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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um patdégeno comumente associado a infec¢bes relacionadas a
assisténcia a salde, sendo englobado na sigla "ESKAPE", como um dos patdgenos
multirresistentes (MDR) mais comuns e graves, com prioridade critica para a pesquisa e
desenvolvimento de novos antimicrobianos. A resisténcia a antimicrobianos e a capacidade
de sobreviver em superficies estao entre os principais fatores responsaveis por sua persisténcia
no ambiente hospitar. Este estudo teve como objetivos confirmar a identificacdo de 76
isolados coletados de 2 hospitais do Rio de Janeiro no periodo de 2014 e 2015, avaliar a
diversidade clonal das cepas por meio da técnica de eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) e Multilocus Sequence Typing (MLST). Além disso, determinar o perfil de
suscetibilidade antimicrobiano, estudar a frequéncia de heterorresisténcia e a resisténcia
adaptativa a polimixina B, pesquisar a presenca dos genes codificadores de oxacilinases, da
associacdo da sequéncia de insercdo ISAbal com o gene blaoxa-23 € do gene mcr-1 por meio
da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento. Por fim, detectar a
capacidade dessas cepas na formacao de biofilme em poliestireno, avaliar a natureza quimica
do biofilme, o efeito do etanol em sua formacéo e visualizar o biofilme por microscopia de
varredura confocal a laser (MVCL). A andlise da sequéncia do gene rpoB confirmou a
identificacdo de 72 cepas como A. baumaunnii. O PFGE revelou a presenga de 2 pulsotipos
prevalentes (A e B) dentre os 15 detectados, ja 0 MLST detectou complexos clonais (CC) ja
descritos no Brasil, pelo esquema Oxford, trés (CC103, CC231 e CC235) e pelo esquema
Pasteur, quatro (CC1, CC15, CC162, CC213). Foram determinados dois novos STs, um pelo
esquema Oxford (ST2097) e um pelo esquema Pasteur (ST1439). Além disso, a maioria das
cepas de A. baumannii foi classificada como MDR ou extensivamente resistente (XDR) (62%
e 35%, respectivamente), sendo revelados altos niveis de resisténcia a maioria dos
antimicrobianos clinicamente disponiveis para o tratamento dessas infecgdes. Em
contrapartida, as cepas foram mais suscetiveis aos antimicrobianos amicacina, gentamicina,
minociclina e polimixina B. A heterorresisténcia foi verificada em 21 cepas e a resisténcia
adaptativa ndo foi detectada. Por PCR, foi verificado que todas as cepas estudadas possuiam
0 gene blaoxas1 € 0 blaoxa-23, em uma cepa foi detectado o gene blaoxa-24. N0 houve
deteccdo dos outros genes de oxacilinases e do mcr-1, e associacdo de ISAbal — blaoxa-23 foi
detectada em 4% das cepas. No presente estudo, 82% das cepas foram capazes de formar
biofilme. Além disso, podemos sugerir que o biofilme formado pelas cepas formadoras de
biofilme forte & predominantemente de natureza protéica. O etanol na concentracdo de 2%
possuiu um efeito positivo na formacéo de biofilme. A visualizacdo do biofilme por MVCL
mostrou resultados condizentes com as classificacdes realizadas no estudo, tratamentos
realizados e os efeitos do etanol a 2% na formacéo do biofilme. Devido a prevaléncia de
infeccOes e surtos causados por A. baumannii, a compreensdo dos mecanismos de resisténcia
e do potencial patogénico deste micro-organismo sdo necessarios para o entendimento da
persisténcia no ambiente hospitalar. Além disso, fornecer recursos para melhorar o tratamento
das infeccdes graves e aprimorar as medidas de controle e prevencgéo dessas infeccoes.

