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RESUMO

Apesar do grande envolvimento de isolados de Acinetobacter baumannii em
Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e do seu alto indice de
multidroga-resisténcia, levando a poucas opcdes terapéuticas em casos de
infec¢Bes causadas por esta espécie bacteriana, h4 muito a ser descoberto sobre os
mecanismos de viruléncia e resisténcia desta espécie. Portanto, este trabalho teve
como objetivo estabelecer o perfil clonal, de resisténcia e viruléncia de isolados
multidroga-resistentes (MDRs) de A. baumannii obtidos em hospitais de Recife-PE,
determinando a prevaléncia de genes de resisténcia e viruléncia e a capacidade de
expressdo de genes de viruléncia apds submissdo dos isolados a diferentes
antimicrobianos utilizados na préatica clinica. Para determinar a prevaléncia dos
genes de resisténcia e viruléncia foram utilizados 37 isolados do complexo A.
baumannii provenientes de dois hospitais publicos de Recife — PE. A analise da
expressdo dos genes de viruléncia foi realizada utilizando trés isolados MDR
selecionados, além da ATCC 19606 de A. baumannii submetidos in vitro a colistina,
meropenem e associacdo destes antimicrobianos. Os isolados foram avaliados
guanto a confirmacdo da espécie através da deteccdo do gene blaoxa-siike € da
técnica de MALDI-TOF. A tipagem molecular desses isolados foi realizada atravées
da técnica de PFGE utilizando a enzima de restricdo Apal. A deteccdo e sequéncia
dos genes de resisténcia, blaoxa-si-iike, blaoxa-23-iike, blaoxa-143-ike, blavp, blaviv, blakec,
o elemento de insercdo, ISAbal, e dos genes de viruléncia, basC, ompA, pilA e csukE
foi realizada através de PCR e sequenciamento génico. Todos os isolados
pertenciam a espécie A. baumannii, distribuidos em 07 padrdes de PFGE, com trés
isolados apresentando 100% de similaridade, os quais foram obtidos nos dois
hospitais publicos do estudo, sugerindo uma disseminacéo inter-hospitalar. Todos os
isolados apresentaram o gene de resisténcia blaoxa-si-ike € @ maioria possuia 0 gene
ISAbal, além desses, também apresentavam 0 gene blaoxa-143-ike OU blaoxa-23-ie.
Estes resultados demonstram uma ampla resisténcia dos isolados aos
carbapenémicos, além de outras classes de antimicrobianos. Os dados sé&o
preocupantes quanto a disseminacgédo clonal desses genes entre os isolados obtidos
nos hospitais analisados. Todos os isolados do estudo apresentaram 0s genes de
viruléncia basC, ompA, pilA e csuE, com excecdo de um isolado que ndo apresentou
0 gene csukE. Também pode-se demonstrar uma tendéncia ao aumento da
expressao dos genes de viruléncia csuk, bfmS e baeS apdés tratamento in vitro com
meropenem, colistina e associacdo destes antimicrobianos, reforcando a
necessidade de vigilancia quanto ao tratamento de IRAS causadas por A. baumannii
MDR, mesmo em uso associado de antimicrobianos.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Viruléncia. Expressao génica.



ABSTRACT

Due to the increasing resistance of clinical isolates of A. baumannii to antimicrobial
and the consequent decrease of effective therapeutic options, this study aimed to
establish the clonal profile, resistance and virulence of A. baumannii multidrug-
resistant isolates (MDRs) obtained in hospitals in Recife-PE, determining the
prevalence of resistance and virulence genes and the in vitro influence of different
antibiotics used in clinical practice, alone and in combination, on bacterial growth
and expression of these genes. To perform the first stage of this study 37 isolates
of A. baumannii complex, most of them MDR. Analysis of virulence gene
expression was performed using three MDR isolates beyond ATCC 19606 from A.
baumannii submitted in vitro to colistin, meropenem and association of these
antimicrobials. The isolates were evaluated for confirmation of the species through
detection of the gene for intrinsic B-lactamase, blaoxa-si-ike, and the Matrix-Assisted
Laser Desorption / lonization (MALDI-TOF) technique. The clonal profile of these
isolates was determined by Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) using Apal
enzyme. Detection and sequence of blaoxa-si-ike, blaoxa-23-ike, blaoxa-143-ike, blaimp,
blavim and blakec genes the insertion element, ISAbal, and the virulence genes,
basC, ompA, pilA and csuE were performed using Polymerase Chain Reaction
(PCR) and sequencing. All isolates belonged to the A. baumannii species,
distributed in 07 PFGE patterns, three isolates showed 100% similarity, which were
obtained in two different hospitals of the study, suggesting an interhospital spread.
Most isolates had the blaoxa-s1-ike and ISAbal resistance genes, and either blaoxa-
143ike Or blaoxa-23-ike gene. These results demonstrated high level resistance to
carbapenems and other classes of antimicrobials, corroborating the MDR profile.
This data alert for the spread of these genes among isolates in this hospitals. All
isolates showed basC, ompA, pilA and csuE virulence genes, except for one isolate
that did not show the csuE gene. Expression of csuE, bfmS e baeS virulence genes
increased after in vitro submission to meropenem, colistin and the associated use
may be demonstrated, reinforcing the need for surveillance for treating infections
caused by MDR A. baumannii infections, even in associated antimicrobial use.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Virulence. Genetic expression.
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1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € um cocobacilo gram-negativo pertencente ao
género Acinetobacter spp. e surgiu como um dos mais importantes patégenos para
as instituicdes de saude mundiais (PELEG; SEIFERT, PATERSON, 2008; KROGER
et al., 2017). Considerado pela Sociedade Americana de Doencas Infecciosas como
um dos seis patégenos mais graves, relacionado a preocupacdo com a auséncia de
progresso no desenvolvimento de novas linhas terapéuticas para o tratamento de
infec¢des por isolados Multidroga Resistente (MDR). Isso ocorre devido a reducao
drastica no numero de antimicrobianos efetivos que podem ser usados no
tratamento de infecgbes causadas por A. baumannii em consequéncia a ampla
resisténcia encontrada em isolados desta espécie bacteriana (BOUCHER et al.,
2013; HENRY et al., 2015; QI et al., 2016).

Os genes de resisténcia intrinsecos para producdo de B-lactamases séo
encontrados na maioria dos isolados de A. baumannii, como as cefalosporinases
tipo AmpC, expressadas em nivel basal (POIREL; NORDMAN, 2006). As
cefalosporinases tipo AmpC quando superexpressas devido ao elemento de
insercdo ISAbal sdo a principal razdo dos elevados niveis de resisténcia em A.
baumannii as penicilinas e cefalosporinas (EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013). As
carbapenemases do tipo OXA sdo as mais prevalentes em A. baumannii e as
principais responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos em todo o mundo
(OPAZO et al., 2012; KOBS et al, 2016).

A producéo de B-lactamases em isolados de A. baumannii inclui também as
metallo-pB-lactamases (MBLS) (VIM, IMP e SIM), as quais conferem ampla resisténcia
aos carbapenémicos e a outros antibioticos pB-lactamicos, excluindo-se o aztreonam
(POIREL; NORDMAN, 2006; ZARRILLI et al., 2009; EVANS; HAMOUDA; AMYES,
2013). Varios outros genes de resisténcia a antibidticos p-lactamicos sé&o
amplamente disseminados entre outras espécies bacterianas, como 0s genes blashv,
blatem, blacTtx-m € blakec 0s quais sdo amplamente encontrados em isolados MDR de
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (LIVERMORE et al., 2007), podendo ser
facilmente transferidos a outras espécies bacterianas naturalmente competentes
para a aquisi¢cao, como A. baumannii (EIJKELKAMP et al., 2011a). No Brasil, altas

taxas de resisténcia a carbapenémicos tem sido relatadas em isolados de A.
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baumannii, mas pouco € conhecido sobre 0s seus mecanismos de resisténcia
(TAKAGI et al., 2009).

Os carbapenémicos eram os mais eficientes agentes antimicrobianos
utilizados em infec¢des causadas por A. baumannii. No entanto, 0 UsSO excessivo
dessa farmaco desencadeou a selecdo de isolados resistentes a carbapenémicos
durante a década passada. Neste contexto, a colistina tem reaparecido como o
altimo recurso terapéutico para o tratamento de infeccbes causadas por isolados de
A. baumannii MDR, em razdo das altas taxas de resisténcia a carbapenémicos
(CHEAH et al.,, 2016; MONTERO et al.,, 2016). Atualmente, menos de 2% dos
isolados apresentam resisténcia a colistina, no entanto, novos relatos demonstram o
aumento desse indice de resisténcia e consequente insucesso no tratamento clinico
(HENRY et al., 2015). Alguns trabalhos tém sugerido, portanto, a associacdo de
antimicrobianos para potencializar seu efeito bactericida (MENDES; BURDMANN,
2009).

Terapias de combinagcdes com as polimixinas e carbapenémicos foram
propostas como boas opc¢des para o tratamento de infec¢cdes causadas por A.
baumannii MDR para otimizar e aumentar o poder bactericida da colistina e assim o
sucesso do tratamento clinico, restringindo o aparecimento de resisténcia (NI et al.,
2015). No entanto, pouco € conhecido sobre o impacto do uso da colistina na
viruléncia bacteriana, associada ou ndo a antimicrobianos como os carbapenémicos.

Apesar de ser considerado um patdégeno com viruléncia limitada, infeccdes
invasivas causadas por isolados de A. baumannii MDR estdo associadas com o
aumento da morbi-mortalidade em pacientes predispostos (MONTERRO et al.,
2016). Alguns destes fatores de viruléncia potencializam ainda mais a acédo
patogénica desta bactéria, tais como: sideréforos, sistemas de captacao de ferro no
qual o gene basC codifica uma proteina envolvida na primeira etapa da biossintese
do sideréforo acinetobactina; presenca de fimbrias tipo 4, as quais sao relacionadas
com a motilidade bacteriana; e a capacidade de formacao de biofilme, envolvida com
a presenca de varios genes, entre eles os genes ompA, csuk e pilA que contribuem
para a adesao celular a superficies bidticas e abibticas (EIJELKAMP et al., 2011b;
HASAN, CHOI, OH, 2015; SELASI et al., 2016). Estudos recentes demonstram a
contribuicdo desses fatores de viruléncia na patogénese de A. baumannii, sugerindo

gue esses mecanismos poderiam ser possiveis alvos de novos agentes
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antimicrobianos, bloqueadores de fatores de viruléncia (LOPEZ-ROJAS; SMANI;
PACHON; 2013).

Apesar do grande envolvimento de isolados de A. baumannii em infecgbes
hospitalares e do seu alto indice MDR, levando a poucas opc¢fes terapéuticas em
casos de infec¢Bes causadas por esta espécie bacteriana, pouco é conhecido sobre
a viruléncia e os mecanismos de resisténcia desta espécie (FOURNIER; RICHET,
2006). Atualmente, novos esforcos para desenvolvimento de antimicrobianos se
concentram na caracterizacao de fatores de viruléncia, como pili e biofilme, baseado
na observacdo de uma correlagdo entre viruléncia e resisténcia aos medicamentos
(DHABAAN et al., 2016). Um importante passo neste cendrio envolve determinar
qual o impacto do uso de antimicrobianos de ultima linha e combinacdes, utilizados
na pratica clinica, e a repercussao na expressao de genes de viruléncia encontrados
em A. baumannii (KROGER et al., 2017). Portanto, o objetivo deste trabalho foi
determinar a relacao clonal e os genes de resisténcia e viruléncia em isolados MDR
de A. baumannii obtidos em dois hospitais publicos de Recife-PE, e a capacidade de
expressdo dos fatores de viruléncia apOs submissdo dos isolados aos

antimicrobianos utilizados na pratica clinica, meropenem, colistina e associacgao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Acinetobacter spp.

No inicio do século 20, em 1911, o microbiologista holandés Beijerinck isolou
e descreveu pela primeira vez um microrganismo que na ocasidao o denominou de
Micrococcus calcoaceticus, atualmente conhecido como Acinetobacter spp. No
entanto, membros deste género foram classificados anteriormente sobre uma
variedade de nomes, incluindo Bacterium anitratum, Herellea vaginicola, Mima
polymorpha, Moraxella Iwoffi, 0 que resultou no retardo no estabelecimento da
epidemiologia e da importancia clinica do género Acinetobacter spp. (PELEG;
SEIFERT; PATERSON, 2008; TOWNER, 2009). A denominacdo atual do género
Acinetobacter vem da palavra grega “akineto” que significa nao movel, tendo sido
proposta por Brisou e Prévot em 1954 para diferenciar dos microrganismos méveis
que pertencem ao género Achromobacter (BRISOU; PREVOT, 1954; PELEG;
SEIFERT; PATERSON, 2008). Apenas em 1968 essa denominagdo tornou-se
amplamente aceita, levando ao reconhecimento do género Acinetobacter pelo
Subcomité de Taxonomia de Moraxella e Bactérias Relacionadas, em 1971
(BAUMANN; DOUDOROFF; STANIER, 1968).

O género Acinetobacter spp. é formado por cocobacilos gram-negativos, com
DNA contendo de 39 a 47 mol% de G + C, sendo aerébios, ndo fermentadores de
carboidratos, sem capacidade de locomocéao, catalase positiva, oxidase negativa e
com bom crescimento em meio complexo entre 20 e 30°C sem requerer fatores de
crescimento. Usualmente arranjam-se em diplobacilos ou em cadeias de
comprimentos variados (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996).

As espécies bacterianas classificadas como membros do género
Acinetobacter tem um longo historico de variagcdo taxondémica, desde a familia
Neisseriaceae a familia Moraxellaceae (FOURNIER; RICHET, 2006). Em 1986 uma
nova taxonomia foi estabelecida para o género Acinetobacter, sendo a espécie A.
baumannii a mais encontrada em amostras clinicas obtidas de infec¢fes clinicas e
surtos hospitalares (CISNEROS; RODRIGUES-BANO, 2002; GUNDI et al., 2009). O
Género Acinetobacter apresenta 33 genoespécies diferentes, das quais as espécies
gendmicas 1 (Acinetobacter calcoaceticus ), 2 (Acinetobacter baumannii), 3 e 13TU

sdo muitas vezes tdo semelhantes que ndo podem ser diferenciadas por testes
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fenotipicos e sao referidas como o complexo Acinetobacter calcoaceticus -
Acinetobacter baumannii (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996). Essas quatro
espécies gendmicas sao fenotipicamente semelhantes e intimamente relacionados
em comparacao a outras espécies do género baseada no processo de hibridizacéo
DNA-DNA (MACCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013).

Devido a disponibilidade de varios métodos genotipicos para identificacdo do
complexo A. calcoaceticus - A. baumannii, as genoespécies 3 e 13TU, passaram a
se chamar Acinetobacter pitti e Acinetobacter nosocomialis, respectivamente
(MACCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013). Acinetobacter pittii e Acinetobacter
nosocomialis apresentaram maior importancia clinica no cenario nosocomial na
dltima década, no entanto, as infec¢cBes causadas por Acinetobacter baumannii
ainda tém a maior relevancia clinica, devido sua capacidade de persistir no ambiente
hospitalar e pelo alto indice de isolamento de isolados multidroga-resisténtes (MDR),
extensamente resistente a drogas (XDR) ou pandroga resistente (PDR). Atualmente
0 género compreende 49 espécies com nomes validos
(www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html), conforme descrito na tabela abaixo
(Tabela 1).

Tabela 1. Espécies com nomes validos que pertencem ao género Acinetobacter spp.

Espécie de Acinetobacter Referéncia
1 Acinetobacter albensis Krisova et al. 2015
2 Acinetobacter apis Kim et al. 2014
3 Acinetobacter baumannii Bouvet and Grimont 1986
4 Acinetobacter baylyi Carr et al. 2003
5 Acinetobacter beijerinckii Nemec et al. 2009
6 Acinetobacter bereziniae Nemec et al. 2010
7 Acinetobacter bohemicus Krizova et al. 2015
8 Acinetobacter boissieri Alvarez-Pérez et al. 2013
9 Acinetobacter bouvetii Carr et al. 2003
10  Acinetobacter brisouii Anandham et al. 2011
11 Acinetobacter calcoaceticus (Beijerinck 1911) Baumann et al. 1968
12 Acinetobacter courvalinii Nemec et al. 2016
13 Acinetobacter dispersus Nemec et al. 2016
14  Acinetobacter equi Poppel et al. 2016
15 Acinetobacter gandensis Smet et al. 2014
16  Acinetobacter gerneri Carr et al. 2003
17  Acinetobacter grimontii Carr et al. 2003
18 Acinetobacter guangdongensis Feng et al. 2014
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

Acinetobacter guillouiae
Acinetobacter gyllenbergii
Acinetobacter haemolyticus
Acinetobacter harbinensis
Acinetobacter indicus
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter junii
Acinetobacter kookii
Acinetobacter Iwoffii
Acinetobacter modestus
Acinetobacter nectaris
Acinetobacter nosocomialis
Acinetobacter pakistanensis
Acinetobacter parvus
Acinetobacter pittii
Acinetobacter Populi
Acinetobacter proteolyticus
cinetobacter puyangensis
Acinetobacter gingfengensis
Acinetobacter radioresistens
Acinetobacter rudis
Acinetobacter schindleri
Acinetobacter seifertii
Acinetobacter soli
Acinetobacter tandoii
Acinetobacter tjernbergiae
Acinetobacter towneri
Acinetobacter ursingii
Acinetobacter variabilis
Acinetobacter venetianus

Acinetobacter vivianii

Nemec et al. 2010
Nemec et al. 2009

(ex Stenzel and Mannheim 1963) Bouvet and Grimont 1986
Lietal. 2014

Malhotra et al. 2012
Bouvet and Grimont 1986
Bouvet and Grimont 1986
Choi et al. 2013
(Audureau 1940) Brisou and Prévot 1954
Nemec et al. 2016
Alvarez-Pérez et al. 2013
Nemec et al. 2011

Abbas et al. 2015

Nemec et al. 2003
Nemec et al. 2011

Li etal. 2015

Nemec et al. 2016
Lietal. 2013

Lietal 2014

Nishimura et al. 1988
Vaz-Moreira et al. 2011
Nemec et al. 2001
Nemec et al. 2015

Kim et al. 2009

Carr et al. 2003

Carr et al. 2003

Carr et al. 2003

Nemec et al. 2001
Krizova et al. 2015
Vaneechoutte et al. 2009 ex Di Cello et al. 1997
Nemec et al. 2016

Fonte: www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html

Comparado a outros

bacilos gram-negativos, espécies do género

Acinetobacter tem maior capacidade de sobrevivéncia na regido das pontas dos

dedos e em superficies secas quando testadas em condi¢cdes ambientais similares

ao ambiente hospitalar. Adicionalmente, a contaminacdo da pele de pacientes e

profissionais de salde pode estar relacionada a transmisséo dos isolados e surtos
(JAWAD et al., 1998; HARDING et al., 2013). Outra rota de transmissao para 0s

pacientes inclui os equipamentos reutilizaveis, tais como: tubo de ventilagéo,

respirdometro e dispositivo para monitoramento da presséao arterial utilizados em

pacientes graves, além de objetos como colchdes, travesseiros, TV e ventiladores,
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0S quais podem servir de reservatorio durante surtos de IRAS, em razdo da
capacidade desses patdgenos de resistir a dessecacdo (JAWAD et al.,, 1998;
HARDING et al., 2013).

