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Introdução 

1-Introdução 
 

1.1-Bacilos gram-negativos 
 

Os bacilos Gram-negativos não-fermentadores (BGN-NF) são bactérias 

aeróbias, não esporuladas, que se caracterizam por não utilizarem 

carboidratos como fonte de energia. A maioria destes microorganismos é 

capaz de metabolizar os carboidratos pela via oxidativa e, por isso, são 

também denominados oxidativos ou sacarolíticos. Os microorganismos que 

não utilizam carboidratos pela fermentação ou oxidativamente, são referidos 

como bioquimicamente inertes ou não oxidativos (Cross et al., 1983; 

Koneman et al., 2001). 

Os BGN-NF de importância clínica constituem um grupo extremamente 

diverso e podem ser divididos, de forma geral, de acordo com suas 

características metabólicas principais, como a reação de oxidase positiva e 

capacidade de oxidar a glicose (Koneman et al., 2001). 

Nos últimos anos tem sido observada maior incidência de bacilos Gram-

negativos resistentes a cefalosporinas de espectro ampliado no ambiente 

hospitalar. Esse padrão de resistência bacteriano ocasiona um maior uso de 

antibióticos betalactâmicos potentes, como os carbapenens (Quinteira et al., 

2005). Atualmente esses agentes são importantes opções terapêuticas 

utilizadas no tratamento de infecções nosocominais.  

A maior utilização de carbapenens no ambiente hospitalar acaba por 

ocasionar maior pressão seletiva sobre a microbiota dos pacientes 

hospitalizados, o que favorece a seleção de subpopulações de 

microrganismos com sensibilidade diminuída ou resistente a esses 
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antimicrobianos. Atualmente, amostras bacterianas de P. aeruginosa e 

Acinetobacter spp. resistentes à grande maioria dos agentes antimicrobianos 

e sensíveis somente à polimixina B, têm sido isoladas pelos laboratórios de 

microbiologia clínica em diversos hospitais brasileiros. (Gales et al 2001) 

 

1.1.1-Pseudomonas aeruginosa 
 

 Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram–negativo (BGNNF) não 

fermentador da glicose que pode der isolado do solo, da água, das plantas e 

mesmo dos animais, incluindo os seres humanos (Gales et al, 2001). Fatores 

tais quiais a habilidade de utilizar uma grande variedade de substratos 

orgânicos como fontes de carbono, a excepcional habilidade de colonizar 

nichos ecológicos diversos, nos quais a oferta de nutrientes é limitada, e a 

capacidade de sobreviver por longos períodos em ambientes úmidos contribui 

para as características ubiquitárias apresentadas pelas amostras de P. 

aeruginosa (Pollack, 1984). Ocasionalmente, essa espécie bacteriana é 

patogênica para as plantas e animais.  

 Raramente a P. aeruginosa causa infecções comunitárias em indivíduos 

saudáveis, entretanto, essa espécie bacteriana assume importante papel como 

agente etiológico de infecções hospitalares. Na maioria dos casos, o processo 

infeccioso tem início com algum tipo de alteração ou destruição de barreiras 

físicas entre as quais se evidenciam as utilizações de cateter urinário, sonda 

oro-traqueal, realização de cirurgias, pacientes que sofreram queimaduras e 

pacientes que fazem uso de drogas imunossupressoras (Lee et al, 1999; 

Pollack et al, 1984). 
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 As opções terapêuticas para o tratamento de infecções causadas pela 

P.aeruginosa são limitadas e incluem penicilinas com atividade anti-

Pseudomonas, cefalosporinas de amplo espectro, aztreonam, carbapenens e 

fluoroquinolonas, particularmente a ciprofloxacina (Carmeli et al., 1999 a). Os 

aminoglicosídeos são freqüentemente utilizados em regimes combinados aos 

β-lactâmicos na tentativa de potencializar a atividade antimicrobiana e de evitar 

o desenvolvimento de resistência bacteriana. 

Além da P. aeruginosa ser intrinsecamente resistente a diversos agentes 

antimicrobianos comumente utilizados, esse microrganismo é altamente 

adaptável às condições adversas, desenvolvendo resistência durante a 

terapia. O risco da emergência de resistência parece variar de acordo como o 

agente antimicrobiano utilizado, e evidências mostram que a terapia 

combinada pode reduzir o risco de falha terapêutica devido à seleção de 

mutantes resistentes (Carmeli et al., 1999 a., Carmeli et al., 1999b). 
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1.2-Sensibilidade aos β-lactâmicos 
 
 Nos últimos anos têm-se observado maior freqüência quanto ao 

isolamento de P. aeruginosa resistentes a cefalosporinas de amplo espectro, 

ocasionando assim, maior uso de β-lactâmicos mais potentes, tais como os 

carbapenêmicos (Quinteira et al, 2005). 

 A maior utilização de carbapenens no ambiente hospitalar leva a maior 

pressão seletiva sobre a flora microbiana, e nos dias atuais recuperam-se 

isolados clínicos de P. aeruginosa demonstrando sensibilidade somente as 

Polimixinas (Poirel &Nordmann, 2002). 

 

1.3-Mecanismo de resistência aos β-lactâmicos em P. aeruginosa 
 

 Em um estudo publicado em 2001, foram avaliadas amostras de P. 

aeruginosa isoladas de cinco regiões geográficas distintas (Ásia-Pacífico, 

Canadá, Europa, América Latina e Estados Unidos), o qual demonstrou que as 

taxas de resistência encontradas na América Latina são muito elevadas em 

relação as demais regiões. Isolados de P. aeruginosa da América Latina 

apresentaram menores taxas de sensibilidade à ceftazidima e cefepima. 

Segundo os Dados do Programa Sentry (Sader et al, 2001) 30,2% das 

amostras de P.aeruginosa isoladas no Brasil foram resistentes aos 

carbapenens; e em pacientes hospitalizados nas unidades de terapia intensiva 

essas taxas de resistência foram ainda maiores. 

Em um estudo realizado por Carmeli e colaboradores, constatou-se que 

para o tratamento das infecções hospitalares causadas por P. aeruginosa 

verificou-se um grande aumento no uso de cefalosporinas, o qual vem sendo 
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acompanhado por um aumento na prevalência de amostras de P. aeruginosa 

produtoras de β-lactamases de espectro ampliado que são conhecidas como 

ESBLs. As amostras produtoras dessas enzimas são resistentes às 

cefalosporinas de amplo espectro e a outros agentes da classe dos β-

lactâmicos. (Carmelli et al; 1998 e Carmelli et al; 1999 a) 

A perda de expressão reduzida de proteínas de membrana externa, 

conhecidas como porinas, a hiperexpressão de bomba de efluxo, as alterações 

nas proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs) e a produção de β-lactamases 

são os diferentes mecanismos de resistência aos β-lactâmicos descritos em P. 

aeruginosa.  

 

1.3.1-Alteração das proteínas ligadoras de Penicilinas (PBPs) 
 

 A resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos, devido as alterações a 

alterações nas PBPs, é mais comum em microrganismos gram-positivos  que 

em gram-negativos. Entretanto, apesar de pouco freqüentes, as alterações nas 

PBPs já foram reportadas em isolados clínicos de P.aeruginosa (Godfrey et al., 

1981, Gotoh et al., 1998). 

As proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs) são carboxipeptidases 

localizadas na membrana citoplasmática que atuam em uma etapa importante 

da estruturação do peptideoglicano das bactérias, catalisado a transpeptidação 

entre duas subunidades de mureína. O peptideoglicano é um constituinte 

essencial da parede celular bacteriana (Spratt & Cromie, 1988). Essas 

proteínas são denominadas numericamente de acordo com o peso molecular 

que apresentam, quanto maior o peso molecular menor a numeração que 
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recebem. Nos bacilos gram-negativos são descritas oito PBPs com 

características diferentes: -1a, -1b, -2, -3, -4, -5,-6, -7 e -8 (Noguchi et al., 1979, 

Tuomanem & Schwatz, 1987). 

