antimicrobianos durante o internamento e antes do isolamento do patógeno 

incluído nesta pesquisa: Utilização de algum antimicrobiano durante o internamento em 

questão, porém em período anterior ao isolamento do patógeno da pesquisa. Informação 

colhida no prontuário clínico. Categorizado como 1. Sim, 2. Não. Se sim, qual o nome do 

antimicrobiano utilizado. 

- Uso de antimicrobianos no tratamento da infecção causada pelo patógeno incluído 

nesta pesquisa: utilização de antimicrobianos no tratamento da infecção ocasionada por um 

dos patógenos investigados neste estudo. Informação colhida no prontuário clínico. 

Categorizado como 1. Sim, 2. Não. Se sim, qual o nome do antimicrobiano utilizado. 

- Adequação do tratamento: Verificado por meio da comparação entre o tratamento 

antimicrobiano utilizado e o perfil de susceptibilidade do patógeno. Categorizado como 1. 

Adequado, 2. Inadequado. 

* O tratamento foi considerado adequado quando o patógeno tratado apresentava 

sensibilidade ao antimicrobiano utilizado no tratamento e considerado inadequado quando o 

mesmo apresentava resistência ao antimicrobiano utilizado no tratamento. 

- Tipo de terapia: Considerado de acordo com o número de antimicrobianos utilizados 

no tratamento do patógeno. Categorizado como 1. Monoterapia, 2. Terapia combinada, 3. Não 

tratamento (no caso dos pacientes que foram a óbito antes do início do tratamento). 

- Evolução clinica: Informação colhida no prontuário clínico. Categorizada como 1. 

Alta hospitalar, 2. Óbito, 3. Permaneceu internado após cura da infecção. 
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- Óbito relacionado ao quadro infeccioso investigado: Informação colhida no prontuário 

clínico, através das causas do óbito descritas na declaração de óbito. Categorizado como 1. 

Sim, 2. Não, 3. Não se aplica. 

* Aplicação de procedimentos invasivos 

- Ventilação mecânica: Uso de assistência ventilatória mecânica invasiva durante o 

internamento e até o isolamento do patógeno. Categorizado como 1. Sim, 2. Não. 

- Acesso venoso central: Presença de cateter venoso central introduzido durante o 

internamento e até o isolamento do patógeno. Categorizado como 1. Sim, 2. Não. 

- Acesso venoso periférico: Presença de cateter venoso periférico introduzido durante o 

internamento e até o isolamento do patógeno. Categorizado como 1. Sim, 2. Não. 

- Sonda vesical de demora: Presença de cateter vesical de demora em trato urinário 

introduzido durante o internamento e até o isolamento do patógeno. Categorizado como 1. 

Sim, 2. Não. 

- Cirurgia: Realização de procedimento cirúrgico durante o internamento e até o 

isolamento do patógeno. Categorizado como 1. Sim, 2. Não. 

- Tempo pós-operatório até isolamento do patógeno: Intervalo de tempo em dias, 

transcorridos desde a data da cirurgia até o isolamento do patógeno. Variável discreta. 

 

c) Variáveis relacionadas à infecção: 

- Bactéria: Patógeno identificado como causador da infecção. Categorizado como 1. 

Pseudomonas aeruginosa, 2. Acinetobacter spp., 3. Klebsiella spp.. 

- Multidroga-resistência: Característica relacionada a patógenos resistentes a três ou 

mais classes de antimicrobianos (CDC, 2013). Categorizado como 1. MDR, 2. Não MDR. 
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- Sítio de infecção: Localização da infecção no corpo do paciente. Variável coletada em 

prontuário clínico. Categorizado como 1. Pulmão, 2. Corrente sanguínea, 3. Sítio Urinário, 4. 

Sítio Cirúrgico, 5. Pele/tecidos moles, 6. Abdômen, 7. Outros. 

- Sítio do material coletado: Tipo de material coletado para cultura bacteriana. Variável 

coletada no laudo do exame bacteriológico. Categorizado como 1. Aspirado Traqueal, 2. 

Sangue, 3. Urina, 4. Ponta de cateter venoso central, 5. Outros. 

 

4.9. COLETA DOS DADOS 

 

Após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do 

hospital do estudo, os dados clínicos e epidemiológicos foram coletados a partir dos 

prontuários clínicos dos pacientes inseridos na pesquisa, utilizando um formulário específico 

elaborado pelos pesquisadores (Apêndice A), com o objetivo de padronizar a coleta.  

Os dados de identificação bacteriana e o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

foram obtidos a partir dos laudos dos exames bacteriológicos, havendo a complementação de 

alguns testes de susceptibilidade, quando necessário.   

A pesquisa de genes de resistência aos -lactâmicos foi realizada através da 

metodologia descrita no item 4.11, no Laboratório de Bacteriologia e Biologia Molecular, 

Departamento de Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).  

 

4.10. AMOSTRA BACTERIANA 

 

Os isolados de Klebsiella spp., P. aeruginosa e Acinetobacter spp. inseridos na 

pesquisa foram fornecidos pelos profissionais do laboratório de análises clínicas terceirizado, 

responsável pelos exames laboratoriais dos pacientes internados no hospital do estudo. 
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Para garantir a qualidade do estudo, os isolados bacterianos foram re-identificados de 

acordo com os testes de identificação descritos por Winn et al. (2008),  e aqueles que não 

pertenciam a nenhum dos gêneros/espécie estudados, foram excluídos da amostra. 

Os isolados bacterianos foram mantidos em estoque congelado com glicerol 20% a -

20ºC, para as análises posteriores. E a re-ativação das amostras foi feitas em caldo BHI (Brain 

Heart Infusion) incubados a 37ºC por 48h. 

 

4.10.1 Análise do Perfil de Susceptibilidade aos Antimicrobianos  

 

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados pela técnica de 

difusão de discos em Ágar Mueller-Hinton, e a interpretação segundo os critérios 

estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). 

Para P. aeruginosa os antibióticos selecionados foram piperacilina-tazobactam, 

azetreonam, ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem, amicacina, gentamicina e 

ciprofloxacina. 

Para Acinetobacter spp. foram selecionados ampicilina-sulbactam, ceftriaxona, 

ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem, amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, 

trimetoprim-sulfametoxazol e tetraciclina. 

 E para Klebsiella spp. foram selecionados ampicilina, amoxicilina-ácido clavulânico, 

piperacilina-tazobactam, azetreonam, ceftriaxona, imipenem, meropenem, amicacina, 

gentamicina, ciprofloxacina, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina. 

Apenas no isolado de A. baumannii portador do gene blaSPM-1 o perfil de 

susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinado através de concentrações inibitórias 

mínimas (CMIs) utilizando o sistema automatizado (Vitek2 system; bioMérieux, Hazelwood, 
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MO, USA), e interpretado segundo critérios do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2014).  

 

4.11. ANÁLISE MOLECULAR DAS AMOSTRAS BACTERIANAS 

  

4.11.1 Extração de DNA total 

 

A extração de DNA total foi realizada utilizando o kit de extração de DNA Brazol 

(LGC Biotecnologia), através do protocolo fornecido pelo fabricante modificado, conforme 

esquema abaixo (Figura 1):  

 

Figura 2. Representação esquemática da técnica de extração de DNA utilizando o Kit de 

Extração Brazol 
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 Após a extração do DNA bacteriano, os mesmos foram quantificados por 

espectrofotometria (Ultraspec 3000, Pharmacia Biotech) em uma faixa de comprimento de 

onda entre 260 a 280nm. 

 

4.11.2 ERIC-PCR  

 

A tipagem molecular foi investigada nos isolados MDR por meio da técnica 

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-based PCR (ERIC-PCR), para identificação 

do perfil clonal dos mesmos. 

As reações de ERIC-PCR foram preparadas em um volume total de 25 µL por tubo, 

compreendendo: 100ng de DNA genômico, 10 pmol dos primers (ERIC-1 [5’- 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’]; ERIC-2 [5’-AAGTAAGTGACTGGGGTG AGCG-

3’]) (Duan et al., 2009), tampão 1x, 200µM do desoxirribonucleotídeo trifosfato (Promega), 

1,5mM de MgCl2 e 1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega). Os parâmetros de 

amplificação utilizado na ERIC-PCR foram: desnaturação inicial a 95ºC por 3 minutos, 

seguido de 30 ciclos de desnaturação a 92ºC por 1 minuto, anelamento a 36ºC por 1 minuto e 

extensão a 72ºC por 8 minutos, seguido de uma extensão final de 16 minutos à 72ºC (Duan et 

al., 2009). Os produtos de PCR foram corados com green (Jena Bioscience) e submetidos à 

eletroforese a 1,5% em gel de agarose em TBE buffer (Tris-borato 0,089M e EDTA 0,002M) 

sob voltagem constante de 100V, visualizados sob luz UV e fotodocumentados para posterior 

análise de perfis clonais. Os padrões de bandas gerados na ERIC-PCR foram analisados de 

acordo com Tenover et al. (1995) e o software Past.exe foi utilizado para gerar o 

dendrograma. 
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4.11.3 Detecção dos genes relacionados à produção de MBL 

 

Os genes MBL (blaSPM-1, blaIMP, blaVIM) foram investigados nos isolados de P. 

aeruginosa, Acinetobacter spp. e Klebsiella spp. resistentes aos carbapenêmicos. As reações 

de amplificação foram preparadas em um volume total de 25 µL por tubo, compreendendo: 

25ng de DNA genômico, 10 pmol dos primers (Tabela 3), Tampão 1x, 100µM do 

desoxirribonucleotídeo trifosfato (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl2 e 1,0U da enzima Taq 

DNA polimerase (Promega). Em cada partida de amplificação foi incluído um controle 

negativo, constituído de um tubo com todos os componentes da reação ao qual não foi 

adicionado DNA, e um controle positivo para cada gene: blaSPM-1 (P. aeruginosa PSA319), 

blaIMP (P. aeruginosa 48–1997A) e blaVIM (P. aeruginosa VIM-1) fornecido pelo Laboratório 

Alerta, Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). 

As amplificações dos genes blaSPM-1, blaIMP e blaVIM foram realizadas nas seguintes 

condições: desnaturação inicial a 95ºC por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturação a 

95ºC por 1 minuto, anelamento segundo temperatura descrita na Tabela 2 por 1 minuto e 

extensão a 72ºC por 1 minuto, e depois uma extensão final de 10 minutos a 72ºC (Gales et al., 

2003). Os produtos de PCR foram corados com blue (Jena Bioscience) e submetidos à 

eletroforese a 1,0% em géis de agarose em TBE buffer (Tris-borato 0,089M e EDTA 0,002M) 

sob voltagem constante de 100V, visualizados sob luz UV e fotodocumentados. 
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Tabela 3. Relação dos primers e temperatura de anelamento para a pesquisa de genes de MBL 

Gene Primers Temperatura de 

anelamento 

blaIMP-DIA
a
  F(5’ GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 3’) 

50,6ºC 

 R(5’ GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT 3’)  

blaVIM-DIA
a 

F (5’CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 3’) 

56,8ºC 

 R (5’AGGTGGGCCATTCAGCCAGA 3’) 

blaSPM-1
b 

F(5’ CCTACAATCTAACGGCGACC 3’) 

55,3ºC 

 R(5’ TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 3’) 

Fontes: 
a
 Dong et al., 2008; 

b 
Gales et al., 2003 

 

4.11.4 Detecção de genes blaKPC 

 

As amostras de P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e Klebsiella spp. resistentes aos 

carbapenêmicos, bem como as resistentes às cefalosporinas de terceira e quarta geração, 

foram submetidas à pesquisa de genes de resistência blaKPC segundo metodologia descrita por 

Yigit et al. (2001). As reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25 

µL por tubo, compreendendo: 5ng DNA genômico, 10 pmol dos primers ([5’-

TGTCACTGTATCGCCGTC-3’] e [5’-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3’]); 2,0U da 

enzima Taq DNA polimerase (Promega), 200µM do desoxirribonucleotídeo trifosfato 

(Ludwig Biotec) e 1,5 mM de MgCl2. Em cada partida de amplificação foi incluído um 

controle negativo, constituído de um tubo com todos os componentes da reação ao qual não 

foi adicionado DNA, e um controle positivo (P. aeruginosa P22A), pertencente à coleção de 

cultura do Laboratório de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de Medicina 

Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).   
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Os parâmetros de amplificação utilizados foram: desnaturação inicial a 95ºC por 5 

minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 1 minuto, anelamento a 60ºC por 30 

segundos e extensão a 72ºC por 1 minuto, seguido de uma extensão final de 10 minutos à 

72ºC. Os produtos de PCR foram corados com blue (Jena Bioscience) e submetidos à 

eletroforese a 1,0% em géis de agarose em TBE buffer (Tris-borato 0.089M e EDTA 0,002M) 

sob voltagem constante de 100V, visualizados sob luz UV e fotodocumentados. 

 

4.11.5 Detecção de genes blaTEM e blaCTX-M 

 

Nos isolados P.aeruginosa, Acinetobacter spp. e Klebsiella spp.  resistentes às 

cefalosporinas de terceira e quarta geração, foi investigado o gene β-lactamase blaTEM, e 

apenas nos isolados de Klebsiella spp. com a mesma característica supracitada, foi 

investigado gene da β-lactamases de espectro estendido (ESBL) blaCTX-M. 

As reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25 µL por tubo, 

compreendendo: 10ng de DNA genômico, 25 pmol dos primers (Tabela 4), Tampão 1x, 

200µM do desoxirribonucleotídeo trifosfato (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl2 e 2,0U da 

enzima Taq DNA polimerase (Promega) (Cabral et al., 2012, Saladin et al 2002). Em cada 

partida de amplificação foi incluído um controle negativo, constituído de um tubo com todos 

os componentes da reação ao qual não foi adicionado DNA, e um controle positivo para cada 

gene: blaTEM (P. aeruginosa P14HC) e blaCTX-M (Enterobacter cloacae Ec1A), pertencentes à 

coleção de cultura do Laboratório de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de 

Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

As amplificações dos genes blaTEM e blaCTX-M foram realizadas nas seguintes 

condições: desnaturação inicial a 95ºC por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 

95ºC por 1 minuto, anelamento segundo temperatura descrita na Tabela 4 por 1 minuto e 
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extensão a 72ºC por 1 minuto, e depois uma extensão final de 10 minutos a 72ºC (Cabral et 

al., 2000, Saladin et al., 2002). Os produtos de PCR foram corados com blue (Jena 

Bioscience) e submetidos à eletroforese a 1,0% em géis de agarose em TBE buffer (Tris-

borato 0.089M e EDTA 0.002M) sob voltagem constante de 100V, visualizados sob luz UV e 

fotodocumentados. 

 

Tabela 4. Relação dos primers e temperatura de anelamento para a pesquisa de genes blaTEM e 

blaCTX-M 

Gene Primers Temperatura de 

anelamento 

blaTEM
a
  F(5’ ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 3’) 

57,0ºC 

 R(5’ GACAGTTACCAATGCTTAATC 3’)  

blaCTX-M
b 

F(5’ SCSATGTGCAGYACCAGTAA 3’) 

61,0ºC 

 R(5’ CCGCRATATGRTTGGTGGTG 3’) 

Fontes: 
a
 Cabral et al., 2012; 

b 
Saladin et al., 2002. 
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4.11.6 Detecção do gene blaOXA-51-tipo 

O gene β-lactamase blaOXA-51-tipo foi investigado apenas no isolado de Acinetobacter 

spp. portador do gene blaSPM-1 identificado neste estudo, a título de confirmação da espécie 

Acinetobacter baumannii. 

A reação de amplificação foi preparada em um volume total de 25 µL, 

compreendendo: 10ng de DNA genômico, 25 pmol dos primers (F - [5’- TAATGC 

TTTGATCGGCCTTG -3’]; R [5’- TGGATTGCACTTCATCTTGG -3’]) (Woodford et al., 

2006), tampão 1x, 0,8mM do desoxirribonucleotídeo trifosfato (Promega), 1,5mM de MgCl2 e 

1,25 U da enzima Taq DNA polimerase (Promega) (Brown; Young; Amyes, 2005). Os 

parâmetros de amplificação utilizado na ERIC-PCR foram: desnaturação inicial a 94ºC por 5 

minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 25 segundos, anelamento a 52ºC 

por 40 segundos e extensão a 72ºC por 50 segundos, seguido de uma extensão final de 6 

minutos à 72ºC (Woodford et al., 2006).  

Os produtos de PCR foram corados com blue (Jena Bioscience) e submetidos à 

eletroforese a 1,0% em géis de agarose em TBE buffer (Tris-borato 0.089M e EDTA 0.002M) 

sob voltagem constante de 100V, visualizados sob luz UV e fotodocumentados. 
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4.12. LIMITAÇÕES METODOLÓGICAS DO ESTUDO  

 

O estudo descritivo das características relacionadas ao paciente, à hospitalização e à 

infecção tomou como base os dados coletados no prontuário clínico, logo, uma limitação 

metodológica inerente é o viés de informação, podendo ocorrer ausência de informações 

necessárias para a pesquisa ou mesmo despadronização de informações. Para minimizar 

falhas na coleta, foi aplicado o formulário da pesquisa permitindo assim a padronização das 

informações coletadas. 

