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1. INTRODUÇÃO  

As infecções hospitalares constituem um problema de saúde pública emergente, uma vez 

que o aumento de casos relacionados às infecções nosocomiais compõem elevados índices de 

morbidade e mortalidade, além de estabelecerem períodos de internação prolongados e altos 

custos para o sistema de saúde (Rosangela De and Sônia Ayako Tao, 2008). Os índices de 

infecção hospitalar tendem a ser maiores em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) quando 

comparados aos demais setores hospitalares. Diversos fatores contribuem para esta ocorrência, 

dentre eles a condição dos próprios pacientes, comprometimento do sistema imunológico, 

doenças de base, procedimentos invasivos, longos períodos de internação, uso prévio de 

antibióticos, entre outros (Eggimann and Pittet, 2001). 

Acinetobacter baumannii é responsável por diferentes tipos de infecções, como 

pneumonias, meningites, infecções urinárias, feridas operatórias, do trato respiratório, dentre 

outras. Além disso, o tratamento das infecções ocasionadas por esta bactéria tem se tornado um 

fator preocupante, em função do surgimento de cepas multirresistentes, o que torna as opções 

terapêuticas restritas. (Abdalhamid et al., 2014). 

Dentre os mecanismos de resistência, destacam-se a reduzida permeabilidade da 

membrana externa, perda de porinas, alteração nos sítios de ligação dos antibióticos, 

hiperexpressão de bombas de efluxo e produção de beta-lactamases (Giamarellou et al., 2008; 

Peleg et al., 2008). No entanto, o mecanismo que mais contribui para a rápida disseminação de 

cepas multirresistentes dentro de ambientes hospitalares é a aquisição de genes de resistência e 

produção de enzimas beta-lactamases, as quais se propagam principalmente por plasmídeos, 

transposons ou integrons (Valenzuela et al., 2007), e do elemento de inserção ISAba1 localizado  

upstream a genes de resistência como blaOXA-23, blaOXA-58 e blaAmpC tem sido associado a um 

aumento na resistência aos carbapenemicos. Além disso, ISAba1 possui a capacidade de 

mobilizar genes como blaOXA-23 tornando a disseminação desses genes cada vez mais facilitada 

por esses elementos genéticos moveis (Martins et al., 2012).  
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 No estado do Mato Grosso do Sul não existem relatos sobre o monitoramento de cepas 

de A. baumannii multirresistentes a carbapenemicos. Tendo em vista a crescente importância do 

levantamento e ocorrência de cepas multidrogas resistentes (MDR) para a clínica médica, 

juntamente com a falta de dados no estado do Mato Grosso do Sul, justifica-se a realização deste 

trabalho visando caracterizar cepas de A. baumannii resistentes a carbapenemicos a fim de 

identificar o perfil de susceptibilidade e avaliar a prevalência destas cepas em um Hospital 

Público de Dourados/MS. 

 

2. REFERENCIAL TEORICO  

2.1  Infeção hospitalar 

O controle de casos de infecção, principalmente em unidades de terapia intensiva (UTIs) 

são de difícil conduta (Aloush et al., 2006) devido as condições dos próprios pacientes, como 

longos períodos de internação, realização de procedimentos invasivos, doenças de base, 

utilização constante de antibióticos de largo espectro, dentre outros (de Sousa et al., 2008); 

(Oliveira et al., 2010). 

Embora a condição do paciente seja importante para o desenvolvimento de infecções, a 

utilização prévia de antibióticos na clínica médica também contribui para que as infecções 

hospitalares tornem-se um importante veículo de disseminação de bactérias multirresistentes 

dentro das instituições de saúde (Bush, 2010; Rosangela De and Sônia Ayako Tao, 2008), 

passando a ser uma preocupação não somente dos órgãos competentes, mas também a nível 

social (Figueiredo et al., 2011). 

Deve-se também considerar um fator determinante para o surgimento das infecções as 

características dos hospitais que apresentam uma grande rotatividade de seus leitos. A ocupação 

dos leitos imediatamente após serem vagos, favorece a inadequada limpeza e higienização, 

contribuindo para a proliferação de bactérias multirresistentes entre os pacientes (Neto, et al., 

2010). As bactérias Gram-negativas são os patógenos com maior relevância clínica e 

epidemiológica nos ambientes hospitalares, dentre elas as pertencentes à família Moraxellaceae 

(Peleg et al, 2008). 
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2.2 Acinetobacter spp. 

O gênero Moraxella, que foi proposto pela primeira vez por Lwoff em 1939, foi colocada 

na família Neisseriaceae em 1968 pela Henriksen e BØvre com base em similaridades 

fenotípicas e dados de transformação genética (Rossau et al., 1991). Em 1971, o gênero 

Acinetobacter também foi incluído no Neisseriaceae (Lessel, 1971). Por vários anos, a 

composição do Neisseriaceae se manteve inalterada (Rossau et al., 1991). 

O gênero Acinetobacter remonta ao início do século 20, em 1911, quando Beijerinck, um 

microbiologista holandês, descreveu um organismo chamado Micrococcus calco-Aceticus que 

foi isolado a partir do solo por enriquecimento em um meio mínimo de cálcio contendo-acetato 

(Beijerinck, 1911).  

A designação do gênero atual Acinetobacter, foi inicialmente proposto por Brisou e 

Prévot em 1954 para separar a motilidade dos microrganismos, motilidade dentro do gênero 

Achromobacter (Brisou et al., 1954). Foi somente até em 1968 que está designação de género 

tornou-se mais amplamente aceita (Baumann et al., 1968). Em 1968 uma pesquisa concluiu que 

as diferentes espécies possuíam essa característica semelhante foram listadas pertencentes a um 

único gênero, para o qual o nome Acinetobacter foi proposto, e que mais subclassificação em 

espécies diferentes com base em características fenotípicas não era possível (Baumann et al., 

1968). Estes achados resultaram no reconhecimento oficial do gênero Acinetobacter pelo 

Subcomitê sobre a Taxonomia de Moraxella e aliadas Bactérias em 1971 (Lessel, 1971). 