De um modo geral, os membros do género Acinetobacter spp. sao
considerados ubiquos, no entanto, as espécies de importancia clinica, incluindo A.
baumannii ndo sdo microrganismos ubiquos, nem possuem habitat natural
conhecido fora do hospital, sendo isolados em pacientes e em ambientes hospitales
durante surtos (JOLY-GUILLOU, 2005; TOWNER, 2009; HARDING et al., 2013).

2.1.1 Acinetobacter baumannii

A. baumnannii desempenha papel importante na colonizagédo e infeccao de
pacientes hospitalizados com altas taxas de morbi-mortalidade, sendo um
importante patégeno oportunista envolvido numa variedade de IRAS, incluindo
bacteremias, infeccdes do trato urinario, meningites secundarias e infeccdes de
feridas cirdrgicas. No entanto, seu papel predominante € como agente causador de
pneumonia associada a ventilacdo mecéanica em pacientes internados em UTI
(BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996; MA et al., 2015; SAFARI et al., 2015).

A espécie A. baumannii é responsavel por 2 — 10% das IRAS causadas por
bactérias gram-negativas (JOLY-GUILLOU, 2005; ANTUNES, VISCA, TOWNER,
2014). Esta entre os quatro patdogenos que mais causam infeccbes da corrente
sanguinea relacionadas a catéter em pacientes adultos em UTIs brasileiras
(GIRARDELLO et al., 2016). Além das infec¢cdes causadas por A. baumannii em
ambiente hospitalar, esse patdgeno também pode causar infec¢cdes na comunidade,
incluindo pneumonia, bacteremia, infeccbes de pele, tecidos moles, meningite
secundaria e endocardites (CHANG, et al., 2000; FALAGAS et al., 2007). Acomete
mais 0 sexo masculino e esta relacionado geralmente a idosos, pacientes etilistas,
fumantes e portadores de comorbidades como diabetes mellitus, doenca obstrutiva
pulmonar crénica e doencas renais (FALAGAS, RAFAILIDIS, 2007; ANTUNES,
VISCA, TOWNER, 2014). A pneumonia desenvolvida na comunidade por esse
patdogeno pode ser mais severa em relacdo a desenvolvida em ambiente hospitalar
(ANTUNES; VISCA; TOWNER, 2014).

Desde a identificacdo de A. baumannii como um patdgeno emergente existe

um grande interesse no rapido desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e na
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disseminacdo em ambiente hospitalar de isolados desta espécie bacteriana (SAHL
et al., 2011).

O controle e o tratamento de infecgbes causadas por isolados MDR de A.
baumannii esta entre os mais dificeis comparado as infec¢bes causadas por outros
bacilos gram-negativos resistentes a antimicrobianos (MARAGAKIS, PERL, 2008).
A. baumannii ganhou notoriedade e integra o grupo de bactérias patogénicas
responsaveis por causar a maior proporcao de infeccbes por isolados multidroga-
resistentes (MDR) adquiridas nos hospitais, sdo os patéogenos “ESKAPE”,
representados por Enterococcus faecium (E), Staphylococcus aureus (S), Klebsiella
pneumoniae (K), Acinetobacter baumannii (A), Pseudomonas aeruginosa (P) e
Enterobacter (E) (LANNAN et al., 2016).

Os antimicrobianos potencialmente efetivos contra infecgces causadas por
esta espécie bacteriana incluem os carbapenémicos, aminoglicosideos (amicacina
ou gentamicina), tetraciclinas (minociclina ou doxiciclina) e sulbactamicos
(KARAGEORGOPOULOS et al, 2008). A resisténcia a esses agentes
antimicrobianos tem aumentado, resultando na utilizacdo de agentes potencialmente
mais toxicos como as polimixinas (TAKAGI et al.,2009).

A extensa resisténcia de isolados de A. baumannii a diferentes classes de
antimicrobianos pode comprometer o tratamento de infeccbes causadas por este
microrganismo (VILA; PACHON, 2012). Trabalhos recentes revelaram que isolados
de Acinetobacter spp.resistente a carbapenémicos sdo mais predominantes na
Amélica Latina, Oriente Médio e Asia-Pacifico do que na América do Norte e Europa
(ADIBHESAMI et al., 2016).

A espécie A. baumannii pode apresentar uma ampla variedade de pB-
lactamases que hidrolisam e conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos, além de resisténcia intrinseca e baixa permeabilidade da
membrana externa a certos antimicrobianos, bem como a expressao constitutiva de
diferentes bombas de efluxo (MARAGAKIS; PERL, 2008; ZHAO et al., 2015).

A ampla resisténcia desta espécie bacteriana a multiplos antimicrobianos esta
relacionada ainda a capacidade de adquirir e incorporar facilmente elementos
genéticos moveis tais como plasmideos, transposons e integrons (NEONAKIS;
SPANDIDOS; PETINAKI, 2011; ATROUNI et al., 2016) ou até por mutacbes que
levam a modificagdo do alvo do antibiotico, da expressdo de bombas de efluxo ou da

permeabilidade de membrana, o que favorece a prevaléncia de isolados MDR. Nas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vila%20J%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=23035697
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Gltimas décadas a disseminacédo de resisténcia entre isolados de A. baumannii vem
aumentando no mundo inteiro dificultando o tratamento de infec¢cbes até mesmo
com medicamentos clinicamente disponiveis como tigeciclina, colistina e
carbapenémicos (ATROUNI et al., 2016). A identificacdo dos mecanismos de
resisténcia em isolados de A. baumannii trara melhoras no resultado de infeccbes
causadas por esse patdgeno.

Surtos causados por A. baumannii MDR tem sido relatados em varios paises,
com sucesso terapéutico usando aminoglicosideos, carbapenémicos, inibidores de
B-lactamases, tigeciclina, rifampicina e colistina. Embora carbapenémicos intra-
venosos e inibidores de B-lactamases atinjam niveis aceitaveis no sistema nervoso
central (SNC), doses mais altas do que a regular de carbapenémicos em
combinagdo com inibidores de B-lactamases, aminoglicosidases ou rifampicinas
podem néo ser eficazes para infeccdo no SNC por A. baumannii pandroga-resistente
(KHAWCHAROENPORN; APISARNTHANARAK; MUNDY, 2010).

Quando o tratamento com carbapenémicos e aminoglicosideos nédo sao
eficazes, as polimixinas sdo a opcao terapéutica indicada, incluindo a polimixina B e
a colistina, apesar do aparecimento de relatos de isolados clinicos de A. baumannii
apresentando resisténcia a polimixinas (NATION, VELKOV, LI, 2014; CHEAH et al.,
2016). A modificagdo do lipidio A com fosfoetanolamina e/ou galactosamina, e a
perda completa de lipopolissacarideo da membrana externa sdo dois mecanismos
de resisténcia as polimixinas conhecidos em isolados de A. baumannii até o
momento (MOFFATTI et al., 2010; CHEAH et al., 2016).
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2.2 Estrutura e acao dos antibiéticos B-lactamicos

Os antibidticos B-lactamicos sao os antibidticos mais prescritos mundialmente,
devido a sua boa atividade e baixa toxicidade (HAEGGMAN et al., 2004; EVANS;
HAMOUDA; AMYES, 2013). Neste grupo estdo incluidas as penicilinas, as
cefalosporinas, os carbapenémicos e os monobactamicos, sendo todos portadores
de um anel B-lactamico, formado de trés atomos de carbono e um de nitrogénio
(TRABULSI et al., 2002). A entrada do antimicrobiano nas células bacterianas se da
por proteinas denominadas “porinas” as quais se comportam como canais ibnicos e
que se localizam na membrana externa de bactérias gram-negativas, possuindo
afinidade especifica pelos diferentes antimicrobianos (KONEMAN et al., 2012;
TRIPATHI., 2006).

Esta classe de drogas interfere na sintese da parede celular bacteriana,
afetando o crescimento e desenvolvimento normal das células bacterianas. Nos
microrganismos gram-positivos a parede celular tem uma espessura constituida por
50 a 100 moléculas, enquanto nos gram-negativos tem uma espessura constituida
por apenas 1 a 2 moléculas (GOODMAN; GILMAN, 2006). A biossintese do
peptideoglicano envolve cerca de trinta enzimas bacterianas, incluindo as
transpeptidases e as glicosiltransferases, podendo ser dividida em trés estagios. No
primeiro estagio as bactérias sintetizam um pentapeptideo do UDP-acido-N-
acetilmuramico e UDP-N-acetilglicosamina. No segundo ocorre a ligacdo dos dois
aminoacucares, onde os radicais de peptideoglicano sdo unidos entre si formando
longos filamentos e o UDP é clivado. Na terceira e Ultima etapa ocorre o término da
formacdo de ligacdo cruzada que consiste na clivagem da D-alanina terminal das
cadeias peptidicas por transpeptidases com liberacdo da energia liberada e
subsequente utilizagdo no estabelecimento de ligacbes cruzadas entre as cadeias
peptidicas dos filamentos vizinhos, fornecendo estabilidade e rigidez a parede
celular (TRIPATHI, 2006; GOODMAN; GILMAN, 2006). Os antibiéticos B-lactamicos
inibem as transpeptidases, ndo ocorrendo a ligacdo cruzada, diminuindo a estrutura
entrelacada e rigida da parede celular. Estas proteinas relacionadas a sintese final
do peptideoglicano constituem as proteinas fixadoras de penicilina (PBPs - protein
binding penicilin) que se localizam na parte externa da membrana celular das
bactérias e que podem ser classificadas em trés classes baseado na presenca do
dominio funcional conservado (TRABULSI et al., 2002; McPHERSON; POPHAM,
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2002; TRIPATHI, 2006; CAIO et al., 2011). Apenas a classe A de PBPs tem um
dominio N-terminal que contém sequéncias de aminoacidos conservados,
encontrados em todas as glicosiltransferases responsaveis pela polimerizacdo do
peptideoglicano (McPHERSON; POPHAM, 2002).

As PBPs variam em suas afinidades pelos diferentes antibidticos J-
lactamicos, embora as ligacfes se tornem covalentes. Algumas PBPs de bactérias
gram-negativas sao responsaveis pela sintese do peptideoglicano, outras sao
necessarias para a manutencédo da forma de bastonetes da bactéria e na formacéao
de septos durante a divisdo bacteriana. A inibicdo de algumas transpeptidases leva
a formacdo de esferoblastos e a uma rapida lise. Entretanto, a inibicdo das
atividades de outras PBPs pode causar lise tardia (PBP2) ou a producao de longas
formas filamentosas da bactéria (PBP3) (GOODMAN; GILMAN, 2006; KONEMAN et
al., 2012).

Quando as bactérias se dividem na presenca de um antibi6tico B-lactamico
sdo produzidas formas deficientes de parede celular e como o0 meio interno da
bactéria é mais hiper osmotico, as células intumescem e sofrem ruptura. Em certas
condi¢cbes e no caso de alguns microrganismos séao produzidas formas filamentosas
ou de morfologia indefinida, incapazes de se multiplicar. O efeito litico destas
substancias também pode se dever a nao repressao de algumas autolisinas
bacterianas que normalmente funcionam na divisdo celular (TRABULSI et al., 2002,
TRIPATHI, 2006).

A grande utilizacdo dos [B-lactamicos possibilitou a selecdo de isolados
resistentes a esta classe de antimicrobianos, levando a elabora¢cdes mais recentes
de antibidticos, visando a maior eficiéncia frente a estes isolados bacterianos
portadores de resisténcia. Na maioria dos casos a resisténcia a este grupo de
antimicrobianos é conferida pela produgdao de enzimas chamadas de [(3-lactamases,
capazes de degradar o anel B-lactdmico dos antibibticos, transformando-os em
produtos inativos (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; TRABULSI et al., 2002;
HAEGGMAN et al.,, 2004; OPAZO et al, 2012). Estas enzimas tem sido grandes
alvos de estudos microbiolégicos, bioquimicos e genéticos no mundo inteiro.
Diversas investigacdes tém descrito mais de 190 proteinas bacterianas com a
habilidade de interagir com uma variedade de moléculas descritas como substratos

ou inibidores. Devido a esta diversidade de caracteristicas enziméticas das [3-
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lactamases, muitas tentativas foram realizadas para categorizar estas enzimas pelo
uso de seus atributos bioquimicos (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

2.2.1 Carbapenémicos

Nas ultimas décadas, o rapido acumulo de mecanismos de resisténcia a
muitas classes de antimicrobianos resultou na eliminacdo de penicilinas,
cefaslosporinas, aminoglicosideos, quinolonas e tetraciclinas como opcdo de
tratamento para casos de infec¢cdes por isolados de A. baumannii, resultando na
indicagdo dos carbapenémicos para terapia de infeccbes causadas por A.
baumannii, devido sua boa atividade e baixa toxicidade (EVANS; HAMOUDA,
AMYES, 2013). Os carbapenémicos imipenem, meropenem, doripenem, com
excecdo do ertapenem, sao os escolhidos para tratamento de infec¢cdes causadas
por A. baumannii, quando outros antimicrobianos ndo s&o eficazes (VILA; PACHON,
2012). Essa classe de antimicrobianos foi utilizada como udltimo recurso no
tratamento de infec¢des por A. baumannii até 1991, quando surgiram o0s primeiros
relatos de isolados de A. baumannii resistentes a carbapenémicos (ADIBDESAMI et
al., 2016). A tendéncia de aumento de resisténcia ao meropenem foi observada em
isolados de A. baumannii em varias regiées geograficas (EVANS et al. 2013).

A maioria dos isolados de A. baumannii resistentes a carbapenémicos néo
sao resistentes apenas a esta classe de antimicrobianos mas também a quase todas
as classes comumente utilizadas clinicamente, levando a denominacdo destes
isolados a A. baumannii extensivamente resistente a drogas (XDR-AB)
(MAGIORAKOS et al., 2012; FAN et al.,, 2016). Os mecanismos de resisténcia a
carbapenémicos presentes em Acinetobacter spp. incluem alteracbes de
permeabilidade em proteinas de membrana externa e em proteinas de ligacdo a
penicilina, ativacdo de bombas de efluxo e hidrélise por B-lactamases (PELEG et al.,
2008). Na maioria dos isolados de A. baumannii resistentes a carbapenémicos, a
producdo de carbapenemases esta relacionada a presenca de B-lactamases de
classe D que hidrolisam carbapenémicos, as carbapenemases do tipo OXA,
classificadas em cinco subgrupos. Quatro dos subgrupos sédo carbapenemases
adquiridas, que incluem OXA-23, OXA-24, OXA-58 e OXA-143. O subgrupo OXA-51
€ intrinseco a espécie A. baumannii (OPAZO et al., 2012; BIGLARI et al., 2015).
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Quando o tratamento com carbapenémicos e aminoglicosideos ndo séao
eficazes, as polimixinas sdo a opc¢ao terapéutica indicada, a polimixina B e a
colistina, apesar do aparecimento de relatos de isolados clinicos de A. baumannii
apresentando resisténcia a polimixinas (NATION, VELKOV, LI, 2014; CHEAH et al.,
2016).

Figura 1: Principais mecanismos de resisténcia a carbapenémicos em bactérias gram-negativas.
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Fonte: MARTINEZ-MARTINEZ, L et al., 1999.

2.2.2 Polimixinas

As polimixinas comp&em um grupo de antimicrobianos ativos contra varias
bactérias gram-negativas. Sdo compostos anfipaticos catibnicos, constituidos de
decapeptideos policatidnicos ciclicos caracterizados por um anel heptapeptideo
entre o grupo amino da cadeia lateral de &cido 2,4-diaminobutirico (Dab) na posicéo
4 e o grupo carboxila do residuo de treonina C-terminal na posicdo 10 e um &cido
graxo ligado ao peptideo através de uma ligacdo amida (MENDES; BURDMANN,
2009; VELKOV et al., 2013). Essa classe de antimicrobianos possui um grupo de
cinco substancias intimamente relacionadas, as polimixinas A, B, C, D e E, sendo
esta ultima chamada de colistina, isolada pela primeira vez no Japao em 1949 do
Bacillus polymyxa var. Colistinus, tornando-se disponivel para o uso clinico em 1959
(KARAISKOS et al., 2015). Somente as polimixinas B e E sao utlizadas
clinicamente, em virtude da grande toxicidade das demais (FALAGAS; KASIAKOU,
2005; MENDES; BURDMANN, 2009). A colistina possui acdo bactericida contra
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bactérias gram-negativas, interagindo com a porc¢ao lipidica A do lipopolissacéarido
(LPS) causando assim a desorganizacdo da membrana externa. No entanto, em
razdo de relatos de nefro e neurotoxicidade e do surgimento de antibiéticos menos
toxicos como os aminoglicosideos, a colistina foi quase abandonada para o uso
clinico no ano de 1970 (CAI et al., 2012; HENRY et al., 2015). A polimixina B e a
colistina clinicamente utilizadas apresentam uma farmacocinética clinica
marcadamente diferente e sdo administradas de formas distintas, sendo a polimixina
B como sal de sulfato e a colistina como um sal de sodio (NATION; VELKOV; LI,
2014).

A polimixina E é constituida por dois componentes principais, colistina A
(polimixina E1) e colistina B (polimixina E2). E administrado na forma de um pro-
farmaco, metanossulfonato de colistina (CMS), que é menos téxico e que é
hidrolisado a varias espécies intermediarias tanto in vitro como in vivo antes de
formar a colistina (KARAISKOS et al., 2015).

A colistina tem reaparecido como o Uultimo recurso terapéutico para o
tratamento de infec¢Oes causadas por isolados de A. baumannii MDR, em razao das
altas taxas de resisténcia a carbapenémicos e a outras alternativas terapéuticas
anteriores (CHEAH et al., 2016; MONTERO et al., 2016). Atualmente, menos de 2%
dos isolados apresentam resisténcia a colistina, no entanto, novos relatos
demonstram o aumento desse indice de resisténcia e consequente insucesso no
tratamento clinico (HENRY et al., 2015), apesar do aparecimento de trabalhos
sugerindo a associacdo de antibidticos para potencializar seu efeito bactericida
(MENDES; BURDMANN, 2009).

Internacionalmente, a colistina parenteral € muito mais utilizada, embora a
polimixina B injetavel esteja disponivel em varios paises, como Brasil, Singapura e
Estados Unidos; ambos antimicrobianos estdo disponiveis nestes trés paises
(VELKOV et al., 2013).

