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RESUMO 

Introdução: O gênero Acinetobacter sp apresenta considerável heterogeneidade  possuindo 

inúmeras espécies. Atualmente, 23 espécies já foram nomeadas e nove outras espécies já 

foram descritas. Quatro destas espécies possuem contextos clínicos e epidemiológicos 

diferentes, no entanto são agrupadas em um complexo denominado Acinetobacter 

calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (ABC) devido à sua similaridade genética e 

fenotípica. Diversos testes para diferenciação do complexo já foram descritos, porém a 

maioria não pode ser realizado na rotina laboratorial, pois são caros e laboriosos. Objetivos: 

Avaliar um método rápido e viável na rotina laboratorial, capaz de diferenciar as espécies do 

complexo ABC; Determinar a prevalência das diferentes espécies do complexo ABC; Avaliar 

o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nas diferentes espécies. Métodos: Foram 

analisadas 118 amostras de dois hospitais de Porto Alegre-RS através do método Multiplex 

PCR para o gene gyrB e posteriormente confirmadas pelo padrão-ouro: sequenciamento do 

16S-23S ITS. O perfil de suscetibilidade foi realizado através de microdiluição em caldo. 

Resultados: Das 118 amostras identificadas inicialmente como Acinetobacter sp., a grande 

maioria dos isolados (106 -89.9%) foram identificados  como A. baumannii;  mas doze 

isolados foram identificados como sendo das demais espécies do complexo ABC: 6 (5.1%) A. 

nosocomialis, 5 (4.2%) A. pittii, e 1 (0.8%) A. genoespécie 10, através da técnica de Multiplex 

PCR. Todos os resultados foram confirmados por sequenciamento.  A. baumannii apresentou 

um elevado nível (72,6%) de resistência ao imipenem em comparação com as outras espécies 

seguido da espécie A. nosocomialis que apresentou metade de seus isolados resistentes. Todas 

as espécies apresentaram baixos índices (inferior a 7,5%) de resistência à Polimixina B e 

Tigeciclina. Conclusão: O Multiplex PCR para o gene gyrB apresentou resultados fidedignos 

quando comparados ao padrão-ouro, demonstrando, assim, ser um método confiável para a 

identificação das espécies do complexo ABC. Outras espécies, além de A. baumannii, ABC 

podem apresentar percentuais significativos de resistência ao imipenem. 

PALAVRAS-CHAVE: Complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii, 

multiplex PCR, identificação de espécies, resistência.  

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Background: Introduction: The genus Acinetobacter sp presents considerable heterogeneity 

possessing numerous species. Currently, 23 species have been named and nine other species 

have been described. Four of these species have different clinical and epidemiological 

contexts, but are grouped in a complex called Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter 

baumannii (ABC) due to their genetic and phenotypic similarity. Several tests for 

differentiation of the complex have been described, but most can not be performed routinely 

in the laboratory, they are expensive and laborious. Objectives: To evaluate a fast and 

feasible in routine laboratory able to differentiate the species of the complex ABC; determine 

the prevalence of different species of the complex ABC; evaluate the antimicrobial 

susceptibility profile of the different species. Methods: We analyzed 118 samples from two 

hospitals in Porto Alegre-RS by the method of Multiplex PCR for gene gyrB and 

subsequently confirmed by the gold standard: sequencing the 16S-23S ITS. The susceptibility 

profile was performed by microdilution. Results: Of the 118 samples initially identified as 

Acinetobacter sp. The great majority of isolates (106 -89.9%) were identified as A. 

baumannii, but twelve isolates were identified as being from other species of the complex 

ABC: 6 (5.1%) A. nosocomialis, 5 (4.2%) A. pittii, and 1 (0.8%) A. genospécie 10 by 

Multiplex PCR technique. All results were confirmed by sequencing. A. baumannii showed a 

high level (72.6%) of imipenem resistance in comparison with the other species followed by 

the species A. nosocomialis showed that half of his resistant isolates. All species showed low 

levels (less than 7.5%) of resistance to Polymyxin B and Tigecycline. Conclusion: Multiplex 

PCR for gene gyrB results presented totally reliable when compared to the gold standard, 

demonstrating thus be a safe method for the laboratory. Other species besides A. baumannii, 

ABC may have significant percentages of resistance to imipenem.  

KEYWORDS: Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii complex, multiplex 

PCR, species identification, resistance. 



 
 

LISTA DE FIGURAS E TABELAS 
 

Figura 1. Esquema de anelamento dos primers Multiplex PCR gyrB ..................................... 24 
 

Tabela 1. Descrição das espécies do gênero Acinetobacter sp ................................................ 17 

Tabela 2. Caracterização bioquímica das espécies do complexo ABC ................................... 21 

Tabela 3. Tabela de primers e tamanho de fragmentos obtidos pelo PCR. ............................. 23 

  

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

SIGLA - SIGNIFICADO 

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism 

AP-PCR – Arbitrary Primer  based Polymerase Chain Reaction  

Complexo ABC - Complexo  Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii  

ITS - Intergenic Spacer 

MALDI-TOF - Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight 

MDR - Resistência a Múltiplos Antimicrobianos 

MLST - Multilocus sequence typing  

PCR - Polimerase Chain Reaction 

PFGE - Pulsed-Field Gel Electrophoresis 

REP-PCR - Repetitive Extragenic Palindromic Sequence - Polymerase Chain Reaction   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO .................................................................................................................... 12 

2. REVISÃO DA LITERATURA ............................................................................................ 14 

2.1 Histórico .......................................................................................................................... 14 

2.2 Taxonomia ...................................................................................................................... 15 

2.3 Complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Complexo ABC) .. 18 

2.3.1 Características das espécies do Complexo ABC ...................................................... 18 

2.3.2 Epidemiologia e resistência aos antibióticos do A. baumannii ................................ 19 

2.4 Métodos de Identificação ................................................................................................ 20 

2.4.1 Métodos Fenotípicos ................................................................................................ 20 

2.4.2 Métodos Genotípicos................................................................................................ 22 

2.4.3 Tipagem Molecular .................................................................................................. 25 

3. JUSTIFICATIVA ................................................................................................................. 27 

4. OBJETIVOS ......................................................................................................................... 28 

4.1 Objetivos gerais .............................................................................................................. 28 

4.2 Objetivos específicos ...................................................................................................... 28 

5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................................. 29 

7. ARTIGO 1 EM INGLÊS (Submitted to Brazilian Journal of Infectious Diseases) ............. 36 

8. ARTIGO 2 EM INGLÊS ( short form paper submitted to Jounal of Clinical Microbiology)

 .................................................................................................................................................. 46 

9. CONSIDERAÇÕES FINAIS ............................................................................................... 54 

 

 

 

 

 

 



12 
 

 

1. INTRODUÇÃO  

 Durante anos o gênero atualmente conhecido como Acinetobacter sp foi denominado 

com diferentes expressões: Micrococcus calcoaceticus, Bacterium anitratum e 

Achromobacter. Somente em 1957, Brisou e Prevout descreveram um novo gênero para as 

espécies não-móveis de Achromobacter, e o denominaram Acinetobacter sp. Entretanto, 

somente em 1968, após um estudo aprofundado das características do novo gênero, é que a 

denominação Acinetobacter foi aceita pelos taxonomistas (1).  

 Inicialmente, só existiam duas espécies aceitas para o gênero:  Acinetobacter 

calcoaceticus e Acinetobacter lwoffii. Porém, estudos posteriores demonstraram que o gênero 

era composto de inúmeras espécies que aos poucos foram sendo descritas. Nesse sentido, 

novas espécies foram nomeadas tendo como base estudos fenotípicos e de hibridização do 

DNA. A variedade desse gênero é tão grande e complexa que novas espécies vêm sendo 

descobertas e nomeadas até os dias de hoje. Atualmente, o gênero contém 23 espécies com 

nomes válidos e 9 genoespécies provisoriamente designadas (2, 3). 

 Apesar de algumas espécies serem bem caracterizadas por métodos fenotípicos e 

genotípicos, existem 4 espécies desse gênero que são praticamente indistinguíveis pelos 

métodos usualmente utilizados. Esse grupo de 4 espécies foi denominado de Complexo 

Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii, compreendendo as espécies: A. 

calcoaceticus, A. baumannii, A. genoespécie 3 e A. genoespécie 13TU (4).  