Outro problema enfrentado foi o viés de classificação, uma vez que o processamento 

das amostras no laboratório terceirizado é todo manual, tendo ocorrido o envio de isolados 

pertencentes a outros gêneros/espécies diferentes dos que compões o estudo. Este viés foi 

minimizado através de uma re-identificação dos isolados no Laboratório de Bacteriologia e 

Biologia Molecular, Departamento de Medicina Tropical, Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). Da mesma forma o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, 

realizado pelo laboratório terceirizado, apresentou grande variação na seleção dos fármacos 

testados. Para minimizar este viés, foram definidos os antimicrobianos testados por 

gênero/espécie e foi realizada a complementação dos testes necessários. No entanto, não foi 

possível complementar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em todos os isolados, 

por isso, priorizou-se a complementação dos testes nos isolados MDR. 
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4.13 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Este trabalho foi submetido à aprovação nos Comitês de Ética em Pesquisa interno do 

hospital onde o estudo foi realizado, conforme as normas da Resolução do Conselho Nacional 

de Saúde/ CNS número 196/96, a qual estabelece as diretrizes e normas reguladoras de 

pesquisas envolvendo seres humanos. O mesmo foi aprovado pelo comitê de ética e pesquisa 

com seres humanos do Hospital do Câncer de Pernambuco (CAAE 05554812.7000.5205). 

Está sendo assegurada a confidencialidade e sigilo das informações individuais dos 

participantes da pesquisa, não sendo possível identificação dos mesmos, uma vez que os 

resultados do estudo foram tratados estatisticamente e informados por meio de frequências e 

medianas. As informações analisadas foram utilizadas para fins estritamente acadêmicos 

científicos e será feita a prestação de contas ao hospital do estudo, com o intuito de contribuir 

para construção e implementação das políticas de vigilância epidemiológica hospitalar. 
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5. Resultados 

5.1 Primeiro relato de blaSPM-1 em Acinetobacter baumannii no Brasil 

 

Introdução 

 Nas últimas décadas, Acinetobacter baumannii multirresistente (MDR) tem sido 

associado a um amplo espectro de infecções relacionadas à assistência a saúde, apesar de 

apresentar baixa virulência. Por este motivo, vem sendo considerado um patógeno emergente, 

responsável por infecções hospitalares e comunitárias, apresentando dificuldades na condução 

do seu tratamento (Kempf; Rolain, 2014). Apesar da baixa frequência em Acinetobacter spp., 

a produção de metalo-β-lactamase (MBL) consiste em um mecanismo de resistência 

importante. Este geralmente esta associado à patógenos MDR, conferindo resistência à 

maioria dos β-lactâmicos, devido à sua potente atividade carbapenemase e resistência a 

inibidores de β-lactamase (clavulanato e sulfonas) (Cornaglia; Giamarellou; Rossolini, 2011).  

 

Paciente e Métodos 

Trata-se do primeiro relato do gene blaSPM-1 em Acinetobacter baumannii no Brasil, 

isolado em janeiro de 2014. A bactéria foi isolada de uma amostra de secreção traqueal de 

uma paciente em tratamento de um câncer de mama estádio III, internada na unidade de 

terapia intensiva (UTI) de um hospital em Recife, Pernambuco, Brasil. Após a identificação 

da espécie, foi analisado o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e determinadas as 

concentrações inibitórias mínimas (CMIs) utilizando o sistema automatizado (Vitek2 system; 

bioMérieux, Hazelwood, MO, USA), e interpretado segundo critérios do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). A espécie de Acinetobacter foi identificada 

através do sistema Vitek2, e confirmada por PCR (Polymerase chain reaction) do gene 

blaOXA-51-tipo (Woodford et al., 2006). 
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Em seguida, os genes foram testados utilizando primers específicos: blaSPM-1, blaIMP, 

blaVIM, blaKPC, blaTEM (Cabral et al., 2012) e um controle positivo para cada gene foi 

utilizado: blaSPM-1 (P. aeruginosa PSA319), blaIMP (P. aeruginosa 48-1997A) and blaVIM (P. 

aeruginosa VIM-1) fornecidas pelo Laboratório Alerta, Universidade Federal de São Paulo 

(UNIFESP); blaKPC (P. aeruginosa P22A) and blaTEM (P. aeruginosa P14HC), pertencentes a 

coleção de cultura do Laboratório de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de 

Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

 

Resultados 

  O teste de susceptibilidade por concentração inibitória mínima mostrou que o isolado 

exibiu fenótipo MDR (Tabela 1). O A. baumannii mostrou-se resistente às penicilinas 

(ampicilina, amoxicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam), cefalosporinas (ceftazidima, 

ceftriaxona, cefepime), carbapenêmicos (imipenem e meropenem) e quinolônas 

(ciprofloxacina). Entretanto, o mesmo apresentou-se sensível aos aminoglicosídeos 

(amicacina e gentamicina), glicilciclina (tigeciclina) e a polimixina (colistina). 

Vale destacar que, um mês antes do isolamento do Acinetobacter, a paciente teve 

outro episódio de infecção a qual foi tratada por meio de terapia sequencial com piperacilina-

tazobactam, e associação de meropenem, amicacina e teicoplanina. Porém a paciente morreu 

um dia após a coleta da secreção traqueal que resultou no isolamento do A. baumannii 

descritos neste relato. A causa básica do óbito foi choque séptico de sítio pulmonar.  
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Tabela 1. Concentração inibitória mínima (CIM) do Acinetobacter baumannii portador do 

gene blaSPM-1. 

Antibiotic CIM (mg/mL) 

Ampicilina  32 

Amoxicilina–sulbactam 16 

Piperacilina-tazobactam  128 

Ceftazidima  64 

Ceftriaxona  64 

Cefepime 32 

Imipenem  16 

Meropenem  16 

Amicacina  2 

Gentamicina  1 

Ciprofloxacina  4 

Tigeciclina 1 

Colistina  0,5 

 

Apenas o gene blaSPM-1 foi amplificado. O amplicon foi sequenciado e a sequência da 

proteína codificada foi determinada utilizando BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e Clustal W (http://www.cbi.ac.uk/). Esta análise 

confirmou que amplicon é o gene blaSPM-1 (GenBank número de acesso KR185964), com 

homologia de 100% em relação ao AJ492820.1 (número de acesso no GenBank) (Toleman et 

al., 2002).  
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Discussão  

O achado sugere transmissão interespécie, porque no Brasil este gene só foi detectado 

em P. aeruginosa (González et al., 2014). Curiosamente, apesar do gene blaSPM-1 estar ligado 

a resistência em P. aeruginosa e sua disseminação estar quase que restrita ao Brasil, o mesmo 

foi identificado em isolados de A. baumannii no Irã (Shahcheraghi et al., 2011), Índia (Azim 

et al., 2010), e na Arábia Saudita (Al-Sultan, 2014). Destes, apenas no estudo do Irã foi feito o 

sequenciamento do amplicon e o mesmo foi submetido ao GenBank, além de ser o único país, 

dentre estes, com caso de blaSPM-1 em P. aeruginosa publicado (Ghamgosha et al., 2014). 

Frente a gravidade da ocorrência de disseminação de cepas MDR e de genes de resistência em 

Acinetobacter baumannii, em unidades hospitalares no mundo inteiro, ressalta-se a 

importância da vigilância contínua de bactérias MDR no ambiente hospitalares. Também se 

faz necessária adoção de medidas de controle mais efetivas, buscando minimizar a 

disseminação destes patógenos, tais como a adesão aos protocolos de higiene das mãos e 

descontaminação dos equipamentos, instrumentos e do ambiente hospitalar. 
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5.2 Detecção de genes blaSPM-1, blaKPC, blaTEM e blaCTX-M em isolados de Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter spp. e Klebsiella spp. provenientes de pacientes oncológicos 

com infecções relacionadas à assistência à saúde 

 

Introdução  

As infecções bacterianas permanecem como causa significativa de mortalidade e 

morbidade entre pacientes com câncer com ou sem neutropenia, apesar dos avanços na 

antibioticoterapia ocorridos nas últimas décadas (Pongas et al., 2012; Wang et al., 2011). A 

frequência e gravidade das infecções podem estar relacionadas à utilização de medicamentos 

citotóxicos potentes e ferramentas diagnósticas cada vez mais invasivas (Maschmeyer & Haas 

2008; Wang et al., 2011).  

Diante desta vulnerabilidade apresentada pelo paciente com câncer, esta população é 

mais susceptível às infeções comunitárias e relacionadas à assistência à saúde (IRAS). De 

acordo com o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC), um a cada 25 pacientes 

hospitalizados (4,0%; IC95% 3,7 a 4,4) está enfrentando uma IRAS, definida como infecção 

adquirida em hospital ou unidade de serviço a saúde, após 48 horas de internamento ou no 

prazo de 30 dias após a alta hospitalar (Revelas, 2012, Magill et al., 2014). Outro motivo de 

preocupação, em vários centros de atendimento a pacientes com câncer, tem sido as altas 

taxas de resistência bacteriana e a ascensão dos patógenos oportunistas também multidroga-

resistentes (MDR), isto é, aqueles resistentes a três ou mais classe de antimicrobianos (CDC, 

2013; Fukuta et al., 2013; Marín et al., 2014; Pongas et al., 2012).  

Alguns estudos descrevem as bactérias Gram-positivas como a causa mais frequente de 

IRAS em pacientes com câncer, especialmente infecção de corrente sanguínea (Kosmidis & 

Chandrasekar 2012; Maschmeyer & Haas 2008; Wang et al., 2011; Wisplinghoff et al., 2003), 

no entanto, nos últimos anos tem sido observada uma mudança no perfil epidemiológico das 

infecções neste grupo, com a ascensão das infecções ocasionadas por Gram-negativas e 
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aumento da resistência antimicrobiana devido ao uso excessivo de antibióticos neste grupo de 

pacientes (Gudiol et al., 2013, Montassier et al., 2013; Bassetti & Righi 2013; Marín et al., 

2014). Dentre as Gram-negativas, as Enterobacteriaceae E. coli e Klebsiella spp. são bactérias 

as mais frequentemente isoladas em pacientes com câncer seguido pelos bacilos não 

fermentadores de glicose P. aeruginosa, Acinetobacter spp. Stenotrophomonas maltophilia 

(Bassetti & Righi 2013; Marín et al., 2014; Wang et al., 2011). Neste grupo de bactérias, a 

produção de β-lactamases tem sido apontada como uma causa importante de multirresistência, 

devido a ampla variedade de enzimas existentes, incluindo as  β-lactamases de espectro 

estendido (ESBL) como TEM, SHV e CTX-M, e as carbapenemases como GES, Klebsiella 

pneumoniae Carbapenemase (KPC) e metalo-β-lactamases (MBL) como IMP, VIM e SPM 

(Bassetti & Righi 2013; Chaudhary & Payasi, 2014; Wang et al., 2011, Zafer et al., 2014).  

Assim, estudo do perfil de resistência e frequência de isolados produtores de β-

lactamases são importantes para a epidemiologia das IRAS, com a finalidade de recomendar e 

adotar as medidas de prevenção e controle mais adequadas. Logo, objetivo deste estudo foi 

investigar o perfil microbiológico e dados relacionados ao paciente e a infeção, e pesquisar os 

genes de resistência aos -lactâmicos blaSPM-1, blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaTEM e blaCTX-M, em 

isolados provenientes de pacientes oncológicos internados em um hospital situado em Recife, 

Pernambuco/Brasil. 

  

Material e Métodos 

Coleta e identificação dos isolados 

Isolados de P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e Klebsiella spp. foram coletados no 

período de novembro de 2012 a abril de 2014, provenientes de pacientes com neoplasia 

sólida, internados em um hospital especializado em assistência a pacientes com câncer situado 

em Recife, Pernambuco/Brasil.   
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As amostras analisadas foram coletadas por profissionais do hospital e enviadas para um 

laboratório terceirizado (Centro Integrado de Análises Clínicas - CIAC) para isolamento, 

identificação e realização do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. A identificação da 

espécie foi realizada utilizando técnicas padrões de microbiologia (Winn et al., 2008) e os 

testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados por meio de teste de disco 

difusão e seguiu os critérios instituídos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute 

(2014) (CLSI, 2014). Em seguida, os isolados foram fornecidos para a pesquisa e mantidos 

em estoque congelado com 20% de glicerol, a -20ºC, para as análises posteriores. 

Caracterização da amostra 

Dados relativos ao tipo de amostra e setor de internamento no hospital foram coletados 

no laudo da cultura microbiana e o tipo de neoplasia sólida do prontuário médico. 

Extração e quantificação de DNA 

Foi extraído o DNA total dos isolados resistentes aos carbapenêmicos e/ou às 

cefalosporinas de terceira e quarta geração. Para tal, foi utilizando o kit de extração de DNA 

Brazol (LGC Biotecnologia) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante, e a 

quantificação do mesmo foi realizada por espectrofotometria (Ultraspec 3000, Pharmacia 

Biotech) em uma faixa de comprimento de onda entre 260 a 280nm. 

PCR dos genes β-lactamases 

Foram investigados genes β-lactamases (blaTEM, blaCTX-M) nos isolados resistentes às 

cefalosporinas de terceira e quarta geração, e nos isolados resistentes aos carbapenêmicos, 

investigou-se os genes MBL (blaSPM-1, blaIMP, blaVIM) e blaKPC, utilizando primers específicos 

(Tabela 1) (Dong et al., 2008, Gales et al., 2003, Cabral et al.,2012, Saladin et al.,2002, Yigit 

et al.,2001). Estes genes foram pesquisados nos isolados de P. aeruginosa, Acinetobacter spp. 

e Klebsiella spp., com exceção do gene blaCTX-M, cuja pesquisa foi realizada apenas nos 

isolados de Klebsiella spp.. 
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Para cada gene, as reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25 

µL por tubo, compreendendo as concentrações descritas a seguir. 

β-lactamases do grupo TEM, CTX-M e KPC 

Para os genes blaTEM e blaCTX-M foram utilizados 10ng de DNA genômico e para o gene 

blaKPC foi utilizado 5ng do mesmo. Acrescentou-se, para os três genes, 25 pmol dos primers 

(Tabela 1), tampão 1x, 200µM do desoxirribonucleotídeo trifosfato (Ludwig Biotec), 1,5 mM 

de MgCl2 e 2,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega) (Cabral et al.,2012, Saladin et 

al.,2002, Yigit et al.,2001).  

 Metalo-β-lactamases 

Para os genes blaSPM-1, blaIMP, blaVIM foram utilizados 25ng de DNA genômico, 10 pmol 

dos primers (Tabela 1), tampão 1x, 100µM do desoxirribonucleotídeo trifosfato (Ludwig 

Biotec), 1,5 mM de MgCl2 e 1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega) (Dong et al., 

2008, Gales et al., 2003). 

As amplificações por PCR foram realizadas em termociclador (Biosystems) da seguinte 

forma: desnaturação inicial a 95ºC por 5 minutos, seguida de 30 ciclos (blaSPM-1, blaIMP, 

blaVIM) ou 35 ciclos (blaTEM, blaCTX-M, blaKPC) de desnaturação a 95ºC por 1 minuto, 

anelamento segundo temperatura descrita na Tabela 1 por 1 minuto e extensão a 72ºC por 1 

minuto, e depois uma extensão final de 10 minutos a 72ºC ) (Dong et al., 2008, Gales et al., 

2003, Cabral et al.,2012, Saladin et al.,2002, Yigit et al.,2001).  
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Tabela 1. Primers utilizados na pesquisa de genes de β-lactamases.  

Gene Primer Sequência (5’-3’) Temperatura 

anelamento 

N. de 

ciclos 

Referência 

blaSPM-1 SPM-1 F 

SPM-1 R 

CCTACAATCTAACGGCGACC 

TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 

55,3°C 30 Gales et al., 

2003 

blaIMP-DIA IMP-DIA F 

IMP-DIA R 

GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 

GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT 

50,6°C 30 Dong et al., 

2008  

blaVIM-DIA VIM-DIA F 

VIM-DIA R 

CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 

AGGTGGGCCATTCAGCCAGA 

56,8°C 30 Dong et al., 

2008 

blaKPC KPC-1a 

KPC-1b 

TGTCACTGTATCGCCGTC 

CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 

63,0°C 35 Yigit et 

al.,2001 

blaTEM T1F 

T2R 

ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 

GACAGTTACCAATGCTTAATC 

57,0°C 35 Cabral et 

al.,2012 

blaCTX-MA CTX-M1 

CTX-M2 

SCSATGTGCAGYACCAGTAA 

CCGCRATATGRTTGGTGGTG 

61,0°C 35 Saladin et 

al.,2002  

 

Os produtos de PCR foram marcados com o corante blue (Jena Bioscience) e submetidos 

à eletroforese a 1,0% em géis de agarose em TBE buffer (Tris-borato 0.089M e EDTA 

0.002M) sob voltagem constante de 100V, visualizados sob luz UV e fotodocumentados. 

Em cada partida de amplificação foi incluído um controle negativo, constituído de um 

tubo com todos os componentes da reação ao qual não foi adicionado DNA, e um controle 

positivo para cada gene: blaSPM-1 (P. aeruginosa PSA319), blaIMP (P. aeruginosa 48–1997A) e 

blaVIM (P. aeruginosa VIM-1) fornecido pelo Laboratório Alerta, Universidade Federal de 

São Paulo (UNIFESP); blaTEM (P. aeruginosa P14HC), blaCTX-M (Enterobacter cloacae 

Ec1A) e blaKPC (P. aeruginosa P22A), pertencentes à coleção de cultura do Laboratório de 

Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de Medicina Tropical, Universidade 

Federal de Pernambuco (UFPE).  
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Investigação dos perfis clonais 

Os isolados MDR foram submetidos a tipagem molecular por meio da técnica 

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-based PCR (ERIC-PCR), para identificação 

do perfil clonal dos isolados pesquisados. As reações de ERIC-PCR foram preparadas em um 

volume total de 25 µL por tubo, compreendendo: 100ng de DNA genômico, 10 pmol dos 

primers (ERIC-1 [5’- ATG TAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’]; ERIC-2 [5’-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’]) (Duan et al., 2009), Tampão 1x, 200µM do 

desoxirribonucleotídeo trifosfato (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl2 e 1,0U da enzima Taq 

DNA polimerase (Promega). Os parâmetros de amplificação utilizado na ERIC-PCR foram: 

desnaturação inicial a 95ºC por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 92ºC por 1 

minuto, anelamento a 36ºC por 1 minuto e extensão a 72ºC por 8 minutos, seguido de uma 

extensão final de 16 minutos à 72ºC (Duan et al., 2009). Os produtos de PCR foram marcados 

com o corante green (Jena Bioscience) e submetidos à eletroforese a 1,5% em gel de agarose 

em TBE buffer (Tris-borato 0.089M e EDTA 0.002M) sob voltagem constante de 100V, 

visualizados sob luz UV e fotodocumentados para posterior análise de perfis clonais. Os 

padrões de bandas gerados na ERIC-PCR foram analisados de acordo com Tenover et al. 