A modificacdo do lipidio A com fosfoetanolamina e/ou galactosamina, e a
perda completa de lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa séo dois
mecanismos de resisténcia as polimixinas conhecidos em isolados de A. baumannii
até o momento (MOFFATT et al., 2010; CHEAH et al., 2016).

Na espera de novos antibidticos, temos que otimizar o uso clinico de
polimixinas através da aplicacdo de principios farmacocinéticos/farmacodinamicos,

minimizando assim o desenvolvimento de resisténcia (VELKOV et al., 2013).
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Contudo, observacdes de crescimento rapido apds o tratamento com colistina in
vitro, heteroresisténcia e baixas concentracdes plasmaticas colocaram em duvida a
eficacia da colistina em monoterapia (FAN et al., 2016). Por essa razdo, muitos
profissionais meédicos preferem prescrever terapéutica de associacdo de farmacos
para tratar infec¢cdes por A. baumannii XDR, especialmente considerando os efeitos
sinérgicos observados entre a colistina e outros antimicrobianos, comprovados em
vérios estudos in vitro (NI et al., 2015; FAN et al., 2016).

Figura 2: Principais mecanismos de resisténcia a polimixinas em bactérias gram-negativas.
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polimixinas. LPS: Lipopolissaccarideo; NAG: N-acetilglucosamina; NAM: acido N-acetilmuramico;
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2.3 Mecanismos de Resisténcia aos antibiéticos B-lactamicos

A resisténcia adquirida aos B-lactamicos pode ocorrer basicamente por trés
mecanismos: alteracdo de proteinas alvo (PBPs), reduzindo assim a atividade do
antibidtico; impermeabilidade da célula bacteriana ao antibidtico, impedindo a
chegada do mesmo ao local de acéo; e produgao de B—lactamases que inativam o
antibiético utilizado. O mecanismo mais comum de resisténcia das enterobactérias

aos B-lactamicos é a produgéo de B-lactamases (BUSH, 2001).
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Os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii incluem
a produgdo de pB-lactamases como as p-lactamases de classe D, metalo-p-
lactamases e mais raramente as carbapenemases de classe A. Além da producéo
de B-lactamases outros mecanismos podem estar envolvidos na resisténcia de
isolados de A. baumannii, incluindo a diminuicdo da permeabilidade da membrana
externa, associada a perda ou diminuicdo da expressdo de proteinas porinas e
provavelmente a superexpresséo de bombas de efluxo (CAIO et al., 2011).

Existe grande interesse na identificacdo dos mecanismos de resisténcia
encontrados em isolados de A. baumannii, necessarios para otimizar o resultado dos
tratamentos de infec¢bes causadas por esse patdgeno. A. baumannii apresenta
mecanismos de resisténcia complexos, incluindo ativacdo ou producdo de enzimas,
captacdo de integrons, permeabilidade de membrana externa, mecanismos de

expulsdo de drogas, entre outros (ZHAO et al., 2015).

2.3.1 B-lactamases

A producdo de B-lactamases é um dos mais efetivos mecanismos de
resisténcia bacteriana conhecidos. Sdo enzimas que catalisam a hidrolise do anel
beta-lactamico, inativando o antimicrobiano e impedindo a sintese da parede celular
bacteriana (BERTONCHELI; HORNER, 2008). Isolados de A. baumannii resistentes
a carbapenémicos presentes em unidades de saude estdo frequentemente
associados, na maioria das vezes, a aquisicdo de carbapenemases do tipo OXA,
incluindo os genes blaoxa-ss-iike, blaoxa-24-ike € blaoxa-2z-ike. A disseminacgdo inter e
intra hospitalar de isolados abrigando esses genes de resisténcia tem aparecido em
relatos no mundo todo (ALIRAMEZANI et al., 2016).

As pB-lactamases de classe A de Ambler, hidrolisam penicilinas e
cefalosporinas e sdo, geralmente, susceptiveis a inibidores de B-lactamases. A
maioria das B-lactamases de amplo espectro (ESBLS) pertencem a esse grupo de
enzimas, onde encontramos as familias de enzimas TEM, SHV e CTX-M, ja
relatadas em isolados de A. baumannii (BUSH, JACOBY, 2010; EVANS,
HAMOUDA, AMYES, 2013; http://www.lahey.org/studies/). A presenca de mutacdes

nos genes que codificam as enzimas TEM e SHV propiciam o desenvolvimento de



36

ESBLs com perfil de substrato expandido, o que permite a hidrélise de todas as
cefalosporinas, penicilinas e aztreonam. A detecc¢éo fenotipica e molecular de genes
ESBL, como SHV e TEM, pode fornecer dados adequados sobre a epidemiologia e
os fatores de risco gerados por bactérias que produzem ESBL (LATIFPOUR,;
GHOLIPOUR; DAMAVANDI, 2016).

A primeira confirmagdo de ESBLs no Brasil foi realizada em 1997, quando
pesquisadores documentaram a presenca dessas enzimas em isolados clinicos de
Klebsiella pneumoniae de hospitais privados e publicos do Rio de Janeiro e S&o
Paulo (SAMPAIO; GALES, 2016). As ESBLs mais prevalentes estdo inclusas nos
grupos TEM, SHV e CTX-M sendo principalmente encontradas em isolados de
Klebsiella spp. Escherichia coli e em outras espécies de Enterobacteriaceae. As
ESBLs do tipo CTX-M vem se tornando as ESBLs mais predominantes nos ultimos
anos em relacdo as convencionais do tipo TEM e SHV, no mundo (KHOSRAVI,
HOVEIZAVI; MEHDINEJAD, 2013), e sdo mais predominantes na Europa e América
do Sul, incluindo o Brasil (ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016). Recentemente, mais
de 170 variantes de CTX-M tém sido identificadas no mundo todo, e s&o divididas
em 5 grupos de acordo com suas similaridades de sequéncia de aminoacidos: CTX-
M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25. No Brasil, as CTX-M sao as ESBLs
mais prevalentes, particularmente em Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli
(ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016).

Dentre as carbapenemases serina-dependentes da classe molecular A inclui-
se as enzimas SME, IMI, GES, NMC e KPC (BUSH; JACOB, 2010). A primeira
publicacdo de KPC no Brasil foi em 2009, através do relato da deteccdo de KPC-2
em isolados obtidos de quatro pacientes da cidade de Recife - PE, nordeste do
Brasil (SAMPAIO; GALES, 2016). Até o momento, 22 variantes de B-lactamase KPC
foram identificadas. As B-lactamases KPC podem hidrolisar todos os p-lactamicos,
incluindo carbapenémicos, cefalosporinas, cefamicinas, monobactamicos e acido
clavulanico. S&8o encontradas em muitas espécies gram-negativas, incluindo
Enterobacteriacea e espécies ndo fermentadoras (incluindo Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii), no entanto, sdo mais predominantes em
isolados de Klebsiella pneumoniae (CHEN et al., 2015).

As B-lactamases de classe B de Ambler, as metallo-p-lactamases, séo
capazes de hidrolisar uma variedade de antibidticos 3-lactamicos, exceto aztreonam,

nao sofrendo acdo de inibidores de B-lactamases. As enzimas da familia IMP e VIM
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sdo mais frequentemente encontradas em A. baumannii, comumente carreadas por
integrons, o0 que causa grande preocupacédo devido a habilidade de hidrolisar
carbapenémicos colocar em risco o éxito do tratamento de infeccbes (EVANS,
HAMOUDA, AMYES, 2013). Dentre as metalo-B-lactamases (MBL), atualmente dez
subclasses s&o conhecidas, incluindo: IMP (Imipenemase), VIM (Verona
Imipenemase), SPM-1 (Sao Paulo MBL), GIM (German Imipenemase), SIM-1 (Seul
Imipenemase), AIM-1 (Australian Imipenemase), KHM (Kyorin University Hospital),
NDM-1 (New Delhi MBL), DIM-1 (Dutch Imipenemase), and TMB (Tripoli MBL). No
Brasil, as mais prevalentes sao as subclasses IMP-1 e SPM-1 (GONCALVES et al.,
2016).

As B-lactamases de classe C de Ambler (conhecidas como enzimas AmpC)
sdo frequentemente encontradas nos cromossomos ou também plasmideos de
microrganismos gram-negativos. Em Acinetobacter spp. séo referidas como enzimas
ADC (Acinetobacter Cephalosporinases Derivative -Cefalosporinases Derivadas de
Acinetobacter), que podem hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de espectro
restrito, no entanto, quando sdo super expressas podem conferir resisténcia a
cefalosporinas de amplo espectro, exceto as de quarta geracdo. Em A. baumannii, a
super expressdo e a resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro esta
diretamente relacionada a presenca do elemento de insercdo ISAbal, que atua
como promotor e favorece a expressao dos genes blaaoc (HOWARD et AL., 2012;
EVANS, HAMOUDA, AMYES, 2013; WRIGHT et al., 2014).

As carbapenemases do tipo oxacilinases (OXA) da classe D de Ambler sdo as
principais responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos no
mundo em isolados de A. baumannii. Existem 150 variantes descritas até o
momento, onde 45 mostram atividade para hidrolisar carbapenémicos. As enzimas
OXAs sao geneticamente divididas em 6 subgrupos, amplamente encontradas em A.
baumannii adquiridos por elementos genéticos moveis, 0s exemplos mais
mencionados sao blaoxa-2z-ike (OXA-23, OXA-27, and OXA-49), blaoxa-24-ike (OXA-24,
OXA-25, OXA-26, OXA-40, and OXA-72), blaoxa-ss-ike, blaoxa-143-ike (OXA-143, OXA-
231, and OXA-253), blaoxa-23s, and blaoxa-si-ike, €ste Ultimo subgrupo presente a
nivel cromossomal na espécie A. baumannii , mas que nao proporciona um nivel de
resisténcia clinicamente efetiva a carbapenémicos, a ndo ser com a presenca do
elemento de insercao ISAbal. (EVANS, HAMOUDA, AMYES, 2013; NIGRO, HALL,
2016; KOBS et al., 2016). LEE et al. em 2012, encontraram plasmideos carreando a
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estrutura genética ISAbal-blaoxa-si-ike, Certamente via transposicdo e também em
isolados de Acinetobacter nosocomialis, elevando o nivel de resisténcia a
carbapenémicos e colocando em duvida a utilizacdo da deteccdo desse gene para
diferenciar A. baumannii de outras espécies de Acinetobacter spp.

Isolados de A. baumannii resistentes a carbapenémicos sdo uma ameaca a
saude e estdo frequentemente associados a aquisicdo de carbapenemases do tipo
OXA, carreando, na maioria das vezes, 0s genes blaoxass, blaoxa24 € blaoxa-23
(ALIRAMEZANI et al., 2016).

Bactérias gram-negativas e gram-positivas sdo afetadas pelo aparecimento e
aumento de resisténcia antimicrobiana, um problema que continua a crescer,
fazendo-se necessario a descricdo e classificacdo das bactérias que sdo resistentes
a multiplos antimicrobianos, sendo importante a coleta e compartilhamento de dados
de vigilancia e epidemiologia entre unidades de saude da regido e do mundo inteiro
(MAGIORAKOS et al., 2011).

2.4 Mecanismos de Viruléncia

2.4.1 Fatores de viruléncia

A viruléncia € o grau de patogenicidade dentro de um grupo ou espécies de
organismos, nao sendo atribuida a um sé fator, mas a varios parametros
relacionados ao microrganismo, ao hospedeiro e a interacdo entre ambos
(KONEMAN, 2012).

Usualmente, um dos fatores relacionado a viruléncia bacteriana € formado por
uma estrutura de superficie da célula bacteriana, conhecida como adesina e
receptores complementares na superficie das células suscetiveis. As adesinas
bacterianas incluem fimbrias, componentes da cépsula e acidos lipoteicéicos que se
projetam para o exterior do glicopeptideo da parede celular das bactérias gram-
positivas ou outros antigenos de superficie celular. Adicionalmente, as estruturas
capsulares de algumas bactérias possibilitam aos microrganismos escaparem da
fagocitose, impedindo a interacdo entre a superficie da célula bacteriana e a célula
fagocitaria ou ocultando componentes da superficie celular bacteriana que de outro
modo poderiam interagir com as células fagocitarias e levar a ingestdo do

microrganismo (KONEMAN, 2012).
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Pouco se conhece sobre os genes e fatores envolvidos em propriedades de
viruléncia, além disso, as atividades de sideréforos e propriedades de aderéncia
desempenham um papel na fase inicial da colonizacdo e na manutencéo da infec¢céo
(FOURNIER; RICHET, 2006).

Embora A. baumannii seja considerado um patdgeno relativamente pouco
invasivo, algumas caracteristicas desta espécie bacteriana podem aumentar a
viruléncia dos isolados envolvidos em IRAS. Entre os fatores de viruléncia relatados
nesta espécie bacteriana, estdo inclusos: adesédo a células epiteliais humanas e
superficies abidticas pela producdo de fimbrias e/ou capsula polissacaridica,
formacao de biofilme, producdo de capsula polissacaridica e sistemas de aquisicao
de ferro (BRAUN; VIDOTTO, 2004; ZIMBLER et al., 2009).

A patogénese de A. baumannii depende inicialmente da captacao e utilizacao
de ferro, elemento essencial envolvido nas func¢des celulares bésicas. As bactérias
patbgenas respondem a limitacdo de ferro através da expressdo de diferentes
sistemas de captacao de ferro dependentes ou ndo de sideréforos (PENWELL et al.,
2012). O sistema de aquisi¢éo de ferro mais bem caracterizado em A. baumannii é o
sideroforo acinetobactina, um mecanismo de alta afinidade, sofisticado e
desenvolvido para a obtencao de ferro, suprindo a pouca disponibilidade de ferro e a
disputa com as células do hospedeiro. S&o necessarios trés sistemas para compor
o sideroforo acinetobactina; o primeiro, onde a biossintese da acinetobactina é
realizada por proteinas codificadas pelos genes basA, basB, basC, basD, basF,
basG, basH, basl, and basJ. No segundo sistema a acinetobactina é secretada
através de um sistema de efluxo da superfamilia ABC, consistindo nas proteinas
codificadas por barA e barB. Por ultimo a terceira etapa, na qual os complexos de
acinetobactina-ferro movem-se para células bacterianas através de um receptor para
complexos de ferro-acinetobactina, formados pelas proteinas codificadas por bauA,
bauB, bauC, bauD, bauE e bauF (HASAN, CHOI, OH, 2015). A acinetobactina € um
sideréforo catecol-hidroxamato néo ciclico derivado do acido 2,3-dihidroxibenzéico
ligado a treonina e N-hidroxihistamina (PENWELL et al., 2012).

Entre os determinantes de viruléncia presentes em isolados de A. baumannii
gue conferem maior patogenicidade a esses patdgenos estdo a membrana externa,
vesiculas de membrana externa, fosfolipases D e biofime (NOWAK,
PALUCHOWSKA, 2016). A proteina A de membrana externa de A. baumannii € uma

porina trimérica e esta comprometida com o transporte do soluto e viruléncia da
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bactéria, além de participar da patogenicidade induzindo a apoptose,
imunomodulacdo, aderéncia e invasdo celular as células do hospedeiro e a
formacéao de biofilme (LIN, 2015).

Um dos fatores de viruléncia diretamente relacionados com a permanéncia do
paciente hospitalizado é a formacdo de biofilme. A habilidade dos isolados de A.
baumannii em permanecer na ponta dos dedos, plasticos, vidros, utensilios médicos,
no ambiente e em superficies secas, até mesmo sob condi¢cbes adversas como
dessecacdo e desinfeccdo, facilitam a preservacdo da bactéria no ambiente
hospitalar facilitando o desenvolvimento de IRAS e, consequentemente, o
aparecimento de surtos (ESPINAL, MARTI, VILA, 2012; RYU, BAEK, KIM, 2016;
SELASI et al., 2016). Nas etapas de formacdo de biofilme participam diversos
genes, entre eles o ompA, principal proteina de membrana externa, e o CcSuE,
envolvido na formacgao do sistema pili, de forma que a inativagdo desse gene elimina
a producédo de pili e a formacdo de biofilme (SELASI et al.,, 2016). O biofilme
formado por isolados de A. baumannii possibilita a resisténcia aos mecanismos de
defesa do hospedeiro e as terapias antimicrobianas (CHEN, 2015), considerado um
dos mais importantes e frequentes fatores de viruléncia em isolados clinicos de A.
baumannii (LONGO, VUOTTO, DONELLI, 2014). A resisténcia a antibidticos das
células de biofilme pode ser atribuida a alteracfes fisiolégicas na permeabilidade da
membrana e atividade metabdlica (HE et al., 2015).

Embora descrito como um patdégeno sem mobilidade, por ndo possuir flagelo,
isolados clinicos de A. baumannii tem apresentado capacidade de motilidade
envolvida com a capacidade de espalhamento (swarming) e contracdo (twitching)
(EIJKELKAMP et al., 2011, VIJAYKUMAR, BALAJI, BISWASB, 2015). O sistema de
pili tipo IV (TFP), no qual o gene pilA codifica a subunidade principal pilina A,
intercede na mobilidade espasmo (twitching), iniciando com a montagem do TFP e a
ligacdo e retracdo do pilus, facilitando assim a translocacdo da célula na dire¢do do
ponto de ligacdo (EIJKELKAMP et al., 2011b, HARDING et AL., 2013). O TFP
participa de outros processos como: transferéncia horizontal, adesdo a célula do
hospedeiro e formacéo de biofiime (PIEPENBRINK et AL., 2016).

O envelope bacteriano é exposto a mudancas e estresses ambientais, como
variacdo de temperatura, pH, exposicdo a compostos toxicos e estresse oxidativo.
Como resposta a tais variagbes, as bactérias desenvolveram um sistema de

resposta, geralmente regulando a expressdo génica (LEBLANC et al., 2011).
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Normalmente, um sistema de dois componentes (SDC) € composto de um sensor
proteina quinase associado a membrana plasmatica que responde a estimulos
extracelulares e / ou intracelulares, transmitindo um sinal através da fosforilacdo de
um regulador de resposta (KROGER et al., 2017). O SDC bacteriano € um sistema
que facilita a modificacdo de expressdo de genes em resposta a estimulos
ambientais.

O SDC BaeSR regula positivamente genes de bombas de efluxo em isolados
de A. baumannii, incluindo a expressdo das bombas AdelJK e MacAB-TolC,
resultando num aumento de susceptibilidade a tigeciclina (LIN; LIN; LAN; 2015;
KROGER et al., 2017). Outro SDC, o BImSR participa da formacao de biofilme em
isolados de A. baumannii quando regula a expressdao das chaperonas
cSUA/BABCDE, estabilizando a expressao do operon csu e a expressado dos genes
csuC e csuE, responsaveis pela formacédo de pili necesséarios para a aderéncia e
formacéao de biofilme bacteriano (LUO et al., 2015; KROGER et al, 2017).