O gênero Acinetobacter spp. pertence à família Moraxellaceae (Peleg et al, 2008), 

compreende 31 espécies diferentes, (Peleg et al., 2008; Enoch et al., 2008; Molina et al., 2010) e 

engloba bactérias coco bacilares, gram-negativas, não fermentadoras de glicose, estritamente 

aeróbias, imóveis, não produtoras de pigmentos, catalase-postitivas e oxidase-negativas (Von 

Graevenitz, 1995). Das 31 espécies de Acinetobacter spp., a considerada mais frequente em 

ambientes hospitalares é o Acinetobacter baumannii, no entanto outras espécies estão 

relacionadas a casos infecciosos, como A. pittii, A. nosocomialis, (Nemec et al., 2011; Peleg et 

al., 2008), A. calcoaceticus (Camargo et al., 2013; Hsieh et al., 2014), A. lwoffii (Kim et al., 

2014; Kamolvit et al., 2014), A. johnsonii (Kamolvit et al., 2014; Zong et al., 2013), A. 

haemolyticus (Funahashi et al., 2013), A. junii (Zhou et al., 2013).  

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Acinetobacter_junii&action=edit&redlink=1
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O gênero Acinetobacter é amplamente distribuído na natureza e geralmente ocorre no 

solo (Nageeb et al., 2015). Acinetobacter baumannii sobrevive em superfícies úmidas ou secas, 

além de apresentar rápida colonização na pele de pacientes e da equipe de saúde, facilitando a 

sua transmissão e prolongando os surtos hospitalares (Al-Shaer et al., 2014). 

 Acinetobacter sp é relativamente não virulento e, até que se saiba melhor, não possui 

toxinas específicas ou habilidade em sobreviver intracelularmente. Colonização da pele e 

mucosas é mais comum do que infecção, e a invasão de tecidos é limitada, quando as defesas do 

hospedeiro estão intactas. Pacientes hospitalizados, debilitados, submetidos a procedimentos 

invasivos e terapêutica antimicrobiana de amplo espectro, especialmente os internados em 

Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), são os hospedeiros ideais para infecções pela espécia A. 

baumannii (Villar et al., 2014).  

Durante as últimas décadas A. baumannii tem sido cada vez mais reconhecido como um 

patógeno significativo de infecções hospitalares, e tem emergido como um patógeno nosocomial 

importante, especialmente em UTI (Nageeb et al., 2015), onde vários surtos tem sido relatados 

com freqüência (Zhou et al., 2011). Este patógeno se tornou um alvo de vigilância por ter rápida 

emergência de resistência, aumento da incidência e a propagação mundial de isolados 

multirresistentes (Liu et al., 2014). 

2.3 Mecanismos de resistência de Acinetobacter baumannii aos carbapenêmicos 

O surgimento da multirresistência bacteriana se tornou um fator alarmante, já que muitas 

espécies bacterianas consideradas clinicamente importantes passaram a adquirir resistência a 

vários antibióticos, diminuindo as opções terapêuticas para o tratamento de infecções 

hospitalares (Lesho et al., 2013). A resistência aos antibióticos se desenvolveu como uma 

consequência natural da habilidade das cepas bacterianas se adaptarem à pressão seletiva 

exercida pelo uso constante e indiscriminado de antibióticos (Seifert et al., 2005). Devido ao 

surgimento da resistência a diversas classes antimicrobianas, os carbapenêmicos passaram a ser a 

principal escolha para o tratamento de infecções ocasionadas por A. baumannii, bem como de 

outras espécies do gênero (Enoch et al., 2008). No entanto, com o aumento da frequência no uso 

de carbapenêmicos, principalmente meropenem e imipenem, cepas de A. baumannii  passaram a 

adquirir resistência a esta classe, e consequentemente passaram a ser relatadas em diferentes 

partes do mundo (Kuo et al., 2012; Mohanty et al., 2013; Neonakis et al., 2011), tornando as 

opções terapêuticas restritas (Safari et al., 2013). 
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A multirresistência à carbapenêmicos pode muitas vezes ser explicada por alguns 

mecanismos, tais como reduzida permeabilidade da membrana externa, perda de porinas, 

alteração nos sítios de ligação dos antibióticos, hiperexpressão de bombas de efluxo e inativação 

estrutural do antibiótico pela produção de enzimas (Peleg et al., 2008; Giamarellou et al., 2008).  

As enzimas β-lactamases, mecanismo mais importante de resistência adquirida em gram-

negativos (Jeon et al., 2005), são divididas em classes de acordo com a similaridade entre as 

sequências dos aminoácidos e identificadas como classes A B, C e D. Na classe A, são inclusas 

as enzimas beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), penicinilases e carbapenemases do 

tipo serina, como as KPCs. Na classe B, as metalo-beta-lactamases, como blaIMP-1, blaVIM-1, 

blaNDM-, na classe C, encontra-se as cefalosporinases (AmpC) e na classe D, as oxacilinases 

como, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-48 e blaOXA-58 (Ambler et al., 1991).  

A perda de permeabilidade da membrana externa, devido a alterações específicas nas 

porinas é um mecanismo de resistência intrínseca a carbapenêmicos em A. baumannii (Novovic 

et al., 2015). Na célula bacteriana, para que os antimicrobianos consigam atravessar a bicamada 

lipídica presente na membrana externa das bactérias, é necessário que haja canais transportadores 

disponíveis, denominados porinas de membrana (OMP), os quais são canais aquosos compostos 

por proteínas. No entanto, podem ocorrer modificações na permeabilidade da membrana e 

alterações na estrutura das proteínas, fazendo com que estas estruturas se tornem impermeáveis a 

compostos hidrofóbicos, e, portanto, o antibiótico não consiga reconhecer a estrutura bacteriana, 

não conseguindo agir sobre a mesma (da Silva et al., 2007). 

A resistência pela modificação nos sítios de ligação dos antibióticos ocorre por mutações 

nos genes cromossomais, que codificam enzimas com menor afinidade para o antibiótico, sendo 

assim o antibiótico não reconhece o alvo presente na célula bacteriana, não ocorrendo a morte 

celular (da Silva et al., 2007). 