(1995) e o dendrograma foi gerado utilizando o software past.exe.  
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Resultados 

Caracterização da amostra 

No período de novembro de 2012 a abril de 2014 foram coletados 169 isolados incluídos 

nos critérios da pesquisa, dos quais 75 Klebsiella spp. (44,4%), 58 P. aeruginosa (34,3%) e 

36 Acinetobacter spp. (21,3%). Estes isolados foram provenientes de 107 pacientes com 

neoplasia sólida, internados em hospital especializado em assistência a pacientes com câncer 

situado em Recife, Pernambuco/Brasil. As amostras mais frequentes foram aspirado traqueal 

(37,9%), hemocultura (20,1%) e urocultura (12,4%); e mais da metade dos pacientes estavam 

internados em unidade de terapia intensiva (63,2%), sendo este um fator de risco para 

infecções provocadas por patógenos MDR (Tabela2).  

Ao analisar as neoplasias agrupando todos os isolados clínicos do estudo, as mais 

frequentes foram tumor de intestino (11,4%), câncer de mama (10,5%) e câncer de próstata 

(8,7%), respectivamente. Entretanto, existe uma pequena variação na sequencia da o tipo de 

neoplasia sólida por ordem de magnitude entre as bactérias. Neste caso, para P. aeruginosa as 

neoplasias mais frequentes foram câncer de mama (13,3%), câncer de laringe (13,3%) e 

câncer de intestino (10,7%), para Acinetobacter spp. foram câncer de próstata (19,0%), câncer 

de intestino (14,3%)  e câncer de pulmão (7,1%) e para Klebsiella spp. foram câncer de 

intestino (10,8%), câncer de próstata (9,8%) e câncer de estômago (6,9%) (Tabela 2). 
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Tabela 2. Caracterização dos isolados clínicos quanto ao tipo de amostra e local de internamento 

durante o isolamento do patógeno e tipo de neoplasia sólida do paciente. 

 

P. aeruginosa  

(N=58) 

Acinetobacter spp. 

(N=36) 

Klebsiella spp. 

(N=75) 

Total 

(N=169) 

Tipo de amostra n F N F n F n F 

Aspirado Traqueal 24 41,4% 14 38,9% 26 34,7% 64 37,9% 

Sangue 13 22,4% 6 16,7% 15 20,0% 34 20,1% 

Urina 6 10,3% 3 8,3% 12 16,0% 21 12,4% 

Ponta de Cateter Venoso Central 5 8,6% 2 5,6% 3 4,0% 10 5,9% 

Líquido Peritoneal 1 1,7% 1 2,8% 3 4,0% 5 3,0% 

Outros 9 15,5% 10 27,8% 16 21,3% 35 20,7% 

Local de internamento         

UTI 41 70,7% 24 66,7% 43 57,3% 108 63,9% 

Unidade de Oncologia Médica 6 10,3% 6 16,7% 15 20,0% 27 16,0% 

Unidade de Oncologia Cirúrgica 9 15,5% 4 11,1% 14 18,7% 27 16,0% 

Unidade de Cuidados Paliativos 1 1,7% 2 5,6% 3 4,0% 6 3,6% 

Unidade de Oncologia Pediátrica 1 1,7% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,6% 

Tipo de neoplasia sólida         

Câncer de intestino, cólon e reto 8 10,7% 6 14,3% 11 10,8% 25 11,4% 

Câncer de mama 10 13,3% 7 16,7% 6 5,9% 23 10,5% 

Câncer de próstata 1 1,3% 8 19,0% 10 9,8% 19 8,7% 

Câncer de laringe 10 13,3% 2 4,8% 2 2,0% 14 6,4% 

Câncer cerebral 6 8,0% 2 4,8% 4 3,9% 12 5,5% 

Câncer de colo de útero 3 4,0% 2 4,8% 4 3,9% 9 4,1% 

Câncer de estômago 2 2,7% 0 0,0% 7 6,9% 9 4,1% 

Câncer de pulmão 1 1,3% 3 7,1% 4 3,9% 8 3,7% 

Outros 17 22,7% 6 14,3% 27 26,5% 50 22,8% 

Nota: alguns pacientes tiveram infecções provocadas por mais de um isolado bacteriano, neste caso, os dados 

relativos ao local de internamento e tipo de neoplasia sólida estão influenciados por esta repetição. 

 

Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou que o Acinetobacter spp. 

apresentou os maiores percentuais de resistência, enquanto que Klebsiella spp. apresentou os 

maiores percentuais de sensibilidade aos antimicrobianos. Foi possível observar também um 

elevado percentual de resistência aos carbapenêmicos tanto em P. aeruginosa (53,4%) como 

em Acinetobacter spp. (66,7%). Entretanto, em Klebsiella spp., os carbapenêmicos foram a 
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classe de antimicrobianos com maior percentual de sensibilidade, demonstrando ser ainda 

uma boa opção terapêutica para ente grupo de bactéria (Tabela 3).  

De uma forma geral, os aminoglicosídeos foram a classe de antimicrobianos cujas 

bactérias apresentaram maior percentual de sensibilidade, variando de 55,2% em P. 

aeruginosa e 84,4% em Klebsiella spp., ambos frente a amicacina (Tabela 3). 

Ao analisarmos os maiores percentuais de resistência por bactéria, verificamos que em P. 

aeruginosa 53,4% das cepas foram resistentes ao imipenem e ao meropenem. Já para os 

isolados de Acinetobacter spp.  o perfil de maior resistência foi detectado  para os 

antimicrobianos ciprofloxacina (77,8%), ceftriaxona (75,0%) e ceftazidima (72,2%); e nos 

isolados de Klebsiella spp. ampicilina (88,3%) e ceftriaxona (51,9%) (Tabela 3). 

Em relação ao percentual MDR, verificamos este perfil em 58,6% das P. aeruginosa, 

77,8% dos Acinetobacter spp. e 64,0% das Klebsiella spp.  
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Tabela 3. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos nos isolados de Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter spp. e Klebsiella spp. 

 P. aeruginosa 

(N=58) 

Acinetobacter spp. 

(N=36) 

Klebsiella spp. 

(N=75) 

Antimicrobiano S R NT S R NT S R NT 

Ampicilina - - - - - - 9,1% 88,3% 2,6% 

Amoxicilina-ácido 

clavulânico 

- - - - - - 36,4% 48,1% 15,6% 

Piperacilina-tazobactam 51,7% 31,0% 17,2% - - - 66,2% 27,3% 6,5% 

Ampicilina-sulbactam - - - 77,8% 16,7% 5,6% - - - 

Azetreonam 56,9% 36,2% 6,9% - - - 48,1% 49,4% 2,6% 

Ceftriaxona - - - 22,2% 75,0% 2,8% 37,7% 51,9% 10,4% 

Ceftazidima 53,4% 36,2% 10,3% 16,7% 72,2% 11,1% - - - 

Cefepime 41,4% 37,9% 20,7% 22,2% 69,4% 8,3% - - - 

Imipenem 44,8% 53,4% 1,7% 33,3% 66,7% 0,0% 87,0% 11,7% 1,3% 

Meropenem 46,6% 53,4% 0,0% 33,3% 66,7% 0,0% 85,7% 10,4% 3,9% 

Amicacina 55,2% 44,8% 0,0% 63,9% 33,3% 2,8% 84,4% 14,3% 1,3% 

Gentamicina 70,7% 24,1% 5,2% 63,9% 36,1% 0,0% 74,0% 24,7% 1,3% 

Ciprofloxacina 44,8% 43,1% 12,1% 22,2% 77,8% 0,0% 55,8% 40,3% 3,9% 

Sulfametoxazol- 

trimetoprim 

- - - 58,3% 38,9% 2,8% 62,3% 35,1% 2,6% 

Tetraciclina - - - 91,7% 8,3% 0,0% - - - 

Nota: S: sensível; R: resistente; NT: não testado; -: antibiótico não testado nas bactérias de determinado gênero. 

 

PCR dos genes β-lactamases 

Os isolados para pesquisa dos genes β-lactamases foram selecionados a partir dos 

critérios descritos na metodologia e os resultados alcançados estão dispostos na tabela 4.  

Os genes blaSPM-1 e blaKPC foram detectados em 11 isolados (35,5%) e oito isolados 

(25,8%) de P. aeruginosa, respectivamente. Destes, um isolado apresentou 

concomitantemente os genes  blaSPM-1 e  blaKPC. Nenhum isolado foi positivo para os genes 

blaIMP-1 e blaVIM (Tabela 4). 

Quanto a outros genes -lactamase, blaTEM foi identificado em sete isolados de 

Acinetobacter spp. (25,9%) e 11 isolados de Klebsiella spp. (30,6%), porém não foi 



Jácome, P.R.L.A. Estudo Epidemiológico E Molecular De Infecções Ocasionadas por... 78 

 

amplificado nos isolados de P. aeruginosa do hospital. Enquanto que o gene blaCTX-M 

apresentou a maior frequência molecular do estudo, positivando em 21 isolados de Klebsiella 

spp., o que representou 58,3% das bactérias analisadas para este gene (Tabela 4). Observou-se 

ainda que dos 11 isolados de Klebsiella spp. blaTEM positivos, oito dele também apresentaram 

o gene blaCTX-M. 

Tabela 4. Distribuição dos genes -lactamase por patógenos bacterianos. 

  

Gene  

P. aeruginosa Acinetobacter spp. Klebsiella spp. Total 

% n/N % n/N % n/N % n/N 

blaSPM-1 35,5% (11/31) 0,0% (0/26) 0,0% (0/15) 15,3% (11/72) 

blaIMP 0,0% (0/31) 0,0% (0/26) 0,0% (0/15) 0,0% (0/72) 

blaVIM 0,0% (0/31) 0,0% (0/26) 0,0% (0/15) 0,0% (0/72) 

blaKPC 25,8% (8/31) 0,0% (0/23) 0,0% (0/7) 13,1% (8/61) 

blaTEM 0,0% (0/22) 25,9% (7/27) 30,6% (11/36) 21,2% (18/85) 

blaCTX-M NT (-/-) NT (-/-) 58,3% (21/36) 58,3% (21/36) 

Nota: alguns isolados contem mais de um gene de -lactamase. 

 

Investigação dos perfis clonais  

A investigação dos perfis clonais foi realizada apenas nos isolados MDR, totalizando 30 

P. aeruginosa, 30 Acinetobacter spp. e 39 Klebsiella spp.. Foram identificados 20 perfis 

diferentes dentre as P. aeruginosa, sedo três destes considerados perfis clonais, cuja 

similaridade é de 100%. Os outros perfis tiveram similaridade variando de 4% a 40% (Figura 

1). 

Dentre os 30 Acinetobacter spp., foram identificados 17 perfis diferentes, dos quais cinco 

eram formados por clones, havendo um clone predominante, cujo perfil foi identificado em 10 

isolados. Os demais perfis tiveram similaridade variando de 4% a 60% (Figura 1). 
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Discussão 

Diversos mecanismos de resistência natural ou adquirida aos antimicrobianos podem 

estar relacionados ao insucesso do tratamento de infecções.  Frente aos -lactâmicos, o 

mecanismo mais importante é a síntese de enzimas -lactamases, as quais exibem uma grande 

diversidade de enzimas, com mais de 1600 variantes (Jacoby & Bush, Lahey, 2015). 

Neste estudo, 169 isolados clínicos de Acinetobacter spp., P. aeruginosa e Klebsiella spp. 

foram obtidos a partir de várias amostras provenientes de pacientes com neoplasia sólida, que 

foram submetidos a pesquisa de genes responsáveis pela síntese das enzimas SPM-1, IMP, 

VIM, KPC, TEM e CTX-M. A bactéria mais frequente no estudo foi a Klebsiella spp. seguido 

pela P. aeruginosa e Acinetobacter spp.. 

Em um estudo semelhante, porém realizado em pacientes não oncológicos, Chaudhary & 

Payasi (2014), investigaram genes das  β-lactamases AmpC, OXA, KPC, BlaZ e ESBL em E. 

coli, Klebsiella spp., A. baumannii, P. aeruginosa e S. aureus coletadas de pacientes 

internados em diferentes hospitais da Índia. Neste estudo, a frequência de P. aeruginosa foi 

quase três vezes superior a de Klebsiella spp., enquanto que em nosso estudo ocorreu o 

inverso, sendo a proporção de P. aeruginosa foi cerca de 30% inferior a de Klebsiella spp.. 

Em ambos estudos, a proporção de Acinetobacter spp. foi a menor, dentre as três bactérias. 

Ram et al. (2012) analisaram os índices de infecção bacteriana e susceptibilidades aos 

antibióticos entre os episódios iniciais e subsequentes de infecção em pacientes com câncer 

hematológico e obtiveram a mesma ordem de frequência das bactérias do nosso estudo, no 

entanto, a diferença entre Klebsiella spp. e P. aeruginosa foi de apenas 5%. Desta forma, 

observa-se uma pequena variação na ordem da incidência dos patógenos analisados em nosso 

estudo, no entanto, em todos os casos, P. aeruginosa, Klebsiella spp. e Acinetobacter spp., 

figuram entre as cinco principais causas de infecção em pacientes oncológicos e não 
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oncológicos (Pongas et. al., 2012,  Ram et al., 2012,  Chaudhary & Payasi 2014, Andria et al., 

2015).  

Quanto se trata do tipo de amostra clínica, aspirado traqueal foi o mais frequente em 

nosso estudo, seguido por sangue e urina. No estudo de Chaudhary & Payasi (2014), as 

amostras sanguíneas também foram o segundo tipo de material clínico mais frequente, no 

entanto, escarro foi o primeiro tipo de amostra para A. baumannii e Klebsiella spp. e pus para 

P. aeruginosa. Muitos estudos focam na pesquisa de infecção da corrente sanguínea por estar 

associado a altas taxas de morbidade e mortalidade, seja diretamente ou por interferir no 

cronograma da quimioterapia, o que torna a hemocultura um exame de importante valor 

preditivo de infecção (Araujo, 2012, Miedema et al., 2013, Moghnieh et al., 2015, Paul et al., 

2010).  

Em relação ao tipo de câncer, os resultados encontrados no presente estudo corroboram 

com os dados do Sistema de Informação Hospitalar do Sistema Único de Saúde (SIH-SUS) no 

mesmo período e local, cuja análise da estatística de internamento por câncer no estado de 

Pernambuco (população alvo) revelou que os tipos de cânceres mais frequentes dentre os 

pacientes incluídos no nosso estudo, correspondem à magnitude das mesmas como causa de 

internamento no local e período do estudo (Brasil, 2015). 

Em relação aos dados microbiológicos, o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

das amostras de nosso estudo demonstrou um percentual de resistência aos carbapenêmicos 

superior a 50% tanto em P. aeruginosa e Acinetobacter spp., e próximo a 10% em Klebsiella 

spp..  

Na população de uma forma geral, estudos recentes apontam crescimento que a 

prevalência de agentes patogénicos Gram-negativos resistentes ao carbapenêmicos tem 

aumentado drasticamente na última década, especialmente entre P. aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii e Enterobacteriaceae (Akova et al., 2012; Lee & Doi, 2014). 
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Em relação ao percentual MDR, verificamos que 58,6% das P. aeruginosa, 77,8% dos 

Acinetobacter spp. e 64,0% das Klebsiella spp. demonstraram este perfil.  Percentuais 

bastante inferiores foram detectados no estudo de Maríns et al. (2014), também realizado em 

pacientes com tumor sólido internado em um hospital espanhol entre janeiro de 2006 e julho 

de 2012. Neste estudo, a frequência de bacilos Gram-negativos MDR foi de 13,4% (43/320), 

dos quais cinco eram P. aeruginosa (9,6%), uma era A. baumannii (50,0%), 20 eram 

Enterobacteriaceae produtoras de β-lactamase de espectro estendido (7,6%), 13 eram 

Enterobacteriaceae produtoras de AmpC (5,0%) e uma era Klebsiella oxytoca hiperprodutora 

de β-lactamase cromossomal (11,1%).  

Ao compararmos a frequência de isolados MDR do nosso estudo com outros realizados 

com pacientes não oncológicos internados em hospitais localizados na mesma cidade do 

presente estudo, verificamos percentuais de isolados MDR semelhantes aos nossos, como no 

estudo de Jácome et al. (2012a), que verificou um percentual de P. aeruginosa MDR de 

54,1%; Hinrichsen et al. (2014), que detectou percentuais de Acinetobacter spp. MDR 

variando de 53,0% a 86,0% em dois hospitais distintos; e Melo et al. (2011), que encontrou 

um percentual global isolados de Klebsiella spp. MDR de 60,6% dentre os isolados 

investigados. Desta forma, é possível perceber que a elevada frequência de isolados MDR em 

hospitais de Recife tem sido constante nos últimos anos.  