E de grande relevancia o entendimento das estruturas presentes na superficie
celular e as que se estendem além da superficie, para a compreensdo da
patogénese de um microrganismo visto que determinantes de viruléncia bacteriana,
poderiam ser alvos futuros de novos antibidticos e vacinas (WEBER; HARDING;
FELDMANB, 2016).

O aumento e a importancia crescente de surtos causados por isolados
patogénicos de A. baumannii, tem levado a comunidade cientifica e médica a tentar
compreender 0s mecanismos causadores de doencas desses microrganismos, com
grande interesse em novas estratégias de tratamento visto a escassez de novos
recursos para o combate desse patdgeno que vem se tornando intratavel (WEBER,;
HARDING; FELDMANB, 2016; KROGER et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a relagdo clonal, a ocorréncia e sequéncia de genes de
resisténcia, do elemento de insercdo ISAbal e de genes de viruléncia em isolados
MDR de A. baumannii obtidos em dois hospitais publicos do Recife-PE, além de
determinar a expressdo de genes de viruléncia em isolados submetidos aos

antimicrobianos meropenem, colistina e associagéo.

3.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a relacdo clonal de isolados MDR de A. baumannii;
b) Verificar a ocorréncia e a sequéncia dos genes de resisténcia aos B-lactamicos
blakec blaviv, blaive, blaoxa-si-ike, blaoxa-23-ike, blaoxa-ssiike € blaoxa-143-ike € do

elemento de insercdo ISAbal em isolados MDR de A. baumannii;

c) Verificar a ocorréncia dos genes de viruléncia basC, csukE, ompA, pilA, bfmS e

baeS em isolados MDR de A. baumannii;

d) Verificar a expressdo dos genes de viruléncia bfmS, baeS e csuE em isolados
MDR de A. baumannii com ou sem meropenem, colistina e a associa¢cdo destes

antimicrobianos.
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4 METODOLOGIA

4.1Desenho do estudo

Para o desenvolvimento deste estudo foi utilizado o desenho experimental.
Este tipo de estudo foi 0 que se adequou ao objetivo do corrente trabalho, que se
destina a analisar os efeitos causados por antibiéticos B-lactamicos, colistina e
meropenem na expressdo de diferentes fatores de viruléncia, assim como
determinar a relacdo clonal e quais genes estdo envolvidos na resisténcia e
viruléncia de isolados de A. baumannii obtido em dois hospitais publicos de Recife-
PE.

4.1 |solados bacterianos

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 37 isolados MDR de A.
baumannii, obtidos de IRAS e por pesquisa de vigilancia a partir de pacientes
internados em dois hospitais publicos da cidade do Recife-PE. Foram utilizados 27
isolados obtidos do Hospital A nos anos de 2013 e 2014 e 10 a partir do Hospital B
no ano de 2014 (tabela 2). A determinacéo da espécie e o perfil de susceptibilidade
destes isolados a diferentes antimicrobianos foi determinado no hospital de origem
utilizando o sistema automatizado VITEK 2 (Biomérieux). As colbnias foram
transferidas para caldo BHI acrescidos de 20% de glicerol e estocados a -80°C. Para
realizacdo das analises foram cultivados em caldo BHI por 18 horas a 37°C.

Tabela 2. Origem e caracteristicas fenotipicas de resisténcia dos isolados de Acinetobacter
baumannii utilizados neste estudo.

Isolado  Hosp. Isolamento Setor do Perfil de Resisténcia
hospital
45 A Ponta de cateter UTI CTX, CPM, CAZ, CIP, GM, IMI, MEM,
PRL

113 A Ponta de cateter UTI CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,MEM, PRL
119 A Sec. Traqueal UTI CFX, CFEX/AX, MEM

123 A Ponta de cateter Enf. 7°andar CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP,

IMI, MEM
136 A Sec. Traqueal UTI SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX
CFX/AX, CIP, GM, IMI, MEM, PRL
165 A Escara UTI AMO/AC, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,
MEM, PRL
248 A Sec. Traqueal UTI CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL,

MEM, PRL
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281

322

325

349

390

468

486
513

516

563

578
781

799

808

829

931

1000

1188
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24
54

55
60
298
307
338
379
412
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B

Swab nasal

Swab nasal/pesq. vig.

LCR
Sec. Traqueal
Sec. Traqueal
Liquor
Swab retal/pesq. vig.

Ferida operatéria
Hemocultura

Swab nasal/pesq. vig.

Sec. Traqueal

Hemocultura

Swab nasal/pesq. vig.

Sec. Traqueal
LCR

Sec. Regido torax

Swab nasal/pesq. vig.

Liquor
Ponta de cateter
NE

Partes moles
Catéter

Catéter
STB
Sangue

Urina

Sec. Traqueobrénquica

Lig. cav.abdominal
STB

Sangue

UTI
UTI
USAN
USAN
UTI
USAN
UTI

Enf. 5° andar
UTI

UTI
UTI

UTI pediétrica
UTI

UTI
UTI pediétrica
UTQ Adulto
UTI
Enf. 5° andar
UTI
NE

Ambulatério
UTI

UTI
UTI
UTI
UTI
UTI
UTI
UTI

UTI

CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP,
GM, IMI, MEM,
SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,
MEM, PRL
CTX, CAZ, CRO, CFX, CFEX/AX, CIP,
COL, LEV, NFT
CTX, CAZ, CRO, CFX, CFEX/AX, CIP,
COL, LEV, NFT
SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, GM, IMI,
MEM, PRL
SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,
MEM, PRL
SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,
MEM, PRL
CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL
CTX, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL,
LEV, NFT
AK, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM,
PRL
CTX, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP,
COL, IMI, LEV, NFT
CTX
CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP,
GM, IMI, MEM
SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX,
CEX/AX, CIP, GM, IMI, MEM
SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX,
XFX/AX, CIP, GM, IMI, MEM
CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL,
IMI, LEV, NFT
AK, SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP,
MEM, PRL
SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,
MEM, PRL
SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,
MEM, PRL
AK, CTX, CPM, CRO, CIP, GM, IMI,
LEV, MEM, PRL, TN, TS
CPM, CAZ, CRO, CIP, GM, IMI, MEM
AK, SAM, CPM, CAZ, CRO, CIP,
COL, GM, IMI, MEM
CPM, CAZ, CRO, CIP, GM, IMI, MEM
CPM, CAZ, CRO, CIP, IMI, MEM
CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP,
GM, IMI, MEM
CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP,
IMI, MEM
CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP,
IMI, MEM
AK, CPM, CAZ, CRO, CIP, GM, IMI,
MEM
CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP,
IMI, MEM
SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX,
CEX/AX, CIP, GM, IMI, MEM
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Sec: secrecdo; LCR: Liquido Cefalorraquidiano; USAN: Unidade de Suporte Avangado em
Neurocirurgia; UTI: Unidade de Terapia Intensiva; UTQ: Unidade de Terapia de Queimados; Enf:
enfermaria; Clin Vasc: clinica vascular; STB: Secrecao traqueobrénquica; R: Resistente; S: Sensivel;
ND: ndo determinado; NE: ndo especificado; CTX: Cefotaxima; CPM: Cefepima; CAZ: Ceftazidima;
CIP: Ciprofloxacina; GM: Gentamicina; IMIl: Imipenem; MEM: Meropenem; PRL: Piperaciclina;
CFX/AX: Cefuroxima Axetil; SAM: Ampicilina; CRO: Ceftriaxona; AMO/AC: Amoxicilina/Acido
Clavulanico; COL: Colistina; LEV: Levofloxacina; NFT: Nitrofurantoina; AK: Amicacina; TN:

Tobramicina; TS: Trimetoprim-Sulfametoxazol; CFX: Cefuroxima.
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4.2 MALDI-TOF MS

A confirmacéo da identificacdo bacteriana dos isolados de A. baumannii foi
realizada através da técnica de lonizacdo/Dessorcdo de Matriz Assistida por Laser —
Tempo de Vbéo/Espectdometro de Massa (MALDI-TOF MS). A extracdo das proteinas
ribossomais foi realizada apds cultivo bacteriano em agar MacConkey (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra), segundo as recomendac¢bes do fabricante (MALDI
Biotyper® Protocol Guide, BRUKER). As col6nias bacterianas foram inoculadas com
alca bacteriolégica de 1 pL, ressuspensas em 300 pL de agua destilada estéril em
microtubos de 1,5 mL e misturadas vigorosamente. Foram adicionados 900 pL de
etanol absoluto (Carlo Erba, Rodano, Milao, Italia) e centrifugados por 2 minutos a
13.000 rpm. Apoés centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 50 pL de &cido férmico 70 % (Sigma Aldrich, St. Loius, Missouri,
EUA). A este sedimento foi adicionado ainda 50 pL de acetonitrila 100% (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha), misturado vigorosamente em vortex e entéo
centrifugados novamente por 2 minutos a 13.000 rpm. Posteriormente, 1 pL do
sobrenadante de cada amostra extraida foi pipetado em triplicata em uma placa de
aco inox com 96 spots, assim como 1 pL do calibrante para peptideos de baixo peso
molecular (Bruker Daltonics, Alemanha). Apdés completa secagem do extrato das
proteinas ribossomais, 1 uL da matriz CHCA foi dispensado sobre as amostras (10
mg/mL - a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) (Sigma Aldrich, St. Loius, Missouri, EUA).
Logo apds a secagem, a placa de ago foi introduzida no espectrémetro de massas
Microflex LT (Bruker Daltonics, Alemanha) para identificagdo das amostras pelo
MALDI Biotyper RTC3. 3 (Bruker Daltonics, Alemanha). As analises foram realizadas
no laboratorio ALERTA da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), sob a

colaboracédo da Profa. Dra. Ana Cristina Gales.

4.3 Extragcao do DNA total

Todos os 37 isolados de A. baumannii foram plaqueados em caldo BHI (Brain
Heart Infusion - Infusdo de Cérebro e Coracgéo) e Agar Bacterioldgico a 1,5% para
crescimento a 37°C por 18 horas. As colonias isoladas foram repicadas e crescidas
em BHI por 18 horas a 37°C para a extracdo do DNA total, utilizando o Kit Wizard

Genomic DNA purification (Promega), segundo instrucbes do fabricante. Um ml da
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cultura foi utilizado para realizacdo da extracdo apoés centrifugacéo a 14000 rpm por
4 minutos. ApOs retirada do sobrenadante e adicdo de 600 yL de solucdo de lise
nuclear a amostra foi ressuspendida e incubada a 80°C por 5 minutos para posterior
resfriamento a temperatura ambiente. Posteriormente, 3 UL de solucdo de RNase foi
adicionada a amostra, para incubacdo a 37°C por 60 minutos e resfriamento a
temperatura ambiente. Apds adicdo de 200 pL de solugdo precipitadora de proteina
a amostra foi homogeneizada em vortex por 20 segundos, resfriada em gelo por 5
minutos para posterior centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante
contendo o DNA foi transferido para outro recipiente contendo 600 uL de isopropanol
para centrifugagdo a 14000 rpm por 2 minutos, em seguida o sobrenadante foi
descartado cuidadosamente com posterior adigdo de 600uL de etanol a 70% para
lavagem do DNA. Apds a lavagem, a solucéo foi centrifugada a 14000 rpm por 2
minutos para retirada do etanol. Todo o resquicio de etanol foi retirado em centrifuga
de secagem por 5 minutos para posterior adicdo de 50 yL da solugao reidratante de
DNA e armazenamento a - 20°C. O DNA obtido foi quantificado e analisado quanto
ao grau de pureza utilizando NanoDrop 2000 (NPT 3 — Nucleo de Plataforma

Tecnol6gicas/CPgAM).

4.4 Determinacao da presenca dos genes de viruléncia

A presenca dos genes de viruléncia pilA, csuE, ompA e basC foi determinada
em todos os isolados de A. baumnannii através da técnica de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) utilizando os primers descritos na tabela 3.

As reacgOes de PCR foram realizadas individualmente para cada gene utilizando
um volume total de 25ul por tubo, compreendendo: 1ul de DNA genémico a 20ng/ul,
11U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen), 0,5yl de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato a 200 uM (GeHealthcare), 0,75 ul de MgClz a 1,5
mM, 1ul de cada primer a 15 pmol/yl, além de 2,5 uyl de tampdo (10x). As
amplificagcbes foram realizadas em termociclador (Biometra) do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Departamento de Parasitologia (CPqAM/FIOCRUZ),
utilizando a seguinte ciclagem: 5 minutos a 96°C para desnaturacao, seguido de 35
ciclos consistindo cada ciclo de 1 minuto a 96°C para desnaturacdo, um minuto a
59°C (gene pilA), 57°C (gene csukE e ompA) e 58°C (gene basC) para anelamento

dos primers, acrescido de um minuto a 72°C para extensdo. Apés os 35 ciclos foi
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realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72°C.

4.5 Determinacdo da presenca e sequéncia dos genes de resisténcia

A determinacdo dos genes de resisténcia foi realizada através de PCR

utilizando os primers descritos na tabela 2. A reacdo de PCR e ciclagem foi a mesma

utilizada nas amplificacfes dos genes de viruléncia, alterando apenas a temperatura

de anelamento referente a cada gene analisado, incluindo 59°C para o gene blaoxa-

51 like, 56°C para o blaoxa-23 ike, 58 °C para blaoxa-143 iike, 54 °C para blavp, 63°C para

0 blaviv, 66°C para o blakec, 63°C para blactx-m € 62°C para o ISAbal.

Tabela 3. Descri¢éo dos primers utilizados neste estudo para determinar por PCR a presenca dos genes de

resisténcia e viruléncia presentes em isolados de A. baumannii.

Gene

basC

ompA

pilA

csukE

blaoxa-s1 like

blaoxa-23 like

blaoxa-143 like

ISAbal

blakrc

blamp

blavim

blactx-m

Primer

basC F
basC R
OmpAF
OmpAR
pilAF
pilAR

CsuEF
CsuER

OXA-s1-ike F
OXA-s1ike R

OXA-23-iike F
OXA-23-iike R

OXA-143-ike F
OXA-143-ike R

ISAbala
ISAbalb

KPC 1F
KPCR

IMP-DIA-F
IMP-DIA-R

VIM-DIA-F
VIM-DIA-R

CTX - MA1
CTX — MA2

Sequéncia (5'- 3")
CATTCAGCGGAGTTTGCA
CGATTCAACTTCGCAGCT
CAATTGTTATCTCTGGAG

ACCTTGAGTAGACAAACGA
GGCAATTGCGATTCCTGCTT
TGCAGCTGAACCATTAGCGA

ATGCATGTTCTCTGGACTGATGTTGAC
CGACTTGTACCGTGACCGTATCTTGATA

AG

TAATGCTTTGATCGGCCTTG
TGGATTGCACTTCATCTTGG

GATCGGATTGGAGAACCAGA
ATTTCTGACCGCATTTCCAT

TGGCACTTTCAGCAGTTCCT
TAATCTTGAGGGGGCCAACC

ATGCAGCGCTTCTTTGCAGG
ATGATTGGTGACAATGAAG

GCTACACCTAGCTCCACCTTC
TATTTTTCCGAGATGGGTGAC

GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC
GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT

CAGATTGCCGATGGTGTTTGG
AGGTGGGCCATTCAGCCAGA

SCSATGTGCAGYACCAGTAA
CCGCRATATGRTTGGTGGTG

Amplicon
(pb)

405

952

138

580

353

501

149

389

371

364

523

543

Referéncias

DORSEY et al., (2004)

TURTON et al. (2007)

Proposto neste estudo

TURTON et al. (2007)
WOODFORD et al.(2006)
WOODFORD et al.(2006)

HIGGINS, LEHMANN, SEIFERT,
(2010)

MUGNIER et al., 2009
MOLAND ( 2003); YIGIT et al.
(2001)

DONG et al. (2008)

DONG et al. (2008)

SALADIN et al., 2002
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4.6 Eletroforese em gel de agarose

Para a visualizagdo dos resultados 6 ul dos amplicons foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% e corados com 2ul de Blue green (LGC
Biotecnology) utilizando tamp&o TBE 0,5x em cuba de eletroforese horizontal por 45
minutos, sob as seguintes condi¢bes: 100V, 190mA, 150W. Os produtos da
amplificacdo foram visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador
(Transiluminator LOCCUS biotecnologia — L. P1X) e fotododumentados no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas — NPT3 do CPqAM/FIOCRUZ.

4.7 Sequenciamento de DNA

Os genes de resisténcia e viruléncia dos isolados 119, 113, 338, 570 e 808
foram sequenciados, utilizando os iniciadores descritos na tabela 3.

Para sequenciamento os amplicons foram purificados utilizando o PureLink
PCR Micro Kit (Invitrogen), conforme instru¢des do fabricante. Resumidamente, 200
Ml de tampéo de ligagao foi adicionado a 50 yl do amplicon para homogeneizagéo,
transferido para a coluna fornecida pelo fabricante e centrifugado a 10.000xg por 1
min. Em seguida, foi adicionado 650 upl de tampdo de lavagem. Apds a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e a coluna foi re-inserida dentro do
tubo de coleta. Ap6s a secagem do material por centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e o DNA foi recuperado pela adi¢éo de 10 ul tamp&o de eluigao.

O sequenciamento dos produtos de PCR foi realizado com amostras de DNA
fita dupla, através do método de terminacdo de cadeia de desoxirribonucleotideo
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1992), na subunidade do Nucleo de Plataformas
Tecnoldgicas | do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-CPgAM/FIOCRUZ. A
andlise das sequéncias de DNA e o alinhamento multiplo foi realizada utilizando os
programas DNAstar e BLAST no National Center for Biotechnology Information
website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

As sequéncias dos genes blaoxa-s1 iike, blaoxa-23 iike, blaoxa-143 iike, ISAbal, csuE,

ompA e BasC foram depositadas no Genbank database.
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4.8 Eletroforese em Campo Pulsétil (PFGE)

A avaliacdo da similaridade genética de todos os isolados de A. baumannii
deste estudo foi realizada pela técnica de PFGE, objetivando analisar e comparar o
perfil genético de cada isolado. As amostras selecionadas foram cultivadas em Agar
MacConkey (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), das quais, 3 colonias foram incubadas
em 3 mL de caldo BHI (infusdo de cérebro e coracdo) (bioméRieux, Franca). Apos
18 horas de incubacdo em agitacdo a 37°C, as culturas liquidas foram centrifugadas
por 15 minutos a 3.000 rpm, e os sobrenadantes foram descartados. O sedimento foi
ressuspenso em 1 mL de solucdo salina, transferidos para tubos de microcentrifuga
previamente pesados e centrifugados por 1 minuto a 12.000 rpm. O sobrenadante
de cada microtubo foi desprezado, o sedimento pesado com a finalidade de subtrair
0 peso do microtubo, e entdo ressuspensos em solu¢do salina na proporcdo 1:1
entre o volume do diluente e o sedimento pesado. Apés a homogeneizacdo dessa
suspensao de células em vortex, 7 YL da suspensao bacteriana foi transferida para
tubos de microcentrifuga contendo 300 puL de tampao TEN (EDTA 0,5 M, pH 7,0;
EDTA 0,5 M, pH 8,0; Tris base 1 M, pH 7,0; Tris base 1 M, pH 7,0; NaCL 4,0 M; e
agua destilada), e homogeneizadas rapidamente com 340 pyL de agarose ultrapura
com baixo ponto de fusdo a 2% (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Essa mistura foi
transferida cuidadosamente para moldes de plugs (Bio Rad Laboratories Inc.,
Hercules, EUA) impedindo a formacéo de bolhas.