 Porém, apesar de serem muito semelhantes bioquimicamente, essas espécies possuem 

contextos epidemiológicos e clínicos diferentes. As espécies A. baumannii, A. genoespécie 3 e  

13TU são encontradas com maior frequência em amostras clínicas humanas e estão 

relacionadas a grande parte das infecções nosocomiais.  A. baumanni é a espécie mais 

prevalente, possuindo maior número de relatos de resistência e surtos. Já, A. calcoaceticus é 

comumente isolada do solo e da água, e ainda não observou-se relatos em doenças graves (2, 

5).  

  Nesse sentido, a identificação de espécies para o entendimento e avaliação do 

contexto clínico e epidemiológico se faz necessário. Porém, atualmente, essa identificação é 

realizada apenas para a espécie A. baumanni, principalmente pela carência de uma 

metodologia rápida e confiável para ser aplicada. Assim, sem uma metodologia que diferencie 
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as espécies do ABC, a prevalência bem como a importância das espécies menos prevalentes 

do ABC fica comprometida.  

 A identificação das espécies do complexo ABC, através da aplicação de testes 

fenotípicos não-comerciais, já foi descrita. Porém, sua utilização  torna-se muito laboriosa 

para a rotina laboratorial, visto que são realizados aproximadamente 37 testes fenotípicos. Por 

outro lado, a utilização de testes comerciais não seria a melhor alternativa, devido ao alto 

custo. Além disso, estudos demonstraram que os testes comerciais (API 20NE, Vitek 2, 

Phoenix e MicroScan WalkAway) podem  não apresentar resultados fidedignos. Algumas 

metodologias baseadas na avaliação do DNA (Intergenic Spacer –ITS;  16s-23s do RNA 

ribossomal) necessitam de sequenciamento, só podendo ser realizadas em laboratórios de 

referência que disponibilizem esta tecnologia (6). 

 Devido às diversas dificuldades encontradas na rotina de identificação das espécies do 

complexo ABC, o uso de metodologias como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

como, por exemplo, o Multiplex PCR do gene gyrB, torna-se uma alternativa promissora. O 

uso dessa técnica possibilita resultados rápidos e de baixo custo, podendo, ainda, auxiliar-nos 

no entendimento da prevalência e da relevância clínica das espécies, como também no 

conhecimento das espécies menos prevalentes do complexo (5-7).   
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Histórico 

 Morax, em 1896, e Axenfeld, um pouco mais tarde, relataram a presença de um 

diplobacilo gram-negativo possível causador de conjuntivite. Acreditava-se que esse micro-

organismo necessitava de fluídos biológicos para sua sobrevivência. Após essa descoberta, 

Petit descreveu um "diplobacilo liquefiant", isolado de um paciente com úlcera de córnea, que 

se assemelhava ao descrito anteriormente, porém crescia em meios de cultura sem soro e 

liquefazia a gelatina (1, 3).  

 Posteriormente a essas descobertas, ocorreram vários relatos semelhantes de espécies 

da família atualmente denominada Moraxelaceae. Contudo, somente em 1911, o 

microbiologista alemão Beijerinck estudou um microrganismo isolado do solo em meio 

enriquecido com cálcio-acetato o qual nomeou de Micrococcus calco-aceticus, mas não o 

descreveu. Seus isolados foram estudados e descritos anos após sua descoberta. Dentre as 

diversas opções de nomenclatura sugeridas, um dos possíveis nomes para o isolado foi 

Bacterium anitratum. Espécie que foi descrita  por Schaub e Hauber em 1948 (1, 2).  

 Em 1939, um grupo de espécies gram-negativas foi descrito por DeBord e 

denominado Mimeae pelo fato de "imitarem" Neisseria sp. Porém, logo após, em 1942, ele 

descreveu a família como sendo composta de 3 espécies: Mima polymorpha, Colloides 

anoxydana e Herellea vaginicola - que era confundida com Bacterium anitratum (1). 

 Alguns anos depois, em 1948, Schaub e Hauber descreveram um microrganismo em 

forma de coco e cocobacilar que não reduzia nitrato á nitrito e oxidava algumas aldoses, 

nomeando-o de Bacterium anitratum. Seguindo, em 1954, Brisou propôs que a espécie B. 

anitratum fosse incluída no gênero Achromobacter. Entretanto, em 1957, ele e Prevot 

nomearam um novo gênero, Acinetobacter (designação do grego akinetos - não móveis) para 

as espécies não-móveis do grupo Achromobacter (1, 2). 

 Somente a partir de 1968 que essa designação proposta foi bem aceita, quando 

Baumann et. al. realizou uma pesquisa aprofundada sobre o novo gênero. O pesquisador 

analisou características como: produção de ácido pela glicose, produção de gelatinase, lipase, 

capacidade de utilizar fontes de carbono, entre outros, e designou os agrupamentos de 

espécies através de suas características, confirmando a hipótese de Brisou e Prevot (2, 8). 
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 Posteriormente ao relato de Baumann et. al., houve o reconhecimento do gênero pelo 

Subcommittee on the Taxonomy of Moraxella and Allied Bacteria em 1971, e em 1974 o 

gênero Acinetobacter foi descrito no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology com uma 

única espécie A. calcoaceticus (2).  

 Em que pese no Manual houvesse sido relatado somente a espécie A. calcoaceticus, na 

“Approved List of Bacterial Names"  foram descritas duas espécies A. calcoaceticus e A. 

lwoffii, pois algumas espécies possuíam a característica de não acidificarem a glicose. Ainda, 

outras literaturas propuseram novas subdivisões de A. calcoaceticus  em biovares: A. 

calcoaceticus bv. anitratus e A. calcoaceticus bv. lwoffii. Todavia, essas não foram bem 

aceitas pelos taxonomistas (2). 

 

2.2 Taxonomia 

 Atualmente,  o gênero Acinetobacter pode ser classificado como pertencente a família 

Moraxellaceae e ordem Gammaproteobacteria (que inclui Moraxella, Acinetobacter, 

Psychrobacter e organismos relacionados) e apresenta-se como cocobacilos gram-negativos 

com tendência à duplo-arranjo, aeróbio estrito, catalase positiva, oxidase negativa, imóvel, 

não-fermentador e não-fastidioso. Suas colônias usualmente medem 1,0-2,0 mm de diâmetro, 

crescendo bem em meios usuais, possuindo um conteúdo total de G+C  em seu DNA  de 39% 

a 47% (2, 9). 

 Porém, sua história taxonômica é um tanto complexa. Mesmo após a descrição do 

gênero por Brisou e Prevot em 1957 e o reconhecimento do gênero subsequente ao  

delinamento feito por Baumann em 1968, só haviam 2 espécies descritas no “Approved List of 

Bacterial Names"(A. calcoaceticus e A. lwoffii ),  e uma no Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology (A. calcoaceticus), ainda que o gênero demonstrasse heterogeneidade 

bioquímica e genética (2, 10). 

 Assim, Bouvet e Grimont em 1986, definiram 12 grupos genômicos (genoespécies). 

Analizaram-os pela homologia do DNA, por suas propriedades bioquímicas e nomearam 

aqueles grupos identificáveis. Com base em seus estudos, eles confirmaram as espécies A. 

calcoaceticus,  A. lwoffii, A.haemolyticus sp. nov. e propuseram três novas espécies: A. 

baumannii, A. johnsonii, e A. junii. Porém, cabe ressaltar que alguns grupos ainda não eram 

bem distinguíveis (10). 
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 No ano seguinte, Bouvet e Grimont propuseram técnicas bioquímicas para 

desenvolver um "sistema de biotipificação" para A. baumannii que baseava-se em 

crescimento a 37, 41 e 44⁰C, produção de ácido a partir da glicose, hidrólise de gelatina e 

utilização de 14 fontes de carbono. Nesse contexto, definiu-se as características das espécies 

já descritas e de outras 6 espécies com padrão diferenciado das demais que não haviam sido 

nomeadas. Esse sistema foi muito utilizado para  identificação de novas espécies (10). 