As PBPs são os sítios–alvo para a atividade dos antimicrobianos da 

classe dos β-lactâmicos que se ligam covalentemente a essas estruturas, 

impedindo a formação da parede celular e causando a lise osmótica da célula  

 

1.3.2-Bomba de efluxo 
 

 Outro mecanismo de resistência aos β-lactâmicos frequentemente 

reportado em espécies de Pseudomonas está associado a presença de bomba 

de efluxo (Livermore, 2001). Os genes que codificam a bomba de efluxo são 

constituintes normais do genoma bacteriano e, portanto, fornecem para o 

microrganismo o potencial intrínseco de desenvolver um fenótipo de resistência 

sem a aquisição de novos genes (Hasdemir et al., 2004). 

As proteínas que compõem o sistema de efluxo são proteínas 

específicas codificadas por genes cromossômicos ou plasmidiais que através 

da extrusão de vários antimicrobianos, como tetraciclinas, fluoroquinolonas, 

cloranfenicol, eritromicina e β-lactâmicos contribui para a resistência intrínseca 

e adquirida da P. aeruginosa (Li et al., 1994). 

Os sistemas de efluxo são normalmente formados por proteínas de 

membrana especializadas, que podem ser divididas de acordo com sua função: 

(i) bomba de efluxo da membrana externa ou citoplasmática; (ii) proteína 

formadora do canal extrusor na membrana externa; (iii) proteína de fusão que 

liga os outros dois componentes da bomba de efluxo (Nikaido,1994).  

 6



Introdução 

Em P.aeruginosa quatro principais sistemas de efluxo já foram descritos 

MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM, contudo pelo 

menos cinco outros sistemas aguardam caracterização (Livermore, 2002). 

O sistema MexAB-OprM é o sistema que tem mais expressão  e 

contribui para a extrusão de uma grande variedade de β-lactâmicos (Li et al., 

2003). O sistema MexCD-OprJ é responsável mais especificamente pela 

extrusão das cefalosporinas de quarta geração, como cefepima e cefpiroma 

(Gotoh et al., 1998, Pole et al., 1996). Não há evidências de que os sistemas 

MexEF-OprN e MexXY-OprM contribuam diretamente para o efluxo de β-

lactâmicos (Aires et al., 1999. Masuda et al., 2000). 

 

1.3.3-Alteração de proteínas de membrana externa 
 

As proteínas capazes de formar canais constituídos de água no seu 

interior permitindo a difusão de solutos hidrofílicos através da membrana 

externa e a extrusão de produtos não utilizados pela célula bacteriana são 

conhecidas como proteínas de membrana externa (OMP) também conhecidas 

como porinas (Nikaido, 1994). A perda ou a diminuição da expressão dos 

genes que codificam as OMPs causam a redução da entrada de antibióticos na 

célula, diminuindo a concentração interna do antimicrobiano, o que pode 

conferir resistência aos β-lactâmicos (Quinn et al., 1988). Diferentes porinas 

podem ser encontradas na membrana da amostras de P. aeruginosa, como 

OprF, OprC, OprD e OprE. A OprF, é a mais abundante, e provavelmente a 

mais utilizada pela maioria dos β-lactâmicos (Fung-Tomc et al., 1995, Huang & 

Hancock, 1996, Livermore, 2001). 
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1.3.4-Produção de β-lactamases 
 

Em amostras de P. aeruginosa a produção de β-lactamases é o 

mecanismo com maior prevalência e com maior importância. (Laraki et al., 

1999). As penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenens podem 

ser hidrolisados por vários membros da família das β-lactamases, e a interação 

entre essas enzimas e seus substratos resultam em compostos inativos que 

permitem a sobrevida da célula bacteriana (Bush, 2001). 

 Entre as amostras de P.aeruginosa, a produção aumentada de AmpC, 

as ESBLs e as metalo-β-lactamases desempenham papéis importantes na 

resistência a antimicrobianos utilizados para o tratamento de infecções 

causadas por esse agente (Jacoby & Munoz-Price, 2005). 

Ao longo dos anos vem se tentando estabelecer uma classificação para 

essas enzimas, entre elas, duas classificações têm sido consideradas como de 

maior importância: a de AMBLER e a de BUSH-JACOBY-MEDEIROS. (Ambler, 

1980, Bush et al., 1995). 

A classificação de AMBLER foi proposta com base na estrutura 

molecular das β-lactamases, de acordo com a seqüência de aminoácidos. 

Somente quatro classes moleculares principais de β-lactamases foram 

descritas: A) β-lactamases de espectro ampliados (ESBL), penicilinases e 

carbenicilinases; B) metalo-β-lactamases; C) cefalosporinases cromossomais; 

D) oxacilinases.  

Já na classificação de BUSH descrita em 1989, foi a primeira a 

correlacionar o substrato preferencial e propriedades inibitórias à estrutura 

molecular da enzima. Em 1995, houve uma atualização na classificação que 
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combina características estruturais e funcionais das β-lactamases. (Bush et al., 

1995)  

 

1.3.4.1-Cefalosporinases cromossomais 
 

As β-lactamases do grupo funcional 1 ou da classe molecular C, 

chamadas cefalosporinases cromossomais ou AmpC, são encontradas 

constitutivamente em amostras de P. aeruginosa e nas enterobactérias. Na 

ausência de β-lactâmicos, a β-lactamase AmpC é normalmente produzida em 

baixos níveis, mas, na presença de β-lactâmicos indutores como, por exemplo, 

cefoxitina e imipenem, passam a ser produzidas em grande quantidade. O 

grau de indução depende do β-lactâmico indutor e, em alguns casos, a 

produção dessa enzima pode aumentar de 100 a 1000 vezes (Lodge & 

Piddock, 1991). Quando esses antimicrobianos indutores são retirados do 

meio, a produção enzimática pode voltar a níveis basais que, normalmente, 

são baixos. Entretanto, essa produção pode permanecer em níveis 

extremamente altos mesmo após a retirada do indutor. 

Em amostras de P. aeruginosa, a expressão do gene AmpC leva à 

produção de β-lactamases indutivas, podendo também originar mutantes que 

passam a produzir essas β-lactamases constitutivamente em grandes 

quantidades. A freqüência de mutações que leva à produção de β-lactamases 

AmpC desreprimidas em uma população de P. aeruginosa é de 10-7 a 10-

9/UFC. Os mecanismos de indução e desrepressão têm sido amplamente 

estudados em enterobactérias, principalmente em Enterobacter cloacae. 

 9



Introdução 

Entretanto mecanismos regulatórios similares aos encontrados em 

enterobactérias regulam também a expressão da β-lactamase AmpC em P. 

aeruginosa (Bagge et al., 2000). O gene AmpC está sob o controle regulatório 

de outros genes designados como AmpR, AmpD e AmpG. Mutações ou 

deleções no gene AmpD resultam na hiperexpressão de ampC. Poucos casos 

de isolados com mutações em AmpR que apresentam a hiperexpressão de 

AmpC foram descritos em P. aeruginosa (Langaee et al., 2000, Normark, 

1995). 

 

1.3.4.2-β-lactamases de espectro ampliado em P. aeruginosa 
 

As β-lactamases de espectro ampliado inibidas pelo ácido clavulânico 

pertencem majoritariamente à classe A de AMBLER e estão distribuídas no 

grupo 2 de BUSH-JACOBY-MEDEIROS. Conferem resistência a diversas 

cefalosporinas de amplo espectro. Desde o início da década de 1980 essas 

enzimas passaram a ser freqüentemente identificadas em membros da família 

das Enterobacteriaceas, no entanto apenas recentemente as ESBLs vêm 

sendo descritas em amostras de P. aeruginosa (Medeiros, 1997). 

