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RESUMO

Acinetobacter spp. € um patdgeno essencialmente oportunista e estd envolvido em casos de
infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), mais frequentemente em pacientes
imunocomprometidos, bem como em pacientes internados em unidades de terapia intensiva,
queimados e em tratamento com quimioterapia antineoplasica. Os mais frequentes sitios de
infeccdo sdo o trato respiratorio, principalmente quando associado a ventilagdo mecanica, trato
urinario, corrente sanguinea, feridas e queimaduras. Os mecanismos que conferem resisténcia
a espécies bacterianas de Acinetobacter sdo diversos e podem ser divididos em trés grupos:
producéo de enzimas capazes de inativar a atividade dos agentes antimicrobianos, alteragdes ou
perda de porinas e aumento da expressdo de sistemas ativos de efluxo. Entretanto, oS
mecanismos de viruléncia presentes em bactérias do género Acinetobacter ainda néo sao claros.
Poucos fatores de viruléncia foram identificados e caracterizados neste género bacteriano, mas
sabe-se que os genes envolvidos na biossintese de pilus, capsula, sideréforos, fimbrias e
biofilme estéo presentes em vérios isolados clinicos de Acinetobacter, contribuindo para a sua
persisténcia no ambiente hospitalar e no estabelecimento e progressao da infeccdo. Portanto,
este trabalho teve como objetivo pesquisar determinantes genéticos de viruléncia e resisténcia
em isolado de Acinetobacter nosocomialis sensivel, além de determinar o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos, a ocorréncia dos sistemas de efluxo e seus reguladores
através de sequenciamento genémico dos isolados clinicos de Acinetobacter baumannii
multidroga resistentes, provenientes de pacientes internados em um hospital publico de
referéncia no tratamento do cancer na cidade de Recife, Pernambuco, durante o ano de 2014.
Foram selecionados para o estudo seis isolados de Acinetobacter, sendo um isolado de
Acinetobacter nosocomialis sensivel aos antimicrobianos e cinco isolados de Acinetobacter
baumannii multidroga resistente. Foram determinados os perfis de susceptibilidade ao
antimicrobianos pela concentragdo inibitéria minima (CIM) e realizado o sequenciamento
gendmico para a pesquisa dos determinantes genéticos de resisténcia e viruléncia. Nos cinco
isolados multidroga resistentes, os antimicrobianos com maiores taxas de resisténcia (83,3%)
foram ceftriaxona, ceftazidima, imipenem, meropenem e ciprofloxacina seguidos pelo
cefepime (66,6%), amicacina e gentamicina (50,0%). Os antimicrobianos mais ativos contra 0s
isolados de A. baumannii testados foram ampicilina/sulbactam, levofloxacina e polimixina B.
Em relagdo aos sistemas de efluxo foram encontrados genes que codificam as bombas das

familias MATE, RND e MFS nos isolados resistentes, além de outros mecanismos de



resisténcia associados como mutacdes nos genes gyrA e parC (QRDRs), e a presenca de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos, ambos detectados em nossos isolados. No
isolados de A. nosocomialis foram detectados genes que codificam ou contribuem para a
formacdo de alguns dos fatores de viruléncia que sdo associados a colonizacdo e
estabelecimento do inicio da infeccdo a exemplo de genes associados a formacao de pilus e
biofilme, além dos genes que codificam bombas de efluxo da familia RND, cefalosporinase,
aminoglicosideo fosfotranferase e gene de resisténcia a sulfonamidas. Este estudo ressalta a
importancia da investigacdo genética dos determinantes de resisténcia e viruléncia em isolados
clinicos de Acinetobacter sensiveis ou resistentes que, quando expressos conjuntamente, podem

dificultar o tratamento e consequentemente favorecer um mau prognostico para o paciente.

Palavras-chaves: Acinetobacter; resisténcia a maltiplos medicamentos; viruléncia.



ABSTRACT

Acinetobacter spp. is an essentially opportunistic pathogen and is involved in cases of health
care-related infections (IRAS), most often in immunocompromised patients, as well as in
patients admitted to intensive care units, burned and treated with antineoplastic chemotherapy.
The most frequent sites of infection are the respiratory tract, especially when associated with
mechanical ventilation, urinary tract, bloodstream, wounds and burns. The mechanisms that
confer resistance to bacterial species of Acinetobacter are diverse and can be divided into three
groups: production of enzymes capable of inactivating the activity of antimicrobial agents,
alterations or loss of porins and increased expression of active efflux systems. However, the
mechanisms of virulence present in bacteria of the genus Acinetobacter are still unclear. Few
virulence factors have been identified and characterized in this bacterial genus, but it is known
that genes involved in biosynthesis of pilus, capsule, siderophores, fimbriae and biofilm are
present in several clinical isolates of Acinetobacter, contributing to its persistence in the hospital
environment and in the establishment and progression of infection. The aim of this study was
to investigate genetic determinants of virulence and resistance in susceptible Acinetobacter
nosocomialis isolates, as well as to determine the susceptibility profile to antimicrobials, the
occurrence of efflux systems and their regulators through genomic sequencing of Acinetobacter
baumannii clinical isolates resistant multidrug antibodies from patients admitted to a public
referral hospital for cancer treatment in the city of Recife, Pernambuco, during the year 2014.
Six isolates of Acinetobacter were selected for the study, being an antimicrobial-sensitive
isolate of Acinetobacter nosocomialis and five isolates of Acinetobacter baumannii multidrug
resistant. Antimicrobial susceptibility profiles were determined by minimum inhibitory
concentration (MIC) and genomic sequencing was performed to investigate the genetic
determinants of resistance and virulence. In the five resistant multidrug isolates, the
antimicrobials with the highest resistance rates (83.3%) were ceftriaxone, ceftazidime,
imipenem, meropenem and ciprofloxacin followed by cefepime (66.6%), amikacin and
gentamicin (50.0%). The most active antimicrobials against A. baumannii isolates tested were
ampicillin / sulbactam, levofloxacin and polymyxin B. In the efflux systems, genes coding for
MATE, RND and MFS families were found in resistant isolates, as well as other mechanisms
associated with mutations in the gyrA and parC (QRDRs) genes, and the presence of
aminoglycoside modifying enzymes, both detected in our isolates. In the isolates of A.

nosocomialis, genes encoding or contributing to the formation of some of the virulence factors



associated with colonization and establishment of the onset of infection have been detected,
such as genes associated with pilus and biofilm formation, as well as the genes that encode
efflux pumps from the RND family, cephalosporinase, aminoglycoside phosphotranferase and
sulfonamide resistance gene. This study underscores the importance of genetic investigation of
the determinants of resistance and virulence in sensitive or resistant clinical isolates of
Acinetobacter that, when expressed together, can make treatment difficult and therefore favor

a poor prognosis for the patient.

Key-words: Acinetobacter; multiple drug resistance; virulence.
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1 INTRODUCAO

Acinetobacter spp. € um dos mais importantes patdgenos relacionados as infec¢des
hospitalares, pois sdo considerados micro-organismos oportunistas, necessitando de alguma
falha do sistema imune para causar infeccdo (SIMHON et al., 2001; RODRIGUEZ-BANO;
CISNEROS, 2002; PRASHANTH; BADRINATH, 2006; NWADIKE et al., 2014).

Uma caracteristica importante das espécies de Acinetobacter spp. é que estes possuem
propensdo a desenvolver resisténcia bacteriana rapidamente e a mesma esté associada a presséo
seletiva dos agentes antimicrobianos utilizados, limitando assim as opc¢0es terapéuticas
(AGUSTI et al, 2002; LEE et al., 2004; MARAGAKIS et al., 2004; FALAGAS et al., 2007;
NWADIKE et al., 2014).

Alguns trabalhos destacam o importante papel de bactérias ndo fermentadoras no
panorama da multirresisténcia, principalmente em relacdo as infec¢Bes relacionadas a
assisténcia a salde (IRAS). Dentre essas bactérias, Acinetobacter e Pseudomonas sdo 0s
géneros de maior importancia clinica, pois sdo 0s mais isolados em laboratorios de
microbiologia e frequentemente demonstram resisténcia, intrinseca e adquirida, a vérias classes
de antimicrobianos (BONOMO; SZABO, 2006; PATERSON, 2006; CHAWLA, et al., 2013).

Acredita-se que o surgimento de Acinetobacter spp. multidroga resistente deve-se a
expressao de mecanismos de resisténcia como: (1) producdo de enzimas que inativam 0s
antimicrobianos, a exemplo das metalo-p-lactamases, oxacilinases e carbapenemases; (2) perda
de porinas; (3) e a hiperexpressao dos sistemas de efluxo. Tais mecanismos, quando expressos
conjuntamente, levam a um aumento consideravel das taxas de resisténcia aos antimicrobianos
(MARAGAKIS; PERL, 2008; PELEG et al., 2008; DERIS et al., 2009; KUMAR et al., 2012).

Varios estudos realizados pelo mundo relatam a presenca de enzimas de resisténcia em
isolados clinicos de Acinetobacter spp., como as subclasses de metalo-B-lactamases (VIM,
IMP, SIM, NDM-1 e SPM-1), oxacilinases (OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-51-like,
OXA-58-like e OXA-143-like), carbapenemases (KPC) (HIGGINS et al., 2009;
KARTHIKEYAN et al., 2010; ROBLEDO et al., 2010; PFEIFER et al., 2011; BONNIN et al.,
2012; OPAZO et al., 2012; ZHANG et al., 2013; JACOME et al., 2016).

Por sua vez, os sistemas de efluxo multidroga contribuem para a resisténcia maltipla a
antimicrobianos em espécies do género Acinetobacter, sendo 0s principais sistemas descritos
em isolados clinicos: 0 AdeABC, AdeFGH e AdelJK (COYNE et al., 2011; RUMBO et al.,
2013; LIN et al., 2015).



19

Os mecanismos envolvidos no estabelecimento e progressdo da infecgdo por bactérias
do género Acinetobacter ainda ndo séo claros. Estes micro-organismos possuem poucos fatores
de viruléncia identificados, mas sabe-se que os genes envolvidos na biossintese de pilus,
capsula, siderdforos, fimbrias e biofilme estdo presentes em varios isolados clinicos de
Acinetobacter, contribuindo para a sua persisténcia no ambiente hospitalar (GORDOM,;
WAREHAM, 2010).

Diante do exposto, a proposta deste estudo foi pesquisar determinantes
genéticos de viruléncia e resisténcia em isolado de Acinetobacter nosocomialis sensivel, além
de determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, a ocorréncia dos sistemas de
efluxo e seus reguladores através de sequenciamento gendmico dos isolados clinicos de
Acinetobacter baumannii multidroga resistentes, provenientes de pacientes internados em um
hospital publico de referéncia no tratamento do cancer na cidade de Recife, Pernambuco,
durante o ano de 2014, com o intuito de identificar a realidade local contribuindo com dados
microbioldgicos e genéticos que possam ser usados como subsidio para o controle das infeccfes

causadas por este micro-organismo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Acinetobacter

Originalmente proposto por Brisou e Prévot (1954), o género Acinetobacter (do grego
akinetos) compreende bactérias gram-negativas, aerdbias estritas, ndo fermentadoras de
carboidrato, ndo fastidiosas, imoveis, ndo esporuladas, ndo pigmentadas, catalase positivas,
citocromo-oxidase negativas, que apresentam um contetdo de G+C variando de 39% a 47%
em seu DNA gendmico. Com base nos mais recentes dados taxondmicos, foi proposto que 0s
membros do género Acinetobacter devem ser classificados na familia Moraxellaceae
pertencente a ordem Gammaproteobacteria, que inclui os géneros Moraxella, Acinetobacter,
Psychrobacter e organismos relacionados (BRISOU et al., 1954; ROSSAU et al., 1991;
BERGOGNE-BEREZIN et al., 1996; PELEG et al., 2008; DOUGHARI et al., 2011).

Acinetobacter spp. possui uma capacidade de adaptacdo a ambientes hostis utilizando
diferentes fontes de carbono, crescendo em diferentes condi¢c6es de pH, umidade, temperatura
e apresentando resisténcia a desinfetantes. Tais caracteristicas associadas a habilidade em aderir
e formar biofilmes em superficies bi6ticas ou abidticas contribuem para este micro-organismo
sobreviver por periodos prolongados no ambiente hospitalar, potencializando sua capacidade
de disseminacdo nosocomial e, assim, possibilitando a ocorréncia de surtos recorrentes (JUNI,
1978; JAWAD et al., 1998; WISPLINGHOFF et al., 2007; PELEG et al., 2008).

Um grande avanco na longa e complicada historia deste género foi realizado por Bouvet
e Grimont (1986) que, com base em estudos de hibridizagdo de DNA-DNA, publicaram uma
classificacdo contendo grupos ou genoespécies dentre os quais foram dados nomes de espécies
formais, incluindo Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter
haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter junii, e Acinetobacter Iwoffii (PELEG et
al., 2008).

A partir desta classificacdo, varios estudos foram realizados e novas espécies foram
identificadas aumentando o nimero real de espécies descritas para 48, como pode ser observado

na tabela a sequir (Tabela 1):



Tabela 1. Descricao das especies pertencentes ao género Acinetobacter

Espécie

Referéncias

Acinetobacter albensis
Acinetobacter apis
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baylyi
Acinetobacter beijerinckii
Acinetobacter bereziniae
Acinetobacter bohemicus
Acinetobacter boissieri
Acinetobacter bouvetii
Acinetobacter brisouii
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter courvalinii
Acinetobacter dispersus
Acinetobacter equi
Acinetobacter gandensis
Acinetobacter gerneri
Acinetobacter grimontii
Acinetobacter guangdongensis
Acinetobacter guillouiae
Acinetobacter gyllenbergii
Acinetobacter haemolyticus
Acinetobacter harbinensis
Acinetobacter indicus
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter junii
Acinetobacter kookii
Acinetobacter lwoffii
Acinetobacter modestus
Acinetobacter nectaris
Acinetobacter nosocomialis

Acinetobacter pakistanensis

KRIZOVA et al., 2015a
KIM et al., 2014
BOUVET; GRIMONT, 1986
CARR et al., 2003
NEMEC et al., 2009
NEMEC et al., 2010
KRIZOVA et al., 2014
ALVAREZ-PEREZ et al., 2013
CARR et al., 2003
ANANDHAM et al., 2011
BOUVET; GRIMONT, 1986
NEMEC et al., 2016
NEMEC et al., 2016
POPPEL et al., 2015
SMET etal., 2014
CARR et al., 2003
CARR et al., 2003
FENG et al., 2014
NEMEC et al., 2010
NEMEC et al., 2009
BOUVET; GRIMONT, 1986
Lletal., 2014a
MALHOTRA et al., 2012
BOUVET; GRIMONT, 1986
BOUVET; GRIMONT, 1986
CHOl et al., 2013
BOUVET; GRIMONT, 1986
NEMEC et al., 2016
ALVAREZ-PEREZ et al., 2013
NEMEC et al., 2011
ABBAS et al., 2015
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Acinetobacter parvus
Acinetobacter pittii
Acinetobacter plantarum
Acinetobacter populi
Acinetobacter proteolyticus
Acinetobacter puyangensis
Acinetobacter gingfengensis
Acinetobacter radioresistens
Acinetobacter rudis
Acinetobacter schindleri
Acinetobacter seifertii

Acinetobacter soli

NEMEC et al., 2003
NEMEC et al., 2011
DU etal., 2016
Lletal., 2015
NEMEC et al., 2016
Lletal, 2013
Ll etal., 2014b
NISHIMURA et al., 1988
VAZ-MOREIRA et al., 2011
NEMEC et al., 2001
NEMEC et al., 2015
KIM et al., 2008

Acinetobacter tandoii CARR et al., 2003
CARR et al., 2003
CARR et al., 2003

NEMEC et al., 2001
KRIZOVA et al., 2015b
VANEECHOUTTE et al., 1999

NEMEC et al., 2016

Acinetobacter tjernbergiae
Acinetobacter towneri
Acinetobacter ursingii

Acinetobacter variabilis
Acinetobacter venetianus

Acinetobacter vivianii

A. baumannii, A. calcoaceticus, A. pittii e A. nosocomialis estdo intimamente
relacionados e isto dificulta a distincdo de uma espécie para outra, partindo de testes fenotipicos
convencionais. Portanto, essas espécies podem ser referidas como complexo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus (GERNER-SMIDT et al., 1991; GERNER-SMIDT, 1992; PELEG et
al., 2008; PELEG et al., 2012), sendo A. calcoaceticus considerado um micro-organismo de
origem ambiental, enquanto que as demais espécies deste complexo estdo frequentemente
associadas a infeccOes adquiridas em ambiente hospitalar (HENWOQOD et al., 2002; CHANG
et al., 2005). Particularmente, a espécie A. baumannii é a de maior importancia epidemioldgica,
sendo frequentemente isolada em pacientes com Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS) (MISBAH et al., 2005).
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2.2 Importéancia clinica em pacientes oncolédgicos

Dentre as espécies do género Acinetobacter, A. baumannii é reconhecido como o
causador de uma ampla variedade de infeccBes graves adquiridas no ambiente hospitalar,
incluindo infeccBes de tecidos moles, infecGes de feridas, infecBes urinarias, meningite
secundaria, pneumonia associada a ventilagdo mecanica e septicemia (ANTUNES; VISCA,
TOWNER, 2014).

