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RESUMO 

 

Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) são consideradas um dos maiores 

problemas de saúde pública em todo o mundo. O gênero Acinetobacter representa um 

importante patógeno relacionado a infecções hospitalares, principalmente em pneumonia 

associada à ventilação mecânica (PAV). O objetivo desse trabalho foi avaliar o 

desempenho de métodos moleculares no diagnóstico laboratorial de Acinetobacter 

baumannii isolados de lavado broncoalveolar (mini-BAL), obtidos de pacientes adultos 

com suspeita de PAV em unidade de terapia intensiva do hospital das clínicas de Minas 

Gerais.  A cultura quantitativa das amostras de mini-BAL foi utilizadas como comparação 

aos resultados obtidos através da avaliação dos resultados  das técnicas moleculares sendo 

elas: FISH, LAMP, PCR convencional, qPCR (SYBR® Green, TaqMan®) e ddPCR. 

Foram coletadas 44 amostras de mini-BAL e destas, oito foram positivas em cultura para 

A. baumannii todas elas multidroga resistentes. A técnica de FISH não houve hibridização 

em concordância quando comparada aos controles utilizados. LAMP a técnica é sensível 

e versátil, houve sucesso na padronização na pesquisa de blaNDM-1 apresentando uma 

concordando em 100% com os resultados da PCR convencional, porém para os outros 

iniciadores pesquisados como; região ITS, blaOXA-51 e blaKPC-2, foram detectados falsos 

positivos quando comparados com a PCR. Na comparação das três gerações da PCR 

frente ao alvo testado, a PCR convencional demonstrou boa especificidade e 

sensibilidade, houve uma correlação de 75% dos produtos amplificados aos resultados de 

cultura quantitativa. O SYBR® Green demonstrou baixa especificidade ao painel de 

bactérias testado, tornado a quantificação das amostras de mini-BAL questionáveis. O 

TaqMan® mostrou boa sensibilidade e especificidade com limite de detecção igual ao 

obtido com o SYBR® Green, 1,02 pg/µl, porém houve uma discrepância na quantificação 

das 44 amostras de mini-BAL em comparação com a cultura quantitativa. A sensibilidade 

e especificidade da técnica de ddPCR se mostrou excelente, houve uma perfeita 

correlação dos resultados da  quantificação absoluta das amostras de mini-BAL, aos 

resultados de cultura quantitativa demonstrando ser uma técnica precisa e extremamente 

eficiente. Portanto através dos resultados obtido com a PCR convencional demonstrou ser 

uma boa técnica para detecção e a ddPCR demonstrou ser mais acurada e sensível 

podendo ser utilizada como uma ferramenta para acompanhamento do processo 

infeccioso e para descalonamento da terapia antimicrobiana usada.  
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ABSTRACT 

Health Care Related Infections (IRAS) are considered one of the biggest public health 

problems in the world. The genus Acinetobacter represents an important pathogen related 

to hospital infections, mainly in ventilator-associated pneumonia (VAP). The objective of 

this study was to evaluate the performance of molecular methods in the laboratory 

diagnosis of Acinetobacter baumannii isolated from bronchoalveolar lavage (mini-BAL), 

obtained from adult patients with suspected VAP in an intensive care unit of the hospital of 

the clinics of Minas Gerais. The quantitative culture of the mini-BAL samples was used to 

compare the results obtained by evaluating the results of the molecular techniques: FISH, 

LAMP, conventional PCR, qPCR (SYBR® Green, TaqMan®) and ddPCR. A total of 44 

mini-BAL samples were collected and eight of them were culture positive for A. baumannii 

all of them multidrug-resistant. The FISH technique showed no hybridization in agreement 

when compared to the controls used. LAMP the technique is sensitive and versatile, there 

was success in the standardization in the blaNDM-1 research presenting one agreeing in 

100% with the results of conventional PCR, however for the other initiators researched as; 

ITS region, blaOXA-51 and blaKPC-2, false positives were detected when compared to PCR. In 

the comparison of the three generations of the PCR against the tested target, the 

conventional PCR showed good specificity and sensitivity, there was a correlation of 75% 

of the amplified products to the results of quantitative culture. SYBR® Green demonstrated 

low specificity to the bacterial panel tested, making quantification of questionable mini-

BAL samples possible. TaqMan® showed good sensitivity and specificity with detection 

limit equal to that obtained with SYBR® Green, 1.02 pg / μl, but there was a discrepancy in 

the quantification of the 44 mini-BAL samples compared to the quantitative culture. The 

sensitivity and specificity of the ddPCR technique proved to be excellent, there was a 

perfect correlation of the results of the absolute quantification of the mini-BAL samples, to 

the quantitative culture results proving to be a precise and extremely efficient technique. 

Therefore, the results obtained with conventional PCR proved to be a good technique for 

detection and ddPCR proved to be more accurate and sensitive and could be used as a tool 

for monitoring the infectious process and for descaling the antimicrobial therapy used. 
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1. Revisão da Literatura 

 
As Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) constituem um grave 

problema de saúde pública de âmbito mundial. Reconhecida como o evento adverso 

mais frequente durante a prestação de cuidados, estas apresentam impacto negativo 

sobre morbidade, mortalidade, custos sociais e econômicos para as populações e aos 

sistemas de saúde em diversos países (JARDIM et al., 2017). As IRAS são consideradas 

pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como “endemia”, emergindo como um dos 

maiores desafios da medicina atual (COELHO et al., 2011, NOGUEIRA Jr et al., 2014). 

No Brasil, a prevalência de IRAS em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) é de 61,6%, 

cerca de cinco a 10 vezes maior do que em outras unidades hospitalares e a mortalidade 

dos pacientes acometidos nesse ambiente chega a 40% (BORK et al., 2015). 

Os avanços científicos e tecnológicos dos últimos anos levaram a melhora na 

expectativa de vida, permitindo aumento progressivo e significativo do número de 

pacientes com idade avançada, contribuindo para uma maior probabilidade de existência 

de doenças crônicas debilitantes e crescente número de condições de imunossupressão, 

adquirida ou induzida. Reunidos, esses fatores, aliados ao uso mais frequente de 

dispositivos invasivos e à vasta prescrição de antimicrobianos, aumentam bastante o 

risco de aquisição das IRAS e desenvolvimento de micro-organismos resistentes a 

antimicrobianos (OLIVEIRA et al.,2012, SOARES et al., 2017). 

Diante disso, no ambiente hospitalar há uma emergência de bactérias 

multirresistentes aos antimicrobianos e,com crescimento progressivo nas últimas 

décadas, constituindo-se uma ameaça à saúde pública em todo mundo. O problema é 

decorre principalmente do uso indiscriminado e inadequado desses fármacos, seja em 

âmbito hospitalar ou na comunidade (OLIVEIRA et al., 2012). A situação agrava-se, 

uma vez que a multirresistência aos antimicrobianos contribui para o aumento da 

morbidade e da mortalidade dos pacientes e dos custos relacionados à sua internação e, 

sobretudo, pela redução ou mesmo ausência de opções terapêuticas para o tratamento 

dos pacientes acometidos (SOARES et al., 2017). 

Bactérias do gênero Acinetobacter encontram-se amplamente distribuídas na 

natureza, são encontradas em materiais inanimados e reservatórios humanos podem 

ser transmitidas pelo contato direto e indireto (SADEGHIFARD et al., 2010). Existe 

uma preocupação crescente em relação à prevalência desta bactéria em ambientes 

hospitalares, especialmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Acinetobacter 
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baumannii é o principal representante do gênero Acinetobacter, possuindo uma notável 

capacidade de adquirir resistência à maioria dos antimicrobianos utilizados na prática 

clínica e de causar surtos, com registros em muitas cidades, países e até continentes. 

Esta espécie se relaciona a diferentes tipos de infecções, tais como pneumonia 

associadas à ventilação mecânica (PAV), meningite, bacteremia, infecções do trato 

urinário e de sítios cirúrgicos (ESPINAL et al., 2012; YANG et al., 2015).  

 

2. Pneumonia associada à ventilação mecânica  

2.1. Patogênese 

A Ventilação Mecânica (VM) é um método de suporte não curativo, com 

indicações específicas, possíveis repercussões hemodinâmicas funcionais e 

complicações potenciais (GUIMARÃES et al., 2011). Este tipo de suporte é necessário 

em pacientes com alterações da função respiratória, que incapacitem a realização das 

trocas gasosas e fornecimento de oxigênio para a perfusão tecidual e a ocorrência das 

reações celulares (MELO et al., 2014).  

Segundo a Sociedade Americana de Doenças Infecciosas, pneumonia associada à 

ventilação mecânica (PAV) é uma infecção pulmonar que ocorre no mínimo de 48 horas 

após intubação endotraqueal ou traqueostomia, caracterizado por novo infiltrado 

pulmonar, febre, secreção traqueobrônquica purulenta, leucocitose e declínio na 

oxigenação e a detecção de um agente patogênico (MOGYORO´ DI et al., 2016). A 

pneumonia ocorre como uma resposta à invasão por alguns micro-organismos no 

sistema respiratório inferior e do parênquima pulmonar, uma vez que a intubação 

compromete a integridade da orofaringe e da traqueia, permitindo que secreções 

gástricas e orais penetrem nas vias aéreas inferiores (CHARLES et al., 2014). 

A PAV representa uma das principais causas de morbidade e mortalidade em 

pacientes de UTI, e está associada diretamente ao tempo de internação (PHILIPPART et 

al., 2015). De acordo com a literatura, o índice de mortalidade atribuída a pacientes com 

PAV nestas unidades é de 15% a 50 % (YOSHIMURA et al., 2017). A prevalência 

relatada é de 20,5 a 34,4 casos de pneumonia por 1.000 dias de VM e de 3,2 casos por 

1.000 dias em pacientes não ventilados e uma variação entre 10% a 50% dos pacientes 

intubados que podem desenvolver a doença, com risco aproximado de 1% a 3% por dia 

de intubação endotraqueal (BORK et al., 2015; TAN et al., 2016). 

O prognóstico de PAV causada por bacilos Gram-negativos é consideravelmente 

pior do que as causadas por cocos Gram-positivos (YOSHIMURA et al., 2017). Kollef e 
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colaboradores (2010) demonstraram que pacientes com PAV por patógenos, como P. 

aeruginosa, Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas maltophilia apresentam uma  taxa 

de mortalidade maior (65%) do que em pacientes com PAV (PRATES et al., 2011; 

BORK et al., 2015). 

 

2.2. Diagnóstico de PAV 
 

Os critérios diagnósticos de PAV são controversos. Diversas metodologias têm 

sido descritas na literatura, para propósitos de vigilância epidemiológica e diagnóstico, 

porém, nenhum conjunto de critérios emergiu como sendo o mais adequado 

(YOSHIMURA et al., 2017). Apesar de toda a controvérsia, os sinais clínicos, ainda que 

por vezes inespecíficos, são usados como critérios inicial, além de exames por imagem e 

culturas bacteriológicas para definição do agente etiológico (PHILIPPART et al., 2015). 

Existem diferentes métodos para se obter amostras para o diagnóstico de PAV, 

que incluem métodos invasivos e não invasivos.  Estas amostras podem ser obtidas 

através de:  

- Aspirado endotraqueal: técnica não invasiva, de fácil e rápida obtenção, porém 

pode apresentar altas taxas de falsos positivos, devido à colonização das vias aéreas 

(KALANURIA et al., 2014).  Em culturas quantitativas é usado um valor de cut-off de 

104 Unidades Formadoras de Colônias (UFC)/mL (ANVISA 2013). Frequentemente são 

usados como um componente de vigilância microbiológica, para ajustar à terapêutica 

(SCHOLTE et al., 2014).  

- Lavado broncoalveolar: técnica que requer um broncoscópio que permite 

recuperar, através do uso de um veículo fluído, componentes celulares e não-celulares 

da superfície epitelial dos bronquíolos e alvéolos, com um cut-off de 105 UFC/mL 

(ANVISA 2013). Há algumas complicações associadas com a técnica podendo ocorrer, 

como hipoxemia, arritmias cardíacas e broncospasmo (CHARLES et al., 2014). 

- O mini-lavado broncoalveolar (mini-BAL) representa uma técnica semelhante, 

porém realizada às cegas, e com um menor volume de fluído, porém com mesmo valor 

de cut-off (ANVISA 2013). 

Crescimentos bacterianos em culturas quantitativas com contagens superiores 

aos pontos de corte citados acima indicam, com maior especificidade, que o micro-

organismo isolado está associado com a etiologia da PAV enquanto que contagens 

inferiores sugerem colonização (PRATES et al., 2011; ANVISA, 2013). Sendo que 

estas técnicas de bacteriologia empregadas na rotina para a detecção do agente 
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etiológico de PAV demandam tempo e possuem menor sensibilidade em relação as 

técnicas moleculares (PELEG et al., 2008). Acredita-se que a otimização de técnicas 

moleculares no diagnóstico de PAV, especialmente para infecções causadas pelo A. 

baumannii se faz necessária, com potencial de impacto positivo sobre o desfecho clínico 

dos pacientes. 

 

2.3. Tratamento de PAV 

A escolha da terapêutica será baseada na presença de fatores de risco para 

infecção com micro-organismos multirresistentes e poderá ser, inicialmente, de amplo 

espectro, necessitando de um descalonamento de acordo com os dados microbiológicos 

e analíticos/imagem, bem como a evolução clínica do paciente (CHAHOUD et al., 

2015).  A duração do tratamento é em média de 7-8 dias, dependendo da gravidade 

clínica, e dos dados microbiológicos disponíveis, pois micro-organismos como A. 

baumannii e P. aeruginosa têm taxas mais elevadas de recorrência com regimes de 

antibioticoterapia mais curtos, devendo por esse motivo utilizar-se um regime mais 

prolongado (10 a 15 dias) (PUGH et al., 2015). Porém o uso prolongado de 

antimicrobianos de amplo espectro, utilizados para tratar estas infecções, contribui para 

o aumento dos índices de morbidade, lesão renal e aumento das taxas de seleção de 

micro-organismos mais resistentes (CHAHOUD et al., 2015).  

3. Acinetobacter spp. 

O microbiologista holandês Beijerinck foi quem primeiro isolou o micro-

organismo em 1911 do solo, denominando-o Micrococcus calco-aceticus 

(BEIJERINCK et al., 1911). Posteriormente, Brisou e Prévot em 1954 agruparam as 

bactérias estudadas por Beijerinck em um gênero denominado Achromobacter 

(BRISOU & PRÉVOT, 1954). A denominação do gênero para Acinetobacter 

("akinetos", do grego, não-movéis) foi proposto em 1968 por Paul Baumann, e foi 

amplamente aceito (BAUMANN et al.1968). 

A identificação das várias espécies do gênero Acinetobacter é complexa, dada à 

proximidade das suas características. A distinção entre espécies é realizada, por métodos 

de suscetibilidade aos antimicrobianos utilizados para tratamento clínico, que nem 

sempre tem resultados confirmatórios, fenotipagem e biotipagem, cuja complexidade e 

morosidade, em alguns casos, os tornam impraticáveis na rotina dos laboratórios de 

microbiologia clínica (PELEG et al., 2008). 
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O gênero Acinetobacter apresenta-se de forma coco-bacilar na fase estacionária 

de crescimento em meio não seletivo, Gram-negativo, estritamente aeróbio, imóvel,  

possuindo de 39% a 47%  de moles de conteúdo guanina e citosina (GC) em seu DNA, 

não fermentador da glicose, catalase positivo e oxidase negativo (PELEG et al., 2008). 

Este micro-organismo multiplica-se bem a 37 °C em meios de cultura sólidos 

comumente utilizados em laboratórios clínicos (ágar sangue e MacConkey); as colônias 

apresentam coloração branca acinzentada, podendo ser mucóides e medem de 1,5 a 3 

mm de diâmetro, estando amplamente distribuídos na natureza, podendo ser 

encontrados em materiais inanimados e reservatórios humanos (ZHENG et al., 2013). 

 
3.1. Acinetobacter baumannii 

 
Do ponto de vista clínico, a espécie A. baumannii é a de maior relevância do gênero. 

Até o início da década de 90, era descrita apenas como uma bactéria de origem ambiental 

envolvida em algumas infecções oportunistas (LIN & LAN, 2014), no entanto é 

considerada como o maior desafio relacionado a cuidado de saúde do século XXI 

(KROGER et al., 2017). Estima-se que nos Estados Unidos A. baumannii já seja 

responsável por 10% de todas as infecções nosocomiais e cerca de 20% das infecções no 

mundo, quando estes pacientes estão internados em centros ou unidades de terapia 

intensiva (KROGER et al., 2017).  

Acinetobacter baumannii pode estar envolvido em uma variedade de infecções 

como de corrente sanguínea, pele, trato urinário, endocardite, meningites secundária e 

principalmente, pneumonia associada à ventilação mecânica (PAV) (ZHENG et al., 

2013; MORANDI et al., 2015). A taxa de mortalidade em pacientes infectados por A. 

baumannii pode atingir 35% (ANTUNES et al., 2014).  

Essa bactéria pode sobreviver em locais secos, como chão, equipamento de 

radiografia, colchões, mesas, luvas, termômetros, travesseiros, materiais de fórmica e 

prontuários, por média de seis dias (ANVISA, 2008; CHAGAS et al., 2011). Apresenta 

alto grau de hidrofobicidade, com capacidade de aderir a plásticos, inclusive a superfícies 

de catéteres, tubos endotraqueais e diversos outros biomateriais (ESPINAL et al., 2012). 