Dentre os isolados resistentes aos carbapenêmicos ou a ceftazidima, nosso estudo 

identificou que 35,5% das P. aeruginosa exibiram o gene blaSPM-1. Considerando hospitais 

situados na mesma região, Jácome et al. (2012a) detectaram um frequência inferior, 

equivalente a 20,7% do total de isolados resistentes aos carbapenêmicos ou a ceftazidima e 

46,2% quando considerou apenas os isolados positivos no teste fenotípico para MBL. Já 

Cavalcanti et al. (2012), em outro hospital universitário situado na mesma cidade do nosso 
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estudo, identificaram um percentual mais elevado, com a detecção do gene blaSPM-1 em 83,6% 

dos isolados resistentes a imipenem ou ceftazidima investigados. 

Em contrapartida, em pacientes com câncer, estudos realizados em um hospital pediátrico 

localizado em São Paulo, Brasil, houve uma detecção do gene blaSPM-1 que variou de 33,3% a 

56,3% (Fernandes et al., 2010, Quiles et al., 2015). Estes resultados mostram a persistência de 

P. aeruginosa SPM-1 positiva nos hospitais brasileiros, em geral, ao longo dos anos. 

Embora as MBL não sejam as carbapenemase predominantes em Acinetobacter spp., 

estas enzimas contribuem para o alto nível de resistência aos carbapenêmicos (Lin & Lan, 

2014). A maior concentração dos casos de MBL em espécies de Acinetobacter ocorre em 

países Asiáticos, seguidos pelos Europeus, e os genes mais frequentemente identificados neste 

gênero foram blaIMP-1, blaVIM-2 e blaNDM-1, respectivamente (Lin & Lan, 2014). 

Os genes blaIMP e blaVIM raramente são detectados em hospitais brasileiros, havendo 

diversos estudos nos quais estes genes não foram amplificação, seja em pacientes oncológicos 

ou não oncológicos (Fernandes et al., 2010, Jácome et al., 2012a, Cavalcanti et al., 2012, 

Quiles et al., 2015). No entanto, estes genes merecem atenção uma vez que já foram 

encontrados em alguns estados brasileiros, especialmente o blaIMP que já foi detectado em São 

Paulo (Sader et al., 2005), Rio de Janeiro (Pellegrino et al., 2001), Brasília (Mendes et al., 

2004), João Pessoa (Santos-Filho et al., 2002), Porto Alegre (Martins et al., 2007) e 

Florianópolis (Scheffer et al., 2010). Enquanto que o gene blaVIM já foi detectado em São 

Paulo (Sader et al., 2005; Franco et al., 2010). 

No presente estudo, o gene blaKPC foi amplificado apenas em P. aeruginosa (25,8%), no 

entanto, vale destacar que o número de isolados de Klebsiella spp. resistentes aos 

carbapenêmicos foi muito baixo, reforçando a ausência dos genes carbapenemase dentre as 

Klebsiella spp. no hospital estudado. Outros estudos realizados em hospitais de Recife, com 

pacientes não oncológicos, apresentaram uma maior frequência de isolados de K. pneumoniae 
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resistentes aos carbapenêmicos, assim como isolados portadores do gene blaKPC (Cabral et al., 

2012; Melo et al., 2014). 

Apesar do gene blaKPC raramente ser detectado em P. aeruginosa (Zafer et al., 2014), é 

importante salientar que o primeiro caso de identificação do gene blaKPC em P. aeruginosa no 

Brasil, ocorreu em um hospital público situado em Recife (Jácome et al., 2012b), mesma 

cidade do nosso estudo. Por outro lado, seguindo uma tendência mundial, Chaudhary & 

Payasi (2014) obteve um resultado oposto ao do nosso estudo, em pacientes não oncológicos 

da Índia, onde não foi amplificado o gene blaKPC em P. aeruginosa e A. baumannii, no 

entanto, este gene foi amplificado em 26,1% dos isolados de K. pneumoniae e 17,4% de K. 

oxytoca (Chaudhary & Payasi, 2014). Já Quiles et al. (2015), em pacientes oncológicos, não 

detectou o gene blaKPC em P. aeruginosa e Acinetobacter spp. e Klebsiella spp., em uma 

amostra de infecção de corrente sanguínea oriunda de pacientes pediátricos (Quiles et al., 

2015). 

Quanto a outras -lactamases, o gene blaTEM foi identificado em 25,9% dos isolados de 

Acinetobacter spp., 30,6% dos isolados de Klebsiella spp.. Percentuais inferiores foram 

detectados em pacientes não oncológicos internados em hospitais da Índia, nos quais o gene 

blaTEM foi detectado em A. baumannii (9,6% blaTEM-1, 9,6% blaTEM-3, 11,5% blaTEM-50), K. 

pneumoniae (21,7% blaTEM-1, 21,7% blaTEM-3), K. oxytoca (21,7% blaTEM-1) (Chaudhary & 

Payasi 2014). E diferente do presente estudo onde o gene blaTEM não foi detectado em P. 

aeruginosa, Chaudhary & Payasi (2014) detectaram os genes blaTEM-1, blaTEM-3 e blaTEM-50 em 

14,5%; 14,0% e 6,0% das bactérias dessa espécie, respectivamente. Também na Índia, porém 

em pacientes não oncológicos, Chandra e Goswami (2012) detectaram um incidência de 

ESBL em 65,7% dos isolados de K. pneumoniae investigados, e destes 80% foi positivo para 

ambos os genes blaTEM. 
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De acordo com um estudo de revisão que teve por objetivo verificar a epidemiologia 

nosocomial das Enterobacteriaceae produtoras de ESBL na América Latina, cerca de 58% dos 

isolados de K. pneumoniae são ESBL positivas no Brasil, e CTX-M é a mais prevalente. 

(Gusmán-Blanco et al., 2014).  

No presente estudo, a frequência do gene blaCTX-M em isolados de Klebsiella spp. foi de 

58,3%, sendo este o gene mais frequente em nosso estudo, corroborando com outros achados 

na América Latina, descritos na literatura (Morfín-Otero et al., 2013, Gusmán-Blanco et al., 

2014, Nogueira et al., 2015).  

Também merece atenção à identificação de clones multirresistentes e portadores de genes 

-lactamase em diferentes setores do hospital, apontando para o risco de disseminação destes 

patógenos no hospital. A aplicação de técnicas de tipagem molecular em hospitais permite o 

mapeamento da dinâmica de transmissão das infecções, levando assim a aplicação de medidas 

de controle de infecção mais direcionadas ao cenário local (Hafiane; Ravaoarinoro, 2008).  

Adicionalmente, a aplicação de medidas efetivas de controle de infecção em conjunto 

vigilância microbiológica e seu padrão de resistência são de extrema importância para reduzir 

a taxa de morbidade e mortalidade devido a infecções bacterianas, além de reduzir custos 

hospitalares (Vasudevan et. al., 2015). Para tanto, em 2014, foi instituído por lei na Alemanha 

a emissão de relatórios de vigilância sobre os agentes infecciosos e seus padrões de resistência 

a antibióticos, bem como sobre o uso de antibióticos em muitas instituições médicas (Warnke 

et al., 2014). 

Assim, estudos de vigilância para conhecer o perfil microbiológico e o perfil de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, associados à identificação molecular de mecanismos 

genéticos de resistência, são úteis para determinar a diversidade dos microrganismos e dos 

genes de resistência presentes no ambiente hospitalar, além de orientar a terapêutica 

apropriada, e colaborar para a implantação de medidas de controle de infecção, 
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principalmente de pacientes mais susceptíveis as IRAS. Adicionalmente, em pacientes com 

câncer, conhecer os sítios de resgate dos isolados e suas respectivas neoplasias relacionadas 

podem contribuir para o direcionamento de estratégias e de normas de cuidados específicas 

por grupo de risco, que visem minimizar os episódios de IRAS nesses pacientes. 
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5.3 Caracterização clínica e epidemiológica de infecções ocasionadas por Klebsiella spp.,  

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. multidroga resistentes em pacientes com 

neoplasias sólidas, Pernambuco, Brasil. 

 

Introdução 

As infecções relacionadas à assistência a saúde (IRAS) persistem como um problema 

relacionado aos cuidados a saúde dos pacientes internados, especialmente naqueles 

imunossuprimidos com câncer, por muitas vezes se manifestar de forma sutil ou atípica, 

dificultando o diagnóstico e tratamento precoce, e assim, elevando o risco de ocasionar sepse 

grave e morte (Cornejo-Juárez et al., 2015, Pongas et al., 2012, Gudiol et al., 2011). A 

emergência global das taxas de infecções relacionadas a bactérias Gram-negativas multidroga 

resistentes (MDR) em pacientes internados tem sido um fator preocupante por reduzir as 

opções de tratamento da infecção nos pacientes acometidos (Montassier et al., 2013, Gudiol et 

al., 2011). 

Dentre os microrganismos mais frequentemente associados a IRAS em pacientes 

oncológicos estão a Klebsiella spp.,  Pseudomonas aeruginosa, e Acinetobacter spp., os quais 

apresentam altas taxas de resistência aos antimicrobianos, e são consideradas bactérias MDR 

de grande importância clínica (Pongas et al., 2012, Andria et al., 2015, Marín et al., 2014). 

Além das complicações inerentes ao estado de saúde do paciente, as IRAS causadas por 

patógenos MDR elevam os custos da hospitalização, levando a um impacto econômico 

significativo (Neidell et al., 2012, Vasudevan et al., 2015) 

Muitos estudos envolvendo pacientes com câncer focam na pesquisa de infecção da 

corrente sanguínea, devido às altas taxas de morbidade e mortalidade (Miedema et al., 2013). 

Porém, as pneumonias, as infecções do trato urinário, do trato gastrointestinal e da 

pele/tecidos moles merecem atenção devido à elevada frequência em que ocorrem (Costa, 
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Atta, Silva 2014). Da mesma forma, poucos estudos são delineados com foco na pesquisa de 

IRAS exclusivamente em pacientes com neoplasias sólidas (Marín et al., 2014).   

Desta forma, este estudo teve por objetivo descrever dados clínicos e epidemiológicos 

de IRAS ocasionadas por Klebsiella spp.,  P. aeruginosa, e Acinetobacter spp. em pacientes 

com neoplasias sólidas e verificar possíveis associações destes fatores com a multidroga 

resistência. 

 

Métodos 

Desenho do estudo: trata-se de um estudo descritivo de corte transversal, onde foram 

investigadas características relacionadas ao paciente, à hospitalização e à infecção em 

pacientes com neoplasias sólidas que desenvolveram IRAS causadas por Klebsiella spp. ou P. 

aeruginosa ou Acinetobacter spp., no período de novembro de 2012 a abril de 2014. 

Local do estudo: o estudo foi realizado em um hospital especializado em pacientes com 

câncer, situado em Recife, Pernambuco, Brasil. O mesmo oferece serviços de urgência 24 

horas, Unidade de Terapia Intensiva (UTI), oncologia médica e oncologia cirúrgica, além de 

quimioterapia, radioterapia, radiologia, odontologia e departamento de próteses reabilitadoras. 

O mesmo tem a capacidade para atender cerca de 55,0% de todos os pacientes oncológicos do 

estado de Pernambuco. Durante o período de coleta do estudo, o hospital admitia apenas 

pacientes com neoplasias sólidas. 

População alvo: a população foi constituída por pacientes com neoplasia sólida, de ambos os 

sexos e todas as idades, admitidos no hospital do estudo no período de novembro de 2012 e 

abril de 2014, e que desenvolveram IRAS causadas por Klebsiella spp. ou P. aeruginosa ou 

Acinetobacter spp.  

Tamanho amostral: uma amostra mínima de 124 isolados bacterianos foi obtida utilizando o 

software estatístico Epi-Info (v. 7). Para o cálculo do tamanho amostral foi utilizado, como 
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estimativa de população sob risco, o número de internamentos por câncer no Brasil, no 

período de 2008 a 2012 (SIH-SUS), e a estimativa de prevalência de infecções por bacilos 

Gram-negativos em pacientes com câncer foi baseada no estudo de Costa et al. 2014 e 

intervalo de confiança de 90%. 

Análise estatística: 

As análises estatísticas foram conduzidas utilizando o software Epi-Info (v. 7). A 

descrição da amostra foi feita por meio de cálculo de frequência com intervalo de confiança 

de 95% (IC95%) para as variáveis categóricas e de mediana para as variáveis numéricas. 

Enquanto que a verificação de possíveis fatores associados à infecção por patógenos MDR foi 

investigada utilizando teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher para as variáveis 

categóricas e teste U de Mann-Whitney para as variáveis numéricas, devido a não distribuição 

normal das mesmas. Foram consideradas estatisticamente significativas as associações com p-

valores  0,05. 
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Resultados 

No período da pesquisa, foram coletados 169 isolados que se enquadraram dentro do 

perfil do estudo. Destes, 21 foram perdidos por falta de dados total ou parcial em prontuários, 

totalizando uma amostra de 148 isolados de Klebsiella spp., P. aeruginosa e Acinetobacter 

spp..  

A estatística descritiva dos dados revelou que a frequência de Klebsiella spp. (42,6%, 

IC95% 34,5%- 51,0%) foi significativamente superior a de Acinetobacter spp. (23,6%, IC95% 

17,1% - 31,3%), não havendo diferença entre P. aeruginosa e as mesmas (Tabela 1). Também 

foi verificada uma predominância estatisticamente significativa de isolados MDR (69,6%, 

IC95% 61,5% - 76,9%) (Tabela 1) e pacientes do sexo masculino (61,5%, IC95% 53,2% - 69,4%) 

(Tabela 2). 

Tabela 1. Características dos isolados bacterianos provenientes de infecções relacionadas à 

saúde em pacientes com neoplasias sólidas quanto ao tipo de bactéria, padrão de resistência e 

sítio do material coletado. 

Variáveis %
a 

IC95%
b 

Bactéria 

            Klebsiella spp. 42,6% 34,5% - 51,0% 

          Pseudomonas aeruginosa 33,8% 26,2% - 42,0% 

          Acinetobacter spp. 23,6% 17,1% - 31,3% 

Multidroga-resistência 
 

           MDR 69,6% 61,5% - 76,9% 

          Não-MDR 30,4% 23,1% - 38,5% 

Sítio do material coletado 
  

          Aspirado traqueal 41,9% 33,8% - 50,3% 

          Sangue 17,6% 11,8% - 24,7% 

          Urina 11,5% 6,8% - 17,7% 

          Ponta de cateter venoso central 6,1% 2,8% - 11,2% 

          Outros 23,0% 14,7% - 28,4% 

Notas: % 
a
 = Percentual das variáveis categóricas e mediana das variáveis numéricas; IC95%

b
 = Intervalo de 

confiança de 95% das variáveis categóricas e valores mínimo e máximo das variáveis numéricas. 
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Verificou-se ainda que a metade das infecções ocorreu em pacientes com mais de 60 

anos (Tabela 2) e em um tempo de internamento superior a 18 dias (Tabela 3). Quanto ao 

local de internamento, houve diferença significativa entre a internação em UTI (66,89%, 

IC95% 58,69% - 74,4%) em relação aos demais setores (Tabela 3). 

A análise do tipo de neoplasia sólida o câncer de intestino, cólon e reto como o mais 

frequente (14,9%, IC95% 9,6% - 21,6%), porém, não houve diferença estatisticamente 

significativa desse com o câncer de mama, câncer de próstata, câncer de laringe, câncer 

cerebral, câncer de colo de útero e ovário e câncer de bexiga (Tabela 2).  

Também foi observado que a ausência de metástase foi predominante (81,1%, IC95% 

73,8% - 87,1%), e dentre os casos em que houve metástase, a óssea (7,4%, IC95% 3,8% - 

12,9%) foi a mais frequente, porém, não foi significativamente superior às demais (Tabela 2). 

Tabela 2. Características clínicas e epidemiológicas de infecções relacionadas à saúde em 

pacientes com neoplasias sólidas. 

Variáveis %
a 

IC95%
b 

Sexo 
 

           Masculino 61,5% 53,1% - 69,4% 

          Feminino 38,5% 30,6% - 46,9% 

Idade 60 0 - 91 

Tipo de neoplasia sólida   

          Câncer de intestino, cólon e reto 14,9% 9,6% - 21,6% 

          Câncer de mama 11,5% 6,8% - 17,7% 

          Câncer de próstata 11,5% 6,8% - 17,7% 

          Câncer de laringe 8,8% 4,8% - 14,5% 

          Câncer cerebral 8,1% 4,3% - 13,7% 

          Câncer de colo de útero e ovário 6,8% 3,3% - 12,1% 

          Câncer de bexiga 5,4% 2,4% - 10,4% 

          Câncer de pulmão 4,7% 1,9% - 9,5% 

          Câncer de estômago 4,7% 1,9% - 9,5% 

          Câncer ósseo 4,7% 1,9% - 9,5% 

          Câncer de boca e lábio 3,4% 1,1% - 7,7% 

          Outros tipos de câncer 15,5% 10,1% - 22,4% 
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Tabela 2. Características clínicas e epidemiológicas de infecções relacionadas à saúde em 

pacientes com neoplasias sólidas. (continuação) 

Variáveis %
a 

IC95%
b 

Metástase 

          Sim 18,9% 12,9% - 26,2% 

          Não 81,1% 73,8% - 87,1% 

Tipo de Metástase
c
   

          Ossos 7,4% 3,8% - 12,9% 

          Tireoide 4,1% 1,5% - 8,6% 

          Fígado 2,7% 0,7% - 6,8% 

          Pulmão 2,7% 0,7% - 6,8% 

          Cérebro 1,3% 0,2% - 4,8% 

          Linfonodos auxiliares 0,7% 0,0% - 3,7% 

Sítio da Infecção   

          Pulmão 46,6% 38,4% - 55,0% 

          Corrente sanguínea 23,0% 16,5% - 30,6% 

          Sítio Urinário 12,2% 7,4% - 18,5% 

          Sítio Cirúrgico 6,1% 2,8% - 11,2% 

          Pele/tecidos moles 4,7% 1,9% - 9,5% 

          Abdômen 7,4% 3,8% - 12,9% 

Notas: % 
a
 = Percentual das variáveis categóricas e mediana das variáveis numéricas; IC95%

b
 = Intervalo de 

confiança de 95% das variáveis categóricas e valores mínimo e máximo das variáveis numéricas; 
c 
Três pacientes 

tiverem dois sítios de metástase, logo, os percentuais para esta variável foram calculados em relação a uma total 

de 151 casos. 