 A partir de então, realizaram-se diversos trabalhos resultando em descrições de novas 

espécies, a exemplo da espécie A. radioresistens (isolado do solo e algodão) que foi descrita 

como grupo 12 por Bouvet e Grimont. Outros estudos acabaram descrevendo espécies 

sinônimas: A. lwoffii e A. genoespécie 9  descritas por Bouvet e Jeanjean como 14BJ, e A. 

genoespécie 13  descrita por Tjernberg e Ursing como 13TU (11-13).  

 Outras espécies de origem humana, tais como A. parvus, A. schindleri, e A. ursingii, e 

isolados a partir de plantas do lodo na Austrália e A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A. 

tjernbergiae, A. towneri, A. tandoii, e A. gerneri - foram descritas posteriormente (9, 14, 15).  

 O número de genoespécies descritas desse gênero é crescente. Atualmente, o gênero 

contém aproximadamente 28 espécies com nomes válidos e 9 genoespécies provisoriamente 

designadas (tabela 1). Algumas espécies por terem um maior destaque devido à sua relevância 

clínica têm seu estudo aprofundado para facilitar suas distinções na rotina laboratorial.  Nesse 

sentido, as espécies A. genoespécie 3 e A. genoespécie 13TU receberam por Nemec et. al. 

denominações formais de nomenclatura,  Acinetobacter pittii sp. nov. e Acinetobacter 

nosocomialis sp. nov,  respectivamente, a partir de um estudo aprofundado de suas 

características genotípicas e fenotípicas. Desse mesmo modo foram propostas as 

denominações de Acinetobacter bereziniae sp. nov. para A. genoespécie 10, e de 

Acinetobacter guillouiae sp. nov para A. genoespécie 11, em 2010 (2, 6, 16). 
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Tabela 1. Descrição das espécies do gênero Acinetobacter sp 

Nome da Espécie Genoespécie
 a
 Referência 

A. baumannii 2 Bouvet, P.J.M. E Grimont, P. A.D., 1986 

A. baylyi  Carr, E.L., et al., 2003 

Acinetobacter beijerinckii sp. nov.  Nemec, A., et al., 2009 

A. bouvetii  Carr, E.L., et al., 2003 

Acinetobacter brisouii sp. nov.  Anandham, R., et al., 2010 

A. calcoaceticus 1 Bouvet, P.J.M. E Grimont, P. A.D., 1986 

A. gerneri  Carr, E.L., et al., 2003 

A. grimontii  Carr, E.L., et al., 2003 

Acinetobacter gyllenbergii sp. nov.  Nemec, A., et al., 2009 

A. haemolyticus 4 Bouvet, P.J.M. E Grimont, P. A.D., 1986 

Acinetobacter indicus sp.  Malhotra, J., et al., 2012 

A. johnsonii 7 Bouvet, P.J.M. E Grimont, P. A.D., 1986 

A. junii 5 Bouvet, P.J.M. E Grimont, P. A.D., 1986 

Acinetobacter kyonggiensis sp. nov.  Lee, H.J .E. Lee, SS, 2010 

A. lwoffii 8 / 9 Bouvet, P.J.M. E Grimont, P. A.D., 1986 

A. parvus  Nemec, A. et al., 2003 

A. radioresistens 12 Nishimura, Y et al., 1988 

A. schindleri  Nemec, A. et al., 2001 

A. tandoii  Carr, E.L., et al., 2003 

A. tjernbergiae  Carr, E.L., et al., 2003 

A. towneri  Carr, E.L., et al., 2003 

A. ursingii  Nemec, A. et al., 2001 

A. pittii 
b
 3 Nemec, A. et al., 2011 

 6  

A. bereziniae
 c
 10 Nemec, A. et al., 2010 

A. guillouiae
 c
 11 Nemec, A. et al., 2010 

A. nosocomialis 
b
 13TU Nemec, A. et al., 2011 

Acinetobacter oryzae sp.nov.  Chaudhary, H.J. et al., 2012 

Acinetobacter soli sp. nov.  Kim, D. et al., 2008 

 13BJ, 14TU 
Bouvet, P. J.M. E Jeanjean, S.,1989 E 

Tjenberg, I. E Ursing, J., 1989 

 14BJ Bouvet, P. J.M. E Jeanjean, S.,1989 

 15BJ Bouvet, P. J.M. E Jeanjean, S.,1989 

 15TU Tjenberg, I. E Ursing, J., 1989 

 16 Bouvet, P. J.M. E Jeanjean, S.,1989 

 17 Bouvet, P. J.M. E Jeanjean, S.,1989 

 Entre 1 e 3 Gerner-Shimidt, P. E Tjenberg I., 1993 

 Similar 13TU Gerner-Shimidt, P. E Tjenberg I., 1993 

Adaptado de Peleg, A. Y. et. al.,2008 
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a
 Genoespécies de acordo com BOUVET, P.J.M. and GRIMONT, P. A.D., 1987 e BOUVET, P. J.M. e 

JEANJEAN, S.,1989. 

b  
Proposta de nomenclatura de NEMEC, A. et. al. em 2011. 

c
 
 
Proposta de nomenclatura de NEMEC, A. et. al em 2010. 

BJ= Bouvet. e Jeanjean, S; TU= Tjernberg e Ursing. 

 

 A variedade desse gênero se exprime com a continua caracterização de novas espécies. 

Nessa direção, é possível citar as espécies Acinetobacter kyonggiensis sp. nov., Acinetobacter 

indicus sp. nov., Acinetobacter oryzae sp. nov., Acinetobacter brisouii sp. nov.,  

Acinetobacter soli sp. nov., entre outras isoladas do meio ambiente, e espécies isoladas de 

amostras clínicas humanas como: Acinetobacter beijerinckii sp. nov. e Acinetobacter 

gyllenbergii sp. nov.  (17-21).  

 Mesmo sendo descritas diversas técnicas de identificação, ainda existem 4 espécies 

muito próximas que são dificilmente distinguíveis fenotipicamente. Sendo assim, Gerner-

Shimidt et. al. propuseram uma denominação para o grupo de Complexo Acinetobacter 

calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Complexo ABC), compreendendo os grupos 1, 2, 3 e 

13 de Bouvet e Grimont, A. calcoaceticus, A. baumannii, A. genoespécie 3 e A. genoespécie 

13TU, respectivamente (4, 10). 

 

2.3 Complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Complexo ABC) 

 

2.3.1 Características das espécies do Complexo ABC 

 As quatro espécies que compõem o complexo, apesar de compreenderem espécies 

indistinguíveis fenotípica e bioquimicamente, possuem diferenças entre si. As espécies A. 

baumannii, A. genoespécie 3 e  13TU são encontradas com maior frequência em amostras 

clínicas humanas e estão relacionadas a grande parte das infecções nosocomiais . Já,  a 

espécie A. calcoaceticus é comumente isolada do solo e da água, e ainda não foi descrita em  

relatos de doenças sérias (2, 5).  

 No que tange aos desfechos clínicos, Lee et. al. investigou o impacto do complexo 

ABC, tendo como resultado uma associação da espécie A. baumannii que apresenta maiores 

taxas de mortalidade em bacteremias quando comparado a outras espécies do complexo. 
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Outros dois estudos conduzidos em Taiwan também demonstraram a associação da espécie A. 

baumannii com maiores taxas de sepses e mortalidade em comparação às espécies não-

baumannii, especialmente a espécie 13TU (17, 22, 23).  

 As espécies não só se diferenciam no contexto clínico epidemiológico, como, ainda, 

no que diz respeito à resistência à antimicrobianos. Ko et. al. em seu estudo destacou a 

diferença significativa de sensibilidade entre A. baumannii e A. genoespécie 3. Nesse 

trabalho, todas as amostras testadas de A. genoespécie 3 foram sensíveis aos antimicrobianos 

ampicilina-sulbactam, imipenem e meropenem. Já, as espécies de A. baumannii apresentaram 

de 67 à 90% de resistência aos mesmos. Nesse sentido, Lin et. al. também encontrou altas 

taxas de sensibilidade a antimicrobianos, principalmente ciprofloxacino e ampicilina-

sulbactam, para as espécies A. genoespécie 3e 13TU. Em contrapartida, A. baumannii 

apresentou altas taxas de resistência (24, 25). 

