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RESUMO 

 

P. aeruginosa é frequentemente isolada em ambientes hospitalares e sua importância clínica 

têm aumentado devido à gravidade das infecções. A produção de metalo-beta-lactamase 

(MBL) é um mecanismo de resistência emergente entre P. aeruginosa. O estudo teve como 

objetivo determinar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa isoladas de 

pacientes internados em um hospital de Goiânia, realizar a triagem fenotípica para verificar a 

produção de MBL e detectar genes que codificam MBL pela técnica de PCR. Foram 

avaliadas 75 amostras, isoladas de diversos sítios, no período de janeiro de 2005 a janeiro de 

2007. A identificação bioquímica foi realizada pelo sistema API 20E e o antibiograma pelo 

método de Kirby-Bauer. As 75 P. aeruginosa apresentaram multirresistência, e com relação 

ao imipenem 82,7% foram resistentes; ceftazidima 90,7%; aztreonam 30,7%; ciprofloxacina 

97,3%; 48,0% de resistência a piperacilina/tazobactam, 88,0% ao cefepime; amicacina, 

gentamicina e tobramicina, com resistência de 78,7%, 84,0% e 77,4%, respectivamente. A 

produção de MBL pelo método de disco aproximação foi detectada em 46,7% (35/75). O 

gene blaSPM-1 foi detectado em 39 (52,0%) e o blaIMP-1 em três (4,0%) amostras através da 

técnica de PCR.  A frequência elevada de P. aeruginosa multirresistentes e produtoras de 

MBL alerta para necessidade de controle da disseminação de resistência no ambiente 

hospitalar, bem como a adoção de medidas preventivas e esclarecimento das equipes de saúde 

sobre uso racional dos antimicrobianos. 

 

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, metalo-beta-lactamase, infecção nosocomial, 

carbapenêmicos, multirresistência. 
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ABSTRACT  

 

P. aeruginosa is frequently isolated in hospitals and the clinical importance has been 

increased due to gravity of infections. The metallo-beta-lactamase (MBL) production is an 

emergent mechanism of resistance in P. aeruginosa. The study aimed to determine the 

antimicrobial susceptibility profile of P. aeruginosa isolated of patients admitted in a hospital 

in Goiânia, to verify the MBL production by diffusion test and detect MBL genes by PCR 

technique.  A total of 75 samples were evaluated, isolated of various clinical samples, in the 

period of January/2005 to January/2007. The biochemical identification was performed by 

automation technique system (API 20E ®) and antimicrobial susceptibility profile by Kirby-

Bauer method. The 75 P. aeruginosa presented multi-drug resistance and, the resistance 

profile was:  90.7% to ceftazidime: 30.7% to aztreonam, 97.3% to ciprofloxacin; 48.0% of 

resistance to piperacilin/tazobactam, 88.0% to cefepime; amicacin, gentamicin and 

tobramicina whit resistance profile of 78.7%, 84.0% and 77.4%, respectively. The MBL 

production by difusion disc method was 46.7% (35/75). The gene blaSPM-1 was detected in 39 

(52.0%) and gene blaIMP-1 in three (4.0%) isolates. The high frequency of P. aeruginosa 

resistant and MBL production alert to necessity of control the dissemination of bacteria 

multi-drug resistant in hospital, as well as the adoption of preventive actions and explanation 

of the health workers about rational use of antibiotics. 

 

Key-Words: Pseudomonas aeruginosa, metallo-beta-lactamase, nosocomial infection, 

carbapenems, multiresistant. 
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 15 

1. Introdução 

 

 Os bastonetes Gram negativos não fermentadores (BGNNF) constituem um grupo 

complexo de microrganismos aeróbios, não esporulados e que não utilizam carboidratos 

como fonte de energia ou os degradam por meio de outras vias metabólicas que não o 

metabolismo fermentativo. Apesar do grupo ser constituído por vários gêneros e espécies, 

somente alguns são isolados frequentemente. Sua classificação taxonômica sofreu várias 

alterações nos últimos anos, sendo que alguns membros permanecem com localização incerta 

(Murray et al. 2003; Koneman et al. 2006). 

 Os principais gêneros de BGNNF foram classificados em cinco famílias: 

Pseudomonadaceae, Alcaligenaceae, Flavobacteriaceae, Methylococcaceae, Rhyzobiaceae. A 

família Pseudomonadaceae inclui o gênero Pseudomonas e outros gêneros estreitamente 

relacionados, os quais se caracterizam como bastonetes Gram negativos retos ou ligeiramente 

curvos, que utilizam carboidratos por via oxidativa e que, em geral, são citocromo oxidase-

positivos (Murray et al. 2003; Koneman et al. 2006). 

 O gênero Pseudomonas, por sua vez, é constituído por dez espécies, isoladas a partir 

de espécimes clínicos e do ambiente, sendo Pseudomonas aeruginosa a espécie mais 

frequentemente isolada. Os membros deste gênero apresentam ampla distribuição ambiental, 

sendo encontrados no solo, na vegetação, na água, na matéria orgânica em decomposição e, 

também, no ambiente hospitalar, onde podem ser isolados a partir de vários reservatórios 

como alimentos, equipamentos hospitalares, reservatórios de água, entre outros. Essa 

distribuição no ambiente se deve ao fato desses microrganismos possuírem pequena 

exigência nutricional e muitos fatores de virulência que os tornam mais resistentes às 

condições ambientais e, também, à ação dos antimicrobianos mais comumente utilizados 

(Murray et al. 2003; Koneman et al. 2006). 
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 A importância clínica dos BGNNF tem aumentado significativamente em razão da 

gravidade das infecções, das elevadas taxas de morbidade e mortalidade, principalmente em 

pacientes hospitalizados (Bradley et al. 1999). Além disso, esse grupo de microrganismos 

apresenta resistência intrínseca a vários antimicrobianos, representando um grande desafio na 

terapêutica. Nos Estados Unidos, observaram uma elevada prevalência de BGNNF 

resistentes, incluindo Pseudomonas spp (particularmente P.aeruginosa), Acinetobacter spp, 

Stenotrophomonas maltophilia e o complexo Burkholderia cepacia. Dentre os BGNNF P. 

aeruginosa, S. maltophilia e Acinetobacter spp são as maiores causas de infecções em 

pacientes hospitalizados em UTI e queimados (Quinn 1998; Vidal et al. 2003; Saiman 2004). 

 

 1.1. Agente etiológico 

 

 P. aeruginosa se caracteriza como um microrganismo aeróbio, móvel, ubíquo na 

natureza, encontrado em ambientes úmidos, como água, solo, plantas e detritos. Raramente 

causa infecções em indivíduos saudáveis, mas são importantes patógenos oportunistas para 

pacientes hospitalizados, principalmente aqueles debilitados, neutropênicos, transplantados e 

queimados. Apresenta necessidade nutricional mínima, tolera uma ampla variedade de 

temperaturas (4ºC a 42ºC), são oxidase-positivas, sensíveis à polimixina B e suas colônias 

são identificadas presuntivamente pela produção de pigmento azul-esverdeado hidrosolúvel, 

piocianina e pioverdina, e pelo odor característico de frutas (Murray et al. 2003; Koneman et 

al. 2006). 

 P. aeruginosa possui vários fatores de virulência considerados como responsáveis 

pelo aumento de colonização e infecção dos tecidos do hospedeiro, como a produção de 

enzimas e toxinas. Com frequência, é isolado um morfotipo mucóide a partir de secreções 

respiratórias de pacientes com fibrose cística e infecção crônica. Esse morfotipo ocorre pela 
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produção de um mucopolissacarídeo que envolve a célula, denominado de alginato, o qual 

permite a bactéria aderir ao hospedeiro, formar biofilme e se proteger da ação de 

antimicrobianos e do sistema imunológico (Murray et al. 2003; Koneman et al. 2006). 

 É uma bactéria pouco frequente como constituinte da microbiota de indivíduos 

saudáveis. Entretanto, os pacientes internados, principalmente em Unidades de Tratamento 

Intensivo (UTI), são colonizados devido à frequente exposição a instrumentos e aparelhos 

auxiliares, mãos dos profissionais de saúde e uso de antimicrobianos de amplo espectro. O 

trato gastrointestinal é o principal sítio de colonização e reservatório de P.aeruginosa 

podendo ser encontrada também em outros locais úmidos do corpo como orofaringe, axilas, 

mucosa nasal e períneo. Este microrganismo é constantemente re-introduzido no ambiente 

hospitalar por meio de alimentos, especialmente frutas e vegetais. A colonização de 

indivíduos imunodeprimidos pode resultar em infecções graves, inclusive bacteremia (Kiska 

& Gillian 2003). 

 P. aeruginosa é intrinsecamente resistente a vários antimicrobianos, incluindo 

betalactâmicos, algumas quinolonas, cloranfenicol, tetraciclinas, macrolídeos, trimetropim-

sulfametoxazol e rifampicina (Rossolini, 2005). Existe um número limitado de agentes 

antimicrobianos com atividade contra essa bactéria, incluindo penicilinas e cefalosporinas 

antipseudomonas, carbapenêmicos, fluoroquinolonas, particularmente ciprofloxacina e 

polimixina B (Carmeli et al. 1999; Gales et al. 2001).  

 A resistência da P. aeruginosa aos carbapenênicos tem sido relatada por diversos 

autores (Afzal-Shah et al. 2001; Gales et al. 2003; Poirel et al. 2005; Aboufaycal et al. 2007; 

Pitout et al. 2007). Um dos mecanismos de resistência está associado à produção de metalo-

beta-lactamase (MBL), resultando em falha na terapia com esses antibóticos (Rossolini, 

2005). Os carbapenêmicos são geralmente reservados para o tratamento de infecções 

causadas por bactérias Gram negativas resistentes a outros agentes betalactâmicos e no 
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tratamento de infecções nosocomiais principalmente infecções do trato respiratório e urinário 

(Santos Filho 2003). Apresentam elevada afinidade pelas proteínas ligadoras de penicilina do 

tipo 2 (PBP2), estabilidade a diversas beta-lactamases, incluindo as de espectro ampliado 

(ESBL) e as cromossômicas (AmpC), e excelente permeabilidade através da porção  externa 

da parede celular bacteriana (Woodford et al. 2000). 