Devido ao seu carater essencialmente oportunista, A. baumannii é mais frequente em
pacientes imunocomprometidos, bem como em pacientes internados em unidades de terapia
intensiva, queimados e em tratamento contra o ca&ncer. Tal caracteristica faz com que as
infeccdes por A. baumannii evoluam severamente e com taxas de mortalidade elevadas na
maioria dos casos (KARLOWSKY et al., 2003; BUCANEVE et al., 2005; GKRANIA-
KLOTSAS; HERSHOW, 2006; JERASSY et al., 2006; DIJKSHOORN et al., 2007).

Cataneo e colaboradores (2011) investigando os critérios para isolamento de pacientes
admitidos no Hospital de Céancer de Barretos, observaram que 0S micro-organimos mais
isolados nestes pacientes foram A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.

Analisando infecgdes da corrente sanguinea em pacientes neutropénicos no sul da india,
Babu e colaboradores (2016) observaram que, dos 128 isolados bacterianos obtidos a partir da
cultura de sangue, 74 (58%) foram positivos para bacilos Gram-negativos, 51 (40%) positivos
para cocos Gram-positivos e 3 (2%) foram positivos para fungos. Entre 0s micro-organismos
Gram-negativos, os mais frequentes foram E. coli, A. baumannii e K. pneumoniae.

Dados que corroboram com estes achados foram observados por Al-Otaibi e
colaboradores (2016) que, avaliando a epidemiologia e os fatores de risco para aquisicdo de
bacteremia por bacilos Gram-negativos em pacientes com cancer na Arabia Saudita,
observaram que E. coli, A. baumannii, Pseudomonas spp. e K. pneumoniae foram os micro-
organismos mais frequentemente isolados.

Um outro estudo publicado recentemente por Jicome e colaboradores (2016) reforca os
resultados citados acima, onde P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e K. pneumoniae foram os
principais micro-organismos envolvidos em infecgdes de pacientes com cancer.

Portanto, esses estudos mostram que bactérias do género Acinetobacter, especialmente
a espécie A. baumannii, estdo entre os patdgenos mais frequentemente isolados em casos de

infeccOes relacionadas a assisténcia a satide em pacientes com cancer.
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2.3 Fatores de viruléncia

Os mecanismos envolvidos no estabelecimento e progressdo da infeccdo por A.
baumannii e demais espécies ainda ndo sdo claros. O que se sabe é que sdo necessarios alguns
fatores moleculares de viruléncia que incluem a proteina de membrana externa A, fosfolipase
D, proteinas associadas a biofilme, pilus, capsula, fimbrias e sidero6foros para que haja a
colonizacdo e infeccdo em humanos, assim como a persisténcia destes micro-organismos no
ambiente hospitalar (GORDOM; WAREHAM, 2010; HARDING et al., 2013).

Entre os fatores de viruléncia anteriormente citados, o biofilme é o mais importante fator
de viruléncia em A. baumannii. Uma bactéria produtora de biofilme possui a capacidade de
aderir a superficies bioticas e abioticas, sobrevivendo a condi¢bes ambientais desfavoraveis.
Esta é uma caracteristica patogénica importante de muitas bactérias hospitalares, pois facilitam
a colonizacdo do patdgeno e, consequentemente, contribuem para a resisténcia a drogas
antimicrobianas e evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro (GADDY; ACTIS, 2009;
GORDOM; WAREHAM, 2010).

Em bactérias do género Acinetobacter, os determinantes de viruléncia mais estudados
incluem CsuA/BABCDE (TOMARAS et al., 2003; DE BREIJ et al., 2009) e a formacao do
pilus tipo IV (KROGER et al., 2017).

O sistema de montagem csuA/BABCDE regulado pelo two-component system (TCS)
bfmRS esté evolvido na formacdo de biofilmes em superficies bidticas e abidticas, permitindo
que bactérias do género Acinetobacter possam sobreviver a condigdes ambientais desfavoraveis
(NHO et al., 2015; KROGER et al., 2017). Se o sistema csuA/BABCDE é necessario para que
haja a ligacdo ao tecido do hospedeiro ainda ndo esté claro. Segundo estudo realizado por De
Breij e colaboradores (2009), o sistema csuA/BABCDE presente em A. baumannii ndo estava
envolvido na adesdo a células epiteliais humanas. Entretanto, Liou e colaboradores (2014)
observaram uma perda na capacidade de ades&o de A. baumannii as células epiteliais alveolares
humanas, apos a delecdo do gene regulador deste sistema — bfms.

Filamentos protéicos chamados pili estdo envolvidos na ligacdo de espécies de
Acinetobacter a superficies bioticas ou abioticas e, consequentemente, na formacdo de
biofilmes, conferindo a estas bactérias uma notavel capacidade de sobreviver a condigdes
ambientais adversas. A formacédo do pilus tipo IV é feita por monémeros de uma proteina
chamada pilina, codificada pelo gene pilA. A montagem e desmontagem deste pilus é feita por
duas ATPases, pilB e pilT (TAN etal., 2014; KROGER et al., 2017). Os genes pilB, pilC, pilD,
pilG, pilH, pill, pild, pilT, pilU e pilZ codificam o pilus tipo IV, que esta diretamente envolvido
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nos processos de transformacgdo natural bacteriana e espasmos de motilidade, além de estar
associado a producéo de biofilme bacteriano em superficie plastica (RICHMOND et al., 2016).

2.4 Mecanismos de Resisténcia

Os mecanismos que conferem resisténcia a espécies de Acinetobacter podem ser
divididos em trés grupos: producdo de enzimas capazes de inativar a atividade dos
antimicrobianos; perda de porinas, que sao proteinas de membrana externa e que funcionam
como canais pelos quais os antimicrobianos atingem o seu sitio de acdo; e aumento da expressao
de sistemas ativos de efluxo, que consistem em um sistema composto por proteinas capazes de
expulsar os antimicrobianos do meio intracelular (Figura 1) (BONOMO; SZABO, 2006).
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Figura 1. Potenciais mecanismos de resisténcia antimicrobiana em Acinetobacter spp.
Fonte: Adaptado de Munoz-Price e Weinstein (2008)

Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos ou adquiridos e ambos tém sido
observados em espécies de Acinetobacter spp. Esses mecanismos s&o provenientes da evolugao
bacteriana e da pressédo seletiva causada pelo uso de antimicrobianos. Adicionalmente a estes
fatores esta a flexibilidade genética deste micro-organismo em captar elementos genéticos

moveis, como plasmideos, transposons e integrons, e utiliza-los em beneficio proprio com a
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finalidade de resistir a acdo dos mais diversos agentes antimicrobianos fazendo com que surjam
bactérias multidroga resistentes (MDR) (LIVERMORE, 2001; LIVERMORE; BROWN, 2001;
VILA; MARTI; SANCHES-CESPEDES, 2007; PELEG et al., 2008; CHUANG et al., 2009).

Vallenet e colaboradores (2008) sequenciaram 0 genoma de trés cepas distintas de
Acinetobacter, sendo duas da espécie A. baumannii, que foram isoladas de humanos e uma cepa
ambiental, oriunda do solo, de A. baylyi, usada como referéncia. Uma das cepas de A.
baumannii era MDR e a outra sensivel a indmeros agentes antimicrobianos. Apos
sequenciamento, demostrou-se que a cepa MDR apresentava uma grande “ilha de resisténcia”
(cerca de 86-kb) onde estavam localizados 45 dos 52 genes de resisténcia até entdo
identificados. Também foram identificados elementos genéticos mdveis, como plasmideos e
sequéncias de inser¢ao. Em contraste, a “ilha de resisténcia” nao estava presente na cepa de A.
baumannii sensivel. Tal resultado indica que existe uma plasticidade genémica em bactérias do
género Acinetobacter spp., tornando-o bastante complexo e diverso.

Uma caracteristica importante das infeccdes por Acinetobacter spp. € sua resisténcia a
maioria dos antimicrobianos utilizados na rotina médica, tornando cada vez mais dificil o
tratamento dessas infeccdes. Desde o inicio da década de 80, demonstrou-se um aumento
consideravel nas taxas de resisténcia aos antimicrobianos em isolados clinicos de Acinetobacter
spp. Inicialmente, esses isolados demonstraram resisténcia a aminopenicilinas,
ureidopenicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, cefamicina, tetraciclinas,
aminoglicosideos e cloranfenicol. Desde entdo, com o surgimento de novos antimicrobianos,
os isolados de Acinetobacter spp. demonstram-se cada vez mais resistentes, tornando-o um
importante patdgeno hospitalar. Recentemente, aumentou-se a preocupa¢do com isolados de
Acinetobacter spp. que apresentam resisténcia aos carbapenémicos, particularmente ao
imipenem. Isto representa um sério problema, pois estes antimicrobianos sdo considerados
como um dos ultimos recursos para o tratamento de infeccdes causadas por bacilos Gram-
negativos multirresistentes (WALSH et al., 2002; ABBO et al., 2005; SINHA; SRINIVASA,
2007).

2.4.1 B-lactamases

O mais prevalente mecanismo de resisténcia aos [-lactdmicos em isolados de
Acinetobacter spp. ¢ a degradagdo enzimatica por B-lactamases, enzimas que inativam estes

antimicrobianos pela quebra do anel B-lactdmico. No entanto, de acordo com a natureza
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complexa deste micro-organismo, muitas vezes varios mecanismos trabalham em conjunto para
produzir o mesmo fendtipo de resisténcia (QUALE et al., 2003; PELEG et al., 2008).

A classificagdo das B-lactamases pode ser definida de acordo com duas propriedades,
funcional e molecular. Inicialmente proposta por Bush e colaboradores (1995) e revista por
Bush e Jacoby (2010), a classificagdo das pB-lactamases foi realizada de acordo com o substrato
requerido e os perfis de inibicdo destas enzimas, sendo divididas em trés grupos, sendo o grupo
1 das cefalosporinases que sdo inibidas pelo acido clavulanico; o grupo 2 das penicilinases,
cefalosporinases e B-lactamases de amplo espectro que sdo inibidas pelos inibidores de B-
lactamases; e 0 grupo 3 que sdo das metalo-pB-lactamases (MBLs) que hidrolisam penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos e ndo sdo inibidas pelos inibidores de [-lactamases
disponiveis comercialmente, como o acido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam.

A classificacdo baseada a partir da homologia na sequéncia de aminoacidos foi proposta
por Ambler (1980) quando somente quatro sequéncias de aminoacidos de p-lactamases eram
conhecidas. Assim, foram propostas somente as classes A das penicilinases e a classe B das
MBLs. Um estudo posterior, realizado por Jaurin e Grundstrom (1981), descreveu a classe C
das cefalosporinases e a classe D das oxacilinases, as quais foram criadas a partir das serino-f3-
lactamases (BUSH et al., 1995).

2.4.1.1 p-lactamases de espectro estendido (ESBLS)

As beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS) sdo enzimas capazes de hidrolizar
monobactamicos e cefalosporinas de amplo espectro, sendo inibidas pelo acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam. As ESBLs possuem a capacidade de conferir resisténcia aos
carbapenémicos a baixos niveis. (BUSH; JACOBY, 2010).

Existem mais de 300 variantes de ESBLs descritas, sendo as do tipo VEB, PER, TEM,
GES, SHV e CTX-M, as mais frequentes em isolados clinicos de Acinetobacter spp. (PELEG
etal., 2008; MOUBARECK, et al., 2009; GORDON; WAREHAM, 2010).

A enzima PER-1 foi a primeira ESBL a ser descrita em Acinetobacter spp. na Europa e
na Asia, seguida da deteccéo de outra ESBL do tipo VEB-1, detectada pela primeira vez em A.
baumannii. Essas enzimas foram detectadas em um unico clone epidémico, responsavel por um
surto em um hospital em Valéncia, na Espanha (VAHABOGLU et al, 1997; YONG et al, 2003;
POIREL et al, 2003).
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Com o passar dos anos, varios estudos detectaram novas ESBLs em Acinetobacter spp.
como: PER-2, PER-7, VEB-1, VEB-1a, VEB-3, SHV-5, SHV-12, CTX-M-2, CTX-M-15,
TEM-92, GES-11, GES-12, GES-14 (CARVALHO, 2013).

Por ser um mecanismo de resisténcia mediado por plasmideo e de facil transmisséao entre
bactérias, a deteccdo de ESBL possui um grande valor clinico. A presenca de micro-organismos
produtores de ESBL limita as opgOes terapéuticas, pois aumenta o espectro de resisténcia para
cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, podendo favorecer um maior uso de
carbapenémicos (BUSH, 2001).

2.4.1.2 Metalo-fS-Lactamases (MfLs)

As MBLs sdo as carbapenemases de maior diversidade molecular e consistem em uma
grande ameaca clinica, pois estdo presentes com maior frequéncia em bactérias isoladas de
pacientes hospitalizados (WALSH, 2010). Essas enzimas caracterizam-se por necessitarem de
dois ions divalentes, usualmente zinco, como co-fatores enzimaticos, por terem a mesma
estrutura tridimensional e por apresentarem residuos conservados, 0s quais Sdo responsaveis
pela interacdo da enzima com cations divalentes (MENDES et al., 2006). Além disso, essas
enzimas sao inibidas pelo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou por compostos derivados
do &cido tiolatico, a exemplo do acido 2-mercaptopropiénico. Portanto, estas enzimas escapam
da ac@o de inibidores de B-lactamase, como o acido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam
(WALSH et al., 2005, GANTA et al., 2009).

As MBLs podem hidrolisar todos os B-lactdmicos, exceto monobactamicos, como o
aztreonam, porém atualmente muitos isolados clinicos estdo apresentando uma série de f-
lactamases de tal forma que a panresisténcia aos B-lactdmicos € um fenémeno comum em
alguns paises como a india e a Grécia (WALSH, 2010).

A primeira ML foi descrita em 1966 em um isolado de Bacillus cereus, estando seu
gene localizado no cromossomo bacteriano (SABATH; ABRAHAM, 1966; KUWABARA,;
ABRAHAM, 1967; HUSSAIN et al., 1985) e apenas 25 anos depois, em 1991, foi isolada a
primeira MBL em um isolado clinico de Pseudomonas aeruginosa, codificada por genes
plasmidiais, ficando esta conhecida como IMP-1 (WATANABE et al., 1991; OSANO et al.,
1994). Com o surgimento das MBLs mediadas por plasmideos em patdgenos de importante
relevancia clinica, como P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e membros da familia
Enterobacteriaceae em varios paises, este mecanismo de resisténcia tornou-se um sério

problema de saude publica, uma vez que limita as op¢Oes terapéuticas para infec¢es causadas
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por estes patdgenos (BUSH, 2001; JONES et al., 2005; ROSSOLINI, 2005; WALSH et al.,
2005). Um dado importante é o fato de muitos destes genes de MBLs estarem presentes em
espécies ambientais, constituindo, de certa forma, reservatorios de genes de resisténcia
(BEBRONE, 2007).

Estas enzimas pertencem a classe molecular B, segundo a classificacdo de Ambler
(1980). Qutras classificagdes para as MBL foram surgindo com o tempo, como a de Bush (1989)
que classificou as mesmas no grupo 3, segundo as suas propriedades bioguimicas, caracteristica
que foi reforcada em 1995 com a classificacdao funcional de Bush, Jacoby e Medeiros. Com o
surgimento de novas MpBLs, Rasmussen e Bush (1997) propuseram a divisdo do grupo 3 de
acordo com o perfil de hidrélise para os carbapenémicos e outros B-lactdmicos em trés novos
subgrupos: o subgrupo 3a, que inclui as MBLs com amplo espectro de atividade; o subgrupo
3b, que compreende as enzimas que hidrolisam preferencialmente os carbapenémicos; e o
subgrupo 3c, composto pelas enzimas que hidrolisam fracamente os carbapenémicos e com
elevada capacidade de hidrolisar as cefalosporinas. Contudo, o sequenciamento genético das
MBLs levou Galleni e colaboradores (2001) a proporem um novo esquema de classificacéo
numerico e subdividiram o grupo 3 em 3 subclasses: B1, B2, e B3, esquema este que foi
atualizado por Garau e colaboradores (2004) ap0s a elucidacéo da estrutura tridimensional de
algumas MBpLs, representantes de cada subclasse, porém este esquema de classificagdo,
segundo Walsh e colaboradores (2005), ndo é adequado para classificar todas as MBLs. Desta
forma, em 2010, Bush e Jacoby revisaram a classificagdo dos mesmos de 1995, mantendo a
subdivisdo por perfil de hidrolise das MBLs (3a, 3b e 3c) e ampliando o arsenal de enzimas
inseridas em cada subclasse.

Atualmente dez subclasses de MBLs clinicamente importantes foram identificadas. A
Tabela 2 descreve os primeiros casos de cada MBL, identificados em patogenos clinicamente

importantes.