As bombas de efluxo são estruturas responsáveis pelo transporte de compostos orgânicos 

tóxicos, para fora da célula bacteriana. Devida a baixa permeabilidade da membrana externa, 

quando os sistemas ativos de efluxo estão presentes, o antibiótico tem dificuldade para penetrar 

através da membrana externa, então o antibiótico é expulso para fora do citoplasma da célula, 

não conseguindo realizar a morte celular bacteriana (da Silva et al., 2007). 
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A identificação dos mecanismos de resistência as principais classes de antibióticos 

auxiliam na compreensão das infecções ocasionadas por A. baumannii e outras espécies do 

gênero na clínica médica (Al-Sweih et al., 2012; Khan et al., 2012). Além disso, compreender 

quais mecanismos estão envolvidos na resistência antimicrobiana contribui para o tratamento 

clínico das infecções hospitalares (Martins et al., 2013; Giamarellou et al., 2008). 

2.4 Epidemiologia molecular de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenemicos  

A investigação epidemiológica molecular de bactérias é um dos pilares que desencadeiam 

medidas de controle de infecção específicas, que são necessários para eliminar A. baumannii e 

evitar a sua propagação (Tomaschek et al., 2016).A epidemiologia das infecções ocasionadas por 

A.baumannii é considerada por muitas vezes complexa, não somente pelos mecanismos de 

resistência, mas também pela coexistência de infecções endêmicas em uma determinada unidade 

hospitalar, o que torna constante o uso generalizado de antibióticos de amplo espectro por 

períodos prolongados, favorecendo a pressão seletiva sobre a microbiota hospitalar e a seleção de 

cepas multirresistentes (Martins et al., 2013). 

Resultados obtidos pela técnica de Amplified Fragment Lenght Polymorphic (AFLP) 

demonstraram diferenças genéticas de três grupos clonais de A. baumannii e mostrou que existia 

uma diferença genética elevada entre os grupos, confirmando a existência de três grupos clonais 

bem distintos presentes nas enfermarias monitoradas em Florença, na Itália (Donnarumma et al., 

2010).  

Na Espanha, um estudo avaliou o perfil clonal de 729 cepas de A. baumannii por MLST e 

identificou um coeficiente de semelhança genética de 50% a 100%. No entanto consideraram 

clones apenas as cepas que apresentaram uma similaridade genética a partir de 80% (Villalo et 

al., 2011).  

A análise do perfil clonal com cepas de A. baumannii isoladas de unidades hospitalares 

na África do sul indicou atráves da técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE) e 

Multilocus Sequence Typing(MLST) que as cepas eram clones contendo o gene OXA-23 

(Lowing et al., 2015). Um estudo de tipagem por PFGE e MLST em isolados clínicos de A. 

baumannii realizado em Los Angeles identificaram que os isolados clínicos pertenciam a dois 

clones principais pertencentes a dois Tipos de Sequência (ST), ST1 e ST2, sendo que 76,2% dos 

isolados testados pertenciam a ST2 (El-Shazly et al., 2015). 
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Um estudo realizado na Índia utilizando a técnica Randon Amplified Polymorphic (RAPD) 

e MSLT identificou um alto grau de variabilidade genética entre os 100 isolados clínicos, com 53 

padrões de RAPD distintos, dos quais 18 mostraram 100% de similaridade. Constataram que a 

técnica MLST deve ser realizada para a vigilância epidemiológica, a fim de aprender sobre a 

variabilidade e prevalência de clones de multirresistentes no mundo (Rynga et al., 2015). 

Em Meca na Arábia Saudita, 107 isolados de UTI de diferentes hospitais obtiveram 

identificaram oito ST, sendo que os predominantes foram ST195 e ST557 e todos eles pertencem 

ao complexo clonal em todo o mundo (CC) 2 (Alyamani et al., 2015).No Kuwait, 33 isolados A. 

baumannii foram analisados por MLST e 20 ST foram diferentes, dos quais seis eram novas, 

sendo que o mais frequente foi a ST2 e o complexo clonal predominante foi CC2. Na análise do 

perfil clonal apenas três dos isolados padrões de PFGE foram idênticos, o que indica a 

possibilidade de um falso surto (Vali et al., 2015). 

O primeiro relato da ocorrência dos genes blaOXA-23 e blaOXA-58 em A. baumannii nas 

cidades de Niterói e Rio de Janeiro, respectivamente, através da técnica de PCR (Polymerase 

Chain Reaction) foram analisados 20 isolados de A. baumannii, e somente aqueles que 

transportavam os genes blaOXA-23 e blaOXA-58 eram resistentes a carbapenemicos (Figueiredo et al., 

2011).  

Um estudo realizado em Curitiba, Brasil analisou cepas de Acinetobacter baumannii 

resistente a carbapenemicos obtidas a partir de oito pacientes em dois hospitais. Os isolados eram 

multirresistentes, pertencia a uma única estirpe, e produziam a carbapenemase OXA-23. 

Constataram que as opções de tratamento eram limitadas, embora os isolados foram sensíveis à 

polimixina B in vitro. E com base nos padrões idênticos de PFGE e resultados de testes de 

sensibilidade aos antibióticos, relataram que uma única cepa A. baumannii produtora de OXA-23 

se espalhou entre os dois hospitais, sendo que essa cepa contribuiu para a mortalidade dos 

pacientes mesmo quando polimixina B, um medicamento com uma atividade in vitro, foi 

administrado (Dalla-Costa et al., 2003).  

No Brasil a emergência e propagação de OXA-23 aparentemente começou em Curitiba, 

Estado do Paraná, em 2003. A partir de 2003, esta enzima tem sido encontrado em outros 

estados, como São Paulo (Antonio et al 2008; Antonio et al., 2009; Mostachio et al., 2012), Rio 

de Janeiro (Carvalho et al., 2009; Carvalho et al., 2011), Rio Grande do Sul (Martins et al., 2009; 

Martins et al., 2013), Espírito Santo, Alagoas, Amazonas, Bahia, Distrito Federal, Goiás, Minas 
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Gerais, Rio Grande do Norte, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul (Carvalho et al., 2011) e Mato 

Grosso (investigação em andamento) 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 
 

Caracterizar cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes isoladas de pacientes 

internados em um Hospital Público do município de Dourados/MS afim de identificar a 

resistência aos carbapenêmicos, buscando contribuir nas medidas de controle de infecção 

hospitalar. 