 

Quanto aos procedimentos invasivos e ao uso de corticoides, foi verificada diferença 

estatisticamente significativa em relação ao uso dos mesmos (Tabela 3). E no que tange ao 

uso de agentes antimicrobianos, apenas o uso de antimicrobianos até três meses antes a 

infecção (42,6%, IC95% 34,5% - 50,9%) não obteve diferença estatisticamente significativa em 

relação ao uso do fármaco (Tabela 3). Destaca-se ainda que o tratamento inadequado (0,7%, 

IC95% 0,0% - 3,7%) foi estatisticamente inferiores em relação ao uso adequado dos 

antimicrobianos e a terapia combinada foi a escolha prioritária no tratamento das infecções 

(71,6%, IC95% 63,6% - 78,7%) (Tabela 3). 
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Tabela 3. Características relacionadas à hospitalização e ao tratamento das infecções 

relacionadas à saúde em pacientes com neoplasias sólidas. 

Variáveis %
a 

IC95%
b 

Tempo de internamento até isolamento do patógeno 18 3 - 733 

Local de internamento 
 

           UTI 66,9% 58,7% - 74,4% 

          Oncologia Médica 15,5% 10,1% - 22,4% 

          Oncologia Cirúrgica 14,2% 9,0% - 20,9% 

          Cuidados Paliativos 3,4% 1,1% - 7,7% 

Cirurgia 
 

           Sim 76,3% 68,7% - 82,9% 

          Não 23,6% 17,1% - 31,3% 

Tempo de pós-operatório até isolamento do patógeno 11 1 - 154 

Uso de dispositivos invasivos 
 

             Ventilação Mecânica 
 

           Sim 62,2% 54,2% - 70,4% 

          Não 37,8% 29,6% - 45,8% 

            Acesso Venoso Central 
 

           Sim 70,9% 62,9% - 78,1% 

          Não 29,1% 21,9% - 37,1% 

            Acesso Venoso Periférico 
 

           Sim 67,6% 59,4% - 75,0% 

          Não 32,4% 25,0% - 40,6% 

            Sonda Vesical de Demora 
 

           Sim 69,6% 61,5% - 76,9% 

          Não 30,4% 23,1% - 38,5% 

Uso de corticoide 
 

           Sim 71,6% 63,6% - 78,7% 

          Não 28,4% 21,3% - 36,4% 

Duração do tratamento com corticoide 5 1 - 27 

Uso de antimicrobianos até três meses antes 
 

           Sim 42,6% 34,5% - 50,9% 

          Não 57,4% 49,1% - 65,5% 
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Tabela 3. Características relacionadas à hospitalização e ao tratamento das infecções 

relacionadas à saúde em pacientes com neoplasias sólidas. (continuação) 

Variáveis %
a 

IC95%
b 

Uso de antimicrobianos durante o internamento 
 

           Sim 86,5% 79,9% - 91,5% 

          Não 13,5% 8,4% - 20,1% 

Uso de antimicrobianos no tratamento da infecção 
 

           Sim 100,0% 100,0% - 100,0% 

          Não 0,0% 0,0% - 0,0% 

Adequação do tratamento 
 

 Adequado 99,3% 96,3% - 100,0% 

          Inadequado 0,7% 0,0% - 3,7% 

Tipo de terapia   

          Terapia combinada 71,6% 63,6% - 78,7% 

          Monoterapia 24,3% 17,6% - 32,0% 

          Não tratado 4,1% 1,5% - 8,6% 

Evolução Clínica 
 

           Alta Hospitalar 37,8% 30,0% - 46,2% 

          Óbito 44,6% 36,4% - 53,0% 

          Permaneceu internado após cura da infecção 17,6% 11,8% - 24,7% 

Óbito relacionado à infecção 
 

           Sim 35,1% 27,5% - 43,4% 

          Não 11,5% 6,8% - 17,7% 

          Não se aplica 53,4% 45,0% - 61,6% 

Notas: % 
a
 = Percentual das variáveis categóricas e mediana das variáveis numéricas; IC95%

b
 = Intervalo de 

confiança de 95% das variáveis categóricas e valores mínimo e máximo das variáveis numéricas; Uso de 

antimicrobianos durante o internamento = uso de antimicrobianos durante o internamento e antes do isolamento 

do patógeno incluído nesta pesquisa; Uso de antimicrobianos no tratamento da infecção = uso de 

antimicrobianos no tratamento da infecção causada pelo patógeno incluído nesta pesquisa. 
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No que tange ao uso de antimicrobianos ao longo do período analisado, foi observado 

que, dentre os fármacos utilizados nos três períodos investigados (três meses antes do 

diagnóstico da infecção, durante o internamento e após o diagnóstico da infecção), houve um 

aumento estatisticamente significativo do uso de meropenem no tratamento das infecções 

incluídas neste estudo, em relação aos períodos anteriores, passando de 4,4% (IC95% 1,2% - 

10,9%) no período de três meses anteriores para 26,6% (IC95% 21,5% - 32,1%) após o 

diagnóstico. O mesmo foi observado em relação à amicacina, porém com uma magnitude 

inferior. Por outro lado, houve uma redução estatisticamente significativa do uso de 

amoxicilina-ácido clavulânico, cefazolina e ceftriaxona (Tabela 4). 

Alguns antimicrobianos não foram usados nos três segmentos de tempo de uso de 

antimicrobianos analisadas no presente estudo, a exemplo de ampicilina-sulbactam, 

clindamicina, gentamicina, polimixina B e sulfametoxazol com trimetoprima, que não foram 

usados no período de três meses anteriores a infecção investigada no presente estudo (Tabela 

4). 

Os resultados da análise de possíveis medidas de associação entre alguns fatores de 

exposição e o padrão de resistência dos isolados (multirresistente e não-multirresistente) estão 

dispostos na tabela 5. Verificou-se que o padrão de multirresistência esteve significativamente 

associado apenas ao sexo masculino (p= 0,0465), tempo de internamento até isolamento do 

patógeno (p= 0,0446), uso de corticoide (p= 0,0222), uso de antimicrobiano até três meses 

antes (p= 0,0135) e uso de antimicrobianos durante o internamento e antes do isolamento do 

patógeno incluído nesta pesquisa (p= 0,0019) (Tabela 5).  
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Tabela 4. Distribuição do uso de antimicrobianos ao longo do período analisado. 

Variáveis 
Uso de antimicrobianos 

até três meses antes 

 Uso de antimicrobianos 

durante o internamento 

Uso de antimicrobianos 

no tratamento da infecção 

  %  IC95% %  IC95% %  IC95% 

Amoxicilina-ácido 

clavulânico 
11,0% 5,4% - 19,3% 0,6% 0,1% - 2,3% 0,7% 0,1% - 2,5% 

Ampicilina-sulbactam - - 2,6% 1,3% - 5,2% 3,1% 1,4% - 5, 9% 

Piperacilina-tazobactam 15,38% 8,7% - 24,5% 20,1% 16,0% - 24,8% 14,7% 10,8% - 19,3% 

Cefalotina 2,2% 0,3% - 7,7% - - - - 

Cefazolina 12,1% 6,2% - 20,6% 11,5% 8,4% - 15,5% 1,4% 0,4% - 3,5% 

Ceftazidima 1,1% 0,0% - 6,0% 1,2% 0,4% - 3,2% - - 

Ceftriaxona 15,4% 8, 7% - 24,5% 11,8% 8,7% - 15,8% 2,1% 0,8% - 4,5% 

Cefepima 3,3% 0,7% - 9,3% 2,4% 1,1% - 4,8% 1,7% 0,6% - 4,0% 

Meropenem 4,4% 1,2% - 10,9% 14,7% 11,2% - 19,1% 26,6% 21,5% - 32,1% 

Amicacina 1,1% 0,0% - 6,0% 0,6% 0,1% - 2,3% 4,9% 2,7% - 8,1% 

Gentamicina - - 0,9% 0,2% - 2,8% 0,7% 0,1% - 2,5% 

Ciprofloxacina 12,1% 6,2% - 20,6% 6,8% 4,4% - 10,1% 5,9% 3,5% - 9,3% 

Levofloxacino - - 0,3% 0,0% - 1,9% - - 

Moxifloxacino - - 2,6% 1,3% - 5,2% - - 

Clindamicina - - 0,9% 0,2% - 2,8% 1,7% 0,6% - 4,0% 

Sulfametoxazol –

trimetoprima 
- - 0,6% 0,1% - 2,3% 0,3% 0,0% - 1,9% 

Azitromicina 7,7% 3,1% - 15,2% 0,3% 0,0% - 1,9% - - 

Azitromicina- 

sulfametoxazol 
- - 0,3% 0,0% - 1,9% - - 

Polimixina B - - 5,0% 3,0% - 8,1% 10,8% 7,5% - 15,0% 

Teicoplanina 11,0% 5,4% - 19,3% 9,7% 6,9% - 13,5% 13,3% 9,6% - 17,8% 

Notas: % = Percentual; 
 
IC95% = Intervalo de confiança de 95%, Uso de antimicrobianos durante o internamento 

= uso de antimicrobianos durante o internamento e antes do isolamento do patógeno incluído nesta pesquisa; Uso 

de antimicrobianos no tratamento da infecção = uso de antimicrobianos no tratamento da infecção causada pelo 

patógeno incluído nesta pesquisa. 
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Tabela 5. Análise univariada dos dados clínicos e epidemiológicos de infecções relacionadas à 

saúde em pacientes com neoplasias sólidas segundo padrão de resistência. 

Variáveis % MDR % Não-MDR p-valor 

Bactéria 
   

          Klebsiella spp. 31,1% 40,0% 0,2747 

          Pseudomonas aeruginosa 27,2% 15,6% 
 

          Acinetobacter spp. 41,7% 44,4% 
 

Sexo masculino 66,0% 51,1% 0,0465* 

Idade 60 60 0,6448  

Tempo de internamento até isolamento do patógeno 18 16 0,0446* 

Local de internamento 
   

          UTI 72,8% 53,3% 0,1238 

          Oncologia médica 13,6% 20,0% 
 

          Oncologia cirúrgica 10,7% 22,2% 
 

          Cuidados paliativos 2,9% 4,5%  

Tipo de neoplasia sólida 
   

          Câncer de intestino, cólon e reto 17,5% 8,9% 0,1113 

          Câncer de mama 9,7% 15,6% 
 

          Câncer de próstata 13,6% 6,7% 
 

          Câncer de laringe 11,6% 2,2% 
 

          Câncer cerebral 7,8% 8,9% 
 

          Câncer de colo de útero e ovário 4,8% 11,1% 
 

          Câncer de bexiga 2,9% 11,1% 
 

          Câncer de pulmão 4,8% 4,4% 
 

          Câncer de estômago 3,9% 6,7% 
 

          Cânceres ósseos 3,9% 6,7% 
 

          Câncer de boca e lábio 4,8% 0,0% 
 

          Outros tipos de câncer 8,7% 15,6% 
 

Metástase 18,4% 20,0% 0,4949 

Cirurgia 76,5% 73,3% 0,3411 

Tempo de pós-operatório até isolamento do patógeno 11 14 0,8101 

Uso de corticoide 76,7% 60,0% 0,0222* 

Duração do tratamento com corticoide 5 5 0,9506 

Uso de antimicrobiano até três meses antes 48,5% 28,9% 0,0135* 

Uso de antimicrobianos durante o internamento 92,2% 73,3% 0,0019** 

Uso de antimicrobianos no tratamento da infecção 100,0% 100,0% 1,0000 

Tratamento inadequado 1,0% 0,0% 0,6959 

Tipo de terapia    

          Terapia combinada 70,9% 73,3% 0,9193 

          Monoterapia 25,2% 22,2%  

          Não tratado 3,9% 4,5%  

Evolução clínica 
   

          Alta hospitalar 39,8% 33,3% 0,1572 

          Óbito 46,6% 40,0% 
 

          Permaneceu internado após cura da infecção 13,6% 26,7% 
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Tabela 5. Análise univariada dos dados clínicos e epidemiológicos de infecções relacionadas à 

saúde em pacientes com neoplasias sólidas segundo padrão de resistência. (continuação) 

Variáveis % MDR % Não-MDR p-valor 

Óbito relacionado à infecção 
   

          Sim 34,0% 37,8% 0,4739 

          Não 13,6% 6,6% 
 

          Não se aplica 52,4% 55,6% 
 

Uso de dispositivos invasivos 
   

            Ventilação Mecânica 59,8% 68,9% 0,1511 

            Acesso Venoso Central 72,8% 66,7% 0,2273 

            Acesso Venoso Periférico 66,0% 71,1% 0,2770 

            Sonda Vesical de Demora 71,8% 64,4% 0,1879 

Sítio da infecção 
   

          Pulmão 49,6% 40,0% 0,3240 

          Corrente sanguínea 25,3% 17,8% 
 

          Sítio Urinário 11,6% 13,3% 
 

          Sítio Cirúrgico 4,8% 8,9% 
 

          Pele/tecidos moles 3,9% 6,7% 
 

          Abdômen 4,8% 13,3%  

Sítio do material coletado    

          Aspirado traqueal 45,6% 33,3% 0,2927 

          Sangue 16,5% 20,0%  

          Urina 11,6% 11,1%  

          Ponta de cateter 7,8% 2,3%  

          Outros 18,5% 33,3%  

Notas: MDR = isolados multidroga resistentes; Não-MDR = isolados não multidroga resistentes; Uso de 

antimicrobianos durante o internamento = uso de antimicrobianos durante o internamento e antes do isolamento 

do patógeno incluído nesta pesquisa; Uso de antimicrobianos no tratamento da infecção = uso de 

antimicrobianos no tratamento da infecção causada pelo patógeno incluído nesta pesquisa; % = Percentual das 

variáveis categóricas e mediana das variáveis numéricas; * p< 0,05; ** p< 0,01. 

 

Discussão  

Apesar da escassez de estudos que abordam a epidemiologia de IRAS exclusivamente 

em pacientes com neoplasias sólidas, alguns estudos foram delineados incluindo pacientes 

com neoplasias hematológicas e sólidas, com o objetivo de verificar fatores de risco para 

mortalidade, infecção por bactérias MDR ou mesmo prognóstico e tratamento de pacientes 

infectados (Andria et al., 2015, Cornejo-Juárez et al., 2015, Costa; Ata, Silva 2015, Gudiol et 

al., 2011, Pongas et al., 2012, Samonis et al., 2013).  
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Em um estudo abrangente que verificou a epidemiologia, antibioticoterapia e outros 

resultados de infecções ocasionada por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em 

pacientes com neoplasias sólidas, Marín et al. (2014) focaram a pesquisa em infecções de 

corrente sanguínea, por elevar as taxas de morbidade e mortalidade de pacientes com câncer, 

além de prolongar o tempo de hospitalização do paciente. No entanto, corroborando com 

nossos achados, outros estudos realizados com pacientes com neoplasias hematológicas e 

sólidas verificaram que as pneumonias foram mais frequentes que as infecções de corrente 

sanguínea (Cornejo-Juárez et al., 2015, Costa; Atta; Silva, 2015, Pongas et al., 2012). Por este 

motivo, o presente estudo foi delineado para investigar as características de IRAS ocasionadas 

por Klebsiella spp., P. aeruginosa e Acinetobacter spp. em pacientes com neoplasias sólidas e 

abrangendo os diversos sítios de infecção, pacientes de todas as idades e internados em 

qualquer setores do hospital, com o objetivo de ampliar o conhecimento a respeito das IRAS 

nos pacientes com neoplasia sólida e verificar possíveis fatores que possam estar associados a 

multirresistência das bactérias . 

Os patógenos analisados no presente estudo foram selecionados por estarem 

frequentemente associados a padrões de multirresistência e devido à alta prevalência dos 

mesmos relacionados às IRAS nos hospitais de uma forma geral. Estudos com pacientes 

oncológicos apontam que Klebsiella spp., P. aeruginosa e Acinetobacter spp. estão entre os 

patógenos mais frequentemente relacionados às IRAS (Andria et al., 2015, Cornejo-Juárez et 

al., 2015, Costa; Atta; Silva, 2015, Marín et al., 2014). 