Tabela 2. Dados dos primeiros exemplares de cada subclasse de MBL descritas

Micro-organismo

Enzima ML (1 isolamento) Cidade/Pais  Ano? Referéncias
(Imi:al\e/lni-nlwase) P. aeruginosa Og(:sglg'/ 1991 OSANO et al., 1994

VIM-1 Verona/

L P. aeruginosa . 1997 LAURETTI et al., 1999
(Verona imipenemase) Italia
SPM-1 . Séo Paulo/
. . . TOLEMAN et al., 2002
(Séo Paulo metalo-B-lactamase) P. aeruginosa Brasil 2001 eta
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GIM-1 . Dusseldorf/
(German imipenemase) P. aeruginosa Alemanha 2004 CASTANHEIRA et al., 2004
SIM-1 " Seul/ 2003/
(Seoul imipenemase) A. baumannii Coréia 2004 LEE etal., 2005
AlM-1 . Adelaide/
(Australian imipenemase) P. aeruginosa Australia 2002 YONG etal., 2007
KHM-1 . Tokyo/
(Kyorin Hospital metalo-B- C. freundii Japan 1997 SEKIGUCHI et al., 2008
lactamase) P
NDM-1 . Nova Deli/
(New Delhi metallo-B lactamase) K. pneumoniae india 2008 YONG el al., 2009
DIM-1 P. stutzeri Amsterdan/ 557 POIREL et al., 2010a
(Dutch imipenemase) Holanda
_ TMB-1 A.xylosoxidans Tripoli/Libia 2012 EL SALABI et al., 2012
(Tripoli metalo-p-lactamase) ' '
Nota: 2Ano = ano do primeiro isolamento
A. baumannii = Acinetobacter baumannii; P. aeruginosa = Pseudomonas aeruginosa
K. pneumoniae = Klebsiella pneumoniae C. freundii = Citrobacter freundii

A. xylosoxidans = Achromobacter xylosoxidans P. stutzeri = Pseudomonas stutzeri

Em isolados de Acinetobacter spp. poucos estudos tém detectado a presenca de MpLs,
mas foram encontrados 0s seguintes genes relacionados com a producéo destas enzimas neste
micro-organismo: VIM-1, VIM-2 e IMP-1 (YUM et al., 2002; GALES et al., 2003a;
FRITSCHE et al., 2005); IMP-2 (HALL et al., 2004; FRITSCHE et al., 2005); IMP-4 (CHU et
al., 2001; HOUANG et al., 2003; HALL et al., 2004); IMP-5 (DA SILVA et al., 2002; HALL
et al., 2004); SIM-1 (LEE et al., 2005); NDM-1 (KARTHIKEYAN et al., 2010; PFEIFER et
al., 2011; BONNIN et al., 2012; ZHANG et al., 2013); SPM-1 (JACOME et al., 2016).

No Brasil, ha relatos da presenga de MBL da subclasse IMP-1 em isolado clinico de A.
baumannii, que foi relacionado a um surto em um hospital escola na cidade de S&o Paulo
(GALES et al., 2003a). Outros estudos detectaram a presenca da enzima IMP-1 em isolados de
Acinetobacter spp. (FRITSCHE et al., 2005; SADER et al., 2005; TOGNIM et al., 2006).

Recentemente, Jacome e colaboradores (2016) detectaram pela primeira vez no Brasil a
enzima SPM-1 em um isolado clinico de Acinetobacter spp. proveniente de um paciente

internado para tratamento de cancer.

2.4.1.3 Oxacilinases

As oxacillinases séo p-lactamases pertencentes a classe D, a qual se subdivide em trés

subclasses: 2d, que confere resisténcia a cloxacilina; 2de que confere resisténcia as
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cefalosporinas de espectro estendido e 2df, que confere resisténcia aos carbapenémicos (BUSH;
JACOBY, 2010).

As que exibem atividade carbapenemase sdo freqientemente encontrados em
Acinetobacter spp. e P. aeruginosa, embora haja crescentes relatos de Enterobacteriaceae, em
particular, Klebsiella pneumoniae (WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006; HIGGINS et
al.,, 2010; POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010). Curiosamente, a propagacdo de
Acinetobacter spp. carbapenemase-positiva parece ser devido a difusdo de determinados clones
de bactérias (ZHOU et al., 2007; STOEVA et al., 2008), diferente das carbapenemases de classe
D em Enterobacteriaceae, que sdo disseminadas de cepa para cepa através a partir plasmideos
(CARRER et al., 2010).

O nivel de atividade carbapenemase exibida pelas oxacilinases é consideravelmente
mais fraco, quando comparado a atividade hidrolitica das ML, e isolados que exibem as
oxacilinases requerem mecanismos adicionais de resisténcia para causar um aumento da
concentracdo inibitéria minima (CIM) dos carbapenémicos (TOWNER; LVI; VLASSIADI,
2008).

O primeiro isolado do género Acinetobacter produtor de serina-p-lactamase capaz de
hidrolisar imipenem foi proveniente da Escécia, do ano de 1985, e se tratava de um A.
baumannii. Inicialmente, esta enzima foi denominada de ARI-1 (Acinetobacter resistant
imipenem) e foi localizada em um grande plasmideo. Apds o estudo do seu sequenciamento
genético, verificaram a similaridade com os membros da familia OXA, sendo entdo denominada
de OXA-23 (PATON et al., 1993; DONALD et al., 2000).

Os subtipos de OXA que possuem elevada similaridade genética fazem parte de um
mesmo subgrupo filogenético. Em isolados de A. baumannii foram descritas OXA de cinco
subgrupos filogenéticos: OXA-23-like, OXA-40-like, OXA-51-like, OXA-58-like e OXA-143-
like (BROWN; AMYES, 2006; PELEG et al., 2008; HIGGINS et al., 2009; OPAZO et al.,
2012; GIRLICH et al., 2014).

O subgrupo OXA-23-like tem sido relatado em todo o mundo e é particularmente
importante em determinadas regides geogréaficas, incluindo a China, onde tem sido relatada
recentemente uma rapida disseminacéo clonal (STOEVA et al., 2008; ZONG et al., 2008; YAN
et al., 2010). Este subgrupo inclui 0 OXA-27 e OXA-49 que sdo mediados por plamideos.
Embora reportado principalmente em isolados de A. baumannii, em 2002, Bonnet e
colaboradores detectaram a presenca da OXA-23 em isolado de Proteus mirabilis resistente aos

carbapenémicos. Um dado importante é que as enzimas do subgrupo OXA-23-like foram
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detectadas em cepas de A. radioresistens, podendo este ser o reservatorio natural destas enzimas
(POIREL et al., 2008; OPAZO et al., 2012).

O gene blaoxa-23 tem sido identificado em surtos de A. baumannii no Brasil, Coréia,
Taiti, Reino Unido, Bulgéria, Taiwan, Italia, Franca, China, india, Singapura e Hong Kong
(DALLA-COSTA et al., 2003; QUEENAN; BUSH, 2007; MARTINS et al., 2009; MENDES
etal., 2009; STOEVA et al., 2009; YANG et al., 2009).

O subgrupo OXA-40-like, originalmente chamado de OXA-24-like, pode ser
cromossémico ou plasmidial e aparece menos difundido do que OXA-23, geralmente com
relatos restritos a Europa e Estados Unidos. Este subgrupo inclui 0 OXA-25, OXA-26 e OXA-
72, identificados em plasmideos e ndo estdo associados a sequéncias de insercdo (MENDES et
al., 2009; OPAZO et al., 2012).

De longe, o maior subgrupo é o OXA-51-like que corresponde a enzimas codificadas
em cromossomos e que ocorrem naturalmente A. baumannii. Estas enzimas diferem entre si por
1 a 15 aminoéacidos (OPAZO et al., 2012). Este subgrupo é composto por enzimas intrinsecas
ao A. baumannii e € utilizado na identificacdo desta espécie bacteriana, separando-a das demais
que compdem o complexo A. baumannii-calcoaceticus (HERITIER et al., 2005).

O subgrupo OXA-58-like é geneticamente diferente e tem sido relatado em muitos
paises ao redor do mundo, com surtos esporadicos. Tal fato pode ser explicado pela sua
localizag&o plasmidial. Dentro deste subgrupo foram descritas duas variantes: OXA-96 e OXA-
97 (POIREL; NORDMANN, 2006a; CASTANHEIRA et al., 2008; HIGGINS et al., 2010;
OPAZO etal., 2012).

Em 2009, Higgins e colaboradores relataram um novo tipo de oxacilinase, a OXA-143,
descrita em linhagens resistentes aos carbapenémicos de A. baumannii isoladas no Brasil em
2004. Esta enzima foi localizada em um plasmideo de 30 kb e tem 88% de homologia de
sequéncia de aminoacidos com OXA-40, 63% com OXA-23 e 52% com OXA-58, o que
representa um novo subgrupo de oxacilinase (OPAZO et al., 2012).

Em 2014, Girlich e colaboradores identificaram uma nova variante da enzima OXA-
143, a OXA-253. Esta enzima foi identificada em um isolado clinico de A. baumannii (ST113)
no Brasil, apresentando 93,8% de identidade com a OXA-143.

Uma alta frequéncia desta enzima tem sido detectada em isolados clinicos de A.
baumannii no Brasil, como mostra o estudo realizado por Cavalcanti e colaboradores (2017).
Neste estudo, 31 isolados clinicos de A. baumannii coletados entre os anos de 2010 e 2014,

procedentes de cinco hospitais publicos em Recife, possuiam o gene blaoxa-2s3 em seu genoma.
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2.4.2 Sequéncia de Insercdo ISAbal

As sequéncias de insercdo (IS — Insertion Sequence) sdo 0s menores e mais abundantes
elementos transponiveis. Estes elementos podem conter fortes promotores que desempenham
um papel importante na expressao dos genes de resisténcia a antimicrobianos, os quais estao
localizados proximos ao local de insercdo destes elementos. Uma sequéncia de insercdo foi
identificada em A. baumannii, denominada ISAbal (Insertion Sequence Acinetobacter
baumannii) (SOHRABI et al., 2012).

Diferentes IS tém sido descritas em espécies do género Acinetobacter, cada uma em
associagao com genes especificos, desempenhando importante papel no desenvolvimento da
resisténcia aos carbapenémicos (POIREL; NORDMANN, 2006a; 2006b; TURTON et al.,
2006; FEIZABADI et al., 2008; MUGNIER et al., 2008; SOHRABI et al., 2012). As mais
conhecidas sédo ISAbal, ISAba2, ISAba3 e ISAba4, onde ISAbal parece estar relacionada
unicamente com a espécie A. baumannii (PELEG et al. 2008).

A introducdo da sequéncia de inser¢do ISAbal pode agir como um forte promotor
aumentando a expressao dos genes (POIREL; NORDMANN, 2006b; TURTON et al., 2006;
SOHRABI et al., 2012). Os grupos OXA-23, OXA-51 e OXA-58 possuem com frequéncia
associacao com essas IS. Dentre eles, 0 OXA-23 € o mais comum e frequentemente associado
as ISAbal e 1ISAba4 (POIREL; NORDMANN, 2006b; TURTON et al., 2006; BOGAERTS et
al., 2008; MUGNIER et al., 2010; SOHRABI et al., 2012). Tem sido relatado a associa¢do do
grupo OXA-51 com os elementos de inser¢do ISAbal e ISAba9, proporcionando sequéncias
promotoras para a expressao de alto nivel desta enzima (TURTON et al., 2006; FIGUEIREDO
et al., 2009; SOHRABI et al., 2012). As sequéncias promotoras que desempenham importante
papel na expressdo de OXA-58 foram descritas como ISAbal, ISAba2 e 1ISAba3 (POIREL,;
NORDMANN, 2006a; 2006b; TURTON et al., 2006; BERTINI et al., 2007; GUR et al., 2008;
SOHRABI et al., 2012).

De acordo com Segal e colaboradores (2005), a alta deteccdo de ISAbal em
Acinetobacter spp. reflete a motilidade do elemento e indica que os eventos de transposi¢éo
devem ocorrer com frequéncia, sugerindo plasticidade do genoma das espécies deste género,

podendo causar uma variedade de rearranjos genémicos.
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2.4.3 Klebsiella pneumoniae carbapenemase — KPC

Dentre as carbapenemases do grupo A, o subgrupo clinicamente mais importante é o da
enzima KPC, que compreende 24 variantes identificadas at¢é o momento (NORDMANN;
CUZON; NAAS, 2009; LAHEY, 2017). A KPC esta envolvida em surtos endémicos e pseudo-
endémicos em regides dos EUA e Israel, que em alguns casos foram causado por clones
relacionados (WOODFORD et al., 2004; LEAVITT et al., 2007; NAVON-VENEZIA et al.,
2009; HIRSCH; TAM, 2010). QOutras areas com altas taxas de prevaléncia é a provincia de
Zhejiang, da China continental, embora isto ocorra provavelmente devido a sistemas de
vigilancia inconsistentes em diferentes regides e, portanto, pode se prever que as taxas de outras
provincias, sdo mais elevadas do que as estimadas (ZHANG et al., 2007; QI et al., 2010; WU
et al., 2010). O mesmo vem acontecendo na Europa, aonde as enzimas KPC vém sendo cada
vez mais detectadas, porém, é impossivel determinar se este crescimento é devido ao aumento
na prevaléncia ou maior conscientizagdo da notificacdo dos casos (WALSH, 2010).

Isolados KPC-positivos sdo capazes de hidrolisar diversos B-lactamicos, incluindo as
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos, contudo sdo inibidas pelo acido
clavulanico e tazobactam (GOREN et al., 2010; PEIRANO et al., 2009; ZHANG et al., 2008).
Observa-se também que a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos carbapenémicos diminui
na presenca de &cido clavulanico, devido a inibicdo da enzima (QUEENAN; BUSH, 2007).

Diversos estudos demostram que isolados de Klebsiella pneumoniae KPC-positivos
apresentam redugdo da susceptibilidade ou resisténcia a todos os B-lactdmicos, além de serem
resistentes a aminoglicosideos e fluorquinolonas (BRATU et al., 2005; ROCHE et al., 2009;
POIREL; PITOUT; NORDMANN, 2007) e sensiveis a polimixina B e tigeciclina (LEAVITT
et al., 2007; URBAN et al., 2008). Este perfil de resisténcia limita as opc¢des terapéuticas
disponiveis para o tratamento de infeccBes graves, restringindo ao uso de tigeciclina e
polimixinas (MONTEIRO et al., 2009).

A mobilizagdo do gene blakec ocorreu através de uma combinagdo de transferéncia de
plasmideos e do transposon Tn4401, sempre associados ao gene carbapenemase, embora 0s
elementos adicionais de inser¢do de outros transposons possam alterar seu ambiente genético
imediato (GOOTZ et al., 2009; ROBLEDO et al., 2010). A disseminacéo das enzimas KPC
para além dos Estados Unidos tem ocorrido atraves da dindmica da populacdo humana, a
exemplo do estudo de Dortet e colaboradores (2008) que relataram isolados KPC-positivo
(KPC-2) oriundos da Franga ap0s o paciente ter sido admitido e ter recebido tratamento em um
hospital de Nova York (WALSH et al., 2010).
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Todas as enzimas KPC demonstram atividade carbapenemase, e s6 tinham sido
encontradas em membros da familia Enterobacteriaceae, todavia, as KPCs foram recentemente
identificadas e caracterizadas a partir de isolados de bacilos ndo fermentadores, como
Pseudomonas aeruginosa na Colémbia — KPC-2 (VILLEGAS et al., 2007), Porto Rico — KPC-
5 (WOLTER et al., 2009), Trinidad e Tobago — KPC-2 (AKPAKA et al., 2009), nos Estados
Unidos — KPC-2 (POIREL et al., 2010b) e no Brasil — KPC-2 (JACOME et al., 2012), e também
em isolados clinicos do complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus provenientes de
Porto Rico, onde Robledo e colaboradores (2010) encontraram dez isolados deste complexo
positivos para KPC. Apo6s sequenciamento genético observaram a presenca de quatro variantes
desta enzima: KPC-2, KPC-3, KPC-4 e a nova variante, KPC-10.

2.4.4 Porinas

As bactérias Gram-negativas sdo responsaveis por uma grande quantidade de casos de
infeccdes multidroga resistentes. Estas basctérias possuem uma parede celular complexa,
composta de uma membrana externa e uma interna, que delimitam o espacgo periplasmatico. A
membrana externa possui diversos canais protéicos hidrofilicos, chamados de porinas ou OMPs
(“outer membrane proteins”’). Estes canais A perda ou diminuicdo da expressdo de porinas
podem conferir as bactérias diferentes niveis de resisténcia a certos agentes antimicrobianos
(VILA; MARTI; SANCHES-CESPEDES, 2007; PAGES; JAMES; WINTERHALTER, 2008;
ZAVASCKY et al, 2010).

Com o passar do anos, as bactérias adaptaram-se para reduzir o influxo através das
porinas e, juntamente com a atividade dos sistemas de efluxo, estdo se tornando um problema
de satde publica mundial devido s altas taxas de resisténcia aos antibiéticos (PAGES; JAMES;
WINTERHALTER, 2008).

A multidroga resisténcia esta presente em isolados clinicos de bactérias Gram-negativas
como Escherichia coli, Salmonella spp., Klebsiella spp., Campylobacter spp., Acinetobacter
spp., Pseudomonas spp. e Enterobacter spp. Os mecanismos utilizados pelas bactérias para
desenvolverem fendtipos de multidroga resisténcia sdo: (1) alteracdo da permeabilidade da
membrana externa — porinas; (2) producao de enzimas; (3) sistemas de efluxo. Estes mecansmos
podem atuar de modo simultaneo, contribuindo de modo significativo para o aumento do nivel
de resisténcia aos antibiéticos (LI; NIKAIDO, 2004; DAVIN-REGLI et al., 2008).