As ESBLs encontradas em amostras de P. aeruginosa, reportadas até o 

momento, são: TEM e SHV, que são bastante comuns em diferentes membros 

de enterobacterias; PER, principalmente originária de amostras da Turquia; 

VEB, encontrada em amostras oriundas do Sul da Ásia e, mais recentemente, 

os tipos IBC e GES, que têm sido descritos em isolados da França, Grécia e 

África do Sul entre outros países. Essas enzimas são remotamente 

relacionadas do ponto de vista genético, no entanto, elas compartilham o 
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mesmo perfil bioquímico de hidrólise e inibição pelos diferentes compostos da 

classe dos β-lactâmicos. Devido aos genes que codificam essas enzimas terem 

sido encontrados até o momento em um limitado número de regiões 

geográficas, acredita-se que, pelo menos na maioria dos casos, esses genes 

tenham um nicho ecológico específico (Weldhagen et al., 2003). 

Estudos recentes indicam que a disseminação desses genes podem ter 

um importante papel na resistência aos antimicrobianos e que isso pode limitar 

as escolhas terapêuticas para o tratamento de infecções graves causadas por 

amostras de P. aeruginosa produtoras de ESBLs (Jacoby & Munoz-Price, 

2005). 

 

1.4-Epidemiologia de β-lactamases pertencentes à classe B ou metalo-β-

lactamase 

 

 As MβLs são β-lactamases pertencentes à classe B de Ambler ou à 

classe 3 de Bush-Jacoby que hidrolisam todos β-lactâmicos comercialmente 

disponíveis, sendo a única exceção o monobactam, aztreonam (Bush, 1998). 

Estas enzimas caracterizam-se por apresentarem a mesma estrutura 

tridimensional, necessitarem de dois íons divalentes, usualmente zinco, como 

co-fator para atividade catalítica, e por apresentarem resíduos conservados, os 

quais são responsáveis pela interação da enzima com estes íons (Murphy et 

al., 2003). 

 Adicionalmente, estas enzimas são inibidas por EDTA (ácido etileno-

diamino-tetracético) ou compostos derivados do ácido tiolático (ex.: ácido 2-

mercaptopropiônico) e não são inibidas por inibidores de serino-β-lactamases 
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disponíveis comercialmente, como o ácido clavulânico, o sulbactam e o 

tazobactam (Bush et al., 1995). Estas enzimas são produzidas intrinsecamente 

por determinados patógenos, tais como Stenotrophomonas maltophilia 

(Crowder et al., 1998, Avison et al., 2001, Spencer et al., 2001), Bacillus cereus 

(Thompson & Malamy, 1990), Chryseobacterium meningosepticum (Rossolini 

et al., 1998), Chryseobacterium indologenes, Legionella gormanii, Caulobacter 

crescentus (Simm et al., 2001) e Aeromonas spp. (Walsh et al., 1998, Massidda 

et al., 1991, Walsh et al., 1996) 

Contudo, desde o início da década de 90, novos genes que codificam 

MβLs têm sido descritos em patógenos clinicamente importantes, tais como 

Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp., e em membros da família 

Enterobacteriaceae (Riccio et al., 2000, Poirel et al., 2000, Yan et al., 2001). 

Estes novos genes que codificam MβLs estão inseridos em estruturas 

genéticas que acabam por fornecer mobilidade ao gene, sendo então 

conhecidos como MβLs móveis ou também MβLs adquiridas. Atualmente são 

conhecidas cinco sub-classes de MβL adquirida, IMP (imipenemase) (Osano 

et al., 1994), VIM (Verona imipenemase) (Lauretti et al., 1999), SPM (São 

Paulo metalo-β-lactamase) (Toleman et al., 2002), GIM (German 

imipenemase) (Castanheira et al., 2004) e, mais recentemente, SIM-1 

codificada pelo gene blaSIM-1 detectado em sete amostras de Acinetobacter  

baumanni isoladas de um hospital terciário em Seul, Coréia (Lee et al., 2005) 

 O primeiro relato de MβL adquirida, ocorreu em 1994 (Osano et 

al., 1994), que descreveu uma nova sub-classe denominada IMP-1. Esta 

enzima foi encontrada em uma cepa clínica de Serratia marcescens isolada no 

Japão, a qual apresentava fenótipo de resistência a imipenem e cefalosporinas 
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de amplo espectro. Desde então, novas variantes desta sub-classe foram 

relatadas em diferentes microrganismos isolados em diferentes regiões 

geográficas (Chu et al., 2001, Mendes et al., 2004c, Riccio et al., 2000, 

Toleman et al., 2003, Da Silva et al., 2002, Docquier et al., 2003, Iyobe et al., 

2000, Iyobe et al., 2002, Yano et al., 2001) 

Em 1999, a segunda sub-classe de MβL descrita foi denominada VIM-1. 

A presença desta enzima foi observada em uma amostra de P. aeruginosa 

isolada em Verona, Itália (Lauretti et al., 1999). As enzimas pertencentes à sub-

classe VIM apresentam menor número de variantes até então descritas, bem 

como distribuição concentrada em determinadas regiões geográficas, quando 

comparadas a aquelas pertencentes à sub-classe IMP. 

 As variantes de VIM foram encontradas tanto em microrganismos 

fermentadores de glicose quanto naqueles não fermentadores. Estas enzimas 

(VIM) são mais prevalentes na Europa, região onde foi originariamente 

encontrada em 1999 (Laraki et al., 1999). Posteriormente, houve diversos 

relatos destas enzimas em microrganismos isolados em países da Comunidade 

Européia (Bahar et al., 2004, Poirel et al., 2001, Poirel et al., 2000, Patzer et al., 

2004, Prats et al., 2002, Walsh et al., 2003). No entanto, as variantes de VIM 

também foram relatas na Ásia (Yum et al., 2002, Yan et al., 2001), e mais 

recentemente nos EUA (Toleman et al., 2004), Chile e Venezuela (Mendes et 

al., 2004a) 

A terceira sub-classe de MβL adquirida, SPM-1, foi encontrada em uma 

amostra de P. aeruginosa, recuperada em 1997 do trato urinário de um 

paciente hospitalizado no  Hospital São Paulo/UNIFESP (São Paulo, SP).  

Essa enzima parece estar especificamente relacionada à espécie de P. 
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aeruginosa, uma vez que, até então, não foi encontrada em demais patógenos 

nosocomiais. (Castanheira et al., 2004, Poirel et al., 2004, Gales et al., 2003a). 

Mais recentemente, foi descrita uma nova sub-classe de MβL adquirida em 

amostras de P. aeruginosa provenientes de Dusseldorf, Alemanha, 

denominada GIM-1 (Castanheira et al., 2004).  

 

1.5-Contexto genético das MβL adquiridas 
 

As MβL adquiridas são codificadas por genes cassetes localizados tanto 

no cromossomo quanto em plasmídios bacterianos. No entanto, com exceção 

da enzima SPM-1 (Toleman et al., 2002, Poirel et al., 2004), as demais MβL 

adquiridas são codificadas por genes localizados em integrons (Walsh et al., 

2003, Mendes et al., 2004a, Toleman et al., 2003, Patzer et al., 2004, Mendes 

et al., 2004c). 

Embora a grande maioria dos integrons encontrados em isolados 

clínicos pertence à classe 1, existe atualmente duas outras classes distintas de 

integrons (i.e. classe 2 e 3). Membros das três classes possuem seus 

respectivos intI1, intI2 e intI3, os quais codificam integrases que compartilham 

similaridade entre 40 a 60%. A classe 1 tem sido extensivamente estudada e 

os membros desta classe foram originalmente classificados como integrons. A 

classe 2 constitui-se de uma estrutura genética encontrada em Tn7 

(transposon) e elementos relacionados, porém esta classe é composta por uma 

integrase defeituosa e incapaz de promover a mobilização de genes cassetes. 

A classe 3 é composta de um único exemplo até hoje descritos (Collis et al., 

2002, Bennett, 1999). 
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1.6-Integrons de classe 1 

 

Integrons de classe 1 são elementos genéticos constituídos de i) uma 

região conservada 5’ (5’-CS), formada por um gene intI1, uma região promotora 

e um sítio de recombinação (attI1); e ii) uma região conservada 3’ (3’-CS) 

(Figura 1). Esta última região é geralmente composta do qacEΔ1 conjugado ao 

sul1, sendo que estes genes codificam resistência a compostos de amônio 

quaternário e sulfonamidas, respectivamente (Collis & Hall, 1992, Collis et al., 

1993, Collis & Hall, 1995, Recchia & Hall, 1997, Bennett, 1999, Partridge et al., 

2000). 