 

4.2  Objetivos específicos  
 

● Identificar cepas de A. baumannii em isolados clínicos de pacientes internados em um 

Hospital Público de Dourados/MS; 

● Determinar o perfil de susceptibilidade pelo teste da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) de cepas de A. baumannii; 

● Identificar a presença de carbapenemases por MALDI TOF-MS; 

● Investigar a presença dos genes blaOXA-23, blaOXA-51, blaOXA-58, blaOXA-24, blaKPC-2, bla-

VIM-1, blaIMP-1, blaNDM-1 pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 
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PÚBLICO DE DOURADOS/MS 
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RESUMO 

Acinetobacter baumannii é responsável por diversos casos de infecções nosocomiais, com elevados 

índices de morbidade e mortalidade, além de estabelecer prolongados períodos de internação e altos 

custos para o sistema de saúde. O objetivo do estudo foi caracterizar cepas de A. baumannii 

multirresistentes em um Hospital Público do município de Dourados/MS. As cepas foram coletadas de 

Janeiro a Dezembro de 2014, identificados pelo sistema automatizado VITEK® (BioMérieux) e 

confirmadas pelo MALDI TOF-MS. No período do estudo foram isolados 65 cepas de A. baumannii, 

provenientes de 65 pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) e postos de 

atendimentos, provenientes de amostras clínicas de swab retal (21,5%), swab nasal (15,3%), secreção 

traqueal (36,9%), secreção de dreno (1,5%), material de biopsia (1,5%), cateter (17,1%), secreção 

otológica (1,5%), secreção da coxa (1,5%), urocultura (7,6%), hemocultura (6,1%). O perfil de 

susceptibilidade foi determinado pela técnica de microdiluição em caldo de acordo com o CLSI sendo que 

96,9% das cepas apresentaram perfil de multirresistência (MDR) a imipenem (MIC ≥ 8 µg/mL e 16 µg/ 

mL) e 93,8% ao meropenem (MIC ≥ 8 µg/mL e 16 µg/ mL).  A investigação da presença de enzimas 

carbapenemases foi determinada por MALDI TOF-MS que indicou a produção carbapenemases em todas 

as cepas. A análise genética para a identificação dos genes que codificam carbapenemases, blaKPC-2, 

blaIMP-1, blaVIM-1, blaNDM-1, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-48 e blaOXA-58, foi realizada por PCR. Todas 

as cepas foram positivas para o gene blaOXA-51 e 90,7% para o gene blaOXA-23. Portanto identificar os genes 

envolvidos na resistência bacteriana a carbapenemicos poderá auxiliar em medidas de controle de 

infecção hospitalr  

 

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii, Infecção hospitalar; Resistência bacteriana 
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Abstract 

Acinetobacter baumannii is responsible to several cases of nosocomial infections. Once 

the increase in cases are related to nosocomial infections comprise high rates of morbidity and 

mortality, and to establish prolonged periods of hospitalization and high costs to the health 

system. The aim of the study was to evaluate and characterize strains of A. baumannii multidrug 

resistant in a Public Hospital of Dourados/MS. The bacterial strains of A. baumannii were 

collected from January to December 2014 and were identified by the automated system VITEK® 

(BioMérieux) and MALDI-TOF MS. During the study period were isolated 65 strains of A. 

baumannii from 65 ICU patients and attendance stations, from clinical samples, as rectal swab 

(21,5%), nasal swab (15,3%), tracheal aspirates (36,9%) secretion drainage (1,5%), biopsy 

material (1,5%), catheter (17,1%), ear secretion (1,5%), thigh secretion (1,5%), urine (7,6%), and 

blood cultures (6,1%).The evaluation of susceptibility profiles was determined by microdilution 

technique in broth, according to the CLSI wherein 96,9% of the strains were resistant to 

imipenem (MIC ≥ 8 mg / ml and 16 ug / ml) and 61 (93,8%) to meropenem (MIC ≥ 8 mg / mL 

and 16 ug / ml). The investigation of carbapenemases enzyme was determined by MALDI-TOF 

MS. The genetic analysis was performed by PCR to identify the following encoding genes of 

carbapenemases, blaKPC-2, blaIMP-1, blaVIM-1, blaNDM-1, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-48 e 

blaOXA-58. All strains were positive for blaOXA-51 gene and 90,7% for blaOXA-23 gene. Therefore 

identify the genes involved in bacterial resistance to carbapenems may assist in control measures 

hospitalr infection. 

Keywords: Acinetobacter baumannii, nosocomial infection; bacterial resistance. 
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INTRODUÇÃO 

Acinetobacter baumannii é um patógeno Gram-negativo oportunista, responsável por 

infecções e surtos hospitalares, principalmente em unidades de terapia intensiva (UTIs) devido 

ao alto nível de resistência relacionados aos mecanismos intrínsecos e adquiridos e sua fácil 

adaptação ao ambiente (Chang et al., 2015).  

 A. baumannii é responsável por pneumonia nosocomial, infecções de feridas, 

bacteremia, infecção do trato urinário, meningite, endocardite, osteomielite, ceratite (Maragaki, 

2008), do sistema nervoso central, e peritonite, que acometem especialmente pacientes 

imunocomprometidos (Kooti S et al., 2015). Infecções por A. baumannii são muitas vezes 

difíceis de erradicar devido sua capacidade de resistência relacionados aos mecanismos 

intrínsecos e adquiridos e sua fácil adaptação ao ambiente (Neon et al., 2005; Chang et al., 

2015). 

