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Resumo 

 

Os patógenos oportunistas do complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii 

são responsáveis por diversas enfermidades, acometendo principalmente pacientes de 

unidades de tratamento intensivo e imunocomprometidos. Estas bactérias podem ainda 

apresentar o fenótipo de persistência, onde uma pequena população de bactérias 

suscetíveis sobrevive após o tratamento com elevadas concentrações de antimicrobianos 

- podendo essa fração de células sobreviventes ser afetada pelas condições ambientais 

presentes no meio. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influência da 

disponibilidade de oxigênio e da presença de galactose, citrato de sódio e sangue de 

carneiro na formação destas células frente à exposição ao meropenem e à tobramicina. 

Para isto, 10 isolados clínicos, cedidos pelo Laboratório de Patologia Clínica do 

Hospital São Lucas da PUCRS, tiveram sua suscetibilidade caracterizada quanto à 

concentração inibitória mínima (CIM) de tobramicina e de meropenem. A influência das 

diferentes condições ambientais foi analisada ao expor culturas de fase exponencial 

tardia ao meropenem e à tobramicina por 48 h na presença de citrato de sódio, galactose 

ou sangue de carneiro; ou em uma condição aerada ou estática. Para todas as 

observações, alíquotas foram removidas em tempos determinados, seguidas de diluições 

decimais seriadas e semeadura pela técnica da gota em ágar nutriente, para estimar a 

fração de células sobreviventes. A condição aerada promoveu uma diminuição na fração 

de células persisters - independente do antimicrobiano utilizado -, e também 

verificarmos que concentrações superiores a 10X a CIM de tobramicina proporcionaram 

níveis ainda menores destas células após 48 h de tratamento. Quanto à presença de 

diferentes fontes de nutrientes, foi observado que a presença de citrato de sódio no 

tratamento de 48 h com meropenem proporcionou uma menor fração de células 

sobreviventes comparado a quando este mesmo antimicrobiano estava associado à 

galactose; enquanto a exposição à tobramicina na presença de galactose promoveu uma 

menor formação de células persisters nas primeiras 6 h de tratamento. O sangue de 

carneiro, entretanto, não afetou a fração de células sobreviventes após 48 h de 

tratamento, independente do antimicrobiano utilizado. Pôde-se ainda constatar uma 

notável heterogeneidade no comportamento de todos os 10 isolados utilizados no 

estudo, independente das condições as quais foram expostos. Desta forma, é possível 

que as condições avaliadas nos experimentos tenham influenciado a formação células 



 

 

persisters através da maior produção de espécies reativas de oxigênio, e por 

disponibilizar mais alvos para a ação dos antimicrobianos ao estimular o crescimento 

bacteriano. 

 

Palavras-chave: complexo ACB; infecções associadas à assistência em saúde; 

persistência; disponibilidade de oxigênio; fontes de nutriente; meropenem; tobramicina. 



 

 

Abstract 

 

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex opportunistic human pathogens 

are responsible for several diseases affecting specially intensive care units and 

immunocompromised patients. These bacteria may also present the persistence 

phenotype, where a small population of susceptible bacteria survives after a high 

antimicrobial concentration treatment – which the fraction of surviving cells may be 

affected by environmental conditions present in the medium. Thus, the aim of this study 

was to evaluate the influence of oxygen availability and galactose, sodium citrate and 

sheep blood presence in the formation of these cells upon meropenem and tobramycin 

exposure. For this, 10 clinical isolates, sent by the Clinical Pathology Laboratory of São 

Lucas Hospital, had their susceptibility characterized regarding the minimum inhibitory 

concentration (MIC) to tobramycin and meropenem. The influence of different 

environmental conditions was analyzed by exposing late exponential-phase cultures to 

meropenem and tobramycin for 48 h in the presence of sodium citrate, galactose and 

sheep blood; or in aerated or static condition. For all evaluations, aliquots were removed 

at determined time points, followed by serial decimal dilutions and drop plating 

technique on nutrient agar, to estimate the fraction of surviving cells. Aerated condition 

promoted a reduction of persister cells fraction – independent of antimicrobial used –, 

and, in addition, concentrations of tobramycin higher than 10X MIC provided even 

lower levels of these cells after 48 h of treatment. Regarding the presence of different 

sources of nutrients, it was observed that sodium citrate presence in 48 h of meropenem 

treatment promoted lower fraction of surviving cells when compared to this same 

antibiotic associated with galactose; whereas tobramycin exposure in the presence of 

galactose provided a reduced formation of persister cells in the first 6 h of treatment. 

