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RESUMO 

 
 
 
 

Devido ao rápido aumento dos micro-organismos resistentes aos 
antibióticos e ao desenvolvimento limitado de novos agentes 
antimicrobianos, as infecções por bactérias Gram-negativas estão se 
tornando um desafio para os profissionais da saúde e uma ameaça para a 
saúde pública internacional. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito 
sinérgico dos antibióticos convencionais associados a terapia 
fotodinâmica antimicrobiana (PDT) no controle de Acinetobacter 
baumannii. Para realização desse trabalho, foram obtidos isolados 
clínicos de A. baumannii do Laboratório de Análises Clínicas Valeclin da 
cidade de São José dos Campos/SP, identificados pelo método de 
bioquimismo e submetidos ao teste de difusão em disco para verificar a 
sensibilidade antimicrobiana. Os isolados selecionados foram transferidos 
para o ICT/UNESP, onde foi realizado testes para determinação da 
Concentração Inibitória Mínima aos antibióticos Imipenem e Meropenem 
seguindo as normas da CLSI. Cepas sensíveis e resistentes aos 
antibióticos foram avaliadas quanto a sensibilidade in vitro à terapia 
fotodinâmica antimicrobiana. Além disso, foram testados os efeitos dos 
antibióticos convencionais, da PDT e da terapia combinada de antibióticos 
e PDT nas infecções experimentais induzidas em G. mellonella por 
isolados clínicos de A. baumannii resistentes aos antibióticos. Os 
resultados das terapias na infecção experimental foram avaliados por 
meio da curva de sobrevivência das lagartas de G. mellonella. Os dados 
dos testes in vitro foram submetidos à Análise de Variância e teste de 
Tukey. Os dados obtidos na curva de sobrevivência de G. mellonella 
foram analisados pelo método de Log-rank. Em todos os testes, foi 
considerado nível de significância de 5%. Nos resultados desse estudo, 
observou-se que o Laboratório Valeclin identificou 1,54% de amostras 
positivas para A. baumannii entre as 13.715 amostras clínicas analisadas 
em um período de 8 meses. Entre os isolados de A. baumannii, 58% 
demonstraram resistência aos antibióticos imipenem e meropenem por 
meio de teste de difusão em disco. A seguir 3 isolados clínicos sensíveis 
e 18 isolados resistentes a esses antibióticos foram selecionados para o 
presente estudo. O valor de CIM para os isolados sensíveis variou de ˂ 



 

0,5 a 1µg/mL e para os isolados resistentes de 64 a >128µg/mL. A PDT in 
vitro reduziu o número de células de A. baumannii em todos os isolados 
testados, mas o percentual de redução foi dependente dos isolados 
analisados. Além disso, verificou-se nos testes in vivo, que o tratamento 
com PDT, antibióticos (Imipenem e Meropenem) e associação de 
PDT+Antibióticos resultaram na sobrevivência das lagartas de G. 
mellonella, porém sem efeito sinérgico. Conclui-se que a PDT teve ação 
antimicrobiana contra isolados clínicos de A. baumannii sensíveis e 
resistentes aos carbapenêmicos, mas não apresentou efeito sinérgico 
quando associada com antibióticos. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Galleria mellonella. 
Antimicrobianos. Terapia fotodinâmica antimicrobiana. Resistência 
Microbiana a medicamentos. 
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ABSTRACT 
 
 
 
 
Due to the rapid growth of microorganisms resistant to antibiotics and the 
limited development of new antimicrobial agents, infections by Gram-
negative bacteria are becoming a challenge for health professionals and a 
threat to international public health. The aim of this study was to evaluate 
the synergistic effect of conventional antibiotics associated with 
antimicrobial photodynamic therapy (PDT) in control of Acinetobacter 
baumannii. In order to conduct this project were obtained clinical isolates 
of A. baumannii at the Clinical Laboratory Valeclin situated in the city of 
São José dos Campos / SP, identified by bioquimismo method and 
submitted to disk diffusion test to verify the antimicrobial sensitivity. The 
selected isolates were transferred to the ICT / UNESP, which were 
conducted tests to determine the Minimum Inhibitory Concentration to 
Imipenem and Meropenem antibiotics following the rules of the CLSI. 
Sensitive and resistant strains to antibiotics were evaluated in vitro 
sensitivity to antimicrobial photodynamic therapy. Besides, the effects of 
conventional antibiotics, and combined PDT, and PDT of antibiotics in 
experimental infections induced in G. mellonella by clinical isolates of A. 
baumannii resistant to antibiotic therapy were tested. The results of 
therapies in experimental infection were evaluated by survival curve of 
worms G. mellonella. Data from in vitro tests were submitted to ANOVA 
and Tukey test. The data obtained in G. mellonella survival curve were 
analyzed by log-rank method. In all tests it was considered 5% 
significance level. The results of this study, it was observed that the 
Valeclin Laboratory identified 1.54% of positive samples for A. baumannii 
between the 13,715 clinical specimens analyzed in a period of 8 months. 
Among the isolates of A. baumannii, 58% were resistant to antibiotic 
imipenem and meropenem by disk diffusion test. Next, 3 isolates clinical 
sensitive and 18 isolates resistant to those antibiotics were selected for 
this study. The MIC value for sensitive isolates ranged from 0.5 to ˂ 1μg / 
mL and resistant isolates from 64 to> 128μg / mL. The PDT in vitro 
reduced the number of A. baumannii cells in all isolates tested, but the 
percentage of reduction was dependent on the analyzed isolates. 
Furthermore, it was found in in vivo tests, treatment with PDT, antibiotic 
(Imipenem and Meropenem) and PDT + Antibiotics association resulted in 



 

the survival of G. mellonella caterpillars, but no synergistic effect. It was 
concluded that PDT has antimicrobial activity against clinical isolates of A. 
baumannii sensitive and resistant to carbapenems, but it had no 
synergistic effect when combined with antibiotics. 
 
 
 
 
Keywords: Acinetobacter baumannii. Galleria mellonella. Antimicrobials. 
Antimicrobial photodynamic therapy. Drug resistence microbial. 
 

 



 

 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

 

 

 

Nas últimas décadas, o avanço tecnológico na área 

médica propiciou o desenvolvimento de equipamentos de diagnósticos de 

alta precisão, procedimentos cirúrgicos mais avançados e descoberta de 

novos medicamentos, acontecimentos esses que marcaram o aumento da 

sobrevida e expectativa de vida da população mundial. Em contrapartida, 

esses avanços tecnológicos não foram capazes de reduzir internações e 

óbitos causados por infecções, deparando-se com o aumento do número 

de mortes causadas por bactérias multirresistentes (Asencio et al., 2012, 

Lutz et al., 2012). Todos esses aditivos de novas tecnologias tornam-se 

inexpressivos quando um paciente apresenta uma infecção por bactérias 

resistentes aos antibióticos disponíveis para tratamento das infecções. O 

tratamento de infecções causadas por bacilos Gram negativos tornou-se 

um desafio, a constatar que, a partir de 2009 praticamente não houve 

novos antimicrobianos contra esse grupo de bactérias, no setor 

farmacêutico. Em 2011 foram encontrados alguns antimicrobianos que 

tinham atividade contra bacilo Gram negativo em desenvolvimento, mas 

nenhum deles chegou a fase 3 de testes (Russo et al., 2013). 

O desenvolvimento de resistência dos micro-organismos 

aos antibióticos e antifúngicos contribuem significativamente para as 

infecções hospitalares. Os micro-organismos encontram nos pacientes 

hospitalizados um ambiente de extrema facilidade para sua multiplicação 

e desenvolvimento de seus mecanismos de resistência aos 

antimicrobianos (Izadpanah, Khalili, 2015). As características dos 

pacientes internados, principalmente os que estão em Unidades de 

Terapia Intensiva (UTI), preenchem os requisitos necessários para 
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colonização e multiplicação de micro-organismos patogênicos, como a 

vulnerabilidade imunológica e o desequilíbrio da microbiota residente. 

Além disso, esses pacientes são frequentemente submetidos a várias 

exposições aos antimicrobianos, muitas vezes atribuídas aos episódios de 

infecções recorrentes e internações anteriores (Winter et al., 2013). 

Segundo Winter et al. (2013), 58% dos pacientes internados na UTI do 

Hospital das Clínicas de Porto Alegre/Brasil e infectados por bactérias 

multirresistentes foram ao óbito após quatro semanas do início da 

infecção. 

Gales et al. (2012) caracterizaram o perfil dos micro-

organismos responsáveis por infecções hospitalares, utilizando como 

base de dados o Programa “Centro de Vigilância Antimicrobiana da 

América Latina”, no período de 2008 a 2010. Foram avaliados mais de 

5.000 isolados clínicos, nos quais bactérias como P. aeruginosa, K. 

pneumoniae e A. baumannii ficaram entre as principais espécies de micro-

organismos envolvidos nos casos de infecções da corrente sanguínea, 

pneumonia, infecções de pele ou tecidos moles. Em Infecções da corrente 

sanguínea, Klebsiella spp. foi o terceiro micro-organismo mais prevalente 

(12,3%), seguido por Pseudomonas spp. (7,5%) e Acinetobacter spp. 

(7,2%). Já nos casos de pneumonia, P. aeruginosa foi a espécie de maior 

prevalência (31,2%), aparecendo Acinetobacter spp. com (17,7%) seguido 

por Klebsiella spp. (10,2%). Nas infecções de pele, Pseudomonas spp. 

com (13,8%), seguida por Klebsiella spp. (10,4%) e Acinetobacter spp. 

(9,9%). 

Em busca por descrever o perfil das infecções 

hospitalares, Zorgani et al. em 2015 caracterizaram agentes infecciosos e 

padrões de resistência aos antibióticos advindos de infecções 

nosocomiais, causadas pela utilização de dispositivos como cateteres, 

tubos endovenosos, drenos, entre outros, em unidade de terapia 

intensiva. Durante um ano colheram informações de 363 pacientes 

hospitalizados, dentre esses 79 pacientes apresentaram infecções 
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hospitalares associadas a uso de dispositiovos. Essa pesquisa apontou 

Klebsiella pneumonia, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 

aeruginosa (30, 20 e 14%, respectivamente), como os organismos mais 

frequentemente isolados.  Sendo que os isolados de A. baumannii 

apresentaram níveis extremamente altos de resistência a todos os 

antibióticos, exceto colistina que foi 100% sensível. Além disso, 56,3% 

dos isolados de A. baumannii foram considerados resistente a múltiplas 

drogas (Zorgani et al., 2015). 