Atualmente, no Brasil, o principal problema no tratamento de infecções causadas por 

bactérias multirresistentes, incluindo A. baumannii, é devido a expressão da β -lactamases que 

hidrolisam carbapenemicos, cefalosporinas de quarta geração, que são consideradas as mais 

recentes opções terapêuticas (imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem) e terceira geração  

(Kiffer et al., 2003; Moreira et al., 2004; Sader et al., 2001)  

Um dos principais mecanismos de resistência aos carbapenêmicos é a produção de 

carbapenemases, principalmente as oxacillinases (OXAs), menos frequente que as metalo-β-

lactamases (MβLs) (Irfan et al., 2011). Carbapenemases do tipo OXA são divididos em oito 

subgrupos, das quais já foram identificados em A. baumannii, as enzimas OXA-23, OXA-24, 

OXA-58, e OXA-51(Karmostaji et al., 2013), sendo esta última, o gene produtor considerada 

intrínseco ao genoma de A. baumannii (Turton et al., 2006). Vários estudos brasileiros têm 

relatado a presença destas enzimas responsáveis por ocasionar resistência (Dalla-Costa et al., 

2003, Carvalho et al. 2009; Figueiredo, 2011).  

Na região da Grande Dourados não há relatos sobre a distribuição de genes que conferem 

resistência a cepas A. baumannii. Portanto, este estudo teve como objetivo caracterizar 

molecularmente cepas de A. baumannii resistentes a carbapenemicos isolados de pacientes 

internados em um hospital público no município de Dourados, Mato Grosso do Sul, buscando 

contribuir na elucidação dos mecanismos de resistência à carbapenêmicos, no tratamento ideal na 

clínica médica e em medidas de prevenção a surtos.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos (CEP-UFGD) 

Este projeto foi submetido e aprovado junto ao Comitê de Ética e Pesquisa em Seres 

Humanos da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), com o número do parecer 

877.292/ 2014 (Anexo A). 

Coleta de dados e isolamento das cepas bacterianas  

As cepas foram coletadas de janeiro a dezembro de 2014 de pacientes internados em 

Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) adulto, neonatal, pediátrica Unidade de Cuidados 

Intermediários (UCI) e Postos de atendimento de um Hospital Público de Dourados/MS. Dados 

sobre a identificação bacteriana, coleta das cepas, unidade de isolamento, amostra clínica, faixa 

etária e sexo dos pacientes foram obtidos utilizando os registros do hospital avaliado.  

Caracterização fenotípica dos isolados clínicos  

As cepas foram identificadas pelo sistema automatizado VITEK2® (BioMérieux, 

França), e cultivados em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e Ágar Mac Conkey e incubadas 

durante 24 horas a 37 °C. As culturas que apresentaram crescimento nos meios de cultivos foram 

armazenadas a -70 ºC para posterior extração de DNA. A confirmação da espécie bacteriana e a 

investigação de carbapenemases foram determinadas por espectrometria de massa MALDI TOF-

MS utilizando o antibiótico ertapenem, conforme descrito por Carvalhaes et al., (2013) sendo 

consideradas produtoras de carbapenemases as cepas como o perfil de hidrólise forte ou hidrólise 

fraca/tardia em 2 e 4 horas respectivamente.  

Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A avaliação do perfil de suceptibilidade foi realizada pelo teste de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) atráves técnica de microdiluição em caldo Mueller-Hinton em 

microplacas de 96 poços, Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa padrão em 

todos os testes de susceptibilidade. Os agentes antimicrobianos testados foram imipenem (0,03 à 

32 µg/mL) e meropenem (0,016 à 16 µg/mL). Os resultados foram interpretados por leitura 

visual com o auxílio do corante Resazurina. A. baumannii resistente a carbapenemico (CRAB) 

foi definido como resistente a imipenem e meropenem (CIM é, ≥8 ug/ml e ≥ 16 ug/ml), 

A. baumannii susceptível aos carbapenêmicos (CSAB) (MIC ≤ 2 ug/ml) e A. baumannii 

intermediário a carbapenêmicos (CIAB) (MIC de 4 ug/mL) de acordo com as orientações do 
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CLSI, 2014.  

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

As cepas bacterianas foram submetidas à extração de DNA através de lise por 

aquecimento conforme descrito por Chang et al., (2015) com algumas modificações. A 

amplificação foi realizada utilizando os primers específicos (Tabela I) para carbapenemases 

classificados como classe A, blaKPC-2, metalo-betalactamase blaIMP-1, blaVIM-1, blaNDM-1 e 

oxacillinases blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, e blaOXA-58. 

As reações de PCR foram realizadas para o volume final de 25 μL, utilizando os 

reagentes GoTaq® Green Master Mix (M712) (USA) de acordo com as informações do 

fabricante. As reações de amplificação foram conduzidas em um termociclador (MyCicler-Bio-

Rad®) e as condições de ciclagem foram as respectivas: desnaturação inicial a 94 °C por 5’, 

seguida de 35 ciclos com desnaturação a 95 °C por 45’’, extensão a 72 °C por 40’’ e extensão 

final a 72 °C por 7’, sendo as temperaturas de anelamento adequadas para cada gene (Tabela 1). 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0%. Os géis foram 

corados com GelRed™ (Uniscience/Brasil), e os produtos de PCR foram visualizados sob luz 

ultravioleta. 
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Tabela I. Sequências dos primers utilizados na amplificação dos genes codificadores de carbapenemases 

 

 

Mecanismos de 

resistência 

 

Primers 

 

Sequências (5’  3’) 

Tempo de 

anelamento em 

segundos 

Peso Molecular do 

amplicon (pb) 

 

Referências 

Carbapenemase 

Classe A 

blaKPC-2 F 

blaKPC-2 R 

TCT GGA CCG CTG GGA GCT GG 

TGC CCG TTG ACG CCC AAT CC 

55 ºC – 40’’ 399 Cole et al., 2009 

Carbapenemase 

Metalo-betalactamase 

blaIMP-1 F 

blaIMP-1 R 

CTA CCG CAG CAG AGT CTT TGC 

GAA CAA CCA GTT TTG CCT TAC C 

65 ºC – 40’’ 578 Ryoo et al., 2010 

Carbapenemase 

Metalo-betalactamase 

blaVIM-1 F 

blaVIM-1 R 

TCT ACA TGA CCG CGT CTG TC 

TGT GCT TTG ACA ACG TTC GC 

60 ºC – 40’’ 748 Ryoo et al., 2010 

Carbapenemase 

Metalo-betalactamase 

blaNDM-1 F 

blaNDM-1 R 

ATT AGC CGC TGC ATT GAT 

CAT GTC GAG ATA GGA AGT G 

58 ºC – 40’’ 154 Naas et al., 2011 

Carbapenemase 

Oxacilinase 

blaOXA-24 F 

blaOXA-24 R 

ATG AAA AAA TTT ATA CTT 

CCTATA TTC AGC 

TTA AAT GAT TCC AAG ATT TTC 

TAG C 

60 ºC – 40’’ 825 Jeon et al., 2005 

Carbapenemase 

Oxacilinase 

blaOXA-51 F 

blaOXA-51 R 

TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG 

TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG 

60 ºC – 40’’ 353 Woodford et al., 2006 

Carbapenemase 

Oxacilinase 

blaOXA-58 F 

blaOXA-58 R 

AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG 

CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC 

63 ºC – 40’’ 599 Woodford et al., 2006 

 