Esta habilidade de sobrevivência está provavelmente ligada ao fato dessa bactéria crescer 

em diferentes temperaturas e pH variáveis, e suportar/tolerar ambientes com escassez de 

nutriente (AHMED et al., 2015).  

Em seres humanos, esta bactéria pode colonizar a pele, os tratos respiratórios e 

gastrintestinal, assim como feridas (FOURNIER et al., 2006). Altas taxas de 
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colonização da pele e dos tratos respiratório e digestivo têm sido observadas durante os 

surtos, sendo a orofaringe um dos sítios predominantes de colonização por A. baumannii 

em pacientes hospitalizados, pois as mucinas presentes na cavidade oral são o primeiro 

sítio de ligação do micro-organismo e podem funcionar como receptores de aderência 

bacteriana para esta espécie (VASHISTT et al., 2011; LEE et al., 2017). 

 

3.2. Fatores de patogenicidade intrínseca.     

 

  Estudos de análises genômicas e fenotípicas de A. baumannii tem identificado 

vários fatores de virulência responsáveis pela sua patogenicidade, demonstrando como os 

mecanismos intrínsecos e adquiridos fazem desta bactéria um grande desafio dos cuidados 

relacionados à saúde (LEE et al., 2017). 

3.2.1. Porinas  

 As porinas são proteínas da membrana externa associadas à modulação da 

permeabilidade celular, sendo a OmpA a porina mais abundantemente encontrada na 

membrana externa em A. baumannii (McCONNELL et al., 2013). A OmpA tem 

capacidade de se ligar a células epiteliais do hospedeiro liberando moléculas proaptóticas 

como o Citocromo C, induzindo a apoptose (LEE et al., 2017). Esta porina desempenha 

um papel importante na adesão e na invasão de células epiteliais através da interação com 

a fibronectina (SMANI et al., 2012). Além disso, também esta envolvida na resistência 

com a expulsão de antimicrobianos como cloranfenicol, aztreonam e ácido nalidíxico 

(LEE et al., 2017) e contribui para a permanência da bactéria, facilitando a motilidade e 

formação de biofilmes (McCONNELL et al., 2013). 

 

3.2.2. Vesículas de membrana externa (OMVs) 

 As vesículas de membrana externa são vesículas esféricas medindo 

aproximadamente de 20-200nm de diâmetro, presentes em várias bactérias Gram-negativas 

(KULP & KUEHN, 2010). São reconhecidas como um mecanismo de entrega de diversos 

fatores de virulência para o interior das células hospedeiras (JUN et al., 2013). Vários 

estudos demonstram a utilização deste mecanismo por linhagens de A. baumannii, 

secretando as OMVs contendo vários fatores de virulência, incluindo a OmpA (JIN et al., 

2011; MOON et al., 2012), proteases e fosfolipases (KWON et al., 2009).  

Estudo realizado por Kwon e colaboradores (2009), demonstrou que além das 

OMVs serem um excelente mecanismo de carreamento de fatores de virulência, participam 
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também na propagação de genes de resistência a antimicrobianos, induzindo a transferência 

horizontal de genes, como ficou evidenciado no estudo, no qual linhagens de A. baumannii 

que não expressavam o gene blaOXA-24, responsável por conferir a bactéria maior resistência 

aos carbapenêmicos, passaram a expressar o gene, após serem adicionados a um meio 

contendo OMVs que carreavam o gene.     

 

3.2.3. Formação de Biofilme 

A formação de biofilmes por bactérias patogênicas é um desafio nos cuidados de 

saúde, pois formação do biofilme as torna mais resistentes aos antimicrobianos, reduzem a 

eficácia dos esforços de descontaminação e aumenta a persistência de bactérias em 

dispositivos abióticos, além de desempenhar um papel importante na evasão imunológica 

por A. baumannii, fazendo uso dos pili que são essenciais para a aderência e a formação de 

biofilme (RUSSO et al., 2016).   

 

3.3. Mecanismos de resistência adquiridos  

3.3.1. Produção de β-lactamases 

Linhagens de A. baumannii multirresistentes a antimicrobianos têm sido isoladas 

com frequência, sendo a produção de β-lactamases o principal mecanismo de resistência da 

espécie (LEE et al., 2017). As resistências intrínsecas à benzilpenicilina, ampicilina, 

ticarcilina e piperacilina são mediadas pela  β-lactamase de classe D de Ambler, OXA-51-

like (JEON et al., 2016). Outras enzimas produzidas naturalmente por essa espécie são as 

cefalosporinases cromossomais não induzíveis do tipo AmpC, também chamadas 

Acinetobacter derived cephalosporinases (ADCs) que hidrolisam penicilinas e 

cefalosporinas de amplo espectro ou restrito, dependendo da variante (TIAN et. al., 2011). 

          Estudos recentes têm demonstrado que A. baumannii tem competência natural de 

adquirir genes de resistência através da transferência horizontal de genes, que explicam sua 

alta capacidade de resistência a antimicrobianos (TRAGLIA et al., 2016).   

       A classe A de Ambler representa o maior grupo de β-lactamases estudado, e 

geralmente são inibidas por inibidores de β-lactamases como ácido clavulânico, 

sulbactam e tazobactam e conferem resistência às cefalosporinas de amplo espectro e a 

monobactâmicos, podendo conferir resistência em baixos níveis aos carbapenêmicos, 

com exceção de algumas enzimas do tipo KPC (JEON et al., 2016).          

A classe A de β-lactamases que foram identificados em A. baumannii, são: TEM, 
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SHV, GES, CTX-M, SCO, PER, VEB, KPC e CARB, sendo TEM-1, CARB-4 e SCO-1, 

são de espectro restrito, enquanto outras enzimas (por exemplo, PER-1, TEM-92, CARB-

10, SHV-5, PER-2, CTX-M-2, CTX-M-15, VEB-1, GES-14 e PER-7) são β-lactamases 

de espectro estendido (ESβLs) (LEE et al., 2017). Essas enzimas apresentam serina no seu 

sítio ativo e são codificadas por genes localizados em plasmídios. Geralmente, são inibidas 

por inibidores de beta-lactamases como ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam e, 

conferem resistência às cefalosporinas de amplo espectro e monobactâmicos, podendo 

também conferir resistência aos carbapenêmicos (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; 

LIVERMORE, 2008). 

           A classe B β-lactamases de Ambler são as Metalo-β-lactamases (MBLs), uma das 

principais enzimas relacionadas com a redução da sensibilidade aos antimicrobianos 

carbapenêmicos e têm sido descritas em amostras de Acinetobacter spp. desde o início da 

década de 90 (POIREL et al, 2000). Essas enzimas caracterizam-se por necessitarem de 

dois íons divalentes, usualmente zinco, como cofator para atividade catalítica, por terem a 

mesma estrutura tridimensional e por apresentarem resíduos conservados, os quais são 

responsáveis pela interação da enzima com cátions divalentes (JEON et al., 2016). Uma 

variedade das β-lactamases da classe B foram identificadas em A. baumannii como IMP, 

VIM, SPM, SIM, DIM, KHM e NDM (TOLEMAN et al, 2002; CASTANHEIRA et al, 

2004;  JACOBY; MUNOZ- PRICE, 2005; LEE et al, 2005; YONG et al, 2007; 

SEKIGUSHI et al., 2008;  YONG et al., 2009; POIREL et al, 2010; BUSH, 2010). 

A classe C de Ambler, engloba a produção de β-lactamases do tipo AmpC e são 

enzimas cromossômicas que geralmente conferem resistência às penicilinas, inclusive às 

associações com inibidores de β-lactamases (sulbactam, tazobactam e ácido clavulânico), 

cefalosporinas de 1ª, 2ª e 3ª gerações e aos monobactâmicos (aztreonam) (BUSH; 

JACOBY; MEDEIROS, 1995). A resistência às oximino-cefalosporinas devido à 

produção desta enzima é também uma característica comum em A. baumannii 

(WOODFORD et al., 2006). O aumento da expressão do gene AmpC é regulado pela 

sequência promotora denominada ISAba1 (CORVEC  et  al.,  2003;  HERITIER;  

POIREL;  NORDMANN, 2006; JACOBY, 2009). Esta sequência de inserção é um 

elemento genético bastante disseminado entre amostras de A. baumannii e possui um sítio 

ativo promotor bastante eficiente para a produção de Open Reading Frames (ORFs) 

adjacentes (CORVEC et al, 2003; WOODFORD, 2006). 

As classes D de Ambler, as oxacilinases (OXA), são enzimas que apresentam o 

agrupamento serina no seu sítio ativo, inativam principalmente os antimicrobianos 
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carbapenêmicos e algumas cefalosporinas, como a cefepima; no entanto não há ação 

hidrolítica quando o substrato é a ceftazidima (BOU et al, 2000; BROWN; AMYES, 

2006; WATSON et al.,  2009).  O primeiro relato de uma serino-beta-lactamase capaz de 

hidrolisar o imipenem em A. baumannii ocorreu em 1993, na Escócia e foi denominada 

OXA-23 (PATON et. al., 1993). A habilidade de OXA-23 em hidrolisar os 

carbapenêmicos permitiu a definição de um novo grupo de enzimas do tipo OXA, com 

atividade de carbapenemases, este grupo foi nomeado Carbapenem-Hydrolysing class D 

enzymes - CHDLs (POIREL e NORDMANN, 2006). As CHDLs, carbapenemases mais 

frequentes em A. baumannii, não hidrolisam cefalosporinas de amplo espectro e a 

capacidade de hidrolisar carbapenêmicos é 100 a 1000 vezes menor quando comparadas 

às MβLs. Estas estão divididas em cinco grupos filogenéticos de acordo com a homologia 

de sua sequência de aminoácidos assim nomeados: blaOXA-23 like, blaOXA-51 like, blaOXA-58 

like, blaOXA24-40 like, e blaOXA-143 like (POIREL et. al., 2010). O gene blaOXA-51-like, 

intrínseco de A. baumannii confere resistência aos carbapenêmicos somente quando 

associado a elementos de inserção tipo ISAba1 ou ISAba9, localizados upstream ao gene, 

agindo como forte promotor transcricional (TURTON et  al.,  2006).  Até o momento este 

gene blaOXA-51-like é utilizado para a identificação desta espécie bacteriana (ALKASABY 

et al., 2017). No entanto, Lee e colaboradores (2012) questionaram o uso do blaOXA-51-like 

como um marcador espécie especifico, relatando terem encontrado o marcador em outras 

espécies dentro do gênero Acinetobacter spp.  

A enzima OXA-143 está em um subgrupo distinto, possui atividade contra 

penicilinas e carbapenêmicos e foi detectada pela primeira vez no Brasil em 2004 por 

Higgins e colaboradores (2009). E até o presente momento, só há relato da presença deste 

gene dentro do território brasileiro (CAMARGO et al., 2015, MOREIRA et al., 2017). 

 

3.3.2. Produção de enzimas inativadoras de Aminoglicosídeos 

 

   As aminoglicosidases são enzimas modificadoras de aminoglicosídeos e podem 

ser classificadas em acetiltransferases, adeniltransferases e fosfotransferases. Atuam 

diminuindo a sua afinidade de ligação às unidades ribossômicas do RNA das bactérias 

(ZAVASCKI et al, 2010) e representam o mecanismo de resistência de A. baumannii a 

antimicrobianos desta classe. Essas enzimas são codificadas por genes que estão 

associados aos integrons de classe 1 (DIJKSHOORN et al., 2007; NEMEC et al, 2011; 

LEE et al., 2017). Essa classe de antimicrobianos possui vários agentes como a gentamicina, 
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amicacina, tobramicina, estreptomicina, neomicina, canamicina, entre outros. Dentre estes, 

amicacina, gentamicina e tobramicina são os mais prescritos, e a indicação clínica mais 

comum é no tratamento de infecções graves causadas por bacilos Gram-negativos aeróbios, 

tais como em infecções por A. baumannii (BASSETTI et. al., 2013).  

3.3.3. Resistência aos carbapenêmicos 

Estes incluem imipenem, meropenem e doripenem, inicialmente considerados 

como agentes promissores para infecções por A. baumannii, devido à sua atividade 

efetiva contra esse micro-organismo e seus baixos efeitos citotóxicos (DOI et al., 2013). 

Por este motivo houve um uso crescente dos carbapenêmicos no ambiente hospitalar que 

vem exercendo uma pressão seletiva sobre a microbiota nosocomial, o que pode estar 

ocasionando um aumento nos níveis de resistência de algumas bactérias como A. 

baumannii a esses antimicrobianos. Dentre os mecanismos mais prováveis de resistência 

encontram-se a redução da permeabilidade da membrana externa causada pela perda ou 

expressão reduzida de porinas, hiperexpressão de bombas de efluxo e, menos 

frequentemente, alteração nas PBPs (proteínas ligantes de penicilinas) (POIREL et al.,  

2010; HOWARD et al. 2012).  

Atualmente, várias linhagens de A. baumannii resistentes aos carbapenêmicos 

têm sido relatadas, limitando o tratamento destas infecções a poucos antimicrobianos, 

levando aos clínicos e pesquisadoras a explorem abordagens terapêuticas alternativas 

como a volta do uso dos antimicrobianos Tigeciclina e Polimixinas (LEE et al., 2017).  

3.3.4. Resistência às Polimixinas 

            Polimixinas são antimicrobianos peptídicos com atuação na membrana externa e 

citoplasmática das bactérias, conduzindo à perda da integridade dessas estruturas. A 

polimixina B e a polimixina E (colistina-COL) são as mais adequadas para uso clínico e 

têm sido utilizadas como o "último recurso" no tratamento de infecções causadas por 

micro-organismos multirresistentes (OLAITAN et al., 2014). Por um longo período, as 

polimixinas foram pouco utilizadas devido a preocupações relativas à sua toxicidade renal 

e pela pouca disponibilidade dessa droga no mercado nacional. No entanto, nos últimos 

cinco anos a emergência de bactérias Gram-negativas multirresistentes e a falta de opções 

terapêuticas têm levado à sua reutilização rotineira (LEAN et al., 2014). 

Recentemente, algumas linhagens de A. baumannii têm apresentado resistência 

crescente à Polimixina B, com a presença de algumas mutações encontradas em genes 

que codificam glicosiltransferases únicas nos genes lpxC e lpxD, e de genes que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olaitan%20AO%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25505462
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participam na remodelação da membrana celular (HOOD et al., 2013; LEAN et al., 

2014). O surgimento da resistência à colistina em linhagens de A. baumannii, deve-se a  

mecanismos que incluem remodelação e perda de LPS, com mutações em dois 

componentes de membrana em pmrA e pmrB que ativam pmrC, relacionados com a 

modificação do lipídio A da membrana plasmática, com a perda ou deficiência na 

produção de lipopolissacarídeo, tornando estas linhagens pan-droga resistentes 

(resistentes a todas as classes de antimicrobianos) (CAI et al., 2012; MÚNERA et al., 

2014; LEE et al., 2017). 

 

4. Técnicas de Biologia Molecular 

  A biologia molecular é a área da ciência que envolve o estudo e a manipulação 

das moléculas que constituem o material genético dos indivíduos. Desde o século 

passado, inúmeros avanços foram obtidos, tais como a identificação da estrutura e da 

função do ácido desoxirribonucléico (DNA) e o desenvolvimento de novas técnicas que 

permitiram o isolamento, a manipulação, a multiplicação e o sequenciamento do DNA, 

proporcionando com isso grandes avanços em diversas áreas como: medicina forense, 

genética, sequenciamento do genoma humano e microbiano e diagnóstico de doenças  

infecciosas (WATSON et al., 2009). 

A grande vantagem de técnicas de análises moleculares é sua capacidade de 

fornecer, em poucas horas, um resultado de alta sensibilidade e especificidade. O 

emprego desta metodologia na área da microbiologia permite a detecção simultânea de 

genes de resistência aos antimicrobianos e a identificação do micro-organismo em um 

intervalo de tempo muito menor, quando comparado com o método tradicional de cultura 

bacteriana, utilizado na rotina de laboratórios clínicos (NEMEC et al., 2011). 

4.1. Fluorescent in situ hybridization (FISH).  

A hibridização in situ com sondas fluorescentes, FISH, é um método que permite 

a quantificação de micro-organismos sem a necessidade de cultivá-los. O método permite 

identificar por microscopia, micro-organismos presentes em diversos ambientes, tendo 

por base o uso de sondas (pequenas sequências complementares ao RNAr 5S, 16S, 23S 

ou complementares ao RNAm) marcadas com compostos fluorescentes ou por 

fluorocromos (PELEG et al., 2009). Seu uso consiste no mesmo princípio da “impressão 

digital”, uma vez que os organismos podem ser identificados dentre uma população mista, 

por apresentarem uma região complementar à sonda a ser utilizada (AMANN et al., 

1995). 
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O emprego de FISH geralmente envolve quatro etapas básicas que são: i) a fixação 

do espécime clínico; ii) a montagem da lâmina; iii) a hibridização com a sonda específica 

do micro-organismo pesquisado; iv) a coloração com o 4,6-diamidino- 2-phenilindol 

(DAPI) e observação sob microscopia de fluorescência (PELEG et al., 2008). 

 

4.1.2. Loop mediated isothermal amplification (LAMP) 

A técnica de LAMP, descrita por Notomi e colaboradores (2000), é um método 

de biologia molecular que permite amplificar poucas cópias de DNA até uma quantidade 

próxima a 10
9 

em menos de uma hora, sob condições isotérmicas, e com grande 

especificidade. A técnica baseia-se na utilização de uma DNA polimerase com atividade 

de liberação das cadeias formadas e temperatura ótima de atividade entre 60º e 65 ºC.  