A. baumannii é intrinsecamente resistente a muitos 

antibióticos e tem uma notável capacidade para desenvolver e transmitir 

novos mecanismos de resistência, tornando o tratamento extremamente 

difíci, com opções terapêuticas disponíveis limitadas. As infecções 

causadas por A. baumannii estão associados a uma mortalidade 

significativa (taxas de mortalidade de 20 a 37%) e um aumento do tempo 

médio de permanência na UTI por 15 dias. Na Austrália, a prevalência 

de A. baumannii em UTIs é estimado na faixa de 4 a 20%, ao passo que 

os números relatados na Ásia, Europa e América do Norte são 19, 23 e 

4%, respectivamente (Doan et al., 2015) 

O anseio por novas terapias que possam destruir os 

micro-organismos sem induzir o aparecimento de cepas resistentes 

indesejáveis se faz necessário e também de extrema urgência, pois o 

arsenal de antibióticos preconizados seguros ao indivíduo, contra os 

micro-organismos intitulados como multirresistente, tem se tornado 

restrito. Frente a esse panorama surge a Terapia fotodinâmica 

antimicrobiana (PDT), a qual sugere vantagens sobre a terapia antibiótica 

tradicional, pois propõem agregar seu potencial, melhorando a condição 

bactericida dos antibióticos já empregados na terapia convencional 

(Sperandio et al., 2013). 



 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 

Micro-organismos resistentes aos antibióticos tem se 

revelado cada vez mais emergentes, tanto a nível hospitalar quanto 

ambulatorial (Sharma et al., 2011a; Winter et al., 2013), demonstrando um 

panorama alarmante, no qual se destaca bactérias Gram-negativas, como 

A. baumannii, P. aeruginosa e K. pneumoniae. Esses micro-organismos, 

até pouco tempo eram vistos como inofensivos e atualmente são tratados 

como potencialmente letais (Vidaillac et al., 2012; Gales et al. 2012), isso 

consequentemente gera buscas por novas terapias para o controle 

desses micro-organismos sem induzir o aparecimento de cepas 

resistentes.  

Frente a essa realidade, segue uma revisão bibliográfica 

que inclui o micro-organismo em estudo A. baumannii, terapia 

fotodinâmica antimicrobiana, bem como o modelo hospedeiro de 

invertebrado G. mellonella utilizado nesse trabalho. 

 

 

2.1  Acinetobacter baumannii 

 

 

Em relação ao gênero Acinetobacter spp., A. baumannii é 

a espécie mais comumente encontrada em amostras clínicas humanas e 

também a maior responsável por infecções adquiridas em hospitais, tendo 

em vista sua facilidade de transmissão entre profissionais da saúde e do 

meio ambiente em geral, como sobrevivência em superfícies abióticas sob 

condições secas durante várias semanas (Gayoso et al., 2014). Em 
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estudo de 222 casos deste gênero, pode-se eleger A. baumannii como 

sendo a espécie de maior prevalência no âmbito hospitalar com 89%, 

seguido de 8% de Acinetobacter nosocomialis e 3% de Acinetobacter 

pittii, destacando-se que a sobrevivência mais expressiva dos pacientes, 

está nas duas últimas espécies (Chusri et al., 2014). 

Bactérias do gênero Acinetobacter consistem em 

cocobacilos Gram-negativos imóveis, aeróbios, geralmente dispostos em 

pares, não-fermentadores de carboidratos, oxidase negativa, catalase 

positiva, indol negativo, nitrato negativo e classificada na família 

Moraxellaceae e no gênero Acinetobacter. As espécies de Acinetobacter 

apresentam excelente capacidade de formar biofilme e resistência 

intrínseca e adquirida a uma gama de antibióticos (Winn et al., 2008; Kim 

et al., 2014). Dentre os fatores de virulência está um exopolissacarídeo 

capsular, composto por ramnose, manose, glicose e ácido glicurônico, os 

quais conferem maior patogenicidade as cepas produtoras desta cápsula 

(Joly-Guillou et al., 2005; Russo et al., 2013).  

Afim de promover o conhecimento do perfil de 

sensibilidade da espécie, um estudo foi realizado com 213 isolados 

clínicos de A. baumannii de pacientes em enfermarias (56), UTI (143) e 

cirurgia (14), do laboratório de bacteriologia do lnstituto "Marius Nasta" de 

Pneumophtisiology (Romenia), no período de janeiro de 2012 a dezembro 

de 2013. Foi encontrado o seguinte perfil de resistência aos antibióticos: 

carbenicilina (87,3%), ceftriaxona (87,3%), cefoperazona com sulbactam 

(84,9%), ceftazidima (79,3%), carbapenems (imipenem e/ou meropenem 

75,1%), fluoroquinolonas (ciprofloxacina e 73,7%), cefepima (66,6%), 

piperacilina com tazobactam (62,4%), amicacina (50,2%), netilmicina 

(45%), gentamicina (42,7%) e tobramicina (35,6%). Este estudo 

demonstrou resistência para quase todos os antibióticos testados, com 

exceção de colistina, o qual torna-se o antibiótico de eleição no 

tratamento destas infecções. O estudo relatou que não foram encontradas 

diferenças significativas entre a resistência aos antibióticos das cepas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20UJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25229014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20UJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25229014
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isoladas de pacientes internados em UTI, em comparação aqueles 

obtidos a partir de alas médicas ou cirúrgicas (Moisoiu et al., 2014). 

Tien et al. (2012) demonstraram o crescente 

desenvolvimento de resistência de A. baumannii aos agentes 

antimicrobianos de última geração que estão disponíveis para tratamento 

clínico. Esses autores compararam percentuais de cepas resistentes ao 

longo dos anos, e verificaram que, em Taiwan, em 2000, a resistência ao 

antimicrobiano Imipenem era de 22%, passando para 57% em 2006. Já 

os dados de 2008, revelaram que 65 e 68% das cepas de A. baumannii 

apresentavam resistência respectivamente, aos antibióticos Imipenem e 

Meropenem (Tien et al., 2012). Dados mais atualizados, apresentam A. 

baumannii com 90% de resistência aos carbapenêmicos em países da 

América Latina, e atribuem essa resistência a presença de oxacillinases 

OXA-23, OXA-58 (no Brasil) e OXA-143 (Labarca et al. 2014). Kim et al. 

(2014) descreveram que a OXA-23 oxacillinase é responsável pela maior 

parte da resistência aos carbapenêmicos nos EUA e Europa.  

Em estudo da epidemiologia de Acinetobacter baumannii 

em hospital libanês, pesquisadores chamaram atenção para uma 

característica deste micro-organismo, que tem sido encontrado 

amplamente causando infecções na comunidade como infecções de pele, 

tecidos moles e pneumonias. Foram analisados 116 isolados clínicos 

hospitalares, sendo que aproximadamente 60% apresentaram fenótipo de 

resistência a carbapenêmicos, com produção de OXA-23(Rafei et al., 

2015). 

A resistência aos antibióticos carbapenêmicos pelas 

cepas de A. baumannii pode resultar da produção de β-lactamases 

(carbapenemases), de alterações nas porinas da membrana externa, a 

qual bloqueia a entrada do antibiótico, ou da super-expressão da bomba 

de efluxo (Lemos et al., 2014). As bombas de efluxo caracterizam-se pela 

presença de proteínas localizadas na membrana externa do micro-

organismo com capacidade de bombear substâncias para fora da célula, 

http://informahealthcare.com/action/doSearch?Contrib=Labarca%2C+J+A
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rafei%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25976451
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determinando a expulsão dos antibióticos do meio interno para o meio 

externo da célula bacteriana (Tseng et al., 2009; Prates et al., 2011). 

A resistência a carbapenêmicos é muitas vezes mediada 

por oxacillinases serina (OXAs), que são codificadas pelos genes bla OXA-

23, bla OXA-40, bla OXA-58, e genes das famílias VIM, IMP e SIM. A resistência 

a carbapenêmicos e isolados de A. baumannii é frequentemente devido à 

produção de OXA, enquanto a produção de metalo-carbapenemase 

(MBL) é mais prevalente em isolados do gênero Acinetobacter, mas da 

espécie “não” A. baumannii (Kim et al., 2014). 

Na busca por compreender a virulência e mecanismos de 

resistência deste gênero, comparando cepas de Acinetobacter baumannii 

sensível e cepas resistentes aos carbapenêmicos, em modelo 

invertebrado de Galleria mellonella, Chusri et al. (2014) atestam não ter 

sido observada diferença significativa na sobrevivência entre as lagartas 

infectadas com cepas resistentes ou sensíveis aos carbapenêmicos. 

Neste mesmo estudo foi avaliado a sobrevivência das larvas entre 

espécies diferentes, puderam também observar que houve maior 

sobrevivência das lagartas quando estas foram infectadas com cepas de 

Acinetobacter não baumannii, como A. nosocomialis e A. pittii, e menor 

sobrevivência das lagartas quando infectadas por A. baumannii sensível 

ou resistente aos carbapenêmicos (Chusri et al., 2014).  

 

 

2.2 Terapia fotodinâmica antimicrobiana 

 

 

A Antimicrobial Photodynamic Therapy (PDT) pode ser 

uma terapia alternativa para controlar micro-organismos patogênicos, 

como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras e 

fungos. Essa terapia contribui para eliminação do micro-organismo, sem 

provocar o surgimento de cepas resistentes aos antibióticos, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20UJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25229014
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apresentando assim uma vantagem em relação à terapia de antibióticos 

tradicional (Sperandio et al., 2013).  