 Segundo Martins et al. (2007) a produção de MBL é um mecanismo de resistência 

emergente entre P. aeruginosa, o qual é prevalente na América do Sul. Avaliaram 92 P. 

aeruginosa resistentes a carbapenêmicos, isoladas em dois hospitais do Sul do Brasil e 

detectaram pelos testes fenotípicos 33 (35,9%) isolados produtores de MBL. 

 A emergência de bactérias produtoras de metalo-beta-lactamase requer mudanças na 

rotina dos laboratórios de microbiologia, adequando métodos capazes de detectar a sua 

produção. Entretanto, representa um desafio, pois não existe um consenso sobre a 

padronização de metodologias para a detecção da produção dessas enzimas (Picão et al. 

2008). 

 

 1.2. Infecções causadas por Pseudomonas aeruginosa 

 

 As infecções são, em geral, observadas em sítios onde existe tendência a presença de 

umidade como infecções urinárias associadas ao uso de cateteres, pneumonias hospitalares, 

especialmente em UTI (Pollack 1995; Tsakris et al. 2000; Dubois et al. 2001). O espectro de 

infecções causadas por este agente compreende desde infecções de pele a septicemias 

fulminante, infecção aguda pela produção de toxinas bem como infecções crônicas pela 

formação de biofilme, como a fibrose cística (Kiska & Gillian 2003). 

 As infecções adquiridas na comunidade por pacientes imunocompetentes, muitas 

vezes associadas ao contato com água contaminada, tendem a ser localizadas, como nos casos 
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de foliculite e otite externa dos nadadores. Após um pequeno trauma na córnea, infecções 

oculares por P.aeruginosa, decorrentes do uso de lentes de contato contaminadas com 

solução utilizada para sua estocagem podem evoluir para úlcera e até perda da visão (Kiska & 

Gillian 2003). 

 Segundo dados reportados pelo National Nosocomial Infection Surveillance System 

(NNIS), coletados entre 1992 e 1999, em hospitais americanos, P.aeruginosa foi a bactéria 

mais prevalente nos casos de pneumonias hospitalares em pacientes internados em UTI. De 

acordo com esse estudo, P. aeruginosa foi à quarta causa mais comum de infecções urinárias 

e o sexto patógeno mais frequentemente isolado em corrente sanguínea em pacientes 

internados em UTI (NNIS, 1999). De acordo com dados do programa de vigilância SENTRY, 

coletados em centros médicos localizados na América Latina, P. aeruginosa foi à quinta 

causa de infecção de corrente sanguínea, o patógeno mais frequente como causas de 

infecções no trato respiratório inferior e o terceiro agente etiológico das infecções do trato 

urinário (Sader et al. 2004).  

 Segundo dados do projeto SENTRY, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii e 

Stenotrophomonas maltophilia são responsáveis por 3,6% e 6,2% dos episódios de infecções 

da corrente sanguínea, na Europa e na América Latina, respectivamente, (Sader et al. 1998; 

Diekema et al. 1999). Daxboeck et al. (2004) consideraram as infecções causadas por 

bastonetes Gram negativos não fermentadores como um problema emergente entre pacientes 

críticos. 

 

 1.3. Perfil de suscetibilidade de P.aeruginosa aos antimicrobianos betalactâmicos 

 

 A emergência de resistência a antibióticos entre bastonetes Gram negativos é um 

notável exemplo de como esses microrganismos realizam processos de recombinação, 

adquirem e expressam novas informações genéticas (Poole 2003). 
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 Em algumas instituições a taxa de resistência destas bactérias ao imipenem alcança 

81,1% e este fato vem acompanhado de resistência cruzada a outros antimicrobianos (Marra 

et al. 2006). 

 Dados coletados pelo NNIS, entre 1992 a 2004, mostraram a emergência da 

resistência bacteriana aos antimicrobianos em hospitais americanos. Em isolados de pacientes 

com infecções nosocomiais internados em UTI, a prevalência de P. aeruginosa resistente a 

cefalosporina de terceira geração e imipenem foi de 31,9 e 21,1%, respectivamente.  Entre 

janeiro e dezembro de 2003, verificaram um aumento da resistência de 20 e 15% em relação 

à cefalosporina de terceira geração e imipenem, quando comparado com o período de 1998 a 

2002 (NNIS 2004). 

 A maior utilização de carbapenêmicos no ambiente hospitalar promove uma pressão 

seletiva sobre a microbiota, o que favorece a seleção de subpopulações de microrganismos 

com sensibilidade diminuída ou resistente a esses antimicrobianos. P. aeruginosa e 

Acinetobacter spp resistentes a grande maioria dos agentes antimicrobianos e sensíveis 

somente à polimixina B têm sido isoladas em inúmeros hospitais brasileiros (Gales et al. 

2003). 

 Bastonetes Gram negativos resistentes aos carbapenêmicos, incluindo enterobactérias 

e P. aeruginosa têm apresentado capacidade de produzir MBL, que são enzimas com 

atividade sobre vários betalactâmicos, incluindo cefamicinas e carbapenêmicos, e ainda sobre 

os inibidores de betalactâmicos, como ácido clavulânico e sulbactam (Bush et al. 1995b, 

Arakawa et al. 2000). 

 P. aeruginosa produtora de MBL tem sido reportada como importante causa de 

infecções hospitalares (Hirakata et al. 2003; NCCLS 2003; Crespo et al. 2004). Apesar da 

prevalência destes microrganismos em hospitais ainda ser pouco investigada, eles estão 

associados aos casos de disseminação clonal e surtos hospitalares (Senda et al. 1996; Hirakata 
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et al. 2003; Crespo et al. 2004).  Marra et al. (2006) investigaram a produção da MBL em 76 

P. aeruginosa isoladas de pacientes com infecção da corrente sanguínea. Nesta investigação, 

23/76 (30,3%) isolados apresentaram fenótipo MBL e a taxa de mortalidade entre os 

pacientes infectados por P. aeruginosa produtora de MBL foi de 85,7%.  

 

 1.4. Mecanismos de resistência aos betalactâmicos 

 

 Dentre os vários mecanismos de resistência aos antimicrobianos betalactâmicos, a 

produção de beta-lactamases é o mecanismo mais prevalente e importante, além disso, 

alterações de permeabilidade de membrana externa e nas proteínas ligadoras de penicilinas 

(PBP) também são descritas em P. aeruginosa. 

 Nesses microrganismos, as beta-lactamases encontram-se estrategicamente situadas 

no espaço periplásmico, podendo alcançar maiores concentrações e agir de modo mais eficaz 

sobre os antimicrobianos betalactâmicos que estão atravessando o espaço periplásmico para 

alcançar as PBP (Livermore 1995).  

 As beta-lactamases apresentam a mesma origem evolucionária das proteínas ligadoras 

de penicilinas. Sequências similares de aminoácidos têm sido demonstradas entre PBP de alto 

e baixo peso molecular e as beta-lactamases (Spratt & Cromie 1988). Algumas beta-

lactamases utilizam íons zinco como cofatores enzimáticos, entretanto a maioria opera via 

produção de ésteres de serina (Livermore 1995).    

 A produção de beta-lactamases cromossômicas, que podem ser induzíveis, é 

responsável pela resistência intrínseca de microrganismos como P. aeruginosa aos 

betalactâmicos, tais como penicilinas e cefalosporinas (Livermore 2002; Poirel et al. 2005). 

Entretanto, a resistência às cefalosporinas de espectro ampliado pode ser decorrente da 

hiperexpressão das beta-lactamases cromossomiais associadas à diminuição da 
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permeabilidade da membrana externa, mediada pela perda ou expressão reduzida de proteínas 

de membrana externa, conhecidas como porinas, ou, ainda, hiperexpressão de bombas de 

efluxo, que reduzem a concentração do antimicrobiano no interior das células (Livermore 

2001; Livermore 2002; Poirel et al. 2005). 

 As beta-lactamases mediadas por plasmídeos, conferem resistência às cefalosporinas 

de amplo espectro, tais como cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima e 

monobactâmicos. Porém, essas enzimas não reconhecem as cefamicinas e os carbapenens 

como substratos, e bactérias produtoras dessas beta-lactamases permanecem sensíveis in vitro 

à ação desses antimicrobianos. Outra característica fenotípica importante dessas enzimas, é 

que elas são sensíveis à ação dos inibidores de beta-lactamases, como sulbactam, ácido 

clavulânico e tazobactam (Phillipon et al. 1989; Jacoby & Medeiros 1991).  

 As beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL) clássicas são enzimas codificadas 

por plasmídeos, como as famílias: Temoniera (TEM), sulfidril variável (SHV) e oxacilina 

(OXA). Nos últimos anos houve uma emergência de novas ESBL (famílias CTX-M, PER, 

VEB, GES, TLA e BES), resultando em mais de 370 variantes naturais (Sirot et al. 1987; 

Sturenburg et al. 2005). 

 Para a classificação das ESBL foram propostos dois esquemas (Tabela 1), a 

classificação de Ambler, que é baseada na similaridade entre as sequências de aminoácidos 

(Ambler et al. 1991) e o modelo descrito por Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al. 1995a; Bush 

2001). 

 Segundo o esquema de Ambler, as ESBL podem ser divididas em quatro classes 

evolucionárias distintas (A, B, C e D). As beta-lactamases SHV e TEM, pertencentes à classe 

A, que possuem uma serina como seu principal resíduo catalítico, localizada no seu sítio 

ativo. Além disso, são penicilinases e cefalosporinases encontradas em plasmídeos ou 

transposons. As enzimas do tipo OXA são ESBL pertencentes à classe D (oxacilinases).  
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 O esquema de Bush classifica as ESBL segundo o perfil do substrato, características 

físicas como, peso molecular e ponto isoelétrico (Bush et al. 1995a; Bush 2001). No esquema 

funcional de Bush, as ESBL foram divididas em dois subgrupos: 2be (principalmente TEM e 

SHV) e 2d (OXA), que em geral os dois subgrupos são inibidos pelo clavulanato (Bush et al. 

1995). Em 1995, Bush-Jacoby-Medeiros apresentaram um novo esquema de classificação 

funcional (fenotípica), no qual, dividiram as enzimas em quatro grandes grupos (1 - 4) e 

subgrupos (a – f) (Tabela 1) (Bush et al. 1995a; Bush 2001). 