Esta técnica emprega além de uma enzima a DNA polimerase (Bst)  um conjunto de 

quatro a seis iniciadores especialmente desenhados para reconhecer um total de seis 

sequências distintas no DNA alvo, sendo estes iniciadores desenhados utilizando-se o 

software http://primerexplorer.jp/e/v4_manual/index.html (NAGAMINE et al., 2001).  

A técnica de LAMP apresenta como vantagens; (i) o fato de amplificar DNA em 

condições isotérmicas e partindo de poucas cópias, como acontece na PCR (ii) devido à 

necessidade de reconhecimento de seis pontos de anelamento para os iniciadores, a 

técnica é altamente específica (iii) a técnica é simples e fácil de ser executada podendo 

ser realizada sem a presença de um termociclador, usando para execução em banho seco: 

(iv) o resultado qualitativo pode ser visualizado com adição de intercalantes como  

SYBR® Green, ou corantes como Hidroxinaftol Blue ou gel de eletroforese em agarose 

(NOTOMI et al, 2000). 

4.1.3. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) de 1º, 2º e 3º geração. 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) representa a técnica mais utilizada no 

diagnóstico molecular de micro-organismos, pois possui a capacidade de replicação de 

DNA, mesmo que este em pequenas quantidades que pode ser repetido em larga escala 

(MACKAY et  al., 2004). A metodologia requer em primeiro lugar, a identificação de 

pelo menos parte do DNA alvo, com auxílio de iniciadores ou sondas, que hibridizam 

especificamente com a sequência alvo (LEE et al., 2001). Embora a PCR dita como 

convencional ou de 1º geração possua alta sensibilidade e especificidade, apresenta 

algumas limitações, incluindo a exigência de uma corrida eletroforética em gel de 

agarose, falta de capacidade quantitativa e a utilização de reagentes tais como o brometo 

de etídio, que é prejudicial para a saúde do operador (LEE et al., 2008). 

http://primerexplorer.jp/e/v4_manual/index.html
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A PCR em tempo real (qPCR) ou PCR de 2º geração foi desenvolvida em 1992, 

como um aperfeiçoamento da PCR origina,l criada por Kary Mullis e representa um 

avanço significativo da biotecnologia para o diagnóstico de doenças infecciosas (YONG 

et al., 2009). O sistema baseia-se na utilização de corantes fluorescentes SYBR® Green ou 

sondas TaqMan®, que permitem o monitoramento do produto amplificado em tempo real.  

(STRUELENS et al., 2010). A análise da emissão de luz é feita por um detector de sinal 

que cria um gráfico com a absorção obtida após cada ciclo da qPCR (Ct), e o sinal gerado 

reflete a quantidade de produto formado. Estas características da qPCR permitem a 

eliminação de uma fase de pós-amplificação trabalhosa (preparação de eletroforese em 

gel), convencionalmente necessária para a observação do produto amplificado. Assim, os 

benefícios de qPCR em relação à PCR convencional são numerosas e incluem a 

velocidade, reprodutibilidade e a capacidade quantitativa (STRUELENS et al., 2010). 

A PCR droplet digital (ddPCR) ou de 3º geração assume uma abordagem 

fundamentalmente diferente para quantificar o número de moléculas de DNA em uma 

amostra. Como na qPCR, os corantes fluorescentes estão incluídos na reação de 

amplificação de DNA, no entanto, ao contrário da qPCR, a quantificação é alcançada sem 

a necessidade da construção de uma curva padrão e seus valores de quantificação medidos 

através de Ct. Ao invés disso, a solução contendo os iniciadores (primers), o Master mix, 

o DNA e a água são divididas em milhares de partes independentes, através de capilares e 

emulsão de óleo usando micropoços e o equipamento destinado à técnica. Isso 

proporciona com que nesta mistura aconteça uma reação individual (KUYPERS et al. 

2017). Com base no número de partições positivas (que emitem fluorescência) e  

negativas, o número de cópias alvo na amostra poderá ser calculado (VYNCK et al., 

2016).  

5. Métodos de tipagem molecular 

 Os métodos de tipagem molecular são necessários para avaliar se as linhagens 

de micro-organismos são epidemiologicamente relacionadas ou não. Em geral, linhagens 

com 100% de similaridade genética são consideradas indistinguíveis, enquanto que 

aquelas com mais de 80% de similaridade genética são consideradas relacionadas e as 

com menos que 80% são consideradas distintas (SINGH et al, 2006; SADER et al, 2005; 

PELEG et al.,2008). 

As metodologias de tipagem molecular que se baseiam em diferenças na 

sequência ou na organização do DNA genômico para realização de discriminação entre as 

linhagens, são as mais utilizadas atualmente. As técnicas frequentemente usadas em 
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laboratórios para estudo da epidemiologia molecular da resistência e estudos de genética 

de população bacteriana incluindo-se A. baumannii são o Pulsed Field Gel 

Electrophoresis (PFGE) e a tipagem baseada em Multilocus Sequence Typing (MLST). 

 A técnica de PFGE é provavelmente a técnica de DNA fingerprinting mais 

utilizada para tipagem de uma variedade de bactérias. Consiste no aprisionamento do 

DNA total das linhagens em blocos de agarose, seguido pela digestão com enzimas de 

restrição e separação dos fragmentos por eletroforese de campo pulsado, sendo 

considerada padrão-ouro, por apresentar alto poder discriminatório (SCHWARTZ et al., 

2006; SINGH et al, 2006). Ela auxilia na investigação epidemiológica dos surtos como 

também, para definir a relação genética entre amostras provenientes de diferentes cidades 

e países, pois estabelece um grau de similaridade entre estas (SCHWARTZ et al., 2006; 

NEMEC et al, 2011; VAN DEN BROEK et al, 2009; COELHO et al, 2006; LANDMAN 

et al, 2009). A análise do perfil das bandas geradas na eletroforese é realizada pela 

aquisição da imagem com posterior comparação dos perfis obtidos em “softwares” 

especializados, que permitem a análise de um grande número de amostras bacterianas e 

armazenagem em um banco de dados para análises posteriores através da construção de 

um dendograma (TENOVER et al, 1995; REMENTERIA et al, 2001; SILVA et 

al.,2014).  

Multillocus Sequence Typing (MLST) é um método de tipagem altamente 

discriminatório que tem sido aplicado no estudo de uma variedade de patógenos 

bacterianos (ENRIGHT et al, 2000). Atualmente, MLST possui uma biblioteca de 

tipagem para estudos epidemiológicos de A. baumannii, que poderá auxiliar na 

compreensão da evolução de estirpes endêmicas e epidêmicas (VALI et al., 2015). A 

metodologia se baseia na amplificação de sete genes conservados do genoma, seguido de 

sequenciamento dos mesmos. Para A. baumannii existem dois esquemas distintos de 

análise do MLST, que foram chamados de MLST-OD (relacionado ao banco de dados 

Oxford) e MLST-IP (desenvolvido pelo Instituto Pasteur). Pelo esquema de MLST-OD, 

os sete genes conservados (housekeeping) usados são gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi e 

rpoD e pelo esquema do MLSI-IP os sete genes usados são gltA, recA, cpn60, fusA, pyrG, 

rplB, rpoB (BARTUAL et al, 2005; NEMEC et al, 2008). Cada um dos genes é 

sequenciado e a sequência obtida é comparada com as já existentes nos bancos de dados. 

Para cada sequência diferente de cada gene é dado um número de alelo único (allele 

number). O número de alelo é fornecido para cada um dos sete genes. Assim, a 

combinação de todos os números de alelos gera o Sequence Type (ST), que pode ser 
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comparado com os STs já descritos no banco de dados disponível no site 

http://www.pubmlst.org/a.baumannii(MLST-OD)         e       

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/abaumannii.html(MLST-IP). 

  

http://www.pubmlst.org/a.baumannii
http://www.pasteur.fr/
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6. Justificativa 

 

A crescente prevalência, bem como a notável capacidade de resistência, 

intrínseca ou adquirida, à maioria dos antimicrobianos utilizados na prática clínica 

observada em amostras de A. baumannii, torna as infecções envolvendo este micro- 

organismo um grave problema de saúde pública na atualidade. A. baumannii associa-se 

intimamente a diferentes tipos de infecções, notadamente à PAV, aumentando a 

morbidade e a mortalidade dos pacientes, especialmente daqueles internados em Centro 

de Terapia Intensiva. O diagnóstico é controverso, inicialmente se baseia nos sinais 

clínicos do paciente e na identificação do agente etiológico por meio de cultivo 

microbiológico, cujo resultado levará aproximadamente 72 horas para que haja uma 

identificação conclusiva. Diante disso estes pacientes são submetidos a tratamentos 

empíricos com esquemas antimicrobianos complexos, tóxicos, de alto custo e de amplo 

espectro. Este tipo de tratamento contribui para aumento dos custos, aumento dos 

efeitos adversos advindos desses fármacos, e exerce uma pressão seletiva o que favorece 

o desenvolvimento da resistência bacteriana. 

 Portanto a otimização do diagnóstico de PAV se faz necessário, influenciará 

diretamente no prognóstico destes pacientes contribuindo para uma diminuição no 

tempo de internação, tratamento e descalonamento melhor direcionado.      

Dessa forma, este projeto buscou contribuir na avaliação de métodos 

moleculares na detecção de Acinetobacter baumannii, visando à otimização do 

diagnóstico e a uma futura implantação destes na rotina laboratorial. 
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7. Objetivos 

 
 

7.1. Objetivo Geral 

 
Avaliar o desempenho de métodos moleculares no diagnóstico laboratorial de 

Acinetobacter baumannii em amostras de mini-lavado broncoalveolar (mini-BAL) 

obtidas em pacientes com suspeita de pneumonia associada à ventilação mecânica 

(PAV). 

 

7.2. Objetivos específicos  

 

• Isolar, identificar e determinar o perfil de suscetibilidade a 

antimicrobianos, das amostras de Acinetobacter baumannii obtidas em 

mini-BAL de pacientes com suspeita de PAV, empregando-se métodos 

fenotípicos; 

• Avaliar a detecção de A. baumannii a partir de colônias isoladas e 

diretamente do mini-BAL, empregando-se a técnica de hibridização in 

situ com sondas fluorescentes (FISH); 

• Padronizar as condições de detecção e identificação de A. baumannii a 

partir de colônias isoladas e diretamente do mini-BAL empregando-se a 

técnica de amplificação isotérmica de DNA mediada por Loop (LAMP). 

• Detectar a presença de genes codificadores das β-lactamases: 

oxacilinases, metalo-ß-lactamases e serino-β-lactamases a partir de 

colônias isoladas e diretamente do mini-BAL, empregando-se a técnica de 

LAMP e comparar o desempenho da técnica de LAMP com a técnica de 

referência, PCR convencional. 

• Avaliar a presença de A. baumannii diretamente do mini-BAL por 

metodologia quantitativa de PCR convencional, em tempo real (qPCR) 

metodologia de SYBR® Green e TaqMan®e droplet digital (ddPCR) e 

comparar a sensibilidade e especificidade entre elas. 
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8. Material e métodos 

 
Os pacientes foram incluídos no estudo após aceitarem participar do mesmo, e 

assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Aqueles que não 

apresentaram condições clínicas para decidir acerca da sua participação (ex., pacientes 

em coma e/ou sedados), tiveram o TCLE assinado por um familiar ou responsável. 

Dados demográficos e clínicos foram obtidas de todos os pacientes incluídos no 

estudo mediante utilização de questionário especialmente desenvolvido para este  

projeto. As seguintes variáveis clínicas foram consideradas: 

- Diagnóstico principal na internação no Centro de Terapia Intensiva (CTI) 

- Comorbidades apresentadas; 

- Dados de ventilação mecânica; 

- Escores de gravidade à admissão no CTI (APACHE II, SAPS 3 e SOFA); 

- Uso de aminas vasoativas durante a internação; 

- Uso de antimicrobianos, com especificação das drogas utilizadas; 

- Resultado microbiológico de aspirado traqueal; 

- Resultado microbiológico de amostra clínica obtida por Swab na entrada hospitalar 

ou como esquema de vigilância; 

- Desfecho clínico dos pacientes. 

 

 

Critérios de inclusão no estudo: 

- Idade ≥ 18 anos; 

- Internação há pelo menos 48 horas; 

- Suspeita de PAV pela equipe assistente, com decisão de iniciar terapia 

antimicrobiana (ver critérios de PAV, abaixo); 

- Assinatura do TCLE pelo paciente ou responsável . 

 

Critérios de não inclusão no estudo: 

 

 

- Presença de contraindicação à realização do mini-BAL, quais sejam: 

- i) hipoxemia (necessidade de FiO2 > 70%, com PEEP > 10, para manter SatO2 > 

90%; 

ii) instabilidade hemodinâmica grave, com dosagem de noradrenalina > 20mL/h, na 

diluição padrão (20mg/200mL).  
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Por se tratar de estudo de observação, não houve nenhuma alteração propedêutica ou 

terapêutica na condução dos pacientes pela equipe médica, que seja decorrente deste 

estudo. 

 

Definições: 
 

 
- Diagnóstico confirmado de PAV: Definido como infiltrado novo ou progressão de 

um infiltrado previamente existente na radiografia de tórax, associado a pelo menos 

um dos seguintes (temperatura axilar  38.3 °C e leucócitos totais  10
9
/l) e pelo 

menos um dos seguintes (aspiração de escarro purulento pelo tubo orotraquial (TOT) 

ou traqueostomia; piora da troca gasosa, com queda da saturação periférica de 

oxigênio [ex., PaO2/FiO2 <300], aumento da demanda de oxigênio suplementar, ou 

aumento da demanda ventilatória), mais de uma cultura de mini-BAL mostrando 

contagem  105 
UFC/mL (ANVISA 2013). 

 
- Diagnóstico suspeito de PAV ou colonização das vias aéreas: A mesma 

definição acima, porém com cultura de mini-BAL negativa, ou com contagem <10
4 

UFC/mL. 

 
8.1. Obtenção dos espécimes clínicos, identificação fenotípica e testes de 

susceptibilidade a antimicrobianos 

 

8.1.1. Coleta do mini-Lavado broncoalveolar (mini-BAL) 

As amostras de mini-BAL foram coletadas pela equipe de fisioterapia do Centro 

de Terapia Intensiva de Adultos do Hospital das Clínicas/UFMG, conforme protocolos 

bem estabelecidos pelos mesmos. Durante os procedimentos, administrou-se 100% de 

oxigênio, mantendo o paciente monitorado e sob sedação conforme critério médico.  

Para a coleta do espécime clínico, um cateter conectado a um three-way foi preparado e 

por meio deste, uma seringa com soro fisiológico foi acoplado a um circuito fechado de 

coleta estéril, “bronquinho”. Foi introduzido o cateter às cegas na árvore brônquica e 

instilando aproximadamente 30 mL de solução fisiológica 0,9% (SF 0,9%) estéril, sendo 

este conteúdo imediatamente aspirado. Quando, pelo menos 10mL de fluido foi 

aspirado, o cateter inteiro foi removido. Caso contrário sem a retirada do mesmo este 

foi posicionado o mais distal possível e novamente, e instilado mais 15mL de SF 0,9% 

em seguida, máximo de volume possível foi aspirado. Com os espécimes, devidamente 
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vedadas e identificadas, foram encaminhados ao laboratório de biologia Oral e anaeróbios 

(MOA), do departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas à 

temperatura ambiente no máximo em quatro horas. 

 

8.1.2. Cultura quantitativa do mini-BAL 

Cada amostra de mini-BAL obtidas foi homogeneizada e dividida em cinco 

alíquotas de aproximadamente 2mL em tubos do tipo Eppendorf no laboratório (MOA), 

onde foram submetidas ao seguinte processamento pareado: 

1ª amostra 

- Foi realizada a análise microscópica direta através de um esfregaço, corada pela 

técnica de Gram. 

- A mesma alíquota foi usada para semeadura primária em meios de cultura 

Tryptone Soya Agar (TSA-OXOID
®

), para recuperação de todos os micro-organismos e 

MacConkey (OXOID
®
) para isolamento de micro-organismos Gram-negativos. Com o 

auxílio de uma alça calibrada de 1µl e após homogeneização, os espécimes foram 

semeados em placas com os meios de cultura mencionados. Após a semeadura primária, 

procedeu-se a incubação em estufa a 37 ºC por 18-24 horas. As placas foram avaliadas 

quanto ao crescimento bacteriano, morfologia e contagem do número de unidades 

formadoras de colônia. Sabendo-se que o valor de corte mais aceito na literatura é o de 

10
4  

UFC/mL, a contagem pode ser traduzida da seguinte forma. 

• < 10 colônias por placa  < 10
4  

UFC/mL e, supõe-se, colonização. 

• ≥ 10 colônias por placa  ≥10
4 

UFC/mL e deve ser interpretado como doença 

infecciosa. 

- Foi realizado coloração de Gram de todas as colônias isoladas nas semeaduras 

primárias e dos novos repiques, a fim de se comprovar a pureza das bactérias 

isoladas. 

Para a identificação da(s) bactéria(s) e levedura (s) isolada(s) crescidas em semeadura, 

foi utilizado o sistema VITEK
® 

II (BioMérieux
®
) por meio de cartões (GN para Gram-

negativas, GP para as Gram-positivas e Yeast para as leveduras do Test kit VITEK II) 

segundo as instruções do fabricante.  
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Após a identificação pelo VITEK
® 

II, três alçadas dos inóculos foram preservadas em 

criotubos contendo 1mL de Caldo Brucella (OXOID
®
) acrescido de 10% de Glicerol 

estéril e armazenadas em freezer -80 
o
C. 

 
2ª e 3ª amostras 

- Foram utilizadas para as análises de LAMP, FISH, qPCR e ddPCR. 