Logo à montante do intI1, integrons apresentam uma região promotora, 

a qual é responsável pela expressão dos genes cassetes inseridos entre as 

regiões conservadas 5’ e 3’ (Partridge et al., 2002). Esta região é formada por 

um promotor denominado Pant, constituído por duas seqüências de seis bases 

nas posições -35 e -10, respectivamente, sendo estas intercaladas por 17-bp. 

Variações destas seqüências já foram encontradas e podem ocasionar 

diferenças na expressão gênica (Stokes & Hall, 1989) (Figura 2). 

Alguns integrons de classe 1 podem também apresentar um segundo 

promotor, localizado a 119-bp à juzante de Pant. Este segundo promotor foi 

criado em virtude do acréscimo de três bases guanosinas (G) entre as posições 

-35 e -10, ocasionando o correto espaçamento de 17-bp entre as posições -35 

e -10, criando assim P2 (Collis & Hall, 1995) (Figura 2). 

Assim como diferentes promotores apresentam diferenças na expressão 

gênica, a posição onde o gene cassete encontra-se inserido entre a região 

conservada 5’ 3’ também influencia sua expressão. Experimentos evidenciaram 
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que a expressão dá-se de forma mais eficiente a medida que o gene cassete 

encontra-se mais próximo à região promotora. Sendo assim genes localizados 

nas primeiras posições serão efetivamente melhores expressos (Collis & Hall, 

1995). 

 

 

 
Figura 1. Estrutura esquemática de integron de classe 1. IR representam terminais 

de repetição invertidos. A região conservada 5’ consiste de IntI1 e o sítio de 

inserção attI1. A seta dos respectivos genes indica a direção de sua 

transcrição. A região conservada 3’ consiste dos genes qacEΔ1 e sul1, seguido 

de orf5 de função desconhecida e tni módulo. 
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Entre as regiões conservadas 5’ e 3’, integrons podem apresentar 

quantidade variável de genes cassetes que são inseridos e extraídos pela IntI1 

codificada pelo IntI1. Genes cassetes usualmente codificam para resistência 

bacteriana; no entanto, é importante salientar que o maior número de genes de 

resistência encontrado provavelmente deve estar associado ao maior interesse 

em pesquisar genes de resistência, uma vez que esta mobilização genética 

acontece de forma aleatória. (Bennett, 1999, Recchia & Hall, 1997) 

 

 

Figura 2. Representação esquemática de Pant e P2 encontrados em integrons. Os Gs 

em negrito representam a inserção ocorrida entre as regiões -35 e -10 e 

acabaram por criar P2.  

 

Genes cassetes têm normalmente entre 500–1000-bp (pares de base) e 

são constituídos de dois componentes funcionais, um gene, responsável pela 

codificação de alguma proteína, e um sítio de recombinação, sendo este último 

conhecido como 59-elementos de base (59-be). Estes genes não possuem 

promotor, sendo portanto, tanto o evento de expressão gênica quanto de 
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mobilização, dependentes do integron ao qual o gene cassete encontra-se 

inserido (Collis & Hall, 1992, Collis et al., 1993). 

A integrase, enzima codificada pelo intI1, é uma recombinase sítio-

específico e possui como substrato preferencial dois sítios de ação, um na 

porção do 59-be, pertencente ao gene cassete, e outro no receptor do gene 

cassete ou attI1 localizado no integron (Collis & Hall, 1995, Partridge et al., 

2000). Usualmente as reações de recombinação ocorrem entre attI1 (localizado 

no integron) e 59-be (localizado no gene cassete); no entanto, também foram 

demonstradas, em eventos experimentais, reações entre attI1 e attI1, 59-be e 

59-be, mas com freqüência bastante reduzida (Collis & Hall, 1992, Collis et al., 

1993). 

 



Objetivos 

2-Objetivos 
 

2.1 Objetivo Geral 
 
♦ Avaliar a prevalência de metallo-β-Lactamases em amostras clínicas de 

Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes internados no Hospital São Paulo 

no ano de 2004. 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 
♦ Caracterizar molecularmente os genes de metallo-β-Lactamase nas 

amostras de Pseudomonas aeruginosa; 

♦ Analisar a similaridade genética entre as amostras produtoras de metallo-β-

lactamase; 

♦ Avaliar a distribuição clonal das amostras isoladas de pacientes internados nas 

diversas unidades do Hospital São Paulo. 
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3-Materiais e Métodos 
 

3.1-Seleção das amostras 
 

Foram selecionadas as 10 primeiras amostras consecutivas de 

Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenems isoladas de diferentes 

sítios, uma amostra bacteriana por paciente internado no  Hospital São Paulo nos 

meses de Janeiro de 2004 a Dezembro de 2004. 

 

 

3.2-Teste de hidrólise de carbapenêmicos 

 

O teste de hidrólise teve como objetivo principal à detecção da atividade 

enzimática em amostras resistentes aos carbapenens. Depois de isoladas as 

amostras, 10 colônias foram inoculadas em 10mL caldo de TSB com 4 μg/mL de 

imipenem. Os tubos ficaram incubados na estufa a 37°C por 18 horas sob 

agitação. 

A suspensão bacteriana foi transferida para um tubo cônico e passou por 

uma centrifugação de 15 minutos à 3000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi 

desprezado e o sedimento ressuspenso em 1 ml de Solução de Hidrólise (Tris-

HCL 1mM e ZnSO4 1mM). As amostras suspensas foram ultrasonicadas com 4 

ciclos de 30 segundos e o produto sonicado foi transferido para tubo de 

microcentrífuga e, então, centrifugado por 3 minutos à 4ºC e 13.000 rpm. O 

sobrenadante transferido para um novo tubo e as amostras mantidas no gelo até o 

momento do ensaio. 
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Para a Solução de hidrólise foi preparada uma solução de antimicrobiano, 

no caso imipenem ou meropenem. Quando colocada em espectrofotômetro, esta 

solução teve uma absorbância de aproximadamente 1,5 a 2 unidades onde foi 

utilizando um comprimento de 299 nm. Para o teste, colocou-se 1000 μl desta 

solução em uma cubeta de quartzo onde foram adicionados 50 a 100 μl do extrato 

bruto de β-lactamase. A diferença entre a absorbância inicial e a final medida por 2 

minutos indica a presença de atividade enzimática contra os carbapenens. 

 

3.3-Reação de Cadeia Polimerase – PCR 
 

As reações de PCR foram realizadas, inicialmente, para a detecção de 

blaSPM-1 em amostras de PSA resistentes aos carbapenens detectadas pela 

técnica de hibridização. Para detecção de blaSPM, os primers utilizados foram: 

SPM1F 5’-CCTACAATCTAACGGCGACC-3’ e SPM1R 5’-

TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3’.  

As amostras bacterianas foram cultivadas em Ágar nutriente contendo de 4 

a 10 μg/mL de Imipenem, posteriormente ao crescimento bacteriano, uma 

suspensão de colônias de cada amostra foi preparada em um tubo de 

microcentrífuga contendo 200 μL de água deionizada. Esta suspensão teve como 

utilização direta para reação de PCR. Em fluxo laminar, foram preparadas as 

misturas master para cada reação contendo: água deionizada, solução tampão 

com MgCl2 1,5mM, NH4  50mM e Tris-HCL 10mM [pH 9,0], 2 μL de 

desoxinucleotídeo trifosfato (0,5 μL de cada um: dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 

primers e 2,5 unidades/L de Taq DNApolimerase. A mistura master esteve 
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mantida em aproximadamente 4° C durante seu preparo e, após uma leve 

agitação e transferidos 45 μL para cada tubo de amplificação, contendo 5 μL da 

suspensão celular. As condições de amplificação do DNA específicas para cada 

um dos primers utilizados. Após amplificação do DNA, para a revelação do 

produto amplificado, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose a 1% e 

visualização sob luz ultravioleta. 