A principal porina em A. baumannii € uma proteina monomérica chamada OmpAb e
pertence a familia OmpA-like (VILA; MARTI; SANCHES-CESPEDES, 2007).
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A perda de trés porinas encontradas em A. baumannii tem sido relatada com a resisténcia
aos carbapenémicos. A primeira esta asssociada a perda de uma OMP de 29 kDa, denominada
CarO. A perda de outras duas porinas, a Omp33-36 kDa e a porina 43 kDa — que possuli
homologia com a OprD de P. aeruginosa —, foi detectada em isolados de A. baumannii
resistentes ao imipenem que ndo possuiam acdo de enzimas carbapenemases (DEL MAR
TOMAS et al., 2005; VILA; MARTI; SANCHES-CESPEDES, 2007; LUO et al., 2011).

2.4.5 Sistemas de efluxo

Em bactérias gram-negativas, a membrana externa limita a taxa de antimicrobianos que
entram na célula e as bombas de efluxo multidroga exportam varios agentes antimicrobianos,
de classes estruturalmente distintas, para fora da bacteria. Os transportadores de efluxo séo
expressos em todas as células vivas, agindo para protegé-las contra os efeitos toxicos de
produtos quimicos organicos. A multirresisténcia bacteriana tem sido muitas vezes associada
com a superexpressdo destes transportadores. Os antimicrobianos expelidos para fora da célula
tém que atravessar a membrana externa de baixa permeabilidade para, assim, entrar novamente
na célula bacteriana, contudo as bombas de efluxo e a membrana externa trabalham em sinergia
impedindo o retorno deste agente (POOLE, 2002). Os agentes antimicrobianos mais
comumente expulsos pelas bombas de efluxo sdo macrolideos, tetraciclinas e quinolonas. Em
todos os processos metabdlicos ha geralmente um elevado grau de especificidade para o
transporte de proteinas e enzimas, embora as bombas de efluxo multidroga reconhecam uma
ampla variedade de substratos estruturalmente e quimicamente diferentes (VILA; MARTI,
SANCHES-CESPEDES, 2007).

Os sistemas de efluxo multidroga foram agrupados em seis familias: familia ATP
binding cassette (ABC), major facilitator superfamily (MFS), familia resistance-nodulation-
cell division (RND), familia multidrug and toxic compound extrusion (MATE), familia small
multidrug resistance (SMR) e a superfamilia drug/metabolite transporter (DMT) (VILA;
MARTI; SANCHES-CESPEDES, 2007; LIN et al., 2015).

As bombas de efluxo do tipo ABC séo transportadores multidroga dependentes de ATP,
pois o utilizam como fonte de energia para expelir os agentes antimicrobianos para fora da
célula. Os membros desta familia estdo raramente envolvidos na aquisicdo de resisténcia aos
antimicrobianos em bactérias Gram-negativas. Os outros tipos de bombas de efluxo sdo

dependentes da forca motiva de prétons (antiporte), pois a expulsdo antimicrobiana é realizada
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utilizando a for¢a motriz de prétons como forca motriz de efluxo. As principais bombas de
efluxo envolvidas na multidroga resisténcia pertencem a este grupo de exportadores
dependentes de forca motiva de prétons, sendo a familia RND o grupo mais importante, bem
como as familias MFS e SMR (MAGNET et al., 2001; POOLE, 2002).

Em A. baumannii, a resisténcia aos antimicrobianos mediada por bombas de efluxo esta
geralmente associada com a familia MFS e RND. Utilizando uma abordagem gendmica
comparativa, Fournier e colaboradores (2006) tentaram identificar todos os genes de resisténcia
presentes na cepa AY E multidroga resistente de A. baumannii, que foi responsavel por um surto
epidémico na Franca. A maioria dos genes de resisténcia encontrados nesta cepa foram
adquiridos a partir de outras bactérias, tais como Pseudomonas, Salmonella ou E. coli e
concentraram-se em uma regido ou “ilha” de 86 kb. Esta “ilha de resisténcia” (AbaR1) continha
45 genes que poderiam estar associados com a resisténcia aos antimicrobianos, metais pesados
e antissépticos. Fora desta “ilha”, 46 ORFs (open reading frames) foram supostamente
associados a resisténcia aos antimicrobianos, dos quais 32 ORFs foram associados com a
familia RND, sete com a familia MFS, dois com a familia MATE e um com a familia SMR.
Além disso, um gene foi associado com a superfamilia ABC e outro com a superfamilia DMT.

A familia RND é constituida por uma proteina de membrana interna (bomba RND —
transpotador), ligada por uma proteina de fusdo maior (MFP) e um fator de membrana externa
(OMF) que juntos sdo capazes de expulsar uma grande variedade de substratos. Esta é a familia
de bombas de efluxo mais clinicamente relevante, pois conferem multidroga resisténcia a
bactérias Gram-negativas (COYNE et al., 2011; LIN et al., 2015).

Trés sistemas de efluxo da familia RND, AdeABC, AdelJK e AdeFGH foram
reportados como causa de multidroga resisténcia em A. baumannii (RUMBO et al., 2013).

O sistema de efluxo AdeABC (Ade — Acinetobacter drug efflux) foi o primeiro da
familia RND a ser caracterizados em isolados de A. baumannii. O operon adeABC codifica o
AdeA (MFP), AdeB (transportador) e AdeC (OMF). Este operon nédo € expresso naturalmente
em isolados de A. baumannii e o fenotipo MDR € devido a sua superexpressdo. A expressao do
adeABC ¢ regulada por dois componentes do sistema de regulagdo (two-component system)
AdeR-AdeS, codificado pelo operon adeRS que esta localizado na regido upstream do adeABC
e é transcrito na direcdo oposta (MAGNET et al., 2001; MARCHAND et al., 2004; COYNE et
al., 2011). AdeS corresponde a uma proteina quinase, a qual, em respostas a estimulos externos
(como a presenca de um agente antimicrobiano), se autofosforila em um residuo de histidina.
Em seguida, transfere o grupo fosfato a um residuo de asparagina na proteina AdeR que, uma

vez fosforilada, promove a transcricdo da bomba AdeABC (OPAZO et al., 2009). Mutagdes
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neste sistema regulador e a presenca da sequéncia de insercdo ISAbal podem levar a uma
superexpressdo do operon adeABC (RUMBO et al., 2013).

Experimentos de inativagdo com um isolado clinico indicou que a superexpressao do
sistema de efluxo AdeABC confere resisténcia a aminoglicosideos, [-lactamicos,
fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina, macrolidos, cloranfenicol e trimetoprim.
Adicionalmente, diminuigdo da sensibilidade a netilmicina tem sido correlacionada com a
superexpressdo desse sistema em uma vasta colecdo de isolados clinicos. Os B-lactamicos mais
afetados séo cefepime, cefpiroma e cefotaxima, tendo pouco impacto sobre outros membros
desta classe de antimicrobianos. O papel do AdeABC na resisténcia aos carbapenémicos é
controverso, pois os testes de sensibilidade com ou sem o uso de inibidores de bombas de efluxo
(EPI) ndo mostram diferenca na atividade dos carbapenémicos (COYNE et al., 2011).

O sistema de efluxo AdelJK, codificado pelo operon adelJK, é o segundo sistema da
familia RND descrito em isolados de A. baumannii e é especifico para esta espécie. Este sistema
de efluxo contribui na resisténcia intrinseca aos p-lactdmicos, como a ticarcilina, cefalosporina
e aztreonam, fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina, lincosamidas, rifampicina,
cloranfenicol e novobiocina. Ja os aminoglicosideos ndo sdo utilizados com substrato nesta
bomba de efluxo. A regulacdo do operon adelJK parece estar relacionada com o gene adeN
(COYNE etal., 2011; RUMBO et al., 2013).

O terceiro sistema de efluxo da familia RND descrito em isolados de A. baumannii foi
0 AdeFGH, que é codificado pelo operon adeFGH e, quando superexpresso, confere resisténcia
a varios antimicrobianos. Acredita-se que este sistema seja regulado por um ORF, cujo
regulador é o adeL, encontrado na regido upstream do operon adeFGH e é transcrito na direcdo
oposta. Quando ocorrem mutacGes no gene adel, uma superexpressdo deste sistema €
observada e induz resisténcia a fluoroquinolonas, cloranfenicol, trimetoprim e clindamicina, e
reducdo da susceptibilidade a tetraciclinas, tigeciclina e sulfametoxazol, sem afetar -
lactdmicos e aminoglicosideos (COYNE et al., 2011; RUMBO et al., 2013).

A Figura 2 a seguir ilustra os operons que codificam os sistemas de efluxo da familia

RND descritos em isolados de A. baumannii:
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Figura 2. Representacdo esquematica dos operons que codificam os sistemas de efluxo RND em A. baumannii.
Setas abertas representam sequéncias codificantes e indicam o sentido da transcri¢do. (Fonte: o autor)

odeH

Outros trés tipos de sistemas de efluxo foram descritos em A. baumannii: CraA — uma
bomba da familia MFS, que confere resisténcia intrinseca ao cloranfenicol; AbeM —uma bomba
da familia MATE, que expulsa varios antimicrobianos e biocidas; e AmvA — uma bomba da
MFS, que confere resisténcia a detergentes, desinfetantes, corantes e eritromicina. A
superexpressdo do sistema de efluxo AmvA tem sido associada a um aumento na resisténcia a
drogas em isolados clinicos de A. baumannii (RUMBO et al., 2013).

Vaérios sistemas de efluxo de tetraciclina foram reportados em A. baumannii. Estes
sistemas fazem parte da familia MFS, sendo os mais prevalentes o TetA — que esta relacionado
a resisténcia a tetraciclina em isolados clinicos, e TetB — que esta envolvido na resisténcia a

tetraciclina, doxiciclina e minociclina (RUMBO et al., 2013).

2.5 Sequenciamento genémico

A tecnologia do sequenciamento gendmico de Gltima geracdo (NGS — “next generation
sequencing”) ¢ uma ferramenta que possibilita uma melhor analise dos mecanismos de
resisténcia, patogenicidade e evolu¢do dos micro-organismos. Esta tecnologia provou ser Util
para compreender completamente as caracteristicas basicas de um patégeno, conseguir tragar
estratégias de controle de infeccdo e direcionar o tratamento para que ele seja mais eficaz (ZHU
etal., 2013).

Vaérios estudos estdo utilizando o NGS para correlacionar geneticamente isolados
clinicos bacterianos para varias finalidades, como: (1) identificacdo de espécies, (2) estrutura
populacional e (3) disseminacdo global de bactérias. Outra possibilidade de aplicagdo dessa
técnica diz respeito ao perfil genético e epidemioldgico das espécies bacterianas, bem como a
transmisséo de genes entre elas e a identificacdo de surtos (FITZPATRICK; OZER; HAUSER,
2016).
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Para compreender melhor a recombinacdo genética relacionada a aquisicdo de
elementos de resisténcia durante uma infec¢do, Zhu e colaboradores (2013) realizaram uma
analise completa do genoma de trés cepas de A. baumannii multidroga resistente utilizando a
tecnologia de NGS. Os resultados demonstraram uma organizacdo gendmica extensa e
dindmica, que facilitam a aquisicdo de genes de resisténcia a multiplas drogas em seu genoma.

Liu e colaboradores (2014) sequenciaram oito isolados de A. baumannii (sete isolados
multidroga resistentes e um isolado sensivel), com a finalidade de compreender melhor a
variacdo genética e 0s mecanismos de resisténcias aos antibioticos destas bactérias ao nivel
gendmico. Apos andlises, encontraram uma grande varia¢do entre os genomas sequenciados,
incluindo uma nova ilha genémica de resisténcia a metais no isolado sensivel, na mesma
posicdo onde deveria existir uma ilha genémica de resisténcia a antibidticos. Tais resultados
confirmaram mais uma vez grande variabilidade genética que existe entre isolados de
Acinetobacter. Esta plasticidade genémica contribui favoravelmente para o desenvolvimento
de multidroga resisténcia em isolados clinicos.

Isolados de Acinetobacter tém sido sequenciados genomicamente por diversos autores
e as comparacdes entre 0s genomas tém sido realizadas: Sahl e colaboradores (2011), Vallenet
e colaboradores (2008), Farrugia e colaboradores (2013), Fitzpatrick e colaboradores (2016).
Estes estudos corroboram com os citados anteriormente e ajudam a compreender a grande

diversidade genética desta bactéria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Pesquisar determinantes genéticos de viruléncia e resisténcia em isolado de
Acinetobacter nosocomialis sensivel, alem de determinar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos, a ocorréncia dos sistemas de efluxo e seus reguladores através de
sequenciamento genémico dos isolados clinicos de Acinetobacter baumannii multidroga
resistentes, provenientes de pacientes internados em um hospital publico de referéncia no

tratamento do cancer na cidade de Recife, Pernambuco, durante o ano de 2014.

3.2 Objetivos especificos

Determinar o perfil de susceptibilidade dos isolados de Acinetobacter baumannii e

Acinetobacter nosocomialis frente aos antimicrobianos;

e Determinar o valor da concentracdo inibitéria minima (CIM) para diferentes classes de

agentes antimicrobianos;

e Pesquisar determinantes genéticos de viruléncia e resisténcia em um isolado sensivel de

Acinetobacter nosocomialis.

e Pesquisar a ocorréncia de genes de sistemas de efluxo nos isolados de Acinetobacter

baumannii multidroga resistentes;

e Pesquisar os sistemas reguladores associados aos sistemas de efluxo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo descritivo de base laboratorial e genémica que visa determinar o
perfil de susceptibilidade frente aos antimicrobianos preconizados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), a ocorréncia dos sistemas de efluxo e mutagdes em seus
reguladores através de sequenciamento gendmico dos isolados clinicos de Acinetobacter spp.
provenientes de pacientes internados em um hospital publico de referéncia no tratamento do

cancer na cidade de Recife, Pernambuco, durante o ano de 2014.

4.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado em um hospital publico, referéncia no tratamento de pacientes
com cancer, localizado em Recife, Pernambuco. O referido hospital tem a capacidade para
atender 55% de todos os pacientes oncolégicos do estado de Pernambuco, contando com 274
leitos, 9 enfermarias, 22 leitos de urgéncia, 16 leitos de UTI, 14 leitos de pediatria, além de 8
salas cirdrgicas. Possui servico de urgéncia 24h, quimioterapia, radioterapia, radiologia,
odontologia e préteses reabilitadoras, além de servicos de oncologia médica, cirurgica,
psicologia, fisioterapia e fonoaudiologia.

4.3 Populacéo Alvo

Isolados clinicos de Acinetobacter spp. provenientes de amostras biol6gicas de
pacientes internados em um hospital publico de referéncia no tratamento de pacientes com

cancer.

4.4 Isolados bacterianos

Os isolados clinicos de Acinetobacter spp. coletados em Recife, Pernambuco, durante o
ano de 2014 foram provenientes de pacientes internados em um hospital publico de referéncia
no tratamento do cancer. Os mesmos foram fornecidos pelos profissionais do laboratorio de
andlises clinicas terceirizado do referido hospital, apds realizacdo de identificacdo bioquimica

(manual e automatizada) e do perfil de susceptibilidade antimicrobiano.
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Os isolados de Acinetobacter spp. foram inoculados em tubos rosqueados contendo
Agar Casoy inclinado e transportados para o Laboratério de Bacteriologia e Biologia
Molecular, Departamento de Medicina Tropical/UFPE, para serem processados. ApoOs
incubacdo em estufa a 37°C/24 horas, os isolados foram semeados em Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) para avaliar as caracteristicas microbioldgicas da espécie bacteriana em
questéo.

Estes isolados bacterianos foram mantidos em estoque congelado, em caldo BHI
adicionado de glicerol (20%), a -20°C e em Agar Nutriente inclinado a 4°C. Para as analises
posteriores, aliquotas deste estoque foram cultivadas em caldo de infuséo de cérebro e coracdo
(BHI) e incubadas em estufa a 37°C/24 - 48 horas.