 

 

4ª e 5ª amostras 

-Duas alíquota de 2mL  foram armazenadas em freezer -80 
o
C, para eventuais 

necessidades e novas análises quando estas se fizerem necessárias. 

 

8.2. Determinação dos perfis de susceptibilidade a antimicrobianos 

       Uma alíquota de amostras bacterianas foram retiradas do crescimento (TSA e 

MacConkey), e testadas quanto à sua susceptibilidade a antimicrobianos pelo sistema 

automatizado VITEK
® 

II (BioMérieux
®
) utilizando os seguintes cartões: para as bactérias 

Gram-negativas o AST-N239,  para as Gram-positivas AST-P585,  seguindo  as 

orientações do fabricante. 

  A metodologia de gradiente de antimicrobianos utilizando a fita plástica (Etest 

BioMérieux
®
), para a Polimixina B foi testada. 

 

8.3. Aplicação da técnica de Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) 

8.3.1. Etapa de fixação dos espécimes clínicos 

       O processo de fixação dos espécimes clínicos de mini-BAL foi realizado no dia da 

coleta, com o objetivo de preservar a integridade celular. 

    Este processo consistiu das seguintes etapas: 2mL do mini-BAL e 2mL de solução 

contendo paraformaldeído 4% e (NaOH 1N pH 8). Esta solução fixadora foi deixada em 

repouso “overnight” a 4 ºC. Em seguida este material foi centrifugado a 7.600 rpm por 5 

minutos e o sobrenadante descartado; o pellet foi ressuspendido em 1mL de PBS 1X, este 

processo foi repetido por mais duas vezes. Ao final o pellet foi ressuspendido em PBS 1X 

e adicionado Etanol 100% gelado na proporção 1:1 e armazenado a -20 ºC 

(LEMARCHAND et al,.2005). 

 

8.3.2. Etapas de hibridização das células 

         Os espécimes pré-fixados foram aplicados na superfície da lâmina de teflon 
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contendo 10 pocinhos de 8mm de diâmetro (MP Biomedicals) acrescidos das sondas 

específica para a bactéria Acinetobacter baumannii (ABA1212) e da universal para o 

Domínio Bacteria (EUB338). A especificidade in situ das sondas foi checada em pelo 

programa National Center for Biotechnology Information/Basic Local Alignment 

Search Tool (NCBI/BLAST) disponível em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. 

     O protocolo de hibridização dos espécimes clínicos foi proposto por Hahn (2001). Foi 

aplicado 1μl de amostra no pocinho e espalhado com auxílio de uma ponteira, esta foi 

levada para uma estufa para secagem a 46 ºC por 40 minutos. Em seguida as lâminas 

foram emersas em solução de Etanol em concentrações de 50%, 80% e 100% com 

objetivo de promover desidratação das células aderidas à lâmina por imersão serial, após 

este processo as mesmas foram deixadas à temperatura ambiente. 

Foi adicionado em cada pocinho 9μl de tampão de hibridização (0,9 M NaCl, 20 

mM Tris.HCl [pH 8,0] 0,01% SDS e formamida, aquecido à 48 ºC) contendo formamida 

na concentração de 35% para sonda EUB338 (5‟- GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3‟) 

(AMANN et al., 1990). Em seguida 1μl da sonda ABA1212 (5′-

GCTTCTCAACACACCTTC-  3´) (ZIMMERMANN et al., 2001)  foi espalhado no 

mesmo pocinho com auxilio de uma ponteira, a lâmina foi incubada em câmara escura em 

estufa a 45 ºC por duas horas. Após este período as lâminas foram imersas em tampão de 

lavagem por 20 minutos a 48 ºC em banho-maria. Em seguida as lâminas foram  

mergulhadas em água ultra pura por 10 segundos para remover sais e SDS e deixadas 

temperatura ambiente na ausência de luz para secar. Posteriormente foi adicionado em 

cada pocinho 9μl de água ultra pura e  2μl do   corante DAPI (4,6-diamidino-2- 

phenilindol-DAPI), Sigma
®  

a 0,001%, deixando agir por 10  minutos em temperatura 

ambiente na ausência de luz. Após secagem a lâmina foi mergulhada em água destilada e 

deixada em temperatura ambiente. Posteriormente foi aplicado em cada pocinho 6μl de 

uma solução contendo (glicerol a 80%, PBS 1X a 20%), as lâminas foram acondicionadas 

na ausência de luz e sob refrigeração para posterior análise em microscópio. 

As lâminas foram examinadas sob microscopia óptica (Olympus BX-50) com 

objetiva de imersão, para aumento de 1.000 vezes, sob epifluorescência e contraste de 

fase. A microscopia de contraste de fase foi utilizada somente para ajustar o foco da 

imagem, antes da observação sob a luz ultravioleta. Foram utilizados filtros específicos 

com espectro de absorção entre 510 a 550nm e de 330 a 385nm para captação de emissões 

de fluorescência da sonda e do DAPI, respectivamente (ABREU, 2006). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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8.3.3. Quantificação das bactérias 

A contagem das bactérias foi realizada em 10 campos microscópicos, em uma 

primeira etapa as células foram contadas in loco, por meio da visualização direta das 

células através da ocular do microscópio. Posteriormente a contagem foi realizada por um 

sistema de captura de imagem acoplado ao microscópio, onde as imagens eram capturadas 

e a contagem das células foi realizada pela sua visualização no monitor do computador. 

8.4. Análises por Amplificação isotérmica mediada por Loop (LAMP) 

8.4.1. Extração do DNA por lise térmica 

Todas as amostras bacterianas isoladas a partir do mini-BAL que estavam em 

meio de criopreservação a -80 ºC foram ressuspendidas em meio TSA e incubadas em 

estufa por 18-24 horas a 35 ºC. Posteriormente três alçadas de cada crescimento 

bacteriano foi homogeneizadas em 200μl de PBS 1% e centrifugadas sob-refrigeração a 

4º C a 6.500 rpm por seis minutos, o sobrenadante foi descartado, sendo este 

procedimento repetido por duas vezes. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 200μl 

de tampão TE (Tris-HCl10 mM, pH 8,0; EDTA, 1mM) homogeneizado e levado para 

fervura por 10 minutos, em seguida os tubos foram centrifugados sob refrigeração a 4º C 

por 10 minutos à 6500 rpm. O produto foi dosado em espectrofotômetro ND-1000 

(NanoDrop
®
). 

 
8.4.2. Desenho dos iniciadores utilizados na reação de LAMP 

O desenho de todos os iniciadores utilizados nos ensaios de LAMP foram 

desenhados a partir do programa http://primerexplorer.jp/e/v3_manual/index.html 

(NAGAMINE et al., 2001; NOTOMI et al., 2000). Os seguintes genes foram avaliados  

neste estudo: blaOxa51 e região ITS ambos usados para detecção e identificação de A. 

baumannii,  os genes blaNDM-1 e blaKPC-2, para detecção de Beta- lactamases (Tabela 1).  

Todas os iniciadores foram verificados quanto à especificidade in silico através do 

banco de sequências depositadas no NCBI-Genbank no National Center of Biotechnology 

Information (NCBI: http://www.ncbi.nlm.niv)  

 

 

Tabela 1. Iniciadores da reação de LAMP utilizados para a detecção genotípica de MβL, outras β-

lactamases, região ITS entre os genes 16S e 23S do rRNA e blaOxa-51 de Acinetobacter baumannii. 

  

http://primerexplorer.jp/e/v3_manual/index.html
http://www.ncbi.nlm.niv/
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8.4.3. Condições de amplificação das reações de LAMP 

O volume final das reações foi de 25μl contendo: 2,5μl de tampão 10X (New 

England BioLabs), 1μl DNA Polymerase Large Fragment (Bst) (8U) (New England 

BioLabs), 4μl de Betaína a uma concentração de 0,8M (PROMEGA
®
), 2μl de MgCl2  (6 

mM) (PROMEGA
®

), 3,5μl de dNTP  (1400 µM) (PROMEGA
®
) 0,8μl dos iniciadores 

internos (FIP/BIP) a (50mol), 0,1μl dos iniciadores externos (F3/B3) a (50mol) e 0,4μl 

dos iniciadores -Loop (B2/F2) a (50mol), 5,4μl de água tipo ABD  e 4μl de DNA alvo. 

Para cada reação foi testado um gradiente de temperatura de amplificação entre 40 ºC a 60 

ºC, bem como o tempo ótimo de amplificação para cada iniciador testado, variando de 40 a 

60 minutos. 

Foram testadas três metodologias diferentes para visualização do produto 

amplificado por LAMP, o uso de um corante Hidroxinaftol blue, um intercalante de DNA 

o SYBR Green, e o uso de uma corrida eletroforética utilizando gel de agarose a 1%. Foi 

adicionado 1μl Hidroxinaftol blue 120µM (Sigma-Aldrich) antes do processo de 

amplificação a cada tubo, juntamente com o Master Mix. Após processo de amplificação 

as amostras eram verificadas a olho nu quanto a mudança de cor, sendo consideradas 

positivas apresentando cor azul (GOTO et al, 2009). Foi adicionando 1μl de SYBR Green 

em diluição de 1:10 em DMSO, em cada tubo pós período de amplificação, os tubos foram 

deixados em bancadas por 15 minutos e em seguida foram levados para serem visualizados     

em um transiluminador de luz ultravioleta, sendo considerado positivo aqueles que 

emitissem fluorescência com tonalidade verde. Outra forma testada para visualização dos 
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resultados foi a utilizando uma corrida eletroforética, 3μl do produto da reação de LAMP 

foram misturados a 1μl de solução contendo diluição de GelRed 10.000X (Biotium
®
) em 

tampão de coloração 6X (PROMEGA
®
) na concentração de 1:1, aplicados em gel de 

agarose a 1%, submetidos à corrida em voltagem 90 volts por aproximadamente 120 

minutos imersos em solução de TBE, posteriormente o gel foi levado ao transiluminador   

de  luz ultravioleta para visualização. 

Para teste confirmatório dos produtos amplificados em LAMP, todos os resultados 

obtidos foram correlacionados a metodologia padrão ouro de amplificação de DNA que é a 

metodologia de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR convencional).  

Para o gene blaKPC-2 foi utilizado o iniciador Foward  5`-

(GCAATGTCACTGAATACTCGT 3`) e Reverse (5`-GCGATCCTTCCAACTCGT-3`) 

possuindo 892 pares de bases. As condições da ciclagem foi de acordo com Jones  e  

colaboradores (2009).  

Para o gene blaNDM-1 foi utilizado o iniciador Foward (5`- 

(GCAATGTCATGAATATACTCGT-3`), e Reverse (5`-GCGTCCTTCCAACTCGT-3`) 

possuindo 1100 pares de bases, de acordo com as condições citadas por Pak e 

colaboradores. (2012). 

Para o marcador espécie especifico para A. baumannii blaOxa-51, Foward (5´-

TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3`) e o Reverse (5´- ATTTCTGACCGCATTTCCAT- 

3´), com 353 pares de bases. As condições da ciclagem foram: 94 ºC por 1 minuto, 94 ºC 

por 45 segundos, 60 ºC por 5 minutos, 72 ºC por 1 minuto com 35 ciclos, com extensão 

final de 72 ºC por 5 minutos. 

Os produto amplificado em PCR convencional foi aplicado em gel de agarose a 1%, 

corados com GelRed 10.000  X (Biotium
®
), o gel foi submerso em solução TBE 1X 

(Tris/Borato/EDTA), em voltagem de 120 minutos a 90 volts. Após corrida o gel as bandas 

foram visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta. 

8.5. Detecção de variantes da OXA-51 (Artigo I-Anexos) 

Durante o processo de padronização da técnica de SYBR Green, observou-se a 

formação de uma curva de Melt diferente do controle positivo que estava sendo utilizado 

uma amostra de A. baumannii ATCC 19606, foi realizado sequenciamento dos produtos 

amplificados por qPCR que apresentaram estes picos, e através de analise junto ao 

GeneBank do NCBI, verificou-se ser todas amostras de A. baumannii, alguns outros testes 
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foram utilizados afim de se verificar se as amostras pertencem a subtipos/variantes da 

blaOXA-51.  

 

8.5.1. Eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

A técnica de eletroforese em campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis, 

PFGE) foi empregada a fim de se verificar o polimorfismo das amostras. Utilizando-se o 

protocolo descrito por Seifert e colaboradores (2005).  As amostras de A. baumannii 

obtidas do mini-BAL, preservadas em meio de criopreservação foram ressuspendidas em 

meio TSA por um período de 18-24 horas em estufa a 35 ºC. Após crescimento foi 

preparada uma suspensão destas colônias com salina, esta suspensão apresentou uma 

transmitância de 15% medida com uso de um espectrofotômetro. A seguir, uma alíquota 

de 200μl desta suspensão foi transferida para microtubo de centrífuga contendo 10μl de 

proteinase K (20mg/mL) e 5μl de lisozima (40mg/mL). Após leve homogeneização, 

200μl de agarose para PFGE a 1%, em solução com TE foram acrescentados a cada tubo, 

a mistura dispensada em moldes  descartáveis para preparo dos cubos de agarose. Após 

10 minutos à temperatura ambiente, os cubos de agarose solidificados foram transferidos 

para tubos de fundo cônico de 50mL contendo 5mL da solução de lise celular e 25μl de 

proteinase K (20mg/mL). Os tubos foram incubados por 2 horas, a 55 ºC sob agitação de 

150 rpm. A seguir, o tampão foi acrescentado e os cubos lavados por duas vezes com 

água destilada estéril, por 20 minutos cada lavagem, e por quatro vezes com tampão TE, 

por 20 minutos. As lavagens foram realizadas a 50 ºC, sob agitação de 150 rpm. Após 

lavagem, os cubos foram cortados com espessura de 2mm e submetidos à digestão com a 

enzima ApaI, a concentração de 50U. Os cubos foram incubados a 37 ºC, por 18-24 

horas, e a seguir, dispensados em gel de PFGE, em concentração de 1% em TBE 0.5X, 

em molde compatível com a cuba utilizada. Para normalização do gel foi utilizado o 

marcador de peso molecular Lambda PFG Marker (New England Biolabs) em três 

canaletas do gel (início, meio e fim). A eletroforese foi realizada em sistema CHEF-DR 

III, com pulso inicial de 5 segundos, pulso final de 20 segundos, tempo de corrida de 19h, 

a 6Vcm, e 14 ºC. Após eletroforese, o gel foi corado por 30 minutos em brometo de etídio 

(40mg/L em água destilada) e descorado por três vezes, 20 minutos cada, em água 

destilada. A imagem do gel, sob iluminação ultravioleta, foi realizada em 

fotodocumentador e analisada no software de bioinformática BioNumerics v.7.5. (Applied 

Maths). Dendrograma foi gerado a partir da marcação das bandas, utilizando o coeficiente 

de Dice e o método UPGMA, com tolerância e otimização de 1%. Pulsotipo foi definido 
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como o padrão de bandas idênticas. 

8.5.2. Análise por Multilocus Sequence Typing (MLST) 

         A ancestralidade e distribuição global dos isolados foram determinadas por meio da 

análise de multilocus sequence typing (MLST) de sete genes constitutivos como descritos 

na tabela 2, conforme padronização disponibilizada pelo Instituto Pasteur, em reações 

com 50µl de volume final constituídas de 34µl de água; 5µl de Buffer 10X; 3µl MgCl2 

(25mM); 4µl dNTP (1,25mM cada); 1µl de cada primer (10µM); 0,17µl de Taq DNA 

polimerase (5U/µl) e 2µl de DNA. Após amplificação e verificação da eficiência dos 

ensaios de PCR por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%, os produtos obtidos 

foram purificados e sequenciados, e, após alinhamento das fitas sense e antisense de cada 

um dos alelos, as sequências consenso serão submetidas à análise comparativa com 

aquelas disponíveis no banco de dados disponibilizado pelo Instituto Pasteur 

(www.pasteur.fr/mlst). De acordo com a combinação dos alelos dos sete genes, será 

atribuído um número de sequence type (ST). A distribuição dos ST em complexos clonais 

será determinada utilizando-se a ferramenta eBurst (http://eburst.mlst.net/). 

Tabela 2. Iniciadores, tamanho do produto esperado e condições de amplificação MLST. 

  

http://www.pasteur.fr/mlst
http://eburst.mlst.net/
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8.5.3. Detecção de genes de OXA β-lactamases em A. baumannii por meio de 

ensaios de PCR convencional. 

Para a detecção dos grupos principais, oxacilinases (OXA-51-like, OXA-23-like, 

OXA-24-like, OXA-58-like OXA-143-like) usou-se a técnica de PCR multiplex de 

acordo com (WOODFORD et al., 2006; HIGGINS et al, 2010). 

8.5.4. Detecção de genes variantes de blaOXA-51 em A. baumannii por meio de 

ensaios de PCR convencional. 

Os DNA das amostras de A. baumannii foram extraídos utilizando metodologia de 

lise térmica de acordo com (MOREIRA et al., 2017b). As variantes da blaOXA-51 foram 

identificados usando duas metodologias a de Heritier e colaboradores (2005) e a de 

Pournaras e colaboradores (2014).  Os resultados do sequenciamento foram comparados 

às sequencias depositadas no GeneBank. 

8.5.5. A detecção de outros genes de carbapenemases em A. baumannii 

       Todas as sete amostras de A. baumannii foram testadas quanto à presença de outras 

carbapenemases como NDM, SPM, IMP, VIM, KPC e OXA-48 circulantes no território 

brasileiro, utilizou-se a metodologia de PCR convencional, de acordo com Poirel e 

colaboradores (2011). 