Carbapenemase 

Oxacilinase 

blaOXA-23 F 

blaOXA-23 R 

GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA 

ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT 

59 ºC – 40’’ 

 

501 Woodford et al., 2006 

 



 

22 

 

RESULTADOS 

Coleta de dados e isolamento das cepas bacterianas 

De Janeiro a Dezembro de 2014 foram isoladas 65 cepas de A.baumannii provenientes de 

65 pacientes em um Hospital Público de Dourados/MS. Sendo que 66,1% eram do sexo 

masculino, conforme pode ser observado na Tabela II.  

Nos meses de janeiro, abril e outubro foram isolados o maior número de cepas de A. 

baumannii. Estes resultados podem ser observados na figura 1, o qual demonstra que o mês de 

outubro apresentou 10 cepas (15,3%), seguido do mês de janeiro com 9 cepas (13,8%) e o mês 

de abril com 8 cepas (12,3%). É possível observar também que os meses de junho, agosto e 

novembro foram os meses de menor coleta, com apenas duas cepas de A. baumannii coletadas 

em cada mês. 
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Tabela II. Características clínicas de 65 pacientes onde foram isoladas as cepas de Acinetobacter 

baumannii resistente a carbapenêmicos (CRAB). 

Variáveis N (%) Colonização N (%) Infecção N (%) 

Gênero     

Masculino 43 (66,1) 40 (61,5) 3 (4,6) 

Feminino 22 (33,8) 20 (30,7) 2 (3,0) 

Idade    

Neonatos 14 (21,5) 14 (21,5) - 

1– 7 Meses 4 (6,1) 4 (6,1) - 

24-40 3 (4,6) 3 (4,6) - 

40-57 12 (18,4) 6 (9,2) 6 (9,2) 

57-67 10 (15,3) 8(12,3) 2 (3,0) 

67-79 19 (29,2) - 19 (29,2) 

≥79 3 (4,6) - 3 (4,6) 

Amostra clínica    

Secreção traqueal 24 (36,9) - 24 (36,9) 

Swabs 24 (36.9) 18 (27,6)  6(9,2) 

Cateter 3 (4,6) 3(4,6) - 

Hemocultura 4 (6,1) - 1(1,5) 

Material de Biopsia 1 (1,5) 1(1,5) - 

Secreção de Coxa 1 (1,5) - 1(1,5) 

Secreção de Dreno 1 (1,5) - 1(1,5) 

Secreção Otológica 1 (1,5) - 1(1,5) 

Urocultura 6 (9,2) - 6(9,2) 

Unidade de internação    

UTIs-Adulto 39 (63,0) 24 (36,9) 15 (23) 

UTI-Neonatal*  14 (21,5) 14 (21,5) - 

UTI-Pediátrica  5 (6,1) 1 (1,5) 4 (6,1) 

Postos de atendimento 6 (9,2) 4(6,1) 2 (3,0) 

Centro cirúrgico  1 (1,5) 1 (1,5) - 

Total 65 

*Até 28 dias 
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Figura 1. Número de amostras clinicas de A. baumannii coletados entre os meses de janeiro a 

dezembro de 2014. 

Foi observado que a prevalência de A. baumannii foi maior em indivíduos com faixa etária 

acima dos 60 anos, demonstrando um alto índice de pacientes idosos acometidos por A. 

baumannii. Por volta de 41,5% se encontram na faixa etária acima dos 60 anos de idade, 

seguidos de pacientes neonatos (21,5%). Por outro lado, a faixa etária de 24-40 apresentou o 

menor número de cepas isoladas no período do estudo (4,6%), conforme pode ser observado na 

figura 2. 
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Figura 2. Número de amostras clínicas de A. baumannii distribuídas por grupos etários de 

pacientes internados no HU. * Neonatos até 28 dias.  

Dentre os locais de internação, os que apresentaram maior prevalência de amostras 

coletadas de A. baumannii foram as UTIs adultos B e A e UI (Unidade de Intermediária) 

conforme apresentado na figura 3.  

 

 

Figura 3. Número de cepas de A. baumannii isoladas de diferentes Unidades hospitalares. 

UTI-A e B: Unidade de terapia intensiva adulto; UTI-Neo: Unidade de terapia intensiva 

neonatal; UTI-Ped: Unidade de terapia intensiva pediátrica; CC: centro cirúrgico; P2, P3, P4: 

Postos de atendimento.  
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As fontes de infecção mais comuns onde foram isoladas as cepas de A. baumannii foram 

secreção traqueal (36,9%), urocultura (9,2%) e hemocultura (6,1%). secreção otológica (1,5%), 

secreção de dreno (1,5%) e secreção de coxa (1,5%). Para fontes de colonização as amostras de 

swabs de vigilância (36,9%), cateter (4,6%) e material de biopsia (1,5%). A figura 4 demonstra a 

quantidade de cepa coletada por amostra clínica.  

 

Figura 4. Distribuição de cepas de A. baumannii isoladas de amostras clínicas 

provenientes de pacientes internados em um Hospital público de Dourados/MS.  

 

Caracterização fenotípica dos isolados clínicos  

O sistema automatizado VITEK2® identificou 60 (92,3%) cepas como Acinetobacter 

baumannii duas (3,0%) cepas como Acinetobacter baumannii complex, uma (1,5%) 

Acinetobacter haemolyticos, Acinetobacter junnii e Acinetobacter lwoffi respectivamente. A 

confirmação da espécie bacteriana e a investigação de carbapenemases determinada por 

espectrometria de massa identificou todas as cepas (100%) como Acinetobacter baumannii. 