 

3.4-Reação de seqüênciamento e interpretação dos resultados 
 

Os produtos de PCR foram purificados a partir do gel de agarose com o kit 

“QIAquick Gel Extraction” (Qiagen, Alemanha), conforme as instruções do 

fabricante. O DNA obtido passou por um processo de quantificação por 

espectofotômetria e, então, quantidades necessárias foram submetidas à reação 

preparatória para o seqüênciamento, com o kit “Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing” (Applied Biosystems, EUA). As reações de seqüênciamento foram 

realizadas no aparelho ABI PRISM 310 - Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

As seqüências de DNA obtidas e as seqüências protéicas derivadas foram 

analisadas utilizando o programa Lasergene Software Package (DNASTAR, EUA) 

e então submetidas à comparação com bases de dados de nucleotídeos 

disponíveis na Internet FASTA e BLAST (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/ e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 
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3.5-Tipagem Molecular 
 

3.5.1-Pulsed Field Gel Electrophoresis – PFGE 
 

As amostras ficaram incubadas de 18- 24 horas em 10 mL de caldo TSB, após 

a qual foram centrifugadas por 20 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante 

desprezado e o precipitado, contendo as células bacterianas, diluído em 1 mL de 

solução salina, homogeneizado e transferido para tubo de microcentrífuga 

previamente pesado. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 12.000 rpm e 

o sobrenadante removido. Após minuciosa homogeneização da mistura, 40 μL 

destas foram transferidas para outro tubo, onde havia contidos 300 μL de tampão 

TEN (Tris 100 mM, pH 7.5, EDTA 100 mM, NaCl 150 mM), e nestes 

acrescentaram 340 μL de agarose de baixo ponto de fusão, colocados em moldes 

para a formação de blocos de gel. 

Depois de solidificados, os blocos foram incubados a 37o C, por 10 - 12 

horas em solução EC (Tris 6 mM pH 6,5, NaCl 1 M, EDTA 0,01 M, Brij 58 0,5%, 

Sarcosil 0,5% e Deoxicolato de sódio 0,2%). A solução de EC havia sido removida 

e substituída por 2 ml de solução ES (EDTA 0,4 M pH 9,3 e Sarcosil 10%) 

contendo 1 mg/mL de proteinase K 20 mg/mL, com incubação de 12 horas a 50o 

C. Posteriormente ao tratamento com proteinase K foram realizadas as quatro 

lavagens com CHEF-TE (Tris 0,1 M pH 7,5, EDTA 0,1 M), de 30 a 60 minutos. Os 

blocos foram armazenados em CHEF-TE. O DNA bacteriano contido nos blocos 

de agarose foi submetido a clivagem com Spe I, a 37o C por 12-18 horas, de 

acordo com instruções do fabricante. 
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A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, em TBE 0,5x (Tris 0,089 

M, Ácido Bórico 0,089 M e EDTA 0,002 M), no sistema CHEF-DR III (Bio Rad 

Laboratories, EUA) à temperatura de 13o C e utilizando corrente elétrica de 200 

volts e 6 V/cm. O gel foi corado com brometo de etídio 0,08 μL/ml e fotografado 

em sistema Polaroid® sob iluminação ultravioleta.  

A análise dos perfis eletroforéticos foi realizada por comparação visual, e 

o critério para interpretação destes perfis foi de considerar como idênticas, ou 

seja, pertencentes a um mesmo clone ou subtipo, amostras que apresentarem 

todas as bandas no perfil migratório iguais. As amostras que apresentarem 

diferenças do perfil de até seis bandas foram consideradas semelhantes 

(subtipos) e pertencentes a um mesmo clone. As amostras que apresentaram 

sete ou mais bandas discordantes foram consideradas amostras (Tenover et 

al., 1995). 

3.6-Características epidemiológicas e clínicas dos pacientes 

Os pacientes foram classificados quanto a unidade de internação no 

Hospital São Paulo e mês de isolamento. Para as amostras produtoras de IMP-

1 foram estudados dados obtidos do prontuário médico: uso prévio de 

carbapenêmicos e evolução clínica.  

 



Resultados 

4-Resultados 
 

4.1-Amostras bacterianas  
 
 

Das 120 amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes internados no 

Hospital São Paulo entre o período de Janeiro a Dezembro de 2004, 75 

(62.5%) apresentaram resultado negativo no teste de hidrólise para detecção 

da produção de metallo-β-lactamase. As 45 amostras restantes apresentaram 

hidrólise de ambos os carbapenens testados (imipenem e meropenem) nos 

testes espectrofotométricos, e para essas amostras foram realizados a 

caracterização molecular para detecção dos genes de MβL.  

 

4.2-PCR e Seqüênciamento 
 

Dentre as 45 amostras positivas fenotipicamente para a produção de 

MβL, 36 (80.0%) eram produtoras de SPM-1 e 9 (20.0%) eram produtoras de 

IMP-1, conforme mostrado na Figura 3. O seqüênciamento dos fragmentos de 

DNA obtidos nas reações de PCR confirmou a presença de blaSPM-1 e blaIMP-1 

nas amostras avaliadas. A seqüência de DNA demonstra que blaIMP-1 está 

localizada na primeira posição da classe 1 integron de 3.0 kb. Entretanto, como 

esperado, a detecção por PCR de integron foi negativa nas amostras blaSPM-1  
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Figura 3. Prevalência de amostras produtoras de metallo-β-lactamase (MBL) 

entre as amostras resistentes aos carbapenens isoladas no Hospital São Paulo 

no ano de 2004. 
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4.3. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
 

Para as amostras produtoras de blaSPM-1 e blaIMP-1  foi realizado o PFGE 

para a análise da similaridade genética. Segundo os princípios de Tenover, 

entre os 36 isolados de metallo-β-lactamase, a SPM-1 apresentou maior 

variabilidade genética. Foram encontradas três distintos padrões de maior 

importância: O padrão A de PFGE foi encontrado em 26 isolados, sendo eles 6 

subtipos distintos, entre A2 (n=16) e A1 (n=5) os mais freqüentes, enquanto o 

padrão B foram encontrados em 9 isolados sendo três subtipos diferentes, B3 

(n=4), B2 (n=3) e B1 (n=2) e em apenas um isolado foi encontrado padrão 

PFGE C.(Figura 4).  
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Figura 4. - Resultados obtidos pela técnica PFGE das 36 amostras bacterianas 

positivas para SPM-1. Linha 1 marcador de peso molecular λ (48,5 Kb); linha 2, 

amostra P4614 (padrão A5); linha 3, amostra P4742 (padrão A2); linha 4, 

P4743 (padrão A5); linha 5, P4745 (padrão A2); linha 6, P4750 (padrão C); 

linha 7, P4753 (padrão A6); linha 8, P4819 (padrão B3); linha 9, P4846 (padrão 

A2); linha 10, P4855 (padrão A2); linha 11, 4900 (padrão A2); linha 12, P4906 

(padrão A2); linha 13, P4910 (padrão B3); linha 14, P4912 (padrão A2); linha 

15, P4971 (padrão A2); linha 16, P4972 (padrão B3); linha 17, P4977 (padrão 

B2); linha 18, P5138 (padrão A2); linha 19, P5242 (padrão A3); linha 20, P5247 

(padrão B2); linha 21, P5367 (padrão A2); linha 22, P5369 (padrão A1); linha 

23, marcador de peso molecular λ (48,5 Kb). 
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Ao contrário, entre os isolados de IMP-1 foi encontrado apenas um único 

perfil de PFGE para as nove amostras (Figura 5). Uma das amostras de SPM-1 

(P4750) apresentou o mesmo perfil de PFGE (C) que as amostras de IMP-1 

(Figura 4). 
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Figura 5 - Resultados obtidos pela técnica PFGE das 9 amostras 

bacterianas positivas para IMP-1. Linha 1, marcador de peso molecular λ 

(48,5Kb); linha 2, P4826 (Padrão C); linha 3, (Padrão C); linha 4, P5226 

(Padrão C); linha 5, P5236 (Padrão C); linha 6, P5375 (Padrão C); linha 7, 

P5386 (Padrão C); linha 8, P5466 (Padrão C); linha 9 P5472 (Padrão C);  

linha 10, P5480 (Padrão C); linha 11, marcador de peso molecular λ 

(48,5Kb). 
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4.4. Análise Epidemiológica 
 