Os blocos de géis permaneceram por aproximadamente 30 minutos em
temperatura ambiente até completa solidificacdo. Depois de solidificados os plugs
foram transferidos para uma placa de microdiluicdo de 12 pocos contendo 2 mL de
tampéo EC (EDTA 0,5 M, pH 7,0; EDTA 0,5 M, pH 8,0; Tris base 1 M, pH 7,0; Tris
base 1 M, pH 8,0; NaCl; N-lauril sarcosil (Sigma Aldrich, St. Loius, Missouri, EUA);
Brij 58 (Sigma Aldrich, St. Loius, Missouri, EUA); deoxicolato de sédio (Sigma
Aldrich, St. Loius, Missouri, EUA); e agua destilada). Ap6s a incubacéo dos plugs por
aproximadamente 12 horas a 37°C, o tampao EC foi removido, e os blocos de gel
lavados com 2 mL de tampéo CHEF-TE (EDTA 0,5 M, pH 7,0; EDTA 0,5 M, pH 8,0;
Tris base 1 M, pH 7,0; Tris base 1 M, pH 8,0; e agua destilada) por 2 vezes com
intervalos de 30 minutos entre as lavagens. Em seguida, incubados a 50°C por
aproximadamente 12 horas com 2 mL de tampéao ES (EDTA 625 mM, pH 9,3; N-
lauril sarcosil 5% (Sigma Aldrich, St. Loius, Missouri, EUA) contendo 100 pyL de
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proteinase K (20 mg/mL; Invitrogen, Carlsbad, EUA). Apds essa etapa de lise da
parede celular, os blocos de géis foram lavados 4 vezes com intervalo de 1 hora
entre as lavagens com o tampao CHEF-TE, até completa remocéao dos reagentes
anteriores. Os plugs foram mantidos a 5°C até a etapa de digestdo do DNA. A
digestdo do DNA bacteriano foi realizada em placa de microdiluicdo de 96 pocos,
onde somente 1/3 do bloco de gel foi utilizado para essa etapa. Os plugs cortados
foram lavados 4 vezes com intervalos de 1 hora entre as lavagens com 200 yL de
DNS (Trisma base 1 M, pH 8,0; cloreto de magnésio 1 M (Sigma Aldrich, St. Loius,
Missouri, EUA) e agua destilada) em temperatura ambiente. Apés a ultima lavagem
e remocdo do DNS, os blocos de géis foram incubados por 1 hora a 4°C com o
tampao de enzima de restricdo sem a enzima (5 pL do tampao “NEBuffer’ (New
England Biolabs, Ipswich, EUA), 0,5 yL de BSA (New England Biolabs, Ipswich,
EUA) e 44,5 pL de agua destilada). Apos esse periodo, a placa com os blocos de
géis foram incubados novamente a 5°C com o tampdo de enzima de restricdo
contendo 10 unidades da enzima de restricdo Apal (New England Biolabs, Ipswich,
EUA). Essa etapa de clivagem do DNA bacteriano ocorreu a 37°C entre 12 a 20
horas. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% em TBE 0,5 X (Tris base
0,089 M, Acido bérico 0,089 M e EDTA 0,002 M) no sistema CHEF-DR |l (BioRad
Laboratories Inc., Hercules, EUA) a temperatura de 14°C e uma corrente elétrica de
6.0 Volts/cm com um “Switch” Time Inicial - Final 5,0 - 60 durante 19 horas. O gel foi
corado com brometo de etidio 10 mg/mL e fotografado sob luz ultravioleta. A
comparacao foi realizada utilizando-se o coeficiente de similaridade de Dice e o
dendrograma formado pelo método UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean”) com toleréncia de 1,0% no programa Bio Numerics (versao 6.6,
Applied Maths).

4.9 Critérios para selecao dos isolados para etapa de anélise de expresséao de

viruléncia

Foram selecionados trés isolados de A. baumannii. para a andlise de
expressdo dos genes csuk, bfmS e baeS. Os critérios dessa selecao foram:
a) Isolados pertencentes a grupos filogenéticos diferentes;
b) Isolados apresentando resistencia fenotipa ao meropenem, detectada pelo

aparelho automatizado VITEK® 2;
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c) Todos os isolados selecionados serem portadores dos genes de viruléncia
pesquisados no estudo;
d) Todos os isolados selecionados portadores do gene blaoxa-si-ike € ISAbal.

4.10 Determinacgdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

As CIM dos agentes antimicrobianos meropenem e colistina foram
determinadas pelo teste de macrodiluicio em caldo Mueller-Hinton (KASVI),
utiizando a cepa ATCC 25922 de Escherichia coli como controle, segundo
recomendagdes do CLSI, 2013. Os trés isolados bacterianos selecionados e a ATCC
19606 foram incubados por 18 horas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37 °C. O
indculo foi comparado e ajustado a escala 0,5 de MacFarland, correspondente a 1,5
x 108 UFC/mI. Posteriomente os isolados foram inoculados em caldo Mueller-Hinton
contendo as concentragdes de 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 e 0,5 pg/ml de cada
antimicrobiano. Os isolados foram entdo incubados para crescimento por 18 horas
em estufa a 37 °C. Os resultados para meropenem e colistina foram interpretados
segundo o CLSI 2013.

4.11 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Os trés isolados e a ATCC 19606 de A. baumannii selecionados (54, 113, 808
e ATCC 19606) foram submetidos por 6 horas a concentracdes sub-inibitérias (sub-
CIM) dos antibioticos isoladamente e em associacdo (Tabela 4). Foi incluido um
controle de cada isolado nas mesmas condicdes sem a presenca do antimicrobiano.
A extracdo do RNA total foi realizada segundo protocolo descrito por Sambrook et al.
(2001), modificado. Brevemente, 2 mL da cultura crescida a 37°C por 6 horas em
caldo Mueller Hinton cétion ajustado (Sigma Aldrich), foi centrifugado e o sedimento
ressuspenso em Tiocianato de Guanidina. O RNA foi precipitado com isopropanol e
ressuspenso em H20 ultra pura livre de RNases. Posteriormente foi realizada a
purificacdo com DNAse (DNAse | — Sigma Aldrich) segundo normas do fabricante. O
RNA obtido foi quantificado em NanoDrop 2000 e a pureza e integridade conferida
em gel de agarose 1% preparado em agua DEPC (Agua Milli-Q tratada com

dietilpirocarbonato). A partir do RNA obtido foi realizada a sintese do cDNA para


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=9&ved=0ahUKEwjX75Wl4_bQAhUCiZAKHVTVCYYQFghIMAg&url=http%3A%2F%2Flaborshopping.com.br%2Fproduto%2Fagar-mueller-hinton-kasvi%2F29745&usg=AFQjCNEU8xzZZHT9mv8vQsGgZS9tRgxspg&sig2=XZqP9hqVoBy-qIQODVdS_Q&bvm=bv.141536425,d.Y2I
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utilizacdo nos ensaios de RT-gPCR utilizando os primers descritos na tabela 5. A
elaboracdo do cDNA foi realizada utilizando a Enzima Transcriptase Reversa M-
MLVRT (200 U/uL) (Promega) e Randon Primer (0,5 ug/uL) (Promega), segundo

recomendacdes do fabricante.

Tabela 4. CIM dos isolados de Acinetobacter baumannii frente ao meropenem e colistina, e suc-CIMs
utilizados para andlise de tempo de morte e RT-qPCR.

Isolado MEROPENEM (ug/ml) COLISTINA
(ug/ml)
CIM Sub-CIM CIM Sub-CIM
54 64 8 4 1
113 2 0,25 2 0,25
808 64 8 16 1
ATCC 19606 0,125 0,0625 2 0,5

Fonte: Autor, 2016; CIM: Concentracao Inibitéria Minima; sub-CIM: Concentragdo Sub-inibitoria
minima.

4.12 Determinacédo da expressao dos genes de viruléncia pela técnica de RT-
gPCR

Para a realizacdo da RT-gPCR primers especificos para cada gene analisado
foram utilizados (tabela 5). Foram testados os genes gyrB e rpoB para ser utilizado
como gene de referéncia, no entanto o gene gyrB foi escolhido como gene de
referéncia para todas as reacfes de RT-gPCR uma vez que apresentou a menor
variabilidade entre as condicfes testadas. Reacdes sem Transcriptase Reversa
foram utilizadas como controles negativos, sendo consideradas negativas as
reacdes com dez ciclos de diferenca das reacdes contendo a transcriptase. Curvas
de melting foram utilizadas para verificar a amplificagcdo de um fragmento Unico. As
reacOes foram realizadas em triplicatas técnicas e duplicatas biol6gicas. O método
de expressao relativa foi utilizado para determinar os niveis de expressao do genes
e a analise dos dados foi realizada a partir do programa Applied Byossistem e a
analise estatistica com o One Way ANOVA, seguido de teste de Dunnett, p < 0.05.

Os testes foram realizados utilizando o software GraphPad Prism 5.0.



53

Tabela 5. Primers utilizados nas reacdes de RT-gPCR para andlise de expressdo dos genes de

viruléncia csuE, bfmS, baeS, e do gene normalizador gyrB.

Gene

CSukE

bfmS

baeS

gyrB

rpoB

Primer

CSutE_F
CSuE_R
bfmS F
bfm_R
baeS F
baeS R
gyrB_F
gyrB_R

rpoB F
rpoB R

Sequéncia de primers (5’— 3’)

GCTTGGCTTTAGCAAACATGACC
ATTGCCATCAGGCCCGCTA
ACCGCCCGTAATCCGAAC
TGAACTTATTCCACCGCCTTTA
CATTCTTTCGATGAACACACTCTCA
CTTCAAATGGTTGATATTCCGAAGG
CGAGGGTGACTCAGCGGGTG
GCGCACGCTCAACGTTCAGG

AGTCACGCGAAGTTGAAGGT
AGCACGCTCAACACGAACTA

Amplicon (pb)

194

127

133

101

188

Referéncias

Luo et al., 2015

Luo et al., 2015

Henry et al., 2015

Henry et al., 2015

Henry et al., 2015

5 ASPECTOS ETICOS

Este projeto ndo necessitou ser submetido & analise pelo Comité de Etica em

Pesquisas Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal de Pernambuco — CEP/CCS/UFPE, uma vez que os isolados

utilizados neste estudo foram obtidos de ambiente hospitalar a partir demanda

espontdnea de IRAS diretamente do laboratério de microbiologia, dos hospitais

fontes, sem nenhum contato com 0s pacientes ou prontuarios médicos.



6 RESULTADOS
ARTIGO 1 —Submetido a Microbial Drug Resistance
Disseminacao clonal e de genes de resisténcia e viruléncia em isolados de

Acinetobacter baumannii obtidos em hospitais de Recife — PE, Brasil

Introducéo

Acinetobacter baumannii € um dos mais importantes patdogenos
oportunistas, com uma alta incidéncia de infeccbes em pacientes
imunocomprometidos e responsavel por surtos hospitalares, principalmente em
unidades de terapia intensivas (UTI) (HOWARD et al., 2012). A. baumannii &
classificado pela Sociedade Americana de Doencas Infecciosas (IDSA) como um
dos seis mais importantes patégenos multidroga-resistentes (MDR) distribuidos
em hospitais ao redor do mundo responsaveis por significativas taxas de
mortalidade e morbidade (TALBOT et al, 2006; BOUCHER et al.,, 2013,
ANTUNES, VISCA, TOWNER, 2014).

A capacidade em adquirir genes de resisténcia e permanecer em
ambientes inanimados sao as principais caracteristicas desse patdgeno
nosocomial (VALI et al., 2015), colocando em risco procedimentos médicos como:
cirurgias, transplantes, e o tratamento de pacientes imunocomprometidos e
hematol6gicos (POTRON, POIREL, NORDMANN, 2015).

Isolados de A. baumannii com perfii MDR estdo relacionados a grande
variedade de infeccbes nosocomiais (Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a
Saude (IRAS), incluindo bacteremias, infeccdo do trato urinario, meningite
secundaria, infeccdes em queimaduras e feridas, infeccbes na pele e tecidos
moles, osteomielite, endocardite e pneumonia associada a ventilagdo mecanica.
Estas infeccbes séo frequentemente relacionadas a dificuldade de tratamento,
devido a grande resisténcia dessa bactéria aos principais grupos de
antimicrobianos, tornando-se um desafio aos tratamentos antibioticos atuais
(BERGOGNE-BEREZIN, TOWNER, 1996; PELEG, SEIFERT, PATERSON, 2008;
ANTUNES, VISCA, TONER, 2014; BISWAS, 2015). A escassez de novas drogas
para tratamento de infeccbes por bactérias gram-negativas € um desafio para a
medicina moderna, onde Acinetobacter spp. apresenta-se como 0 microrganismo
mais evidente no paradigma da pan-resisténcia, particularmente A. baumannii
(EVANS, HAMOUDA, AMYES, 2013).



As terapias antimicrobianas indicadas para o tratamento de infec¢des por
isolados MDR de A. baumannii compreendem cefalosporinas de amplo espectro,
sulbactam inibidor de pB-lactamase, quinolonas, carbapenémicos, amicacina,
doxiciclina e minociclina; tigeciclina e colistina de forma isolada ou associada, no
entanto, existem relatos de resisténcia a todos os antimicrobianos disponiveis,
inclusive a colistina (VALI et al., 2015; MA et al., 2015; GALES et al., 2001). O
desafio no tratamento das infecgbes causadas por Acinetobacter spp. esta
amplamente relacionado a producdo de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos, ESBLs, carbapenemases, ou por mudancas nas proteinas de
membrana externa e proteinas ligadoras de penicilina (GALES et al., 2001).

Dentre os mecanismos de resisténcia mais comuns esta a produgao de B-
lactamases, principalmente as de classe D de Ambler (conhecidas como
oxacillinases ou B-lactamases do tipo OXA) nas espécies de Acinetobacter spp,
em particular em A. baumannii, causando resisténcia a carbapenémicos que sdo
a primeira opcao de tratamento em infeccfes causadas por isolados MDR desta
espécie bacteriana (LEE et al., 2012; NIGRO, HALL, 2016). A B-lactamase OXA-
51-like € uma enzima codificada cromossomicamente e intrinseca a espécie, com
mais 70 variantes ja identificadas, mas que ndo proporciona um nivel de
resisténcia clinicamente efetiva a carbapenémicos, a ndo ser com a presenca do
elemento de insergéo ISAbal. (NIGRO, HALL, 2016).

Outras quatro familias sdo amplamente encontradas em A. baumannii,
incluindo a OXA-23-like, OXA-40-like, OXA-58-like, OXA-143-like e OXA-235-like
adquiridos por elementos genéticos moéveis (EVANS, HAMOUDA, AMYES, 2013;
NIGRO, HALL, 2016). A disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos e sua
capacidade de permanecer em ambientes bidticos e abioticos por longo periodos
sdo problemas de grande importancia em IRAS causadas por isolados de A.
baumannii (EIJKELKAMP et al., 2011; LONGO, VUOTTO, DONELLI, 2014; VALI
et al., 2015).

Além de diversos mecanismos de resisténcia encontrados em A. baumannii
varios fatores de viruléncia podem contribuir para evolucdo de infec¢des por esta
especie bacteriana. A proteina A de membrana externa codificada pelo gene
ompA é uma porina trimérica relacionada ao transporte do soluto e viruléncia

bacteriana, além de participar da patogenicidade induzindo a apoptose,
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imunomodulacdo, aderéncia e invasdo celular das células do hospedeiro e
formacao de biofilme (LIN, 2015).

A patogénese de A. baumannii é relacionada também a utilizacéo de ferro,
um elemento essencial envolvido nas funcfes celulares basicas. A captacao de
ferro é facilitada pela producéo de sideréforos, como a acinetobactina, suprindo a
pouca disponibilidade de ferro e a disputa com as células do hospedeiro. O gene
basC codifica uma proteina envolvida na primeira etapa na biossintese de
acinetobactina (HASAN, CHOI, OH, 2015).

Embora descrito como um patégeno sem mobilidade por ndo possuir
flagelo, isolados clinicos de A. baumannii tem apresentado um sistema de pili tipo
IV (TFP) o qual intercede na mobilidade espasmo (twitching), iniciando com a
montagem do TFP, ligacdo do pilus e retracdo do pilus, facilitando assim a
translocacdo da célula na dire¢cdo do ponto de ligagdo (HARDING et al., 2013;
EIJKELKAMP et al., 2011, VIJAYKUMAR, BALAJI, BISWAS, 2015). O TFP
participa também de outros processos como: transferéncia horizontal, adesdo a
célula do hospedeiro e formacao de biofilme (PIEPENBRINK et AL., 2016).

Um dos fatores de viruléncia diretamente relacionados com a habilidade de
A. baumannii em permanecer em superficies abibticas do ambiente hospitalar é a
formacao de biofilme, facilitando a preservacdo da bactéria neste ambiente,
tornando-se assim uma ameaga para novos surtos por serem mais resistentes
aos mecanismos de defesa do hospedeiro e as terapias antimicrobianas
(ESPINAL, MARTI, VILA, 2012; RYU, BAEK, KIM, 2016; CHEN, 2015). Nas
etapas de formacéao de biofilme participam diversos genes, entre eles ompA, csukE
e pilA, envolvidos na formacao do sistema pili (SELASI et al., 2016).

Isolados MDR de A. baumannii envolvidos em IRAS, continuam a
representar um grave problema de saude publica, demandando pesquisas de
vigilancia para o controle de surtos (BLANCO-LOBO et al., 2016). O aumento de
infecgbes nosocomiais causados por isolados MDR de A. baumannii e sua
resisténcia aos principais antimicrobianos torna imprescindivel a rapida
identificacao e controle de surtos. A técnica de PFGE é considerada “padrao ouro”
na tipagem epidemioldgica (SEIFERT et al., 2005), auxiliando os dados
epidemiolégicos (MAGALHAES et al., 2005). Uma ferramenta poderosa para
discriminar subtipos de isolados bacterianos e na investigacao epidemiologica em

infecgbes causadas por A. baumannii (CHANG et al., 2013).
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O desafio encontrado no tratamento de infeccbes causadas por isolados
MDR de A. baumannii e o grande envolvimento desta espécie em casos de IRAS
em Recife-PE, Brasil, assim como em varios locais do mundo, demonstra a
importancia na determinacdo da presenca dos principais genes de resisténcia e
viruléncia encontrados em isolados de A. baumannii obtidos em hospitais publicos
de Recife. Este estudo visa a compreensdo dos fatores que estdo associados a
capacidade de A. baumannii em permanecer em ambiente hospitalar,
favorecendo sua disseminacdo e a epidemia causada por esse patdogeno
oportunista, contribuindo para um melhor entendimento do controle de surtos

hospitalares.