4.5 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Apo6s a identificacdo dos isolados de Acinetobacter spp. foi realizado o teste de
susceptibilidade antimicrobiana por microdiluicdo em caldo para determinacéo da concentracédo
inibitéria minima (CIM), segundo critérios do CLSI (2015). A determinacdo da CIM foi feita
para 0s seguintes antimicrobianos: ampicilina/sulbactam, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime,
imipenem, meropenem, ciprofloxacina, levofloxacina, amicacina, gentamicina e polimixina B.
Como controle de qualidade para o teste foi utilizada uma cepa de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

4.6 Extragdo de DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada utilizando o kit Brazol (LGC-Biotecnologia), de

acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante, como mostra o esquema abaixo:
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Figura 3. Esquema representativo da técnica de extracdo de DNA utilizando o Kit Brazol
(JACOME, 2011)

Apbs a extracdo do DNA bacteriano foi realizada a sua quantificacdo no Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) utilizando o NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific),
espectrofotdmetro cuja faixa de comprimento de onda é completa (190 a 840nm) e garante uma

alta precisdo e reprodutibilidade.
4.7 Preparacéo de bibliotecas de DNA e sequenciamento gendmico

Com os DNAs extraidos e quantificados, deu-se inicio a preparacdo e montagem das
bibliotecas de DNA utilizando o kit Nextera XT (Illumina), sendo esta etapa realizada no Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CPgAM - Fiocruz — Recife — PE. A quantificacdo das
bibliotecas foi realizada pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-
PCR) através do Kit Library Quantification (lllumina) e o equipamento 7500 da Applied
BioSystems. O sequenciamento genémico foi realizado utilizando o sistema de bibliotecas pair-end
e 0 equipamento MiSeq (lllumina) com o cartucho MiSeq Kit V3 de 600 ciclos (CABRAL, 2016).
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4.8 Montagem e anotacdo dos genomas

Inicialmente foi analisada a qualidade dos fragmentos gerados, utilizando a ferramenta
FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Para a limpeza de
informacdes com baixa qualidade e remocao de interferentes foi utilizado os parametros da
ferramenta Trimmomatic v 0.32. Posteriormente a esta limpeza, foi realizada a montagem dos
contigs utilizando os programas velveth e velvetg, configurados com o auxilio da ferramenta
VelvetOptimiser (http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml). Para a anotacéo
e predicdo de proteinas foram utilizadas as ferramentas Prokka e VFDB (Virulence Factors
Data Base). Por fim, o alinhamento e ordenacdo dos contigs foi feito utilizando o programa
Mauve. Todas as informacfes relativas a montagem, predicdo e anotacdo génica foram
armazenadas em um banco de dados relacional utilizando como ferramenta de gerenciamento
0 MySQL (CABRAL, 2016).
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 1: Deteccdo genetica de sistemas efluxo multidroga em isolados clinicos de
Acinetobacter baumannii provenientes de pacientes com cancer, internados em Recife,

Pernambuco, Brasil.

Introducéo

Ao longo dos anos, Acinetobacter baumannii tornou-se um dos mais importantes
patdgenos oportunistas causadores de infecgdes relacionadas a assisténcia a sadde (IRAS). Este
tipo de infeccdo representa uma ameaca significativa para pacientes imunocomprometidos,
particularmente em pacientes com céancer, com ou sem neutropenia, devido aos efeitos que o
tratamento quimioterapico causa ao seu sistema imunolégico (PRASHANTH; BADRINATH,
2006; NWADIKE et al., 2014; AL-OTAIBI et al., 2016; JACOME et al., 2016).

Uma caracteristica importante das espécies de Acinetobacter é que estas possuem
propensdo a desenvolver resisténcia bacteriana rapidamente, estando associada a pressdo
seletiva dos agentes antimicrobianos utilizados. Tal resisténcia estd disseminada a nivel
mundial, dificultando o tratamento de infec¢Ges causadas por bactérias deste género
(FALAGAS et al., 2007; NWADIKE et al., 2014).

Acredita-se que o desenvolvimento da multidroga resisténcia em A. baumannii deve-se
a expressao de mecanismos como: (1) producdo de enzimas que inativam 0s antimicrobianos,
(2) perda de porinas; (3) e a hiperexpresséo dos sistemas de efluxo. Tais mecanismos, quando
expressos conjuntamente, levam a um aumento consideravel das taxas de resisténcia aos
antimicrobianos (MARAGAKIS; PERL, 2008; PELEG et al., 2008; DERIS et al., 2009;
KUMAR et al., 2012).

Dentre o0s sistemas de efluxo descritos em espécies de A. baumannii, os pertencentes a
familia RND (resistance-nodulation-cell division) e MFS (major facilitator superfamily) séo
0s mais frequentes, ndo excluindo a contribui¢do das demais familias de sistemas de efluxo no
cenario da multirresisténcia (FOURNIER et al., 2006; VILA; MARTI; SANCHES-
CESPEDES, 2007; COYNE et al., 2011; RUMBO et al., 2013; LIN et al., 2015).

Estudos que avaliem o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e a presenca de
mecanismos de resisténcia podem orientar medidas de prevencéo e controle de IRAS. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi analisar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em isolados
clinicos de A. baumannii e detectar, por sequenciamento genémico, os sistemas de efluxo e

mecanismos de resisténcia associados em isolados de A. baumannii, provenientes de pacientes
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oncolégicos internados em um hospital publico de referéncia para o tratamento do céncer,
situado em Recife, Pernambuco, Brasil.

Materiais e Métodos
Isolados bacterianos

As amostras bioldgicas foram coletadas por profissionais de um hospital puablico
especializado na assisténcia a pacientes com cancer na cidade de Recife, Pernambuco, durante
0 ano de 2014. Estas amostras foram encaminhadas ao laboratorio vinculado ao hospital para
ser realizado o isolamento, identificacdo bioquimica e determinacdo do perfil de
susceptibilidade dos isolados clinicos.

Os isolados de A. baumannii multidroga resistentes foram gentilmente cedidos pelo
referido laboratério, semeados em tubos rosqueados contendo Agar Casoy inclinado e
transportados para o Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de
Medicina Tropical/UFPE, onde foram processados. Todos os isolados foram inoculados em
caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubados em estufa a 37°C/24 horas.
Posteriormente, foram semeados em Agar eosina azul de metileno (EMB) para avaliar as
caracteristicas microbioldgicas da bactéria em questdo e mantidos em estoque congelado, em
caldo BHI adicionado de glicerol 20%, a -20°C. Para confirmacdo da espécie bacteriana foi
realizada a identificacdo por meio da técnica de MALDI-TOF, em colaboragdo com o Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CpgAM/FIOCRUZ/PE.

Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Apoés a avaliagdo da pureza dos isolados de A. baumannii. foi realizado teste de
susceptibilidade pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com os padrdes definidos
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para bactérias do género
Acinetobacter, utilizando os seguintes antimicrobianos: ampicilina/sulbactam, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem, ciprofloxacina, levofloxacina, amicacina,
gentamicina e polimixina B. A leitura do teste determina o valor da concentracdo inibitoria

minima (CIM) do agente antimicrobiano em microgramas por mililitro (ug/mL) (CLSI, 2015).

Extracdo de DNA total
A extracdo de DNA total foi realizada utilizando o kit Brazol (LGC-Biotecnologia), de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Apos a extracao foi realizada a quantificacdo

dos DNAs bacterianos, sendo armazenados posteriormente a -20°C.
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Preparacao de bibliotecas de DNA e sequenciamento gendmico

A preparagdo e montagem das bibliotecas de DNA foi realizada utilizando o kit Nextera
XT (Illumina). A quantificacdo das bibliotecas foi realizada pela técnica da PCR em Tempo
Real através do Kit Library Quantification (Illumina) e o equipamento 7500 da Applied
BioSystems. O sequenciamento genémico foi realizado utilizando o sistema de bibliotecas pair-
end e o equipamento MiSeq (Illumina) com o cartucho MiSeq Kit V3 de 600 ciclos.

Montagem e anotacdo dos genomas

Inicialmente foi analisada a qualidade dos fragmentos gerados, utilizando a ferramenta
FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Para a limpeza de
informacBes com baixa qualidade e remocdo de interferentes foi utilizado os parametros da
ferramenta Trimmomatic v 0.32. Posteriormente a esta limpeza, foi realizada a montagem dos
contigs utilizando os programas velveth e velvetg, configurados com o auxilio da ferramenta
VelvetOptimiser (http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml). Para a anotacéo
e predicdo de proteinas foi utilizada a ferramenta Prokka. Por fim, o alinhamento e ordenacao
dos contigs foi feito utilizando o programa Mauve. Todas as informagdes relativas a montagem,
predicdo e anotacdo génica foram armazenadas em um banco de dados relacional utilizando

como ferramenta de gerenciamento o MySQL.

Resultados

Caracterizacdo dos isolados, perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e detec¢do genética
dos sistemas de efluxo

Os cinco isolados de A. baumannii selecionados pelo seu perfil de resisténcia foram
provenientes das seguintes amostras bioldgicas: sangue (n=1), secrec¢do traqueal (n=2), ponta
de cateter (n=1) e liquido cavitario (n=1). Quanto ao setor de internamento, quatro dos cinco
pacientes estavam internados na unidade de terapia intensiva (UTI) e apenas um estava
internado no setor de hematologia do hospital (tabela 1).

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade antimicrobiana, este foi realizado através da
técnica de microdilui¢cdo em caldo que revelou o fenotipo de multidroga resisténcia dos isolados
de A. baumannii testados. Todos os isolados foram resistentes a ceftriaxona (CIM >64 pg/mL),
ceftazidima (CIM >32 pg/mL), imipenem (CIM >8 pg/mL), meropenem (CIM >8 ug/mL) e
ciprofloxacina (CIM >8 pg/mL). A resisténcia ao cefepime (CIM >32 pg/mL) foi observada

em quatro isolados, a amicacina (CIM >64 pg/mL) e gentamicina (CIM >16 ug/mL) em trés
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isolados. Os antimicrobianos levofloxacina, polimixina B e ampicilina/sulbactam apresentaram
maior taxa de sensibilidade nos isolados testados (tabelas 1 e 2).

Considerando as anotacfes obtidas pelo sequenciamento gendmico foi possivel
detectar, em todos os isolados, a presenca de varios genes de sistemas de efluxo pertencentes
as familias MATE, RND e MFS (tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizagéo dos isolados de Acinetobacter baumannii quanto ao sitio e setor de isolamento, perfil de susceptibilidade antimicrobiana
e genes de sistemas de efluxo multidroga

Isolado bacteriano  Sitio de isolamento  Setor do hospital Perfil de susceptibilidade Genes de sistemas de efluxo

Acb 43 Sangue UTI Sensivel (APS, LEV, AMI, GEN, POL MATE (abeM); RND (adeA,
B); Intermediério (CPM); Resistente adeB, adeS, adeF, adeG, adeH,

(CRO, CAZ, IPM, MPM, CIP) adeN, adel, adeJ, adeK, adeL,

adeT1); MFS (amvA).
Acb_44 Secrecdo traqueal UTI Sensivel (APS, LEV, POL B); Resistente MATE (abeM); RND (adeA,
(CRO, CAZ, CPM, IPM, MPM, CIP, adeB, adeR, adeF, adeG, adeH,
AMI, GEN) adeN, adel, adeJ, adeK, adeT1);
MFS (amvA).

Acb_45 Ponta de cateter Hematologia Sensivel (APS, POL B); Intermediario MATE (abeM); RND (adeA,
(LEV); Resistente (CRO, CAZ, CPM, adeB, adeC, adeR, adeS, adeF,

IPM, MPM, CIP, AMI, GEN) adeG, adeH, adeN, adel, adeJ,

adeK, adeL); MFS (amvA).

Acb_46 Secrecdo traqueal UTI Sensivel (APS, LEV, AMI, GEN, POL MATE (abeM); RND (adeA,
B); Resistente (CRO, CAZ, CPM, IPM, adeB, adeR, adeS, adeF, adeG,

MPM, CIP) adeH, adeN, adel, adeJ, adeK,

adeL, adeT1); MFS (amvA).

Acb_47 Liquido cavitario UTI Sensivel (APS, LEV, POL B); Resistente MATE (abeM); RND (adeA,
(CRO, CAZ, CPM, IPM, MPM, CIP, adeB, adeS, adeF, adeG, adeH,

AMI, GEN) adeN, adel, adeJ, adeK, adeL,

adeT1); MFS (amvA).

Legenda: Acb = Acinetobacter baumannii; UTI = unidade de terapia intensiva; APS = ampicilina/sulbactam; CRO = ceftriaxona.; CAZ =
ceftazidima; CPM = cefepime; IPM = imipenem; MPM = meropenem; CIP = ciprofloxacina; LEV = levofloxacina; AMI = amicacina; GEN =
gentamicina; POL B = polimixina B; MATE = familia multidrug and toxic compounds extrusion; RND = familia resistance-nodulation-cell
division; MFS = major facilitator superfamily.
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Tabela 2. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em isolados clinicos de Acinetobacter

baumannii por microdilui¢do em caldo

Antimicrobiano Acb 43 Acb_44 Acb_45 Acb_46 Acb_47
Ampicilina/Sulbactam S (<1/0,5) S (1/0,5) S (4/2) S(1/0,5) S (£1/0,5)
Ceftriaxona R (>128) R (>128) R (>128) R (>128) R (>128)
Ceftazidima R (128) R (>128) R (>128) R (128) R (>128)
Cefepime | (16) R (32) R (128) R (32) R (32)
Imipenem R (>64) R (64) R (64) R (32) R (64)
Meropenem R (>64) R (>64) R (>64) R (>64) R (>64)
Ciprofloxacina R (>32) R (>32) R (>32) R (>32) R (>32)
Levofloxacina S (2 S (2 I (4) S (2) S (2)
Amicacina S (22) R (128) R (32) S (4) R (64)
Gentamicina S() R (>64) R (>64) S(2) R (>64)
Polimixina B S(2) S (1) S (1) S (1) S (1)
Legenda: Acb = Acinetobacter baumannii; S = sensivel; | = intermediario; R = resistente. OBS:

Os valores entre parénteses referem-se ao valor da CIM (concentragdo inibitéria minima) em
pug/mL (microgramas por mililitro).

Discussao

Neste estudo, investigamos geneticamente cinco isolados clinicos de A. baumannii com
perfil de resisténcia a varios antibidticos. Este patdégeno € um dos principais causadores de
infeccBes em pacientes internados, com ou sem cancer, nos ultimos anos. A persisténcia de A.
baumannii no ambiente hospitalar € atribuida ao seu perfil de multidroga resisténcia (PONGAS
etal., 2012; CHAUDHARY; PAYASI, 2014; JACOME et al., 2016).

Estudos recentes demonstraram que a frequéncia de isolados multidroga resistentes é
bastante elevada. Jacome e colaboradores (2016) analisando 169 isolados clinicos de
Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella spp. provenientes de pacientes
internados com neoplasias solidas em Recife observaram que a ocorréncia de multidroga
resisténcia foi de 77,8% para Acinetobacter spp., 64,0% para Klebsiella spp. e 58,6% para P.
aeruginosa. Este mesmo estudo demonstrou que Acinetobacter spp. foi o patdgeno com maior
porcentagem de resisténcia, o que foi observado nos isolados utilizados nesta pesquisa, pois
todos apresentaram uma elevada taxa de resisténcia aos antimicrobianos utilizados. Os isolados

Acb 43 e Acb 46 apresentaram resisténcia a B-lactdmicos, carbapenémicos e fluorquinolonas.
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Jaosisolados Acb_44, Acb_45 e Acb_47 apresentaram resisténcia aos aminoglicosideos, além
das classes anteriormente citadas.

Dados que corroboram com Jacome e colaboradores (2016) foram os obtidos por
Hinrichsen e colaboradores (2014) que, analisando 137 isolados clinicos de Acinetobacter spp.
provenientes de pacientes internados em dois hospitais privados terciarios em Recife,
observaram uma elevada taxa de multidroga resisténcia: 86,0% para o hospital A e 53,0% para
o hospital B. Tais resultados demonstram que em Recife, existe uma alta frequéncia de deteccéo
de Acinetobacter spp. multirresistente em ambiente hospitalar, seja ele publico ou privado.

Adicionalmente, estudos realizados em hospitais na Malasia e Sérvia também
encontraram taxas de resisténcia antimicrobiana elevadas em bactérias do género
Acinetobacter, 77,2% e 98,7%, respectivamente (BIGLARI et al., 2016; DJURIC et al., 2016).
Desta forma percebe-se que, nos Gltimos anos, a ocorréncia de A. baumannii multidroga
resistente em hospitais tem sido constante ndo somente em Recife, Pernambuco, Brasil, mas
em hospitais espalhados pelo mundo.

O primeiro sistema de efluxo encontrado nos isolados do nosso estudo foi 0 AbeM. Esta
bomba pertence a familia MATE que tem a capacidade de expulsar para fora da célula
bacteriana antimicrobianos como aminoglicosideos, fluorquinolonas, cloranfenicol,
trimetoprim e compostos como brometo de etidio e corantes (COYNE et al., 2011).

As elevadas taxas de resisténcia a fluorquinolonas e aminoglicosideos observadas nos
espécimes bacterianos em nosso estudo podem ser consequéncia da expressdo do sistema de
efluxo AbeM e/ou a outros mecanismos de resisténcia associados, como mutacdes nos genes
gyrA e parC (QRDRs), e a presenga de enzimas modificadoras de aminoglicosideos, ambos
detectados em nossos isolados (dados néo publicados).

Inicialmente descrito como uma proteina hipotética, Su e colaboradores (2005)
descreveram a potencial funcdo do sistema AbeM. Comparando a sequéncia desta proteina
utilizando o BLAST foi possivel encontrar um percentual de identidade e similaridade com
proteinas de efluxo de varios micro-organismos, como P. aeruginosa, Vibrio cholerae,
Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus e Haemophilus influenzae. Os autores concluiram
gue era provavel que a proteina AbeM fosse um membro da familia MATE de sistemas de
efluxo, responsavel por expulsar da célula bacteriana multiplos antimicrobianos.

Em contrapartida, Coyne e colaboradores (2011) afirmam que a relevancia deste
sistemas de efluxo para a resisténcia a multiplos antimicrobianos em A. baumannii permanece

hipotética, visto que o gene AbeM foi encontrado em varios isolados clinicos sem qualquer
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correlacdo com a resisténcia aos antibioticos mesmo em isolados que superexpressam este gene,
sugerindo um fraco impacto desse sistema.