8.6. Comparação da especificidade e sensibilidade das três gerações de PCR  

8.6.1. Extração de ácido nucleico 

        As 44 amostras de mini-BAL foram levadas ao sonicador, por 30 segundos e pausa de 

30 segundos, repetindo esta operação por 3 vezes, após este processo todas as amostras 

foram centrifugadas por 10 minutos a 12.500 rpm, posterior a este processo o sobrenadante 

foi descartado e 200μl do material centrifugado foi usado para extração de DNA, 

utilizando o kit comecial QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha) de 

acordo com as diretrizes do fabricante. O DNA extraído foi mantido em um freezer a -80 

ºC. 

8.6.2. Ensaio de PCR convencional 

O DNA dos 44 espécimes clínicos extraídos foram testados quanto a amplificação 

por metodologia de PCR convencional. Foi utilizado o termociclador Mastercycler Nexus 

Gradient (Eppendorf® Hamburgo, Alemanha) e o marcador espécie-específico, para 
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detecção de A. baumannii o blaoxa-51, Forward (5'-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-

3'), Reverse (5'- TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3 ') (WOODFORD et al., 2006). A 

reação final de 25 μL consistiu-se de 12,5μl de mistura mestre 2x (PROMEGA®, 

Wisconsin, EUA), 1μl do iniciador  Reverse (10μM), 1 μl do iniciador Forward (10μM), 

2μl de DNA (50 ng/μl) e 8,5μl de água de tipo ABD. As condições de PCR foram 

realizadas da seguinte forma: 94 ºC durante 3 minutos e 94 ºC durante 45 segundos 

durante 35 ciclos, 60 ºC durante 5 minutos, 72 ºC durante 5 minutos. Os produtos 

amplificados foram submetidos à eletroforese em um gel de agarose a 1%, coradas com 

GelRed e visualizadas em transiluminador. 

8.6.3. Ensaio com SYBR® Green em qPCR 

A quantificação das 44 amostras de mini-BAL foi realizada utilizando 12,5μL de 

SYBR® Green PCR 2X Master Mix (Applied Biosystems, Califórnia, EUA), 1μL de 

Forward (10 μM) (5'-TTTAGCTCGTCGTATTGGACT-3 ') 1 μL de Reverse (10 μM)  (5 

'-CCTCTTGCTGAGGAGTAATTTT-3') (10 μM) (GADSBY et al., 2015), 4,5μL de água 

do tipo ABD e 1μL de DNA (20 ng/μL) com volume final de reação de 20μL. O qPCR foi 

realizado a PCR StepOne™ Real-Time (Applied Biosystes, Califórnia, EUA) com 

ciclagem de 10 minutos a 95 ºC, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 ºC e 60 

segundos a 60 ºC. Após 40 ciclos, uma curva de melting curve foi testada com 

temperaturas entre 60 ºC e 95 ºC com uma leitura a cada 0,3 ºC. Todos os testes foram 

realizados em triplicata. A amplificação específica de qPCR foi confirmada verificando a 

curva de fusão do gene alvo em cada amostra. O software ABS 7500 Fast System SDS v. 

1.4 (Applied Biosystems, Califórnia, EUA) foi usado para construir uma curva padrão de 

seis pontos a fim de extrapolar um resultado quantitativo. Os testes foram aceitos se as 

curvas padrão fossem lineares (eficiência de reação de 90-110%, R2> 0,98). 

 

8.6.4. Ensaio de TaqMan®  em qPCR  

O DNA extraído do mini-BAL foi quantificado usando o Sistema de Detecção de 

PCR em Tempo Real CFX96 Touch (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, EUA). Com 

volume final da reação de 20μL constituído de 10μL de Master Mix QuantiTect® 

(QIAGEN, Hilden, Alemanha) 1μL de sonda (10pmol) (5 '- 56-FAM-CCTTGAGCA / ZEN 

/ CCATAAGGCAACAC / 3IABKFQ-3'), 0,7 μL de iniciador para Foward (10pmol) (5'-

CCTGCTTCGACCTTCAAAATG-3') 0,75μL Reverse (5'-

TGCCCGTCCCACTTAAATAC-3') (10 pmol), 1μL de MgCl2 (25 mM), 4,5μL de H2O 2 

μL de DNA (20 ng/μL). As condições de ciclagem foram as seguintes: 95 ºC por 10 
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minutos; 45 ciclos de 95 ºC durante 30 segundos, 60 ºC durante 60 segundos. Todos os 

testes foram realizados em triplicatas. A amplificação específica de qPCR foi confirmada 

pela verificação da curva de fusão do gene alvo em cada amostra. A detecção do sistema 

PCR CFX96 Touch em tempo real (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, EUA) foi utilizada 

para construir uma curva padrão de seis pontos e extrapolar um resultado quantitativo. Os 

testes foram aceitos se as curvas padrão fossem lineares (eficiência de reação de 90-110%, 

R2>0,98). 

 

8.6.5. Ensaio da Droplet Digital PCR ou (ddPCR) 

O DNA extraído dos espécimes clínicos foi quantificado utilizando o sistema de 

PCR QX200™ Droplet Digital™ (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, EUA) de acordo com 

as instruções do fabricante. Resumidamente, a reação apresentou volume final de 20μL 

constituindo de 10μL de EvaGreen ddPCR 2x Supermix (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, 

EUA), 1μL de sonda (5'-56-FAM-CCTTGAGCA/ZEN/CCATAAGGCAACAC/ 

3IABKFQ-3'), 0,75 μL de iniciador Foward (10pmol) (5'-

CCTGCTTCGACCTTCAAAATG-3'), 0,75 μL de Reverse (-5'-

TGCCCGTCCCACTTAAATAC-3') (10 pmol), 1μL de MgCl2 (25 mM), 4,5 μL de H2O, 2 

μL de DNA. Após descanso por 3 minutos à temperatura ambiente os 20μL de reação 

foram colocados no cartucho para geração de gotículas utilizando as e 8 canaletas((Bio-Rad 

Laboratories, EUA) e 70μL de óleo para geração de  gota (Bio-Rad Laboratories, Califórnia 

, EUA) foi adicionado  a cada canaleta. Aproximadamente 20.000 gotículas foram geradas 

em cada tubo utilizando o gerador de gotículas QX200 (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, 

EUA). Após o processamento, a emulsão de gotícula foi preparada e (40μL) foi transferida 

para a placa contendo  96 poços (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). A placa foi 

subsequentemente selada a quente com selante apropriado usando o selador de placa PCR 

PX1 ™ (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, EUA). A amplificação da placa foi realizada 

utilizando o termociclador Px2 ( Thermo Electron corporation, EUA). As condições de 

amplificação foram as seguintes: 95  ºC durante 10 minutos, 40 ciclos de 94 ºC durante 30 

segundos, 58 ºC durante 60 segundos, 1 ciclo de 95 ºC durante 10 minutos. As reações 

foram otimizados em relação ao anelamento da fita (no intervalo entre 54 ºC e 60 ºC). Após 

a amplificação, a placa foi lida de forma individualizada pelo leitor de gotículas QX200 

(Bio-Rad Laboratories, Califórnia, EUA), os resultados foram analisados pelo software de 

leitor de gotículas Quanta Soft, versão 1.6.6.0320 (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, 

EUA). A concentração absoluta de cada amostra foi relatada automaticamente pelo 

software ddPCR, calculando a proporção das gotículas positivas sobre as gotículas totais 
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combinadas com a distribuição de Poisson.  

8.6.6. Teste para definir a especificidade analítica 

Para verificar a especificidade analítica das três gerações de PCR, um painel de 

bactérias de referência foi utilizado sendo elas: Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Klebsiella pneumoniae ATCC 27799, Klebsiella oxytoca ATCC 700324, Enterococcus 

faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter cloacae ATCC 

700323, Staphylococcus epidermidis ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853), a escolha foi feita porque são espécies comumente isoladas em cultura quantitativa 

em amostras de lavado broncoalveolar de pacientes com pneumonia associada à ventilação 

mecânica. O DNA das bactérias de referência (ATCC) foi extraído por lise térmica de 

acordo com Moreira e colaboradores (2017b), sendo cada amostra testada em triplicata a 

fim de se avaliar a produtividade do ensaio.   

Todas as sequências de oligonucleotídeos usadas foram verificadas utilizando a  

ferramenta de pesquisa de alinhamento utilizando o banco de dados do GenBank para 

especificidade in silico.  

Para desenhar a sonda utilizada na TaqMan® e na ddPCR, utilizou-se o ferramenta 

iPrimer3 Plus (UNTERGASSER et al., 2012). 

 

8.6.7. Teste para definir a sensibilidade analítica 

Para comparar a sensibilidade e a precisão entre as três gerações de PCR, o DNA de 

100 UFC/mL da amostra de referência A. baumannii ATCC 1906 foi extraído por lise 

térmica de acordo com Moreira e colaboradores (2017b), após extração o DNA foi diluído 

em escala de 10 entre (101 a 1015), com concentração inicial de DNA de 102 ng/μl (101). 
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9. Aspectos éticos 

Este projeto foi submetido à Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensão - DEPE do Hospital 

das Clínicas e ao Comitê de Ética e Pesquisa - COEP/UFMG sendo eles aprovados: Projeto 

CAAE 23476313.6.0000.5149. 
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10. Resultados 

 

10.1. Características dos pacientes avaliados 

 

No período de Novembro de 2013 a Julho de 2015, foram coletadas 44 amostras de 

mini-BAL de pacientes que estavam internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) 

adulto do Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo 

Horizonte, todos estes se enquadravam no critério de inclusão do estudo. Após a coleta os 

espécimes clínicos foram processados no Laboratório de Microbiologia Oral e Anaeróbios 

do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. 

De maneira geral, um pouco mais da metade dos pacientes era do sexo masculino 

(52,28%), com idade média de 57,2 ± 19. As principais cormorbidades apresentadas por 

estes pacientes foram hipertensão arterial (22,72%), neoplasias (18,2%) e insuficiência 

renal e hepática (11,4%). Em relação ao uso de antimicrobianos 21 (47,7%) faziam uso de 

algum carbapenêmico e 15 (34%) pacientes usaram polimixina B durante seu seguimento 

de permanência na UTI. As principais características apresentadas pelos pacientes no 

momento da inclusão são demonstradas na tabela 3. 

 

Tabela 3. Dados recuperados dos pacientes inclusos neste estudo (n= 44) via 

prontuário. 
 

 
Característica Valores 

Idade (anos) 57,2 ± 19 

Sexo  

Masculino (n=23/ 52,28%) 

Feminino (n=21/ 47,7%) 

Uso de antimicrobianos  

Carbapenêmicos (n=21/ 47,8%) 

Polimixina (n=15/ 34%) 

Aminoglicosídeos (n=6/ 13,6%) 

Outros β-lactâmicos (n=6/ 13,6%) 

Cefalosporinas (n=6/ 13,6%) 

Quinolonas (n=2/ 4,5%) 

Glicopeptídeos   (n=17/ 38,6%) 

Antifúngicos                       (n=6/ 13,6%) 

Antivirais                        (n=3/ 6,8%) 
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Principais comorbidades  

Hipertensão arterial                        (n=10/ 22,72%) 

Neoplasias                       (n=8/ 18,2%) 

Insuficiência renal e hepática                        (n=5/ 11,4%) 

Pacientes com tubo orotraqueal 

(durante o seguimento) 

                             (n=34/ 72,28%) 

Pacientes com suspeita de PAV                        (n=32/ 72,7%) 

Índice de mortalidade                       (n=20/ 45,5%) 

 

10.2. Análises fenotípicas 

 

Todos os pacientes incluídos no estudo foram também avaliados quanto à 

colonização por micro-organismos da microbiota externa de relevância na vigilância 

epidemiológica, sendo estes testes realizados como parte da rotina do hospital das Clínicas, 

para todo paciente que entra na instituição no nível de internação. O procedimento foi 

realizado com o auxílio de um Swab em regiões perianal, nasal e axilar, foi realizado no 

laboratório de microbiologia da própria instituição de acordo com protocolo operacional 

padrão. O resultado do cultivo microbiológico do Swab foi registrado no prontuário do 

paciente, sendo resultado recuperado esta demonstrado na tabela. 

  

10.3. Resultado microbiológico do mini-BAL 

 

 Foi isolado um total de 44 micro-organismos sendo A. baumannii o mais 

prevalente, isolado de oito espécimes clínicos (18,2%). O segundo micro-organismo mais 

isolado foi S. aureus (15,9%), seguido por P. aeruginosa (13,6%) (Tabela 4). 

 

Tabela 4- Ordem de frequência de micro-organismos isolados dos espécimes de mini-

BAL avaliados. 

 

Ordem de frequência  Micro-organismo Nº de isolados Porcentagem (%) 

1º Acinetobacter baumannii 8 18,20% 

2º  Staphylococcus aureus  7 15,90% 

3º Pseudomonas aeruginosa 6 13,63% 

4º Klebsiella pneumoniae 3 6,82% 

4º Enterococcus faecalis  3 6,82% 

4º Enterobacter cloacae  3 6,82% 

5º Serratia marcescens 2 4,50% 
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5º Enterococcus faecium  2 4,50% 

5º Stenotrophomonas maltophilia  2 4,50% 

5º Staphylococcus haemolyticus  2 4,50% 

6º Staphylococcus hominis  1 2,28% 

6º Staphylococcus gallinarum 1 2,28% 

6º Staphylococcus epidermidis  1 2,28% 

6º Escherichia coli  1 2,28% 

6º Candida tropicalis  1 2,28% 

6º Candida albicans 1 2,28% 

      

   Total 44 

  

 

10.4. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das amostras recuperadas 

 
        Todas as amostras de A. baumannii (n=8) foram resistentes a todas as classes de 

antimicrobianos testados, com exceção da polimixina B. 

 

     10.5. Padronização da técnica de  Fluorescence in situ hybridization (FISH)  

 Em relação à técnica de FISH para detecção de A. baumannii direto dos espécimes 

clínicos, vários protocolos de fixação da amostra foram testados com o objetivo de 

preservar a integridade celular, porém devido à grande heterogeneidade dos espécimes 

clínicos como: ser aquosa, sanguinolenta e outras muito mucoídes, não foi possível 

estabelecer um protocolo único de tratamento para todos eles, tendo em vista que esta é 

uma etapa de extrema importância para o sucesso do processo de hibridização, essas 

características diversas representaram um desafio na verificação da acurácia da técnica. 

A imagem em (A) demonstrada na figura 1 representa uma das análises obtidas pela 

técnica de FISH utilizando a amostra controle positivo, A. baumannii ATCC 19606 corado 

com DAPI, que é um corante para DNA. Através da visualização da imagem é possível 

observar que houve um perfeito processo de hibridização da amostra por DAPI, podendo 

fazer distinção do aspecto morfológico e contagem de bactérias por campo na lâmina.  
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Figura 1. Resultado da visualização em microscópio de imunofluorescência  da amostra 

de A. baumannii ATCC 19606 mini-BAL e corada com DAPI. 

 

Entretanto a imagem (B) demonstrada na figura 2 apresenta uma amostra de 

mini-BAL sabidamente positiva em cultura quantitativa para A. baumannii, nota-se que 

houve a perfeita coloração com DAPI, porém não é possível fazer contagem de 

bactérias por campo na lâmina e nota-se a presença de aglomerados ou de células 

bacterianas ou ainda debris celulares, não sendo possível estabelecer esta distinção com 

certeza.  

Uma amostra de mini-BAL sabidamente positiva em cultura quantitativa foi 

testada com DAPI em (A) e com sonda especifica para A. baumannii ABA1212 em (B), 

como demonstrada na figura 2, observou-se que não houve uma completa dispersão da 

amostra na lâmina, formando sempre aglomerados o que dificultou a contagem total das 

bactérias por campo. Obtivemos uma boa coloração da amostra com DAPI, porém a 

hibridização da amostra com uso da sonda notou-se a emissão de fluorescência de 

pontos que não condiz com a morfologia observada no controle positivo presente na 

figura 1, não sendo possível estabelecer um padrão confiável com os resultados de 

fluorescência obtidos pela sonda ABA 1212.   

 

 

 

A B 
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Figura 2. Visualização da técnica de FISH em amostras de mini-BAL coradas em (A) 

com DAPI e em (B) utilizando a sonda ABA1212. 

  

10.6. Padronização da técnica de Amplificação Isotérmica mediada por Loop 

(LAMP) 

No presente estudo, a técnica de LAMP, foi também proposta para se detectar a 

presença de A. baumannii diretamente do mini-BAL e, paralelamente, buscou-se ainda, 

padronizar a pesquisa de alguns genes de resistência pela mesma metodologia. 

Inicialmente essa técnica foi empregada diretamente nas amostras de mini-BAL, 

com testes com algumas metodologias de tratamento da amostra, como uso de sonicador 

e vários protocolos de extração de DNA, porém não se obteve sucesso por essa via, o 

resultado da amplificação não condizia ao que era esperado pela técnica. Portanto todo o 

processo de padronização da técnica se deu utilizando DNA extraído a partir de colônias 

oriundas de cultura quantitativa. 

O DNA das 44 amostras bacterianas isoladas em cultura demonstrada em (Tabela 

4) foram testadas frente aos seguintes iniciadores da região ITS (Figura 3). Houve uma 

perfeita amplificação da amostra controle positivo A. baumannii ATCC 19606, frente às 

amostras de A. baumannii isoladas do mini-BAL, sendo a temperatura de 60 °C por 45 

minutos a mais adequada para amplificação. Porém houve quatro amplificações 

inespecíficas entre as amostras testadas como demonstrada na figura 3, o que tornou a 

detecção do A. baumannii por este iniciador não confiável. 