PDT é uma reação fotoquímica não-térmica que envolve a 

presença simultânea de luz visível, oxigênio e um fotossensibilizador 

(PS), este quando se liga ao micro-organismo seguido de 

fotoestimulação, gera espécies reativas de oxigênio (ERO). A geração de 

ERO pode inativar várias classes microbianas, incluindo bactérias, 

fungos, parasitas e estruturas virais (Dovigo et al.,2011; Sperandio et al., 

2013). A geração de ERO como consequência da PDT segue dois 

caminhos principais, caracterizados por diferentes mecanismos 

fotoquímicos chamado de "tipo I" e "tipo II" (Figura 1). O PS deve ser 

excitado pela luz visível de comprimento de onda ressonante 

(comprimento de onda absorvido pelo PS) para entrar em um estado 

triplete de longa duração. Este estado particular do PS pode então 

interagir com o oxigênio molecular por transferência de energia (Tipo II) 

ou por processo de transferência de elétrons (Tipo I), mecanismo tipo II 

levará a produção de oxigênio singlete enquanto tipo I vai formar ânion 

superóxido que podem passar a formar ROS mais reativas, como os 

radicais hidroxila, evidenciado na figura 1 (Castano et al., 2004).     

 

 

 

Figura 1 - Geração de ERO como consequência da PDT, seguindo dois caminhos, "tipo 
I" e "Tipo II" (Sperandio et al., 2013). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sperandio%20FF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sperandio%20FF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sperandio%20FF%5Bauth%5D
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A escolha do PS, para realização da PDT, é de extrema 

importância afim de erradicar células microbianas, causando o mínimo de 

dano ao tecido do hospedeiro. O PS ideal deve possuir baixos níveis de 

toxicidade no escuro e presença de bandas de absorção na janela óptica 

de 600-900 nm (comprimento de onda longo geralmente luz vermelha) 

para penetração de luz suficiente no tecido, também deve ter um alto 

rendimento no estado triplete (Sharma et al., 2011b; Castano et al., 2004).  

O desenvolvimento de cepas de bactérias multi-

resistentes é uma ameaça para a saúde pública, surgindo principalmente 

ao uso excessivo de antibióticos. A PDT é considerada como uma 

abordagem alternativa, para infecções resistentes e tem a vantagem 

adicional de não levar à seleção de cepas resistentes. Mas para essa 

estratégia terapêutica ser efetiva, pontos como a estrutura bacteriana 

devem ser observados. Enquanto as bactérias Gram-positivas 

apresentam uma parede celular espessa e porosa de camadas de 

peptideoglicano interligadas, as Gram-negativas têm uma membrana 

exterior, com uma camada mais fina de peptideoglicano, com uma 

bicamada lipídica dupla envolvendo a camada de peptideoglicano, mais 

uma camada exterior de lipopolissacarídeo, o que resulta em um baixo 

grau de permeabilidade para pequenas moléculas lipofílicas. Já a parede 

celular de fungos tais como Candida mostra uma permeabilidade 

intermediária entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 

considerando assim bactérias Gram-negativas com menor efetividade a 

PDT, comparada aos outros micro-organismos (Dai et al., 2009). 

Tegos et al. (2008) relataram que uma expressão gênica 

elevada para bomba de efluxo em algumas cepas de Candida albicans, 

reduzem a quantidade de fotossensibilizador no interior da célula 

microbiana, prejudicando assim a eficácia da PDT. Com o objetivo de 

aumentar a atividade antimicrobiana desta terapia, Hashimoto et al. 

(2012) utilizaram hipocrelina B, associado ao verapamil como modelo 
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bloqueador da bomba de efluxo do micro-organismo. Para tanto, os 

autores desenvolveram um modelo de infecção experimental de 

queimadura em camundongos, nos quais as lesões foram infectadas por 

cepas clínicas de P. aeruginosa e posteriormente tratadas com PDT. Os 

resultados demonstraram que este método reduziu significativamente a 

carga bacteriana nas lesões, e os níveis da bactéria no sangue foram de 

2 a 3 Log abaixo do grupo controle (não tratado com PDT).  

Huang et al. (2012) estudaram a PDT, em modelo murino, 

com e sem artrite em joelho, provocada por Staphylococcus aureus 

resisteste a Meticilina. Os autores verificaram o efeito redutor da infecção 

por ação direta ao micro-organismo. E utilizaram este método com azul de 

metileno no tecido de forma preventiva. Observaram uma forte ativação 

nos mecanismos de defesa inatos do hospedeiro, principalmente com 

migração imediata de neutrófilos para o local da aplicação, efeito esse 

que não apresentou resultados satisfatórios quando apenas aplicado o 

laser ou o fotossensibilizador separadamente no tecido.  

Entre as principais indicações da terapia fotodinâmica 

antimicrobiana estão os tratamentos de infecções localizadas, como as 

dentárias, dos tecidos moles bucais e as dermatológicas (Fuchs et al., 

2007; Di Poto et al., 2009; Maisch et al., 2011; Kharkwal et al., 2011; Dai 

et al., 2009).  

Dai et al. (2009), testaram a terapia fotodinâmica sobre 

isolado clínico multirresistente de A. baumannii em modelo de infecção de 

pele por queimadura em ratos. Os autores observaram que a PDT reduziu 

significativamente as células de A. baumannii e impediu que essa bactéria 

penetrasse profundamente na pele animal. 

 

 

2.3 Modelo in vivo: Galleria mellonella 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20YY%5Bauth%5D
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Vários estudos in vivo de terapia fotodinâmica 

antimicrobiana foram realizados em modelos vertebrados de ratos e 

camundongos (Teichert et al., 2002; Junqueira et al., 2009; Mima et al., 

2010; Martins et al., 2011; Costa et al., 2012). Mas até o momento a 

maioria dos estudos de PDT foram realizados in vitro, utilizando modelos 

de micro-organismos em crescimento planctônico (Souza et al., 2006; 

Rossoni et al., 2010; Myabe et al., 2011) ou organizados em biofilmes 

(Pereira et al., 2011; Junqueira et al., 2011). Como modelos in vitro 

impossibilitam o estudo da interação patógeno-hospedeiro e modelos in 

vivo em ratos e camundongos apresentam limitações éticas, estudos 

recentes desenvolveram um novo modelo de estudo de PDT em animais 

invertebrados, utilizando Galleria mellonella como modelo de infecção 

(Chibebe Junior et al., 2013).   

G. mellonella, inseto conhecido popularmente como a 

larva do bicho da cera, vem sendo amplamente utilizada como modelo 

hospedeiro alternativo aos modelos mamíferos para o estudo das 

respostas do hospedeiro frente à infecção por patógenos. O uso de um 

modelo hospedeiro invertebrado para o estudo da patogênese microbiana 

e para a verificação da eficácia de agentes antimicrobianos apresenta 

vantagens quando comparado ao modelo vertebrado, como: não há 

implicação ou restrição legal ou ética em sua utilização; os animais não 

precisam ser anestesiados; pode ser utilizado em larga escala, gerando 

grande número de amostras por grupo e apresentam baixo custo (Jander 

et al., 2000; Mylonakis et al., 2005; Aperis et al., 2007; Peleg et al., 2009; 

Fuchs et al., 2010; Desbois, Cote, 2011). 

A correlação entre os padrões de virulência expressos em 

G. mellonella e mamíferos tem sido demonstrada em infecções 

experimentais induzidas por uma ampla variedade de bactérias e fungos. 

Diversos autores encontraram tal relação quando estudaram a virulência 

dos patógenos desenvolvida no modelo invertebrado e no modelo 

vertebrado (Kavanagh, Reeves, 2004; Desalermos et al., 2012). Entre os 
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micro-organismos que tiveram sua patogênese estudada em G. mellonella 

pode-se destacar: A. baumannii (Peleg et al., 2009; Gaddy et al., 2012), 

P. aeruginosa (Jander et al., 2000; Miyata et al., 2003), K. pneumoniae 

(Insua et al., 2013),  Francisella tularensis (Aperis et al., 2007), Yersinia 

pseudotuberculosis (Champion et al., 2009), S. aureus (Desbois et al., 

2011), Streptococcus pyogenes e Streptococcus mutans (Abranches et 

al., 2011; Olsen et al., 2011), Enterococcus faecalis (Yasmin et al., 2010, 

Michaux et al., 2011) Enterococcus faecium (Lebreton et al., 2011, 

Chibebe et al., 2013), Candida albicans (Fuchs et al., 2010; Junqueira et 

al., 2011) e Cryptococcus neoformans (Mylonakis et al., 2005).  

G. mellonella apresenta sistema imunológico comparado 

aos dos vertebrados, sendo que a resposta imune é imediatamente 

acionada quando algum agente atravessa sua cutícula. A resposta 

imunológica desse animal é composta por sistema imune humoral e 

celular. O componente celular é representado pela ação de células 

fagocitárias denominadas hemócitos, que circulam livremente pela 

hemolinfa do inseto e estão envolvidas na fagocitose de células 

invasoras. O componente humoral é composto essencialmente por 

peptídeos antimicrobianos, que atuam nas células bacterianas ou 

fúngicas invasoras, que alcançam a hemolinfa. A densidade de hemócitos 

circulantes na hemolinfa pode ser utilizada como indicativo de infecção 

(Olsen et al., 2011; Desalermos et al., 2012).  

Chibebe et al. (2013) utilizaram larvas de G. mellonella 

infectadas por E. faecium com a finalidade de desenvolver um modelo 

hospedeiro de invertebrado para o estudo in vivo da terapia fotodinâmica 

antimicrobiana (isolada ou em associação com antibióticos). Esses 

autores verificaram que o tratamento das larvas com terapia fotodinâmica, 

mediada por azul de metileno, prolongou a sobrevivência das larvas, 

sugerindo que G. mellonella pode ser um modelo útil para o estudo da 

PDT. O fotossensibilizador foi facilmente injetado na hemolinfa do inseto 

e, devido a presença de uma cutícula clara e translúcida no corpo da 
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larva, a luz irradiada foi capaz de alcançar e excitar as moléculas do 

fotossensibilizador, gerando o processo fotodinâmico. Posteriormente, os 

autores infectaram larvas de G. mellonella com uma cepa de E. faecium 

resistente à vancomicina, e verificaram que o tratamento associado de 

PDT e vancomicina resultou em um aumento significativo da 

sobrevivência das larvas quando comparado ao tratamento isolado de 

PDT ou ao tratamento isolado de vancomicina. Esses dados demostraram 

que após a aplicação de PDT, a cepa de E. faecium que era resistente à 

vancomicina tornou-se mais susceptível a esse antibiótico, possivelmente 

a permeabilização da parede celular bacteriana provocada pela PDT pode 

ter facilitado a entrada da vancomicina no interior da célula de E. faecium. 