 O grupo 1, denominadas de cefalosporinases, não sofrem inibição pelo ácido 

clavulânico, e pertencentes a classe molecular C. O grupo 2 são penicilinases, 

cefalosporinases, ou ambas, que sofrem inibição pelo ácido clavulânico, e também 

pertencentes às classes moleculares A e D. Nesta classe estão as primeiras beta-lactamases 

isoladas (TEM-1 e SHV-1). Porém, por causa da detecção de ESBL mutantes, foram criadas 

duas subclasses: 2a e 2b. A subclasse 2a contém apenas penicilinases, enquanto a 2b contém 

ESBL de amplo espectro, e com a capacidade de inativação tanto de penicilinases quanto de 

cefalosporinases na mesma proporção (Shah et al. 2004). 

 Com o passar dos anos, surgiu a necessidade da criação de novos subgrupos, 

segregados do subgrupo 2b. Trata-se dos subgrupos 2be e 2br. No subgrupo 2be, a letra “e” 

significa amplo espectro de atividade e representam beta-lactamases capazes de inativar as 

cefalosporinas de 3ª geração (ceftazidima, cefotaxima e cefpodoxima). Assim, com os 

monobactans (aztreonam). No subgrupo 2br, a letra “r” denota a reduzida ligação aos 

inibidores de beta-lactamases (ácido clavulânico e sulbactam); são também conhecidas como 

ESBL resistentes aos inibidores de beta-lactamases (derivadas da TEM). Algumas ainda 

mantêm-se suscetíveis ao tazobactam (Shah et al. 2004). 

 Existe, ainda, o subgrupo 2c, o qual foi separado do subgrupo 2b, devido a estas 

enzimas inativarem a carbenicilina, com maior afinidade do que a benzilpenicilina, e com 
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pequeno efeito sobre a cloxacilina. O subgrupo 2d inativa a cloxacilina com mais afinidade 

do que a benzilpenicilina, e com pequeno efeito sobre a carbenicilina, além de serem 

fracamente inibidas pelos inibidores de beta-lactamases. O subgrupo 2e são cefalosporinases 

que podem também hidrolisar os monobactans e são inibidas pelo ácido clavulânico. Além 

disso, o subgrupo 2f foi adicionado, devido a tratar-se de enzimas classificadas como serina-

beta-lactamases, em contraste as zinco-beta-lactamases, incluídas no grupo 3. 

 O grupo 3 são enzimas que possuem no seu sítio ativo a necessidade de zinco (Zn) 

para exercerem seu efeito, por isso chamadas de zinco-beta-lactamases ou simplesmente 

metalo-beta-lactamases, e correspondem à classe molecular B. Finalmente existe o grupo 4, 

onde localizam-se as penicilinases que não são inibidas pelo ácido clavulânico, e ainda não 

possuem grupo molecular definido (Shah et al. 2004). 

 A classificação molecular das beta-lactamases é baseada na sequência de nucleotídeos 

e aminoácidos destas enzimas. Sendo assim, 4 classes são conhecidas (A a D), e são 

correlacionadas com suas classificações funcionais. Às classes A, C e D agem através do 

mecanismo baseado nas serinas, enquanto a classe B ou MBL necessitam de zinco para sua 

ação. A maioria das ESBL estão contidas na classe molecular “A” de Ambler (Ambler, 

1980), caracterizadas pela presença do sítio ativo serina e massa molecular de 

aproximadamente 29.000 KDa, e preferência (afinidade) de hidrólise sobre as penicilinas 

(Hall & Barlow 2005). 

 Mecanismos que conferem resistência aos betalactâmicos de espectro ampliado e 

carbapenêmicos têm sido descritos como a produção das beta-lactamases pertencentes à 

classe D de Ambler (Bou et al. 2000; Donald et al. 2000; Afzal-Shah et al. 2001; Poirel et al. 

2002; Heritier 2003) e as que pertencem à classe B de Ambler, ou também conhecidas como 

MBL (Toleman et al. 2002). 
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Tabela 1. Classificação esquemática das beta-lactamases bacterianas 

Inibição pelos inibidores 

de ββββ-lactamases 
Enzimas representativas 

Bush, 

Jacoby, 

Medeiros 

Bush 
Rychmond 

& Sykes 

Mitsuashi & 

Inoue 

Classe 

Molecular 

Substratos enzimáticos 

preferenciais 
Ác. Clav. EDTA  

1 1 Ia, Ib, Id   CSase C Cefalosporinas - - 
Enzimas AmpC (Bactérias Gram 

negativas) 

2a 2ª N.I. PCase V A Penicilinas + - PCases Gram positivas 

2b 2b III PCase I A Penicilinas, cefalosporinas + - TEM-1, TEM-2, SHV-1 

2be 2b’ N.I. CXase A 
Penicilinas, cefalosporinas de 

amplo espectro e monobactans 
+ - 

TEM-3 a TEM-26, SHV-2 a SHV-6, 

Klebsiella oxytoca K1 

2br N.I. N.I. N.I. A Penicilinas +/- - TEM-30 a TEM-36, TRC-1 

2c 2c II, V PCase IV A Penicilinas (carbenicilina) + - PSE-1, PSE-3, PSE-4 

2d 2d V PCase II, III D Penicilinas (cloxacilina) +/- - OXA-1 a OXA-11, PSE-2 

2e 2e Ic CXase A Cefalosporinas + - CSase induzíveis do Proteus vulgaris 

2f N.I. N.I. N.I. A 
Penicilinas, cefalosporinas e 

carbapenens 
+ - 

Enterobacter cloacae (NMC-A), 

Serratia marcescens (Sme-1) 

3 3 N.I. N.I. B 
A maioria dos β-lactâmicos + 

carbapenens 
- + 

Stenotrophomonas Maltophilia (L1), 

Bacteriodes fragilis (Ccra) 

4 4 N.I. N.I. N.D. Penicilinas - ND PCase - Burkolderia cepacia 

Legenda: Csase- cefalosporinase; Pcase- penicilinase; Cxase- cefalosporinase que hidrolisa a cefuroxima; N.I. não incluída; N.D. não determinada; Ác. Clav.- ácido clavulânico.  
(Adaptado do artigo de BUSH, JACOBY, MEDEIROS, 1995a). 
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 1.5. Produção de metalo-beta-lactamases 

 

 Nos últimos anos tem sido observada uma maior incidência de P. aeruginosa 

resistentes a cefalosporinas de espectro ampliado no ambiente hospitalar, ocasionando, assim, 

maior uso de betalactâmicos mais potentes, como os carbapenens (Quinteira et al. 2005). 

Esses agentes são importantes opções terapêuticas utilizadas no tratamento de infecções 

nosocomiais. Isso se deve a sua afinidade pelas proteínas ligadoras de penicilina do tipo 2 

(PBP2), estabilidade a muitas beta-lactamases, incluindo as de espectro ampliado (ESBL) e 

as cromossomiais (AmpC), e excelente permeabilidade através da membrana externa 

bacteriana (Woodford et al. 2000). 

 A maior utilização de carbapenens no ambiente hospitalar acaba por ocasionar maior 

pressão seletiva sobre a microbiota nosocomial, o que favorece a seleção de microrganismos 

com sensibilidade diminuída ou resistente a esses antimicrobianos. P. aeruginosa resistentes 

a maioria dos agentes antimicrobianos e sensíveis somente à polimixina B têm sido isoladas 

pelos laboratórios de microbiologia na maior parte dos hospitais brasileiros (Gales et al. 

2003). 

 Mecanismos que conferem resistência aos betalactâmicos de espectro ampliado e 

carbapenens têm sido descritos (Poirel & Nordemann, 2002), como a produção das beta-

lactamases pertencentes à classe D de Ambler (Bou et al. 2000; Donald et al. 2000; Afzal-

Shah et al. 2001; Heritier et al. 2003) e as que pertencem à classe B de Ambler, também 

denominadas MBL. Adicionalmente, a produção dessas enzimas tem sido comumente 

responsável pelo fenótipo de resistência a esses betalactâmicos (Tolemam et al. 2002). 

 As MBL são beta-lactamases pertencentes à classe B de Ambler ou à classe 3 de 

Bush-Jacoby-Medeiros e hidrolisam todos os betalactâmicos comercialmente disponíveis, 

com exceção dos monobactâmicos, ou seja, o aztreonam (Bush 1998). Essas enzimas 
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caracterizam-se por necessitarem de dois íons valentes, usualmente zinco, como co-fator para 

atividade catalítica, e por apresentarem resíduos conservados, os quais são responsáveis pela 

interação da enzima com cátions valentes (Murphy et al. 2003). Sendo assim, essas enzimas 

são inibidas pelo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou por compostos derivados do 

ácido tiolático (i.e., ácido 2-mercaptopropiônico), não sendo impedidas por inibidores de 

serino-beta-lactamases disponíveis comercialmente, como o ácido clavulânico, o sulbactam e 

o tazobactam (Bush et al. 1995a). 

 As MBL são produzidas intrinsecamente por determinados microrganismos, como S. 

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 (Massida et al. 1991; Walsh et al. 1996; Walsh et al. 1998).   

 Desde o início da década de 90, os genes que codificam MBL têm sido descritos em 

patógenos clinicamente importantes, como Pseudomonas spp, Acinetobacter spp. e membros 

da família Enterobacteriaceae (Poirel et al. 2000; Riccio et al. 2000; Yan et al. 2001a). Esses 

genes, os quais codificam as MBL estão inseridas em estruturas genéticas que fornecem 

mobilidade ao gene, enzimas conhecidas como MBL móveis ou MBL adquiridas. Atualmente 

são conhecidas cinco subclasses de MBL adquiridas: IMP (imipenemase) (Osano et al. 1994), 

VIM (Verona imipenemase) (Lauretti et al., 1999), SPM (São Paulo Metalo-beta-lactamase) 

(Toleman et al. 2002), GIM (German imipenemase) (Castanheira et al. 2004) e, mais 

recentemente, SIM-1 (Seoul imipenemase), codificada pelo gene blaSIM-1  detectado em sete 

amostras de A. baumannii isolados de um hospital terciário em Seul, Coréia (Lee et al. 2005). 

A origem das metalo-beta-lactamases pertencentes às famílias IMP, VIM e SPM está 

apresentada na tabela 2. 
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 No Brasil, o primeiro relato da ocorrência de P. aeruginosa produtoras de MBL 

adquirida ocorreu em 2002 (Pellegrino et al. 2002). Entretanto, esse relato não caracterizou o 

determinante de resistência envolvido. Mais tarde, em 2003, uma variante de IMP foi relatada 

por Gales et al. (2003). 