Além disso identificou cinco cepas (7,6%) como produtoras de carbapenemases em 2 e 4 horas 

com o perfil de hidrólise forte, seguindo de 60 cepas (92,3%) com hidrólise fraca/tardia. Dessa 

forma todas as cepas foram consideradas como produtoras de carbapenemases.  
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Concentração Inibitória Mínima 

Dentre os isolados de A. baumannii, 63 (96,9%) foram consideradas CRAB (MIC ≥ 8 

ug/ml ≥ 16 ug/ml) ao antibiótico Imipenem. Para Meropenem 61 foram CRAB (93,8%) (MIC ≥ 

8 ug/ml ≥ 16 ug/ml). A tabela III  demonstra o resultado obtido com o teste de suscetibilidade a 

carbapenêmicos. 

Tabela III. Avaliação do perfil de susceptibilidade á carbapenêmicos das cepas de A.baumannii. 

Antimicrobiano Sensibilidade das cepas de A. baumannii n (%) 

 Resistente Intermediário  Suscetível 

Imipenem 63 (96,9) 1 (1,5) 1 (1,5) 

Meropenem 61 (93,8) 3(4,6) 1 (1,5) 

 

Avaliação da presença dos genes de resistência aos carbapenêmicos 

Cepas de A. baumannii isoladas que apresentaram perfil intermediário ou resistente aos 

carbapenêmicos foram submetidas a PCR. Todas as cepas foram positivas para o gene blaOXA-51 

(100%) gene intrínseco e utilizado para identificação da espécie e 59 cepas (90,7%) foram 

positivas para o gene blaOXA-23. Os demais genes analisados (blaKPC-2, blaIMP-1, blaVIM-1, blaNDM-1, 

blaOXA-24, blaOXA-48 e blaOXA-58) não foram identificados nas cepas estudadas.  A figura 5 e 6 

representam a amplificação do gene blaOXA-23e blaOXA-51, respectivamente. 

 

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com GelRed® (Uniscience) do gene 
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blaOXA-23 amplificado por PCR. Coluna M, marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb 

(Sigma); coluna CN (Controle Negativo), coluna 1 (Controle positivo do PCR) e colunas 2 a 11 

cepas de A. baumannii positivas no PCR 

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com GelRed® (Uniscience) do gene 

blaOXA-51 amplificado por PCR. Coluna M, marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb 

(Sigma); coluna CN (Controle Negativo), coluna 1 (Controle positivo do PCR) e colunas 2 a 10 

cepas de A. baumannii positivas no PCR. 

 

DISCUSSÃO 

Acinetobacter baumannii tornou-se uma importante causa de infecções e colonizações 

hospitalares em todo o mundo, acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos em 

UTIs, e limitando as opções de tratamento disponíveis (Yang et al., 2016).  

O presente estudo avaliou 65 amostras clínicas isoladas de pacientes internados em um 

Hospital público de Dourados/ MS. Dentre as amostras isoladas na grande maioria foram de 

secreção traqueal 36,9%, e de swabs de vigilância, sendo amostra de infecção e colonização 

respectivamente. A prevalência dessas amostras foi maior em indivíduos do sexo masculino 66,1 

% com faixa etária acima dos 60 anos (44,6%), internados na UTI-A. 

A identificação da espécie bacteriana com o sistema de identificação automatizado 

utilizado atualmente na microbiologia de diagnóstico, identificou 92,3% das cepas como 

Acinetobacter baumannii, além de outras espécies do gênero. A confirmação da espécie por 

espectrometria de massa MALDI TOF MS, indicou que todos foram identificados como A. 

baumannii produtor de carbapenemases em 2 e 4 horas com o perfil de hidrólise forte e hidrólise 

fraca/tardia. Contudo a partir da divergência entre os resultados apresentados pelo sistema de 

identificação automatizado pode-se confirmar a eficiência do MALDI TOF MS por ser uma 

ferramenta precisa na identificação microbiana hospitalar, em especial na identificação de 
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espécies do gênero Acinetobacter (Seifert et al., 2007; Rodríguez et al., 2013). A identificação 

por sistemas automatizados como o utilizado no estudo continua a ser uma problemática (Dubois 

et al., 2012; Manji et al., 2014; Jamal et al., 2014). Isto pode ser explicado em parte pelo teor de 

banco de dados limitado, mas também porque os substratos utilizados para a identificação de 

espécies de bactérias não foram adaptados especificamente para identificar bactérias pertencentes 

ao gênero Acinetobacter. Em particular, os três membros clinicamente relevantes do A. 

calcoaceticus, A. baumannii, A. baumannii complex não podem ser separados por sistemas de 

identificação comerciais atualmente disponíveis (Peleg et al., 2008). 

Os elevados perfis de resistência dos isolados de A. baumannii aos antimicrobianos 

imipenem 96,9% e 93,8% ao meropenem, podem ser ocasionados decorrente do uso indevido de 

antibióticos em ambientes clínicos, ou de pacientes que não completam o curso de antibiótico 

prescrito (Lowings et al., 2015), além da extensa prescrição de carbapenêmicos em hospitais, a 

fim de tratar infecções por A. baumannii levou a ocorrências de isolados resistentes ao 

carbapenemicos (Bagheri et al., 2015). Esses resultados corroboram com os apresentados por 

Kooti, et al. 2015, que relatou 98,5% de resistência ao imipenem e 99,5% ao meropenem. Assim 

como no estudo de Goudarzi, et al., 2013 em Teerã, as taxas de resistência de 99% e 91,5% 

foram relatados ao imipenem e meropenem, respectivamente. No Chile, a resistência a imipenem 

e meropenem em pacientes de UTIs foi de 76% e 80,2%, respectivamente, durante 2012 (Rivera, 

2016). Estes achados reforçam a ideia que o perfil de resistência de cepas A. baumannii à 

carbapenêmicos tem uma tendência crescente que é provavelmente por causa da disseminação de 

uma possível linhagem altamente resistente (Aljindan et al., 2015).  