Sheep blood, however, did not affect the fraction of surviving cells after 48 h of 

treatment, independently of the antimicrobial used. A remarkable heterogeneity in the 

behavior of all 10 isolates used in the study was present, regardless the conditions that 

have been exposed. Thus, it is possible that the conditions imposed in the experiments 

have influenced in the formation of persister cells by enhanced production of reactive 

oxygen species, and through the availability of more targets for antibiotic action by the 

bacterial growth stimulation. 

 



 

 

Keywords: ACB complex; healthcare-associated infections; persistence; oxygen 

availability; nutrient sources; meropenem; tobramycin. 
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1.1 Introdução 

 

As bactérias pertencentes ao gênero Acinetobacter são aeróbias estritas, não 

fermentam açúcares, nem possuem mobilidade, são catalase positivas e oxidase 

negativas e ainda podem ser visualizadas no microscópio na forma de pares de 

cocobacilos Gram negativos [1]. Este gênero possui 43 espécies [2] e pode ser isolado 

de amostras de solo, água e de humanos, onde possuem relevância clínica [1], sendo A. 

baumannii e A. calcoaceticus as mais implicadas em infecções associadas à assistência 

em saúde [3]. As espécies Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii 

(anteriormente denominada como genoespécie 3) e A. nosocomialis (anteriormente 

denominada como genoespécie 13TU) possuem uma alta similaridade genética e 

fenotípica, sendo referidas conjuntamente como complexo A. calcoaceticus – A. 

baumannii (ACB) [4]. As espécies deste complexo estão geralmente associadas a 

infecções respiratórias, sepse, contaminação de cateter e infecções de feridas operatórias 

em queimados, acometendo especialmente pacientes internados em Unidades de 

Tratamento Intensivo e imunocomprometidos [5,6]. 

O gênero Acinetobacter tem atraído muito interesse, uma vez que possui 

capacidade de aquisição e transmissão de múltiplos mecanismos de resistência a 

antimicrobianos, por meio de diversas estratégias, como: transferência de elementos 

genéticos móveis, deleções mediadas por sequências de inserção e mobilização de 

transposons ou de sequências de inserção [7]. Estas características juntamente à 

utilização de agentes antimicrobianos de amplo espectro, e consequente pressão seletiva 

do meio, tornam este um táxon multirresistente de grande relevância para instalações 

hospitalares [8,9]. O complexo ACB é, ainda, responsável por altas taxas de morbidade 

e mortalidade, que têm sido relatadas em hospitais e instituições de cuidados de longa 

duração, gerando uma crescente preocupação para a comunidade médica [10–12]. A. 

baumannii, em especial, tem apresentado resistência a diversas classes de fármacos 

antimicrobianos, como β-lactâmicos, aminoglicosídeos, quinolonas, tetraciclinas e 

polimixinas [13,14]. Essa bactéria foi responsabilizada, apenas no primeiro semestre de 

2011, por 34,5% dos casos de pneumonia, 17,3% das bacteremias e 10,6% de infecções 

de sítio cirúrgico em hospitais na região Sul do Brasil [15], tendo sido relatada uma 

elevada incidência de cepas multirresistentes em 12 hospitais públicos na cidade de 