 Em estudo realizado em amostras bacterianas isoladas de pacientes internados no 

Hospital São Paulo durante os anos de 2002 e 2003, foi detectado o gene blaIMP-1 em sete 

Acinetobacter spp. e em uma P. aeruginosa (Castanheira et al. 2003). Posteriormente, uma 

Klebsiella pneumoniae, isolada no Hospital Universitário da Universidade de São Paulo 

(HU/USP), foi caracterizada como produtora de IMP-1 (Lincopan et al. 2005). Este foi o 

primeiro relato de MBL adquirida em membros da família Enterobacteriaceae na América 

Latina.  

 A SPM-1 foi detectada numa P. aeruginosa isolada em 2001. Amostras produtoras 

dessa enzima têm sido isoladas em diversos centros no Brasil, como São Paulo (Toleman et 

al. 2002), Rio de Janeiro (Pellegrino et al. 2002), João Pessoa (Santos Filho et al. 2002), 

Goiânia (Oliveira et al. 2008), Brasília, Salvador, Santo André, Londrina, Curitiba, Maringá e 

outros (Gales et al. 2003; Castanheira et al. 2008). 

 

 1.5.1. Metalo-beta-lactamases adquiridas ou transferíveis 

 

 As MBL adquiridas são codificadas por cassetes gênicos localizados no cromossomo 

ou plasmídio bacteriano. No entanto, com exceção da enzima SPM-1, que é codificada por 

um gene localizado em plasmídio (Toleman et al., 2002, Poirel et al., 2004), as demais MBL 

adquiridas são codificadas por genes localizados em integrons de classe 1 (Toleman et al. 

2003; Mendes et al. 2004; Patzer et al. 2004). 

 Embora a grande maioria dos integrons encontrados em isolados clínicos pertença à 

classe 1, já foram descritas outras classes distintas de integrons (i.e., classes 2, 3 e 4). 
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Membros dessas classes possuem suas respectivas integrases (intI1, intI2, intI3 e intI4), as 

quais compartilham similaridade entre 35% e 94% (Collins et al. 2002). A classe 1 tem sido 

extensivamente estudada, e membros dela foram originalmente descritos como integrons. A 

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

relacionados, porém essa classe é composta por uma integrase defeituosa e incapaz de 

promover a mobilização de cassetes gênicos. A classe 3 é composta de um único exemplo até 

hoje descrito (Bennett 1999). 

 

 1.5.1.1. MBL tipo IMP 

 

 O primeiro relato de MBL adquirida ocorreu em 1994 quando foi descrita uma nova 

subclasse denominada IMP-1. Foi detectada no Japão, em um isolado clínico de Serratia 

marcescens produtora de MBL com fenótipo de resistência ao imipenem e beta-lactamases de 

espectro ampliado (Osano et al., 1994). Por muitos anos a ocorrência de isolados produtores 

de IMP-1 foi restrita ao Japão, mas, a IMP-1 tem sido detectada em diferentes 

microrganismos, como Acinetobacter spp, P. aeruginosa, K. pneumoniae isolados de 

diferentes regiões geográficas (Chu et al. 2001; Da Silva et al. 2002; Iyobe et al. 2002).  

 Em estudo realizado em amostras bacterianas, isoladas de pacientes internados no 

Hospital São Paulo, durante os anos de 2002 e 2003, foi detectado o gene blaIMP-1   em sete  

amostras de Acinetobacter spp. e uma de P. aeruginosa (Castanheira et al. 2003). 

Posteriormente, uma amostra de P. aeruginosa apresentando fenótipo de resistência a todos 

os beta-lactâmicos, inclusive imipenem e meropenem, foi isolada de um paciente internado 

no Hospital de Base de Brasília, em 2002. Mais tarde, estudos revelaram tratar-se da presença 

de uma nova variante de IMP, designada IMP-16 (Mendes et al. 2004). 
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 1.5.1.2. MBL tipo VIM 

 

 As variantes de VIM foram encontradas tanto em microrganismos fermentadores de 

glicose quanto naqueles não-fermentadores. Essas enzimas são mais prevalentes na Europa, 

região onde foi originariamente encontrada em 1999 (Lauretti et al., 1999). Em seguida, 

houve diversos relatos dessas enzimas em microrganismos isolados em países da 

Comunidade Européia (Poirel et al. 2000, Poirel et al. 2001; Prats et al. 2002; Patzer et al. 

2004). Variantes de VIM também foram relatadas na Ásia (Yan et al. 2001a), nos EUA 

(Toleman et al. 2004), no Chile e na Venezuela (Mendes et al. 2004).  

 A família VIM tem sido reportada em países como Ásia e Europa, embora com 

relativo distanciamento de MBL, o tipo VIM-7 tem emergido nos Estados Unidos (Toleman 

et al., 2004). Rodrigo et al. (2004) descrevem P. aeruginosa produtoras de blaVIM-2 isolados e 

caracterizados geneticamente na América Latina, oriundos da Venezuela e Chile. 

 Em trabalho realizado por Pitout et al. (2007), na Universidade do Canadá, 

investigou-se a caracterização molecular pela técnica de PCR em isolados nosocomiais de 

P.aeruginosa, resistentes a carbapenêmicos, do Hospital Regional de Calgary, no período de 

2003 (UTI) e 2004 (na área de transplantados de medula). O estudo revelou que a maioria 

(96%) das P.aeruginosa naquela área geográfica, apresentou a presença de MBL tipo VIM-2. 

 Dados reportados para o programa de vigilância, MYSTIC (Meropenem Yearly 

Susceptibility Test Information Collection), mostraram duas amostras de P.aeruginosa 

resistentes a betalactâmicos, fluorquinolonas, aminoglicosídeos, carbapenêmicos e suscetível 

apenas a polimixina B. Após análise por PCR, observou-se a presença de blaVIM-1 e blaVIM-7. 

Estes achados foram isolados de um Centro Médico de Tratamento Terciário, nos Estados 

Unidos, Texas e publicados em trabalho por Aboufaycal et al. (2007). 
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 1.5.1.3. MBL tipo SPM 

 

 A SPM-1, terceira subclasse de MBL adquirida, foi identificada em amostra de P. 

aeruginosa 48-1997 recuperada do trato urinário de um paciente hospitalizado no complexo 

Hospital São Paulo, da Universidade Federal de São Paulo. Essa amostra bacteriana foi 

enviada ao programa SENTRY, que, em parceria com o laboratório Bristol Centre for 

Antimicrobial Research and Evaluation (BCARE), da Universidade de Bristol, Inglaterra, 

caracterizou-se esse novo determinante de resistência (Toleman et al. 2002). O gene que 

codifica SPM-1 parece estar especificamente relacionado à espécie P. aeruginosa, uma vez 

que, até então, não detectado em demais microrganismos nosocomiais (Gales et al. 2003; 

Poirel et al. 2004). 

 Em estudo publicado no Brasil, Gaspareto et al. (2007) demonstraram a ocorrência 

dos genes de MBL blaSPM-1 e blaIMP-1 em isolados clínicos de P. aeruginosa resistentes ao 

imipenem e/ou ceftazidima obtidos em três hospitais universitários de Porto Alegre. Em 

2004, Poirel et al. analisaram isolados de P.aeruginosa resistentes a carbapenêmicos de 

diferentes Hospitais de Recife, no Brasil, isolados entre 2002 a 2003. Destes, nove isolados 

de P.aeruginosa do Laboratório Marcelo Magalhães, 10 isolados da UTI do Hospital 

Português e nove isolados de pacientes hospitalizados em unidades de outros Hospitais de 

Recife. Todos os isolados apresentaram resistência aos betalactâmicos, com exceção do 

aztreonam e 11 apresentaram gene blaSPM-1. 

 

 1.5.1.4. MBL tipo GIM 

 

 Castanheira e colaboradores avaliaram cinco cepas de P. aeruginosa provenientes de 

Dusseldorf, Alemanha, e encontraram uma nova subclasse de MBL adquirida, denominada 

GIM-1 (German imipenemase) (Castanheira et al. 2004). 
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Tabela 2 - Metalo-beta-lactamases pertencentes às famílias IMP, VIM e SPM.  

Enzima Hospedeiro Origem 
IMP-1 Serratia marcescens 

Acinetobacter baumannii 
P. aeruginosa 
Achromobacter xylosoxydans 
Pseudomonas putida 
Pseudomonas stutzeri 
Klebsiella pneumoniae 

Japão 
Japão 
Japão 
Japão 
Japão, Taiwan 
Taiwan 
Japão, Singapura 

IMP-2 Acinetobacter baumannii Itália 
IMP-3 Shigella flexneri Japão 
IMP-4 Acinetobacter baumannii 

Citrobacter youngae 
Hong Kong 
China 

IMP-5 Acinetobacter baumannii Portugal 
IMP-6 Serratia marcescens Japão 
IMP-7 P. aeruginosa Canadá 
IMP-8 Klebsiella pneumoniae Taiwan 
IMP-9 P. aeruginosa China 
IMP-10  P. aeruginosa 

Alcaligenes xylosoxidans 
Japão 
Japão 

IMP-11a NR NR 
VIM-1 P. aeruginosa 

Acinetobacter baumannii 
Achromobacter xylosoxydans 

Itália 
Itália 
Itália 

VIM-2 P. aeruginosa França, Grécia, Itália,  Coréia 
 Acinetobacter baumannii Coréia 
 Enterobacter cloacae Coréia 
 Serratia marcescens Coréia 
 Pseudomonas putida Coréia 
 Acinetobacter genomoesp. 3 Itália 
 Pseudomonas putida Taiwan 
 Pseudomonas stutzeri Taiwan 
VIM-3 P. aeruginosa Taiwan 
VIM-4 P. aeruginosa Grécia 
SPM-1 P. aeruginosa Brasil 

Adaptado do artigo de Nordmann & Poirel, 2002 

NR= não reportado 

a. A descrição desta enzima encontra-se no site http://www.lahey.org 
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2. Objetivos 

 

• Determinar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa isoladas de 

pacientes internados em um hospital de Goiânia, Goiás; 

• Realizar a triagem fenotípica para a produção de metalo-beta-lactamase de P. 

aeruginosa resistentes ao imipenem e à ceftazidima; 

• Detectar os genes das metalo-beta-lactamases nos isolados resistentes ao 

imipenem e à ceftazidima pela técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). 
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3. Material e Métodos 

 

 3.1. Procedimentos Laboratoriais 

 

 3.1.1. Amostras Bacterianas 

 

 Foram estudadas 75 amostras de P.aeruginosa previamente isoladas de pacientes 

internados em um hospital da rede privada em Goiânia. O hospital possui um total de 64 

leitos, sendo uma UTI (11 leitos), Enfermaria (12 leitos), Apartamentos (35 leitos), 

Ambulatório (04 leitos) e Hemodinâmica (04 leitos). O protocolo de investigação (Nº 236/07) 

foi aprovado pelo Comitê de Ética Regional do Hospital Geral de Goiânia (CEPHA) 

atendendo à resolução 196/96. 