Metodologia

Isolados bacterianos.

Neste estudo foram utilizados 37 isolados de A. baumannii com perfil
multidroga-resistente, obtidos de IRAS e por pesquisa de vigilancia a partir de
pacientes internados em dois hospitais publicos da cidade do Recife-PE. Foram
utilizados 27 isolados obtidos do Hospital A nos anos de 2013 e 2014 e 10 a partir
do Hospital B no ano de 2014 (tabela 1). A determinacdo da espécie e o perfil de
susceptibilidade destes isolados a diferentes antimicrobianos foi determinado no

hospital de origem utilizando o sistema automatizado VITEK 2 (Biomérieux).
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Tabela 1. Isolados de Acinetobacter baumannii utilizados neste estudo.
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Isolado Hosp. Espécie Isolamento Setor do CIM (ug/mL) — VITEK®
(VITEK®) hospital
MERO COL
45 A Comp. A. baumannii Ponta de cateter UTI 216 (R) <0,5 (S)
113 A Comp. A. baumannii Ponta de cateter UTI 216 (R) <0,5 (S)
119 A Comp. A. baumannii Sec. Traqueal UTI <0,25 (S) <0,5 (S)
123 A Comp. A. baumannii Ponta de cateter Enf. 7° andar 216 (R) <0,5 (S)
136 A Comp. A. baumannii Sec. Traqueal UTI 216 (R) <0,5 (S)
165 A Comp. A. baumannii Escara UTI 216 (R) <0,5 (S)
248 A Comp. A. baumannii Sec. Traqueal UTI 216 (R) <0,5 (S)
253 A Comp. A. baumannii Swab nasal UTI 216 (R) <0,5 (S)
281 A Comp. A. baumannii Swab nasal/pesq. vig. UTI 216 (R) <0,5 (S)
322 A Comp. A. baumannii LCR USAN 216 (R) <0,5 (S)
325 A Comp. A. baumannii Sec. Traqueal USAN 216 (R) <0,5 (S)
349 A Comp. A. baumannii Sec. Traqueal UTI 216 (R) <0,5 (S)
390 A Comp. A. baumannii Liquor USAN 216 (R) <0,5 (S)
468 A Comp. A. baumannii Swab retal/pesq. vig. UTI 216 (R) <0,5 (S)
486 A Comp. A. baumannii Ferida operatoria Enf. 5° andar 216 (R) <0,5 (S)
513 A Comp. A. baumannii Hemocultura UTI 216 (R) <0,5 (S)
516 A Comp. A. baumannii Swab nasal/pesqg. vig. UTI 216 (R) <0,5 (S)
563 A Comp. A. baumannii Sec. Traqueal UTI 216 (R) <0,5 (S)
578 A Comp. A. baumannii Hemocultura UTI pediatrica 0,5(S) <0,5 (S)
781 A Comp. A. baumannii Swab nasal/pesq. vig. UTI 216 (R) <0,5 (S)
799 A Comp. A. baumannii Sec. Traqueal UTI 216 (R) <0,5 (S)
808 A Comp. A. baumannii LCR UTI pediatrica 216 (R) <0,5 (S)
829 A Comp. A. baumannii Sec. Regido torax UTQ Adulto 216 (R) <0,5 (S)
931 A Comp. A. baumannii Swab nasal/pesq. vig. UTI 216 (R) <0,5 (S)
1000 A Comp. A. baumannii Liquor Enf. 5° andar 216 (R) <0,5 (S)
1188 A Comp. A. baumannii Ponta de cateter UTI 216 (R) <0,5 (S)
4076 A Comp. A. baumannii NE NE >8 ND
24 B Comp. A. baumannii Partes moles Ambulatério 216 (R) <0,5 (S)
54 B Comp. A. baumannii Catéter UTI 216 (R) =16 (R)
55 B Comp. A. baumannii Catéter UTI 216 (R) <0,5 (S)
60 B Comp. A. baumannii STB UTI 216 (R) <0,5 (S)
298 B Comp. A. baumannii Sangue UTI 216 (R) <0,5 (S)
307 B Comp. A. baumannii Urina UTI 216 (R) <0,5 (S)
338 B Comp. A. baumannii Sec. UTI 216 (R) <0,5 (S)
Traqueobrdnquica

379 B Comp. A. baumannii Lig. cav.abdominal UTI 216 (R) <0,5 (S)
412 B Comp. A. baumannii STB UTI 216 (R) <0,5 (S)
570 B Comp. A. baumannii Sangue UTI 216 (R) <0,5 (S)

Sec: secrecdo; LCR: Liquido Cefalorraquidiano; USAN: Unidade de Suporte Avancado em

Neurocirurgia; UTI: Unidade de Terapia Intensiva; UTQ: Unidade de Terapia de Queimados;

Enf:

enfermaria; Clin Vasc: clinica vascular; STB: Secrecao traqueobrénquica; R: Resistente; S: Sensivel;
ND: ndo determinado; NE: ndo especificado.

MALDI-TOF MS

A confirmagéo da identificacdo bacteriana dos isolados de A. baumannii foi

realizada através da técnica de lonizacado/Dessor¢cdo de Matriz Assistida por

Laser — Tempo de V6o/Espectrometro de Massa (MALDI-TOF MS). A extracao



das proteinas ribossomais foi realizada apds cultivo bacteriano em &agar
MacConkey (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), segundo as recomendacdes do
fabricante (MALDI Biotyper® Protocol Guide Edition 2, 2014 BRUKER). ApoGs o
processamento as amostras foram introduzidas no espectrometro de massas
Microflex LT (Bruker Daltonics, Alemanha), e identificadas pelo MALDI Biotyper
RTC3. 3 (Bruker Daltonics, Alemanha).

Extracdo do DNA total

O DNA total dos isolados de A. baumannii foi obtido utilizando o Kit Wizard
Genomic DNA purification (Promega), segundo instrucdes do fabricante. O DNA
obtido foi quantificado e analisado quanto ao grau de pureza utilizando o
NanoDrop 2000.

Determinacado da presenca dos genes de viruléncia

A presenca dos genes de viruléncia pilA, csug, ompA e basC foi determinada
através da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) utilizando os
primers descritos na tabela 2. As reacdes de PCR foram realizadas
individualmente para cada gene utilizando um volume total de 25ul por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 20ng/pl, 1U da enzima Tag DNA
polimerase (INVITROGEN), 0,5ul de cada desoxirribonucleotideo trifosfato a 200
MM (GeHealthcare), 0,75 ul de MgClz a 1,5 mM, 1ul de cada primer a 15 pmol/ul,
aléem de 2,5 pyl de tampao (10x). As amplificacbes foram realizadas em
termociclador (Biometra), utilizando a seguinte ciclagem: 5 minutos a 96°C para
desnaturacao, seguido de 35 ciclos consistindo cada ciclo de 1 minuto a 96°C
para desnaturacdo, um minuto a 59°C (gene pilA), 57°C(gene csukE e ompA) e
58°C (gene basC) para anelamento dos primers, acrescido de um minuto a 72°C
para extensdo. Apds os 35 ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de
10 minutos a 72°C.
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Determinacado da presenca dos genes de resisténcia
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A determinacdo dos genes de resisténcia foi realizada através de PCR

utilizando os primers descritos na tabela 2. A metodologia empregada nas

amplificacbes dos genes de resisténcia foi a mesma utilizada nas amplificacbes

dos genes de viruléncia, alterando apenas a temperatura de anelamento referente

a cada gene analisado, incluindo 59°C para o gene blaoxa-s: ike, 56°C para o

blaoxa-23 iike, 58 °C para blaoxa-143 iike, 54 °C para blamp, 63°C para o0 blaviv, 66°C

para o blakec, 63°C para blactx-m e 62°C para o ISAbal).

Tabela 2. Primers utilizados neste estudo para determinar por PCR a presenca dos genes de resisténcia

e viruléncia presentes em isolados de A. baumannii.

Gene

basC

ompA

pilA

cSukE

blaoxa-s1 like

blaoxa-23 like

blaoxa-143 like

ISAbal

blakrc

blamp

blavim

blactx-m

Nome do
Primer

basC F
basC R
OmpAF
OmpAR
pilAF
pilAR
CsuEF
CsuER

OXA-51-iike F
OXA-s1ike R

OXA-23-iike F
OXA-23-iike R

OXA-143-ike F
OXA-143-ike R

ISAbala
ISAbalb

KPC 1F
KPCR

IMP-DIA-F
IMP-DIA-R

VIM-DIA-F
VIM-DIA-R

CTX - MA1
CTX — MA2

Sequéncia (5'- 3')
CATTCAGCGGAGTTTGCA
CGATTCAACTTCGCAGCT
CAATTGTTATCTCTGGAG

ACCTTGAGTAGACAAACGA
GGCAATTGCGATTCCTGCTT
TGCAGCTGAACCATTAGCGA

ATGCATGTTCTCTGGACTGATGTTGAC
CGACTTGTACCGTGACCGTATCTTGATAAG

TAATGCTTTGATCGGCCTTG
TGGATTGCACTTCATCTTGG

GATCGGATTGGAGAACCAGA
ATTTCTGACCGCATTTCCAT

TGGCACTTTCAGCAGTTCCT
TAATCTTGAGGGGGCCAACC

ATGCAGCGCTTCTTTGCAGG
ATGATTGGTGACAATGAAG

GCTACACCTAGCTCCACCTTC
TATTTTTCCGAGATGGGTGAC

GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC
GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT

CAGATTGCCGATGGTGTTTGG
AGGTGGGCCATTCAGCCAGA

SCSATGTGCAGYACCAGTAA
CCGCRATATGRTTGGTGGTG

Amplicon
(pb)

405

952

138

580

353

501

149

389

371

364

523

543

Referéncias

DORSEY et al., (2004)

TURTON et al. (2007)

Proposto neste estudo

TURTON et al. (2007)

WOODFORD et al.(2006)

WOODFORD et al.(2006)

HIGGINS, LEHMANN, SEIFERT,

(2010)

MUGNIER et al., 2009

MOLAND ( 2003); YIGIT et al.

(2001)

DONG et al. (2008)

DONG et al. (2008)

SALADIN et al., 2002




Eletroforese em gel de agarose

Para a visualizagdo os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose a 1,5% e corados com 2yl de Blue green (LGC Biotecnology).

Sequenciamento de DNA

Os genes de resisténcia e viruléncia de isolados representativos foram
sequenciados (119, 113, 338, 570 e 808), utilizando os iniciadores descritos na
tabela 2. Para sequenciamento os amplicons foram purificados utilizando o
PureLink PCR Micro Kit (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante.

O sequenciamento dos produtos de PCR foi realizado com amostras de
DNA fita dupla, através do método de terminacdo de cadeia de
desoxirribonucleotideo (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). A andlise das
sequéncias de DNA e o alinhamento multiplo foi realizada utilizando os programas
DNAstar e BLAST no National Center for Biotechnology Information website
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

As sequéncias dos genes blaoxa-s1 iike, blaoxa-23 iike, blaoxa-143 iike, ISAbal,

csukE, ompA e BasC estao disponiveis no Genbank database.

Eletroforese em Campo Pulsatil (PFGE)

Os 37 isolados de A. baumannii foram submetidos a avaliacdo do
polimorfismo genético por PFGE, segundo o protocolo descrito Seifert et al., 2005,
utilizando a enzima de restricdo Apal (New England Biolabs, Inc). Os padrdes do
gel de PFGE foram comparados visualmente de acordo com critérios
estabelecidos por Tenover et al. (1995). A comparacao foi realizada utilizando-se
o coeficiente de similaridade de Dice e dendograma formado pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), com o software
BioNumerics versao 6.6, Applied Maths. Otimizacao: 0,8%, Tolerancia 1,5%.

61



Resultados

Isolados Bacterianos

Todos os isolados do complexo A. baumannii utilizados neste trabalho
tiveram sua identificacdo confirmada em sua totalidade como pertencentes a
espécie A. baumannii através da técnica do Maldi-TOF e da verificacdo da
presenca do gene blaoxa-siike, gene intrinseco e naturalmente encontrado no

cromossomo dessa espécie bacteriana.

Eletroforese em Campo Pulsatil (PFGE)

A analise da similaridade genética dos isolados de A. baumannii inclusos
neste estudo foi realizada a partir da constru¢cdo de um dendograma que permitiu
agrupa-los em 7 genotipos distintos, apresentando similaridade genética > 80%
aproximadamente, sendo denominados A (n=7), B (n=15), C (n=1), D (n=4), E
(n=2), F (n=7) e G (n=1) (Figura 1), onde os clusters A, B, D, E e F apresentaram
distintos subtipos.

Foi possivel observar que o subtipo B3, considerado como indistinguivel, foi
encontrado disperso no hospital A (duas amostras, isoladas em setores distintos)

e hospital B (um isolado).
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Figura 1. Polimorfismo genético de isolados de A. baumannii de pacientes atendidos em 2
hospitais de Recife - PE, detectado através de eletroforese em campo pulsado (PFGE) apés
digestdo do DNA cromossdmico com endonuclease de restricdo Apal.



Determinacdo da presenca e sequencia dos genes de resisténcia e

viruléncia

Todos os isolados de A. baumannii analisados apresentaram o gene de
resisténcia blaoxa-si-ike. O gene blaoxa-2sike foi encontrado em apenas cinco
isolados (13,51%), obtidos em apenas um hospital estudado, a partir de sitios
corporais e setores hospitalares diferentes, tanto de IRAS como de colonizacao.
Particularmente, o gene blaoxa-143-ike apresentou grande disseminacdo entre os
isolados analisados, estando presente em aproximadamente 73% dos isolados
obtidos em ambos hospitais, a partir de sitios corporais e setores hospitalares
diferentes, tanto de IRAS como de colonizagdo. O elemento de inser¢ao ISAbal
estava presente em aproximadamente 92% dos isolados obtidos nos dois
hospitais analisados. Os genes blape, blaviv, blakec e blactx-m ndo foram
detectados em nenhum isolado de A. baumannii. Todos os isolados apresentaram
0s quatro genes de viruléncia pesquisados, incluindo pilA, csuE, ompA e basC,
com excecao do isolado 829 que ndo apresenta o gene csukE (Tabela 3). O
sequenciamento dos genes analisados nos isolados representativos confirmou a
amplificagdo de todos os genes de resisténcia e viruléncia analisados neste

estudo.
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Tabela 3. Perfil de resisténcia e viruléncia dos isolados de Acinetobacter baumannii inclusos neste estudo.
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B-lactamases Metalo-B- Genes de Viruléncia
Hospital | Isolados Perfil de Resisténcia PFGE blaoxa-s1 l?II::xSA-e I?Jlea:xxa- blakec | ISAbal bII:SLamaE?;Mp CsuE | ompA basC pilA
A 45 CTX, CPM, CAZ, CIP, GM, IMI, MEM, PRL B11 + 1:-3 2-3 - + - - + + + +
A 113 CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,MEM, PRL Bs + - - - + - - + + + +
A 119 CFX, CFX/AX, MEM C + - - - - - - + + + T
A 123 CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, IMI, MEM B1 + - - - + - - + + + +
A 136 SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, GM, D2 + - + - + - - + + + +
IMI, MEM, PRL

A 165 AMOJ/AC, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL A + + - - + - - + + + +
A 248 CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, MEM, PRL Bo + + - - + - - + + + +
A 253 CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, GM, IMI, A1 + + - - + - - + + + +
A 281 SAM, CTX, CPM, C'\;I\I;!\A(’ZIP, IMI, MEM, PRL B2 + + - - + - - + + + +
A 322 CTX, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, LEV, Bs + - - - + - - + + + +
A 325 CTX, CAZ, CRO, CFX[\IEII:-X/AX, CIP, COL, LEV, Bs + + - - + - - + + + +
A 349 SAM, CTX, CPM, CAZ’,\ICFZ-II—P, GM, IMI, MEM, PRL E + + + - + - - + + + +
A 390 SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL Bs + + - - + - - + + + +
A 468 SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL F + + - - + - - + + + +
A 486 CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL F2 + + - - + - - + + + +
A 513 CTX, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, LEV, NFT F2 + - - - + - - + + + +
A 516 AK, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL B4 + + - - + - - + + + +
A 563 CTX, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, IMI, F + + - - + - - + + + +

LEV, NFT
A 578 CTX Bs + - B R _ - ¥ ¥ ¥ +
A 781 CPM, CAZ, CRO, CFX, CEX/AX, CIP, GM, IMI, D + - + - ¥ - - n ¥ ¥ ¥
A 799 SAM, CPM, CAZ, CRCI\)/I,ECNIIZX, CEX/AX, CIP, GM, D1 + - + - + - - + + + +

IMI, MEM
A 808 SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX, XFX/AX, CIP, GM, D2 + - + - + - - + + + +

IMI, MEM
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829

CAZ, CRO, CFX, CEX/AX, CIP, COL, IMI, LEV, NFT

931

AK, SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, MEM, PRL

B1o

1000

SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL

Bs

1188

SAM, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL

> > > > >

4076

AK, CTX, CPM, CRO, CIP, GM, IMI, LEV, MEM,
PRL, TN, TS

oe]

24

CPM, CAZ, CRO, CIP, GM, IMI, MEM

o]

54

AK, SAM, CPM, CAZ, CRO, CIP, COL, GM, IMI,
MEM

55

CPM, CAZ, CRO, CIP, GM, IMI, MEM

60

CPM, CAZ, CRO, CIP, IMI, MEM

o]

298

CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, GM, IMI,
MEM

307

CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, IMI, MEM

F1

338

CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, IMI, MEM

F1

379

AK, CPM, CAZ, CRO, CIP, GM, IMI, MEM

Ei1

412

CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, IMI, MEM

B

+

+

+

+

+

+

W W W W| @

570

SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, GM,
IMI, MEM

Bs

+

+

+

+

+

+

IMI, Imipenem; MEM, Meropenem; CPM, Cefepima; CAZ, Ceftazidima; CTX, Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; AK, Amicacina; GM, Gentamicina; TN, Tobramicina; TS,

Trimetoprim-Sulfametoxazol; COL, Colistina; PRL, Piperaciclina; SAM, Ampicilina-Sulbactam; CIP, Ciprofloxacino; LEV, Levofloxacino; AMO/AC, Amoxicilina/Acido

Clavulanico; CFX, Cefuroxima; CFX/AX, Cefuroxima/Axetil; NFT, Nitrofurantoina.
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Discussao

O reconhecimento de A. baumannii como patégeno MDR capaz de sobreviver
em ambientes hostis por ser resistente a dessecacdo, vem sendo cada vez mais
consolidado cientificamente. Esta caracteristica é ainda agravada pela habilidade
desta espécie bacteriana em acumular determinantes genéticos de resisténcia e
viruléncia, devido sua competéncia natural para aquisicdo de material genético,
possibiltando a permanéncia desse patdbgeno no ambiente hospitalar,
particularmente em UTIs, por serem ambientes favoraveis a surtos (EIJKELKAMP et
al., 2011; AGODI et al., 2014).