Porto Alegre [16]. 
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Para o tratamento de infecções por A. baumannii, os carbapenêmicos –

antimicrobianos de amplo espectro com atividade independente da disponibilidade de 

oxigênio, como imipenem/cilastatina e meropenem –, eram considerados os principais 

fármacos de escolha. Eles atuam introduzindo um grupamento de radical acila em 

proteínas de ligação à penicilina – envolvidas na formação do peptidoglicano –, 

enfraquecendo o peptidoglicano e culminando no rompimento da parede celular em 

decorrência da pressão osmótica [17]. A resistência a estes fármacos, todavia, tem sido 

cada vez mais descrita e está relacionada à maior taxa de mortalidade – o que pode ser 

devido ao tratamento antibiótico empírico inadequado utilizado em casos graves 

[18,19], além da facilidade de aquisição de mecanismos de resistência [13,20,21]. Dessa 

forma, outros fármacos como colistina, polimixina B, tigeciclina e tobramicina – os 

quais apresentaram resultados satisfatórios em estudos realizados – têm sido utilizados 

nos tratamentos antimicrobianos [12,22], embora casos de resistência aos mesmos já 

tenham sido relatados [13,21,23].  

Em casos de pneumonias associadas à ventilação, a colistina e a tobramicina 

podem, ainda, ser utilizadas em associação a outros fármacos, como um tratamento 

adjuvante na forma aerolizada. Esta estratégia de tratamento permite uma maior 

penetração e disponibilidade destes fármacos nas vias aéreas inferiores, além de 

potencializarem a ação antimicrobiana, proporcionando melhores desfechos clínicos 

[24]. A tobramicina atua na síntese proteica, levando à produção de proteínas 

aberrantes, consequentemente, desestabilizando a integridade da membrana celular 

bacteriana, e a uma produção aumentada de espécies reativas de oxigênio [25]. 

A resistência aos antimicrobianos é de grande importância no tratamento de 

enfermidades, sendo esta conhecida e estudada há muitas décadas [26–29] – com o seu 

primeiro relato realizado por Abraham e Chain em 1940 [30]. Há, no entanto, outro 

fenômeno que foi, por um longo período de tempo, negligenciado pelos pesquisadores – 

a persistência. As células bacterianas com este fenótipo, também conhecidas como 

persisters, constituem uma subpopulação de bactérias não replicantes, que são capazes 

de sobreviver ao tratamento com antimicrobianos aos quais são geneticamente 

suscetíveis, retornando ao crescimento após a remoção dos mesmos [31]. Bigger foi o 

responsável por esta descoberta em 1944, ao constatar que uma fração muito pequena 

(inferior a 0,001% da população inicial) de cepas de Staphylococcus aureus 

(anteriormente chamado de Staphylococcus pyogenes aureus) expostas a altas doses de 

penicilina sobreviveu ao tratamento [31]. A persistência bacteriana tem despertado cada 
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vez mais interesse, sendo identificada em todos os microrganismos já pesquisados até 

então, como, por exemplo, em Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida 

albicans, complexo Burkholderia cepacia, Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella 

pneumoniae e Acinetobacter baumannii [32–38].  

Estudos sugerem uma possível relação entre a falha na terapia com 

antimicrobianos e a presença de células persisters [33,36], tendo em vista que a não 

efetividade do fármaco em eliminar esta população leva à permanência de células 

persisters no organismo do hospedeiro. Isto vem a ser preocupante, uma vez que as 

mesmas estão envolvidas na recidiva de doenças crônicas como a tuberculose, 

complicações clínicas em quadros de fibrose cística, infecções recorrentes do trato 

urinário e candidose [36,39–41]. Levin & Rozen (2006), através de modelos 

matemáticos, sugeriram ainda que, além de causarem recalcitrâncias, estes reservatórios 

com fenótipo tolerante poderiam adquirir mecanismos de resistência, promovendo a 

geração de populações mutantes resistentes [42]. 

Evidências também apontaram uma possível uma relação entre resistência e 

persistência em E. coli, onde a ação da bomba de efluxo AcrAB-TolC diminuiu a 

concentração intracelular de espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) 

culminando em uma população sobrevivente maior [43]. Além deste relato, cepas de P. 

aeruginosa resistentes à fosfomicina tratadas com ofloxacina apresentaram uma menor 

fração de células persisters, o que foi associado com a superexpressão do gene de 

resistência fosA – que bloqueia a ação de um substrato desconhecido indutor de 

persistência – e com a inativação do gene glpT – impedindo que GlpT transporte a 

substância supracitada para o interior celular e a consequente indução do fenótipo de 

persistência [44]. Outros estudos ainda indicaram que a utilização de profilaxia 

antimicrobiana poderia contribuir para o desenvolvimento de tolerância a múltiplos 

fármacos, enquanto a exposição prolongada aos antimicrobianos levaria a uma seleção 

de mutantes altamente persistentes em P. aeruginosa [33,41].  