 As amostras de P.aeruginosa foram isoladas a partir de espécimes clínicos diversos, 

encaminhados e processados no Setor de Microbiologia de um Laboratório de Análises 

Clínicas, em Goiânia, no período de janeiro de 2005 a janeiro de 2007. Foram selecionados 

todos os isolados que apresentaram um perfil de multirresistência. As amostras de 

P.aeruginosa, foram mantidas congeladas a -20º, sob a forma de suspensões densas em caldo 

tioglicolato, acrescido de 15% de glicerol.  

 

 3.2. Isolamento e identificação dos bastonetes Gram negativos 

 

 O isolamento, a identificação bioquímica e o perfil de suscetibilidade das 75 amostras 

de pseudomonas foram realizados no Setor de Microbiologia de um Laboratório de Análises 

Clínicas. 
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 Os meios de cultura utilizados foram escolhidos de acordo com os espécimes clínicos 

a serem analisados conforme descrito por Koneman et al. (2006). Desta forma, amostras de 

urina foram semeadas em ágar Cled (Biobrás) e ágar MacConkey (Difco) secreções diversas 

foram semeadas em ágar base (Biobrás) com 5% de sangue; ágar sangue achocolatado e 

caldo tioglicolato (Difco). Amostras provenientes de hemoculturas foram inoculadas em meio 

Hemobac trifásico (Probac). 

 P. aeruginosa avaliadas neste estudo foram identificadas pelo aspecto morfológico 

das colônias, odor adocicado, produção de pigmentos, características morfo-tintoriais 

(coloração pelo método de Gram) e teste da oxidase foram realizados conforme as 

recomendações de Koneman et al. (2006). Para identificação bioquímica foi utilizado o 

sistema API 20E (bioMérieux). Em todos os testes foram utilizadas amostras para controle 

positivo e negativo. 

 

 3.2.1. Teste da Oxidase 

 

 A determinação da produção da enzima citocromo-oxidase foi realizada a partir da 

remoção de uma colônia bacteriana utilizando alça bacteriológica de platina, o qual foi 

depositado sobre tiras de papel de filtro impregnadas em solução contendo 125 mg de N-N-

dimetil-para-fenileno-diamina e 125 mg de alfa-naftol, dissolvidos em 25ml de álcool etílico 

e 25 ml de água deionizada (Newprow). O teste positivo foi indicado pelo desenvolvimento 

de coloração púrpura intensa em até 10 segundos. Como controle negativo foi utilizado a 

cepa de Escherichia coli ATCC 25922 e como controle positivo a cepa de P. aeruginosa 

ATCC 27853. 
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 3.2.2. Observação da produção de pigmentos 

 

 Foi observada a produção de pigmentos após a semeadura da amostra em meio de 

ágar Müeller Hinton e incubação a 35ºC - 37ºC durante 18- 24 horas sob atmosfera 

convencional. 

 

 3.2.3. Identificação Bioquímica 

 

 Todos os 75 isolados foram identificados bioquimicamente pelo sistema API 20E 

(Enterobacteriaceas e Gram negativos não fastidiosos). O sistema API 20 E que contém 20 

substratos desidratados foi utilizado para estudar o perfil bioquímico e identificar os isolados 

de P. aeruginosa. Os microtubos foram inoculados com uma suspensão bacteriana que 

reconstitui os testes. As reações produzidas durante o período de incubação, traduzem-se por 

viragens espontâneas ou reveladas através de adição de reagentes.  

 A leitura da galeria API 20 E foi efetuada consultando-se o quadro de leitura contido 

no manual do fabricante. A identificação do microrganismo foi realizada a partir da 

determinação de um perfil numérico. Na ficha de resultados, os testes são separados por 

grupos de três e um valor 1, 2 ou 4 é indicado para cada um. A galeria API 20 E engloba 20 

testes, adicionando no interior de cada grupo os valores que correspondem às reações 

positivas, obtêm-se sete algarismos; a reação de oxidase que constitui o 21º teste é assinalada 

com o valor 4 se for positiva.  

 Posteriomente, a partir do perfil numérico, a identificação do microrganismo é 

finalmente efetuada no programa de identificação apiweb™ https://apiweb.biomerieux.com. 

Como controle negativo foi utilizado a cepa de E. coli ATCC 25922 e como controle positivo 

a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853. 
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 3.3. Determinação do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos 

 

 3.3.1. Teste de difusão em ágar 

 

 A avaliação da suscetibilidade das 75 P. aeruginosa foi realizada pelo teste de difusão 

em ágar segundo Kirby & Bauer, frente aos seguintes antimicrobianos: amicacina (30µg); 

aztreonam (30µg); cefepima (30µg); ceftazidima (30µg); ciprofloxacina (5µg); gentamicina 

(10µg); imipenem (10µg); piperacilina-tazobactam (75/10µg) e tobramicina (30µg). 

 Os discos foram colocados sobre placa de Müeller Hinton, previamente semeado com 

uma suspensão bacteriana padronizada (0,5 de MacFarland) e incubados à 35ºC por 16-18 

horas. Após incubação, determinou-se a leitura dos halos de inibição para cada 

antimicrobiano, sendo classificado nas categorias sensível, intermediário ou resistente de 

acordo com critérios estabelecidos no protocolo do CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute) M 100-S15 de 2005 e M 100-S16 de 2006. 

 

 3.4. Detecção da produção de carbapenemases ou metalo-beta-lactamases (MBL)  

 

 3.4.1. Disco aproximação 

 

 As 75 amostras de Pseudomonas aeruginosa com sensibilidade reduzida aos 

carbapenens e ceftazidima foram submetidas à avaliação da produção de metalo-beta-

lactamase pelo método do disco aproximação de acordo com Arakawa et al (2000). Foi 

utilizado, como inibidor de MBL, o ácido 2-mercaptopropiônico (2MPA) que possui a 

propriedade de bloquear a ação da MBL da mesma forma que o ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), a partir do sequestro dos metais do meio. Como substratos 



 40 

foram utilizados discos de ceftazidima (30µg) e imipenem (10µg) posicionados ao lado de 

um disco de papel de filtro contendo uma solução do agente quelante. 

 Para a realização do teste foi preparada uma suspensão bacteriana, com turbidez 

correspondente a 0,5 da escala de McFarland e inoculada em uma placa de Müeller-Hinton 

ágar (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). Foi adicionado sobre cada disco em branco 5 µl de 

EDTA, 100 mM. A distância entre os discos de ceftazidima (30µg) e imipenem (10µg) 

(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e o disco sem antimicrobiano, contendo apenas o EDTA, foi 

de 1,0 cm conforme Arakawa et al. (2000). Três microlitros de uma solução a 1,2g/ml de 

2MPA foi adicionada a discos estéreis de papel de filtro, os quais foram dispensados a 2,5 cm 

(centro a centro) dos discos de ceftazidima (30µg) e imipenem (10µg). As placas foram 

incubadas em estufa bacteriológica por 18 a 24 horas à temperatura de 37°C. 

 Conforme descrito por Arakawa et al. (2000), a presença de uma zona de expansão ou 

distorção no halo de inibição do crescimento entre os discos contendo o 2MPA ou EDTA e os 

discos de ceftazidima e imipenem indicará provavelmente que esta amostra seja produtora de 

uma MBL.  

 Como controle positivo foram utilizadas como cepas produtoras de metalo-beta-

lactamase de P. aeruginosa com o gene blaIMP-1, blaVIM-1, blaVIM-2 e blaSPM-1. Como controle 

negativo, foi utilizado a P. aeruginosa ATCC 27853. 
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Figura 1. Teste de disco aproximação para avaliar a produção de MBL em amostras de 

P.aeruginosa utilizando discos de ceftazidima (CAZ) e imipenem (IMP) 

 

                                        

 

 

 3.5. Detecção dos genes blaIMP-1, blaIMP-2, blaVIM-1 , blaVIM-2 e blaSPM-1 pela PCR 

 

 P. aeruginosa classificadas fenotipicamente como produtoras ou não de MBL pelo 

teste de aproximação de discos foram avaliadas pela técnica da reação de polimerase em 

cadeia (PCR) para identificar a presença dos genes blaIMP-1, blaIMP-2, blaVIM-1, blaVIM-2 e 

blaSPM-1. 

 Para a extração do DNA bacteriano, as amostras de pseudomonas foram cultivadas em 

ágar sangue e após isolamento de colônias puras, de três a cinco colônias de cada amostra 

foram transferidas para um tubo tipo eppendorf contendo 200µl de água destilada estéril. Em 

seguida, os tubos foram incubados à temperatura de 100°C por 10 minutos. Após este tempo, 

necessário para a lise das colônias, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 

minutos, à temperatura ambiente, e 10µl do sobrenadante foi utilizado para a etapa de 

amplificação do DNA. Em fluxo laminar, foi preparada a mix contendo: água milliQ, tampão 

MgCl2 1,5mM, tampão NH4 Cl 50mM, dinucleotídeos dATP, dTTP, dGTP e dCTP, 0,2mM, 

Teste positivo: Identificação 
presuntiva para a produção 

de MBL. 

Teste negativo: Crescimento 
bacteriano permanece 

inalterado. 
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taqpolimerase (2,5U) e, 50 mol/L do primer. Um volume de 22,5 µL da mix foi transferido 

para cada tubo de amplificação, aos quais foram adicionados 2,5 µL do DNA bacteriano.  