O percentual de MDR detectado no presente estudo foi elevado (69,7%, IC95% 61,5% - 

76,9%) em relação a Marín et al. (2014), que detectou este perfil em apenas 13,0% dos 

isolados investigados. Contudo, diversos estudos utilizaram o padrão MDR como critério de 

seleção dos isolados incluídos nas pesquisas (Gudiol et al., 2011, Cornejo-Juárez et al., 2015, 

Costa; Atta; Silva, 2015) 
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No tratamento das infecções, o aumento progressivo do uso de meropenem pode ser 

justificado pela elevada frequência de MDR, no entanto este é um fator preocupante devido à 

elevação da resistência a estes antimicrobianos, desencadeada principalmente pela produção 

de enzimas carbapenemase (Wollheim et al., 2011). Os antimicrobianos mais utilizados no 

tratamento destes patógenos no presente estudo foram meropenem (26,6%, IC95% 21,5% - 

32,1%) e piperacilina-tazobactam (14,7%, IC95% 10,8% - 19,3%), respectivamente. Em um 

estudo clínico que comparou o risco de morte em pacientes com bacteriemia ocasionada por 

isolados produtoras de -lactamase de espectro estendido (ESBL), tratados empiricamente 

com carbapenêmico ou piperacilina-tazobactam e verificaram que o risco de morte ajustado 

foi 1,92 vezes maior para pacientes que recebem tratamento empírico com piperacilina-

tazobactam comparado com a terapia empírica com carbapenêmicos (IC95% 1,1-3,5) (Tamma 

et al., 2015). Outro estudo relevante foi realizado por Klasterskya e Georgala (2014), os quais 

investigaram estratégias de tratamento empírico de infecção em pacientes oncológicos, com 

ênfase no aparecimento de bactérias Gram-negativas resistentes e concluíram que diante do 

desafio advindo da emergência de microrganismos MDR, é recomendado o uso de terapias 

combinadas de antimicrobianos, ou mesmo a utilização de "veteranos", como as polimixinas. 

Essa conduta terapêutica foi adotada no presente estudo, onde a terapia combinada foi a 

principal escolha (71,6%, IC95% 63,6% - 78,7%) e a polimixina foi o quarto antimicrobiano 

mais utilizado no tratamento dos pacientes (10,8%, IC95% 7,5% - 15,0%).  

Quanto ao tipo de neoplasia sólida, o presente estudo detectou que as cinco neoplasias 

sólidas mais frequentes foram câncer de intestino, cólon e reto, de mama, de próstata, laringe 

e cerebral. Este resultado depende diretamente do perfil de internamento do hospital, logo, 

difere de outros estudos realizados em outros países por apresentarem perfis de internamento 

distintos (Cornejo-Juárez et al., 2015; Gao et al., 2015; Marín et al., 2014; Pongas et al., 

2012). 
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Em relação ao estudo de fatores associados à infecção ocasionada por isolados MDR 

comparados aos não-MDR, Andria et al. (2015) investigaram a carga de mortalidade 

relacionada com a infecção provocada por bactérias Gram-negativas resistentes aos 

carbapenêmicos (BGNRC) entre os pacientes com câncer hematológicas. Anteriormente a 

análise dos fatores de risco relacionados ao óbito, foi feita uma univariada com o intuito de 

verificar que fatores estão associados à infecção por (BGNRC) e detectaram que o tratamento 

prévio com carbapenêmicos até 30 dias anteriores a infecção estudada estavam associados à 

infecção por BGNRC, semelhante ao presente estudo que detectou associação entre o uso 

prévio de antimicrobianos durante o internamento e até três meses antes a infecção 

investigada. 

Em outro estudo, Costa; Atta; Silva (2015) investigaram os fatores de risco e 

resultados associados às infecções por bactérias multirresistentes Gram-negativas em uma 

unidade de oncologia de terapia intensiva pediátrica (UTIP). Neste, foram agrupados na 

mesma análise os pacientes acometidos por neoplasias sólidas e hematológicas. O resultado 

da análise univariada de Costa; Atta; Silva (2015) revelou que o uso de corticoide anterior à 

infecção não estava associado ao surgimento de infecções causadas por isolados MDR, 

divergindo do resultado encontrado no presente estudo. Em contrapartida, a maior frequência 

de isolados MDR e o tratamento antimicrobiano anterior à infecção acompanhada no estudo 

apresentaram associação com o surgimento de infecção por isolados Gram-negativos MDR, 

corroborando com os achados do presente estudo. 

Semelhantemente, Cornejo-Juárez et al. (2015) investigaram o impacto das infecções 

hospitalares com bactérias multirresistentes em unidade de terapia intensiva oncologia 

agrupando pacientes com neoplasia sólida e hematológica na mesma análise. Estes 

pesquisadores verificaram que o uso prévio de ventilação mecânica e a mortalidade 

relacionada às IRAS por patógenos MDR foram significativamente maiores quando 
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comparados às IRAS por patógenos não-MDR, divergindo da presente pesquisa. Porém, a 

maior frequência de isolados MDR na amostra, corrobora com os achados do presente estudo. 

O presente estudo apresenta como limitação metodológica o viés de informação, por 

ter sido realizado por meio de análise de prontuário clínico, podendo ter ocorrido ausência ou 

falha em informações necessárias.  

Contudo, o presente estudo mostrou que além do tempo de internamento transcorrido 

até o diagnóstico da infecção e o uso prévio de antimicrobianos estão associados à 

multirresistência nos patógenos investigados, reforçando a importância destes fatores de risco 

já preconizados no acompanhamento dos pacientes.  Desta forma, faz-se necessária a 

monitorização contínua de patógenos nos diversos sítios de infecção em pacientes com câncer 

internados por longos períodos, bem como adoção de medidas de controle para minimizar os 

riscos de IRAS, a fim de melhorar os cuidados prestados a estes pacientes. 

 

Conformidade com as Normas Éticas 

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética e pesquisa com seres humanos do Hospital do 

Câncer de Pernambuco (CAAE 05554812.7000.5205).  
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6. Conclusões 

 

O presente estudo identificou um elevado perfil de multirresistência entre os 

patógenos investigados e verificou possíveis fatores associados a este padrão. Estes resultados 

podem dar suporte à epidemiologia das IRAS em pacientes com neoplasias sólidas, bem como 

pode ser uma ferramenta útil para direcionar estratégias para reduzi-las. Para tal, faz-se 

necessária a monitorização contínua de patógenos envolvidos em IRAS em pacientes com 

câncer internados por longos períodos, a fim de melhorar os cuidados prestados a estes 

pacientes. 
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APÊNDICE A 

FORMULÁRIO DA PESQUISA 

Informações Colhidas em Prontuário Clínico 

Diagnóstico Bacteriológico: _____________________________  Grupo: _______________ 

Dados Gerais do Paciente 

Nome: 

Idade: Sexo: (  )1. Masculino   (  ) 2. Feminino 

Dados de Hospitalização 

Tipo de neoplasia sólida: _________________________________________________________ 

Definido como: tipo de câncer primário, informado no prontuário clínico 

Metástase: (  ) 1. Sim (  ) 2. Não   Se sim, qual: ______________________________________ 

Transferência de outro hospital: (  ) 1. Sim (  ) 2. Não   Se sim, qual: _____________________ 

Tempo de internamento até diagnóstico da infecção por P. aeruginosa, Klebsiella spp. ou 

Acinetobacter spp.: ____________ 

Definido como: Intervalo de tempo em dias, transcorridos desde a admissão no hospital até o 

surgimento da infecção (Variável discreta) 

Uso de corticoide antes do isolamentodo patógeno: (  ) 1. Sim (  ) 2. Não 

Se sim, período de duração do tratamento em dias: ______________ (Variável discreta) 

Uso de antimicrobianos nos últimos 3 meses antes do atual internamento: (  ) 1. Sim (  ) 2. Não 

Se sim, qual o nome do antimicrobiano utilizado? _______________________ 

Uso de antimicrobianos durante o atual internamento: (  ) 1. Sim (  ) 2. Não 

Se sim, qual o nome do antimicrobiano utilizado? _______________________ 

Uso de antimicrobianos após o isolamentodo patógeno: (  ) 1. Sim (  ) 2. Não 

Se sim, qual o nome do antimicrobiano utilizado? _______________________ 

Evolução clinica: (  ) 1. Alta hospitalar (  ) 2. Óbito (  ) 3. Permanesceu internado 

Óbito relacionado ao quadro infeccioso atual: (  ) 1. Sim (  ) 2. Não (  ) 3. Não se aplica 

 

 

 

Nº do formulário: 

________ 
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Aplicação de Procedimentos Invasivos 

Fonte: Prontuário clínico 

Ventilação mecânica: (  ) 1. Sim   (  ) 2. Não 

Acesso venoso central: (  ) 1. Sim   (  ) 2. Não          

Acesso venoso periférico: (  ) 1. Sim   (  ) 2. Não          

Sonda vesical de demora: (  ) 1. Sim   (  ) 2. Não  

Tratamento Cirúrgico: (  ) 1. Sim   (  ) 2. Não                

Dados relacionados à Infecção  

Fonte: Prontuário Clínico 

Sítio de infecção: (  ) 1. Pulmão       (  ) 2. Corrente Sanguínea  (  ) 3. Sítio Urinário 

(  ) 4. Sítio Cirúrgico  (  ) 5. Pele/Tecidos Moles  (  ) 6. Abdômen 

(  ) 7. Outros: _____________________ 

Tipo de amostra:  (  ) 1. Aspirado Traqueal (  ) 2. Sangue  (  ) 3. Urina 

(  ) 4. Urina    (  ) 5. Ponta de cateter venoso central 

(  ) 7. Outros: _____________________ 

Dados da Pesquisa Laboratorial  

Metalo--lactamases 

blaIMP-1: (  ) 1. Positivo   (  ) 2. Negativo 

blaVIM-1: (  ) 1. Positivo   (  ) 2. Negativo 

blaSPM-1: (  ) 1. Positivo   (  ) 2. Negativo 

Outras --lactamases 

blaKPC: (  ) 1. Positivo   (  ) 2. Negativo 

blaTEM: (  ) 1. Positivo   (  ) 2. Negativo 

blaCTX-M: (  ) 1. Positivo   (  ) 2. Negativo 
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ABSTRACT 

This is a case report of the first Acinetobacter baumannii carring the blaSPM-1 ecnconding 

gene, isolated in Brazil, from a patient with a malignant solid tumor. β-lactamase genes were 
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investigated in bacteria. As carbapenems are the drugs of choice for treating multi-drug 

resistant isolates, the identification of the blaSPM-1 gene in A. baumannii is worrying for 

reducing the therapeutic options, making it difficult to face intervention to this pathogen. 

Keyword: Acinetobacter baumannii, metalo-β-lactamase, Brazil. 

 

In recent decades, multi-drug-resistant (MDR) Acinetobacter baumannii has been linked to a 

wide range of infections related to health care, despite its low virulence. Because of that, it 

has been regarded as an emerging pathogen that is responsible for infections contracted in 

hospitals and the community, and this raises difficult questions with regard to its treatment 

(1). Despite the low frequency in A. baumannii, metallo-β-lactamase (MBL) is an important 

resistance mechanism. It is generally associated with MDR pathogens and confers resistance 

to most β-lactams, owing to their potent carbapenemase activity and resistance to clinical β-

lactamase inhibitors (clavulanate and sulphones) (2). 

 

PATIENT AND METHODS 

This is the first SPM-1 detection on A. baumannii in Brazil, isolated on January 2014. The 

strain was isolated from the tracheal secretion sample of a patient, being treated for Stage III 

breast cancer, who was admitted to the critical care unit (CCU) of a hospital in Recife, 

Pernambuco, Brazil. After species identification, was analyzed the antimicrobial susceptibility 

profile as the determination of the minimum inhibitory concentrations (MICs) using an 

automated system (Vitek2 system; bioMérieux, Hazelwood, MO, USA), and interpreted in 

accordance with CLSI Guidelines (2014) (3). The Acinetobacter species was identified with 

the Vitek2 system, and confirmed by PCR (Polymerase chain reaction) for blaOXA-51-like gene 

(4). 
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The following genes were tested using specific primers: blaSPM-1, blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaTEM 

and blaGES (5; 6) and positive control strains were used: blaSPM-1 (P. aeruginosa PSA319), 

blaIMP (P. aeruginosa 48-1997A) and blaVIM (P. aeruginosa VIM-1) supplyed by Laboratório 

Alerta, Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP); blaKPC (P. aeruginosa P22A), blaCTX-

MA (Enterobacter cloacae Ec1A), blaTEM (P. aeruginosa P14HC) and blaGES (K. pneumoniae 

P118HC), from the culture collection of the Laboratório de Bacteriologia e Biologia 

Molecular, Departamento de Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE). 

  

RESULTS 

The susceptibility test by minimum inhibitory concentrations showed that the isolate 

exhibited MDR phenotype (Table 1). The A. baumannii was resistant to penicillins 

(ampicillin, amoxicillin–sulbactam, piperacillin-tazobactam), cephalosporins (ceftazidime, 

ceftriaxone, cefepime), carbapenems (imipenem and meropenem) and quinolones 

(ciprofloxacin). However, it was found to be sensitive to aminoglycosides (gentamicin and 

amikacin), glycylcyclines (tigecycline) and polymyxin (colistin).  

It is noteworthy that in the previous month of the Acinetobacter isolation, the patient had 

another episode of infection that was underwent sequential therapy with piperacillin-

tazobactam, and associated meropenem, amikacin and teicoplanin. However, the patient died 

the day after the isolation of A. baumannii described in this report. The underlying cause of 

death was a septic shock from the pulmonary site.  

Only the blaSPM-1 gene was amplified. The amplicon was sequenced and the sequence of the 

encoded protein was determined using BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and 

ClustalW (http://www.cbi.ac.uk/). These analyses confirmed that the amplified gene was 

blaSPM-1 (GenBank accession numbers KR185964). 
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DISCUSSION 

 This finding suggests interspecies transmission because in Brazil, this gene has only been 

found in P. aeruginosa (7). Interestingly, despite being linked to resistance in P. aeruginosa 

and the fact that its dissemination is almost entirely restricted to Brazil, blaSPM-1 has been 

detected in isolates of A. baumannii in Iran (8), India (9), and Saudi Arabia (10). Of these, 

only the study performed in Iran was conducting sequencing of amplicon and assigned to the 

GenBank, besides being the only country, among this, with case of blaSPM-1 in P. aeruginosa 

published (11).  Owing to the severity of the outbreaks of MDR strains and appearance of 

resistance genes in Acinetobacter spp. in hospitals worldwide, we emphasize the importance 

of continuous monitoring of MDR bacteria in hospitals. Moreover, there is need to adopt 

measures that can provide a more effective control to minimize the spread of these pathogens, 

such as a strict adherence to healthcare protocols and environmental decontamination. 
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Table 1. Minimum inhibitory concentrations (MIC) against Acinetobacter baumannii blaSPM-1 

gene carrier. 

Antibiotic MIC (mg/mL) 

Ampicillin  32 

Amoxicillin–sulbactam 16 

Piperacillin-tazobactam  128 

Ceftazidime  64 

Ceftriaxone  64 

Cefepime 32 

Imipenem  16 

Meropenem  16 

Amikacin  2 

Gentamicin  1 

Ciprofloxacin  4 

Tigecycline 1 

Colistin  0,5 

 



Jácome, P.R.L.A. Estudo Epidemiológico E Molecular De Infecções Ocasionadas por... 142 

 

 

De AJIC American Journal of Infection Control  

Remetente ees.ajic.0.349a92.47f08606@eesmail.elsevier.com  

Para paulajacome@ibest.com.br , paulajacome83@gmail.com  

Assunto Submission Confirmation 

14/10/2015 11:06  

Dear Mrs. Paula Regina Luna de Araújo Jácome, 

 

Your submission entitled "First report of blaSPM-1 in Acinetobacter 

baumannii in Brazil" has been received by American Journal of Infection 

Control 

 

You may check on the progress of your paper by logging on to the 

Elsevier Editorial System as an author. The URL is http://ees.elsevier.com/ajic/. 

Your username is: paulajacome@ibest.com.br 

If you need to retrieve password details, please go to: 

http://ees.elsevier.com/ajic/automail_query.asp 
 

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has 

been assigned. 

 

Thank you for submitting your work to the American Journal of Infection 

Control. 