 

2.3.2 Epidemiologia e resistência aos antibióticos do A. baumannii   

 Entre as quatro espécies do complexo, destaca-se a espécie Acinetobacter baumannii, 

por ser a espécie mais comumente envolvida com infecções hospitalares, por apresentar 

resistência a múltiplos antimicrobianos (MDR) e casos de "pan-resistência" (5, 26).  

 Desse modo, Peleg et. al. propôs uma definição para isolados MDR, já que a literatura 

apresentava posição divergente. Assim, os isolados MDR seriam aqueles resistentes a mais de 

dois antibióticos dentre as cinco principais classes de antimicrobianos: cefalosporinas, 

carbapenêmicos, ampicilna-sulbactam, fluorquinolonas e aminoglicosídeos. Já, os isolados 

pan-resistentes são aqueles resistentes à todos antimicrobianos de primeira linha: todos os β-

lactâmicos (incluindo carbapenêmicos e sulbactam com CIM <4µg/mL), fluorquinolonas e 

aminoglicosídeos . No entanto com o aumento no uso de polimixinas e tigeciclina 

provavelmente irá englobar estes outros agentes (2).     

 Além da resistência aos antibióticos, o A. baumannii apresenta outra característica que 

é sua capacidade de disseminação em vários continentes e, consequentemente,  de causar 

surtos. Na Europa, vários relatos de surtos foram, em meados dos anos 80, descritos  na 

Inglaterra, Portugal, França, Espanha, Bélgica e Alemanha; sendo que três clones principais 

de A. baumannii (denominados clones I, II e III) foram identificados. Estes clones,  mais 

tarde, foram descritos em outros países da Europa (2, 27-32).  
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 Já, na América do Norte os relatos de A. baumannii MDR ocorreram primeiramente 

nos anos 90, em Nova York,  e a partir de então houveram inúmeros relatos em distintas 

regiões dos Estados Unidos. Vale ressaltar os importantes casos de surtos dessa espécie entre 

os soldados em combate nas guerras do Iraque e Afeganistão, o que contribuiu para a 

disseminação da espécie nesses países (33-39).  

 No continente Asiático e no Oriente Médio existem numerosos casos de pan-

resistência e de isolados MDR de A. baumannii. Em contrapartida na África, especificamente 

na África do Sul,   relataram-se poucos casos de ocorrência do patógeno MDR (2, 40-44). 

 Na América Latina encontram-se as maiores taxas de resistência aos carbapenêmicos, 

piperacilina-tazobactam, ciprofloxacino e gentamicina. Recentemente, Gales et. al. 

demonstraram que os isolados de Acinetobacter sp. apresentaram altos índices de resistência à 

todos antimicrobianos pesquisados, com exceção da colistina. Constatação que vai de 

encontro ao estudo de Martins et. al. e Ferreira et. al., no Sul do Brasil, onde evidenciaram 

altos níveis de isolados MDR (45-48).  

 

2.4 Métodos de Identificação 

 Pelo fato de existirem diferenças epidemiológicas entre as espécies do complexo 

Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii, a identificação em nível de espécie se 

torna necessária. Vários métodos já foram descritos até o momento, porém são caros, 

demorados e laboriosos para a aplicação na rotina laboratorial. Novas metodologias e 

inovações em antigos testes vêm sendo testadas para facilitar essa identificação.   

 

2.4.1 Métodos Fenotípicos 

 Os métodos fenotípicos utilizados para a identificação das espécies do complexo 

foram inicialmente estudados por Bouvet e Grimont em 1987. Os dois pesquisadores 

definiram alguns testes bioquímicos para identificação de espécies do gênero Acinetobacter 

sp. Através da temperatura de crescimento, produção de ácido a partir da glicose, hidrólise da 

gelatina e utilização de fontes de carbono era possível agrupar as espécies que eram 

frequentemente encontradas em infecções nosocomiais (tabela 2) (10).  
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Tabela 2. Caracterização bioquímica das espécies do complexo ABC  

  
Acinetobacter 

baumannii 
a
 

Acinetobacter 

calcoaceticus 
a
 

Acinetobacter 

genoespécie 3 

(A. pittii) 
a
 

Acinetobacter 

genoespécie 

13TU (A. 

nosocomialis) 
b
 

Crescimento á 44⁰C + - - ----- 

Crescimento á 41⁰C + - + ----- 

Crescimento á 37⁰C + + + d 

Ácido a partir da D-

glicose + + + + 

Hidrólise da 

gelatina - - - - 

Utilização das 

fontes de carbono:      

DL-lactato + + + ----- 

DL-4aminobutirato + + + - 

Transaconitrato + + + - 

Citrato + + + ----- 

Glutarato + + + - 

Aspartato + + + ----- 

Azelato + + + - 

β- Alanina + + + - 

L-histidina + + + ----- 

D-Malato + - + ----- 

Malonato + + d - 

Histamina - - - ----- 

L-fenilalanina d + d ----- 

Fenilacetato d + d ----- 
Tabela adaptada de BOUVET e GRIMONT, 1987; BOUVET e JEANJEAN, 1989.  

a 
BOUVET, P. J. M. e GRIMONT, P. A.D., 1987. 

b 
BOUVET, P. J. M. e JEANJEAN, S., 1989.

 

(+) 90-100% positivo  

(-) 0-10% positivo 

(d) 11-89% positivo 

(-----) Não descrito  

 

 Bouvet e Jeanjean em 1989 propuseram modificações nesses testes acrescentando 

mais fontes de carbono e obtendo caracterização de mais grupos deste gênero. Até esse 

momento, não haviam sido caracterizados grupos muito semelhantes entre si perante os 

resultados de tais testes, e não haviam dados suficientes para garantir a reprodutibilidade de 

resultados (12).  
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 Gerner-Smidt, em um estudo aprofundado sobre os testes bioquímicos já descritos, 

avaliou a probabilidade da correta identificação das espécies obtendo resultado satisfatório 

com 78% dos isolados corretamente identificados. Nesse estudo, também foi descrito, pela 

primeira vez, a similaridade do complexo ABC no tocante aos testes bioquímicos, sugerindo 

seu agrupamento (4).  

 Com o avanço das metodologias de identificação através do DNA, os testes 

fenotípicos têm sofrido pequenas modificações ao longo do tempo, porém apenas têm 

destaque os testes utilizados por aqueles autores cujo o intuito é identificar novas espécies. No 

entanto, na rotina laboratorial tais testes apresentam dificuldades devido ao elevado custo com 

reagentes e a demora para obtenção de resultados (6, 21, 49, 50).  

 Atualmente, existem alguns sistemas fenotípicos comerciais para identificação como: 

API 20NE, Vitek 2, Phoenix, e MicroScan WalkAway. Os testes fenotípicos comercais, no 

entanto,  podem apresentar baixo desempenho. Usando esses sistemas, apenas 25% das 

isolados clinicamente relevantes do complexo ABC são comumente identificadas como A. 

baumannii. Da mesma forma, os métodos rotineiramente utilizados no laboratório não são 

suficientemente discriminatórios para diferenciação dessas espécies. Sendo assim, os métodos 

moleculares parecem ser  a melhor alternativa para a diferenciação do complexo ABC  (5, 7).  

   

2.4.2 Métodos Genotípicos 

 Desde o início das descobertas de similaridade entre os testes fenotípicos das espécies 

do gênero, foram propostas metodologias baseadas no estudo  do DNA para a diferenciação 

em nível de espécie. Testes, através da hibridização do DNA realizados por Bouvet e Grimont 

em 1986, iniciaram as classificações genotípicas, subdividindo o gênero em 12 genoespécies 

conforme sua homologia (10).  

 Posteriormente, foram propostas  outras metodologias para a identificação mais 

precisa e para tornar mais rápido o processo. Com o advento do sequenciamento do DNA, 

metodologias baseadas no Intergenic Spacer (ITS) 16s-23s do RNA ribossomal ganharam 

destaque. O gene 16s rRNA é composto por 1.550 pares de bases (pb) e possui regiões 

conservadas e variadas. Tanto esse gene como o 23s e o ITS 16s-23s, também ribossomais 

são geralmente utilizados para identificação de espécies. Porém, como a variação no DNA do 
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complexo é pequena, o ITS 16s-23s vem sendo mais utilizado devido ao fato de possuir  

baixos graus de variação intraespécies e altos graus de variação interespécies (51-53).  