 

 



 

 

 

3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 

 

Os objetivos deste estudo foram: 

 

a) determinar a concentração inibitória mínima dos 

antibióticos Imipenem e Meropenem para 

isolados clínicos de Acinetobacter baumannii; 

b) avaliar a ação da PDT sobre culturas 

planctônicas de A. baumannii, comparando 

isolados sensíveis e resistentes aos antibióticos 

em relação a sensibilidade à PDT; 

c) testar a ação dos antibióticos convencionais, da 

PDT e da terapia combinada de antibióticos e 

PDT nas infecções experimentais induzidas em 

G. mellonella por isolados clínicos de A. 

baumannii resistentes aos antibióticos. 



 

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

4.1 Micro-organismos e condições de crescimento 

 

 

Para o estudo proposto foram utilizados 21 isolados 

clínicos de Acinetobacter baumannii, sendo 18 resistentes e 3 sensíveis 

aos carbapenêmicos, previamente identificados nos laboratórios de 

origem pelo método Bioquimismo (Rugai, Enterokit C, Kit NF). As cepas 

foram cedidas pelo Laboratório de Análises Clínicas Valeclin, dentro do 

Hospital Santa Casa da cidade de São José dos Campos, São Paulo. 

Esse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos do Instituto de Ciência e Tecnologia da Universidade Estadual 

Paulista (ICT/UNESP) Campus de São José dos Campos, sob registro nº 

24409813.9.0000.0077, o qual encontra-se no ANEXO C.  

Como micro-organismos controle para todos os 

experimentos, foi utilizada uma cepa padrão cedida pela Fundação 

Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 

Saúde - INCQS, sob-registro Acinetobacter baumannii (ATCC 19606).  

A cepa padrão e os isolados clínicos foram mantidas em 

estoque em caldo infuso cérebro-coração (BHI, Himedia®, Mumbai, India) 

com 20% de glicerol à temperatura de menos 70 ˚C no freezer do 

Laboratório de Microbiologia e Imunologia do ICT/UNESP. Para ativação 

desses micro-organismos, as cepas foram cultivadas em caldo BHI (37 °C 

por 24 h), a seguir semeadas em ágar MacConkey (Himedia®, Mumbai, 

India),  incubadas em estufa bacteriológica a 37 °C por 24 h (Figura 2). 
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As cepas clínicas obtidas foram submetidas ao teste para 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima e estudo da terapia 

fotodinâmica antimicrobiana in vitro e in vivo. 

 

 

Figura 2 - Colônias de A. baumannii em placa de Agar MacConkey, colônias planas, 
discretamente mucóides de coloração branco-acinzentada com diâmetro de cerca de 1,5 
a 3mm, atmosfera de ar à temperatura de 37 ºC. 
 

 

4.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) 

 

 

Os isolados obtidos foram submetidos aos testes de 

Concentração Inibitória Mínima para os antibióticos de uso clínico. Entre 

esses, foram selecionados os carbapenêmicos, representados pelo 

Imipenem e Meropenem (Sigma-Aldrich St. Lois, EUA).  

Os testes para determinação da Concentração Inibitória 

Mínima foram realizados seguindo o protocolo de microdiluição em caldo 

estabelecido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

documento M07-A9, 2012. Suspensões padronizadas dos micro-

organismos foram preparadas em solução fisiológica a partir de colônias 
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isoladas em ágar infuso cérebro-coração (BHI, Himedia, Mumbai, India). A 

densidade óptica da suspensão foi ajustada em espectrofotômetro (B582, 

Micronal, São Paulo, Brasil). A absorbância em 625 nm foi ajustada entre 

0,08 a 0,10, que corresponde à solução padrão Mc Farland 0,5, 

resultando em uma concentração de 108 UFC/ml de células bacterianas.  

Soluções estoques dos antibióticos Imipenem e 

Meropenem (Sigma-Aldrichl St. Lois EUA) foram preparadas e diluídas 

serialmente em Caldo Mueller-Hinton (Difco Mumbai, Índia) nas placas de 

microtitulação de 96 poços (KASVI K12-096; China). A seguir, foram 

acrescentados os inóculos das suspensões padronizadas de cada micro-

organismo. Após 24 h de incubação em estufa a 37ºC, os valores de MIC 

foram determinados pela observação da turvação do meio nas placas de 

microtitulação. O valor do MIC foi definido como a menor concentração de 

antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. Os pontos de 

corte de sensibilidade e resistência para os antibióticos testados foram 

interpretados de acordo com o CLSI M100-S23, considerando-se os 

seguintes valores: Imipenem (Sensível ≤ 4 e resistente ≥ 16) e 

Meropenem (Sensível ≤ 4 e resistente ≥ 8). 

 

 

4.3 Estudo in vitro da terapia fotodinâmica 

 

 

Para realização da fotossensibilização in vitro foi utilizado 

azul de metileno (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil) como 

fotossensibilizador, na concentração de 300 μM (Souza et al., 2006). A 

fonte de luz foi um laser em baixa intensidade de Arseneto de Gálio 

Alumínio (Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil) com comprimento de 

onda de 660 nm (vermelho visível), correspondente à faixa de 

comprimento de alta absorção por esse fotossensibilizador, potência de 

50 mW e densidade de energia de 15 J/cm2.  
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Foi preparada suspensão de cada isolado clínico 

contendo 106 células/mL. Para o preparo dessa suspensão, o isolado foi 

semeado em ágar MacConkey (Himedia) e incubada a 37 °C por 24 h. A 

seguir, esses micro-organismos foram cultivados em Caldo Infuso 

Cérebro-Coração (BHI) por 24 h a 37 °C. O crescimento foi suspenso em 

5 mL de solução fisiológica e centrifugado a 5000 rpm (MPW-350, Med. 

Instruments) durante 10 min, desprezando-se o sobrenadante. Esse 

procedimento foi repetido e o sedimento ressuspenso em 5 mL de solução 

fisiológica. A contagem do número de células da suspensão foi realizada 

através de espectrofotômetro (B582, Micronal, São Paulo, Brasil) com 

comprimento de onda de 600 nm com densidade óptica entre 0,6 a 0,8 o 

que corresponde a 10 8 células / mL (Dai et al. 2009). Com o propósito de 

confirmar o número de células bacterianas no inoculo utilizado, foi 

realizada a contagem de UFC/mL. Alíquotas das diluições seriadas do 

inóculo foram semeadas em placas de ágar BHI (37 °C por 24 h) para 

contagem de UFC/mL.  

Em placa de microtitulação de 96 poços de fundo plano, 

esterilizadas e com tampa, foram adicionados 0,1 mL da suspensão de 

cada cepa de micro-organismo e 0,1 mL do fotossensibilizador ou de 

solução fisiológica tamponada (PBS). A seguir, a placa contendo as 

amostras foram agitadas durante 5 min em agitador orbital (Solab, 

Piracicaba, Brasil). Após esse período, o conteúdo de cada poço foi 

irradiado (Figura 3) de acordo com os grupos a seguir: Fotossensibilizador 

e Laser (F+L+), Solução fisiológica e Laser (F-L+), Fotossensibilizador 

sem Laser (F+L-) e Solução fisiológica sem Laser (F-L-).  
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Figura 3 – A) Aplicação da Terapia fotodinâmica (PDT) com laser em baixa intensidade 
de Arseneto de Gálio Alumínio (Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil), comprimento 
de onda de 660 nm (vermelho visível), potência de 50 mW e densidade de energia de 15 
J/cm

2
 em A. baumannii in vitro; B)  Uso de anteparo negro-fosco. 

 

 

Em cada grupo foram realizados 5 ensaios por grupo. 

Após a irradiação, a partir de cada amostra, foram realizadas diluições 

seriadas e alíquotas de 0,1 mL das diluições foram semeadas em ágar 

MacConkey. Após incubação a 37 °C por 24 h, foi feita a contagem de 

UFC/mL (Figura 4). 

 

 
 
Figura 4 - Estudo in vitro: Diluições de A. baumannii após ação de PDT semeadas em 
ágar MacConkey A(10

-3
), B(10

-4
), C(10

-5
) e D(10

-6
). 

 

A B 

A 

C 

B 

D 
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4.4  Estudo in vivo da terapia fotodinâmica: Modelo de G. mellonella 

 

 

Todos os experimentos com Galleria mellonella foram 

realizados conforme metodologias descritas por Mylonakis et al. (2005) e 

Chibebe Junior et al. (2013). 

Inicialmente, os parâmetros da PDT in vivo tiveram que 

ser estabelecidos, testando-se a toxicidade do fotossensibilizador e da 

fonte de luz para G. mellonella. As lagartas receberam diferentes 

concentrações de azul de metileno (variando de 30 a 300 μM) e diferentes 

densidades de energia do Laser (10, 15 e 20 J/cm2). Todos os parâmetros 

testados mantiveram 100% de lagartas vivas até o final do experimento, 

não apresentando toxicidade para os animais. Assim, foi adotado como 

parâmetros para a PDT, a concentração de 300 μM de azul de metileno e 

20 J/cm2 de densidade de energia do Laser. 

 

 

4.4.1  Lagartas de G. mellonella 

 

 

Foram utilizadas lagartas de G. mellonella em estágio final 

da fase larval com peso corporal de aproximadamente 250-350 mg, 

criadas e mantidas no Laboratório de Invertebrados do ICT/UNESP.  