 

Kind regards, 

 

Elsevier Editorial System 

American Journal of Infection Control 

 

For further assistance, please visit our customer support site at 

http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923. Here you can search for solutions on 

a range of topics, find answers to frequently asked questions and learn 

more about EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 

support contact details should you need any further assistance from one 

of our customer support representatives. 

mailto:ajic@columbia.edu
mailto:ajic@columbia.edu
mailto:ees.ajic.0.349a92.47f08606@eesmail.elsevier.com
mailto:ees.ajic.0.349a92.47f08606@eesmail.elsevier.com
mailto:paulajacome@ibest.com.br
mailto:paulajacome@ibest.com.br
mailto:paulajacome83@gmail.com
mailto:paulajacome83@gmail.com
http://ees.elsevier.com/ajic/
mailto:paulajacome@ibest.com.br
http://ees.elsevier.com/ajic/automail_query.asp
http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923


Jácome, P.R.L.A. Estudo Epidemiológico E Molecular De Infecções Ocasionadas por... 143 

 

APÊNDICE C 

 

Title: Detection of blaSPM-1, blaKPC, blaTEM and blaCTX-M genes in isolates of Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter spp. and Klebsiella spp. from cancer patients with healthcare 

associated infections 

Running title: Detection of -lactamase in isolates from cancer patients 

Autors: 

(1) Paula Regina Luna de Araújo Jácome (Corresponding author) 

Master's degree in Tropical Medicine  

Universidade Federal de Pernambuco – Departamento de Medicina Tropical – Programa de Pós-Graduação 

em Medicina Tropical  

Address: Av. Moraes Rego 1235 – Cidade Universitária, Recife-PE / Brasil, 50670-901  

Tel.: +55 81 21268526 / Fax: +55 81 21268528 

e-mail: paulajacome@ibest.com.br 

(2) Lílian Rodrigues Alves 

 Master's degree in Tropical Medicine 

e-mail: lilianalves88@hotmail.com  

(3) Agenor Tavares Jácome Júnior (Jácome Júnior, AT)  

PhD in Chemistry  

e-mail: agenorjacome@yahoo.com.br 

(4) Maria Jesuíta Bezerra da Silva 

Expertise in Microbiology 

e-mail: zuitabezerra@hotmail.com  

(5) Jailton Lobo da Costa Lima  

Degree in Biomedicine  

Address: Av. Moraes Rego 1235 – Cidade Universitária, Recife-PE / Brasil, 50670-901 

e-mail: jailtonlobo@hotmail.com 

(6) Paulo Sérgio Ramos Araújo 

PhD in Tropical Medicine 

e-mail: psergiora@gmail.com 

FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHÃES  

DEPARTAMENTO DE SAÚDE COLETIVA  

NOME DO CURSO 



Jácome, P.R.L.A. Estudo Epidemiológico E Molecular De Infecções Ocasionadas por... 144 

 
 

(7) Ana Catarina S. Lopes 

PhD in Biological Sciences 

e-mail: ana.lopes.ufpe@gmail.com 

(8) Maria Amélia Vieira Maciel 

PhD in Public Health 

e-mail: amelia57@gmail.com 

 

GenBank accession number: KR185964



Jácome, P.R.L.A. Estudo Epidemiológico E Molecular De Infecções Ocasionadas por... 145 

 
 

Abstract  

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. and Klebsiella spp. are three of the pathogens most frequently 

involved in cancer patients infections, and the production of β-lactamases is a major mechanism of resistance 

due to its wide diversity of existing enzymes. Therefore, the aim of the present study was to investigate the 

microbiological profile and data related to patients and infections, and search for the blaSPM-1, blaIMP, blaVIM, 

blaKPC, blaTEM and blaCTX-M genes in bacterial isolates from hospitalized cancer patients in a hospital in Recife, in 

Pernambuco/Brazil. A total of 169 isolates were recovered between 2012 and 2014, of which 58 were P. 

aeruginosa, 36 were Acinetobacter spp. and 75 were Klebsiella spp.. A high percentage of carbapenem 

resistance was observed in P. aeruginosa and Acinetobacter spp.. In contrast, the lowest resistance percentage in 

the three groups of bacteria was for aminoglycoside. Among the carbapenem-resistant bacteria, the blaSPM-1 gene 

was detected in P. aeruginosa (35.5%) and Acinetobacter spp. (3.8%), while blaKPC was detected in P. 

aeruginosa (25.8%) only. Among the third and fourth generation cephalosporin resistant strains, the blaTEM gene 

was detected in Acinetobacter spp. (25.9%) and Klebsiella spp. (30.6%), and the blaCTX-M gene in 58.3% of 

Klebsiella spp.. This the first report of Acinetobacter baumannii blaSPM-1 gene carrier that has been isolated in 

Brazil. These results therefore provide knowledge of susceptibility profile and resistance mechanisms and thus 

can contribute to the strategic formulation of hospital infection control plans and the rational use of 

antimicrobials, reducing mortality from infection levels in cancer patients. 

 

Keywords: β-lactamases, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Klebsiella spp., Cancer. 

 

Introduction 

Bacterial infections have also been indicated as a significant cause of mortality and morbidity among 

cancer patients suffering or not from neutropenia, despite advances in antibiotic therapy in recent decades (Wang 

et al., 2011; Pongas et al., 2012). The frequency and severity of infections may be related to the use of potent 

cytotoxic drugs and increasingly invasive diagnostic tools (Maschmeyer & Haas 2008; Wang et al., 2011).  

In view of this vulnerability among patients with cancer, this population is more susceptible to community 

and healthcare associated infections (HAI). According to a new survey by the Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC), one in 25 hospitalized patients (4.0%; 95% confidence interval, 3.7 to 4.4) is battling an HAI, 
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defined as, those infections acquired in hospital or healthcare service unit that first appear 48 h or more after 

hospital admission or within 30 days after discharge following in patient care (Revelas, 2012, Magill et al., 

2014). Another cause for concern in many healthcare centers for patients with cancer, are the high bacterial 

resistance rates and the rise of opportunistic multidrug-resistant (MDR) pathogens such as Pseudomonas 

aeruginosa and Acinetobacter baumannii (Pongas et al., 2012; Fukuta et al., 2013; Marín et al., 2014). 

Gram positive bacteria was described  as the most frequent cause of HAI in cancer patients, especially 

through bloodstream infection (BSI) (Wisplinghoff et al., 2003; Maschmeyer & Haas 2008; Wang et al., 2011; 

Kosmidis & Chandrasekar 2012), however, in recent years a change in the epidemiology of infections in this 

group of patients has been observed, with an increase in infections caused by Gram negative bacteria, and 

increasing antibiotic resistance due to the overuse of antibiotics in this group of patients (Gudiol et al., 2013; 

Montassier et al., 2013; Bassetti & Righi 2013; Marín et al., 2014). The Gram-negative bacteria most frequently 

isolated in cancer patients are the Enterobacteriaceae Escherichia coli and Klebsiella spp, followed by the 

glucose non-fermenting bacilli P. aeruginosa, Acinetobacter spp. and Stenotrophomonas maltophilia.. (Wang et 

al., 2011; Bassetti; Righi 2013; Marín et al., 2014). In this bacteria group, β-lactamases production has been 

identified as a major cause of multidrug resistance, because of the wide diversity of enzymes, including 

Extended-Spectrum β-Lactamases (ESBL) such as TEM, SHV and CTX-M, and carbapenemases such as GES, 

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) and metallo-β-lactamase (MBL) (Wang et al., 2011; Bassetti & 

Righi 2013; Chaudhary & Payasi, 2014; Zafer et al., 2014). 

Thus, the study of the resistance profile and frequency of isolated β-lactamase producers is important for an 

understanding of the epidemiology of HAIs and to recommend and adopt appropriate preventive and control 

measures. Therefore, the present study aimed to investigate the microbiological profile and data related to 

patients and infections, and search for the blaSPM-1, blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaTEM and blaCTX-M genes in bacterial 

isolates from cancer patients admitted to a hospital located in Recife, in the state of Pernambuco, Brazil, between 

November 2012 and April 2014. 

 

Materials and Methods 

Collection and identification of bacterial isolates 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. and Klebsiella spp. were collected from November 2012 to 

April 2014, from patients with solid cancer, admitted to a hospital specializing in the care of cancer patients 

located in Recife, Pernambuco, Brazil. 
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The samples were collected by hospital staff and sent to an outsourced laboratory (Centro Integrado de 

Análises Clínicas - CIAC) for isolation, identification and antimicrobial susceptibility testing. Species 

identification was performed using standard microbiological techniques (Winn, et al., 2008) and antimicrobial 

susceptibility testing was performed by the disk diffusion test and followed Clinical and Laboratory Standards 

Institute Guidelines (2014) (CLSI, 2014). The strains were then provided for analysis and kept frozen in 20% 

glycerol at -20°C for subsequent analysis. 

Sample characterization 

The sample type and site of hospitalization was collected from the results of microbiological tests and the 

type of solid tumor from medical records. 

Extraction and quantification of DNA 

The total DNA of strains carbapenems or third and fourth generation cephalosporins resistants was 

extracted. This was done using DNA extraction kit Brazol (LGC Biotechnology) according to the protocol 

provided by the manufacturer, and the measurement thereof was performed by spectrophotometry (Ultraspec 

3000, Pharmacia Biotech) in a range of wavelength between 260 at 280 nm. 

 

Polymerase chain reaction (PCR) of β-lactamase genes 

β-lactamase genes (blaTEM, blaCTX-M) were investigated in third and fourth generation cephalosporin 

resistant strains and carbapenem resistant strains. MBL genes (blaSPM-1, blaIMP, blaVIM) and blaKPC were 

investigated using specific primers (Table 1) (Rasheed et al., 2000; Yigit et al.,2001; Saladin et al.,2002; Gales et 

al., 2003; Dong et al., 2008). These genes were investigated in Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. and 

Klebsiella spp. strains, except the blaCTX-M gene, the study of which was performed only in isolates of Klebsiella 

spp., as it is the most frequent type of gene of the genre. 

For each gene the amplification reactions were performed in a total volume of 25 µL per tube, comprising 

of the following concentrations. 

β-lactamase group TEM, CTX-M and KPC 

For the blaTEM and blaCTX-M genes 10 ng of genomic DNA was used, and for the blaKPC gene 5ng of the 

same was used. A total of 25 pmol of primers (Table 1), 1x buffer, 200μM of deoxyribonucleotide triphosphate 

(Ludwig Biotec), 1.5 mM of MgCl2 and 2.0U of Taq DNA polymerase (Promega) were added (Rasheed et 

al.,2000; Yigit et al., 2001; Saladin et al.2002). 

Metallo-β-lactamases 
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For the blaSPM-1, blaIMP, blaVIM genes 25 ng of genomic DNA, 10 pmol of primers (Table 1), 1x buffer, 

100μM of deoxyribonucleotide triphosphate (Ludwig Biotec), 1.5 mM of MgCl2 and the 1.0U Taq DNA 

polymerase (Promega) were used (Dong et al., 2008, Gales et al., 2003). 

PCR amplification was performed in a thermocycler (Biosystems) as follows: initial denaturation at 95 ° C 

for 5 minutes followed by 30 cycles (blaSPM-1, blaIMP, blaVIM) or 35 cycles (blaTEM, blaCTX-M, blaKPC) of 

denaturation at 95 ° C for 1 minute, annealing according to the temperature described in table 1 for 1 minute, and 

extension at 72 ° C for 1 minute, and then a final extension of 10 minutes at 72 ° C) (Dong et al., 2008, Gales et 

al., 2003, Rasheed et al.2000, Saladin et al.2002, Yigit et al.2001). 

The PCR products were stained with blue dye (Jena Bioscience) and subjected to electrophoresis on 1.0% 

agarose gels in a TBE buffer (0.089M Tris-borate EDTA 0.002M) under a constant voltage of 100V, visualized 

under UV light and photo documented. 

For each PCR, a negative control was included, consisting of reaction components and no added template 

DNA, and positive control strains for the genes: blaSPM-1 (P. aeruginosa PSA319), blaIMP (P. aeruginosa 48-

1997A) and blaVIM (P. aeruginosa VIM-1) supplied by the Laboratório Alerta, Universidade Federal de São 

Paulo (UNIFESP); blaKPC (P. aeruginosa P22A), blaCTX-MA (Enterobacter cloacae Ec1A) and blaTEM (P. 

aeruginosa P14HC), from the culture collection of the Laboratório de Bacteriologia e Biologia Molecular, 

Departamento de Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

Molecular typing 

MDR strains, meaning resistant to at least three different classes of antibiotics (CDC, 2013), were submitted to 

molecular typing through technical Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-based PCR (ERIC-PCR) to 

identify the clonal profile of the strains. The ERIC-PCR reactions were prepared in a total volume of 25 µL per 

tube, containing: 100 ng genomic DNA, 10 pmol of the primers (ERIC-1 [5'-ATG 

TAAGCTCCTGGGGATTCAC-3 ']; ERIC-2 [5' -AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3 ']) (Duan et al. 2009), 

1x buffer, 200μM of each deoxyribonucleotide triphosphate (Ludwig Biotec), 1.5mM of MgCl2 and 1.0U Taq 

DNA polymerase (Promega). The amplification parameters used were 95°C for 3 minutes, followed by 30 cycles 

of denaturation at 92°C for 1 minute, annealing at 36°C for 1 minute and extension at 72°C for 8 minutes, 

followed by a final extension of 16 minutes at 72°C (Duan et al. 2009). PCR products were stained with green 

dye (Jena Bioscience) and subjected to electrophoresis on agarose gel to 1.5% in a TBE buffer under a constant 

voltage of 100V. The band patterns generated by ERIC-PCR were analyzed in accordance with Tenover et al., 

(1995). 
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Results 

Sample characterization 

From November 2012 to April 2014, 169 isolates were collected and included in the search criteria, of 

which 75 were Klebsiella spp. (44.4%), 58 were P. aeruginosa (34.3%) and 36 were Acinetobacter spp. (21.3%). 

These isolates were obtained from 107 patients with solid cancer, admitted to a hospital specializing in the care 

of patients with cancer located in Recife, Pernambuco, Brazil. 

The most frequent samples were tracheal aspirate (37.9%), blood culture (20.1%) and urine culture 

(12.4%); and more than half of the patients were admitted to the intensive care unit (ICU) (63.2%), which is a 

risk factor for infections caused by MDR pathogens (Table 2). 

When analyzing the cancer types, grouping together all the clinical isolates of the study, the most frequent 

were bowel tumor (11.4%), breast cancer (10.5%) and prostate cancer (8.7%), respectively. However, there was 

little variation in the sequence of presumptive diagnosis in order of magnitude between bacteria. Thus the most 

common malignancies were breast cancer (13.3%), laryngeal cancer (13.3%) and colon cancer (10.7%) for P. 

aeruginosa, prostate cancer (19.0%), colon cancer (14.3%) and lung cancer (7.1%) for Acinetobacter spp., and 

bowel cancer (10.8%), prostate cancer (9.8%) and stomach cancer (6.9%) for Klebsiella spp. (Table 2). 

Antimicrobial susceptibility profile 

The antimicrobial susceptibility profile showed that Acinetobacter spp. had the highest percentage of 

antimicrobial resistance, while Klebsiella spp. presented the highest percentages of antimicrobial susceptibility. 

A high percentage of carbapenem resistance was also noted in both P. aeruginosa (53.4%) and Acinetobacter 

spp. (66.7%). However, in Klebsiella spp., carbapenems were the class of antimicrobials with the highest 

sensitivity percentage, demonstrating that they remain an effective therapeutic option for the bacteria group 

(Table 3). 

In general, the class of antimicrobials whose bacteria had a higher percentage of sensitivity were 

aminoglycosides, ranging from 55.2% in P. aeruginosa to 84.4% in Klebsiella spp., when amikacin was used 

(Table 3). 

Analyzing the greatest percentage of bacteria resistance, it was found that 53.4% of P. aeruginosa strains 

were resistant to imipenem and to meropenem. As for the Acinetobacter spp. strain, the greatest antimicrobial 

resistance was detected in ciprofloxacin (77.8%), ceftriaxone (75.0%) and ceftazidime (72.2%); and for the 

Klebsiella spp. strains, in ampicillin (88.3%) and ceftriaxone (51.9%) (Table 3). 
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Regarding MDR rates, it was found that 58.6% of P. aeruginosa, 77.8% of Acinetobacter spp. and 64.0% 

of Klebsiella spp. were MDR. 

PCR of β-lactamase genes 

The research strains of β-lactamase genes were selected from the criteria described in the methodology and 

the results obtained are shown in Table 4. 

The blaSPM-1 gene was detected in 11 isolates of P. aeruginosa (35.5%) and one of Acinetobacter 

baumannii (3.8%), with the latter being the first case of a positivity gene in bacteria of the genus Acinetobacter 

in Brazil. The amplicon was sequenced and the sequence of the encoded protein was determined using BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and ClustalW (http://www.cbi.ac.uk/). These analyses confirmed that the 

amplified gene was blaSPM-1 (GenBank accession numbers KR185964). 

The blaKPC gene was also amplified in eight isolates of P. aeruginosa (25.8%), of which one strain 

presented blaSPM-1 and blaKPC genes concomitantly. No isolate was positive for the blaIMP and blaVIM genes 

(Table 4). 

For the other -lactamase gene, blaTEM was identified in seven isolates of Acinetobacter spp. (25.9%) and 

11 isolates of Klebsiella spp. (30.6%), but was not amplified in P. aeruginosa from the hospital. While the 

blaCTX-M gene had the highest molecular frequency in the study, with 21 Klebsiella spp. positive strains, which 

represented 58.3% of the bacteria analyzed for this gene (Table 4). It was also observed that, of 11 Klebsiella 

spp. blaTEM positive strains, eight also presented the blaCTX-M gene concomitantly. 

Molecular typing 

Molecular typing was performed only in MDR isolates, totaling 30 P. aeruginosa, 30 Acinetobacter spp. 

and 39 Klebsiella spp.. Twenty-one different profiles were identified for P. aeruginosa, with three of these being 

considered clonal profiles with a similarity of 100%. The other profiles had similarities ranging from 4% to 40% 

(Figure 1a). 

For Klebsiella spp., 35 different profiles were detected, with three clonal profiles and other similarities 

ranging from 5% to 75% (Figure 1b).  

For Acinetobacter spp., 17 different profiles were identified, five of which were considered clones, with 

one predominant clone whose profile was identified in 10 isolates. The other profiles had similarities ranging 

from 4% to 60% (Figure 1c). 
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Discussion 

Several natural or acquired antimicrobial resistance mechanisms may be related to the failure of infection 

treatment. Against -lactams, the most important mechanism is the synthesis of -lactamase, which exhibits a 

great diversity of enzymes, with 1600variants (Jacoby & Bush, Lahey, 2015).  

In the present study, 169 clinical isolates of Acinetobacter spp., P. aeruginosa and Klebsiella spp. were 

obtained from several samples from patients with solid neoplasia, which were tested for the presence of genes 

responsible for the synthesis of the SPM-1, IMP, VIM, KPC, TEM and CTX-M enzymes. The most frequently 

occurring bacteria in the study was Klebsiella spp. followed by P. aeruginosa and Acinetobacter spp.. 

In a similar study, but performed with patients without cancer, Chaudhary & Payasi (2014), investigated the 

β-lactamase genes of AmpC, OXA, KPC, BlaZ and ESBL in Escherichia coli, Klebsiella spp., A. baumannii, P. 

aeruginosa and Staphylococcus aureus collected from patients admitted to different hospitals in India. In this 

study, the rate of P. aeruginosa was nearly three times greater than Klebsiella spp., whereas in the present study 

the reverse was observed, with the prevalence of P. aeruginosa being about 30% less than Klebsiella spp.. In 

both studies, the proportion of Acinetobacter spp. was the lowest among the three bacteria. 