  Dolzani et. al. em 1995 e Chang et. al., dez anos mais tarde, utilizaram a amplificação 

através da Polimerase Chain Reaction (PCR) do espaço intergênico rRNA, para a 

identificação das espécies do complexo ABC. O diferencial dos dois estudos foi a utilização 

de enzimas de restrição para avaliação das espécies através do padrão de bandas em gel de 

agarose ou o uso da técnica de sequenciamento do fragmento obtido e purificado para a 

identificação. Esse método, apesar de ter resultados confiáveis é pouco utilizado 

rotineiramente, pois é necessário o sequenciamento de cada fragmento obtido pelo PCR para a 

confirmação da espécie, visto que os fragmentos têm tamanhos semelhantes (tabela 3 e figura 

1) (51, 54). 

Tabela 3. Tabela de primers e tamanho de fragmentos obtidos pelo PCR. 

  Tamanho fragmentos PCR (pb) 

 
A. 

baumannii 

A. 

calcoaceticus 

A. 

genoespécie 

13TUa  

A. 

genoespécie 

3 b 

Primer ITS 16s-23s     

1512F 5'GTCGTAACAAGGTAGCCGTA3' 
607 638 615 619 

6R 5'GGGTTYCCCCRTTCRGAAAT3' 

     

 Primers PCR Multiplex gyrB     

D14 5'GACAACAGTTATAAGGTTTCAGGTG3'     

D19 5'CCGCTATCTGTATCCGCAGTA3'     

D16 5'GATAACAGCTATAAAGTTTCAGGTGGT3' 294 e 490 428 294 194 

D8 5'CAAAAACGTACAGTTGTACCACTGC3'     

Sp2F  5'GTTCCTGATCCGAAATTCTCG3'     

Sp4F 5'CACGCCGTAAGAGTGCATTA3'     

Sp4R  5'AACGGAGCTTGTCAGGGTTA3'         

pb= pares de bases       
a 
Acinetobacter nosocomialis 

b
 Acinetobacter pittii 
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Figura 1. Esquema de anelamento dos primers Multiplex PCR gyrB 

 

Fonte: HIGGINS, P. G. et. al., 2010 

Diagrama esquemático demonstrando o anelamento dos primers e o tamanho esperado dos fragmentos de PCR 

usando os primers apresentados na tabela 3. 

 

 Outros genes conservados vêm sendo estudados individualmente para a identificação 

do complexo ABC como: rpoB, recA e gyrB. No que diz respeito ao gene rpoB, que codifica 

a subunidade β da  enzima RNA  polimerase, La Scola et. al., em 2006,  descobriram que esse 

gene possuía 4 zonas hipervariáveis, duas dentro do gene e duas flanqueando-o. Um desses 

fragmentos foi nomeado de zona1 350pb e demonstrou nesse estudo ser o mais útil na 

identificação das espécies do gênero Acinetobacter sp. Tal descoberta foi confirmada 

posteriormente em novo estudo para as espécies do complexo ABC, onde utilizou-se primers 

da zona1 do gene rpoB para a realização do PCR com posterior sequenciamento do 

fragmento. Porém, assim como as demais metodologias que envolvem sequenciamento, seu 

uso em laboratórios de rotina é, ainda, muito raro(55, 56). 

 O gene recA também é utilizado individualmente para identificação de espécies do 

ABC. Este gene codifica uma proteína indispensável para a manutenção e diversificação do 

material genético bacteriano. Ainda, ressalta-se o seu importante papel para assegurar a 

viabilidade das células, ou seja, é uma proteína simultaneamente ubíqua e conservada entre os 

procariontes.  Nesse sentido, há estudos utilizando a análise de restrição dos produtos de 

amplificação dos fragmentos desse gene para a identificação das espécies do complexo ABC. 

No entanto, os autores sugerem que esse método seja utilizado como identificação preliminar, 

sendo necessário outro método de identificação ou sequenciamento para confirmação da 

espécie (57, 58). 
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 Ao longo do tempo, algumas alternativas ao sequenciamento foram testadas. Uma 

delas foi o Multiplex PCR para o gene gyrB. O gene gyrB corresponde ao fragmento que 

codifica a subunidade β da enzima DNA girase e que ao longo dos estudos de análise de 

multilocus apresentou heterogeneidade intraespécie, o que o torna um bom candidato para 

identificação do complexo ABC. Valendo-se de tal informação, Higgins et. al. realizaram 

estudos utilizando o multiplex PCR para o gene gyrB para, primeiramente, distinguir as 

espécies A. baumanni e A. nosocomialis. No ano de 2007 e posteriormente em 2010, 

realizaram um multiplex PCR contendo 7 primers para distinguir as quatro espécies do 

complexo. Então, esse método torna-se uma boa opção para a identificação das espécies, visto 

que é um método rápido e barato para ser utilizado rotineiramente não exigindo 

sequenciamento nem confirmação por outra metodologia pela fácil distinção através da 

análise de fragmentos (tabela 3) (59, 60). 

 Recentemente, com o avanço da tecnologia envolvendo a identificação pelo DNA, 

surgiram novas técnicas, como o Microarray que identifica um grande número de amostras ao 

mesmo tempo. Nessa direção, foram delineadas sondas para realização de Array para a 

identificação das espécies do complexo em um grande número de isolados ao mesmo tempo, 

com rapidez, sensibilidade e especificidade de 100%.  Porém, é necessário que o laboratório 

possua a tecnologia e as sondas do Microarray, o que torna o método caro para a rotina 

laboratorial (24).  

 Outra técnica molecular (não necessariamente genotípica)  recentemente estudada e 

que também obtém resultados rápidos (em minutos) é a Matrix-Assisted Laser Desorption 

Ionization-Time of Flight (MALDI-TOF). Um estudo em 2011 demonstrou resultados de 

identificação com 98% de acurácia na identificação do complexo ABC, em aproximadamente 

5 minutos. Porém essa metodologia também tem alto custo para ser aplicada na rotina 

laboratorial (61).  

 Embora todas as técnicas de identificação molecular descritas auxiliem na 

identificação das espécies com sensibilidade e especificidade, elas ainda estão restritas à 

laboratórios de referência, e apresentam alto custo para sua realização.   

 

2.4.3 Tipagem Molecular 

 Com o crescente número de infecções por esse micro-organismo e a disseminação da 

resistência, algumas metodologias de tipagem molecular vêm sendo utilizadas para o 
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delineamento e entendimento de surtos, objetivando ainda a avaliação da epidemiologia desse 

gênero. Como consequência, podem ser utilizadas também para  identificação das espécies. 

Atualmente tais técnicas não são utilizadas para distinguir as espécies do complexo ABC. 

Tem-se como exemplo de metodologias: o Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), 

Repetitive Extragenic Palindromic Sequence based Polymerase Chain Reaction (REP-PCR), 

Arbitrary Primer Sequence based Polymerase Chain Reaction (AP-PCR), Multilocus 

sequence typing (MLST), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Ribotipagem, 

ente outros. Todos os métodos de tipagem molecular, apesar de serem também utilizados para 

identificação de espécies, têm como principal utilidade a avaliação epidemiológica e a 

caracterização de surtos de Acinetobacter sp.  (50, 62-65). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 Atualmente, uma importante causa de infecção nosocomial no Brasil está relacionada 

a emergência de bactérias Gram-negativas, em especial  Acinetobacter sp.,  cuja importância 

está associada a crescente resistência aos antimicrobianos. 

 O conhecimento em nível de espécie, para esse gênero, se faz necessário visto que o 

denominado Complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii, apresenta 

espécies que são bioquimicamente muito semelhantes porém possuem contextos clínicos e 

epidemiológicos distintos. Devido à não caracterização rotineira das  espécies, dados gerados 

por alguns estudos agrupam as espécies do complexo ABC, deixando o conhecimento 

epidemiológico e clínico dessas espécies ainda pouco esclarecido.    