Os estudos já realizados ainda não foram capazes de elucidar completamente os 

mecanismos que as células utilizam para desenvolver o fenótipo de persistência, 

acredita-se, porém, que uma série destes esteja associada, trabalhando sobrepostos, 

independente e/ou paralelamente [45,46]. Os sistemas toxina-antitoxina (TA) são um 

dos mais estudados fatores relacionados à formação de persisters, sendo descritos em 

importantes patógenos como E. coli, Salmonella Typhimurium e M. tuberculosis [47–

49]. Estes sistemas são compostos por toxinas, caracterizadas como proteínas estáveis, e 
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por antitoxinas, que podem ser RNAs ou proteínas instáveis; eles ainda se apresentam 

divididos em cinco classes, conforme a origem da antitoxina e a natureza da interação 

toxina-antitoxina, estando a segunda classe mais associada à formação de células 

persisters. Nos sistemas TA tipo II, a toxina forma um complexo inativo com a 

antitoxina, onde a degradação da antitoxina via proteólise acarretará em menores 

quantidades dessa, permitindo que a toxina atue sobre os seus alvos celulares. [46]. Essa 

ação culmina na morte ou inibição do crescimento e propagação celular, em decorrência 

da inibição da tradução [48,50–52], inibição da replicação de DNA e da clivagem de 

regiões específicas de RNA fita simples [50–52].  

Embora seja reconhecida a importância dos sistemas TA, existem muitos outros 

possíveis fatores relacionados à formação de células persisters. O mecanismo de 

resposta ao estresse é um destes, uma vez que foi observado que a deleção do gene rpoS 

codificante para um fator sigma, bem como dos genes que são por este controlados, 

acarretou em uma maior formação de persisters em E. coli [53]; outro estudo em 

biofilmes de P. aeruginosa verificou, entretanto, que cepas mutantes, com deleção de 

rpoS, quando expostas à ciprofloxacina obtiveram uma redução de 2.9 log de células 

sobreviventes em comparação à cepa selvagem [54]. Essas células tolerantes além de 

serem formadas estocasticamente durante a multiplicação celular, podem ser induzidas 

pela ausência de nutrientes, ou, ainda, através da exposição a fatores de estresse no 

ambiente do hospedeiro, como estresse oxidativo, variações de temperatura e pH, e a 

antimicrobianos [35,36,55–58].  

Relatos indicam, ainda, que a produção de ERO, a modulação de enzimas 

antioxidantes e o sistema regulatório quorum sensing (QS) podem influenciar na 

persistência [35,59,60]. A importância da modulação na produção de enzimas 

antioxidantes – como catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) –, já foi observada 

em A. baumannii, onde a associação com piocianina estimulou a produção dessas e 

culminou em maiores taxas de sobrevivência; e no complexo Burkholderia cepacia, no 

qual cepas que tiveram a ação de SOD inibida ou que eram incapazes de produzir de 

CAT, quando expostas à tobramicina, obtiveram menor proteção contra ERO e menor 

formação de células persisters [35,59]. Em A. baumannii, o sistema regulatório de QS 

parece estar relacionado à expressão de CAT e SOD, uma vez que, uma cepa mutante – 

não produtora da molécula sinal 3-OH-C12 homoserina lactona – ao ser exposta a esta 

molécula sinal, apresentou maior atividade CAT e SOD, demonstrando que essas 

enzimas dependem do sistema QS para atuar; este mesmo estudo verificou, também, 
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que ao adicionar ácido salicílico – conhecido por inibir o QS [61] –, as atividades dessas 

enzimas foram reduzidas [59]. Outro estudo em Streptococcus mutans também verificou 

a importância desse sistema em uma cepa mutante – incapaz de responder ao estímulo 

da molécula sinal –, onde não houve a formação de células persisters após indução pelo 

estresse provocado através do pH ácido, privação de aminoácidos e estresse oxidativo 

[60]. 