As amostras de P. aeruginosa produtoras de MβL foram obtidas de 

diversos sítios corpóreos, sendo mais frequentemente isoladas em urina 

(46.7%), trato respiratório (20%), hemocultura (6.7%), cateter (9%), secreção 

uretral (7%), ferida cirúrgica (4%) e outros (7%) (Figura 6).  
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Figura 6. Proporção dos diferentes isolados de P. aeruginosa obtidos em 

amostras clínicas de pacientes internados no Hospital São Paulo, nos meses de 

janeiro a dezembro no ano de 2004. 
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Resultados 

A análise epidemiológica das amostras de P. aeruginosa produtoras de 

blaSPM-1  (Tabela 3) demonstrou que não existe uma relação entre um 

determinado subtipo e uma unidade de internação. Todos os clones e subtipos 

foram encontrados em diferentes unidades do Hospital São Paulo. Embora se 

verifique uma grande diversidade clonal entre essas amostras, é possível 

também observar uma disseminação horizontal entre os subtipos encontrados. 

O subtipo A2 foi encontrado praticamente em quase todos os meses de 2004, 

sendo isolado de janeiro a junho e novamente em agosto e novembro. Em 

maio foram isoladas quatro amostras, sendo duas na UTI geral. O subtipo A1 

foi isolado de janeiro a março e também em novembro.  
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Tabela 1. Unidade de internação, mês e sítio de isolamento, e perfil de PFGE 

dos 36 isolados contendo blaSPM-1 de P. aeruginosa em pacientes internados no 

Hospital São Paulo no período de Janeiro a Dezembro de 2004.  

 

ORGANISMO DATA ENFERMARIAS ISOLADOS PFGE 

P4367 JANEIRO IOP1 OROFARINGE A1 

P4368 JANEIRO UTI2 GERAL PONTA DE 
CATETER B1 

P4385 JANEIRO UI3 ORTOPEDIA TRAQUEAL A2 

P4390 JANEIRO UI3 TRANSPLANTE. RENAL ESCARRO A3 

P4478 FEVEREIRO UPOCC4 URINA A2 

P4480 FEVEREIRO UTI2 GERAL SANGUE B2 

P4483 FEVEREIRO UI3 NEUROCLIN. URINA B3 

P4497 FEVEREIRO UI3 TRANSP. RENAL FERIDA 
CIRÚRGICA A1 

P4499 FEVEREIRO UI3 RETAGUARDA  II P.S5  SECREÇÃO 
URETRAL A2 

P4595 MARÇO UI3 VASCULAR URINA A4 

P4599 MARÇO CLÍNICA MÉDICA  URINA A1 

P4601 MARÇO RETAGUARDA III PS5 FERIDA 
CIRÚRGICA A2 

P4608 MARÇO UTI2 GERAL URINA B1 

P4610 MARÇO UTI2 GERAL URINA A1 

P4613 MARÇO IOP1 SANGUE A2 

P4614 MARÇO UTI2 GERAL URINA A5 

P4742 ABRIL RETAGUARDA III PS5  URINA A2 

P4743 ABRIL UNIDADE DE INTERNAÇÃO URINA A5 

P4745 ABRIL RETAGUARDA III PS5 URETRAL A2 

P4750 ABRIL RETAGUARDA III PS5 URINA C 

P4753 ABRIL CLÍNICA MÉDICA URINA A6 

P4819 MAIO UTI2 GERAL URINA B3 

P4846 MAIO UI3 HEMATOLOGIA LAVADO BRONQ A2 

P4855 MAIO UTI2 GERAL URINA A2 

P4900 MAIO UTI2 GERAL URINA A2 

P4906 MAIO PS5 CLINÍCA MÉDICA URINA A2 
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ORGANISMO DATA ENFERMARIAS ISOLADOS PFGE 

P4910 JUNHO RETAGUARDA. I PS5 URINA B3 

P4912 JUNHO UI3 PEDIATRIA. FERIDA 
CIRÚRGICA A2 

P4971 JUNHO RETAGUARDA. III PS5 URINA A2 

P4972 JUNHO RETAGUARDA II P.S5  ESCARRO B3 

P4977 JUNHO P.S5 CLÍNICA. MÉDICA ESCARRO B2 

P5138 AGOSTO IOP1 CATETER A2 

P5242 OUTUBRO UTI2 GERAL URINA A3 

P5247 OUTUBRO UTI2 GERAL LAVADO 
BRONQUICO B2 

P5367 NOVEMBRO IOP1 URINA A2 

P5369 NOVEMBRO PRONTO SOCORRO URINA A1 
1-Instituto de oncologia pediátrica; 2-Unidade de terapia intensiva; 3-Unidade de internação; 4-UPOCC; 5- 
Pronto-Socorro. 
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Em relação às amostras de P. aeruginosa produtoras de blaIMP-1  (Tabela 

4), houve uma disseminação clonal durante o ano de 2004 no Hospital São 

Paulo. Embora tenham sido isoladas em diferentes unidades de internação, 

das nove amostras, cinco foram encontradas na UTI geral entre os meses de 

setembro e dezembro, demonstrando uma disseminação nessa unidade, e 

duas amostras foram isoladas na Retaguarda II do pronto socorro. A análise 

retrospectiva dos prontuários desses pacientes mostrou que cinco fizeram uso 

prévio de imipenem. Para os demais pacientes não foi possível obter tal 

informação. 

Dos seis pacientes avaliados quanto à evolução clínica, 2 evoluíram 

para óbito (33,3%), sendo que 1 com amostra isolada de hemocultura e outro 

de secreção uretral. 
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Tabela 2. Unidade de internação, mês e sítio de isolamento, e perfil de PFGE 

dos 9 isolados contendo blaIMP-1 de P. aeruginosa em pacientes internados no 

Hospital São Paulo no período de Janeiro a Dezembro de 2004. 

Organismo Mês Enfermaria Isolados PFGE 

P4826 MAIO UI2 NEUROCIRUGIA URINA C 

P4978 JUNHO UTI1 PNEUMOLOGIA LAVADO 
BRONQUICO C 

P5226 SETEMBRO UTI1 GERAL URETRAL C 

P5236 SETEMBRO RETAGUARDA II PS3 URETRAL C 

P5375 NOVEMBRO UTI1 GERAL URETRAL C 

P5386 NOVEMBRO UTI1 GERAL CATETER C 

P5466 NOVEMBRO RETAGUARDA II PS3 SANGUE C 

P5472 DEZEMBRO UTI1 GERAL CATETER C 

P5480 DEZEMBRO UTI1 GERAL TRAQUEAL C 
1-Unidade de terapia intensiva; 2-Unidade de internação; 3-Pronto Socorro. 
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Tabela 3. Tabela demonstrativa com amostras de P. aeruginosa blaIMP-1, de 

seis  pacientes internados no Hospital São Paulo, no período de Janeiro a 

Dezembro de 2004. 

 

1-Pronto Socorro; 2-Unidade de Terapia Intensiva;  

Mês 
Uso prévio 

de Imipenem 
Enfermaria Isolados 

Evolução 
óbito 

SETEMBRO SIM 
PS1 

RETAGUARDAII

SECREÇÃO. 

URETRAL 
SIM 

NOVEMBRO SIM UTI2 ASPIRADO. 