Esse comentário já é discussão 

 

 

Figura 3- Resultado da amplificação da região ITS pela técnica de LAMP em gel de 

agarose a 1% sendo as amostras de (1 a 6) A. baumannii, (7) Staphylococcus aureus, (8) 
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Serratia marcescens, (9) Staphylococcus hominis (10, 11) Stenotrophomonas 

maltophilia, (12) Klebsiella pneumoniae, (13, 14) Pseudomonas aeruginosa     

  

  O gene blaOxa-51  foi utilizado como marcador espécie-específico para detecção e 

identificação de A. baumannii demonstrado na figura 4, houve uma perfeita amplificação 

de acordo com que era esperado pela técnica sendo a melhor condição de  amplificação 

testada foi à temperatura de 63º C por 50 minutos. Porém houve duas amplificações 

inespecíficas como demonstrado na figura 4, que deixaram a detecção do A. baumannii por 

este iniciador questionável.   
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Figura 4- Resultado da amplificação blaoxa51 pela técnica de  LAMP sendo as amostras 

de (1 a 7) Acinetobacter baumannii, (8) Staphylococcus aureus, (9) Serratia 

marcescens, (10) Staphylococcus hominis , (11,12 )  Stenotrophomonas maltophilia, 13 

Klebsiella pnemoniae.  

 

A detecção do gene blaKPC-2 pela técnica de LAMP (Figura 5) foi comparada 

com amplificação do genes por PCR convencional, a temperatura padronizada para 

amplificação do LAMP foi de 60º C por 45 minutos. Em relação aos resultados obtidos 

por LAMP houve amplificação de todas as 43 amostras testadas demonstrando como 

positivas para esse gene, em comparação com os resultados obtidos em PCR 

convencional não houve concordância entre os testes, tornando os resultados obtidos por 

LAMP, não confiáveis.    

 

Figura 5- Resultado da amplificação blaKPC-2 pela técnica de  LAMP sendo as amostras 

de  (1 a 6)  Staphylococcus aureus, de (7, 8)  Enterococcus faecalis, (9,10)  

Enterococcus faecium,  (11 a 13)  Pseudomonas aeruginosa ,  (14 e 15) Klebisiella 

pneumoniae.   

   Em relação ao gene blaNDM-1  obtive-se uma excelente padronização da técnica 
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resultado no II artigo presente no anexo deste trabalho. Houve uma perfeita correlação 

entre os resultados obtidos pela técnica de LAMP com a técnica padrão ouro a PCR 

convencional Figura 6 

 

 

Figura 6– Imagem representativa da comparação das técnicas de LAMP e PCR 

convencional.  Em (A) PCR convencional do gene blaNDM-1 (B) Técnica de LAMP para 

o gene blaNDM-1. CN-controle negativo; CP-controle positivo; 1- amostra de 

K.pneumoniae; 2- amostra de Providencia stuartii.  

Em relação aos produtos amplificados por LAMP, algumas metodologias foram 

testadas. Em relação a utilização da eletroforese em gel de agarose foi a melhor 

metodologia testada, o resultado obtido apresentou-se da forma característica da técnica, 

com a presença de um fragmentado de diversas bandas. 

Outra maneira de se observar os resultados da amplificação pela técnica de 

LAMP, foi através da coloração Hidroxinaftol Blue que é acrescentado antes do 

processo de amplificação. Conforme demonstrado na figura 7, não houve diferença 

colorimétrica entre as amostras testadas quanto estas comparadas aos controles positivo 

e negativo usados, tornando os resultados visualizados com a metodologia questionável.   
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Figura 7- Resultado do teste com o corante Hidronaftol Blue para amostras de blaNDM-1 

utilizando a  técnica de LAMP. 
 

Sobre o uso de um intercalante de DNA, usamos o SYBR Green sendo este outra 

alternativa para a leitura dos resultados de LAMP (TAO et al., 2011). A adição do SYBR 

Green se dá após a reação de amplificação, sendo a leitura do resultado visualizado sob 

luz UV, quando positivo há emissão de fluorescência (PARIDA et al., 2008). 

Os resultados do uso do SYBR Green foram demonstrados na figura 8, houve 

uma distinção entre as amostras negativas e positivas, porém entre as amostras 

apresentadas nos tubos de 1 a 12 há amostras negativas o que não foi visualizado entre 

as amostras testadas, pois houve visualização da emissão de fluorescência entre os todos 

os tubos, tornando o resultado obtido não discriminativo. 

  

 

Figura 8 - Resultado do teste com o intercalante SYBR®Green visualizado em luz UV, 

com produto amplificado diluído 1: 100 em DMSO, para amostras de blaNDM-1  pela  

técnica de LAMP. 

 

 

10.7. Detecção das variantes da OXA-51( Artigo 1) 

10.7.1. Análises genotípicas 

 
Após identificação fenotípicas das amostras de A. baumannii recuperadas no mini-

BAL, todas as oito amostras foram confirmadas geneticamente utilizando o marcador 

espécie especifico blaOxa-51, utilizando iniciadores e metodologia descrita por Woodford 

(2006). (Figura 9). Cujo resultado demonstrou que todas as oito amostras analisadas pelo 

método eram sugestivas de A. baumannii, o que foi confirmado através de sequenciamento 
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de todas as amostras e análise dos resultados obtidos as sequências depositadas no 

GenBank do NCBI   .  

  

 
      Figura 9. Resultado da analise genotípica demonstrada em gel de agarose para 

confirmação da identificação das amostras de A. baumannii. 

 

10.7.2.  Detecção de genes de OXA β-lactamases nas amostras de A. baumannii  

              Houve uma prevalência de 85% da blaOXA-23 nas amostras oito amostras avaliadas  

100% apresentaram o blaOXA-51 , e duas amostras apresentaram o blaOXA-143 . Nenhuma das 

amostras analisadas apresentou a OXA-24, OXA-58.  Tabela 5.    

 

    10.7.3.  Detecção de outros genes de carbapenemases em A. baumannii 

             As oito amostras de A. baumannii foram testadas quanto à presença de outras 

carbapenemases como NDM, SPM, IMP, VIM, KPC e OXA-48 circulando no território 

brasileiro, porém não foi detectada entre as amostras analisadas a presença de nenhuma 

destas.  

10.7.4. Detecção de genes variantes de blaOXA-51 em A. baumannii  

As variantes da blaOXA-51 foram identificados usando duas metodologias Heritier e 

colaboradores. (2005) e Pournaras e colaboradores. (2014).  Os resultados do material 

amplificado (Figura 10) foi sequenciado e comparados as sequências depositadas no 

GeneBank. Foi verificada a presença de quatro variantes ou subgrupo da OXA-51, sendo 

elas OXA-69, OXA-132, OXA-64, OXA-65. Tabela 5.   
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      Figura 10- Resultado de Gel de agarose em eletroforese para amostras de Acinetobacter 

baumannii para variantes blaOxa-51 segundo a metodologia de Pournaras e colaboradores 

2014).   

 

10.7.5. Eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

 As amostras foram caracterizadas quanto ao polimorfismo genético pela técnica de 

PFGE, sendo possível identificar seis genótipos diferentes (amostras: 10, 26, 14, 34, 35) 

com perfis de similaridade variando entre (64,4% a 73%); sendo um genótipo (5 e 9) 

altamente relacionáveis com  perfil de (97,1%) de similaridade entre  eles (Figura 11). 

 

 

      Figura 11- Tipagem de A. baumannii por eletroforese em campo pulsado (Pulsed field), 

após  digestão do DNA cromossômico com endonuclease de restrição ApaI. 
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10.7.6. Análise por Multilocus Sequence Typing (MLST) 

     As sequências dos (STs) encontrados no MLST foram analisadas e comparadas com 

aquelas já existentes no website. As amostras 5, 9 e 10 apresentaram o ST1 

correspondente ao complexo clonal CC1; a amostra 14 apresentou o ST188 

correspondente a um Singleton; a amostra 26 apresentou o ST113 pertencente ao 

complexo clonal CC25; a amostra 35 mostrou o ST15

pertencente ao complexo clonal CC15; e a amostra 34 apresentou o ST79 pertencente ao 

complexo clonal CC79. (Tabela 5). 

                 

 

 

Tabela 5- Resultado da analise de multilocus sequence typing (MLST) e variantes da  

OXA-51 em amostras de Acinetobacter baumannii.  

 

10.8. Comparação da especificidade e sensibilidade das três gerações de PCR  

10.8.1. Analise da sensibilidade analítica das três gerações de PCR. 

 Através da diluição seriada na escala de 10 das amostras de A. baumannii ATCC 

19606, determinamos a da sensibilidade analítica das técnicas, sendo para PCR 

convencional de 103 d equivalendo 1,02 ng/µl (Figura 12).
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Figura 12 - Resultado da eletroforese em PCR convencional para alvo blaOXA-51  

 

   Em relação aos resultados obtidos para qPCR usando SYBR®Green, o limite de 

detecção da reação foi de 10-6  equivalendo  a (1,02 pg/µl).   O valor de R2 foi de 0,99 e a  

eficiência da reação foi de 97%. (Figura 13) 

 

Figura 13 - Curva de Melt da qPCR usando SYBR®Green, da amostra de A. baumannii  

ATCC 10906 .  

 

 A TaqMan apresentou um limite de detecção 10-6  equivalendo  a (1,02 pg/µl). O 

valor de R2 foi de 0,95 e a eficiência da reação foi de 87% (Figura 14).  
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Figura 14 - Curva de Melt da qPCR usando TaqMan®, da amostra de A. baumannii  

ATCC 10906. 

 

  Em relação aos resultados da ddPCR, o limite de detecção foi o mesmo obtido nas 

análises da qPCR de 10-6 (1,02 pg/µl) (Figura15). 

 

Figura 15- Curva de amplificação das dPCR, demonstrando a sensibilidade analítica da 

diluição das amostras de A. baumannii  ATCC 19606 na escala de 10. Em X estão 

demonstrados os valores da diluição de DNA na escala de 10, sendo 1 (10-2 até 10-6) e os 

números de eventos,  em Y os de amplitudes de emissão de  fluorescência.   

 

10.8.2. Analise da especificidade analítica das três gerações de PCR. 

 A técnica de PCR convencional e TaqMan demonstrou uma excelente 

especificidade frente ao alvo testado, não foi detectado nenhuma amplificação 
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inespecífica. Entretanto em relação ao SYBR®Green detectamos cinco amplificações 

inespecíficas como demonstrado na figura 16.   

 

Figura 16- Curva de Melt da  qPCR usando SYBR®Green para painel de bactérias de 

referência. 

 

 A especificidade da ddPCR demonstrou excelente, houve somente duas gotas 

positivas para as amostras de S. aureus, sendo estas estatisticamente insignificantes. 

(Figura 17) 

 

 

Figura 17– Resultado da especificidade analítica da dPCR usando um painel de 

bactérias.A4-B4: Staphylococcus aureus, C4-D4: Pseudomonas aeruginosa, E4-F4: 

Klebsiella pneumoniae, G04-H04: Escherichia coli, A5-B5: Enterococcus faecalis, D05: 



59  

Klebsiella oxytoca, E05-F05: Enterococcus faecium, G05-H05: Staphylococcus 

epidermidis BO1-HO1: Controle Positivo A. baumannii  ATCC 19606.  

 

10.8.3. Quantificação e amplificação das 44 amostras de mini-BAL  

 

 A amplificação direto das 44 amostras de mini-BAL, por PCR convencional foi 

comparada aos resultados positivos para A. baumannii em cultura quantitativa e para as 

informações sobre colonização da microbiota da pele recuperadas dos prontuários dos 

pacientes. Houve uma correlação de 75% entre os resultados da PCR e cultura 

quantitativa (Figura 18). Detectou-se Tb duas amplificações amostras 41 e 50, estes 

pacientes são negativos para cultura quantitativa, porém são positivos para colonização de 

pele e mucosas para A. baumannii.      

 

Figura 18 – Resultado da eletroforese em gel de agarose dos espécimes clínicos de lavado 

broncoalveolar  

 

    A quantificação das 44 amostras de mini-BAL por qPCR usando SYBR®Green, 

devida a baixa especificidade a quantificação encontrada se torna questionável, porém foi  

usada a nível de comparação qualitativa entre as técnicas como demonstrada na tabela 6. 

 A quantificação realizada usando TaqMan® encontrou-se algumas divergências 

principalmente entre as amostras negativas em cultura quantitativa para A. baumannii , 

como demonstrado na tabela 6. 

          Os resultados da quantificação por ddPCR, se mostraram mais próximos dos 

resultados obtidos em cultura quantitativa, podendo inferir uma comparação entre os 

resultados obtidos (Tabela 6). 



60  

    PCR convencional  SYBR®Green  SYBR®Green  TaqMan ™ TaqMan ™ dPCR  dPCR 

Amostras  Resultado microbiológico  Contagem de UFC em cultura  
Resultado da 
eletroforese Média entre os Ct  Nº de cópias por µl Média entre os Ct Nº de cópias por µl Quantidade de gotas positivas  Nº de cópias por µl 

1 Negativo     28,08   38.8 117 0 0 

2 Negativo     32,21   38.65 128 0 0 

3 Negativo     29,9   39,2 91 0 0 

4 Negativo     29,1   39,5 75 6 0,6 

5 
Colonizado/Cultura 

positiva 40 colônias    28,95   38,4 149 0 0 

6 Negativo     30,7   40,42 42 0 0 

7 Negativo     29,2   39,2 91 7 0,51 

8 Negativo     29,37   40,16 50 12 1,2 

9 
Colonizado/Cultura 

positiva incontáveis  Positivo  10,1 1x 106 27,3 1,4x105 1746 144 

10 
Colonizado/Cultura 

positiva incontáveis  Positivo  19,52 2x103 36,7 429 1027 78,3 

11 Negativo     28,98   37,9 204 4 0,2 

12 Negativo     28,8   40,3 46 0 0 

13 Negativo     30,87   39,23 89 0 0 

14 
Colonizado/Cultura 

positiva 100 colônias  Positivo  25,62 2,8x101 29,5 3,7x104 255 35,3 

15 Negativo     30,41   39,6 71 0 0 

16 Negativo     34,19   40,1 52 0 0 

17 Negativo     31,66   40,12 51 11 1,8 

18 colonizado     29,76   38,93 108 21 0,9 

19 Negativo     37,9   40,05 54 0 0 

20 Negativo     30,01   39,02 102 31 1,9 

21 Negativo     30,03   39,09 97 0 0 

22 Negativo     30,88   39,53 74 21 0 

23 Negativo     28,97   36,45 501 21 0,62 

24 Negativo     29,46   40,43 42 0 0 
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25 Negativo     29,98   39,37 82 0 0 

26 Cultura positiva  incontáveis  Positivo  10,08 1x106 33,26 3,6x103 540 26,5 

27 Negativo     29,09   37 356 4 0,34 

28 Negativo     27,92   33,8 2,5x103 12 1,23 

29 Negativo     30,5   44,9   0 0 

30 Colonizado      29,84   34,6 1,5x103 6 0,29 

31 Colonizado     30,33   31,9 8x103 115 6,11 

32 Negativo     30,22   39,06 99 0 0 

33 Negativo     28,85   37,8 217 0 0 

34 
Colonizado/Cultura 

positiva 200 colônias  Positivo  23,3 1x102 32,8 4,8x103 727 71,4 

35 
Colonizado/Cultura 

positiva  79 colônias    30,02   30,03 2,6x104 89 8,5 

36 Negativo     30,37   38,49 141 0 0 

37 Negativo     28,51   34,89 1x103 16 1 

38 Negativo     31,12   38,63 130 0 0 

39 Colonizado     28,33   37,35 287 19 1 

40 Colonizado      28,45   35,49 908 39 2,6 

41 Colonizado    Positivo 28,42   34,64 1x103 408 26,5 

45 Negativo     23,55 1x 102 39,4 80 0 0 

48 
Colonizado/Cultura 

positiva 135 colônias  Positivo  29,15   35,9 704 433 27,6 

50 Colonizado    Positivo  21,27 5x102 38,4 149 87 6,9 

 

 

 

 

 



62  

11. Discussão  

Em um ano e nove meses de coleta, 44 pacientes foram avaliados nesse estudo, 

sendo que 32 (72%) apresentaram suspeita de PAV do ponto de vista clínico, no 

momento de sua inclusão e 20 (45,5%) vieram a óbito durante o período de internação 

hospitalar. De acordo com a literatura, casos de pneumonia nosocomiais estão 

associados à ventilação mecânica (VM) em 86% dos casos, com letalidade, variando de 

33% a 71%, e a relação os índices de mortalidade podendo atingir 55% (BORK et al., 

2015, LAN et al., 2016), dados que corrobora com os resultados obtidos.  

Em relação aos resultados microbiológicos do mini-BAL, o A. baumannii 

destacou-se como o micro-organismo mais prevalente, sendo isolado de oito (18,2%) 

espécimes clínicos. Outros autores também relatam a espécie A. baumannii como 

principal agente etiológico de PAV na Índia (MATHAI et al., 2012), na Espanha 

(LÓPEZ-CORTÉS; RODRIGUEZ BAÑO, 2014) e no Brasil (CASERTA et.al.,    2012; 

RESENDE et al., 2013). O segundo micro-organismo mais recuperado dos espécimes  

avaliados foram S. aureus (15,9%), seguido por P. aeruginosa (13,6%), K. pneumoniae 

(6,8%) e Enterobacter cloacae (4,5%). 