Os sistemas de efluxo da familia RND sdo encontrados com maior frequéncia em
isolados clinicos de A. baumannii e podem, quando expressos, contribuir para o fenotipo de
resisténcia em isolados clinicos. Dados obtidos neste estudo mostram que os sistemas de efluxo
AdeABC, AdeFGH e AdelJK sédo frequentes. A presenca destes trés sistemas de efluxo nos
cinco isolados de A. baumannii estudados pode justificar o perfil de multidroga resisténcia
observado, uma vez que 0s agentes antimicrobianos testados sdo substratos especificos para
estes sistemas de efluxo.

Adicionalmente, em quatro dos cinco isolados pesquisados (Acb_43, Acb_44, Acb_46
e Acb_47) houve deteccdo de uma variante da carbapenemase OXA-143, a OXA-253, dados
que foram recentemente publicados por De Sa Cavalcanti e colaboradores (2017). E possivel
analisar, na tabela 2, os valores elevados da CIM para os antibidticos nos isolados que possuem
simultaneamente os sistemas de efluxo e a enzima OXA-253. Enzimas do tipo carbapenemase
guando associadas a sistemas de efluxo ativos contribuem de forma significativa para o
aumento das taxas de resisténcia a multiplos antibioticos em isolados clinicos de A. baumannii,
como € possivel observar em estudos publicados por Hu e colaboradores (2007) e Lee e
colaboradores (2010).

Para provar a capacidade desses sistemas em causar fendtipos de multirresisténcia,
varios estudos foram realizados comparando isolados de A. baumannii que possuiam 0s
sistemas de efluxo com mutantes dos mesmos isolados apresentando delecdo intencional destes
sistemas. Os resultados obtidos foram semelhantes para as bombas de efluxo AdeABC,
AdeFGH e AdelJK, onde os isolados que apresentavam os sistemas de efluxo acima citados
apresentavam maiores valores de MIC para os antimicrobianos quando comparado aos isolados
mutantes, que apresentavam uma diminui¢do nos valores de CIM (MAGNET et al., 2001;
DAMIER-PIOLLE et al., 2008; COYNE et al., 2010).

O sistema adeT foi detectado em quatro dos cinco isolados testados nesse estudo
pesquisados (Acb_43, Acb_44, Acb_46 e Acb_47). A funcdo deste sistema ainda ndo é
conhecida por completo, pois se levarmos em consideracdo os dados disponiveis na literatura,
apenas um estudo foi realizado por Srinivasan e colaboradores (2011). Este estudo teve como
base a clonagem molecular e caracterizacdo funcional de duas proteinas de fusdo de membrana
(MFP) — adeTl e adeT2 - que, possivelmente, estariam envolvidas na resisténcia
antimicrobiana em isolados de A. baumannii. As analises feitas constataram um acumulo de

ciprofloxacina na célula bacteriana, evidenciando uma diminuicgéo do efluxo no isolado mutante
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que possuia a delecdo do gene adeT1 quando comparado ao isolado original. A presenca dos
genes adeT1 e adeT2 aumentaram os valores de MIC para ciprofloxacina. Quando foram
utilizados EPIs (“efflux pump inhibitors”), a acumulacdo de ciprofloxacina no interior das
células bacterianas aumentou, evidenciando que esta MFP participa do efluxo ativo de
antimicrobianos.

Por fim, o dltimo sistema de efluxo detectado em todos os isolados utilizados neste
estudo foi o amvA pertencente a familia MFS. Tal sistema tem a capacidade de expulsar da
célula bacteriana fluorquinolonas, eritromicina e novobiocina, o que pode justificar os valores
elevados da CIM para ciprofloxacina nos isolados de A. baumannii utilizados neste estudo.
Para avaliar a capacidade deste sistema em expulsar antimicrobianos, Rajamohan e
coloboradores (2010) utilizaram um isolado clinico de A. baumannii portador do gene amvA
para criar mutantes sem a presenca deste gene. Testes de sensibilidade foram feitos com os
isolados (original e mutante) onde foi possivel observar um aumento nos valores das MICs para
ciprofloxacina, eritromicina, norfloxacina e novobiocina no isolado que possuia 0 gene amvA
guando comparado com o isolado mutante que apresentava a delecao deste gene, ficando claro
0 papel de mediacdo do gene amvA na resisténcia microbiana.

Diante dos dados obtidos e analisados durante esta pesquisa, concluimos que os sistemas
de efluxo podem contribuir para 0 aumento da resisténcia aos antimicrobianos em isolados
clinicos de A. baumannii, ndo esquecendo de destacar que outros mecanismos podem atuar
simultaneamente com estes sistemas — a exemplo de enzimas beta-lactamases, carbapenemases,
alteracdes de permeabilidade ou perda de porinas e mutacdes em regides determinantes de
resisténcia a quinolonas (QRDR) — elevando ainda mais as taxas de resisténcia nestes isolados,
facilitando o estabelecimento da infeccéo e dificultando o tratamento dos pacientes.
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5.2 Artigo 2: Ocorréncia de determinantes genéticos de viruléncia e resisténcia em isolado

clinico de Acinetobacter nosocomialis sensivel aos antimicrobianos

Introducéo

O género Acinetobacter compreende varias espécies de bactérias Gram-negativas, ndo
fermentadoras de carboidratos, imdveis, aerobias estritas, que possuem uma capacidade de
adaptacdo a ambientes hostis frequentemente associada a habilidade em aderir e formar
biofilmes em superficies bioticas ou abidticas. Tal capacidade contribui para que este micro-
organismo possa sobreviver por periodos prolongados no ambiente hospitalar, potencializando
sua capacidade de disseminacdo e, assim, possibilitando a ocorréncia de infe¢des relacionada a
assisténcia a saude (IRAS) (WISPLINGHOFF et al., 2007; PELEG et al., 2008; DOUGHARI
etal., 2011).

Outra caracteristica importante deste género bacteriano é a de favorecer o
desenvolvimento de resisténcia rapidamente, sendo frequentemente associada a pressao seletiva
gue 0s agentes antimicrobianos causam durante o tratamento da infecdo e a consequente
expressao de mecanismos genéticos de resisténcia, limitando assim as opcdes terapéuticas
disponiveis (FALAGAS et al., 2007; NWADIKE et al., 2014).

As pesquisas de mecanismos genéticos de resisténcia como, producdo de enzimas
inativadoras de antimicrobianos, perda ou diminuicdo de porinas e expressdo dos sistemas de
efluxo multidroga, estdo restritas na grande maioria das vezes a isolados multidroga resistentes
de Acinetobacter, sendo os isolados sensiveis excluidos destas anélises.

Diante da falta de pesquisas que analisem os determinantes de viruléncia e resisténcia
em isolados clinicos de Acinetobacter spp. sensiveis, este estudo teve como objetivo a pesquisa
dos mecanismos genéticos de viruléncia e resisténcia antimicrobiana em um isolado clinico de
A. nosocomialis sensivel fenotipicamente aos antimicrobianos proveniente de um paciente

neutropénico.

Materiais e Métodos

Isolado bacteriano
O isolado de A. nosocomialis foi obtido de hemocultura de um paciente neutropénico

internado em um hospital oncoldgico na cidade do Recife, Pernambuco, Brasil.
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Inicialmente, este isolados foi identificado por testes bioquimicos manuais e seu perfil
de susceptibilidade aos antimicrobianos por disco-difuséo.

O isolado de A. nosocomialis foi transportado em tubo rosqueado contendo Agar Casoy
inclinado para o Laboratorio de Bacteriologia e Biologia Molecular (Departamento de Medicina
Tropical/lUFPE), onde foi processado. A seguir, o isolado foi inoculado em caldo infuséo de
cérebro e coragdo (BHI) e incubado em estufa a 37°C/24 horas e mantido em estoque congelado,
em caldo BHI adicionado de glicerol 20%, a -20°C. Para confirmac&o da espeécie bacteriana foi
realizada a identificacdo por meio da técnica de MALDI-TOF, em colaboracdo com o Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CpgAM/FIOCRUZ/PE.

Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Apbs a avaliacdo da pureza do isolado de A. nosocomialis foi realizado teste de
susceptibilidade pelo método de microdiluigdo em caldo, de acordo com os padrbes definidos
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para bactérias do género
Acinetobacter, utilizando os seguintes antimicrobianos: ampicilina/sulbactam, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem, ciprofloxacina, levofloxacina, amicacina,
gentamicina e polimixina B. A leitura do teste determina o valor da concentracéo inibitdria

minima do agente antimicrobiano em microgramas por mililitro (ug/mL) (CLSI, 2015).

Extracdo de DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada utilizando o kit Brazol (LGC-Biotecnologia), de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Apos a extracdo foi realizada a quantificacéo
do DNA bacteriano, sendo armazenado posteriormente a -20°C.

Preparacdo de bibliotecas de DNA e sequenciamento genémico

A preparacgdo e montagem das bibliotecas de DNA foi realizada utilizando o kit Nextera
XT (Illumina). A quantificagdo das bibliotecas foi realizada pela técnica da PCR em Tempo
Real através do Kit Library Quantification (Illumina) e o equipamento 7500 da Applied
BioSystems. O sequenciamento genémico foi realizado utilizando o sistema de bibliotecas pair-

end e o equipamento MiSeq (Illumina) com o cartucho MiSeq Kit V3 de 600 ciclos.

Montagem e anotacdo dos genomas

Inicialmente foi analisada a qualidade dos fragmentos gerados, utilizando a ferramenta

FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Para a limpeza de
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informagdes com baixa qualidade e remogéo de interferentes foi utilizado os parametros da
ferramenta Trimmomatic v 0.32. Posteriormente a esta limpeza, foi realizada a montagem dos
contigs utilizando os programas velveth e velvetg, configurados com o auxilio da ferramenta
VelvetOptimiser (http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml). Para a anotacéo
e predicdo de proteinas e fatores de viruléncia foram utilizadas as ferramentas Prokka e VFDB,
respectivamente. Por fim, o alinhamento e ordenacéo dos contigs foi feito utilizando o programa
Mauve. Todas as informacGes relativas a montagem, predicdo e anotacdo génica foram
armazenadas em um banco de dados relacional utilizando como ferramenta de gerenciamento
0 MySQL.

Resultados
O teste de susceptibilidade fenotipica aos antimicrobianos revelou um perfil de completa

sensibilidade ( tabela 1).

Tabela 1: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos do isolado clinico de Acinetobacter
nosocomialis (Acb_11/48) por microdiluicdo em caldo.

Antimicrobiano CIM (ug/mL) Interpretacao
Ampicilina/Sulbactam <1/0,5 S
Ceftriaxona 8 S
Ceftazidima <1 S
Cefepime <1 S
Imipenem <0,5 S
Meropenem <0,5 S
Ciprofloxacina <0,25 S
Levofloxacina <0,25 S
Amicacina <2 S
Gentamicina <0,5 S
Polimixina B 2 S

Legenda: Acb = Acinetobacter; CIM = concentracao inibitoria minima; S = sensivel.

O sequenciamento genémico deste isolado clinico de A. nosocomialis sensivel aos
antimicrobianos revelou a presenca de genes que codificam fatores de viruléncia e resisténcia
(tabela 2).
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Tabela 2: Genes de resisténcia e viruléncia presentes no isolado de Acinetobacter nosocomialis
(Acb_11/48) determinados por sequenciamento genémico

Genes Descricéo

Resisténcia

blaapc-2s Cefalosporinase derivada de Acinetobacter

strA/strB Aminoglicosideo fosfotransferase

sul2 Resisténcia a sulfonamidas

AdeFGH Sistema de efluxo multidroga

AdelJK Sistema de efluxo multidroga
Viruléncia

pilQ/pilP/pilO/pilN  Operon envolvido na biogénese de pili tipo 1V

pil T ATPase; proteinas de contracdo/motilidade (pili tipo 1V)

bfmR TCS; regula a formacéo de biofilme e participa da adesao celular
bfmS TCS; regula a formacéo de biofilme e participa da adesao celular
CSUA Formacao de biofilme

csuB Formagé&o de biofilme

csuC Formagé&o de biofilme

csuD Formacao de biofilme

CSuk Formacao de biofilme

Legenda: Acb = Acinetobacter; TCS = two-component system

Discusséo
Os mecanismos de patogenicidade em bactérias do género Acinetobacter ainda nédo

estdo totalmente esclarecidos. O que se sabe é que sdo necessarios alguns fatores moleculares
de viruléncia que incluem a proteina de membrana externa A, fosfolipase D, proteinas
associadas a biofilme, pilus e sider6foros para que haja a colonizagéo e infecgdo em humanos
(HARDING et al.,, 2013). Em nosso estudo foram detectados genes que codificam ou
contribuem para a formacdo de alguns dos fatores de viruléncia que sdo associados a
colonizagdo e estabelecimento do inicio da infeccdo a exemplo de genes associados & formagéo
de pilus e biofilme.

Filamentos protéicos chamados pili estdo envolvidos na ligacdo de espécies de
Acinetobacter a superficies bidticas ou abioticas e, consequentemente, na formacdo de

biofilmes, conferindo a estas bactérias uma notavel capacidade de sobreviver a condi¢des
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ambientais adversas (KROGER et al., 2017). A formacdo do pilus tipo IV é feita por
mondmeros de uma proteina chamada pilina, codificada pelo gene pilA. A montagem e
desmontagem deste pilus é feita por duas ATPases, pilB e pilT (TAN et al., 2014). No isolado
pesquisado, ndo foi possivel detectar a presenca do gene pilA, mas foi detectada a presenca de
um operon (pilQPON) ligado a sintese do pilus tipo IV e a presenga de ATPase pilT. Alguns
autores, como Harding e colaboradores (2013) afirmam que o papel do pilus tipo 1V na adeséo
e formacéo de biofilme ainda € incerto, mesmo tendo observado que Acinetobacter baumannii
é capaz de produzir pilus tipo 4 funcional. Os autores afirmam que se faz necessario realizar
mais estudos que pudessem comprovar a sua participacdo na viruléncia em Acinetobacter.

Outros pili detectados em nosso estudo foi o sistema de montagem csuA/ABCDE
regulado pelo two-component system (TCS) bfmRS, também detectado. Este sistema esta
evolvido na formacédo de biofilmes em superficies bidticas e abidticas, permitindo que bactérias
do género Acinetobacter possam sobreviver a condicdes desfavoraveis (KROGER et al., 2017).
Se o sistema csuA/BABCDE é necessario para que haja a ligacao ao tecido do hospedeiro ainda
ndo esta claro. Estudo realizado por De Breij e colaboradores (2009) demonstrou que o sistema
csuA/BABCDE presente em Acinetobacter baumannii ndo estava envolvido na adesao a células
epiteliais humanas. Entretanto, Liou e colaboradores (2014) observaram uma perda na
capacidade de adesdo de Acinetobacter baumannii as células epiteliais alveolares humanas,
apos a delecdo do gene regulador deste sistema — bfmsS.

Em relacdo aos mecanismos de resisténcia, a presenca do gene blaapc-2s foi observada
em nosso isolado sensivel. Esta cefalosporinase ¢ considerada como um tipo de AmpC B-
lactamase e confere resisténcia a penicilinas, cefamicinas e cefalosporinas, com exce¢do do
cefepime. Os inibidores de B-lactamase parecem néo ter acdo sobre este tipo de enzimas, exceto
0 tazobactam que exibiu alguma atividade inibitéria em Morganella morganii (PEREZ et al.,
2014). Liu e Liu (2015) determinaram a prevaléncia e resisténcia antimicrobiana associadas
com B-lactamases tipo AmpC em isolados clinicos de Acinetobacter baumannii provenientes
de um hospital terciario na China. De 134 isolados coletados, 96 produziram AmpC e ADC.
Estes isolados positivos apresentaram um perfil de resisténcia aos B-lactdmicos de espectro
estendido, que foi associado a alta incidéncia de enzimas AmpC e ADC. Outro estudo realizado
por Zhao e colaboradores (2007), analisou a presenca de blaapc em isolados de A. baumannii
coletados de criancas internadas em uma clinica pediatrica durante o ano de 2006. Dos 28
isolados coletados, 17 possuiam o gene blaapc sendo que a maioria dos isolados néo
apresentava um fendtipo de multidroga resisténcia. O que se pode observar é que alguns

isolados estudados pelos autores acima citados ndo apresentaram o gene para a enzima ADC,
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levantando questionamentos sobre o fato desta enzima ser considerada intrinseca. Por outro
lado, Sarhaddi e colaboradores (2016) encontraram o gene blaapc em todos os 54 isolados
multidroga resistentes de A. baumannii provenientes de um centro de queimados no Iran. A
presenca deste gene em nosso isolado sensivel € um alerta, visto que a qualquer momento
poderia ser expresso e modificar o seu perfil de susceptibilidade para resisténcia aos [3-
lactamicos.

Os genes de resisténcia a sulfonamidas (sul2) e aminoglicosideos (strA/strB) detectados
no isolado deste estudo tém sido relatados inseridos em elementos genéticos moveis como
plasmideos (HAMIDIAM et al., 2016; HAMIDIAN; HALL, 2016). O gene sul2 foi encontrado
préximo a uma transposase, indicando que este gene esté inserido em um elemento genético
movel.