Ram et al. (2012) analyzed the levels of bacterial infection and antibiotic susceptibility between the initial 

and subsequent episodes of infection in patients with hematologic cancers from a Hospital in Israel, and found 

the same order of bacteria frequency as the present study, although the difference between Klebsiella spp. and P. 

aeruginosa was only 5%. Although slight variations from the order of incidence of the pathogens, P. aeruginosa, 

Klebsiella spp. and Acinetobacter spp., were among the top five causes of infection in cancer and non-cancer 

patients (Pongas et. al., 2012;  Ram et al., 2012;  Chaudhary & Payasi 2014; Andria et al., 2015). 

In terms of clinical sample types, tracheal aspirates were the most frequent in the present study, followed 

by blood and urine. In the Chaudhary & Payasi (2014) study, blood samples were also the second most frequent 

clinical material, although the most frequent for A. baumannii and Klebsiella spp. was sputum sample, and the 

most common for P. aeruginosa was pus. Many studies have focused on the association between infection from 

the blood stream and high morbidity and mortality, either directly or by interfering with the chemotherapy 

schedule, which makes blood culture examination of important predictive value for infection ( Paul et al., 2010; 

Araujo, 2012; Miedema et al., 2013; Moghnieh et al., 2015). 

Regarding cancer types, the results of the present study corroborated the data from the Hospital Information 

System of the Brazilian Unified National Health System (SIH-SUS), whose analysis of the cancer internment 
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statistics in the state of Pernambuco (target population) revealed that the most common types of cancer among 

the patients included in the present study correspond to the same magnitude as cause of hospitalization in the 

same location and study period (Brasil, 2015). 

Concerning microbiological data, antimicrobial susceptibility profile of the samples from the present study 

demonstrated a percentage of resistance to carbapenems higher than 50% for both P. aeruginosa and 

Acinetobacter spp., and close to 10% for Klebsiella spp.. In the general population, recent studies have indicated 

that the prevalence of gram-negative carbapenem resistant pathogens, particularly P. aeruginosa, A. baumannii 

and Enterobacteriaceae, has increased dramatically in the last decade (Akova et al. 2012; Lee & Doi, 2014). 

Regarding MDR percentage, it was found that 58.6% of P. aeruginosa, 77.8% of Acinetobacter spp. and 

64.0% of Klebsiella spp. demonstrated this profile. Much lower percentages were detected in a study by Maríns 

et al. (2014), also conducted with hospitalized patients with solid tumors in a Spanish hospital between January 

2006 and July 2012. In this, the frequency of Gram-negative bacilli MDR was 13.4% (43/320), of which five 

were P. aeruginosa (9.6%), one was A. baumannii (50.0%), 20 were ESBL producing Enterobacteriaceae 

(7.6%), 13 were AmpC producing Enterobacteriaceae (5.0%) and one was K. oxytoca, a chromosomal β-

lactamase hyper producer (11.1%). 

When comparing the frequency of MDR strains of this study with others carried out with non-cancer 

patients admitted to hospitals in the same city as the present study, similar MDR percentages were found, as in 

the study by Jácome et al. (2012a), which found a percentage of P. aeruginosa MDR of 54.1%; Hinrichsen et al. 

(2014), which detected a ratio ranging from 53.0% to 86.0% of Acinetobacter spp. MDR, in two different 

hospitals; and Melo et al. (2011), who found an overall percentage of Klebsiella spp. MDR of 60.6% among the 

investigated strains. Therefore, it can see that the frequency of MDR isolates in Recife hospital has remained 

consistently high in recent years. 

Among the carbapenems and ceftazidime resistant strains, the present study found that 35.5% of P. 

aeruginosa exhibited the blaSPM-1 gene. Considering hospitals located in the same city, Jácome et al. (2012a) 

detected a lower frequency of 20.7% of isolates resistant to carbapenems and ceftazidime and 46.2% when only 

MBL phenotypically positive strains were considered. While Cavalcanti et al. (2012), in another university 

hospital located in the same city as this study, identified a higher percentage of the blaSPM-1 gene (83.6%) in the 

imipenem and ceftazidime resistant P. aeruginosa strains investigated. 
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While in cancer patients, studies performed in a pediatric hospital located in São Paulo, Brazil, there was a 

detection of blaSPM-1 gene ranged from 33.3% to 56.3% (Fernandes et al., 2010, Quiles et al., 2015). These 

results show a persistence of P. aeruginosa SPM-1 positive in Brazilian hospitals in general, over the years. 

With regard to the identification of the blaSPM-1 gene in Acinetobacter spp., this was the first such case in 

Brazil. This gene is associated with a single clone (SP/ST 277) of P. aeruginosa and while its dissemination is 

almost totally restricted to Brazil (González et al., 2014), there are a few reports of it in other countries such as 

Switzerland (Salabi et al., 2010), Mexico (Quinones-Falconi et al., 2010), South Korea (Lee et al., 2012) and 

Iran (Ghamgosha et al., 2014), all bonded to the P. aeruginosa species. In A. baumannii, only one case has been 

described in Iran, from which the gene was sequenced and deposited in GenBank, and proved to be the blaSPM-1 

gene (Shahcheraghi et al., 2011). 

Although MBL are not the most prevalent carbapenemases in Acinetobacter spp., these enzymes contribute 

to the high level of resistance to carbapenems (Lin & Lan, 2014). The highest concentration of cases of MBL in 

Acinetobacter species occurs in Asian countries, followed by European nations. The most identified genes in this 

genus are blaIMP-1, blaVIM-2 and blaNDM-1, respectively (Lin & Lan, 2014). 

The blaIMP-type and blaVIM-type genes are rarely found in Brazilian hospitals, and several studies exist in which 

these genes were not amplified, either in cancer or non-cancer patients (Fernandes et al., 2010, Jácome et al., 

2012a, Cavalcanti et al., 2012, Quiles eta al 2015). However, these genes deserve attention since they have been 

found in some Brazilian states, especially blaIMP, which has already been detected in São Paulo (Sader et al. 

2005), Rio de Janeiro (Pellegrino et al., 2001), Brasilia (Mendes et al., 2004), Joao Pessoa (Santos-Filho et al., 

2002), Porto Alegre (Martins et al., 2007) and Santa Catarina (Scheffer et al., 2010). The blaVIM gene, 

meanwhile, has been detected in São Paulo (Sader et al. 2005; Franco et al., 2010). 

In the present study, the blaKPC gene was amplified only in P. aeruginosa (25.8%), however, it is 

noteworthy that the number of isolates of Klebsiella spp. resistant to carbapenems was very low, reinforcing the 

absence of carbapenemase genes among Klebsiella spp. at the studied hospital. Other studies conducted in Recife 

hospitals, with non-cancer patients, showed a higher frequency of K. pneumoniae isolates that were resistant to 

carbapenems, as well as a strain carrying the blaKPC gene (Cabral et al., 2012; Melo et al., 2014). 

Despite the blaKPC gene being rarely detected in P. aeruginosa (Zafer et al., 2014), it is important to note 

that the first case of identification of blaKPC gene in P. aeruginosa in Brazil occurred in a public hospital in 

Recife (Jácome et al., 2012b), the same city as this study. Furthermore, following a global trend, Chaudhary & 

Payasi (2014) obtained an opposite result from this study in non-cancer patients in India, where the blaKPC gene 



Jácome, P.R.L.A. Estudo Epidemiológico E Molecular De Infecções Ocasionadas por... 154 

 
was not amplified in P. aeruginosa and A. baumannii, but was amplified in 26.1% of the isolates of K. 

pneumoniae and 17.4% of K. oxytoca. Quiles et al. (2015), meanwhile, did not detect the blaKPC gene in P. 

aeruginosa and Acinetobacter spp. and Klebsiella spp. in a blood stream infection sample from pediatric cancer 

patients. 

As for other -lactamases, the blaTEM gene was identified in 25.9% of Acinetobacter spp. and 30.6% of 

Klebsiella spp.. Lower percentages were detected in non-cancer patients admitted to a hospital in India, where 

the blaTEM gene was detected in A. baumannii (9.6% blaTEM-1, 9.6% blaTEM-3, 11.5% blaTEM-50), K. pneumoniae 

(21.7% blaTEM-1. 21.7% blaTEM-3), and K. oxytoca (21.7% blaTEM-1) (Chaudhary & Payasi 2014). In contrast to the 

present study, where the blaTEM gene was not detected in P. aeruginosa, and Chaudhary & Payasi (2014) 

detected blaTEM-1, blaTEM-3 e blaTEM-50 genes in 14.5%; 14.0% and 6.0% of bacteria of these species, respectively. 

Also in India, but among non-cancer patients, Chandra & Goswami (2012) detected an incidence of ESBL in 

65.7% of K. pneumoniae investigated, of which 80% were positive for blaTEM genes. 

In accordance with a review study that aimed to verify the nosocomial epidemiology of ESBL-producing 

Enterobacteriaceae in Latin America, about 58% of K. pneumoniae isolates were ESBL positive in Brazil, and 

CTX-M are the most prevalent. This rate is higher than in other regions of the world (Gusmán-Blanco et al., 

2014).  

In the present study, the frequency of the blaCTX-M gene from Klebsiella spp. was 58.3%, making it the most 

common gene in the present study, confirming other findings in Latin America, described in literature (Morfín-

Otero et al., 2013, Gusmán-Blanco et al., 2014, Nogueira et al., 2015). 

It is also interesting to note the identification of multi-drug resistant clones and carriers of -lactamase 

genes in different hospital sectors, pointing to the spread risk of these pathogens in the hospital. The application 

of molecular typing techniques in sample hospitals allows the dynamics of transmission of infections to be 

mapped, thus leading to a more targeted application of infection control measures at local level (Hafiane & 

Ravaoarinoro, 2008). 

Additionally, joint implementation of effective measures for infection control, microbiological monitoring 

and surveillance of antimicrobial resistance patterns is of the utmost importance to reducing the morbidity and 

mortality rates caused by bacterial infections, and lowering hospital costs (Vasudevan et. al., 2015). For this 

purpose, in 2014, a law was established in Germany requiring the issuing of surveillance reports on infectious 

agents and their antibiotic resistance patterns, as well as on the use of antibiotics in many medical institutions 

(Warnke et al., 2014). 
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Therefore, surveillance studies to identify the microbiological profile and antimicrobial susceptibility 

profile, together with the molecular identification of genetic mechanisms of resistance, are useful to determine 

the diversity of micro-organisms and resistance genes present in the hospital environment, so guiding appropriate 

therapy and working towards the implementation of infection control measures, especially for patients more 

susceptible to HAI. Additionally, in cancer patients, identifying isolate sites and their related malignancies can 

contribute to direct specific care standards for at risk groups, aimed at minimizing episodes of HAI in these 

patients. 
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Table 1. Primers used in the research of β-lactamase genes. 

Gene Primer Sequence (5’-3’) Annealing 

temperature 

Number 

of cycles 

Reference 

blaSPM-1 SPM-1 F 

SPM-1 R 

CCTACAATCTAACGGCGACC 

TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 

55.3°C 30 Gales et al., 

2003 

blaIMP-DIA IMP-DIA F 

IMP-DIA R 

GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 

GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT 

50.6°C 30 Dong et al., 

2008  

blaVIM-DIA VIM-DIA F 

VIM-DIA R 

CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 

AGGTGGGCCATTCAGCCAGA 

56.8°C 30 Dong et al., 

2008 

blaKPC KPC-1a 

KPC-1b 

TGTCACTGTATCGCCGTC 

CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 

63.0°C 35 Yigit et 

al.2001 

blaTEM T1F 

T2R 

ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 

GACAGTTACCAATGCTTAATC 

57.0°C 35 Rasheed et 

al.2000 

blaCTX-MA CTX-M1 

CTX-M2 

SCSATGTGCAGYACCAGTAA 

CCGCRATATGRTTGGTGGTG 

61.0°C 35 Saladin et 

al.2002  
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Table 2. Characteristics of clinical isolates in relation to the site of the collected material, the site of 

hospitalization during the isolation of the pathogen, and presumptive diagnosis of the patient. 

 

P. aeruginosa  

(N=58) 

Acinetobacter spp. 

(N=36) 

Klebsiella spp. 

(N=75) 

Total 

(N=169) 

Sample type n f n f n f n f 

Tracheal aspirate 24 41.4% 14 38.9% 26 34.7% 64 37.9% 

Blood 13 22.4% 6 16.7% 15 20.0% 34 20.1% 

Urine 6 10.3% 3 8.3% 12 16.0% 21 12.4% 

Tip Central Venous Catheter 5 8.6% 2 5.6% 3 4.0% 10 5.9% 

Net peritoneal 1 1.7% 1 2.8% 3 4.0% 5 3.0% 

Others 9 15.5% 10 27.8% 16 21.3% 35 20.7% 

Site of hospitalization         

Intensive Care Unit 41 70.7% 24 66.7% 43 57.3% 108 63.9% 

Medical Oncology Unit 6 10.3% 6 16.7% 15 20.0% 27 16.0% 

Surgical Oncology Unit 9 15.5% 4 11.1% 14 18.7% 27 16.0% 

Palliative Care Unit 1 1.7% 2 5.6% 3 4.0% 6 3.6% 

Pediatric Oncology Unit 1 1.7% 0 0.0% 0 0.0% 1 0.6% 

Type of solid tumor 

Bowel, colon and rectum cancer 8 10.7% 6 14.3% 11 10.8% 25 11.4% 

Breast cancer 10 13.3% 7 16.7% 6 5.9% 23 10.5% 

Prostate cancer 1 1.3% 8 19.0% 10 9.8% 19 8.7% 

Laryngeal cancer 10 13.3% 2 4.8% 2 2.0% 14 6.4% 

Brain cancer 6 8.0% 2 4.8% 4 3.9% 12 5.5% 

Uterine cancer 3 4.0% 2 4.8% 4 3.9% 9 4.1% 

Stomach cancer 2 2.7% 0 0.0% 7 6.9% 9 4.1% 

Lung cancer 1 1.3% 3 7.1% 4 3.9% 8 3.7% 

Others 17 22.7% 6 14.3% 27 26.5% 50 22.8% 

Note 1: n = number, f = frequency 

Note 2: Some patients had more than one infection caused by a bacterial isolate. In this case, the data concerning the site of 

hospitalization and presumptive diagnosis were influenced by this repetition. The data is therefore the isolate, and not the 

patient. 
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Table 3. Antimicrobial susceptibility profile of Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. and Klebsiella spp. 

strains. 

 P. aeruginosa 

(n=58) 

Acinetobacter spp. 

(n=36) 

Klebsiella spp. 

(n=77) 

Antimicrobial S R NT S R NT S R NT 

Ampicillin - - - - - - 9.1% 88.3% 2.6% 

Amoxicillin clavulanate - - - - - - 36.4% 48.1% 15.6% 

Piperacillin tazobactam 51.7% 31.0% 17.2% - - - 66.2% 27.3% 6.5% 

Ampicillin sulbactam - - - 77.8% 16.7% 5.6% - - - 

Aztreonam 56.9% 36.2% 6.9% - - - 48.1% 49.4% 2.6% 

Ceftriaxone - - - 22.2% 75.0% 2.8% 37.7% 51.9% 10.4% 

Ceftazidime 53.4% 36.2% 10.3% 16.7% 72.2% 11.1% - - - 

Cefepime 41.4% 37.9% 20.7% 22.2% 69.4% 8.3% - - - 

Imipenem 44.8% 53.4% 1.7% 33.3% 66.7% 0.0% 87.0% 11.7% 1.3% 

Meropenem 46.6% 53.4% 0.0% 33.3% 66.7% 0.0% 85.7% 10.4% 3.9% 

Amikacin 55.2% 44.8% 0.0% 63.9% 33.3% 2.8% 84.4% 14.3% 1.3% 

Gentamicin 70.7% 24.1% 5.2% 63.9% 36.1% 0.0% 74.0% 24.7% 1.3% 

Ciprofloxacin 44.8% 43.1% 12.1% 22.2% 77.8% 0.0% 55.8% 40.3% 3.9% 

Trimethoprim sulfamethoxazole - - - 58.3% 38.9% 2.8% 62.3% 35.1% 2.6% 

Tetracycline - - - 91.7% 8.3% 0.0% - - - 

Note: S = sensitive; R = Resistant; NT = not tested; - antimicrobial has not been tested in a particular bacterial 

genus. 
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Table 4. Distribution of -lactamase genes per bacterial pathogen. 

  

Gene  

P. aeruginosa Acinetobacter spp. Klebsiella spp. Total 

% n/N % n/N % n/N % n/N 

blaSPM-1 35.5% (11/31) 3.8% (1/26) 0.0% (0/15) 16.7% (12/72) 

blaIMP 0.0% (0/31) 0.0% (0/26) 0.0% (0/15) 0.0% (0/72) 

blaVIM 0.0% (0/31) 0.0% (0/26) 0.0% (0/15) 0.0% (0/72) 

blaKPC 25.8% (8/31) 0.0% (0/23) 0.0% (0/7) 13.1% (8/61) 

blaTEM 0.0% (0/22) 25.9% (7/27) 30.6% (11/36) 21.2% (18/85) 

blaCTX-M NT (-/-) NT (-/-) 58.3% (21/36) 58.3% (21/36) 

Note 1: % = percentage of positive strains for the gene; n = number of positive strains for the gene; N = number of selected 

strains for the test, according to susceptibility profile 

Note 2: some strains contained more than one -lactamase gene 
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