 A distinção fenotípica para esse grupo de espécies ainda é muito complexa e laboriosa. 

De acordo com Nemec et. al. são necessários aproximadamente 37 testes para a correta 

identificação das espécies do complexo. Além disso, os testes comerciais disponíveis ainda 

não têm poder de discriminação suficiente entre as espécies do complexo ABC.  Nesse 

sentido, a distinção não é realizada na rotina laboratorial devido à demora para obter os 

resultados e ao elevado custo. Por esses motivos, novas metodologias utilizando o DNA vêm 

sendo propostas, algumas ainda muito caras para serem aplicadas na rotina.  

 Assim, esse trabalho utilizou técnicas moleculares baseadas no DNA para a 

identificação das espécies do complexo permitindo o conhecimento da distribuição das 

espécies do gênero Acinetobacter sp. presentes nas infecções nosocomias. Além disso,  

padronizou a identificação através do Multiplex PCR para o gene gyrB, que é um método 

fácil e de baixo custo, podendo ser amplamente difundido e utilizado na rotina laboratorial. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivos gerais 

 Avaliação de método de identificação molecular, distribuição das espécies e seu perfil 

de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados do complexo Acinetobacter 

calcoaceticus-Acinetobacter baumannii.  

 

4.2 Objetivos específicos 

 Padronizar a técnica de Multiplex PCR  do gene gyrB para identificação de espécies; 

 Comparar os resultados obtidos entre a técnica de PCR para o gene gyrB com o 

padrão-ouro para identificação das espécies (sequenciamento da região intergênica 

16S-23S) 

 Determinar a prevalência da espécie A. baumannii, A. calcoaceticus, A. genoespécie 

13TU e A. genoespécie 3 nos isolados de Acinetobacter sp.; 

 Determinar o perfil de susceptibilidade dos isolados, usando a microdiluição em caldo 

para tigeciclina, polimixina B e imipenem; 

 Identificar a presença de genes de resistência (blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-58 

and blaOXA-143) nos isolados de Acinetobacter sp. 
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Abstract: Introduction: Nowadays the genus Acinetobacter sp. comprises 23 species with 

valid names and  new species have been discovered. In this genus have four closely related 

species that are hardly distinguishable phenotypically and genetically nammed Acinetobacter 

calcoaceticus- Acinetobacter baumannii complex. Methods: In this work, we evaluated the 

multiplex PCR for gyrB gene to identify the species of the ABC complex confirmed by 

sequencing of ITS 16s-23s PCR fragment and we also analyze the susceptible profile of this 

species by microdiluition broth. Results: We  found  89,8% A. baumanni, 11.2%  non- 

baumannii isolates. Most of A. baumannii proved to be non-susceptible to imipenem. Three 

out of 6 isolates of A. nosocomialis were also resistant to imipenem but only one A. pittii was 

resistant to this carbapenem. Conclusion: This findings suggested that the multiplex PCR of 

the gyrB is a feasible method to be used in the laboratory routine for differentiate species of 

ABC complex  and showing the potential clinical significance of non-baumannii species.     
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Introduction 

 .  

 Initially, only two species were described in the genus Acinetobacter: A. calcoaceticus 

and A. lwoffii. Later, Bouvet and Grimont defined 12 genospecies based in DNA-DNA 

hybridization. Thereafter, new species have been described and, currently, the genus 

comprises 23 species with valid names and 9 genomic species that were delineated by DNA-

DNA hybridization (2-4). 

 Despite the fact that various identification methods have being described, there are 

still four closely related species that are hardly distinguishable phenotypically and genetically. 

These were referred as a group and named Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter 

baumannii complex (ABC complex) that comprises groups 1, 2, 3 e 13 of Bouvet and 

Grimont named A. calcoaceticus, A. baumannii, A. genoespécie 3 and  A. genoespécie 13TU, 

respectively. More recently, A. genoespécie 3 and A. genespécie 13TU were formerly named 

Acinetobacter pittii sp. nov. e Acinetobacter nosocomialis sp. nov, respectively, according to 

a detailed study of their genotypic and phenotypic characteristics (3-5). 

 It is of importance to distinguish among the species of the ABC as the different 

species may  have distinct epidemiological and clinical contexts. The species A. baumannii, A. 

pittii and A. nosocomialis are found more frequently in clinical specimens and are largely 

related to nosocomial infections. Among them, A. baumannii is by far the species most 

commonly involved with nosocomial infections presenting resistance to multiple antibiotics 

(MDR). On the other hand, A. calcoaceticus is commonly isolated from soil and water, and 

not observed in reports of serious diseases (1, 6, 7). 

A. baumannii has already been widely described as a cause of  nosocomial infections, 

and it is associate with a high level of mortality and a poor outcome  Moreover, A. baumannii 

from outbreaks usually presents multidrug resistance. In contrast,  only a few reports have 

described carbapenem resistance among A.pittii and A. nosocomialis (8-10).  

 In order to differentiate and better understand the clinical and epidemiological 

significance of the ABC species, several methodologies have been described. Manual and 

semiautomated comercial identification present low performance to distinguish the species 

and phenotypic methods already described are very laborious to be performed  in the routine 

laboratory. Methodologies based in nucleic acids (such as DNA-DNA hybridization, 
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amplified rRNA gene restriction analysis - ARDRA, tRNA spacer fingerprinting, rpoB gene 

and the 16S-23S rRNA gene spacer region) have improved the identification of these species 

but these methods are rarely used in the routine of microbiology laboratories as they are too 

expensive and the sequencing equipments  are available only  in a few specialized reference 

laboratories (3, 6, 11-16). 

 The gyrB gene corresponds to the fragment encoding the β subunit of the enzyme 

DNA gyrase and along with the multilocus analysis studies showed heterogeneity intraspecie. 

Therefore, analysis of the gyrB gene is a promising tool to differentiate species of ABC 

complex.  Higgins et. al. proposed a multiplex PCR method with 7 primers  targeting this 

gene which does not need DNA sequencing and, therefore, is a fast and less laborious method 

which would allow differentiation among  ABC complex (17).  

 In this study we evaluated the multiplex PCR for gyrB gene to identify the species of 

the ABC complex  and we also analyze the susceptible profile of this species.  

 

Methods 

 Bacterial strains. A total of 118 isolates obtained from patients attending two 

different hospitals in southern Brazil, during 2011, that were previously identified as 

Acinetobacter sp. by conventional methods were evaluated.  

 DNA preparation. The boiling method described by Vaneechoutte et al. was used to 

extract the DNA from the bacteria and was stored at -20°C for further use (12). 

 Amplification 16S-23S rRNA gene spacer (ITS) and sequencing. The PCR used the 

bacterium-specific primers described by Chang et. al. The reaction performed as described 

previously with a few modifications. In total reaction volume 25µL consisting of 1,0µM each 

primer, 1,5mM MgCl2, 1X buffer, 0,2mM each DNTP and 2U of Taq DNA polymerase. The 

PCR program consisted of an initial denaturation at 94°C for 3 min, followed by 35 cycles of 

denaturation (94°C for 1 min), annealing (57°C for 1 min), and extension (72°C for 1,5 min), 

with a final extension step at 72°C for 7 min. An Veriti thermal cycler  Aplied Biosystems 

was used for PCR (16).  

 PCR products was purified with EXOSAP-IT® enzyme USB and were sequenced 

using ABI 3500 GeneticAnalyzer with 50 cm capillaries and POP7 polymer (Applied 
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Biosystems). PCR products were labeled with 3.2 pmol of the same primer of reaction and 1  

µL of BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) in a final volume 

of 10  µL. Labeling reactions were performed in a Veriti® 96-Well  Thermal Cycler (Applied 

Biosystems) termocycler with a initial denaturing step of 96ºC for 1 min followed by 35 

cycles of 96ºC for 15 sec, 50ºC for  15 sec and 60ºC for 4 min.  Labeled samples were 

purified using BigDye XTerminator Purification Kit  (Applied Biosystems) and 

electroinjected in the automatic sequencer. 