As espécies reativas de oxigênio podem, ainda, ter a produção aumentada em 

decorrência da disponibilidade de oxigênio no ambiente, apresentando uma geração 

diretamente proporcional à concentração de oxigênio presente [62]. Em Mycobacterium 

smegmatis, o tratamento antimicrobiano associado à elevada saturação de oxigênio 

dissolvido pode ocasionar o aumento de ERO, sugerindo que a morte da população de 

persisters ocorre em decorrência desses radicais hidroxila tóxicos livres no meio [38]. A 

disponibilidade de oxigênio pode, também, influenciar no desenvolvimento desse 

fenótipo, visto que, em condições aeróbias e anaeróbias, a ação de fármacos 

antimicrobianos e desinfetantes em P. aeruginosa pode ser potencializada, 

respectivamente [63]. Outros estudos observaram que, em P. aeruginosa e M. 

tuberculosis, níveis reduzidos de oxigênio, e a consequente diminuição da atividade 

metabólica, promoveram o aumento na taxa de sobrevivência [38,64]; enquanto a maior 

disponibilidade de oxigênio resultou em maior morte de células persisters frente aos 

antimicrobianos em P. aeruginosa [65,66]. Mais recentemente, experimentos com 

Burkholderia pseudomallei, causadora da melioidose, ainda mostraram que a introdução 

de oxigênio leva à redução da fração de células tolerantes [67]. 

A formação de células persisters também pode variar de acordo com a fonte de 

carbono disponível no ambiente. Estudos constataram que, a combinação de 

determinadas fontes de carbono e antimicrobianos influenciam no desenvolvimento das 

células persisters [34,68]. Foi observado que, em E. coli, a utilização de uma fonte de 

carbono secundária, como succinato e fumarato, após a exaustão da primeira – no caso, 

glicose –, favoreceu a formação de células persisters quando estas foram expostas ao 

tratamento com ofloxacina ou ampicilina, se comparada a uma situação onde a bactéria 

utilizou apenas uma única fonte, isto é, não houve essa transição metabólica de uma 

fonte de carbono primária para outra secundária [68].  

A combinação do aminoglicosídeo gentamicina com substratos primários da 

glicólise (glicose, frutose ou manitol), bem como com o piruvato, promoveram a 

diminuição da fração de persisters em E. coli, tendo a mesma potencialização observada 
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em S. aureus ao associar frutose com este fármaco; sendo essas associações ainda 

capazes de reduzir a viabilidade de biofilmes maduros destes microrganismos. A 

utilização de outros substratos – participantes de processos metabólicos posteriores à 

glicólise – mostrou pouca potencialização, assim como a associação dos metabólitos 

com ampicilina ou ofloxacina. Isto ocorre, pois apenas substratos específicos (glicose, 

manitol, frutose e piruvato) induziram, nas células persisters de E. coli e S. aureus, um 

aumento da força próton-motriz, a qual é indispensável para captação de 

aminoglicosídeo e, consequentemente, para a morte bacteriana [69].  

Além de carboidratos e fontes complexas de nutrientes, outro fator essencial 

para a sobrevivência bacteriana é o ferro. Este composto participa de diversos processos 

biológicos primordiais como o ciclo do ácido tricloroacético, fixação de nitrogênio, 

metanogênese, fotossíntese, cadeia de transporte de elétrons, produção e consumo de 

H2, redução de peróxido de hidrogênio, síntese de aminoácidos e nucleosídeos, 

regulação gênica e biossíntese de DNA [70,71]. Um estudo realizado em P. aeruginosa 

relatou diminuição de aproximadamente dois logs na fração de células persisters, ao 

realizar tratamento com ciprofloxacina e tobramicina em um meio livre de ferro, quando 

comparado a outro que possuía o composto [66]. Em contraste, foi observado que, em 

A. baumannii, a presença de 20 µM de ferro proporcionou um aumento, de 

aproximadamente quatro vezes, na expressão do gene luxI/R, relacionado ao sistema 

QS, culminando em uma maior produção da molécula sinal 3-OH-C12 homoserina 

lactona; o que poderia, de acordo com outro estudo também em A. baumannii, aumentar 

a produção de CAT e SOD e, assim, promover o aumento da fração de células persisters 

[59,72].  