Palavras-chave: 1. Acinetobacter baumannii. 2. Resisténcia a antimicrobianos. 3. PFGE e
MLST. 4. Heterorresisténcia e Resisténcia Adaptativa. 5. Biofilme.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a pathogen commonly associated with healthcare-related
infections (HAI), being included in the "ESKAPE", as one of the most common and serious
multiresistant (MDR) pathogen, and in the critical priority group for research and development
of new antimicrobials. Antimicrobial resistance and the ability to survive on surfaces are
among the main factors responsible for A. baumannii persistence in the hospital environment.
The aimed of this study was to confirm the identification of 76 isolates from two hospitals in
Rio de Janeiro between 2014 and 2015, evaluate clonal diversity of strains using pulsed field
gel electrophoresis (PFGE) and Multilocus Sequence Typing (MLST). Moreover, determine
the antimicrobials susceptibility profile, frequency of polymyxin B heteroresistance and
adaptive resistance and investigate the presence of oxacillinase encoding genes, the ISAbal-
blaoxa-23 association and mcr-1 gene using polymerase chain reaction (PCR) and sequencing
methods. Finally, we detected the ability of A. baumannii strains to form biofilm on a
polystyrene surface, evaluated the biofilm composition and the effect of ethanol on the biofilm
formation, and visualized A. baumannii biofilm using Confocal Laser Scanning Microscopy.
The identification of 72 strains was confirmed by partial rpoB gene. PFGE revealed the
presence of two prevalent pulsotypes (A and B) among the 15 described, while MLST detected
clonal complexes (CC) already described in Brazil, by the Oxford scheme (CC103, CC231
and CC235) and by the Pasteur scheme (CC1, CC15, CC162, CC213). Two new STs were
determined, one by the Oxford scheme (ST2097) and one by the Pasteur scheme (ST1439).
In addition, most of A. baumannii strains was classified as MDR or extensively resistant
(XDR) (62% and 35%, respectively), high levels of resistance being revealed to clinically
available antimicrobials for the treatment of A. baumannii infections. However, studied strains
were most susceptible to the antimicrobials amikacin, gentamicin, minocycline and
polymyxin B. Heteroresistance was verified in 21 strains and adaptive resistance was not
verified in any selected strain. By PCR, we verified that all strains had the blaoxa-s1 gene and
blaoxa-23, in one strain the blaoxa-24 gene was detected. Other oxacillinase and mcr-1 genes
were not detected, and ISAbal-blaoxa-23 association was detected in 4% of strains. We
observed that 82% of the were able to form biofilm, in addition, we can suggest that the
biofilm formed by strains that form strong biofilm is predominantly composed of protein. The
2% ethanol had a positive effect on A. baumannii biofilm formation. The visualization of the
biofilm by confocal microscopy showed consistent results with the classifications performed
in the study, treatments and the effects of 2% ethanol on the biofilm formation. Due to the
prevalence of A. baumannii infections and outbreaks, an understanding of the resistance
mechanisms and the pathogenic potential of this microorganism is necessary to understand
the persistence in the hospital environment. In addition, provide resources to improve the
treatment of serious infections and measures to control and prevent of these infections.

Keywords: 1. Acinetobacter baumannii. 2. Resistance to antimicrobials. 3. PFGE and MLST.
4. Heteroresistance and Adaptive Resistance. 5. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acinetobacter baumannii

Micro-organismos do género Acinetobacter séo cocobacilos Gram-negativos, néo-
fermentadores e da familia Moraxellaceae. De acordo com a taxonomia atual, o género
Acinetobacter possui mais de 50 espécies validas (LPSN, 2020). Apesar da maioria das
espeécies de Acinetobacter ser considerada ndo patogénica, algumas sao importantes patdgenos
para 0 homem. As espécies clinicamente mais relevantes do género Acinetobacter pertencem
ao complexo Acinetobacter calcoaceticus—baumannii (Acb) (TOUCHON et al., 2014). Esse
complexo consiste em cinco espécies patogénicas: Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
nosocomialis, Acinetobacter pittii, Acinetobacter seifertii e Acinetobacter dijkshoorniae, e
uma espécie ndo patogénica Acinetobacter calcoaceticus. A espécie de maior importancia
clinica e mais bem caracterizada é A. baumannii. Porém a sua inclusdo em um complexo se
deve a incapacidade de distincdo fenotipica de A. baumannii de outros membros do complexo
Acb (BOUVET; GRIMONT, 1986, NEMEC et al., 2011, NEMEC et al., 2015, COSGAYA
et al., 2016).