          Os resultados dos testes de suscetibilidade a antimicrobianos realizadas nas oito 

amostras de A. baumannii pelo sistema VITEK
® 

II mostraram que todas as amostras 

foram resistentes a todas as classes de cefalosporinas, às fluoroquinolonas e aos 

carbapenêmicos testados, apresentando sensibilidade somente à polimixina B testada 

através do Etest
®

. As altas taxas de resistência aos carbapenêmicos registradas em 

amostras de A. baumannii apresentam um grande desafio terapêutico da atualidade para 

tratamento de infecção causada por esse agente, especialmente porque estão associados a 

elevadas taxas de mortalidade e aumento da permanência hospitalar (SOUDEIHA et al., 

2017). Além disso, a falta de antimicrobianos efetivos contra amostras de A. baumannii 

MDR levou à reutilização da polimixina B e E nos últimos anos, mesmo estes 

apresentando maior risco de toxicidade (BUSTIN et al., 2009; NEONAKIS et al., 2011). 

O uso de antimicrobianos, de forma inadequada ou indiscriminada, foi relacionado ao 

agravamento de casos de PAV em dois estudos realizados por Rocha e colaboradores 

(2008) e, Silva e colaboradores (2011), mostrando que entre 35% a 48% dos pacientes 

que desenvolveram esta infecção receberam antibioticoterapia empírica inadequada para o 

agente etiológico envolvido, o que reforça a necessidade de estudos de otimização no 

diagnóstico microbiológico dessa infecção. 

Na população de amostra de A. baumannii avaliadas nesse trabalho observamos 
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a presença das oxacilinases blaOXA23  em 86% das amostras e blaOXA143 em duas 

amostras. Esses resultados corroboram com diversos relatos de surtos por A. baumannii 

envolvidos com infecções dentro do território brasileiro. Provavelmente isso se deve à 

capacidade de transferência horizontal de elementos genéticos móveis frequentes nesta 

bactéria (LEE et al., 2017). No Brasil, a primeira descrição de A. baumannii resistente a 

carbapenêmicos foi em 2003, em oito amostras produtoras de OXA-23 (DALLA-

COSTA et al, 2003). A partir de então, observa-se o relato de amostras clínicas de A. 

baumannii carreadoras do gene blaOXA-23 em várias regiões do Brasil (CARVALHO et 

al., 2009; FIGUEIREDO et al, 2009; MARTINS et al., 2014; CHAGAS et al., 2014, 

CAMARGO et al., 2015). A ocorrência de blaOXA143-like, inclusive em combinação 

com o gene blaOXA-23-like, foi observada entre as amostras, indicando a capacidade de 

acumular determinantes de resistência, sendo atualmente o blaOXA143-like encontrado 

apenas em território brasileiro (CAMARGO et al., 2015, LEE et al., 2017). 

O estudo do polimorfismo genético pela técnica de PFGE identificou um grande 

polimorfismo entre as amostras de A. baumannii avaliadas, este fato se torna 

interessante pela ocorrência de seis genótipos diferentes, em um período curto de coleta 

e em um ambiente tão restrito à entrada e à saída de pessoas. Estes dados foram 

reforçados com os achados do MLST cuja as sequências analisadas buscam explorar as 

relações entre as linhagens já que, por exemplo, a recombinação pode ocorrer 

frequentemente em muitas espécies de micro-organismos e o uso destes programas tem 

um impacto evidente na capacidade de discernir a verdadeira relação entre estas e a 

disseminação mundial de clones (TAVANTI et al., 2005).  

 Os grupos de genótipos relacionados são geralmente referidos como um 

complexo clonal e é definido como o agrupamento dos Sequencias Tipo (STs) de uma 

população que compartilha a igualdade dos seus genótipos estudados, inferindo qual é o 

ST “fundador ou ancestral” de cada complexo (BOUGNOUX et al., 2002; TAVANTI et 

al., 2005, CHOWDHARY et al., 2006, ODDS, JACOBSEN, 2008). 

Portanto após a análise das sequências dos alelos (STs) obtidas, verificamos a 

presença de quatro complexos clonais distintos e um Singleton, sendo que (n=3/7) 

apresentaram o ST1 correspondente ao complexo clonal (CC1).  Existem três clones  de 

A. baumannii epidêmicos, comumente referidos como clones internacionais 

correspondentes ao Complexo Clonal I, II e III respectivamente CC1, CC2 e CC3, estes 

são responsáveis por surtos hospitalares e têm sido identificadas por todo  o mundo, 

sendo considerados atualmente os CC1 e CC2 como os maiores complexos clonais 
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registrados para A. baumannii (SUNG, 2012; KANAMORI et al., 2015). Observou-se 

também a ocorrência de um CC emergente, o CC25 em associação com o blaOXA-23  

(CHAGAS  et al., 2014; CARMARGO et al., 2015). Pournaras et al.(2014) cita a 

variante de blaOXA-51 a blaOXA-64 em associação CC25, dados também encontrados em 

nosso estudo. ST25 é o fundador do CC25 que também é um clone emergente na 

Europa, Ásia, África e EUA (RAFEI et al., 2015). Segundo Karah et al .(2015), em 

adição à sua grande resistência aos antimicrobianos, as amostras classificadas como 

CC25 demonstram a capacidade de formar biofilmes em superfícies abióticas, e aderir 

às células epiteliais pulmonares dos  alvéolos. O ST113 já foi descrito em amostras 

isoladas nos USA, China (site do Instituto Pausteur) e na África entre (2009 a 2010) 

(REVATHI et al., 2013), Já a amostra n=14/ ST188 correspondente a um Singleton, que 

são STs que ainda não têm o número de inclusões suficientes para formar um complexo 

clonal (RAYANE et al., 2104), no WEB SITE do instituto aparecem apenas duas 

inclusões de amostras, uma pertencentes ao Brasil e a outra do Japão, sendo este um 

dados epidemiológico interessante sobre este clone distinto.  

Juntamente com as análises de polimorfismos a presença de quatro variantes da 

OXA-51. Os genes do tipo OXA-51 são onipresentes em A. baumannii, qualquer 

adaptação evolutiva nesta família, aumentará a atividade contra carbapenêmicos e a 

outras classes de antimicrobianos (Pounaras et al., 2015).  Segundo estudo realizado por 

June e colaboradores (2016), eles demonstraram que estas variantes possuem 

substituições do sítio ativo, e que algumas destas aumentam a atividade hidrolítica em 

relação aos antimicrobianos (June et al., 2016). Não se sabe ao certo se são substituições 

ou mutações, porém os trabalhos publicados demonstram que o aparecimento destas 

variantes está associada a clínicas de A. baumannii, e que podem estar coligadas a um 

mecanismo de adaptação da espécie que sofreu pressão seletiva impulsionada pelo uso 

excessivo de carbapenêmicos que ocorreu principalmente na ultima década (Schroder et 

al 2016).  

Em relação à avaliação pela técnica de FISH, houve uma perfeita visualização 

das células marcadas com o corante DAPI, porém não foi possível estabelecer uma 

correlação entre as células que hibridizaram com o DAPI e as sondas específicas usadas 

para detectar A. baumannii. Alguns fatores podem explicar este insucesso como: A 

questão da inacessibilidade da região alvo à sonda que esta intrinsecamente ligada à fase 

de fixação da amostra interferindo na qualidade do sinal de fluorescência que é 

considerada um dos principais complicadores para a aplicação de FISH; uma 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Revathi%20G%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=24176550
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permeabilização abaixo da ideal pode resultar em um baixo sinal; já uma 

permeabilização excessiva pode ocasionar a lise e perda de conteúdo celular (LAWSON 

et al., 2011). Moter; Gobel (2000) citaram que, apesar da alta especificidade e 

sensibilidade dessa técnica, podem ocorrer erros, levando a resultados equivocados. O 

principal problema de resultados falso-positivos ocorre nos casos em que os micro-

organismos ou substâncias alvos são autofluorescentes, tecidos contendo elastina e 

colágeno, como também eritrócitos ou eosinófilos, podem apresentar certa 

autofluorescência, conteúdos estes pertencentes à amostra analisada o mini-BAL, que 

podem explicar a detecção de falsos positivos. 

A técnica de LAMP vem sendo utilizada como ferramenta para diagnóstico em 

várias doenças juntamente com a detecção de genes de resistência e para identificação 

de diversos micro-organismos, como Leishmania (KHAN et al., 2012), Toxoplasma 

gondii (KONG et al., 2012) e Plasmodium vivax (TAO et al., 2011), incluindo os 

subtipos de influenza A H1N1 (NAKAUCHI et al., 2011), o vírus H5N1 (DINH et al., 

2011), H7N9 (NAKAUCHI   et al., 2014), bem como Mycoplasma pneumoniae 

(GOTOH et al., 2013), Mycobacterium tuberculosis (KUMAR et al., 2014), 

Coronavírus vírus (POON et al., 2004) e vírus da imunodeficiência humana (ZENG et 

al., 2014), A. baumannii (CHENG et al., 2014; KIM et al., 2016). Neste estudo houve 

sucesso na padronização da técnica para detecção do gene blaNDM-1. 

A New Deli metalo-beta-lactamase (NDM-1), foi descrita em 2009 em K. 

pneumoniae, é um novo tipo de metalo-beta-lactamase (MβL) pertencente a classe B  

Ambler (YONG et al., 2009). NMD-1 foi pesquisada dentre os 44 micro-organismos 

isolados em mini-BAL por LAMP e seus resultados de amplificação foram 

correlacionados com os encontros em PCR, houve 100% de acurácia entre as duas 

técnicas, reafirmado que é uma técnica de detecção rápida e eficaz.  A metodologia de 

LAMP apresenta diversas vantagens dentre as quais: a rapidez e facilidade na sua 

execução; a possibilidade de visualização do resultado por várias metodologias e a 

possibilidade de fazer a amplificação do DNA sem o uso dos termocicladores com uso 

de banho seco (NAGAMINE et al., 2002; YONEYAMA et al., 2007; MORI & 

NOTOMI, 2009).  

Infelizmente para os outros iniciadores testados através da técnica de LAMP 

não houve sucesso na padronização da técnica, acredita-se que este insucesso seja 

devido aos iniciadores usados sendo necessário novos ajuste nestes, tendo que houve 

sucesso na padronização para o  blaNDM-1. 

Existem outras metodologias para visualização dos resultados de LAMP que 
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foram testadas neste estudo. O Hidroxinaftol Blue  (HNB) é um reagente colorimétrico 

para íons de metais alcalinos terrosos. Na reação de LAMP, o HNB reage com os íons 

magnésio mudando a cor da reação de violeta (negativos) para azul (positivos) (GOTO 

et al., 2009). Como o HNB é colocado antes de ocorrer à reação de amplificação, reduz 

a possibilidade de contaminação devido a elevada quantidade de cópias obtidas após a 

reação (NJIRU et al., 2008). Porém não foi possível visualizar diferenças no padrão 

colorimétrico nas amostras, mesmo depois de fazer adequações em todo o protocolo 

utilizado diferentes quantidade de reagente por amostra ou aumento no tempo de 

corrida. Outra forma de observar os resultados de LAMP consiste na utilização de 

corantes fluorescentes intercalantes de DNA, como SYBR Green (TAO et al., 2011). 

Com o uso do SYBR Green, através da visualização em UV, não houve correlação dos 

resultados encontrados em gel de Agarose com o emprego do intercalante, sendo a 

melhor metodologia para visualização dos resultados da técnica avaliada neste estudo, 

foi à corrida eletroforética com uso do gel de agarose a 1%.    

Em todo o mundo, os métodos moleculares estão entre as técnicas de diagnóstico 

mais utilizado no contexto da pesquisa científica, porém ainda pouco empregados na 

rotina hospitalar (YEUNG et al., 2015). A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

torna-se uma técnica de grande praticidade, devido à possibilidade de ser realizada em 

diversos tipos de material biológico, como tecidos, sangue, fluidos corporais 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Outra vantagem é a possibilidade de detecção do 

DNA mesmo quando este se apresenta em quantidades mínimas nas amostras analisadas 

(SOUSA et al., 2016). Diversos estudos demonstraram que a sensibilidade e 

especificidade desta técnica apresentam variações significativas, ocasionadas 

principalmente pelo iniciador direcionado a diferentes alvos moleculares, número de 

ciclos empregados na reação, métodos de extração do DNA e origem do material 

biológico (LAUCHAUD et al. 2002; BANETH 2008; MAIA et al., 2010; SOLANO-

GALLEGO et al., 2009; SILVA et al., 2015). 

Avaliou-se neste estudo a sensibilidade e especificidade das três gerações de PCR, 

de 1º geração (convencional), a de 2º geração (Real time ou qPCR) usando SYBR® Green e 

TaqMan®, e a de 3º Geração (droplet digital ou ddPCR), na detecção de Acinetobacter 

baumannii diretamente do espécime clínico de lavado bronco alveolar. 

A avaliação da PCR convencional foi muito interessante, a técnica demonstrou uma 

boa sensibilidade e especificidade frente ao alvo testado. Sobre a amplificação das 44 

espécimes de mini-BAL, houve uma correspondência de 75% com a cultura quantitativa e 
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duas amplificações amostra 41 e 50, ambas pertencentes a pacientes que estavam 

colonizados na pele e mucosas por A. baumannii no momento da coleta do mini-BAL, 

possivelmente detectamos o DNA de bactérias não viáveis com a técnica, uma vez que 

estas não cresceram em cultura quantitativa. Uma das desvantagens da técnica de PCR 

convencional é ser somente qualitativa, representando um limitante em nossa avaliação, 

pois não permite diferenciar pacientes infectados dos colonizados (ALYAPKINA et al., 

2000). Mas como vantagem permite a detecção do DNA nos tecidos do hospedeiro, sem 

necessitar passar pela etapa do cultivo microbiológico, o que torna o diagnóstico mais 

rápido em aproximadamente de 4 horas (YOON et al., 1993).   

PCR de segunda geração ou qPCR foi desenvolvido em 1992 como um 

aprimoramento da PCR original criada por Kary Mullis e representa um avanço 

significativo para o diagnóstico de doenças infecciosas (YOUNG et al., 2009). O sistema é 

baseado no uso de corantes fluorescentes SYBR® Green ou sondas TaqMan®, que 

permitem o monitoramento do produto amplificado em tempo real (STRUELENS et al., 

2010). 

Sobre as análises realizadas em qPCR utilizando o SYBR®Green foi obtida uma boa 

eficiência da reação de 98%. Houve uma baixa especificidade da técnica, tornando a 

quantificação questionável, porém quando se compara os resultados da amplificação da 

PCR convencional com os valores quantificados por  SYBR®Green nota-se que houve um 

excelente correlação entre resultados. A baixa especificidade do SYBR®Green pode ser 

atribuída ao fato de este ser um agente intercalante do DNA, a detecção é monitorada 

através da intensidade de fluorescência ao longo dos ciclos, que pode ser uma das 

principais desvantagens do método, uma vez que o corante se intercala inespecificamente à 

dupla fita de DNA alvo ou em dímeros de primers, nas fases de anelamento e extensão da 

sequência alvo (HAAS et al., 2016). Há outra hipótese para as amplificações inespecíficas, 

podem ser resultado da (ineficiência dos iniciadores).   

           O TaqMan® utiliza uma sonda fluorescente para permite a detecção de um produto 

específico conforme este se acumula durante os ciclos da qPCR. Uma sonda é construída 

contendo um corante repórter fluorescente na extremidade 5´ e um Quencher (silenciador) 

na extremidade 3´. Enquanto a sonda está intacta, a proximidade do Quencher reduz 

bastante à fluorescência emitida pelo corante repórter através da transferência de energia 

por ressonância de fluorescência (FRET) através do espaço, utiliza uma sonda, específica 

para o gene de interesse, que é marcada com um fluoróforo repórter em uma extremidade e 

um fluoróforo “silenciador” (Quencher) na outra. Na forma íntegra, a transferência de 

energia fluorescente ocorre de forma que a emissão pelo repórter é absorvida pelo 
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Quencher (HAAS et al., 2016). Para o estudo optou-se em trabalhar com uma sonda com 

duplo Quencher a fim de aumentar a sensibilidade do método.    

 Observou-se que em relação à quantificação das amostras de mini-BAL usando 

TaqMan®. a técnica se mostrou extremamente sensível podendo detectar valores em 

pentagramas de DNA entre as amostras, porém notou-se uma discrepância entre os valores 

quantificados. Alguns autores discutem que além da curva-padrão, a utilização de um gene 

normalizador para análise quantitativa pela qPCR é de extrema importância para se obter 

resultados confiáveis (PFAFFL, 2004; WONG & MEDRANO, 2005; MA et al., 2006; 

BUSTIN, 2009).    

As análises realizadas na 3º geração de PCR a ddPCR a técnica se mostrou robusta, 

extremamente específica e muito sensível.  Sobre a quantificação absoluta das 44 amostras 

de mini-BAL, obteve-se uma excelente correlação entre os resultados 

qualitativos/quantitativos de cultura, inclusive nas amostras do mini-BAL que foram 

negativas em cultura quantitativa. As vantagem da ddPCR em comparação com a qPCR em 

tempo real incluiu a quantificação absoluta sem a necessidade da construção de curvas 

padrão, possui maior precisão, menor interferência a inibidores da reação como os 

encontrados em amostras biológicas, maior poder discriminatório e reprodutibilidade 

(YANG et al., 2017). 

Análises estatísticas dos resultados das três gerações de PCR se fazem necessários, 

para se afirmar com certeza a superioridade até o presente momento demonstrada pela 

terceira geração a ddPCR.  
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12. Sumário dos resultados e conclusão 

 

• No presente estudo foi identificado alto índice de amostras de A. baumannii 

multirresistentes a antimicrobianos, incluindo aos carbapenêmicos, fato que pode 

ser explicado pelo uso constante de antimicrobianos dessa classe nos esquemas 

terapêuticos adotados na instituição participante.  