URETRAL. 
NÃO 

NOVEMBRO SIM UTI2 CATETER NÃO 

NOVEMBRO SIM 
PS1 

RETAGUARDAII
SANGUE SIM 

DEZEMBRO SIM UTI2 CATETER NÃO 

DEZEMBRO SIM UTI2 ASPIRADO 

TRAQUEAL 
NÃO 

 

 



Discussão 

5-Discussão 
 

A prevalência de MβL entre as 120 amostras de P. aeruginosa isoladas 

no ano de 2004 foi de 37,5% (n=45), superior ao encontrado na mesma 

instituição por Marra e colaboradores (2006), onde foram analisadas 76 

amostras de P. aeruginosa resistentes a carbapenens, no período de janeiro de 

2000 a maio de 2002. Neste estudo a prevalência foi de 9,2% (n=7). O 

aumento na prevalência de MβL entre os dois estudos pode ser justificado pelo 

fato de que no estudo anterior onde foram incluídos somente isolados 

provenientes de hemoculturas, ao passo que em nosso estudo foram 

consideradas todos os sitos de infecção. 

Notavelmente, em nosso estudo, 62,5% (n=75) das amostras eram 

resistentes aos carbapenens e não eram produtoras de MβL. Esse fato também 

foi observado por Marra e colaboradores, sendo que em seu trabalho 81,1% 

das amostras foram negativas para MβL. Esse fato demonstra que outros 

mecanismos além da produção de MβL podem estar associados com a 

resistência aos carbapenens em amostras de P. aeruginosa isoladas no 

Hospital São Paulo. A diminuição de permeabilidade de membrana externa 

(Porinas) e/ou pela hiperexpressão de bombas de efluxo podem ser os 

prováveis mecanismos responsáveis por tal fenótipo de resistência. 

blaSPM-1 foi a mais prevalente, representando 80% dos isolados 

produtores de MβL, seguida por blaIMP-1 com 20%. Esse resultado podia ser 

esperado, visto que a blaSPM-1 foi primeiramente descrita no Hospital São Paulo 

e com distribuição em diferentes regiões do Brasil (Toleman et al., 2002; 
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Gales et al., 2003a ). Diferente da blaSPM-1, o gene blaIMP tem ampla distribuição 

geográfica, tendo sido descrito em diversas partes do mundo.  

Entre 2000 e 2001, P. aeruginosa isoladas de infecções da corrente 

sanguínea no Hospital São Paulo, foram avaliadas para a produção de MβL. 

Entre as 83 amostras de P. aeruginosa resistentes a imipenem, 22 isolados 

eram produtores de SPM-1-like, enquanto três eram produtoras de enzimas 

IMP-1-like (Sader et al., 2004). Entretanto em estudos posteriores utilizando 

seqüênciamento revelou que uma das amostras produtoras de IMP-1-like 

carreava o gene IMP-16. Para os outros dois isolados não foi possível a 

identificação através do seqüênciamento. 

Entre os nove isolados produtores de IMP-1, somente encontramos o 

padrão C de PFGE, demonstrando que a disseminação de cepas endêmicas 

pode ser responsável por este fenótipo de resistência em P. aeruginosa 

produtoras de IMP-1, sugerindo a ocorrência de transmissão paciente-paciente 

na instituição. As 36 amostras produtoras de SPM-1 apresentaram três padrões 

de PFGE de maior prevalência, sendo que para cada padrão foram 

encontrados diferentes subtipos. Isso demonstra que entre as amostras de P. 

aeruginosa produtoras de SPM-1, há uma diversidade clonal, diferente do 

ocorrido com as amostras produtoras de IMP-1 na mesma instituição. 

As MβL adquiridas são codificadas por genes cassetes localizados tanto 

no cromossomo quanto no plasmídio bacteriano. No entanto, com exceção da 

enzima SPM-1(Toleman et al., 2002, Poirel et al., 2004), as demais MβL 

adquiridas são codificadas por genes localizados em integrons (Walsh et al., 

2003, Mendes et al., 2004a, Toleman et al., 2003, Patzer et al., 2004, Mendes 

et al., 2004c) 
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Os plasmídios são responsáveis pela disseminação de muitas β-

lactamases, no entanto os genes que codificam essas enzimas são 

encontrados inseridos em integrons os quais freqüentemente contêm outros 

genes que conferem resistência a uma variedade de antibióticos. Por essa 

razão, as β-lactamases são usualmente produzidas por organismos que 

também são resistentes a múltiplos agentes antimicrobianos (Jacoby & Munoz-

Price, 2005). 

Marra e colaboradores (2006) encontraram taxas de mortalidade e 

morbidade entre pacientes com infecções da corrente sanguínea por P. 

aeruginosa produtoras de MβL superior a 85,7%. Em nosso estudo dos seis 

pacientes que apresentaram infecção por P. aeruginosa produtora de IMP-1, 

em que foram obtidos os dados clínicos, somente dois óbitos (33,3%) foram 

observados, sendo um com isolado de hemocultura e outro de secreção uretral.  

Embora seja difícil estabelecer a correlação entre o uso de carbapenens 

e a emergência de resistência, o aumento da produção de MβL tem sido 

associado com o aumento do consumo de carbapenem e com a 

disseminação de clones multi-resistentes (Mutnick, 2004). O uso de 

carbapenens no Hospital São Paulo entre 1999 e 2001 variou de 1,7 a 3,8 

g/1000 pacientes-dia em todo o hospital, e de 16,1 a 20,7 g/1000 pacientes 

dia em unidades de terapia intensiva (Sader et al,2004). 

As opções terapêuticas para o tratamento de infecções causadas por 

P.aeruginosa são limitadas e incluem penicilinas com atividade anti-

pseudomonas, cefalosporinas de amplo espectro, aztreonam, carbapenens, e 

fluoroquinolonas, particularmente a ciprofloxacina (Carmeli et al., 1999 a). Os 

aminoglicosideos são freqüentemente utilizados em regimes combinados aos 
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β-lactâmicos na tentativa de potencializar a atividade antimicrobiana e de 

evitar o desenvolvimento de resistência bacteriana, sendo a monoterapia com 

esses antimicrobianos raramente utilizada. Para amostras multiresistentes a 

única opção terapêutica disponível tem sido a colistina e a polimixina B  

Seis pacientes que apresentaram infecção por P. aeruginosa produtoras 

de IMP-1 receberam terapia com carbapenens antes do isolamento das 

amostras, corroborando com os dados encontrados por Marra e 

colaboradores (2006), no qual 85.7% dos pacientes receberam terapia prévia 

com carbapenêmicos. 

Quase 50% das amostras produtoras de MβL foram isoladas da urina 

e/ou secreção uretral, demonstrando uma importante correlação com a 

aquisição de cepas de P. aeruginosa resistentes, seguida pelo trato 

respiratório, com 20% das amostras. No Brasil, segundo dados do Programa 

SENTRY de Vigilância de Resistência a Antimicrobianos (Pfaller et al., 1998), 

a P. aeruginosa foi a causa mais freqüente de infecções urinárias e infecções 

de ferida cirúrgica e o sexto patógeno mais comum em infecções da corrente 

sanguínea no período de 1997 a 2001 (Sader et al., 2004). 

A avaliação de isolados provenientes de diferentes sítios, além dos 

isolados de hemoculturas, pode fornecer mais informações sobre a 

prevalência de microrganismos multiresistentes, possibilitando a 

compreensão dos mecanismos de disseminação em uma área geográfica 

(disseminação de um clone resistente) e monitorização dos elementos 

genéticos envolvidos (disseminação horizontal da resistência). Isto é 

verificado quando comparamos os resultados obtidos por Marra e 
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colaboradores (2006), em que somente foram avaliadas hemoculturas e o 

presente estudo em que foram considerados todos os sítios de infecção. 

Ainda que as medidas para o controle de infecção de microrganismos 

produtores de MβL não estejam bem definidas, algumas evidência sugerem 

que as já conhecidas medidas gerais de controle de infecção, aliadas à 

racionalização do uso de agentes antimicrobianos de amplo espectro 

poderiam resultar em medidas melhores sucedidas. (Urban et al., 2003, 

Livermore, 2002).  

A diversidade clonal observada entre as amostras produtoras de SPM-1 

demonstra que no Hospital São Paulo no ano de 2004 a política de 

racionalização de antimicrobianos foi ineficaz no controle de sua 

disseminação. Uma disseminação horizontal também foi observada entre 

essas amostras quando consideramos os subtipos encontrados. O subtipo 

A2, por exemplo, foi isolado durante todo o ano de 2004. Além disso, em 

maio foram isoladas quatro amostras, sendo duas na UTI geral. O mesmo foi 

observado para o subtipo A1.  