  Multiplex PCR gyrB gene. The isolates were submitted to gyrB multiplex PCR 

method as described by Higgins et. al. with  few modifications. We used seven primers, in a 

total reaction volume of 25µL consisting of 0,2µM each primer, 1,5mM MgCl2, 1X buffer, 

0,2mM each DNTP and 1U of Taq DNA polymerase. The PCR program consisted of an 

initial denaturation at 94°C for 2 min, followed by 30 cycles of denaturation (94°C for 1 min), 

annealing (56°C for 30 seconds), and extension (72°C for 1 min), with a final extension step 

at 72°C for 10 min an Veriti thermal cycler  Aplied Biosystems. PCR products were analysed 

on agarose 1.5% w⁄ v gels, stained with ethidium bromide, and visualised on a UV 

transilluminator (17).  

 The Minimal Inhibitory Concentration (MIC). MIC was evaluated for Imipenem, 

Polymyxin B and Tigeciycline and was determined by broth microdilution according to 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and The European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) was used for breakpoints of Tigecycline. 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus 

faecalis ATCC 29212 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 were used as quality control. 

 

Results 

 Most  (106/118 -89.8%) isolates proved to be A. baumanni.  Twelve (11.2%) non-A. 

baumannii isolates were identified: 6 (5.1%) A. nosocomialis , 5 (4.2%) were A. pittii and 1 

(0.8%) A. genomic specie 10 were identified using the multiplex PCR for gyrB gene. All 

results were confirmed by the amplification  and sequencing of 16S-23S rRNA gene spacer 

(ITS).  
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 Most of A. baumannii (78 isolates - 73.5%) proved to be non-susceptible to imipenem.   

Three out of 6 isolates of A. nosocomialis were also resistant to imipenem but only one A. 

pittii was resistant to this carbapenem. Resistance to Polymyxin B was negligible among A. 

baumannii  and all non-A.baumannii were susceptible to this antibiotic. The MIC90 of 

tigecycline was 2 and 1 for A. baumanii and non-A. baumannii, respectively. (Table 1). 

 

Discussion 

Currently, 23 species of Acinetobacter sp. present valid names.  Four of these species 

are very similar considering either phenotypic or genotypic characteristics and are termed 

ABC. Phenotypic methodologies to differentiate the species of ABC complex have already 

been described but are very laborious for laboratorial routine. In this regard, methods based in 

the DNA analysis may be considered as an rapid alternative. DNA sequencing, however, 

requires sophisticated technologies that, usually,  are restrict a reference laboratories (4, 5). 

 This work used two methods based in DNA analysis, a conventional multiplex PCR 

using seven primers targeting the gyrB and a sequencing of the ITS region. The results 

obtained demonstrated that the two methods presented 100% of concordance. Although the 

sequencing of the ITS could be considered a gold-standard for species differentiation, the 

multiplex PCR of the gyrB is a more feasible method to be used in the laboratory routine . 

According to our experience, the multiplex PCR for the gyrB could be performed in nearly 

three hours and required less sophisticated equipment and analysis of the results. This 

technique proved to be able to identify all but species of ABC in accordance to ITS 

sequencing. The only one isolate which was not identified in the multiplex PCR for gyrB gene 

when was analyze by sequencing ITS and proved to be A. genospecie 10, a specie that does 

not belong to the ABC.  Therefore the multiplex PCR for the gyrB proved to be very efficient 

to identify the ABC species although it may not be able to identify all Acinetobacter sp. 

 We found high levels of carbapenem-resistance among the isolates of the A.baumannii 

in agreement with the resultas of  recent studies realized in Latin America and southern 

Brazil. Comparing the resistance to antimicrobials tested in species of ABC complex,  A. 

baumannii presented the  highest levels of carbapenem-resistance but it is of note that 3 out of 

6 of A. nosocomialis also presented resistance to imipenem.. These  findings are similar to 
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those described in China, Korea and Singapure underscoring the potential clinical significance 

in these species (9, 10, 18, 21).  

On the other hand we found high levels of susceptibility to Polymyxin B and low 

MICs of tigecycline in all species from ABC complex. These antibiotics can be considered  

options for patients that are infected or colonized with ABC isolates resistant to the 

carbapenems (19-22). 

In conclusion, the multiplex PCR for the gyrB proved to be an effective method  to 

identify the species of ABC. As this is a simpler methodology it could contribute to a better 

understanding of the epidemiology and clinical significance of the ABC species. Despite this 

the sequencing of ITS region is the preferred technique to  be used to identify no prevalent 

species, such as  A. genospecie 10.  
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Table 1. Susceptible profile of species ABC complex  

Specie (n)
*
 

Imipenem
a,b

 

Polymyxin 

B
a,b

 Tigecycline 

S I R S R 

MIC50 

(μg/mL) 

MIC90 

(μg/mL) 

Acinetobacter baumannii 

(106) 28 1 77 98 8 1 2 

Acinetobacter pittii (5) 4 0 1 5 0 0,25 0,5 

Acinetobacter nosocomialis 

(6) 3 0 3 6 0 0,25 1 

Acinetobacter genospecie 10 

(1) 1 0 0 1 0 0,125 0,125 
*
 No was found any isolate of Acinetobacter calcoaceticus specie 

a 
Number of isolates  

b 
Breakpoints to Imipenem acording to Clinical and Labroatory Standards Institute (2012): 

Resistant (R)  ≥16 μg/mL; Intermediate (I) 8 μg/mL; and Susceptible (S) ≤4 μg/mL.   

c
 Breakpoints to Polimyxin B acording to Clinical and Labroatory Standards Institute (2012): 

Resistant (R)  ≥4 μg/mL and Susceptible (S) ≤2 μg/mL. 
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Abstract: In recent years, different resistance genes have been found in Acinetobacter spp., 

especially in the species A. baumannii. We describe two isolates of carbapenem-resistant A. 

nosocomialis harboring ISAba1-blaOXA-23 and blaOXA-51 found in patients from the city of 

Porto Alegre, southern Brazil. To the best of the authors’ knowledge, this is the first report of 

carbapenem-resistant A. nosocomialis in Latin America.  
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 In recent years, Acinetobacter spp. have been described as important pathogens in 

outbreaks of nosocomial infection worldwide, especially in intensive care units.
1
 In particular, 

the species A. baumannii has presented an increased rate of antimicrobial resistance.
2,3

 

Carbapenems, once regarded as the treatment of choice for infections caused by Acinetobacter 

spp., are no longer effective in some cases
2
. The main mechanism of carbapenem resistance 

among Acinetobacter spp. is the production of β-lactamases, in particular class D β-

lactamases (oxacilinases), associated with promoter gene sequence ISAba1.
3
 Among 

oxacilinases, the most prevalent one is blaOXA-23, identified in mobile genetic elements. 

Chromosomally located blaOXA-51 genes, in turn, do not always confer carbapenem resistance 

but are used to identify A. baumannii, as it is believed to be intrinsic to this species.
4-6

 

 Traditionally, the blaOXA-23 and blaOXA-51 genes are associated with A. baumannii only, 

but recently some authors have described the presence of such genes also in non-A. baumannii 

species. The blaOXA-23 gene was found in A. pittii (Acinetobacter genomic species 3) in the 

Irish Republic in 2006, and in A. nosocomialis (A. genomic species 13TU) in South Korea and 

Thailand in 2012.
7, 8

 Moreover, blaOXA-51 preceded by ISAba1 has been found in carbapenem-

resistant A. nosocomialis in Taiwan.
9
 

 In this study, we evaluated a set of non-A. baumannii species and found two isolates of 

carbapenem-resistant A. nosocomialis with ISAba1-blaOXA-23 and blaOXA-51 genes, obtained 

from patients living in the city of Porto Alegre, southern Brazil.  

 A total of 118 isolates were evaluated, obtained over the year 2011 from clinical 

specimens of Acinetobacter spp. previously identified using conventional methods. Isolates 

were identified to species level using gyrB multiplex PCR as described by Higgins et al., with 

few modifications.
10

 Briefly, we used seven primers at a total reaction volume of 25µL, 

consisting of 0.2µM each primer, 1.5mM MgCl2, 1X 0.2mM each DNTP, and 1U Taq DNA 

polymerase. The PCR program consisted of initial denaturation at 94°C for 2 min, followed 

by 30 cycles of denaturation (94°C for 1 min), annealing (56°C for 30 seconds), and extension 

(72°C for 1 min), with a final extension step at 72°C for 10 min. Species identification was 

also evaluated by PCR with primers targeting the 16S-23S rRNA intergenic transcribed 

spacer (ITS) region followed by sequence analysis.
11

 Oxacilinase genes (blaOXA-23, blaOXA-24, 

blaOXA-51, blaOXA-58, and blaOXA-143) were identified using multiplex PCR with specific primers. 