A criação se iniciou com a utilização de recipientes 

plásticos pretos com furos na tampa para receber lagartas em seu ultimo 

estágio e/ou já pupas, para transformarem em mariposas. Nessa fase os 

animais não se alimentam e são mantidos em temperatura ambiente. No 

interior desses recipientes foram colocados pedaços de cartolina azul 

escuro e um tecido, para transposição dos ovos para cartolina (Figura 5). 
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Figura 5 - Lagartas no último estágio e/ou já pupas, transformam-se em mariposas, após 
a copulação formam-se os ovos. 

 
 

Semanalmente, as cartolinas (azuis) com os ovos são 

retiradas e transferidas para recipientes plástico (branco) contendo ração 

e cera, esse pote contendo os ovos é incubado em estufa própria á 28°, e 

mantido por 20 dias. A ração consite em 250 g de fubá, 150 g levedura de 

cerveja, 100 g de farinha de soja, 100 g de leite em pó desnatado, 200 g 

de mel e 200 g de glicerol, adquiridos no mercado local (Figura 6). 

 

 
 
Figura 6 - Incubação dos ovos (A) com ração (B) e cera (C), nos potes brancos (D) em 
estufa 28 °C, por 20dias, para evolução de ovos para lagartas. 

 

 

Após 20 dias, quando as lagartas já estão num tamanho 

que permita ser manuseada (aproximadamente 1 cm), é realizada a 

limpeza das mesmas, retirando as teias e os casulos, e separando-as de 

acordo com o tamanho e peso (Figura 7). 

 

A B C D 



39 

 

 
 

Figura 7 - Limpeza e manuseio com as lagartas, prolegue evidenciada na seta. 

 

 

4.4.2 Preparo das suspensões bacterianas 

 

 

Suspensões padronizadas das cepas de A. baumannii 

foram preparadas para serem injetadas em G. mellonella. Para o preparo 

dessa suspensão, a cepa do micro-organismo foi semeada em ágar 

MacConkey (Himedia®) e incubada a 37 °C por 24 h. A seguir, esses 

micro-organismos foram cultivados em Caldo BHI por 18 h a 37 °C. O 

crescimento foi suspenso em 5 mL de solução fisiológica tampão fosfato 

(PBS) esterilizada e centrifugado a 5000 rotação por minuto (rpm) durante 

10 min, desprezando-se o sobrenadante. Esse procedimento foi repetido 

e o sedimento ressuspenso em 5 mL de PBS. A contagem do número de 

células da suspensão foi realizada através de espectrofotômetro (B582, 

Micronal, São Paulo, Brasil) com comprimento de onda de 600 nm 

conforme descrito anteriormente. O número de células a ser injetado foi 

determinado de acordo com a susceptibilidade de G. mellonella à infecção 

por cepas de A. baumannii.  

 

 

4.4.3 Injeção do micro-organismo em Galleria mellonella 
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Um inóculo de 10 μL da suspensão padronizada de cada 

cepa foi injetado na hemolinfa de cada lagarta através da última prolegue 

esquerda, utilizando seringa Hamilton de 10 µL (Hamilton Bonaduz AG, 

Bonaduz/Switzerland). Em todos os experimentos foi realizado um grupo 

inoculado apenas com PBS para acompanhar o estado de saúde das 

lagartas de G. mellonella durante o experimento (Figura 8). 

 
 

    
 

Figura 8 - Material injetado na hemolinfa da lagarta por meio da última prolegue 
esquerda, utilizando seringa Hamilton de 10 µL. 

 

 

4.4.4 Verificação da susceptibilidade de G. mellonella à infecção por A. 
baumannii  
 

 

Antes do estudo das terapias antimicrobianas sobre a 

infecção experimental em G. mellonella, foi realizada uma análise da 

susceptibilidade de G. mellonella à infecção por isolados clínicos de A. 

baumannii. Para isso, foram injetadas em G. mellonella várias 

suspensões padronizadas em diferentes concentrações (105 a 107 

células/mL). A seguir, a virulência em G. mellonella foi avaliada pela 

determinação da curva de morte das lagartas de G. mellonella. 
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4.4.5 Curva de sobrevivência em Galleria mellonella 

 

 

Para determinação da curva de sobrevivência de G. 

mellonella, após a inoculação do microrganismo, as larvas foram 

armazenadas em placas de Petri e incubadas a 37 ºC em estufa 

bacteriológica e o número de lagartas de G. mellonella mortas foi anotado 

diariamente durante 7 dias. As larvas foram consideradas mortas quando 

não apresentaram nenhum movimento ao toque (Figura 9).  

 

 

Figura 9 - Durante curva de sobrevivência, observa-se escurecimento da cutícula após 
morte por infecção bacteriana. 

 

 

4.4.6 Estudo de terapias antimicrobianas para o tratamento da infecção 
experimental em G. mellonella  
 

 

Após determinação do número de células de A. baumannii 

necessárias para causar uma infecção experimental em lagartas de G. 

mellonella, foram realizados os testes para estudar a sensibilidade das 

infecções à terapia fotodinâmica antimicrobiana, aos antibióticos 

convencionais, e à terapia combinada de PDT e antibióticos 

convencionais. Também foram incluídos grupos controle de larvas não 
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infectadas por A. baumanni e tratadas com o fotossensibilizador ou com 

os antibióticos. 

 

 

4.4.6.1 Terapia fotodinâmica antimicrobiana (PDT) na infecção 
experimental em G. mellonella 
 

 

Primeiramente, foram testados vários protocolos de PDT 

em larvas de G. mellonella a fim de selecionar um protocolo para os 

próximos experimentos, que não apresentasse toxicidade para G. 

mellonella. Então, larvas não infectadas receberam injeção do 

fotossensibilizador azul de metileno nas concentrações de 30 e 300 μM 

(Figura 10). Para a irradiação luminosa, foram testadas as seguintes 

densidades de energia: 10, 15 e 20 J/cm2 (laser em baixa intensidade de 

Arseneto de Gálio Alumínio, Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil). A 

seguir, os efeitos tóxicos do fotossensibilizador ou laser foram avaliados 

pela curva de sobrevivência, com padronização de 300 μM para todo o 

experimento, por não apresentar toxicidade ao modelo in vivo. 

 

    
 
Figura 10 – A) Lagarta sem aplicação; B) Inicio da Injeção de 10µL de Azul de Metileno 
(300 µM); C) Disperção e escurecimento da cutícula com tonalidade azul; D)Total 
dispersão do fotossensibilizador.  

 

 

Após a padronização da concentração do 

fotossensibilizador e radiação luminosa, as lagartas foram infectadas com 

cepas de A. baumannii resistentes à antibióticos. Decorridos 90 min da 

A B C D 
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infecção, as lagartas de G. mellonella receberam injeção de azul de 

metileno (10 μL) na última proleg direita do inseto. A seguir, as larvas 

permaneceram 30 min no escuro (tempo pré-irradiação) para proporcionar 

uma boa dispersão do corante pelo corpo do animal. Então, o laser foi 

aplicado de acordo com os parâmetros previamente definidos. Após a 

realização da PDT, as lagartas foram incubadas em estufa a 37 °C para 

determinação da curva de sobrevivência de G. mellonella. 

 

 

4.4.6.2 Tratamento com antibióticos convencionais na infecção 
experimental em G. mellonella 

 

 

Após 90 min da infecção de G. mellonella por A. 

baumannii, os animais foram injetados com 10 μL do antibiótico na última 

proleg direita do inseto. Os antibióticos utilizados, assim como suas 

respectivas doses foram: Meropenem (20 mg/kg) ou Imipenem (15 

mg/kg). Após o tratamento, as lagartas foram incubadas em estufa a 37 

°C para determinação da curva de sobrevivência de G. mellonella.  

 

 

4.4.6.3 Tratamento combinado de antibióticos convencionais e PDT na 
infecção experimental em G. mellonella 
 

 

As lagartas receberam terapia fotodinâmica e injeção de 

antibióticos conforme protocolos descritos anteriormente. Portanto foram 

realizadas 3 injeções em G. mellonella: a primeira foi executada na ultima 

proleg esquerda para inocular a bactéria, foi utilizado 10 μL de A. 

baumannii na concentração de 108 UFC/mL (equivalente a 106 UFC/mL 

inoculado), após essa inoculação foi esperado 90 min para que fosse 

estabelecida a infecção, a segunda para injetar 10 μL do 
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fotossensibilizador na concentração de 300 μM esta foi executada na 

ultima proleg direita, as lagartas ficaram no escuro por 30 min para que 

houvesse dispersão do corante pela hemolinfa, após esse período foi 

aplicado o laser em baixa intensidade de Arseneto de Gálio Alumínio 

(Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil), comprimento de onda de 660 

nm (vermelho visível), potência de 50 mW e densidade de energia de 15 

J/cm2 por 5 min, imediatamente após foi realizada a terceira injeção para 

injetar 10 μL do antibiótico, aplicada na penúltima proleg esquerda do 

animal. A seguir, as larvas foram incubadas no escuro em estufa a 37 °C 

para determinação da curva de sobrevivência de G. mellonella e 

contagem de UFC/mL. 

 

 

4.5  Análise estatística  
 

 

Para a análise estatística dos resultados de UFC/mL foi 

realizado Análise de Variância (ANOVA) e teste de Tukey, utilizando-se o 

Programa Minitab. Em relação aos experimentos de sobrevivência em G. 

mellonella, foi realizada a curva de sobrevivência e estimativa das 

diferenças pelo método de Log-rank (Mantel-Cox) utilizando Programa 

Graph Pad Prism. Foi considerado nível de significância de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

 

 

 

5.1  Isolados clínicos 
 

 

Para realização desse trabalho foram utilizados isolados 

clínicos de A. baumanni cedidos pelo Laboratório de Análises Clínicas 

Valeclin de São José dos Campos. Entre julho de 2014 a fevereiro de 

2015 (período de 8 meses), o Laboratório Valeclin deu entrada a 13.715 

amostras clínicas suspeitas de estarem ligadas a processos infecciosos 

provenientes de pacientes hospitalizados. Dessas amostras, 13.426 

confirmaram um processo infeccioso, sendo que 207 amostras clínicas 

foram positivas para A. baumannii (1,54%). Entre os isolados clínicos de 

A. baumannii, 58% demonstram resistência aos antibióticos Imipenem e 

Meropenem por meio do teste de difusão em disco de Kirby & Bauer 

(CLSI 2915) realizado no próprio Laboratório Valeclin.  