A disseminação clonal verificada não somente para as amostras 

produtoras de IMP-1 como também paras alguns subtipos encontrados nas 

amostras de SPM-1 comprova que as medidas de prevenção de infecção 

hospitalar aplicadas durante o período avaliado foram insuficientes. Esse fato 

fica claro quando observamos a disseminação em diversas unidades no 

Hospital São Paulo durante todo ano de 2004 como também dentro de uma 

mesma unidade.  

Portanto a implementação de metodologias fenotípicas para detecção 

de MβLs em conjunto com a racionalização do uso de agentes 
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antimicrobianos de amplo espectro poderiam auxiliar na contenção da 

disseminação destes genes de resistência, uma vez que, diante da 

capacidade de recombinação destas estruturas genéticas estes genes 

continuarão a surgir caso a pressão seletiva sobre a flora nosocomial seja 

mantida. 

As MβL podem ser detectadas por meio de testes fenotípicos, pelo fato 

de MβL ter como característica a necessidade de íons divalentes (i.e. Zn+2) 

atuando como co-fator para a reação de hidrólise, permitindo que utilizem um 

agente quelante durante o processo. A metodologia de disco-aproximação 

desenvolvida por Arakawa e colaboradores (Arakawa et al., 2000) apresenta 

boa sensibilidade e especificidade, e pode facilmente ser empregada no 

laboratório de rotina. Adicionalmente, fitas de Etest incorporadas de 

imipenem de um lado e imipenem em conjunto com EDTA em seu outro lado 

também podem ser utilizadas, porém apresentam custo mais elevado (Walsh 

et al., 2002).  

Adicionalmente, esforços com o intuito de melhor caracterizar MβLs 

poderiam também auxiliar o desenvolvimento de inibidores efetivos para uso 

clínico durante tratamento de infecções causadas por bactérias produtoras 

destas enzimas, da mesma forma como foram desenvolvidos inibidores para 

as ESBLs (ácido clavulânico, o tazobactam e o sulbactam). Os inibidores 

disponíveis até o momento não tem aplicabilidade clínica, ficando restritos ao 

uso no laboratório para a detecção fenotípica dessas enzimas, como é o caso 

do EDTA e o 2-mercaptoetanol.  
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Programas de vigilância epidemiológica, tal qual SENTRY, podem 

auxiliar na monitoração da resistência bacteriana em determinados locais; no 

entanto, programas como estes também apresentam como desvantagem, o 

fato de não possibilitarem a monitoração concomitante de um grande número 

de centros médicos. Sendo assim, Brasil, país de proporção continental, 

permanece descoberto, ainda que com a atuação de alguns destes 

programas, o que demonstra a real necessidade da implementação de 

programas nacionais e mais abrangentes. 

Programas nacionais e mais abrangentes possibilitariam não somente 

a real monitoração da resistência bacteriana, mas juntamente com estudos 

científicos objetivando determinar e/ou caracterizar os elementos genéticos 

(integrons e transposons) responsáveis pela disseminação destes genes, 

permitiria melhor compreensão do mecanismo, regulação, estabilidade e dos 

fatores que influenciam a recombinação genética. Isto certamente poderia 

auxiliar no controle de disseminação destes genes de resistência, bem como 

daqueles que surgirão em decorrência do uso de novos antibióticos. 

 



Conclusões 

6-Conclusões 
 
 
♦ A prevalência de MβL nas amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes 

internados no Hospital São Paulo no ano de 2004 foi de 37,5%, sendo blaSPM-1 

a mais prevalente; 

 

♦ Entre as amostras produtoras blaSPM-1 foi verificado uma grande diversidade 

genética, enquanto para as amostras produtoras de blaIMP-1 verificou-se a 

presença de um único clone; 

 

♦ Outros mecanismos além da produção de MβL parecem estar associados a 

resistência a carbapenens no Hospital São Paulo, sendo necessário estudos 

posteriores;  

 

♦  A urina parece ter um papel importante na aquisição de P. aeruginosa 

resistentes a carbapenens em pacientes no Hospital São Paulo; 

 

♦ O uso prévio de carbapenens é um fator de risco importante na aquisição 

de P. aeruginosa produtoras de MβL; 

 

♦ As medidas de prevenção de disseminação de P. aeruginosa carreadoras 

de MBL no Hospital São Paulo no ano de 2004 foram ineficazes  
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Resumo 

8-Resumo 
 

No Hospital São Paulo, um hospital terciário de 600 leitos, a presença de P. 

aeruginosa produtora de metalo-β-lactamase tem sido encontrada desde 2000 (a 

primeira, SPM-1, foi isolada em 1997). Durante o período entre 2000 e 2001, 25 das 

128 amostras avaliadas produziam SPM ou IMP (88% e 12% das P. aeruginosa 

resistentes a imipenem, respectivamente). Durante o ano de 2004, as 10 primeiras 

amostras consecutivas de P. aeruginosa isoladas por mês foram selecionadas para a 

produção de MβL. Um total de 120 isolados foram submetidas ao teste de hidrólise 

contra imipenem, PCR para a identificação do gene de MßL seguido de 

seqüênciamento de DNA. Todos os isolados produtores de IMP foram avaliados para 

a presença de integrons de classe 1. A similaridade genética dos isolados produtores 

de MßL foram avaliados pelo PFGE. Entre os 120 isolados de P. aeruginosa, 46 

(38,1%) foram capazes de hidrolizar imipenem. O seqüênciamento dos amplicons 

demonstrou que 20% dos 80% dos isolados de P. aeruginosa carreavam blaIMP-1 e 

blaSPM-1, respectivamente. Todos os isolados produtores de IMP-1 pertenciam ao 

mesmo clone, enquanto os isolados produtores de SPM-1 apresentaram uma grande 

diversidade genética. A análise dos dados clínicos dos pacientes que apresentaram 

infecção por P. aeruginosa mostrou que a urina parece ter um papel importante na 

aquisição de P. aeruginosa resistentes a carbapenêmicos no Hospital São Paulo e que 

o uso prévio de carbapenêmicos é um fator de risco importante na aquisição de 

amostras produtoras de MβL. Os dados sugerem que as medidas de prevenção de 

disseminação de P. aeruginosa carreadoras de MβL no Hospital São Paulo no ano de 

2004 foram ineficazes.  
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Abstract 

9-Abstract 
 

At Hospital São Paulo, a 600-bed tertiary care university hospital, the presence 

of metallo-β-lactamase producing P. aeruginosa has been detected since 2000 (the 

first strain, a SPM producer, was isolated in 1997). During the 2000-2001 period, 25 of 

183 evaluated strains produced SPM or IMP (88% and 12% of the imipenem-resistant 

P. aeruginosa, respectively). During 2004, the 10 first consecutive imipenem resistant 

P. aeruginosa strains isolated monthly were screened for the production of MβL. A total 

of 120 isolates were submitted to hydrolysis test against imipenem, PCR for described 

MßL genes, and DNA sequencing. IMP-producing isolates were further evaluated with 

primers targeting class 1 integrons. The genetic relatedness of MßL-producing isolates 

was evaluated by PFGE. Among the 120 P. aeruginosa isolates, 46 (38,1%) were able 

to hydrolyze imipenem. Sequencing of the amplicons showed that 20% and 80% of the 

P. aeruginosa isolates carried blaIMP-1 and blaSPM-1, respectively. All IMP-1-producing-

isolates belonged to the same genotype, while the SPM-1-producing isolates showed a 

great genetic diversity. Analysis of the clinical data of patients with P. aeruginosa 

infections reveals that the urinary site seems to be important in the acquisition of 

carbapenem-resistant P. aeruginosa at Hospital São Paulo and that the previous use of 

carbapenens is an important risk factor for the acquisition of MßL-producing strains. 

These data show that the nosocomial infection control measures for prevention of 

dissemination of P. aeruginosa  carring MßL in patients hospitalized at Hospital São 

Paulo in 2004 were not effective. 
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