O conjunto de múltiplos fatores envolvidos na formação e regulação do fenótipo 

de persistência tem atraído cada vez mais atenção, uma vez que a compreensão destes 

pode levar ao desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas para erradicação ou 

melhor manutenção em situações onde é constatada a tolerância a múltiplas drogas. O 

papel das células persisters nas infecções recalcitrantes e sua relação com a falha de 

terapias antimicrobianas é causa de grande preocupação, tanto por proporcionar 

aumento na morbidade e mortalidade dos pacientes, quanto por gerar maior gasto 

econômico para o sistema de saúde. Neste contexto, se faz necessária a investigação da 

possível relação entre desenvolvimento de células persisters pelo complexo ACB e 

condições distintas que podem estar presentes in vivo – cujos achados podem, 
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futuramente, beneficiar a compreensão dos mecanismos que proporcionam a formação 

dessas células tolerantes. 
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1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a formação de células persisters quando cultivadas em meios 

suplementados com diferentes fontes de carbono ou sangue de carneiro, com e sem 

aeração, frente à exposição ao meropenem ou à tobramicina.  

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

1.2.2.1 Verificar a influência da aeração na formação de células persisters a partir de 

isolados clínicos de A. calcoaceticus-baumannii frente à exposição ao meropenem 

ou à tobramicina; 

1.2.2.2 Avaliar o desenvolvimento de células persisters a partir de isolados clínicos 

de A. calcoaceticus-baumannii, quando cultivados com suplementação de fontes de 

carbono diferentes, frente à exposição ao meropenem ou à tobramicina; 

1.2.2.3 Analisar a influência da adição de sangue de carneiro na formação de células 

persisters a partir de isolados clínicos de A. calcoaceticus-baumannii frente à 

exposição ao meropenem ou à tobramicina. 
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4.1 Considerações finais 

 

A compreensão do fenótipo de tolerância no complexo Acinetobacter 

calcoaceticus- baumannii é de extrema importância, visto que este microrganismo é um 

patógeno oportunista emergente, responsável por altas taxas de morbidade e 

mortalidade em hospitais e instituições de cuidados de longa duração, representando 

risco para pacientes de unidades de tratamento intensivo e imunocomprometidos [10–

12]. A presença de células persistentes no ambiente hospitalar poderia contribuir de 

forma significativa para a falha no tratamento de infecções crônicas e recorrentes [73–

75]. O fenótipo de persistência que está amplamente disseminado nos isolados 

nosocomialis do complexo ACB pode estar relacionado ao estresse ocasionado pela 

pressão seletiva das instalações hospitalares [1]. Além disso, este patógeno ainda 

dificulta o tratamento de infecções ocasionadas pelo mesmo, uma vez que possui 

capacidade de aquisição e transmissão de múltiplos mecanismos de resistência a 

antimicrobianos [7]. Neste contexto, os carbapenêmicos eram considerados a terapia de 

escolha para o tratamento de infecções causadas pelo complexo ACB, entretanto 

resistência a estes antimicrobianos vêm aumentando, sendo inclusive relacionada a altas 

taxas de mortalidade [13,14,18]. Tendo isto em vista, é cada vez mais comum o 

tratamento dessas infecções com a utilização de fármacos alternativos como polimixina 

B e tigeciclina, bem como a associação de outros fármacos à colistina e tobramicina na 

forma aerolizada [12,22,24]. 

Levando em consideração que são poucos os estudos que abordam o fenótipo de 

tolerância em Acinetobacter [32,59], e os diversos possíveis mecanismos envolvidos na 

formação e regulação do fenótipo, o atual estudo possui uma relevância bastante 

significativa. Sendo assim, este trabalho se propôs a avaliar o efeito da maior 

disponibilidade de oxigênio na formação de células persisters, bem como avaliar a 
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formação dessas células em meios acrescidos com diferentes fontes de nutrientes. Para 

tanto, a fração de células persisters dos isolados nosocomiais do complexo ACB obtidos 

de diferentes materiais clínicos foi avaliada em condição estática e aerada frente ao 

tratamento com meropenem e tobramicina. 