Nos ANEXOS A e B contemplam informações sobre os 

isolados clínicos cedidos pelo laboratório, os quais apresentam 

resistência aos carbapenêmicos, podendo também ser avaliado o perfil 

de sensibilidade a outros antibióticos, bem como sitio de isolamento, 

origem, gênero e idade dos pacientes de onde os micro-organismos 

foram isolados. 

Para realização desse projeto, o Laboratório Valeclin 

forneceu 21 isolados de A. baumannii, sendo 3 isolados sensíveis e 18 

resistentes aos antibióticos Imipenem e Meropenem.  
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5.2 Concentração Inibitória Mínima (MIC) 
 

 

Após aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos, esses isolados foram transferidos para o Laboratório de 

Microbiologia do ICT/Unesp, onde foram submetidos ao teste de 

microdiluição em caldo para Determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (MIC) ao Imipenem e Meropenem (Figura 11), cujos resultados 

estão apresentados na Tabela 1. 

 
 
 

 
 
Figura 11 - Determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) de A. baumannii ao 
Imipenem, a seta indica a menor concentração capaz de inibir o crescimento microbiano 
(64 µg/mL de Imipenem). 
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Tabela 1 - Determinação da Concentração Inibitória Mínima das cepas 
clínicas de A. baumannii 
 

Isolados de 
A. baumannii 

Imipenem (μg/mL) Meropenem (μg/mL) 

MIC Padrão MIC Padrão 

AS1 1 S 1 S 

AS2 <0,5 S <0,5 S 

AS5 1 S 1 S 

A1 >128 R 128 R 

A2 >128 R 128 R 

A3 >128 R 128 R 

A4 >128 R 64 R 

A5 64 R 64 R 

A6 >128 R 128 R 

A7 >128 R 64 R 

A8 >128 R 128 R 

A20 >128 R 128 R 

A23 >128 R 64 R 

A24 >128 R 64 R 

A25 >128 R 64 R 

A26 >128 R 128 R 

A27 >128 R >128 R 

A28 >128 R 64 R 

A31 >128 R 128 R 

A32 >128 R 64 R 

A33 >128 R 128 R 

ATCC 8 I 4 I 

Padrão de sensibilidade aos antibióticos: S: Sensível. I: Intermediário e R: Resistente 

 

 

5.3 Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (PDT) 

 

 

A seguir, foi realizada à fotossensibilização in vitro para 

verificar a susceptibilidade dos isolados clínicos de A. baumanni à terapia 
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fotodinâmica. Nesse teste foi incluído também uma cepa padrão de A. 

baumanni (ATCC 19606). Inicialmente, a PDT foi realizada sobre 3 

isolados sensíveis aos antibióticos (AS-1, AS-2 e AS-5) e 3 isolados 

resistentes aos antibióticos (A1, A2 e A6). Os resultados obtidos 

demonstraram que para esses isolados testados, a média de UFC/mL no 

grupo com terapia fotodinâmica foi inferior aos demais grupos estudados 

(grupos controle, tratado apenas com laser e tratado apenas com 

fotossensibilizador). Os resultados de UFC/mL foram convertidos em log 

para serem analisados estatisticamente pelos testes ANOVA e Tukey, no 

qual foram encontradas diferenças estatisticamente significantes entre os 

grupos Controle e Tratado com terapia fotodinâmica para os isolados 

analisados (p<0,05). Os resultados obtidos para a cepa ATCC, isolados 

clínicos sensíveis e resistentes aos antibióticos estão demonstrados, 

respectivamente, nas Figuras 12, 13 e 14. 
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Figura 12 - Médias e desvios-padrão de UFC/mL (Log) da cepa padrão de A. baumannii 
ATCC 19606 para os grupos controle, tratado apenas com laser, tratado apenas com 
fotossensibilizador e tratado com terapia fotodinâmica (PDT), letras diferentes 
representam diferença estatisticamente significativa entre os grupos (Teste de Tukey, p˂ 
0,05). 
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Acinetobacter baumannii AS-1
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Acinetobacter baumannii AS-2
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Acinetobacter baumannii AS-5
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Figura 13 - Médias e desvios-padrão de UFC/mL (Log) dos isolados clínicos de A. 
baumannii sensíveis ao Imipenem e Meropenem para os grupos controle, tratado apenas 
com laser, tratado apenas com fotossensibilizador e tratado com terapia fotodinâmica 
(PDT), letras diferentes representam diferença estatisticamente significativa entre os 
grupos (Teste de Tukey, p˂ 0,05), separados em três gráficos A B e C, indicando 3 
isolados clínicos diferentes. 
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Figura 14 - Médias e desvios-padrão de UFC/mL (Log) dos isolados clínicos de A. 
baumannii resistentes ao Imipenem e Meropenem para os grupos controle, tratado 
apenas com laser, tratado apenas com fotossensibilizador e tratado com terapia 
fotodinâmica (PDT), letras diferentes representam diferença estatisticamente significativa 
entre os grupos (Teste de Tukey, p˂ 0,05), separados em três gráficos A B e C, 
indicando 3 isolados clínicos diferentes. 
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Visto que entre os 3 isolados clínicos de A. baumannii 

resistentes aos antibióticos, todos apresentaram sensibilidade à 

fotossensibilização in vitro, pode-se sugerir que a terapia fotodinâmica 

tem potencial para auxiliar no tratamento de infecções causadas por A. 

baumannii. Assim mais 15 isolados de A. baumannii resistentes aos 

carbapenêmicos foram submetidos à fotossensibilização in vitro, na qual 

foram testados apenas dois grupos experimentais: Controle (F-L-), Laser 

(F-L+), fotossensibilizador (F+L-) e Tratado com terapia fotodinâmica 

(F+L+).  

Para análise e comparação dos resultados obtidos, foi 

calculado o percentual de redução de UFC/mL dos grupos Tratados com 

terapia fotodinâmica em relação ao Controle para todos isolados clínicos 

de A. baumannii analisados nesse estudo (1 cepa ATCC, 3 cepas 

sensíveis aos antibióticos e 18 cepas resistentes aos antibióticos). Os 

resultados do percentual de redução estão demonstrados nas Figuras 15 

e 16, nas quais é possível observar que a PDT reduziu o número de 

células de A. baumannii em todos os isolados testados, mas o percentual 

de redução foi dependente da cepa analisada. 

 

 

Figura 15 - Percentual de redução (%) de UFC/mL observado nos grupos Controle (P) 
em relação aos grupos Tratados com PDT para a cepa de A. baumannii ATCC 19606 e 
para as 3 isolados sensíveis aos antibióticos Imipenem e Meropenem. P: representa o 
Grupo controle (L-F-). 
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Figura 16 - Percentual de redução (%) de UFC/mL observado nos grupos Controle (P) 
em relação aos grupos Tratados com PDT para a cepa de A. baumannii ATCC 19606 e 
para as 18 isolados resistentes aos antibióticos Imipenem e Meropenem. P: representa o 
Grupo controle (L-F-). 

 

 

5.4 Estudo in vivo: terapia combinada de PDT e antibióticos na 
infecção experimental em Galleria mellonella 
 

 

Dando continuidade a proposta desse projeto, o estudo da 

terapia fotodinâmica sobre A. baumannii resistentes aos antibióticos foi 

estendido para estudo in vivo, utilizando G. mellonella como modelo de 

infecção experimental.   

Em primeiro lugar, foi necessário testar a susceptibilidade 

das lagartas de G. mellonella à infecção experimental pelas cepas de A. 

baumannii. Assim, a cepa ATCC foi injetada nas larvas em diferentes 

concentrações (105, 106 e 107 células/lagarta) e a curva de sobrevivência 

dos animais foi avaliada, verificando-se que A. baumanni na concentração 

de 105 não causou infecção letal em G. mellonella. Por outro lado, a 

concentração de 107 levou a 100% de mortalidade dos animais após 24 h 

da infecção. A concentração de 106 matou aproximadamente 60% das 

larvas até o final do experimento, ou seja, 7 dias (168 h) após a infecção 

(Figura 17). Portanto a concentração de 106 células/larva de A. baumannii 

foi adotada para todos os experimentos subsequentes. 
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Figura 17 - Curva de sobrevivência (%) das lagartas de G. mellonella após a infecção 
com A. baumannii ATCC 19606 nas concentrações de 10

5
, 10

6 
e 10

7
 células/lagarta. 

 

 

Após padronização da concentração da suspensão de A. 

baumannii a ser injetada em G. mellonella, partimos para o estudo das 

cepas de A. baumannii, sensíveis e resistentes aos antibióticos, em G. 

mellonella. Desse modo, os 3 isolados clínicos sensíveis aos 

carbapenêmicos (AS1, AS2 e AS4) foram injetados em G. mellonella, 

sendo observado um aumento da sobrevida das lagartas em um isolado 

comparado a cepa ATCC (Figura 18). Já para os isolados resistentes (A2, 

A6, A7 e A26) verificou-se que todos foram mais virulentos do que a cepa 

ATCC previamente testada (Figura 16). 
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Figura 18 - Curva de sobrevivência (%) das lagartas de G. mellonella infectadas por A. 
baumannii (10

6
 células/lagartas) cepa ATCC 19606 e isolados sensiveis aos antibióticos 

Imipenem e Meropenem. 
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Figura 19 - Curva de sobrevivência (%) das lagartas de G. mellonella infectadas por A. 
baumannii (10

6
 células/lagartas) cepa ATCC 19606 e isolados resistentes aos 

antibióticos Imipenem e Meropenem. 
 