Além dos genes de resisténcia descritos, foi detectada a presenca dos sistemas de efluxo
multidroga da familia RND (AdeFGH e AdelJK) no isolado sensivel de A. nosocomialis. Estes
sistemas conjuntamente conferem resisténcia a [-lactdmicos, cloranfenicol, tetraciclinas,
trimetoprim, fluorquinolonas, eritromicina lincosaminas, tigeciclina, novobiocina, rifampicina
além de outros compostos como corantes e detergentes aniénicos (COYNE et al., 2010;
COYNE et al., 2011). Gordon e Wareham (2010) afirmam que os sistemas de efluxo s6 tém a
capacidade de expulsar os antimicrobianos quando ativos ou superexpressos. Isto poderia
justificar a auséncia do perfil de multidroga resisténcia no isolado pesquisado neste estudo, mas
destaca que mesmo com um perfil de ampla sensibilidade um ambiente hostil pode fazer com
que estes genes sejam expressos.

Apos andlise dos dados obtidos neste estudo podemos concluir que os fatores de
viruléncia presentes no isolado clinico sensivel de A. nosocomialis podem contribuir para a
colonizacdo, infeccdo e persisténcia deste micro-organismo no ambiente hospitalar. Outro dado
que vale a pena ser destacado é a presenca de mecanismos de resisténcia, ndo estando restritos
aos isolados multidroga resistentes, mas que em nosso isolado provavelmente ndo estdo sendo
expressos por acao de genes repressores. A presenca destes genes pode conferir uma vantagem
seletiva a esses micro-organismos que, quando expostos a situacdes desfavoraveis como, por
exemplo, o uso de antimicrobianos em dosagens ou por tempo inadequados, podem expressar
0s genes de resisténcia como forma de defesa e em reposta a um ambiente hostil. Além disso,
a facilidade com que os micro-organismos compartilham elementos genéticos moveis contribui
para 0 aumento da resisténcia no ambiente hospitalar. Portanto, mesmo uma infeccéo causada

por micro-organismo sensivel requer uma atengéo especial, tendo em vista que, em seu genoma,
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varios genes de resisténcia podem ser expressos e, consequentemente, mudar o cenério da

infecgdo e o desfecho clinico do paciente.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo identificou um fenotipo de multidroga resisténcia entre os isolados
clinicos de Acinetobacter baumannii compativeis com as taxas de resisténcia verificadas na
literatura. Além disso, detectou a presenca de sistemas de efluxo multidroga que podem
contribuir de modo significativo para a expressdo deste fen6tipo, quando associados ou néo a
outros mecanismos genéticos de resisténcia (mutacGes em gyrA e parC, enzimas que degradam
antibioticos), pois sabemos que a multidroga resisténcia em bactérias hospitalares tem causa
multifatorial.

Outro dado interessante foi a detec¢do de determinantes de viruléncia e resisténcia em
um isolado clinico de Acinetobacter nosocomialis sensivel aos antimicrobianos. Os genes de
viruléncia detectados contribuem na formacéo do biofilme bacteriano, enquanto os genes de
resisténcia conferem resisténcia a cefalosporinas, sulfonamidas e aminoglicosideos. Tais
resultados alertam para possiveis mudan¢as no curso e no tratamento da infeccdo, pois em
situacOes de estresse ambiental a bactéria pode expressar estes genes, contribuindo de forma

negativa no prognostico do paciente.
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Abstract

Acinetobacter baumannii is an essentially opportunistic pathogen and is involved in cases of
healthcare-related infections, most often in immunocompromised patients, as well as in patients
in intensive care units, burned out and in cancer treatment. The mechanisms that confer
resistance to bacterial species of Acinetobacter are diverse and can be divided into three groups:
production of enzymes capable of inactivating the activity of antimicrobial agents, alterations
or loss of porins and increased expression of active efflux systems. The objective of this work
was to determine the antimicrobial susceptibility and to perform the detection of the efflux
systems by total genomic sequencing of the clinical isolates of A. baumannii during the year
2014 in a public hospital of reference in the treatment of cancer in the city of Recife,
Pernambuco. Five isolates of A. baumannii were selected for the study to determine their
antimicrobial susceptibility profile and genomic sequencing. All isolates showed a multidrug

resistance phenotype. The antimicrobials with the highest resistance rates were ceftriaxone,
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ceftazidime, imipenem, meropenem and ciprofloxacin followed by cefepime, amikacin and
gentamicin. The most active antimicrobials against A. baumannii were ampicillin / sulbactam,
levofloxacin and polymyxin B. In relation to efflux systems, genes coding for MATE, RND
and MFS families were found in resistant isolates, in addition to other associated resistance
mechanisms. This study underscores the importance of genetic investigation of resistance
mechanisms in clinical isolates of AA. baumannii which, when expressed together, may hinder
treatment and consequently favor a poor prognosis for the patient.

Keywords: Acinetobacter baumannii.; multi-drug resistance; efflux pumps; genomic

sequencing.

Introduction

Over the years, Acinetobacter baumannii has become one of the most important
opportunistic pathogens causing health care-related infections (HAIS). This type of infection
poses a significant threat to immunocompromised patients, particularly in patients with cancer,
with or without neutropenia, due to the effects that the chemotherapy treatment causes on their
immune system [1-4].

An important characteristic of Acinetobacter species is that they are prone to develop
bacterial resistance rapidly, being associated with the selective pressure of the antimicrobial
agents used. Such resistance is widespread worldwide, making it difficult to treat infections
caused by bacteria of this genus [3-4].

It is believed that the development of multidrug resistance in A. baumannii is due to the
expression of mechanisms such as: (1) production of enzymes that inactivate antimicrobials,
(2) loss of porins; (3) and hyperexpression of efflux systems. Such mechanisms, when
expressed together, lead to a considerable increase in antimicrobial resistance rates [5-8].

Among the efflux systems described in A. baumannii species, the most frequent are
RND (resistance-nodulation-cell division) and MFS (major facilitator superfamily), however
other efflux systems also contributes for the currently multi-resistance scenario [9-13].

The analysis of isolates regarding their susceptibility profile and resistance mechanisms
are important to characterize HAIs, and to apply measures for prevention and control of these
infections. Hence, the purpose of this study was to analyze the antimicrobial susceptibility
profile in A. baumannii clinical isolates and to detect, by genomic sequencing, the efflux
systems and associated resistance mechanisms in isolates of A. baumannii from oncology
patients hospitalized in a hospital reference public for the treatment of cancer, located in Recife,

Pernambuco, Brazil.
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Materials and methods

Bacterial isolates

The biological samples were collected by healthcare professionals from a public
hospital, specialized in the cancer treatment in Recife, Pernambuco, during 2014. These
samples were sent to the laboratory to perform the bacterial isolation, biochemical
identification, and antimicrobial susceptibility profile.

Five multidrug resistant isolates of Acinetobacter spp. were provided by the hospital
laboratory, seeded on Casoy agar slants and transported to the Laboratério de Bacteriologia e
Biologia Molecular (Departamento de Medicina Tropical/UFPE), for further analysis. All
isolates were inoculated in BHI broth and incubated at 37°C for 24 hours. Subsequently, the
strains were seeded on EMB agar to observe microbiological characteristics and then were
stocked in BHI broth containing glycerol and stored at -20°C. To confirm the bacterial species,
identification was performed using the MALDI-TOF technique, in collaboration with the
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CpgAM/FIOCRUZ/PE.

Antimicrobial susceptibility profile

After analysis of the purity of A. baumannii isolates, the microdilution broth method
was performed according to the guidelines by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). The following antimicrobials were used: Ampicillin/sulbactam, ceftriaxone,
ceftazidime, cefepime, imipenem, meropenem, ciprofloxacin, levofloxacin, amikacin,
gentamicin and polymyxin B. The results were determined by the minimum inhibitory

concentration of the antimicrobial agents (ng/mL) [14].

DNA extraction
DNA extraction was performed using the Brazol kit (LGC-Biotechnology), according

to the protocol provided by the manufacturer. The bacterial DNA was quantified and
subsequently stored at -20°C.

DNA library construction and genome seqguencing

DNA library construction was performed using the Nextera XT kit (Illumina). The
quantification of the libraries was performed by Real-Time PCR using the Library
Quantification Kit (Illumina) and 7500 equipment (Applied BioSystems). Genome sequencing
was performed using paired-end and data were generated on MiSeq platform (Illumina) and

MiSeq Reagent kit v3 600-cycle (Illumina).
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Genome sequencing assembly and annotation

Initially, the quality of the fragments was analyzed using the FASTQC tool
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Low-quality sequences were
examined and then trimmed by Trimmomatic v 0.32. Subsequently, the contigs were assembled
using the wvelveth and velvetg programs, as well as VelvetOptimiser.
(http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml). Prokka was used for protein
prediction and annotation. Contigs were alignment and reordered by the Mauve program. All
data related to assembly, prediction and annotation of coding genes were stored in a relational
database using MySQL.

Results

Characterization of isolates, antimicrobial susceptibility profile and genetic detection of efflux

systems
The five isolates of A. baumannii, selected because their resistance profile, were

obtained from the following biological samples: blood (n=1), tracheal secretion (n=2), catheter
tip (n=1) and cavity fluid (n=1). Regarding the hospital sector, four of the five patients were
from the intensive care unit (ICU), and one was from the hematology section (table 1).

In relation to the antimicrobial susceptibility profile, this was done through the broth
microdilution technique that revealed the resistance multidrug phenotype of the A. baumannii
isolates tested. All isolates were resistant to ceftriaxone (MIC > 64 pug/mL), ceftazidime (MIC
> 32 pg/mL), imipenem (MIC > 8 pg/mL), meropenem (MIC > 8 pug/mL), and ciprofloxacin
(MIC > 8 pg/ml). Resistance to cefepime (MIC > 32 pg/mL) was observed in four isolates.
Three isolates were resistant to amikacin (MIC > 64 pg/mL) and to gentamicin (MIC >16
pg/mL). The isolates tested presented highest sensitivity against Levofloxacin, polymyxin B,
and ampicillin/sulbactam (table 1 and 2).

Considering the annotations obtained by genomic sequencing, it was possible to detect,
in all isolates, the presence of several genes from efflux systems belonging to the MATE, RND
and MFS families (table 1).
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Table 1. Characterization of the isolates of Acinetobacter baumannii on the site and sector of isolation, antimicrobial susceptibility profile and

genes of multidrug efflux systems

Sector of
internment

Susceptibility profile

Genes from efflux systems

Bacterial isolate Body site
Acb_43 Blood
Acb 44 Tracheal secretion
Acb_45 Catheter tip
Acb_46 Tracheal secretion
Acb_47 Cavity fluid

ICU

ICU

Hematology

ICU

ICU

Sensitive (APS, LEV, AMI, GEN, POL
B); Intermediary (CPM); Resistant (CRO,
CAZ, IPM, MPM, CIP)

Sensitive (APS, LEV, POL B); Resistant
(CRO, CAZ, CPM, IPM, MPM, CIP,
AMI, GEN)

Sensitive (APS, POL B); Intermediary
(LEV); Resistant (CRO, CAZ, CPM,
IPM, MPM, CIP, AMI, GEN)

Sensitive (APS, LEV, AMI, GEN, POL
B); Resistant (CRO, CAZ, CPM, IPM,
MPM, CIP)

Sensitive (APS, LEV, POL B); Resistant
(CRO, CAZ, CPM, IPM, MPM, CIP,
AMI, GEN)

MATE (abeM); RND (adeA,
adeB, adeS, adeF, adeG, adeH,
adeN, adel, adeJ, adeK, adeL,

adeT1); MFS (amvA).

MATE (abeM); RND (adeA,
adeB, adeR, adeF, adeG, adeH,
adeN, adel, adeJ, adeK, adeT1);

MFS (amvA).

MATE (abeM); RND (adeA,
adeB, adeC, adeR, adeS, adeF,
adeG, adeH, adeN, adel, adeJ,

adeK, adeL); MFS (amvA).

MATE (abeM); RND (adeA,
adeB, adeR, adeS, adeF, adeG,
adeH, adeN, adel, adeJ, adeK,

adeL, adeT1); MFS (amvA).

MATE (abeM); RND (adeA,
adeB, adeS, adeF, adeG, adeH,
adeN, adel, adeJ, adeK, adeL,

adeT1); MFS (amvA).

Note: Acb = Acinetobacter baumannii; ICU = intensive care unit; APS = ampicillin/sulbactam; CRO = ceftriaxone; CAZ = ceftazidime; CPM =
cefepime; IPM = imipenem; MPM = meropenem; CIP = ciprofloxacin; LEV = levofloxacin; AMI = amikacin; GEN = gentamicin; POL B =
polymyxina B; MATE = multidrug and toxic compounds extrusion family; RND = resistance-nodulation-cell division family; MFS = major

facilitator superfamily.
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Table 2. Profile of antimicrobial susceptibility in clinical isolates of Acinetobacter baumannii

by broth microdilution

Antimicrobiano Acb 43 Acb_44 Acb_45 Acb_46 Acb_47
Ampicillin/Sulbactam S (<1/0,5) S (1/0,5) S (4/2) S(1/0,5) S (£1/0,5)
Ceftriaxone R (>128) R (>128) R (>128) R (>128) R (>128)
Ceftazidime R (128) R (>128) R (>128) R (128) R (>128)
Cefepime | (16) R (32) R (128) R (32) R (32)
Imipenem R (>64) R (64) R (64) R (32) R (64)
Meropenem R (>64) R (>64) R (>64) R (>64) R (>64)
Ciprofloxacin R (>32) R (>32) R (>32) R (>32) R (>32)
Levofloxacin S (2 S (2 I (4) S (2) S (2)
Amikacin S (2) R (128) R (32) S (4) R (64)
Gentamicin S(2) R (>64) R (>64) S(2) R (>64)
Polymyxin B S(2) S@) S (1) S (1) S (1)
Note: Acb = Acinetobacter baumannii; S = sensitive; | = intermediary; R = resistant. PS: The

values in parentheses refer to MIC value (minimum inhibitory concentration) in pg / mL
(micrograms per milliliter).

Discussion

In this study, we characterized five multidrug resistant clinical isolates of A. baumannii.
This pathogen is one of the leading causes of infections in hospitalized patients, with or without
cancer, in the last years. The occurrence of A. baumannii in the hospital environment is due to
its multidrug resistance profile [3; 15-16].

Recent studies showed that the frequency of multidrug resistant isolates, especially in
hospital facilities, has been increasing. Jacome and collaborators (2016) [3] analyzed 169
clinical isolates of Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella spp., obtained
from hospitalized patients with solid neoplasms in Recife. The frequency of multidrug resistant
strains was 77.8% for Acinetobacter spp., 64 % for Klebsiella spp. and 58.6% for P. aeruginosa.
As this study indicates, isolates of Acinetobacter spp. present high rate of multidrug resistance,
which corroborates with our results since all our isolates were resistant to the most part of the
antimicrobials tested. The isolates Acb_43 and Acb_46 presented resistance to B-lactams,
carbapenems, and fluoroquinolones, whereas isolates Acb_44, Acb_45, and Acb_47 were also

resistant to aminoglycosides, beyond the above-mentioned classes.
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Data that corroborate with Jacome and collaborators (2016) were obtained by
Hinrichsen and collaborators (2014) [17] who, analyzing 137 clinical isolates of Acinetobacter
spp., from two private tertiary hospitals in Recife observed a high multidrug resistance rate:
86.0% for hospital A and 53.0% for hospital B. These results demonstrate that in Recife, there
is a high frequency of detection of Acinetobacter spp. multiresistant in a hospital environment,
be it public or private administration.

Additionally, studies conducted in hospitals in Malaysia and Serbia also found high rates
of multidrug resistant isolates of Acinetobacter spp., 77.2% and 98.7%, respectively [18-19].
In this context, the occurrence of multidrug resistant A. baumannii strains has been frequent not
only in Recife, but also in different hospitals worldwide.

The first efflux system found among our isolates was AbeM. This pump belongs to
MATE family and remove antimicrobials, such as aminoglycosides, fluoroquinolones,
chloramphenicol, trimethoprim as well other compounds like ethidium bromide and dyes [11].

High rates of resistance to fluorquinolones and aminoglycosides observed in bacterial
specimens in our study may be a consequence of the expression of the AbeM efflux system and
/ or other associated resistance mechanisms, such as mutations in the gyrA and parC (QRDRS)
genes, and the presence of aminoglycoside modifying enzymes, both detected in our isolates
(unpublished data).

The system AbeM was initially described as a hypothetical protein. In 2005, Su and
collaborators [20] described its potential function. Comparing this protein sequencing using
BLAST, it was found an identity of 34% to 39% and similarity of 75% to 77% with efflux
proteins from other bacterial species, including Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae,
Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus and Haemophilus influenzae. The authors concluded
that AbeM protein was likely to be a member of the MATE family of efflux systems responsible
for expelling multiple antimicrobials from the bacterial cell.

However, according to Coyne and collaborators (2011) [11], the importance of system
AbeM for the development of multidrug resistance in A. baumannii remains hypothetical, since
the AbeM gene has been found in several clinical isolates without any correlation with antibiotic
resistance even in isolates that overexpress this gene, suggesting a weak impact of this system.