 Para a amplificação do gene blaIMP-1  utilizou o iniciador 5’ 

CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC 3’ e 5’ GAACAACCAGTTTTGCCTTACC 3’ (Osano et 

al. 1994; Poirel et al. 2000). Dois minutos a 95°C e dois minutos a 94°C para o primeiro ciclo 

(fase inicial de desnaturação do DNA), seguidos por 33 ciclos de um minuto a 94°C 

(desnaturação), um minuto a 55°C (anelamento), quatro minutos a 72°C (extensão). A reação 

de amplificação do gene blaIMP-1 produziu um produto com 587 pares de base. Como 

controles positivos e negativos foram utilizados as cepas de P. aeruginosa produtora de IMP-

1 N° 319 e P. aeruginosa ATCC 27853, respectivamente. 

 A amplificação do gene blaIMP-2 empregou o iniciador 

5’GGCAGTCGCCCTAAAACAAA3’ e 5’TAGTTACTTGGCTGTGATGG3’ (Yan et al. 

2001b). Como controle positivo foi utilizado a cepa de Acinetobacter baumanii produtora de 

IMP-2 e como controle negativo a amostra de P. aeruginosa ATCC 27853 (Gales et al. 2003) 

. As condições de termociclagem foram; 3 min a 94°C (fase inicial de desnaturação do DNA), 

seguidos por 35 ciclos de um minuto a 94°C (desnaturação), 1 min a 55°C (anelamento) e 2 

min a 72°C (extensão) e finalmente 7 minutos a 72°C (extensão). A reação de amplificação 

do gene blaIMP-2 originou um produto com 737 pares de base (Yan et al. 2001b). 

 A amplificação do gene blaVIM-1  utilizou o iniciador 

5’TCTACATGACCGCGTCTGTC 3’ e 5’ TGTGCTTTGACAACGTTCGC 3’ (Lauretti et 

al., 1999; Poirel et al., 2000; Yan et al., 2001a). As condições de termociclagem foram: três 

minutos a 94°C (fase inicial de desnaturação do DNA), seguidos por 35 ciclos de um minuto 

a 94°C (desnaturação), um minuto a 55°C (anelamento), dois minutos a 72°C (extensão) e 

sete minutos a 72°C. A reação de amplificação do gene blaVIM-1 resultou em um produto com 
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920 pares de base. Como controles positivos e negativos foram utilizados, P. aeruginosa 

produtora de VIM-1 75-3666 e P. aeruginosa ATCC 27853, respectivamente. 

 A amplificação do gene blaVIM-2  empregou o iniciador 5’ 

ATGTTCAAACTTTTGAGTAGTAAG 3’ e 5’ CTACTCAACGACTGAGCG 3’ (Poirel et 

al., 2000; Poirel et al., 2001). As condições de ciclagem foram as mesmas utilizadas para a 

amplificação do gene blaVIM-1. A reação de amplificação do gene blaVIM-2 resultou em um 

produto com 801 pares de base. Como controles positivos e negativos foram utilizados 

amostra de P. aeruginosa produtora de VIM-2 81-11963 e P. aeruginosa ATCC 27853, 

respectivamente. 

 A amplificação do gene blaSPM-1 utilizou o iniciador 5’ 

CCTACAATCTAACGGCGACC 3’ e 5’ TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 3’ (Toleman et 

al. 2002). As condições de termociclagem foram as seguintes: cinco minutos a 95°C para o 

primeiro ciclo (fase inicial de desnaturação do DNA), seguidos por 30 ciclos de um minuto a 

94°C (desnaturação), um minuto a 40°C (anelamento), um minuto a 68°C (extensão) e cinco 

minutos de incubação a 68°C. A reação de amplificação do gene blaSPM-1  resultou em um 

produto com 650 pares de base. Como controle positivo foi utilizado P. aeruginosa produtora 

de SPM-1 N°48-1997A e como controle negativo P. aeruginosa ATCC 27853 (Toleman et 

al. 2002). 

 Dez microlitros dos produtos de cada reação de PCR foram submetidos à eletroforese 

em gel de agarose a 0,8% (Gibco BRL Life Technologies, Rockville, MD, EUA) a 100V por 

40 minutos em tampão TBE 0,5X (89 nM Tris-Borato e 2mM EDTA pH 8,0). Foi utilizado 

como marcador do peso molecular DNA lader 100 pares de base (Gibco BRL Life 

Technologies, Rockville, MD, EUA). O gel foi corado com brometo de etídio (0,5µg/ml), 

visualizado e fotografado contra luz ultravioleta (320nm). 
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1% os produtos da PCR amplificados do gene 

blaSPM-1. 
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4. Resultados, Discussão e Conclusão 

 

 Os resultados, discussão e conclusão serão apresentados na forma de artigo submetido 

à Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.  
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Resumo 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria frequentemente isolada no ambiente hospitalar. Este 

estudo teve como objetivo avaliar o perfil de suscetibilidade de P. aeruginosa previamente 

isoladas de pacientes internados em um hospital de Goiânia (Goiás-Brasil); realizar a triagem 

fenotípica para a produção de metalo-beta-lactamase (MBL) e detectar os genes das MBL 

pela técnica de PCR. Foram avaliadas 75 P. aeruginosa resistentes ao imipenem e à 

ceftazidima, no período de janeiro de 2005 a janeiro de 2007. A identificação bioquímica foi 

realizada pelo sistema API 20E e o antibiograma pelo método de Kirby-Bauer. P. aeruginosa 

apresentaram resistência a vários agentes antimicrobianos A produção de MBL foi verificada 

em 46,7% (35/75) dos isolados, enquanto que o gene blaSPM-1 em 39 (52,0%) e o blaIMP-1 em 

três (4,0%) P. aeruginosa ,ou seja, 56,0% dos isolados. A frequência de P. aeruginosa 
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produtoras de MBL sugere um maior controle da disseminação de resistência no ambiente 

hospitalar. 

 

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, metalo-beta-lactamase, infecção nosocomial, 

carbapenêmicos, multirresistência  

 

Abstract 

 

Pseudomonas aeruginosa is frequently isolated in hospitals. This study aimed to determine 

the antimicrobial susceptibility profile of P. aeruginosa isolated from patients admitted in a 

hospital of Goiânia (Goiás-Brasil), verify the MBL production and, detect the MBL genes by 

PCR technique.  A total of 75 P. aeruginosa was isolated, in the period of January/2005 to 

January/2007. The isolates biochemical identification was performed by system API 20E ® 

and antimicrobial susceptibility profile by Kirby-Bauer method. P. aeruginosa presented 

resistance to diverse antimicrobials. The MBL production detected by diffusion disc method 

was 46.7% (35/75), and the gene blaSPM-1 was detected in 39 (52.0%) and the gene blaIMP-1 in 

three (4.0%) isolates, that is 56.0% of the isolates. The frequency of P. aeruginosa MBL 

production alert to necessity of control the dissemination of bacteria multi-drug resistant. 

 

Key-Words: Pseudomonas aeruginosa, metallo-beta-lactamase, nosocomial infection, 

carbapenems, multiresistant 
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Introdução 

 

 A importância clínica dos bastonetes Gram-negativos (BGNNF) tem aumentado 

significativamente devido à gravidade das infecções, elevadas taxas de morbidade e 

mortalidade, principalmente em pacientes hospitalizados2. Esse grupo de microrganismos 

também apresenta resistência intrínseca a vários antimicrobianos, representando um grande 

desafio na terapêutica. Dentre os BGNNF, P. aeruginosa é uma das maiores causas de 

infecções em pacientes hospitalizados em unidades de terapia intensiva (UTI) e queimados15. 

 A utilização indiscriminada de carbapenêmicos no ambiente hospitalar promove uma 

pressão seletiva sobre a microbiota, o que favorece a seleção de subpopulações de 

microrganismos com sensibilidade diminuída ou resistente a esses antimicrobianos6. 

 O isolamento de P. aeruginosa multirresistentes tem sido frequente nos últimos anos. 

Vários agentes antimicrobianos têm se tornado menos ativos, reduzindo o número de opções 

terapêuticas e aumentando o impacto clínico de infecções nosocomiais. Dentre as 

preocupações relacionadas à resistência antimicrobiana, destacam-se a produção de MBL12. 

 P. aeruginosa produtora de MBL têm sido reportada como importante causa de 

infecções hospitalares. Apesar da prevalência destes microrganismos em hospitais ainda ser 

pouco investigada, os mesmos estão associados aos casos de disseminação clonal e surtos 

hospitalares5, 7. 

 A emergência de bactérias produtoras de MBL requer mudanças na rotina dos 

laboratórios de Microbiologia, adequando métodos capazes de detectar a sua produção. 

Entretanto, representa um desafio, pois não existe um consenso sobre a padronização de 

metodologias para a detecção da produção dessas enzimas13. 

 O presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil de suscetibilidade de P. 

aeruginosa previamente isoladas de pacientes internados em um hospital de Goiânia (Goiás - 
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Brasil); realizar a triagem fenotípica para a produção de MBL dos isolados que se 

apresentarem resistentes ao imipenem e à ceftazidima e detectar os genes das MBL (blaIMP-1, 

blaIMP-2, blaVIM-1, blaVIM-2 e blaSPM-1). 

 

Material e Métodos 

 

 O estudo foi desenvolvido em um hospital da rede privada localizado no município de 

Goiânia (Goiás – Brasil) em parceria com o Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública 

da Universidade Federal de Goiás. O hospital possui um total de 64 leitos, destes 11 são 

destinados à Unidade de Terapia Intensiva. Foram avaliadas 75 P. aeruginosa isoladas de 

pacientes internados, oriundas de diversos espécimes clínicos. 

 O critério de inclusão dos pacientes no estudo foi a admissão nas unidades clínicas do 

referido hospital, no período de janeiro de 2005 a janeiro de 2007, independente de gênero e 

doença de base. O protocolo de investigação (Nº 236/07) foi aprovado pelo Comitê de Ética 

Regional do Hospital Geral de Goiânia atendendo à resolução 196/96. 

 Os meios de cultura utilizados foram escolhidos de acordo com os espécimes clínicos 

analisados9. Amostras de urina foram semeadas em ágar Cled (Biobrás) e ágar MacConkey 

(Difco). Amostras de secreções diversas foram semeadas em ágar base (Biobrás) com 5% de 

sangue de carneiro, ágar chocolate e caldo tioglicolato (Difco). Amostras provenientes de 

hemoculturas foram inoculadas em meio Hemobac trifásico (Probac). 

 A identificação dos isolados foi feita pelo aspecto morfológico das colônias, odor, 

produção de pigmentos, características morfo-tintoriais e teste da oxidase9. A identificação 

bioquímica foi utilizado o sistema API 20E (bioMérieux).  