 

Tendo em vista que o isolado de A. baumannii A26 foi 

bastante virulento para G. mellonella (Figura 19) e apresentou alta 

sensibilidade à terapia fotodinâmica in vitro (Figura 16), esse isolado foi 

escolhido para a realização da terapia fotodinâmica in vivo. 
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A seguir, as lagartas de G. mellonella foram infectadas 

com o isolado de A. baumannii A26 e tratadas com terapia fotodinâmica 

nos parâmetros definidos acima. Também foi realizado tratamento com 

antibiótico (Imipenem ou Meropenem) e tratamento combinado de PDT + 

antibióticos para estudo do possível sinergismo entre antibióticos e PDT. 

Os resultados demonstraram que os tratamentos com PDT, antibiótico 

(Imipenem e Meropenem), e associação de PDT + antibiótico levaram a 

um discreto aumento na sobrevivência das larvas de G. mellonella, 

entretanto não foram encontradas diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos (Figuras 20 e 21).  

 

 
Figura 20 - Curva de sobrevivência das lagartas de G. mellonella infectadas por A. 
baumannii resistente à Imipenem e Meropenem (isolado A26). As lagartas infectadas 
foram tratadas com PBS, PDT, Imipenem ou terapia combinada de PDT + Imipenem. 
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Figura 21 - Curva de sobrevivência das lagartas de G. mellonella infectadas por A. 
baumannii resistente à Imipenem e Meropenem (isolado A26). As larvas infectadas 
foram tratadas com PBS, PDT, Meropenem ou terapia combinada de PDT + Meropenem 

 

 



 

 

 

6 DISCUSSÃO 

 

 

 

 

Micro-organismos como A. baumannii são uma causa 

morte importante em hospitais principalmente em unidades de terapia 

intensiva, sua gravidade se dá a fatores de virulência como 

exopolissacarídeo capsular, produção de β-lactamases 

(carbapenemases), alterações nas porinas da membrana externa, super-

expressão da bomba de efluxo. A diversidade dos fatores de virulência 

permite A. baumannii escapar da resposta imune do hospedeiro bem 

como da terapia com antibióticos, persistindo assim a infecção (Lemos et 

al., 2014; Tseng et al., 2009, Prates et al., 2011). 

O grande problema de A. baumannii nas infecções 

hospitalares é que esse micro-organismo vem modificando seu perfil de 

resistência aos antibióticos ao longo dos anos (Perez et al. 2007). Embora 

os carbapenêmicos sejam considerados antibióticos muito eficazes para 

infecções causadas por A. baumannii, diversos estudos têm relatado o 

aumento de resistência dessas bactérias aos carbapenêmicos. Kuo et al. 

(2012) demonstram um crescimento expressivo na resistência das cepas 

de A. baumannii ao antibiótico Imipenem, que em 2002 era de 3,4%, 

passando para 58,7% em 2010, esses dados concordam com os 

resultados obtidos nesse trabalho, no qual 58% dos isolados de A. 

baumannii do Laboratório Valeclin apresentaram resistência aos 

antibióticos Imipenem e Meropenem.  Altun et al. (2014) também 

verificaram expressiva resistência, apontando 86,6% ao Meropenem.   

Em pesquisa de dados epidemiológicos do Laboratório 

cedente dos isolados clínicos, verificamos que A. baumannii foi 

responsável por 1,54% das infecções de pacientes hospitalizados 
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identificadas no Laboratório Valeclin em um período de 8 meses de 

observação (2014 a 2015). Utilizando dados epidemiológicos Gaynes, 

Edwards (2005) analisaram 400.000 isolados clínicos de origem hospitalar 

registrados no Sistema Nacional de Vigilância Hospitalar Infecções (NNIS) 

de 1986 a 2003 em Atlanta, Georgia (EUA) e encontram 7% de A. 

baumannii entre isolados identificados nos Laboratórios de Análises 

Clínicas hospitalares, dados um pouco superiores aos encontrados em 

nossa pesquisa. 

Neste trabalho, as sensibilidades dos isolados clínicos de 

A. baumannii aos antibióticos Imipenem e Meropenem foram comparadas 

por dois métodos diferentes: difusão em disco e microdiluição em caldo. 

Os dados apresentados apontaram que os dois métodos foram eficazes 

para identificar a sensibilidade dos isolados, pois o método de 

microdiluição em caldo confirmou todos os resultados obtidos no teste de 

difusão em ágar. Em estudos comparativos de métodos de análise de 

sensibilidade, Liu et al. (2012) sugerem que o método de difusão em 

disco, com sua vantagem de baixo custo, pode ser utilizado como 

substituto ao método padrão ouro, que é o método de microdiluição em 

caldo, apontando fidedignidade ao método de disco difusão.   

A Terapia Fotodinâmica antimicrobiana (PDT) é uma 

terapia alternativa para controlar micro-organismos patogênicos, como 

bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras e fungos (Sperandio 

et al., 2013). Infecções por A. baumannii multirresistentes representam 

um problema crescente, especialmente em feridas traumáticas e 

queimaduras. A PDT tem se mostrado uma alternativa aos agentes 

antimicrobianos que se mostram ineficazes a classe de micro-organismos 

multirresistentes, utilizando a combinação de fotossensibilizadores não 

tóxicos e luz visível (Dai et al., 2009; Zhang et al., 2014).  

Em recente trabalho, Zhang et al. (2014) avaliaram a ação 

bactericida da PDT sobre A. baumannii multirresistente utilizando 

bioluminescência e também testaram a viabilidade celular em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sperandio%20FF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25723093
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queratinócitos. Os resultados demonstraram que a taxa média de 

inativação ao isolado de A. baumannii foi 21 vezes maior que a ação 

sobre os queratinócitos, apontando resultados promissores para utilização 

in vivo, com mínimo efeito lesivo sobre a pele. Ainda nesse trabalho foi 

utilizado queimaduras de terceiro grau em ratos, com posterior infecção 

pelo isolado clinico após 30min e observou-se que no grupo tratado com 

luz, a luminescência bacteriana foi completamente eliminada depois de 

uma única exposição 55,8 J/cm2, já no grupo não tratado o grau de 

infecção não regrediu, mantendo-se estável (Zhang et al., 2014). 

Com o mesmo propósito, de reduzir os níveis bacterianos, 

no presente trabalho utilizou-se a PDT em isolados clínicos de A. 

baumannii com diferentes sensibilidades aos antimicrobianos oriundos de 

pacientes hospitalizados. A PDT foi analisada previamente in vitro, com 

posterior análise in vivo. Os isolados clínicos de A. baumannii sensíveis 

aos antibióticos Imipenem e Meropenem e a maioria dos isolados 

resistentes apresentaram sensibilidade significativa à fotossensibilização 

in vitro, confirmando que a PDT é uma técnica promissora com potencial 

coadjuvante à tratamentos com antibióticos. A PDT reduziu o número de 

células de A. baumannii em todos os isolados testados, mas o percentual 

de redução foi dependente da cepa analisada, característica essa 

também encontrada em trabalhos da literatura. Dai et al. (2009) 

realizaram aplicação tópica de azul de metileno seguido de luz vermelha 

em queimaduras de pele de rato infectadas por A. baumannii. A 

densidade da potência utilizada foi de 100 mW/cm2, os ratos receberam 

uma exposição à luz total de até 240 J/cm2, esses pesquisadores usaram 

bactérias bioluminecentes, observando redução de luminescência após o 

tratamento com PDT. Esta terapia induziu uma redução de cerca de 1,8 

log10 em luminescência bacteriana da queimadura do rato, enquanto que 

durante o mesmo período de tempo, foi observada uma redução inferior a 

0,9-log10 de luminescência bacteriana para o controle escuro. Pode-se 

observar também no trabalho destes pesquisadores que quanto mais 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24381206
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imediato a terapia foi aplicada após a infecção, melhor o resultado de 

redução bacteriana. 

Tendo em vista a redução de células bacterianas com 

utilização de PDT in vitro, este trabalho foi estendido para um modelo de 

infecção in vivo. Diversas pesquisas utilizam a lagarta de G. mellonella 

como um modelo in vivo para se investigar a virulência de A. baumannii, 

principal espécie a causar infecções hospitalares (Peleg et al., 2009; 

Gaddy et al., 2012). Estudos prévios indicam que o modelo G. mellonella 

é uma ferramenta poderosa para investigar a virulência de uma variedade 

de agentes patogênicos bacterianos e fúngicos (Olsen et al., 2011; 

Desalermos et al., 2012; Chibebe et al., 2013). O sistema imunológico 

inato de insetos, como G. mellonella apresenta um elevado grau de 

semelhança com os sistemas imunitário de mamíferos, que fazem da G. 

mellonella uma alternativa interessante aos modelos animais para a 

investigação de patogenicidade infecciosa (Olsen et al., 2011; 

Desalermos et al., 2012). Citando ainda que plasmócitos e granulócitos 

foram identificados em G. mellonella como tipos de hemócitos que estão 

envolvidos na fagocitose, encapsulamento e formação de nódulos, que 

são elementos importantes na defesa contra bactérias patogênicas. 

O uso de G. mellonella como modelo in vivo tem sido 

bastante difundido, e se mostra eficaz quando utilizado para analisar a 

sobrevida das lagartas infectadas por A. baumannii. Hornsey, Wareham 

(2011) buscando avaliar a ação de antibióticos contra cepas de A. 

baumannii, utilizaram o modelo in vivo G. mellonella. Esses autores 

avaliaram a monoterapia e a terapia combinada, usaram os 

glicopeptideos, Teicoplamina e/ou Vancomicina associadas a colistina, 

primeiramente com testes in vitro, com posterior sustentação in vivo. Os 

resultados utilizando G. mellonella se mostraram significativos, sugerindo 

como próximo passo o estudo em mamiferos com posterior ensaios 

clínicos em humanos para análise de farmacocinética e farmacodinâmica. 
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Chusri et al. (2014) também fizeram uso do modelo in vivo 

de G. mellonella, injetando 10 µL de diferentes espécies do gênero 

Acinetobacter sp. (1,5 x 10 5 UFC/mL) na última proleg de cada lagarta, 

estas foram incubadas a 37 °C durante 6 dias e observadas para a 

sobrevivência a cada 24 h. Estes autores utilizando o modelo invertebrado 

com isolados clínicos de diferentes espécies de Acintobacter sp., oriundo 

de pacientes internados em um único hospital, puderam verificar 

virulência e sensibilidade a antibióticos dos isolados, podendo concluir 

que a sobrevida das lagartas foi dependente das diferenças intrínsecas de 

virulência  dos isolados clínicos de A. baumannii, independente de seu 

perfil de sensibilidade aos antibióticos. 