A dificuldade no controle da transmissao de isolados de A. baumannii MDR,
dentro e entre hospitais, tem se tornado um fardo para o monitoramento das
infeccdes causadas por esse patdogeno (CHANG et al., 2013). Neste estudo, foi
possivel detectar isolados, pertencentes a um mesmo genétipo, em setores
diferentes de um mesmo hospital, assim como, isolados indistinguiveis
geneticamente obtidos em estabelecimentos de saude distintos, independente a que
sitio de infeccdo foram obtidos. Estes dados sugerem disseminacado intra e inter-
hospitalar de isolados de A. baumannii com o mesmo padrdo genético em Recife-
PE.

A disseminagéo inter-hospitalar de isolados de A. baumanni tem sido relatada
em outros estudos. No trabalho de Atrouni et al. (2016) isolados de A. baumannii
com padrdo genetico indistinguivel foram obtidos de unidades de saude distintas,
indicando uma possivel transmissdo inter-hospitalar. Mahamat et al. (2016),
realizaram o primeiro estudo com dados clinicos e moleculares de isolados de A.
baumannii num hospital da Guiana Francesa, onde seis perfis de PFGE foram
encontrados, sugerindo uma disseminacao clonal e possivelmente uma endemia de
A. baumannii resistente a carbapenémicos na UTI desta instituicdo hospitalar.

O desafio no tratamento de infecgcbes por A. baumannii é atribuido
principalmente a classe de enzimas oxacilinases, que possuem habilidade de
hidrolisar carbapenémicos, com a transferéncia desses genes atraves de
transposons, possibilitando a predominancia deste mecanismo de resisténcia em
isolados de A. baumannii assim como de Enterobacteriaceae (EVANS, AMYES,
2014). As enzimas OXA quando super expressas devido a presenca do elemento de

insercdo, ISAbal, um forte promotor transcricional, adquirem um potencial de
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resisténcia a carbapenémicos aumentado (TURTON et al., 2006; HOWARD et al.,
2012; VALI et al., 2015). No presente trabalho 94% dos isolados de A. baumannii
apresentaram o elemento de insercdo ISAbal, encontrados tanto em isolados que
possuiam um unico gene codificante de oxacilinase (blaoxa-si-ike), COMO NOS que
apresentavam também outros genes (blaoxa-143-ike €/0U blaoxa-23-like).

Em nossos estudos, todos os isolados de A. baumannii apresentaram o gene
blaoxa-s1-like, corroborando com a realizacdo da deteccdo desse gene como
ferramenta auxiliar para a confirmacdo desta espécie bacteriana (HOWARD et al.,
2012, ELABD et al., 2015, AHMED et al., 2016). No entanto, o aparecimento de
plasmideos carreando os genes ISAbal-blaoxa-si-ike em Acinetobacter nosocomialis
colocam em duvida a utilizacdo da deteccdo do gene blaoxa-si-ike COMoO ferramenta
para diferenciar A. baumannii de outras espécies do complexo Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii (LEE et al., 2012).

As B-lactamases de classe D (CHDLs) como OXA-23, OXA-24, OXA-58,
OXA-143 e OXA-235 estdo relacionadas a resisténcia a carbapenémicos, além das
carbapenemases de classe B e A (ATROUNI et al.,2016). Neste estudo, detectamos
a presenca dos genes blaoxa-2s-ike € blaoxa-143-iike, €ntre 0s isolados analisados, com o
gene blaoxa-143-ike particularmente presente em mais de 70% dos isolados, obtidos
em ambos hospitais analisados, sendo encontrado também associado a mais um
gene codificante de oxacilinases com atividade carbapenemase, 0 blaoxa-23-ike. EStes
dados demonstram uma grande disseminacdo de genes de resistencia entre 0s
isolados analisados, obtidos de diferentes setores e unidades hospitalares,
envolvidos com IRAS ou obtidos a partir de colonizagéo.

Um dos principais fatores de viruléncia presentes na maioria dos isolados de
A. baumannii, é relacionado a capacidade de formar biofilme proporcionando uma
maior permanéncia dessa bactéria em ambientes hospitalares e resisténcia a
antibidticos, exigindo uma variedade de determinantes de viruléncia para sua
formagdo (LONGO, VUOTTO, DONELLI, 2014; THUMMEEPAK et al., 2016). A
presenca dos genes csuC e csuE, que pertencem a loci bacteriano relacionado com
a secrecdo e montagem de pili, estdo envolvidos no processo inicial que leva a
formacao de biofilme em cepas ATCC 19606 de A. baumannii (TOMARAS et al.,
2003). No trabalho de Gurung et al. (2013), isolados de A. baumannii que
produziram biofilmes foram mais resistentes a antimicrobianos do que isolados néo

produtores. No entanto, nos estudos de Espinal, Marti e Vila (2012), cepas
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formadoras de biofilme foram menos resistentes a quase todos os antimicrobianos
do que as cepas que ndo formaram biofilme, sendo estas Ultimas resistentes a
piperacilina, ceftazidima, cefepima, ciprofloxacino, gentamicina e tobramicina. Os
isolados de A. baumannii deste trabalho, com exceg¢éo do isolado 829 apresentaram
0 gene csuE, podendo serem envolvidos na constituicdo do sistema pili e
consequente na formacdo de biofilme, uma vez que a inativacdo do gene csuk
incapacita isolados bacterianos quanto a producdo de pili, por conseguinte,
aderéncia celular e formac&o de biofilme (ESPINAL, MARTI, VILA, 2012).

A expresséo de pili junto com a mobilidade “twitching” favorece a aderéncia
de A. baumannii a superficies abioticas e na formacdo de biofilme mais
precocemente (LUO et al., 2015). O sistema de pili tipo IV € constituido por muitas
proteinas sendo rearranjadas como apéndices nas superficies de muitas bactérias
gram-negativas. Inclui-se também o composto subunidade de pilina principal, pilA, e
de pilinas menores abundantes dentro do pilus (HARDING et al., 2013). Neste
estudo, todos os isolados de A. baumannii, apresentam o gene pilA, aumentando a
probabilidade de mobilidade deste patégeno, um fator adicional a patogenicidade
dessa espécie. Harding et al. (2013) observaram que a motilidade de superficie ndo
depende, necessariamente, dos produtos do genes envolvidos na formagéo do pili
tipo IV. Clemmer et al. (2012), observaram que a inativacdo de alguns genes
diminuiram a motilidade e, esses genes nao faziam parte do sistema de pili tipo 1V,
guestionando a existéncia de um outro mecanismo.

Um dos fatores de viruléncia mais bem caracterizados em isolados de A.
baumannii é a proteina OmpA, a proteina de superficie mais abundante neste
patdogeno estando envolvida em varios processos, incluindo inducdo a apoptose
celular, aderéncia e invasao a células epiteliais, auxilio a permanéncia e crescimento
do isolado em soro humano alem de contribuicdo para sobrevivéncia dos isolados de
A. baumannii através da formacéao de biofilme, podendo servir como alvo estratégico
para o0 combate a patogénese de A. baumannii (HOWARD et al., 2012;
MCCONNELL et al.,, 2013). Neste estudo todos os isolados de A. baumannii
apresentam o gene ompA.

A competéncia de isolados de A. baumannii para colonizar e invadir
hospedeiros humanos indicam que esses isolados conseguem adquirir elementos
essenciais, como o ferro, durante o processo de infecgcao (DORSEY et al., 2004). Na

escassez de ferro, as bactérias produzem e secretam quelantes altamente
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especificos para o ion ferro, os sideréforos. Um dos sideroforos produzidos por A.
baumannii € a acinetobactina (MIHARA et al.,2004). Bactérias patogénicas,
geralmente, abrigam em seu genoma genes envolvidos na biossintese e captacéo
de sideroforos, onde seus produtos sdo diretamente relacionados a viruléncia
dessas bactérias. No sistema de aquisicdo de ferro, a primeira etapa é a biossintese
da acinetobactina, realizado pelas proteinas codificadas pelos genes basA, basB,
basC, basD, basF, basG, basH, basl, and basJ (EIJKELKAMP et al., 2011, HASAN,
CHOI, OH, 2015). Neste estudo, todos os isolados de A. baumannii possuem o gene
basC.

A grande maioria dos isolados apresentaram todos 0s genes de viruléncia
pesquisados com pelo menos dois genes de resisténcia relacionados a producédo de
oxacilinases, além do elemento de insercao ISAbal. Apesar da similaridade genética
guantos aos genes de resisténcia e viruléncia analisados neste estudo, os isolados
obtidos em setores de isolamento diferentes a partir de colonizacdo e sitios de
infeccdo diversos, puderam ser agrupados em sete clusters a partir dos padrées de
PFGE obtidos. Adicionalmente, foi possivel identificar isolados geneticamente
indistinguiveis em diferentes setores do mesmo hospital, assim como em unidades
hospitalares diferentes, demonstrando uma ampla disseminacdo tanto de genes de
resisténcia e viruléncia entre ambientes e unidades hospitalares diferentes, como
também de isolados geneticamente indistinguiveis, carreando importantes genes de
resisténcia e viruléncia.

O controle de IRAS causadas por isolados de A. baumannii MDR é
relacionado a vigilancia molecular local visando estabelecer conhecimento que
permita evitar a transferéncia de material genético entre patdbgenos endémicos
(ELABD et al., 2015). Os resultados obtidos no presente estudo demonstram uma
ampla disseminacdo de genes de resisténcia e viruléncia entre isolados de A.
baumannii em Recife-PE, além de uma grande disperséo clonal destes isolados em
ambos hospitais analisados e em seus diferentes setores. Este trabalho ressalta a
importancia do estudo epidemiologico de isolados de A. baumannii que sao
responsaveis por IRAS, permitindo a avaliacdo quanto a disseminagcdo desses
patdogenos em unidades distintas, além do conhecimento dos mecanismos de
resisténcia e viruléncia presentes nesses isolados, possibilitando melhoria no

direcionamento da escolha terapéutica no combate a infec¢cdes causadas por A.
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baumannii e do alerta aos setores de vigilancia hospitalar para futuras politicas de

controle de infec¢cbes hospitalares mais rigorosas
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ARTIGO 2 — Submetido a Journal of medical microbiology

Expressao de genes de viruléncia em isolados multidroga-resistentes de

Acinetobacter baumannii submetidos a colistina e meropenem
Introducao

Isolados de Acinetobacter baumannii possuem resisténcia intrinseca a varias
classes de antimicrobianos, com notavel habilidade em adquirir varios determinantes
de resisténcia a antibidticos, tornando esta espécie um dos maiores desafios para o
éxito das terapias atuais (HENRY et al., 2015; DOI, MURRAY, PELEG, 2015). Com
a escassez de novas drogas para o tratamento de infeccbes causadas por bactérias
gram-negativas, as infec¢cdes causadas por A. baumannii multidroga resistente
(MDR) sao de grande preocupacdo pela dificuldade no tratamento, além da
existéncia de relatos do crescimento de resisténcia em isolados de A. baumannii
extensamente resistentes a drogas (XDR) e pan-resistentes, principalmente em
unidades de terapia intensiva (LOPEZ-ROJAS et al., 2011; HENRY et al., 2015;
LAISHRAM et al., 2016).

Com o passar dos anos 0 aumento da aquisicdo de mecanismos de
resisténcia a varias classes de antibioticos disponiveis por isolados de A. baumannii,
resultou na eliminagdo dos [-lactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas e
aminoglicosideos, acarretando escassez de opc¢des terapéuticas eficazes para o
tratamento de infec¢bes causadas por A. baumannii. (BUSH, 2012; CAl et al., 2012;
EVANS, HAMOUDA, AMYES, 2013; LANNAN et al.,, 2016). Quando o tratamento
com carbapenémicos e aminoglicosideos ndo sao eficazes, as polimixinas sdo a
opcao terapéutica indicada, incluindo a polimixina B e a colistina (ZAVASCKI et al.,
2007; NATION, LIN, 2009; CHEAH et al.,, 2016 ), permanecendo como ultimo
recurso para tratamento de infeccfes causadas por A. baumannii MDR (BISWAS et
al, 2012; OLAITAN, MORAND, MARCROLAIN, 2014). No entanto, a monoterapia
utilizando colistina pode levar ao rapido surgimento de resisténcia em patdégenos
gram-negativos, incluindo A. baumannii (TAN; LI; NATION, 2007; HENRY et al.,
2015). Dentre varias recomendacoes e diretrizes mundiais quanto a esta situacao,
vem sendo proposto o uso de combinacdes efetivas de antimicrobianos (BUSH et
al., 2011), possibilitando o uso associado de diferentes classes de antimicrobianos
incluindo meropenem e colistina (ZUSMAN et al., 2013; PAUL et al., 2014,
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LENHARD et al., 2016). A recomendacao do tratamento dessas infec¢cdes consiste
na utilizagdo de uma dose farmacocineticamente otimizada de colistina com ou sem
uma segunda droga, geralmente um carbapenémico, tigeciclina ou sulbactam (DOI,
MURRAY, PELEG, 2015).

Devido ao escasso numero de antimicrobianos em dltima etapa de
desenvolvimento clinico, brevemente nenhuma opc¢éo terapéutica para tratamento
de infec¢des reincidivantes por diversos patégenos MDR, incluindo A. baumannii,
estara disponivel (CHEAH et al., 2016).

Além da resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos isolados
bacterianos MDR podem apresentar fatores de viruléncia que possibilitam a sua
sobrevivéncia mesmo quando submetidas ao tratamento com antimicrobianos. Ja
tem sido descrito na literatura varios fatores de viruléncia em isolados de A.
baumannii, entre eles, aumento da capacidade de formac&o de biofilme em
superficies abiodticas, motilidade, captacdo de elementos genéticos moveis,
tolerancia a dessecacdo, sobrevivéncia por longos periodos de tempo em
superficies e equipamentos hospitalares e protecdo ao estresse a capsula
polissacaridica (EIJKELKAMP et al., 2011; ESPINAL, MARTI, VILA, 2012; EVANS,
HAMOUDA, AMYES, 2013; ALIRAMEZANI et al., 2016).

A formacao de biofilme é um dos mais importantes fatores de viruléncia para
as bactérias. O biofilme é constituido por uma matrix polimérica que envolve as
bactérias e esta associado com a sobrevivéncia, viruléncia e comunicagao
bacteriana, contribuindo para sua protecdo em ambientes hostis durante infeccéo ao
hospedeiro e também possibilitando sua permanéncia em superficies abibticas
(ESPINAL, MARTI, VILA, 2012; LUO et al., 2015). Funciona também como um
mecanismo de evasdo das bactérias a resposta imune do hospedeiro (BREIJ et al.,
2009). Em A. baumannii, o estagio inicial para a formacéo de biofilme em superficies
abidticas depende da formacdo do pili, codificado pelo complexo de proteinas
chaperonas csuA/BABCDE, controlado pelo sistema regulatério de dois
componentes codificados pelos genes bfmS e bfmR, onde a expressdo do operon
csu e a expressao dos genes csuC e csuE estdo envolvidos na aderéncia inicial a
superficies durante a formacéo de biofilme (LUO et al., 2015; LANNAN et al, 2016).
O estudo de Liou et al. (2014) foi o primeiro a demonstrar que a inativacdo do gene

bfmS na cepa ATCC 17978 de A. baumannii resultou na formagéo deficiente de
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biofilme em superficies abidticas, na redugcdo de aderéncia a células eucarioticas e
na sensibilizacdo a morte sérica.

Com habilidade para se proteger dos fatores de agressdo externos como:
variacbes de temperatura, pH, osmolaridade, exposicdo a compostos toxicos e
estresse oxidativo, as bactérias gram-negativas impulsionam o desenvolvimento de
mecanismos de resposta a esses estimulos através do sistema de regulagéo
BaeSR, facilitando mudancas na expressdo génica (LEBLANC et al., 2011). Sua
principal funcdo é a super expressao da bomba de efluxo em resposta a agentes
gue danificam o envelope bacteriano (LEBLANC et al., 2011; LIN et al., 2015).

Considerando que a efichAcia de um ou de uma combinacdo de agentes
antimicrobianos é relacionada ndo s6 a sua atividade bactericida ou bacteriostatica
mas também ao impacto na expressdo da viruléncia bacteriana e assim na fase
inicial e de manutencdo da infeccdo, o presente estudo verificou a expressdo dos
genes baeS, bfmS e csuE quando submetidos ao tratamento in vitro com

meropenem e colistina isoladamente e em combinacéo.

METODOLOGIA

Isolados bacterianos

Os isolados de A. baumannii analisados neste estudo foram selecionados
guanto aos seguintes critérios: pertencerem a perfis genéticos distintos (PFGE),
presenca de um ou mais genes de resisténcia para B-lactamases; presenca do
elemento de insercdo ISAbal; e presenca dos genes de viruléncia csuk, baeS e
bfmS. Trés isolados foram entdo selecionados, os quais foram obtidos por demanda
espontanea de dois hospitais publicos da cidade de Recife/PE, nos anos de 2013 e
2014 (Dados nao publicados).

Tabela 1. Perfil de resisténcia e viruléncia dos isolados de A. baumannii analisados deste estudo.

Isolado Hospital PFGE Viruléncia Resisténcia

54 B A3 CSUE, ompA, basC, pilA, baeS, bfmS blaoxa-s1-ike, blaoxa-143-ike, ISAbal
113 A B5 csuk, ompA, basC, pilA, baeS, bfmS blaoxa-s1-ike, ISAbal
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808 A D2 cSuE, ompA, basC, pilA, baeS, bfmS blaoxa-s1-ike, blaoxa-23-ike, ISAbal

Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

As concentracgfes inibitérias minimas (CIM) dos isolados bacterianos de A.
baumannii para o meropenem e a colistina foram determinadas pelo teste de
microdiluicdo em caldo, utilizando caldo Mueller-Hinton cation ajustado, utilizando a
cepa de referencia ATCC 25922 de Escherichia coli como controle de qualidade,

segundo recomendacdes e critérios interpretativos do CLSI, 2013.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Trés isolados selvagens e a cepa ATCC 19606 de A. baumannii foram
submetidos a sub-CIMs de meropenem e colistina, isoladamente e em associacao,
por 6 horas, de acordo com a CIM apresentado por cada isolado bacteriano (tabela
2). Cada experimento tinha um controle de cada isolado nas mesmas condi¢gdes sem
a presenca dos antimicrobianos. O RNA total foi extraido segundo protocolo descrito
por Sambrook; Russell, 2001. A concentracdo do RNA foi determinada em Nanodrop
2000 e a integridade e pureza por eletroforese em gel de agarose 1%. O RNA
extraido foi tratado com DNAse (SIGMA ALDRICH) segundo instru¢cdes do
fabricante. A sintese do cDNA foi realizada utilizando a enzima Transcriptase
Reversa M-MLVRT (200 U/ul) (PROMEGA) e Randon Primer (0,5 ug/ul)
(PROMEGA), segundo instru¢des do fabricante.