 O perfil de suscetibilidade dos isolados foi avaliado pelo teste de difusão em ágar   e 

foram testados os seguintes antimicrobianos amicacina (30µg); aztreonam (30µg); cefepima 



 66 

(30µg); ceftazidima (30µg); ciprofloxacina (5µg); gentamicina (10µg); imipenem (10µg); 

piperacilina-tazobactam (75/10µg) e tobramicina (30µg) e os resultados reportados como 
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sensível, resistência intermediária ou resistente conforme recomendações da CLSI (Clinical 
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and Laboratory Standards Institute)@
�������ýïð8@���a com sensibilidade reduzida aos carbapenens e 

ceftazidima foram submetidas à avaliação da produção de MBL pelo método do disco 

aproximação como descrito por Arakawa et al1. Foi utilizado o ácido 2-mercaptopropiônico 

(2MPA) e o ácido etilenodiaminotetracético (EDTA). Os substratos usados foram discos de 

ceftazidima (30µg) e imipenem (10µg) posicionados ao lado de um disco de papel de filtro 

contendo a solução do agente quelante. 

 A presença de uma zona de expansão ou distorção no halo de inibição do crescimento 

entre os discos contendo o 2MPA ou EDTA e os discos de ceftazidima e imipenem indica 

que o isolado é produtor de uma metalo-beta-lactamase1. 

 P. aeruginosa classificadas fenotipicamente como produtoras ou não de MBL pelo 

teste de aproximação de discos foram avaliadas pela técnica da reação de polimerase em 

cadeia (PCR) para identificar a presença de genes que codificam a produção de MBL. 

 Os oligonucleotídeos inicializadores utilizados foram: blaIMP-1 F(5’ 

CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC3’) e R(5’GAACAACCAGTTTTGCCTTACC3’). A 

reação de amplificação do gene blaIMP-1 produziu um produto com 587 pares de base. Para 

reação de multiplex, os oligonucleotídeos iniciadores utilizados para blaIMP-2, blaVIM-1 e  

blaVIM-2 foram: F(5’GGCAGTCGCCCTAAAACAAA3’) e R 

(5’TAGTTACTTGGCTGTGATGG3’), F(5’TCTACATGACCGCGTCTGTC3’) e R 

(5’TGTGCTTTGACAACGTTCGC3’), F(5ATGTTCAAACTTTTGAGTAGTAAG3’) e 

R(5’CTACTCAACGACTGAGCG3’)14, 19. A reação de amplificação dos genes blaIMP-2, 

blaVIM-1 e  blaVIM-2  originaram respectivamente produtos de: 737 pares de base, 920 pares de 

base e 801 pares de base. 

 A amplificação do gene blaSPM-1 utilizou o iniciador F(5’ 

CCTACAATCTAACGGCGACC3’) e R(5’TCGCCGTGTCCAGGTATAAC3’)17. A reação 

de amplificação do gene blaSPM-1  resultou em um produto com 650 pares de base. 
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Resultados 

 

 De acordo com os espécimes clínicos, 29 (38,7%) P. aeruginosa foram isoladas de 

amostras de urina, 21 (28,0%) de lavado broncoalveolar, 08 (10,7%) de secreção abdominal, 

07 (9,3%) debridamento de escara, 05 (6,7%) de ferida operatória, 03 (4,0%) de 

hemoculturas, 01 (1,3%) de escarro e 01 (1,3%) ponta de catéter. 

 A distribuição dos 75 isolados de P.aeruginosa de acordo com os setores de 

atendimento dos pacientes no hospital avaliado está apresentada na tabela 1. A maioria das 

P.aeruginosa foi isolada de pacientes internados na UTI (62,7%), seguida pelos isolados de 

pacientes atendidos em outras unidades de internação.  

 Os isolados testados apresentaram perfil de multirresistência a diferentes classes de 

antimicrobianos. Em relação ao imipenem, 62 (82,7%) foram resistentes, frente à 

ceftazidima, 68 (90,7%) foram resistentes, 23 (30,7%) P. aeruginosa apresentaram 

resistência ao aztreonam, frente à ciprofloxacina, 73 (97,3%) apresentaram resistência. Do 

grupo dos inibidores de beta-lactamase, foi observada uma resistência de 36 (48,0%) a 

piperacilina/tazobactam, do grupo das cefalosporinas de quarta geração, apresentaram 

resistência de 66 (88,0%) a cefepima. Em relação, a amicacina, a gentamicina e a 

tobramicina, com resistência de 59 (78,7%), 63 (84,0%) e 58 (77,4%), respectivamente. 

(Tabela 2). 

 Dos 75 isolados, 35 (46,7%) foram produtoras de MBL. O 2MPA apresentou melhor 

atividade em relação ao EDTA para detectar os isolados produtores de MBL (Tabela 3). 

 O gene blaSPM-1 foi detectado em 39 (52,0%) isolados e o blaIMP-1 em 3 (4,0%). Os 

genes blaIMP-2, blaVIM-1   blaVIM-2   não foram detectados. 
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 Em três P. aeruginosa isoladas de urina, foi observada resistência aos 

carbapenêmicos, ceftazidima e produção de MBL, e o gene blaSPM-1 foi detectado em dois 

desses isolados. 

 Em três P. aeruginosa isolados de ferida operatória, ponta de catéter e escara, com 

perfil de resistência aos carbapenêmicos e a ceftazidima, foi detectado o gene blaIMP-1. Porém, 

não foi observada a produção de MBL pelo teste de disco aproximação. 

 Entre P. aeruginosa com resistência ao imipenem, ceftazidima e sensibilidade ao 

aztreonam, 25 (33,3%) apresentaram produção de MBL e foi detectado o gene blaSPM-1, 

destes 10 (13,3%) foram isoladas de urina. Porém, em 07 (9,3%) isolados com produção de 

MBL identificado pelo teste fenotípico, não foram detectados os genes avaliados. Entretanto, 

em 10 (13,3%) isolados com detecção do gene blaSPM-1, não foi observada a produção de 

MBL pelo teste de disco aproximação. 

 

Discussão 

 

 A produção de MBL foi verificada, pelo método fenotípico, em 35/75 (46,7%) das P. 

aeruginosa analisadas quando o inibidor utilizado foi o 2MPA. O teste de disco aproximação 

empregado para detectar MBL pode apresentar boas sensibilidade e especificidade, porém 

esses resultados podem variar de acordo com a espécie bacteriana testada, o substrato e o 

agente quelante utilizado. Segundo Arakawa et al1, o agente quelante 2MPA apresentou 

melhor atividade (100%) quando comparado ao com o EDTA utilizado na detecção de 

amostras produtoras de MBL utilizando-se a ceftazidima como substrato. Nesse estudo o 

teste com o 2MPA permitiu verificar a produção de MBL em 35 isolados, enquanto 

utilizando o EDTA, a produção foi verificada em 06. 
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 Os genes de MBL foram detectados em 42 (56,0%) amostras de P.aeruginosa, 

entretanto em três isolados resistentes aos carbapenêmicos e à ceftazidima, foi detectado o 

gene blaIMP-1, porém, não foi observada a produção de MBL pelo teste de disco aproximação.  

Entretanto, em 07 (9,3%) isolados com produção de MBL, não foram detectados os genes 

avaliados. Em outro estudo realizado o 2MPA apresentou melhor atividade (100%) na 

detecção de amostras de Acinetobacter spp. produtoras de MBL, porém falhou em detectar 

10,5% das P.aeruginosa analisadas. Em contrapartida, o EDTA apresentou melhor detecção 

da produção de MBL em amostras de P.aeruginosa (100%), mas falhou em detectar 6% das 

amostras de Acinetobacter spp10. 

 A taxa de P. aeruginosa produtora de MBL encontrada nesse estudo está em 

concordância com os resultados descritos por Jayakumar et al8, que verificaram 46,7% de 

produção de MBL em P. aeruginosa com resistência a imipenem e meropenem e isoladas de 

pacientes de um hospital de cuidados terciários. 

 A maioria das P. aeruginosa avaliadas nesse estudo foi isolada de amostras de urina 

(38,7%) seguido pelo lavado broncoalveolar com 28,0% e secreção abdominal (10,7%). 

Villas Bôas et al18 descreveram uma frequência de 26,4%, de infecções do trato urinário, em 

idosos internados em um hospital universitário.  

 O perfil de resistência, dos isolados avaliados, ao imipenem e a ceftazidima foi de 

82,7 e 90,7%, respectivamente, enquanto que Santos Filho et al16 avaliaram 198 P.aeruginosa 

isoladas de diversos espécimes clínicos, hospitalares e comunitárias relataram um percentual 

de resistência de 19,7% ao imipenem e de 15,2% à ceftazidima, com 10,1% de resistência 

cruzada aos dois antimicrobianos. Entre esses isolados apenas 2% produziram MBL, dados 

inferiores aos detectados nesse estudo. 

 Neste estudo, o gene blaSPM-1 foi detectado em 39 (52,0%) isolados  e o blaIMP-1 em 03 

(4,0%). Outros estudos realizados no Brasil demonstram que P. aeruginosa portadoras do 
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gene blaSPM-1 está disseminado pelo país e sua taxa de isolados produtores de MBL é variável 

em diferentes regiões3 16 20. As infecções causadas por este agente produtor da carbapenemase 

SPM-1 está relacionada com elevada mortalidade, como demonstrado no estudo que avaliou 

a produção da MBL em 76 P. aeruginosa isoladas de pacientes com infecção da corrente 

sanguínea, sendo que 23 (30,3%) apresentaram fenótipo MBL e a taxa de mortalidade foi de 

85,7% entre os pacientes infectados por P. aeruginosa produtora de  MBL11. 

 A detecção de genes de resistência em isolados clínicos e a avaliação de seu perfil de 

suscetibilidade fornecem dados importantes para a racionalização da terapia antimicrobiana e 

redução das taxas de mortalidade. Porém, devido ao impacto da produção de MBL no 

contexto hospitalar, estudos adicionais são necessários para a elaboração e implementação de 

medidas mais efetivas de prevenção e controle das infecções nosocomiais, diminuindo custos 

hospitalares e qualificando os serviços oferecidos pelas equipes de saúde.  