Para esse trabalho inicialmente foi elaborado uma curva 

de sobrevivência de G. mellonella com A. baumannii ATCC 19606, 

indicando que a concentração de 106 células/lagarta de A. baumannii 

atingiu 60% de letalidade, sendo adotada para todos os experimentos 

subsequentes. Seguido a curva foi realizado a análise de parâmetros para 

pré-estabelecer a técnica de PDT em A. baumannii utilizando G. 

mellonella do ICT/UNESP. 

Para PDT in vivo, foram testados diferentes parâmetros, 

como concentração do fotossensibilizador, tempo de infecção, irradiação 

de energia, utilizando diversos suportes com diferentes maneiras de 

irradiação, afim de encontrar dados que pudessem viabilizar o restante da 

pesquisa. Para isso deu-se inicio, com a análise de sensibilidade das 

lagartas frente ao fotossensibilizador, avaliando a curva de sobrevivência, 

onde todos os parâmetros testados mantiveram 100% de lagartas vivas 

até o final do experimento, não apresentando toxicidade para os animais. 

Assim, foi adotado como parâmetros para a PDT, a concentração de 300 

μM de azul de metileno e 20 J/cm2 de densidade de energia do Laser.  

Cabe destacar que, entre outros pesquisadores cita-se Ragás et al. 

(2010), baseados em Dai et al. (2009), também avaliando a eficácia da 

PDT em modelo in vivo, utilizaram murino com queimaduras infectadas 
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por A. baumannii multirresistente, neste estudo o azul de metileno foi 

considerado um bom fotossensibilizador, sob condições de 10 µM, com 

uma entrega de 30J/cm2 com 100mW/cm2 conseguiu reduzir até 3 

unidades logarítimicas as células bacterianas do tecido infectado. Esses 

dados incentivaram o presente estudo na escolha do fotossensibilizador.  

No presente trabalho obteve-se em estudo in vitro uma 

expressiva redução nos níveis bacterianos, não se observando a mesma 

intensidade de redução quando esses isolados clínicos foram submetidos 

a PDT in vivo, utilizando G. mellonella. Destaca-se que os resultados aqui 

apresentados ilustram diferentes níveis de virulência entre os isolados, 

pois a mesma espécie resultou em diferentes curvas de sobrevivência, 

indicando diferentes mecanismos de virulência utilizados por cada isolado 

clínico, citando como exemplo o isolado clínico sensível aos 

carbapenêmicos AS 1, que denotaria pensar que o mesmo sofreria mais 

ação da PDT e maior sobrevivência do modelo in vivo, foi o que 

apresentou maior virulência, eliminando todas as lagartas infectadas por 

ele em menos de 24h após inoculação e o isolado clínico não sofreu ação 

após aplicação da terapia fotodinâmica.  

Esse fato é compreensível quando nos deparamos com 

trabalhos como o de Chusri et al. (2014) que na busca por compreender a 

virulência e mecanismos de resistência do gênero Acinetobacter sp., 

comparando cepas de A. baumannii sensível e cepas resistentes aos 

carbapenêmicos, utilizando G. mellonella, atestam não ter sido observada 

diferença estatística significativa na sobrevivência entre as lagartas 

infectadas com cepas resistentes ou sensíveis aos carbapenêmicos. No 

estudo destes autores foi avaliado a sobrevivência das lagartas entre 

espécies diferentes e puderam observar que houve maior sobrevivência 

das lagartas quando estas foram infectadas com cepas de Acinetobacter 

“não” baumannii, como A. nosocomialis e A. pittii, e menor sobrevivência 

das larvas quando infectadas por A. baumannii sensível ou resistente aos 

carbapenêmicos (Chusri et al., 2014).  
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Quando se analisa vários isolados clínicos de uma 

espécie os quais apresentam diferentes resultados de uma mesma 

técnica, isso fortalece a compreensão da variedade de mecanismos de 

virulência deste micro-organismo e o quão importante é o diagnóstico 

genômico desta espécie, para que não se incida em estarmos lidando 

com cepas mutantes que após o contato com antibióticos apresente 

resistência, ou seja, inicialmente apresenta-se sensível a uma gama de 

medicamentos, mas in vivo apresenta capacidade de adquirir resistência. 

Cabe ressaltar que recentemente uma nova enzima foi encontrada a Nova 

Deli metalo-β-lactamase 1, que faz com que algumas bactérias que já são 

resistentes a carbapenêmicos ampliem ainda mais essa resistência 

(Zhang et al., 2014) 

Autores como Chibebe Júnior et al. (2013) também 

utilizaram lagartas de G. mellonella infectadas por bactérias utilizando a 

terapia fotodinâmica antimicrobiana (isolada ou em associação com 

antibióticos), podemos observar que o tratamento das larvas com terapia 

fotodinâmica, mediada por azul de metileno, prolongou a sobrevivência 

das lagartas infectadas com E. faecium. Estes autores também 

verificaram que o tratamento associado de PDT e vancomicina resultaram 

em um aumento significativo da sobrevivência das larvas quando 

comparado ao tratamento isolado de PDT ou ao tratamento isolado de 

vancomicina. Esses dados sugeriram que a PDT tornou a cepa de E. 

faecium resistente à vancomicina mais susceptível a esse antibiótico, 

possivelmente a permeabilização da parede celular bacteriana provocada 

pela PDT pode ter facilitado a entrada da vancomicina no interior da 

célula de E. faecium.  

Utilizando-se dos mesmos parâmetros de PDT do 

trabalho de Chibebe et al. (2013) nesse estudo, a PDT e o tratamento 

combinado de PDT com antibióticos (Imipenem ou Meropenem) não 

demonstraram efeitos significativos na sobrevivência das lagartas 

infectadas por cepa de A. baumannii resistente aos antibióticos, sugerindo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24381206
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que as infecções por bactérias Gram-negativas são mais difíceis de serem 

tratadas pela PDT do que infecções por bactérias Gram-positivas.   

Bactérias Gram negativas são extremamente tóxicas pela 

liberação de LPS (lipopolissacarídeo), isso pode explicar que as lagartas 

poderiam estar morrendo em função do choque tóxico produzido pelo 

LPS, quando esta teria sofrido a ação da PDT.  A PDT pode ter matado 

as bactérias, mas o LPS pode ter continuado ativo levando a morte dos 

animais, para tal esclaresciento estudos futuros devem realizar a cultura 

da hemolinfa contendo o micro-organismo, antes e depois da aplicação de 

PDT. 



 

 

 

7 CONCLUSÃO 

 

 

 

 

 

Diante dos resultados apresentados foi possível concluir 

que: 

 

a) a PDT in vitro reduziu o número de células de A. 

baumannii em todos os isolados testados, mas o 

percentual de redução variou conforme o isolado 

clínico estudado; 

b) no modelo hospedeiro de G. mellonella, a PDT e o 

tratamento combinado de PDT com antibióticos 

(imipenem e meropenem) não demonstraram 

efeitos significativos na sobrevivência dentro desse 

estudo das lagartas infectadas por cepas de A. 

baumannii resistente aos antibióticos. 
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ANEXO A - Perfil de sensibilidade dos isolados clínicos de A. baumannii, 
realizado no Laboratório Valeclin, pelo método de disco difusão 
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Padrão de sensibilidade aos antibióticos: S: Sensível e R: Resistente I: Intermediário N: 
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ANEXO B - Caracterização dos isolados clínicos de A. baumannii cedidos 
pelo laboratório Valeclin 
 

Isolados de 
A. baumannii 

Material 
Origem do 

material 
Idade 
(anos) 

Gênero 

A1 
Secreção 

Extenoctomia 
H.Santa Casa 50  Masculino 

A2 Secreção Sacra H. Santa Casa 64 Masculino 

A3 Aspirado Traqueal UTI Santa Casa 65  Feminino 

A4 Secreção Traqueal UTI Santa Casa 47  Masculino 

A5 Aspirado Traqueal UTI Santa Casa 77  Feminino 

A6 Aspirado Traqueal UTI Santa Casa 81  Masculino 

A7 Secreção Traqueal UTI Santa Casa 57  Masculino 

A8 Secreção do Reto UTI Santa Casa 59  Masculino 

A9 Secreção de axila LabClin 59  Masculino 

A10 Diversos UTI Santa Casa 76  Feminino 

A11 Secreção Traqueal UTI Santa Casa 48  Feminino 

A12 
Secreção Memb. 

Inferior 
Santa Casa 
Queimados 

69  Masculino 

A13 Tronco 
Santa Casa 
Queimados 

59  Masculino 

A14 Secreção de Reto H.Santa Casa 75  Masculino 

A15 Cateter occipital UTI Santa Casa 65  Masculino 

A18 Secreção Traqueal UTI Santa Casa 53  Feminino 

A19 Sangue UTI Santa Casa 57  Feminino 

A20 Urina UTI Santa Casa 93  Feminino 

A21 
Líquido Intra 
abdominal 

LabClin 45  Feminino 

A22 
Secreção 

Coxa/Dorso 
Santa Casa 
Queimados 

20  Feminino 

A23 Swab Reto Labclin 31  Feminino 

A24 Secreção Sacra UTI Santa Casa 51 Feminino 

A26 Secreção Traqueal UTI Santa Casa 40 Masculino 

Isolados de 
A. baumannii 

Material 
Origem do 

material 
Idade 
(anos) 

Gênero 

A27 Secreção de ferida 
UTI/ Geral São 

José 
51 Feminino 

A28 
Secreção 

Pleurostomia 
UTI/ Geral São 

José 
76  Masculino 

A29 
Secreção Ferida/ 

coxa 
Santa Casa 
Queimados 

69  Masculino 

A30 Secreção Traqueal H.Santa Casa 53  Masculino 
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ANEXO C - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa 
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