Isolates testing positive for oxacilinase genes were subjected to a PCR program for the 

promoter sequence ISAba1. 
10, 12, 13
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 Imipenem and meropenem MICs were determined in duplicate using the Clinical and 

Laboratory Standards Institute broth microdilution method.
14

 Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 and Enterococcus faecalis ATCC 29212 were used as controls. 

 A total of 106 (89.8%) isolates proved to be A. baumannii. Twelve non-A. baumannii 

isolates were identified: 6 (5.1%) A. nosocomialis, 5 (4.2%) A. pittii, and 1 (0.8%) 

Acinetobacter genomic species 10 with 100% of concordance in two PCR methods tested to 

species for the A. baumannii-calcoaceticus complex. The blaOXA-51 and blaOXA-23 genes were 

identified in 5 (4.3%) and 4 (3.4%) isolates of non-A. baumannii, respectively. Of the five 

isolates that tested positive for blaOXA-51, four were A. nosocomialis and one was A. pittii. 

Among the four isolates positive for blaOXA-23, three were A. nosocomialis and one was A. 

pittii. No other oxacilinases were found. For the first time in Latin America, ISAba1 upstream 

blaOXA-51 and blaOXA-23 genes was identified in two isolates of carbapenem-resistant A. 

nosocomialis (Table 1). The presence of oxacilinase genes in non-A. baumannii had already 

been described in studies from China, Korea, and Singapore, which underscores the potential 

clinical significance of these species.
7-9,15

 

 It is worthy of note that two isolates of carbapenem-susceptible A. nosocomialis and 

one of A. pittii were found to harbor blaOXA-23. Notwithstanding, these isolates did not present 

the ISAba1 upstream the oxacilinase genes. It is well established that the promoter sequence 

ISAba1 has to be present to ensure oxacilinase expression and consequently the development 

of resistance. We also found that resistance to carbapenems was not necessarily related to 

oxacilinase genes, as one A. nosocomialis and one A. pittii resistant to carbapenems did not 

present these genes. In fact, it has already been shown that carbapenem resistance may be 

mediated by other mechanisms, e.g., porin loss and hyperexpression of efflux pumps.
2 

 Several studies have identified a variety of oxacilinases in carbapenem-resistant A. 

baumannii isolates. The main oxacilinases described include the blaOXA-51, blaOXA-23, and 

blaOXA-143; blaOXA-51 is believed to be intrinsic to A. baumannii, whereas the two latter have 

been associated with carbapenem resistance.
16-20

 

 In this study, we found two isolates of A. nosocomialis harboring the ISABa1 upstream 

blaOXA-23 and blaOXA-51, which has proved to confer resistance to carbapenems. These findings 

reinforce the importance of species level identification, as there may be horizontal transfer of 

oxacilinase genes among different species of Acinetobacter genus, a phenomenon previously 

described by Poirel et al.
21

 In fact, non-A. baumannii species cannot be considered 
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homogeneously susceptible to carbapenems, and may in fact lead to an increased prevalence 

of nosocomial infections caused by carbapenem-resistant Acinetobacter spp.  

 To the best of our knowledge, this is the first study reporting the identification of 

oxacilinase genes in non-A. baumannii isolates in Latin America. 
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TABLE 1. Characteristics of non-Acinetobacter baumannii isolates 

 

 

Species
a
 blaOXA-23 blaOXA-51 

ISAba1 upstream 

blaOXA-23 

ISAba1 upstream 

blaOXA-51 

Imipenem 

(μg/mL)
b
 

Meropenem 

 (μg/mL)
b
 

A. pittii
c
 - - - - ≤0.5 ≤0.5 

A. nosocomialis
d
 - - - - ≤0.5 ≤0.5 

A. pittii - - - - ≥256 64 

A. pittii - - - - ≤0.5 ≤0.5 

A. genospecies 10 - - - - 1 2 

A. nosocomialis + + + + 128 64 

A. nosocomialis + + + + 64 64 

A. nosocomialis - - - - 64 64 

A. pittii + + - - ≤0.5 ≤0.5 

A. nosocomialis + - - - 1 ≤0.5 

A. nosocomialis + + - - ≤0.5 ≤0.5 

A. pittii - - - - ≤0.5 ≤0.5 
a 
All isolates were identified using gyrB multiplex PCR and confirmed by 16S-23S intergenic transcribed spacer sequence analysis. 

b 
MIC breakpoints for two carbapenems according to the Clinical and Laboratory Standards Institute broth microdilution method: resistant ≥16 

μg/mL; intermediate 8 μg/mL; and susceptible ≤4 μg/mL. 

c
 Formerly Acinetobacter genomic species 3. 

d
 Formerly Acinetobacter genomic species 13TU. 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Embora o gênero Acinetobacter  tenha sido descrito há mais de 50 anos, 

atualmente este gênero tem aumentado em sua importância como causador de infecção 

em pacientes hospitalizados.  Além disso, a resistência aos antibióticos, em particular 

os carbapenêmicos, é um dos principais problemas para o tratamento de infecções por 

isolados deste gênero. Apesar de possuir uma espécie bem conhecida, A. baumannii, o 

gênero demonstra-se heterogênero com espécies nosocomiais e do ambiente. 

Atualmente, 23 espécies já foram denominadas e 9 genoespécies já foram descritas.  

 Nesse sentido, existem nesse gênero 4 espécies muito semelhantes 

genotipicamente e fenotipicamente porém com contextos clínicos e epidemiológicos 

distintos que foram agrupados em um complexo denominado Acinetobacter 

calcoaceticus-Acinetobacter baumannii. Devido à dificuldade na distinção das espécies 

do complexo através de métodos convencionais e rápidos  pouco se sabe sobre o atual 

contexto das espécies do complexo ABC. No entanto, sabe-se que a espécie a qual 

apresenta alta taxa de resistência aos carbapenêmicos e que possui a maior prevalência 

é a A. baummannii.  

 Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar um método rápido e de baixo 

custo para a identificação do complexo ABC, compará-lo aos resultados do 

sequenciamento do 16S-23S, atualmente considerado o padrão ouro e avaliar a 

prevalência e a susceptibilidade aos antimicrobianos das espécies desse grupo. 

 Valendo-se disso, nosso estudo confirmou que o Multiplex PCR para o gene 

gyrB é uma metodologia rápida, simples e específica para a identificação das espécies 

do Complexo ABC. Os resultados deste estudo confirmaram a alta prevalência  da 

espécie A. baumannii bem como a sua alta taxa taxa de resistência ao carbapenêmico 

testado, imipenem. No entanto, foi demonstrado que  a resistência aos carbapenêmicos 

pode ser encontrada entre espécies de non-A.baumannii, em particular a espécie A. 

nosocomialis apesar do número pequeno de amostras analisadas. Por outro lado, nosso 

estudo encontrou altas taxas de sensibilidade ao antimicrobianos Polimixina B e 

Tigeciclina, conformando que os mesmos podem  ser utilizados como opção 

terapêutica para infecções por ACB resistentes aos carbapenêmicos. 
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 As espécies do complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter 

baumannii também foram testadas para os genes das oxacilinases, onde encontramos 

dos doze isolados não-baumanni analisados, 4 positivos para o gene blaOXA-23 e três 

isolados positivos para o gene blaOXA-51, sendo dois desses isolados resistentes aos 

carbapenêmicos, o que indica que pode existir transferência horizontal das oxacilinases 

entre as espécies de ABC.  

 Então, destaca-se a importância do estudo de métodos rápidos e  exequíveis em 

laboratórios de rotina para a identificação das espécies do complexo ABC visto que 

nosso trabalho, assim como trabalhos em Singapura, China e Coreia encontram 

espécies não-A. baumannii resistêntes aos carbapenêmicos e que apresentam elementos 

genéticos móveis como as oxacilinases.   
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