Constatamos que a maior disponibilidade de oxigênio no meio promoveu uma 

redução de, aproximadamente, 25 vezes na fração de células sobreviventes durante o 

tratamento com tobramicina e meropenem – o que vêm a ser relevante, tendo em vista 

que a tobramicina pode ser administrada de forma inalatória como tratamento adjuvante 

para casos de pneumonias associadas à ventilação [24,64,66,69]. Levando em 

consideração os resultados obtidos, pode-se sugerir que a maior disponibilidade de 

oxigênio estimulou a multiplicação celular, culminando na maior disponibilidade de 

alvos para ação dos antimicrobianos. Além disso, também observamos que, ao elevar a 

concentração de tobramicina em condição aerada, houve uma diminuição na formação 

de células persisters, o que corrobora com outros estudos da área [34,35,76]; sendo este 

primeiro trabalho que associa concentração de antimicrobiano aumentada e aeração no 

complexo ACB [25,76].  

Foi também avaliada a formação das células tolerantes em meios com galactose, 

citrato de sódio e sangue de carneiro frente à exposição ao meropenem e à tobramicina. 

Observamos que, ao utilizar galactose como fonte única de nutriente presente no meio –

a qual é uma fonte de carbono primária (anterior a glicólise) –, houve uma menor 

formação de células persisters até as 6 h quando exposta à tobramicina; ao passo que o 

uso de uma fonte de carbono secundária (aqui representada pelo citrato de sódio), não 

promoveu o mesmo efeito. Desta forma, pode-se sugerir que a utilização de uma fonte 

de carbono primária influencia na potencialização desse aminoglicosídeo, mas não 

promove o mesmo efeito ao usar um β-lactâmico (meropenem); o que corrobora com 

outro estudo já realizado em E. coli e S. aureus com estas duas classe de 
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antimicrobianos [69]. Por outro lado, a associação do meropenem com citrato de sódio 

apresentou uma redução na formação de células persisters após 48 h de tratamento, em 

comparação a quando foi combinado com galactose. 

Ao utilizar o sangue de carneiro, que é uma fonte de nutriente mais complexo 

que as anteriores, não foi observada uma redução significativa de células tolerantes; 

embora a associação da mesma ao tratamento com meropenem tenha promovido 

redução de aproximadamente 10 vezes na fração de células persisters, quando 

comparada à combinação entre galactose e meropenem. Entretanto, este comportamento 

não foi observado se compararmos a meios acrescidos de citrato de sódio ou galactose 

expostos à tobramicina; ou citrato de sódio frente ao meropenem. É provável que o 

aumento da disponibilidade de ferro, em decorrência da suplementação com sangue de 

carneiro, tenha acarretado em uma série de fatores relacionados à regulação do sistema 

de quorum sensing e à produção de enzimas antioxidantes, que promoveriam a maior 

formação de células persisters. 

A formação deste fenótipo ocorreu de forma heterogênea nos dez isolados 

nosocomiais do complexo ACB frente às condições testadas neste estudo, como já 

relatado em outro estudo em A. baumannii que expôs cultivos em fase estacionária a 

altas concentrações de polimixina B e tobramicina [32]. A presença desta variação 

representa uma maior dificuldade para a erradicação destas células in vivo, tornando-se 

um desafio terapêutico.  

Os resultados obtidos nesse estudo fortalecem a necessidade de melhor 

compreender os mecanismos envolvidos na formação deste fenótipo, bem como a 

importância de saber as condições que promoveriam a erradicação do mesmo. Tendo 

isto em vista, – uma vez que determinadas combinações entre antimicrobianos e fontes 

de nutriente e a maior oxigenação (que poderia ser obtida através de administração 
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aerolizada) –, os dados obtidos são úteis para o desenvolvimento de novos fármacos ou 

estratégias terapêuticas para a erradicação das células tolerantes.  
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