• O baixo número de amostras de A. baumannii recuperados pode ser devido ao uso 

prévio de antimicrobianos de amplo espectro pela quase totalidade dos pacientes.  

• A elevada mortalidade entre os pacientes incluídos no estudo corrobora com a 

literatura e reforça a importância de uma precocidade no diagnóstico etiológico da 

PAV.  

•  Variantes do marcador utilizado (blaOXA-51), foram encontrados juntamente com 

suas inserções em quatro complexos clonais e um Singleton detectados pela técnica 

de MLST, sendo este um importante achado epidemiológico. 

• Sobre a avaliação da técnica de FISH, não houve concordância dos resultados de 

fluorescência dos controles positivos com as sondas utilizadas na hibridização, 

necessitando de novas adequações no protocolo.  

•  Os protocolos de LAMP, utilizando o gene blaOXA-51, blaKPC-2, apresentaram 

resultados falso-positivos, mesmo após adequações nos mesmos e de testes com 

outros iniciadores. 

• A técnica de LAMP foi eficiente na pesquisa de blaNDM-1 por LAMP  concordando 

em 100% com os resultados da PCR convencional.  

 

• Foi observada uma boa acurácia para técnica de PCR convencional, quando 

comparada aos resultados da cultura quantitativa e uma boa especificidade ao alvo 

testado. 

 

• O SYBR® Green mostrou-se pouco especifico, frente ao painel de bactérias testados, 

tornando os valores quantificados questionáveis. 
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• O TaqMan®, demonstrou boa especificidade ao alvo testado, porém a quantificação 

das amostras de mini-BAL necessita-se de um gene normalizador na reação afim de 

verificar alguma mudança nos valores quantificados. 

 

• A ddPCR, demonstrou uma excelente especificidade e sensibilidade ao alvo testado 

em relação a quantificação absoluta das amostras de mini-BAL e os resultados da 

cultura quantitativa, sendo possível estabelecer distinção entre os valores 

encontrados em pacientes colonizados  por A. baumannii.    

 

   

 Através deste estudo verificou-se que não é necessário abandonar metodologias já 

consolidadas, reconhecidas como padrão ouro do diagnostico de PAV, como cultura 

quantitativa, mais juntamente com estes agregar métodos de diagnóstico acurados é que 

produzam um resultado confiável em poucas horas é extremamente válido. FISH apesar de 

ser uma técnica robusta, demonstrou não ser adequada para o espécime clínico analisado. 

LAMP demonstrou ser uma técnica sensível e especifica quando bem padronizada. Em 

relação a sensibilidade e especificidade das três gerações de PCR, obteve-se um resultado 

surpreendente com acurácia da PCR convencional quando estes resultados são 

correlacionados com a cultura quantitativa, demonstrou ser um boa ferramenta na detecção 

de A. baumannii em mini-BaL, com identificação do micro-organismo em 

aproximadamente quatro horas. A quantificação das amostras de mini-BAL pela ddPCR se 

mostrou superior aos da metodologia da qPCR, a técnica é nova porém vêm mostrando sua 

robustez, os resultados obtidos demonstraram que é uma técnica sensível e precisa e que 

sua aplicação como ferramenta de diagnóstico para detecção de micro-organismos 

causadores de PAV é aplicável, assim como a sua aplicabilidade para descalonamento da 

antibiótico terapia. Testes de validação do método se fazem necessário, porém com os 

resultados já obtidos se mostra extremante promissora para melhoria do prognóstico de 

pacientes com PAV.       
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ABSTRACT    

 

Background 

New Delhi Metallo-β-lactamase (NDM-1) is an enzyme emerging around the world conferring 

resistance to a wide range of β-lactams agents and whose early detection is extremely important. 
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We proposed to standardize the detection of the blaNDM-1 gene using the LOOP-mediated isothermal 

amplification technique (LAMP). 

Methods 

14 Gram negative bacterial strains isolated from patients presenting pneumonia associated to 

mechanical ventilation were used to the blaNDM-1 standardization by LAMP.  Klebsiella pneumoniae 

ATCC BAA-2473 and two clinical strains were used as a positive control. All results were 

compared to the reaction in Polymerase Chain Reaction (PCR), considered gold standard for this 

detection. 

Results 

There was an excellent correlation between the two techniques employed, since all measured 

clinical strains were negative in both employed tests and two clinical, and a reference strains were 

positive. 

Conclusions 

The lamp technique seems to be an excellent option for the rapid detection of blaNDM-1. The 

amplification time is much shorter than other molecular techniques, the PCR machine is not 

necessary, it is easy of implementation and costs is low.  

Keywords:  New Delhi metallo-b-lactamase1, loop-mediated isothermal amplification 

 

 

 

1. INTRODUCTION  

 

The New Delhi metallo-lactamase (NDM-1) gene encodes an enzyme that hydrolyzes and 

inactivates some drugs conferring resistance to a wide range of β-lactams, including penicillins, 

cephalosporins and carbapenems [1]. The gene is plasmidial, with its presence described in many 

bacteria of the family Enterobacteriaceae and non-fermenting Gram negative rods in most 

continents around the world, becoming an important public health problem worldwide due to its 

impact Clinical and economic [2,3]. Although the exact geographical origin and the precise moment 

for the appearance of the blaNDM-1 gene are unknown, the first clinical sample carrying this gene 

was recovered in 2009 from a Swedish patient who previously (2007) had an episode of 
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hospitalization in the city of New Delhi, India [4]. Subsequently Kumarasamy et al. [5] showed the 

presence of the blaNDM-1 gene in Enterobacteriaceae in India, Pakistan, the United States and the 

United Kingdom. Although highly sensitive molecular diagnostic methods have been proposed, 

they remain expensive and laborious and require technical training, as well as specific facilities and 

equipment, making it difficult to use them in routine hospital clinical laboratories [6,7]. Loop-

mediated isothermal amplification (LAMP) is a new technique for the specific amplification of 

nucleic acids [8].LAMP overcomes some of the drawbacks and limitations of PCR and has been 

widely used in the diagnostic testing of infectious agents. The method is very specific due to the use 

of six primers that identify eight regions of the target sequence. The sensitivity of the method for 

detection of target sequences is 10 times higher than PCR. The reaction time of LAMP is shorter 

than PCR because LAMP is carried out isothermally (60-65°C) and the amplified product is 

observable without electrophoresis. In addition, LAMP is less expensive than other molecular 

diagnostic methods because it does not require a thermal cycler [9]. Therefore, in view of the 

epidemic relevance of the presence of blaNDM-1, the aim of this study was to standardize a rapid 

molecular diagnostic technique for this gene using the LAMP technique due to its low cost and easy 

execution. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Bacterial strains 

To evaluate the specificity of the LAMP assay for detecting blaNDM-1, a total of 14 bacterial 

strains isolated from bronchoalveolar lavage of patients with suspected pneumonia associated with 

mechanical ventilation. All strains included in this study were positive to different ß-lactamases 

genes, and it was previously evaluated for the blaNDM-1 presence by PCR (Table 1).  

The Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2473 and two clinical isolated strains, NDM-1 

producers (K.pneumoniae and Providencia stuartii), were used as positive controls. 

 

Table 1- Clinical bacteria isolated from patients with pneumonia associated to mechanical 
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ventilation used to LAMP evaluation and the conditions of PCR reactions. 

 

 

 

 

 

Bacterial species evaluated 

  

 

β-lactamases 

genes 

searched  

by PCR  

  

References used 

to  

β-lactamases 

PCR tests 

 

Detection of 

blaNDM-1 

 

PCR LAMP 

Acinetobacter baumannii blaOXA-51/23 
(Turton, 2006 10; 

Dalla, 2003)11 - - 

Enterococcus faecalis - 

(Dahl ,1999)12 

- - - 

Stenotrophomonas maltophilia blaKPC-2 (Jones, 2009)13 - - 

Acinetobacter baumannii blaOXA-51/143 
(Turton, 200610; 

Higgins, 2010) 14 - - 

Enterobacter cloacae blaKPC-2 (Jones, 2009)13 - - 

Escherichia coli blaKPC-2 (Jones, 2009)13 - - 

Klebsiella pneumoniae blaKPC-2 (Jones, 2009)13 - - 

Pseudomonas aeruginosa  blaKPC-2 (Jones, 2009)13 - - 

Klebsiella pneumoniae blaKPC-2 (Jones, 2009)13 - - 

Acinetobacter baumannii blaOXA-51 (Turton, 2006) 10 - - 

Acinetobacter baumannii blaOXA-51/23 
(Turton, 2006 10; 

Dalla, 2003)11    - - 

Acinetobacter baumannii blaOXA-51/143 
(Dalla, 200311 

;Higgins, 2010)14    - - 

Acinetobacter baumannii blaOXA-51 (Turton, 2006) 10 - - 

Acinetobacter baumannii blaOXA-23 (Dalla, 2003)11    - - 

Klebsiella pneumoniae blaNDM-1 (Pak, 2015)15 ₊ ₊ 

Providencia stuartii  blaNDM-1 (Pak, 2015)15 ₊ ₊ 

  

 

   

 

2.2. LAMP assay 

The LAMP reaction was carried out using Kit Bst 2.0 DNA Polymerase (BioLabs, New 

https://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/s40064-016-2870-5#CR12
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England) in a 25µl volume reaction [8, 16]. The reaction mixture contained a set of 6 primers, viz., 

2 inner primers (FIP and BIP, 50 pmol of each), 2 outer primers (F3 and B3, 50 pmol of each), and 

2 outer primers on a loop primer (LB, LF 50 pmol), which would accelerate the LAMP reaction; the 

mixture contained 2.5 µl of 10X buffer,1 µl of Bst DNA polymerase (8 units), 0.8 µl of FIB, 0.8 µl 

of BPI, 0.1 µl of F3, 0.1 µl of B3, 0.4 µl of LB, 0.4 µl of LF, 3.5 µl of dNTPs, 2 µl of MgCl2, 5.4 µl 

de milliQ water, and 4 µlof DNA template. The LAMP reaction was performed under isothermal 

conditions, at 60ºC, for 45 min and was then terminated at 80ºC for 5 min. 

2.3. Primer design 

Candidate LAMP primer sets were designed from the nucleotide sequences of blaNDM-1 

(GenBank accession numbers KX999121-1) using Primer Explorer V4 software 

(https://primerexplorer.jp/lamp4.0.0/index. html) (Table 2). 

Table 2. LAMP primers used in this study 

 

Assay Primer Sequence (5`-3`). 

bla-NDM-1 

BIP 

             

TCTGGGCGCTCTGGTCATCGTTTTTTCCAACGGTTIGATCGTCA 

FIP GAGATCAACCTGCCGGTCGCTTTTTCCATACCGCCCATCATCTTGT 

FP              ACCACCAGCACGCGGCCGCCATC 

LB GGTGACTCACGCGCATCAGG 

B3 CTTCCTATCTCGACATGCGG 

F3 GCATAAGTCGCAATCCCCG 

    

 

2.4. DNA extraction  

Total bacterial DNA was extracted by thermal lysis. For this, after growth in tryptic soy 

agar for 18 hours, the isolated bacterial colonies were inoculated into 200 μl of 1% Phosphate 

Buffered Saline (PBS) solution, homogenized and centrifuged at 4°C for 10 minutes; then, the 

supernatant was discarded and 200μl of 1% TE (1M Tris-HCl pH 8.0 1 ml) was added to the 

solution, which was boiled for 15 minutes and then centrifuged at 4°C for 15 minutes at 12,000 

rpm. This was the procedure reported buy Martins et al. [17] with modifications. 

2.5. Determination of the sensitivity of LAMP assay 

https://primerexplorer.jp/lamp4.0.0/index
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To determine the sensitivity of the blaNDM-1 positive LAMP assay for Klebsiella 

pneumoniae ATCC BAA-2473, serial dilutions of reference strain DNA were used (0.5 ng/μl, 5 

ng/μl, 50 ng/μl, and 500 ng/μl), as described previously. PCR amplification was performed to allow 

for sensitivity comparison, with a final volume of 25μl containing 12.5μl of master mix 

(Promega®), 1μl of forward primer and 1μl of reverse, 1μl of DNA and 9.5μM water; the running 

conditions were previously reported [18]. The products amplified by LAMP and PCR were 

electrophoresed on a 1% agarose gel, stained with gelRed and visualized under UV light.  

3. Results 

3.1. Conditions assessed for LAMP blaNDM-1 standardization  

We identified the optimal temperature for efficient LAMP-based amplification by 

incubating the reaction mixture at 60-69 ºC. Measurements showed that the optimal temperature for 

amplification was 60 ºC. It also analyzed the amplification time, 45 minutes being the best for the 

reactions. The final concentration of the reagents and other parameters used for the reaction are 

shown in section 2.2. 

3.2. Specificity of NDM-1 LAMP 

We evaluated the specificity of the LAMP assay for detecting blaNDM-1 producers by 

assessing its reactivity with strains producing other types of β-lactamase. As shown in Table 1, we 

observed that the LAMP assay specifically amplified DNA from NDM-1 producers, but not from 

any of other type of β-lactamase and the negative control (distilled water). The accuracy of this 

amplification was confirmed by sequencing the amplified products using the internal primers. The 

sequences obtained were identical to the expected nucleotide sequences from blaNDM-1. Thus, the 

assay was highly specific for detecting blaNDM-1. 

3.3. Sensitivity of NDM-1 LAMP 

The sensitivity of the LAMP assay for the detection of blaNDM-1 was determined. Through 

the serial dilutions test of DNA extracted from Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2473 cultures, 

the results were compared using PCR tests. The results showed that the LAMP assay is capable of 

detecting the target gene even from 5 ng/μl, whereas the PCR assay was able to amplify the gene 
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from 5 ng/μl. Thus, the LAMP assay demonstrated the same sensitivity as the gold standard 

technique, but with a much shorter amplification time (Figure 1). 

 

Figure 1. Representative images of agarose electrophoresis gel of PCR and LAMP reactions for 

blaNDM-1 evaluation.

 

(A) PCR for blaNDM-1 (B) LAMP for blaNDM-1. CN-negative control; CP-positive control; 1-

K.pneumoniae strain; 2-Providencia stuartii strain.  

 

 

DISCUSSION 

Since its discovery in 2008, New Delhi Metallo-β-lactamase-1(NDM-1)-producing 

Enterobacteriaceae has been spread globally, facilitated predominantly by intestinal colonization. It 

is believed that fecal-oral transmission plays an important role on it, by food, water and hand 

contamination [19]. Asian continent serves as the major reservoir of NDM producers, with around 

58.15% abundance of NDM-1 variant distributed mostly in China and India [20]. Europe shows 

around 16.8% of the total producers, with the maximum spread of NDM-1 variant in Bulgaria, 

Romania, Poland, France, Italy, Turkey, Germany, Greece, Serbia, London, Ukraine, Croatia, 

Azerbaijan and Ireland [20]. American continent shows around 10.8% abundance of the total NDM-
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1 producers as reported globally, of which subcontinent Brazil serves as the major reservoir [20].  

 In addition, the antimicrobial choice for NDM-1 positive bacteria is limited and requires a 

weighted risk and benefit analysis of the available agents [21]. NDM-1-producing microorganisms 

often carry other resistance enzymes including ESBL and AmpC β-lactamases, making the most of 

the available antibiotics inactive [13]. These findings confirmed the need for improvements in 

sanitary conditions such as a public health intervention, rapid diagnostic tests and easy execution 

[14]. 

The LAMP technique is considered as an excellent amplification and detection technology 

demonstrating many advantages when compared with traditional detection methods [22]. The 

LAMP assay is from 10 to 100 times more sensitive than PCR, with a detection limit of 10 copies, 

moreover with the DNA can be amplified 109-1010 time between 30 and 60 minutes, and can save 

up to 1 hour when compared to the PCR reaction [23]. Several authors confirm this increased 

sensitivity and advantages of LAMP. Zhao and colleagues optimized the Escherichia coli detection 

in food samples to 100 fg of DNA in 45 minutes as a detection limit. Xu et al. (2016) [24] used 

LAMP to detect methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated from 

bronchoalveolar lavage, demonstrating at least 10-fold greater sensitivity and detection time when 

purchased from PCR. 

In Brazil, New Delhi metallo-β-lactamase (NDM) was detected for the first time in 2013, in 

a Providencia rettgeri strain, in the south of the Country [25]. Since then several reports have been 

recorded in other states of Brazil, in different strains as Enterobacter hormaechei, Enterobacter 

cloacae, Morganella morganii, Escherichia coli  [26, 27, 28, 29]. However, this is not yet one of 

the most prevalent β-lactamase genes in Brazil [30]. 

The gold standard for the identification of carbapenemase producers and for the specific 

detection of blaNDM-1 are molecular techniques [13]. This study demonstrated the efficacy and 

sensitivity of using the LAMP technique for the detection of positive samples For NDM-1. When 

carbapenemase is suspected, PCR is the fastest way to detect these genes, with techniques such as 

real-time PCR and commercial DNA arrays (Check Points) being useful alternatives [31]. Although 
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these tests are specific and show high sensitivity, they depend on expensive equipment and 

expertise in analyzing the results. LAMP is a technique that can be performed without the use of 

thermocyclers, the amplification time is much shorter than other molecular techniques, with the 

benefit of not losing its sensitivity and specificity, low cost and easy execution can be an excellent 

epidemiological surveillance tool, especially in endemic countries. 
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