Os resultados para PCR revelaram que os genes blaOXA-51 e blaOXA-23 foram amplamente 

distribuídos nos isolados clínicos analisados, o que pode ter contribuído para o aumento da 

incidência de CRAB no hospital investigado (Cortivo et al., 2015). A análise genética indicou 

que 100% dos isolados de A. baumannii continham o gene blaOXA-51. Este gene está localizado no 

cromossomo intrinsecamente de todas as cepas A. baumannii (Kooti et al. 2015). Este resultado 

proporciona provas de que a detecção de blaOXA-51 pode ser usada como uma maneira simples e 

confiável de identificação da espécie de A. baumannii (Kooti et al. 2015; Turton et al., 

2006). Apesar desse gene não estar restrito a espécie de A. baumannii  o gene blaOXA-51 está 

presente em pelo menos a grande maioria das cepas da espécie, entretanto tem havido debates 

sobre se estão presentes em todos os isolados desta espécie (Turton et al., 2006).  
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A ocorrência do gene blaOXA-23 tem sido relatada desde 1985, em isolados de A. 

baumannii e já disseminado em todo o mundo (Coelho et al., 2006; Carvalho et al., 2009; Kock 

et al., 2013; Evans et al., 2014; Zarrilli et al., 2013). A prevalência do gene blaOXA-23 neste estudo 

foi de 90,7% em comparação a outros estudos que investigam surtos de OXA-23 produzido por 

cepas de A. baumannii, a taxa variou de 31% a 94% em diferentes partes do mundo (Shoja et al., 

2013).  Acredita-se que OXA-23 é responsável pela resistência a carbapenêmicos (Chang et al., 

2015; Aljindan et al., 2015). A distribuição de outros genes blaOXA em A. baumannii é variável, 

como, blaOXA-24, blaOXA-48 e blaOXA-58 que no presente estudo não obteve resultados, assim como 

para blaKPC-2, blaIMP-1, blaVIM-1, blaNDM-1, estes achados corroboraram com os do estudo de 

Lowings et al., 2015. 

Em conclusão é importante considerar A. baumannii resistente a carbapenêmicos 

como agente etiológico de infecções em hospitais, devido este microorganismo ser um 

contaminante. No entanto, devido a dificuldade de tratamento e a facilidade com que ele se 

espalha, deve-se prestar especial atenção à achados deste patógeno e dirigir esforços para o 

diagnóstico clínico adequado, o tratamento ideal e medidas de prevenção à surtos, especialmente 

em relação ao uso de antibióticos. Além disso, carbapenemases OXA-23 aparecem como 

mecanismo que media resistência a carbapenêmicos em isolados de A. baumannii, sendo pouco 

provável que OXA-51 tem contribuído para a resistência de carbapenemicos.  
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6. CONCLUSÃO.  

A emergência de microrganismos multirresistentes, ultimamente remetem à reflexão e 

definições de atitudes em todas as atividades executadas nos ambientes de assistência à saúde ou 

a eles relacionados. Os avanços tecnológicos na utilização de testes moleculares, tais como os 

ensaios de PCR, é que os genes de resistência que circulam em situações clínicas podem ser 

determinados como tal, onde com testes fenotípicos não é possível. Além disso, uso de 

antimicrobianos proporcionam redução da mortalidade, porém, como conseqüência um aumento 

da morbidade e da resistência bacteriana. A emergência de Acinetobacter baumannii resistente a 

carbapenêmicos impõe um rigor à adesão as medidas básicas de prevenção, e de transmissão de 

microorganismos multirresistentes  
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5. ANEXO 

Anexo A- Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos 
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Notas Técnicas: Notas Técnicas devem comunicar sucintamente novas técnicas individuais ou 

avanços técnicos originais. A nota inteira deve ocupar no máximo três páginas impressas, 

incluindo figuras e/ou tabelas (que significa em torno de 10 laudas em espaço duplo). O texto 

não deve ser dividido em seções. Assim, o estado da arte deve ser muito brevemente apresentado 

e resultados devem ser ligeiramente apresentados e discutidos ao mesmo tempo. Tabelas e 

figuras complementares poderão ser publicadas como dados complementares. Referências devem 

ser limitadas às essenciais e citadas no final da nota, com o mesmo formato, como em artigos 

completos. Devem ser apresentados um resumo breve e três palavras-chave.  

 

Comunicações breves: devem ser breves e diretas. Seu objetivo é comunicar com rapidez 

resultados ou técnicas particulares. As comunicações não devem ocupar mais do que três páginas 

impressas, incluindo figuras e/ou tabelas. Não devem conter referências em excesso. As 

referências devem ser citadas no final do texto, com o mesmo formato usado em artigos 

completos. Um resumo breve e três palavras-chave devem ser apresentados. 

 

Formato alternativo: os manuscritos podem ser submetidos seguindo os "Uniform 

Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals" produzidos pelo International 

Committee of Medial Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style. Nesse caso, 

os autores devem seguir as diretrizes da quinta edição (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 
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36-47, ou no website: http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm, sendo 

responsáveis por modificar o manuscrito onde diferir das instruções aqui apresentadas, se o 

manuscrito for aceito para publicação. Os autores também deverão seguir os Uniform 

Requirements para quaisquer outras diretrizes omitidas nestas instruções. 

No caso de ensaios clínicos, é obrigatório informar o número de inscrição da plataforma REBEC. 

Os autores também devem fornecer uma declaração de que os dados/ resultados do manuscrito 

não são plágio e não foram publicados anteriormente. 

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicação, os autores devem enviar: 

1. uma declaração de affidavit  fornecida pela produção editorial da revista e assinada por todos 

os autores. Autores de diferentes países ou instituições podem assinar em diferentes folhas que 

contenham a mesma declaração; 

2. uma declaração de copyright fornecida pela produção editorial da revista, assinada pelo autor 

correspondente; 

3. Taxas: a revista não cobra taxas para publicação; 

4. Provas: serão enviadas provas tipográficas aos autores para a correção de erros de impressão. 

As provas devem retornar para a Produção Editorial na data estipulada. Outras mudanças no 

manuscrito original não serão aceitas nesta fase. 

  

 

  

 

 