Tabela 2 — CIM, Sub-CIM e expressdo dos genes de viruléncia, csuk, bfmS e baeS em isolados de
Acinetobacter baumannii

Meropenem Colistina Associagéo
Isolados Expressao Expressao Expressao
CIM scC MIC  SM
csuE bfmS baeS csuE bfmS baeS csuE bfmS baeS
808 64 8 06 N 127 16 1 NN N 69 37 NI 214
>4 64 8 NI NI NI 4 1 0,75 533 31 NI NI 1,96
113 2 025 -1,3 44 NI 2 025 N 96 N N 26 009
ATCC
19606 125 0,0625 -0,59 NI NI 2 05 NI NI NIl 32 413 NI

Fonte: Autor, 2016; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; SC: Sub-CIM; NI: N&o interferiu

siginficativamente.
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Determinacdo da expressédo dos genes de viruléncia pela técnica de RT-gPCR

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas utilizando o SYBR Green RT-PCR
Kit (Applied Biosystems) utilizando primers especificos para cada gene alvo
analisado, incluindo o csuE, bfmS e baeS (tabela 3). O gene gyrB foi escolhido como
gene de referéncia para todas as reacdes de RT-gPCR uma vez que apresentou a
menor variabilidade entre as condicfes testadas. Reacbes sem Transcriptase
Reversa foram utilizadas como controles negativos, sendo consideradas negativas
as reacdes com dez ciclos de diferenca das reagdes contendo a Transcriptase. As
curvas de melting foram utilizadas para verificar a amplificagdo de um fragmento
anico. As reacgfes foram realizadas em triplicatas técnicas e duplicatas biolégicas. O
método de expressao relativa foi utilizado para determinar os niveis de expresséo do
genes e a andlise dos dados foi realizada a partir do programa Series Rotorgene Q.
software 1.7 e a analise estatistica com o One Way ANOVA, seguido de teste de
Dunnett com p < 0.05. Os testes foram realizados utilizando o software GraphPad
Prism 5.0.

Tabela 3. Primers utilizados nas reacdes de RT-gPCR para andlise de expressdo dos genes de

viruléncia csuE, bfmS, baeS, e do gene normalizador gyrB.

Gene Primer Sequéncia de primers (5’— 3’) Amplicon (pb) Referéncias

CSuE csuE_F GCTTGGCTTTAGCAAACATGACC 194 Luo et al., 2015
csuE_R ATTGCCATCAGGCCCGCTA

bfmS bfmS F ACCGCCCGTAATCCGAAC 127 Luo et al., 2015
bfm_R TGAACTTATTCCACCGCCTTTA

baeS baeS F CATTCTTTCGATGAACACACTCTCA 133 Henry et al., 2015
baeS R CTTCAAATGGTTGATATTCCGAAGG

gyrB gyrB_F CGAGGGTGACTCAGCGGGTG 101 Henry et al., 2015
WBR  GCGCACGCTCAACGTTCAGG

rooB rpoB F AGTCACGCGAAGTTGAAGGT 188 Henry et al., 2015

rpoB R AGCACGCTCAACACGAACTA
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RESULTADOS

Determinacéo da Concentracéao Inibitéria Minima (CIM)

Os isolados analisados 54 e 808 apresentaram resisténcia ao meropenem,
enquanto o isolado 113 foi sensivel a este antimicrobiano. Em relag&o a colistina, o
isolado 113 apresentou-se sensivel, no entanto, os isolados 54 e 808
apresentaram-se resistentes. A cepa de referéncia ATCC 19606 de A. baumannii
apresentou sensibilidade ao meropenem e a colistina com MIC correspondente ao
intervalo proposto pelo CLSI, 2016 (tabela 3).
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Efeito dos antimicrobianos na expressao do gene bfmS

O meropenem néo interferiu na expressao do gene bfmS nos dois isolados
resistentes (54 e 808) e na cepa ATCC 19606 sensivel a este antimicrobiano. No
entanto, no isolado sensivel (113) aumentou 4,4 vezes a expressdo deste gene de
viruléncia em relacdo ao controle (Figura 1). A colistina aumentou em 5,33 e 9,6
vezes a expressdo do gene bfmS nos isolados 54 (resistente) e 113 (sensivel) de A.
baumannii, respectivamente. A colistina n&do interferiu na expressédo do gene bfmS
na cepa ATCC 19606 e no isolado 808 resistente a colistina.

A associacdo do meropenem e colistina aumentou a expressao do gene bfmS
nos isolados sensiveis 113 e ATCC 19606, em 2,6 e 4,13 vezes, respectivamente.
Este tratamento, no entanto, ndo interferiu na expressao do gene bfmS nos isolados
resistentes 808 e 54.

Figura 1. Expresséo relativa do gene bfmS apds submissdo aos antimicrobianos

meropenem, colistina e associacdo de meropenem e colistina.
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Fonte: Autor, 2017. Nota: Associacdo: meropenem + colistina. A expresséo relativa foi normalizada
com o gene gyr B. As barras representam Média + DP. Asterisco representa significancia estatistica

de p < 0.05.
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Efeito dos antimicrobianos na expresséo do gene baeS

O tratamento com meropenem nao interferiu na expressédo do gene baeS nos
isolados sensiveis e em um dos isolados resistentes a este antimicrobiano (54). No
entanto, o aumento de 1,27 vezes na expressao do gene baeS foi observado no
isolado resistente 808. O tratamento com a colistina induziu um aumento na
expressao do gene baeS nos isolados resistentes a esse antimicrobiano, ocorrendo
aumento de 6,9 vezes no isolado 808 e 3,1 vezes no isolado 54 em relacdo ao
grupo controle, ndo sendo, no entanto, observada alteracdo na expressao deste
gene nos isolados sensiveis a esse antimicrobiano (isolado 113 e cepa ATCC
19606). Quando submetidos a associacdo dos antimicrobianos meropenem e
colistina os isolados 808, 54 e a ATCC 19606 apresentaram aumento da expressao
do gene baeS, de 2,14, 1,96 e 0,9 vezes em relacdo ao grupo controle,
respectivamente. A associagdo dos antimicrobianos n&o alterou a expressao do

gene baeS em apenas um isolado analisado (113).

Figura 2. Expressao relativa do gene baeS apos submissdo aos antimicrobianos

meropenem, colistina e associacdo de meropenem e colistina.
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Fonte: Autor, 2017. Nota: Associa¢do: meropenem + colistina. A expresséo relativa foi normalizada
com o gene gyr B. As barras representam Média + DP. Asterisco representa significancia estatistica
de p < 0.05.
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Efeito dos antimicrobianos na expresséo do gene csukE

A submissao dos isolados ao meropenem diminuiu a expresséao do gene csuE
em 0,6, 1,3 e 0,59 vezes nos isolados 808, 113 e ATCC 19606, respectivamente,
nao interferindo no entanto, em um dos isolados resistentes (54). A colistina induziu
um aumento na expressdo do gene csukE de 0,75 vezes em um dos isolados
resistentes a este antimicrobiano (54), ndo alterando significativamente, no entanto,
a expressao deste gene de viruléncia nos demais isolados analisados. Quando
submetidos ao tratamento com associagcédo (mero+col), observou-se um aumento de
3,7 vezes na expressao do gene csuE no isolado 808 e 3,2 vezes na cepa ATCC
19606, mantendo-se inalterada a expressdo deste gene de viruléncia nos demais

isolados analisados.

Figura 3. Expressao relativa do gene csukE apds submissdo aos antimicrobianos

meropenem, colistina e associacao de meropenem e colistina.
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Fonte: Autor, 2017. Nota: Associacdo: meropenem + colistina. A expressao relativa foi normalizada
com o gene gyrB. As barras representam Média + DP. Asterisco representa significancia estatistica
de p < 0.05.
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DISCUSSAO

As infeccbes bacterianas sdo uma das principais causas de morte em todo o
mundo e a diminuicdo de opcodes terapéuticas aumenta 0s riscos associados aos
cuidados de saude basicos e cirurgias (KROGER et al.,, 2017). A emergéncia
continua de microrganismos fenotipicamente resistentes a multiplos antimicrobianos
traz um fardo econémico importante, levando a necessidade da introducdo de novos
antimicrobianos no mercado ou de novas estratégias terapéuticas, incluindo o uso
associado de antimicrobianos.

A eficacia clinica de um agente antimicrobiano €, no entanto, relacionada nao
s6 a atividade antimicrobiana, mas também ao impacto de seu uso ha expressao da
viruléncia bacteriana (STEVENS et al., 2007). Varios trabalhos vem demonstrando
alteracbes na expressao de genes de viruléncia importantes em espécies
bacterianas gram-positivas e gram-negativas de importancia meédica, incluindo
isolados de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e
Acinetobacter baumannii, quando submetidos a diferentes antimicrobianos utilizados
clinicamente (YUHAN et al., 2016; CARDOSO et al., 2016; REITER; LAMAS et al.,
2016; SAN'ANNA; D’AZEVEDO, 2014; OTTO et al., 2013), o que pode resultar na
alteracdo da patogénese bacteriana e consequentemente no agravamento ou
atenuacao do processo infeccioso (CARDOSO et al., 2016; STEVENS et al., 2007).

Neste estudo trés isolados clinicos e a ATCC 19606 de A. baumannii foram
analisados quanto a expressao dos genes de viruléncia csuk, bfmS e baeS, quando
submetidos a antimicrobianos de ultima escolha para tratamento de IRAS causadas
por isolados MDR, incluindo meropenem, colistina e a associacdo destes
antimicrobianos. Em nossas andlises apenas o tratamento com meropenem foi
capaz de diminuir a expressao de apenas um dos genes de viruléncia analisados, 0
csuk. A familia de genes csuA/BABCDE codificam proteinas chaperonas envolvidas
no sistema de secrecdo para producdo e montagem do pili bacteriano, o que
contribui para aumento de ades&o bacteriana em superficies bidticas e abioticas e
também nas etapas iniciais da formacdo de biofiime (EIJKELKAMP et al., 2011,
AZIZI et al., 2016). A diminuicdo da expressao do gene csuE, devido o tratamento
anico com meropenem em isolados de A. baumannii, sugere modulacdo deste gene

de viruléncia nos isolados analisados, o que poderia contribuir diminuindo o poder de



87

adesao bacteriana, e consequentemente, nas etapas iniciais do processo infeccioso
e formacao de biofilme. No entanto, a modulacédo deste gene de viruléncia nao foi
observada no uso associado do meropenem e colistina.

O tratamento de IRAS causadas por isolados MDR de A. baumannii
resistentes a carbapenémicos € comumente conduzido pelo uso associado de
agentes antimicrobianos, incluindo um carbapenémico e uma polimixina. O uso do
meropenem e da colistina vem sendo recomendado em alguns estudos, devido a
evidencias de sinergia na atividade antimicrobiana dos agentes utilizados
associadamente (CAIl et al.,, 2012; ZUSMAN et al., 2013; LENHARD; NATION;
TSUJI, 2016). Neste estudo a submissédo dos isolados a colistina, meropenem e a
associacdo destes agentes antimicrobianos foi capaz de modificar a expressao dos
trés genes de viruléncia estudados em relacdo ao controle, apresentando uma
tendéncia ao aumento da expressao dos genes estudados.

O sistema de dois componentes é um sistema de transducdo de sinal muito
importante para adaptacdo a mudancas drasticas e imediatas em condicbes
ambientais externas ou internas bacterianas (SUN et al.,, 2012). 0 BfmRS é um
sistema de dois componentes (TCS) encontrado em isolados de A. baumannii que
controla a formacao de biofiime e a morfologia celular. Através da regulacdo de
transcricdo, ativa a expressdo do sistema de montagem das chaperonas
responsaveis pela producédo de pili necessarios para a formacédo de biofilme (LUO et
al., 2015). Além de contribuir para a viruléncia bacteriana, o sistema BfmRS parece
também estar envolvido com a resisténcia bacteriana, onde a inativagdo do bfmS
poderia alterar os MICs para diferentes antimicrobianos, incluindo a ciprofloxacina e
0 imipenem (LIOU et al, 2014). Neste estudo, o tratamento com colistina,
meropenem e sua associacao foi relacionada ao aumento da expressdo do gene
bfmS na maioria dos isolados analisados, o que pode estar relacionado a
modificacdes bacterianas resultantes das alteragbes ambientais promovidas pela
presenca dos antimicrobianos, podendo alterar a resisténcia e a viruléncia
bacteriana.

Semelhante ao BfmRS, o TCS BaeSR pode detectar sinais ambientais e
assim responder alterando o envoltorio bacteriano respondendo nédo sO ao estresse
osmotico elevado mas também influenciando a susceptibilidade a antimicrobianos,
como a tigeciclina em isolados de A. baumannii, através da regulacdo positiva dos

genes da bomba de efluxo RND adeA e adeB, contribuindo também na eliminagéo
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de outros produtos quimicos (LIN;LIN;LAN, 2015). A expressao do gene baeS foi
significativamente aumentada na maioria dos isolados analisados quando
submetidos a colistina e a associacédo dos antimicrobianos. O aumento da expressao
do gene baeS foi anteriormente relatado em estudo recente, realizado por Henry et
al., 2015, onde os autores puderam relacionar ao aumento da expresséo deste gene
de viruléncia ao tratamento com a colistina, 0 que estaria relacionado ao aumento
simultaneo da expressdo de bombas de efluxo MacAB-TolC, MexB e AdelJK, as
quais provavelmente estdo sob controle e regulacédo do sistema BaeSR.

A colistina & o antimicrobiano mais eficiente no tratamento de A. baumannii
MDR in vivo, tem sido reintroduzido para tratamento de A. baumannii resistente a
carbapenémico (CAl et al., 2012; VELKOV et al., 2013; GIRARDELLO et al., 2017).
Apesar da atividade sinérgica de carbapenémicos e polimixinas ter sido
demonstrada em diferentes estudos in vitro (CAl et al., 2012; NI et al., 2015; VOURLI
et al., 2015; FAN et al., 2016), a associagao do meropenem e colistina neste estudo
nao foi relacionada a diminuicdo de expressédo dos genes de viruléncia analisados
em isolados resistentes ou sensiveis a estes antimicrobianos.

Com a realizacdo deste estudo pode-se demonstrar uma tendéncia ao
aumento da expressao dos genes de viruléncia csuk, bfmS e baeS apoés tratamento
in vitro com o meropenem, colistina e associacdo em isolados resistentes e
sensiveis a estes antimicrobianos, reforcando a necessidade de vigilancia quanto ao
tratamento de IRAS causados por A. baumnannii MDR mesmo em uso associado de

antimicrobianos.
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7 CONCLUSOES

Todos os isolados bacterianos do estudo foram identificados como A.
baumannii, distribuidos em sete padrdes genéticos distintos. Ainda,
constatou-se que trés isolados foram geneticamente relacionados
apresentando similaridade de 100%. Estes isolados pertenciam a hospitais
diferentes, sugerindo a existéncia de disseminagao inter-hospitalar.

A grande maioria do isolados de A. baumannii apresentaram 0s gene de
resisténcia blaoxa-si-ike, blaoxa-143iike € 0 elemento de insercdo ISAbal. Além
desses, 0 blaoxa-23ike foi encontrado em apenas cinco isolados. Também
pode-se observar na grande maioria dos isolados a presenca dos genes de
viruléncia basC, csukE, ompA e pilA. Dessa forma, pode-se constatar uma
grande disseminacdo de genes de resisténcia e viruléncia nos isolados de A.
baumannii oriundos de dois publicos do Recife/PE.

O tratamento in vitro com meropenem, colistina e associacdo destes
antimicrobianos foi relacionado a modificacdo da expressdo dos genes de
viruléncia csuk, bfmS e baeS, com tendencia ao aumento da expressao dos
mesmos, reforcando a necessidade de vigilancia quanto ao tratamento de
Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude causadas por A. baumannii

multidroga-resistente, mesmo em uso associado de antimicrobianos.
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Abstract

The aim of this study was to investigate clonal dissemination of resistance and
virulence genes in isolates of A. baumannii from two public hospitals in Recife,
Pernambuco, Brazil. For this, 37 multidrug-resistant (MDR) isolates of the A.

baumannii complex were obtained in these hospitals, from healthcare-associated
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infection (HAI) and through colonization. Molecular typing was done through PFGE.
The resistance genes (blaoxa-s1-iike, blaoxa-23-ike, blaoxa-14z-iike, blamp, blavim, blakec and
blacTx-m), the insertion element ISAbal and the virulence genes (basC, ompA, pilA
and csuE) were detected using the PCR and were confirmed through sequencing.
Seven PFGE patterns were identified among the A. baumannii isolates analyzed, and
three isolates found in both hospitals presented 100% similarity. The majority of the
isolates presented all of the virulence genes investigated, with at least two resistance
genes relating to B-lactamase production, along with the insertion element ISAbal.
The gene blaoxa-143-ike Was particularly present, in more than 70% of the isolates from
both of the hospitals. The results from this study showed that resistance and
virulence genes were widely disseminated in isolates of A. baumannii from these

hospitals, with clonal dispersion at both hospitals and in their different sectors.
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Abstract

The challenge in treating infections caused by isolates of Acinetobacter
baumannii is partly due to their capacity to express different virulence factors and to
acquire mechanisms for resistance to various classes of antimicrobial agents. This
has led to a search for new treatments, including combined use of these agents.
Because combined use of colistin and meropenem has been indicated as an option
for treating infections caused by multidrug-resistant isolates of A. baumannii, the

objective of this study was to determine the in vitro influence of colistin and
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meropenem separately and in combination, on the expression of the virulence genes
baeS, bfmS and csuE in A. baumannii isolates. Three multidrug-resistant clinical
isolates and the ATCC 19606 isolate of A. baumannii were used. Only meropenem
was capable of diminishing the expression of one of the virulence genes (csuE).
However, when meropenem was used in association with colistin, there was no
modulation of the expression of this virulence gene. Our results showed a tendency
towards increased expression of the virulence genes csuE, bfmS and baeS after in
vitro treatment of both resistant and sensitive A. baumannii isolates, with colistin and
meropenem separately and in combination. These results emphasize the need for
vigilance regarding treatment of healthcare-associated infection caused by multidrug-
resistant A. baumannii, even when these two antimicrobial agents are used in

combination.
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