 

Conclusões 

 

 Os dados apresentados neste estudo mostraram taxas elevadas de P.aeruginosa 

produtoras de MBL, dificultando assim as opções para tratamentos e a necessidade de 

vigilância individualizada de perfil de resistência em instituições de saúde. Essas informações 

devem auxiliar na adoção de medidas concretas de utilização dos antimicrobianos e redução 

da disseminação de microrganismos resistentes nas instituições. 
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Tabela 1. Distribuição das P. aerugionsa por Setores de um hospital de Goiânia-GO onde foram isoladas 75 
amostras no período de janeiro de 2005 a janeiro de 2007. 
Setor do hospital n % 
UTI 47 62,7% 
Apartamento 13 17,3% 
Enfermaria 11 14,6% 
Ambulatório 04 5,4% 
Total 75 100,0% 
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Tabela 2. Perfil de suscetibilidade de 75 amostras de P. aeruginosa isoladas de diversos espécimes clínicos de 
pacientes internados em um hospital de Goiânia – GO. 
Antimicrobiano    Resistente 

  N            % 
 Intermediário 
   N            % 

     Sensível 
   N            % 

Não realizado 
  N            % 

 
Imipenem 

 
62            82,7 

  
13           17,3 

     
     -              - 

   
  -               - 

Ceftazidima 68            90,7    -               -   07             9,3   -               - 
Aztreonam 23            30,7  15           20,0   37           49,3   -               - 
Ciprofloxacina 73            97,3    -               -   02             2,7   -               - 
Piperac/Tazobac 36            48,0  04            5,3   13           17,3   22           29.4 
Amicacina 59            78,7  02            2,7   14            8,6   -               -     
Gentamicina 63            84,0  02            2,7   09           12,0   01            1,3 
Tobramicina 58            77,4  03            4,0   07             9,3   07            9,3 
Cefepima 66            88,0  05            6,6   04            5,4    -               - 
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Tabela 3. Detecção de produção de MBL utilizando como inibidor EDTA/2MPA e o substrato Ceftazidima 
(CAZ) de 75 amostras de P.aeruginosa isoladas de pacientes atendidos em um hospital em Goiânia-GO. 
MBL 2MPA/CAZ EDTA/CAZ 

Teste positivo 35 06 

 Teste negativo 40 69 

Total 75 75 
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ISSN 0037-8682 versão impressa 
ISSN 1678-9849 versão on-line 

INSTRUÇÕES AOS AUTORES 
 

Objetivo e política editorial 

Preparação de originais 

 

Objetivo e política editorial 

 

 A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical destina-se à publicação de 

trabalhos científicos relacionados às doenças infecciosas e parasitárias, medicina preventiva, 

saúde pública e assuntos correlatos.  

 A revista tem periodicidade bimestral e aceitará trabalhos de pesquisadores brasileiros 

ou estrangeiros desde que obedeçam às normas e que sejam aprovados pelos relatores 

indicados pelos Editores. 

 1. Além de Artigos, a revista publica Comunicações para a divulgação de resultados 

de ensaios terapêuticos, notas prévias, relatórios técnicos, relatos de casos, cartas ao editor, 

fatos históricos, resenhas bibliográficas e resumos de teses. Artigos de revisão e editoriais 

serão publicados por solicitação do Corpo Editorial. 

 

 2. Os trabalhos devem ser originais e inéditos, digitados em espaço duplo, deixando 

margem de 3 cm à esquerda e remetidos em três vias ao endereço abaixo, sendo uma a 

original. Após revisão, pede-se que os trabalhos sejam enviados em disquete, devidamente 

acompanhados de uma cópia impressa da versão revisada.  

 

Preparação de originais 

 

 3. Normas para enviar trabalhos, após revisão, em meio eletrônico; obedecer os 

seguintes requisitos:  

a) podem ser utilizados disquetes MS-DOS compatíveis nos formatos 3 1/2" ou 5 1/4". 

Disquetes de Macintosh no formato 3 1/2" também serão aceitos. Elimine dos disquetes todos 

os arquivos não pertinentes ao artigo enviado. Escreva na etiqueta do disquete: título do 
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artigo, nome do autor, nome do arquivo, editor de texto utilizado e nome dos arquivos 

acessórios (folhas de estilos, gráficos, tabelas etc); 

b) envie artigos compatíveis com os seguintes processadores de texto: Word para Windows 

(versão 6.0 ou anterior), Word para Mac (versão 6.0 ou anterior), outros formatos podem ser 

aceitos mediante consulta prévia. Nunca envie artigos em formato ASCII (só texto/"text 

only"); 

c) ao redigir o texto, o comando de retorno de linha ("Enter") deve ser utilizado 

exclusivamente no final dos parágrafos. Não adicione espaços extras ou "tabs" ao texto para 

obter recuo da primeira linha ou centralização de títulos na página. Tampouco retornos 

("enters") adicionais para espaçar os parágrafos. Para obter esses efeitos, utilize apenas os 

comandos de formatação de parágrafo, disponíveis em todos os editores de texto acima; 

d) podem ser incluídas tabelas, desde que montadas no próprio editor de texto. Observações e 

notas de rodapé devem ser, preferencialmente, colocadas após o final do artigo, devidamente 

numeradas e referenciadas; 

e) ilustrações, tabelas e gráficos produzidos em outros programas e "importados" para 

inclusão no texto devem ser enviados em arquivos anexos, em formatos universais de fácil 

compatibilidade (TIFF, BMP, PICT, GIF etc). Evite formatos não-padronizados (EPS, WMF 

etc) e arquivos que só podem ser abertos por programas específicos. De qualquer forma, 

envie sempre uma cópia bem impressa do gráfico, tabela ou ilustração para eventual 

reprodução. 

 

 4. Os trabalhos devem ser redigidos preferencialmente em português, embora sejam 

também aceitos trabalhos em inglês e espanhol. A linguagem deve ser clara e precisa, e o 

texto conciso normalmente não ultrapassando 12 páginas digitadas para Artigos e 6 para 

Comunicações. 

 

 5. A seguinte seqüência deve ser observada: 

a) título  original e traduzido e nome dos autores em letras minúsculas. No rodapé, instituição 

onde foi realizado o trabalho, filiação dos autores, quando for o caso, órgão financiador e o 

endereço completo para correspondência, inclusive telefone, fax e e-mail; 

b) resumo: máximo de 150 palavras para os artigos e 50 para as comunicações e relatos de 

casos. Deve ser informativo e não indicativo, apresentando o objetivo do trabalho, como foi 

realizado, os resultados alcançados e a conclusão. Não usar abreviaturas ou citações 
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bibliográficas. Citar 4 ou 5 palavras-chave, que expressem com precisão o conteúdo do 

trabalho; 

c) abstract: inserido logo após o resumo, deve ser a tradução fiel do mesmo, seguido pelas 

key-words; 

d) introdução: clara, objetiva, contendo informações que justifiquem o trabalho, restringindo 

as citações ao necessário; 

e) material e métodos: descrição concisa, sem omitir o essencial para a compreensão e 

reprodução do trabalho. Métodos e técnicas já estabelecidos devem ser referidos por citação; 

f) resultados: sempre que necessário devem ser acompanhados por tabelas, figuras ou outras 

ilustrações, auto-explicativas. Texto e documentação devem ser complementares. Quando 

aplicáveis, os dados deverão ser submetidos à análise estatística. O conteúdo deve ser 

informativo, não interpretativo; 

g) discussão: limitar aos resultados obtidos e conter somente as referências necessárias. O 

conteúdo deve ser interpretativo e as hipóteses e especulações formuladas com base nos 

achados; 

h) agradecimentos: limitados ao indispensável; 

i) referências bibliográficas: digitadas em minúsculas, sem ponto entre as abreviaturas, em 

espaço duplo, numeradas e organizadas em ordem alfabética pelo último sobrenome do autor; 

citar todos os autores de cada referência. Quando houver mais de uma citação do mesmo 

autor, seguir a ordem cronológica. As citações devem ser referidas no texto pelos respectivos 

números, acima da palavra correspondente, sem vírgula e sem parênteses; na lista de 

referências, deve seguir o seguinte estilo e pontuação: 

 
Artigos em periódicos (os títulos dos periódicos devem aparecer por extenso): 

Coura JR, Conceição MJ. Estudo comparativo dos métodos de Lutz, Kato e Simões Baarbosa 

no diagnóstico da esquistossomose mansoni. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina 

Tropical 8:153-158, 1974. 

 
Livros: 

Chandra RK, Newberne PM. Nutrition, immunity and infection: machanisms of interactions. 

Plenum, New York, 1977. 

 
Capítulos de livros: 

Fulton JD. Diagnosis of protozoal diseases. In: Gell PGH, Coombs RRA (ed) Clinical aspects 

of immunology, 2nd edtition, Blackwell, Oxford, p.133-136, 1968. 
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Resumos de congressos: 

Daher RH, Almeida Netto JC, Pereira LIA. Disfunção hepática na malária grave. Estudo de 

161 casos. In: Resumos do XXXI Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 

Brasília p.16, 1995 . 

 

Teses: 

Tavares W. Contaminação do solo do Estado do Rio de Janeiro pelo Clostridium tetani. 

Contribuição ao conhecimento da distribuição natural do bacilo tetânico. Tese de Doutorado, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, 1975. 

 

 Somente deverão ser citados os trabalhos publicados. Dados não publicados ou 

comunicações pessoais devem ser referidos no texto da seguinte forma: (AB Figueiredo: 

comunicação pessoal, 1980) e (CD Dias, EF Oliveira: dados não publicados). 

 

 6. Tabelas: numeradas em algarismos arábicos e dotadas de título descritivo conciso. 

Manter seu número ao mínimo necessário e lembrar que tabelas muito grandes são difíceis de 

serem lidas. Devem ser digitadas em espaço duplo em folhas separadas, sem linhas verticais e 

as unidades referidas no título de cada coluna. Todos os dados das tabelas, inclusive o título, 

devem ser em minúsculas, exceto as siglas. 

 

 7. Ilustrações: de boa qualidade e numeradas consecutivamente em algarismos 

arábicos. Além das fotografias, os gráficos, quadros etc. devem ser referidos no texto como 

Figuras. Anotar no verso com lápis o número da figura e o nome do autor e trabalho. Listar as 

legendas numeradas com os respectivos símbolos e convenções em folha separada e em 

espaço duplo. O número de ilustrações deve ser restrito ao mínimo necessário. 

 

 8. Comitê de ética: no trabalho de pesquisa envolvendo seres humanos, deverá constar 

o nome do Comitê de Ética que o aprovou. 

 

 9. Permissão dos autores: anexar carta com o ciente de todos os autores concordando 

com a publicação.  
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