The efflux system RND is most frequently found in clinical isolates of the genus A.
baumannii and may, when expressed, contribute to the resistance phenotype in clinical isolates.
According to the data obtained in this study show that the AdeABC, AdeFGH and AdelJK

efflux systems are frequent. The presence of these three efflux systems in the five isolates of A.
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baumannii studied may justify the multidrug resistance profile observed, since the antimicrobial
agents tested are specific substrates for these efflux systems.

Additionally, in four of the five isolates surveyed (Acb_ 43, Acb 44, Acb 46 and
Acb_47) there was detection of a carbapenemase variant OXA-143, OXA-253, data recently
published by De S& Cavalcanti et al. (2017) [23]. It is possible to analyze, in table 2, the high
MIC values for the antibiotics in the isolates that simultaneously possess the efflux systems and
the enzyme OXA-253. Enzymes of the carbapenemase type when associated with active efflux
systems contribute significantly to the increase of rates of resistance to multiple antibiotics in
clinical isolates of A. baumannii, as can be observed in studies published by Hu et al. (2007)
[21] and Lee et al. collaborators (2010) [22].

To prove the ability of these systems to cause multiresistant phenotypes, several studies
were conducted comparing isolates of A. baumannii that had the efflux systems with mutants
of the same isolates showing intentional deletion of these systems. The results obtained were
similar for the AdeABC, AdeFGH and AdelJK efflux pumps, where the isolates with the
aforementioned efflux systems had higher MIC values for the antimicrobials when compared
to the mutant isolates, which showed a decrease in MIC values [24-26].

The efflux system adeT was detected in four of the five isolates tested in this study
(Acb_43, Acb_44, Acb_46 e Acb_47). The function of this system is still not fully known,
because if we take into account the data available in the literature, only one study was performed
by Srinivasan and collaborators (2011) [27]. This study was based on the molecular cloning
and functional characterization of two membrane fusion proteins (MFP) - adeT1 and adeT?2 -
that could possibly be involved in antimicrobial resistance in A. baumannii isolates. The
analyzes showed an accumulation of ciprofloxacin in the bacterial cell, evidencing a decrease
of the efflux in the mutant isolate that had the deletion of the adeT1 gene when compared to the
original isolate. The presence of the adeTl and adeT2 genes increased MIC values for
ciprofloxacin. When EPIs (“efflux pump inhibitors”) were used, the accumulation of
ciprofloxacin within the bacterial cells increased, evidencing that this MFP participates in the
active efflux of antimicrobials.

Finally, the last efflux system detected in all isolates used in this study was amvA
belonging to the MFS family. Such a system has the ability to expel fluorquinolones,
erythromycin and novobiocin from the bacterial cell, which may justify the high MIC values
for ciprofloxacin in A. baumannii isolates used in this study. The analysis to evaluate the ability
of this system to remove antimicrobials is very similar to those described previously.

Rajamohan and collaborators (2010) [28] used a clinical isolate of A. baumannii, carrying the



101

gene amvA, to create a mutant strain, lacking this gene. Antimicrobial susceptibility tests were
performed in both isolates (wild-type and mutant) and, as expected, MIC values for
ciprofloxacin, erythromycin, norfloxacin, and novobiocin were higher to the isolate that
possessed the amvA gene when compared to the mutant isolate exhibiting the deletion of this
gene, making clear the role of mediation of the amvA gene in microbial resistance.

Hence, the data obtained and analyzed during this research, we concluded that efflux
systems may contribute to the increase of antimicrobial resistance in clinical isolates of A.
baumannii, noting that other mechanisms can act simultaneously with these systems - such as
beta-lactamase enzymes, carbapenemases, permeability changes or loss of porins and mutations
in determinant regions of quinolone resistance (QRDR) - further increasing resistance rates in

these isolates, facilitating the establishment of infection and making it difficult to treat patients.
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Abstract

Acinetobacter species have a remarkable ability to form biofilms on biotic and abiotic surfaces,
and easily acquire resistance to the most diverse antimicrobials. Such skills facilitate the spread
of infections in a hospital environment. Several studies were carried out to investigate virulence
and resistance determinants in clinical isolates of Acinetobacter spp. multidrug resistant.
Sensitive isolates have always been forgotten, because they are not in immediate danger. In this
study we investigated virulence and resistance determinants in a clinical isolate of
Acinetobacter nosocomialis. from a blood culture of a neutropenic patient in treatment for
cancer. The analyzes were made through genomic sequencing and it was possible to detect
genes involved in the adhesion and formation of biofilms, in addition to antibiotic resistance
genes. Therefore, sensitive isolates possess in their genome derterminants of virulence and
resistance, which can be expressed at any time by changing the course of infection and the
treatment of the patient.

Keywords: Acinetobacter spp.; virulence, resistance; genomic sequencing.
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Introduction

Acinetobacter species are strict aerobic Gram-negative, non-motile, non-fermenting
bacteria that adapt to hostile environments, frequently associated with adherence and biofilm
formation on biotic or abiotic surfaces. This process contributes to the microorganism dispersal
in the hospital environment, thus leading to healthcare-associated infections (HAIS)
(WISPLINGHOFF et al., 2007; PELEG et al., 2008; DOUGHARI et al., 2011).

A remarkable characteristic of this pathogen is the rapid resistance development as a
consequence of the selective pressure by antimicrobial agents, which favors the emergence of
resistant isolates and limits the therapeutic options available (FALAGAS et al., 2007,
NWADIKE et al., 2014).

The search for genetic resistance factors such as the production of antimicrobial
inactivating enzymes, loss or reduction of porins, and expression of multidrug efflux systems
are mostly restricted to multidrug resistant isolates of Acinetobacter, whereas the sensitive
strains are excluded from the analysis.

Since there is a lack of studies on virulence and resistance determinants in sensitive
clinical isolates of Acinetobacter spp., the aim of this study was to perform genome sequencing
and detection of virulence and antimicrobial resistance determinants in a sensitive strain of A.

nosocomialis, isolated from a neutropenic patient.

Materials and Methods

Bacterial isolates

The isolate of A. nosocomialis was obtained from blood culture of a neutropenic patient
hospitalized at a cancer hospital in Recife, Pernambuco, Brazil.

Initially, this isolate was identified by manual biochemical tests and antimicrobial
susceptibility profile by disk diffusion.

The isolate of A. nosocomialis was transported in a threaded tube containing Casoy Agar
to Laboratorio de Bacteriologia e Biologia Molecular (Departamento de Medicina Tropical /
UFPE), where it was processed. Next, the isolate was inoculated into brain-heart infusion broth
(BHI), incubated at 37 ° C / 24 hours and kept in frozen stock in BHI broth added with 20%
glycerol at -20 ° C. To confirm the bacterial species, the identification was performed using the
MALDI-TOF technique, in collaboration with the Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes —
CpgAM/FIOCRUZ/PE.
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Antimicrobial susceptibility profile

After analysis of the purity of A. nosocomialis isolate, the microdilution broth method
was performed according to the guidelines by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). The following antimicrobials were used: Ampicillin/sulbactam, ceftriaxone,
ceftazidime, cefepime, imipenem, meropenem, ciprofloxacin, levofloxacin, amikacin,
gentamicin and polymyxin B. The results were determined by the minimum inhibitory

concentration of the antimicrobial agents (ug/mL) (CLSI, 2015).

DNA extraction

DNA extraction was performed using the Brazol kit (LGC-Biotechnology), according
to the protocol provided by the manufacturer. The bacterial DNA was quantified and

subsequently stored at -20°C.

DNA library construction and genome seqguencing

DNA library construction was performed using the Nextera XT kit (lllumina). The
quantification of the libraries was performed by Real-Time PCR using the Library
Quantification Kit (Illumina) and 7500 equipment (Applied BioSystems). Genome sequencing
was performed using paired-end and data were generated on MiSeq platform (lllumina) and

MiSeq Reagent kit v3 600-cycle (Illumina).

Genome sequencing assembly and annotation

Initially, the quality of the fragments was analyzed using the FASTQC tool
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Low-quality sequences were
examined and then trimmed by Trimmomatic v 0.32. Subsequently, the contigs were assembled
using the velveth and wvelvetg programs, as well as VelvetOptimiser.
(http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml). Prokka and VFDB were used for
protein prediction and annotation. Contigs were alignment and reordered by the Mauve
program. All data related to assembly, prediction and annotation of coding genes were stored

in a relational database using MySQL.



108

Results
The antimicrobial phenotypic susceptibility test revealed a complete sensitivity profile (Table
1).

Table 1: Antimicrobial susceptibility profile in clinical isolate of Acinetobacter nosocomialis
(Acb_11/48) by broth microdilution

Antimicrobial MIC (pg/mL) Interpretation
Ampicilin/Sulbactam <1/0,5 S
Ceftriaxone 8 S
Ceftazidime <1 S
Cefepime <1 S
Imipenem <0,5 S
Meropenem <0,5 S
Ciprofloxacin <0,25 S
Levofloxacin <0,25 S
Amikacin <2 S
Gentamicin <0,5 S
Polymyxin B 2 S

Note: Acb = Acinetobacter; MIC = minimum inhibitory concentration; S = sensitive

The genome sequencing of this sensitive clinical isolate of Acinetobacter nosocomialis revealed

the presence of genes encoding virulence and resistance factors (table 2).

Table 2: Resistance and virulence genes present in Acinetobacter nosocomialis (Acb_11/ 48)

determined by genomic sequencing

Genes Description
Resistance
blaapc-2s Acinetobacter-derived cephalosporinase
strA/strB Aminoglycoside phosphotransferase
sul2 Resistance to sulfonamides
AdeFGH Multi-drug efflux system
AdelJK Multi-drug efflux system

Virulence
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pilQ/pilP/pilO/pilN Operon involved in pili type IV biogenesis

pilT ATPase; contraction/motility proteins (pili type 1V)

bfmR TCS; regulates biofilm formation and participates in cell adhesion
bfmS TCS; regulates biofilm formation and participates in cell adhesion
CSUA Biofilm formation

csuB Biofilm formation

csuC Biofilm formation

csuD Biofilm formation

CSUuE Biofilm formation

Note: Acb = Acinetobacter; TCS = two-component system

Discussion

The pathogenicity mechanisms of Acinetobacter species are not yet very clear.
However, virulence factors, including the outer membrane protein A, phospholipase D, biofilm-
associated proteins, pilus, and siderophores are necessary for colonization and infection
(HARDING et al., 2013). In our study, we detected genes associated with colonization and
establishment of infection, for example, pilus and biofilm formation.

Protein filaments called pili mediate adherence of bacteria of genus Acinetobacter to
biotic or abiotic surfaces and, consequently, facilitates biofilm formation and increase bacteria
ability to survive in adverse environmental conditions (KROGER et al., 2017). Type 1V pilus
is composed of monomers of protein pilin, encoded by pilA gene. The assembly of this pilus
requires two ATPases, pilB and pilT (TAN et al., 2014). It was not possible to detect the
presence of the pilA gene in our isolate, but the presence of an operon (pilQPON) linked to the
synthesis of pilus type 1V and the presence of ATPase pilT was detected. Some authors, such
as Harding and collaborators (2013), affirm that the role of pilus type IV in adhesion and biofilm
formation is still uncertain, even though it has observed that Acinetobacter baumannii is able
to produce pilus type 4 functional. Hence, further studies are necessary to elucidate the
participation of this structure virulence in Acinetobacter.

Other pili detected in our study was the csuA/ABCDE assembly system regulated by the
two-component system (TCS) bfmRS, also detected. This system is evolved in the formation of
biofilms on biotic and abiotic surfaces, allowing bacteria of the genus Acinetobacter to survive
unfavorable conditions (KROGER et al., 2017). However, it is still unclear whether

CSUA/ABCDE is required for adhesion to host tissue. De Breij and collaborators (2009)
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demonstrated that the presence of this system in A. baumannii was not involved in adhesion to
human epithelial cells. Liou and collaborators (2014) observed a deficiency in adhesion of A.
baumannii to human alveolar epithelial cells, after deletion of bfmS, the regulatory gene of this
system.

Regarding the resistance factors, the blaapc-2s gene was detected in our sensitive isolate.
This cephalosporinase is a type of AmpC B-lactamase and confers resistance to penicillins,
cephamycins and cephalosporins, except to cefepime. Inhibitors of B-lactamase appear to have
no action on this type of enzyme, except tazobactam that exhibited inhibitory activity against
Morganella morganii (PEREZ et al., 2014). Liu and Liu (2015) determined the antimicrobial
resistance prevalence associated with -lactamases, AmpC type enzymes, in clinical isolates of
A. baumannii, obtained from a tertiary hospital in China. Of 134 isolates, 96 extended-spectrum
B-lactam resistant isolates produced AmpC and ADC. In 2006, study by Zhao and collaborators
(2007) analyzed the presence of blaapc in isolates of A. baumannii, obtained from children
admitted to a pediatric clinic. Of 28 isolates, 17 harbored blaaoc gene and most of them did not
present a multidrug resistant phenotype. It is worth noting that part of isolates from the studies
mentioned previously did not present the gene encoded for ADC enzyme, raising questions
whether this enzyme should be considered intrinsic. On the other hand, Sarhaddi and
collaborators (2016) found blaapc gene in all 54 multidrug resistant isolates of A. baumannii
from a burn center in Iran. The presence of this gene in our sensitive isolate is an alert, since at
any moment it could be expressed and modify its susceptibility profile for -lactam resistance.

The resistance genes to sulfonamides (sul2) and aminoglycosides (strA/ strB), detected
in our isolate, have been reported on mobile genetic elements, as plasmids (HAMIDIAM et al.,
2016; HAMIDIAN; HALL, 2016). The gene sul2 was found next to a transposase, indicating
that this gene is inserted into a mobile genetic element.

In addition to the resistance genes described, the presence of the multidrug efflux
systems of the RND family (AdeFGH and AdelJK) was detected in the sensitive isolate of A.
nosocomialis. These systems together confer resistance to [B-lactams, chloramphenicol,
tetracyclines, trimethoprim, fluoroquinolones, erythromycin, lincosamides, tigecycline,
novobiocin, rifampicin and other compounds such as dyes and anionic detergents (COYNE et
al., 2010; COYNE et al., 2011). In accordance with Gordon and Wareham (2010), efflux
systems remove antimicrobials only when activated or overexpressed. This may explain the
absence of multidrug resistance profile of the studied isolate, but highlights that hostile
environment can cause resistance genes to become expressed in a strain with previously

sensitivity profile.
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From the data obtained in this study, we concluded that virulence factors present in the
sensitive clinical isolate of A. nosocomialis may contribute to the colonization, infection, and
maintenance of this microorganism in the hospital environment. Another fact that is worth
highlighting is the presence of resistance mechanisms, not restricted to resistant multidrug
isolates, but which in our isolate are probably not being expressed by the action of repressor
genes. The presence of these genes may confer a selective advantage on these microorganisms
which, when exposed to unfavorable situations, such as the use of antimicrobials in inadequate
dosages or for time, can express resistance genes as a form of defense and in response to a
hostile environment. The presence of resistance genes is not restricted to multidrug resistant
strains; however, it may be present, but not expressed, in sensitive isolates. Additionally,
bacteria may share mobile genetic elements that contribute to increase of multidrug resistant
strains circulating in the hospital facilities. Hence, an infection caused by a sensitive strain still
requires special attention, once several resistance genes can be harbored and potentially be
expressed, thus interfering in the clinical outcome of the patient.
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Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacier spp. and Klebsiella spp. are three of the pathogens
most frequently involved in infections of cancer patients, and the production of g-lactamasesis a
major mechanism of resistance due to its wide diversity of existing enzymes. Therefore, the aim of
the present study was to investigate the microbiological profile and data related to patients and
infections, and to search for B-lactamases genes in bacterial isolates from hospitalized cancer
patients in a hospital in Recife, Pernambuco, Brazil. A total of 169 isolates were recovered
between 2012 and 2014, of which 58 were P. aeruginosa, 36 were Acinetobacter spp. and 75
were Klebsiella spp. A high percentage of carbapenem resistance was observed in P. aeruginosa
and Acinetobacter spp. Among the carbapenem-resistant bacteria, the blagpg.1 gene was
detectedin P. aeruginosa (35.5 %) and Acinefobacter spp. (3.8 %), while blagpc was detected in
P aeruginosa (25.8 %) only. Among the third- and fourth-generation cephalosporin-resistant
strains, in Klebsiella spp. we detected the genes blarew (30.6 %), blacTka (58.3 %) and blaec
(5.690), and in Acinefobacter spp. only blarey (25.9%). This the first report of an Acinetobacter
baumannii blagpy.1 gene carrier that has been isolated in Brazil. The most frequent cancer types
were bowel tumour [14.8%; 95 % confidence interval (Clgs o) 9.8-21.1 %), breast cancer
(13.6%; Clgs o, B.8B—18.7 %) and prostate cancer (11.204; Clgs o, 6.9-17.0 %). These results
therefore provide knowledge of susceptibility profile and resistance mechanisms and thus can
contribute to the strategic formulation of hospital infection control plans and the rational use of
antimicrobials, reducing morality from infection levels in cancer patients.

INTRODUCTION

Bacterial infections have been indicated as a significant cause
Abbreviations: HAl, hospttal-acquired infection; MDR, mutidrug resis- of mortality and morbidity among cancer patients, with or
tance.

without neutropenia, despite advances in antibiotic therapy in

GenBank accession number: KR186064 recent decades (Wang et al,, 2011; Pongas et al., 2012). The
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