A identificacdo em nivel de espécie dentro do género Acinetobacter é muitas vezes
problemética. Atualmente as espécies de Acinetobacter sdo identificadas por métodos
moleculares (KARAH et al., 2011, AHMED; ALP, 2015), dentre eles, 0 sequenciamento do
gene codificador da subunidade 16S do acido ribonucleico ribossémico (16S rRNA), sendo
esse um dos mais utilizados para identificacdo bacteriana (CUSTOVIC et al., 2014). Porém a
principal limitagdo para sua utilizagdo em Acinetobacter se deve ao fato desse gene ser téo
conservado, que muitas vezes ndo possibilita diferenciar todas as espécies (ALVAREZ-
BUYLLA; CULEBRAS; PICAZO, 2012).

Por isso outros genes tém sido utilizados para a identificagdo de isolados de
Acinetobacter spp., incluindo os genes ompA, recA, gyrB e rpoB (GUNDI et al., 20009,
KARAH etal., 2011, McCONNELL et al., 2012, WANG et al., 2014, NAJAR PEERAYEH;
KARMOSTAIJI, 2015). A caracterizacdo molecular utilizando pesquisa por PCR do gene
codificador da oxacilinase do tipo blaoxa-s1, juntamente com o sequenciamento do gene rpoB,
tem alto poder discriminatorio sobre os métodos convencionais para identificagdo de espécies
de Acinetobacter, especialmente dentro do complexo ACB
(VIJAYAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN, 2019).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karmostaji%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26421140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vijayakumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biswas%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraraghavan%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
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Além desses, também existem métodos automatizados para identificagdo das espécies
de Acinetobacter como Vitek 2 e a Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry (MALDI-TOF) (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008,
VIUAYAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN, 2019). A utilizacdo  dessas
metodologias para identificacdo de espécies do complexo ACB é problematica, isso pode ser
explicado em parte pelo conteudo limitado do banco de  dados
(VUAYAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN, 2019). No entanto, se houver a
incorporacédo de espectros de massa mais diversificados de diferentes espécies do complexo
ACB melhorard o banco de dados do MALDI-TOF, que consequentemente sera util na
identificacdo precisa de Acinetobacter a nivel de espécie
(VUAYAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN, 2019).

A. baumannii € onipresente na natureza, consequentemente pode ser isolado de
amostras de agua, de animais, e de solo, por conta disso € dificil identificar seu habitat natural.
No ambiente hospitalar, A. baumannii é isolado principalmente de equipamentos médicos,
profissionais da area de saude e pacientes hospitalizados. Em geral essas cepas sdo mais
resistentes aos antimicrobianos e as infec¢fes causadas por elas possuem maior taxa de
mortalidade entre os pacientes em comparacdo com infeccdes causadas por outras espécies de
Acinetobacter (CHUANG et al., 2011).

Cepas de A. baumannii sdo encontradas frequentemente em unidades de tratamento
intensivos (UTI) e enfermarias cirargicas, por serem, em geral, mais resistentes aos
antimicrobianos que outras espécies de importancia hospitalar, podendo persistir e se propagar
nesses locais onde a pressdo seletiva dos antimicrobianos favorece o aparecimento de
bactérias resistentes (BIENDO et al., 1999, VILA, MARTI, SANCHEZ-CESPEDE, 2007). O
contato com os profissionais envolvidos com cuidados da salde, previamente expostos ao
micro-organismo ou com pacientes colonizados, também pode ser um meio de propagacéao de
A. baumannii no ambiente hospitalar (MARAGAKIS et al., 2004, CRNICH.; SAFDAR,;
MAKI, 2005, DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007, ASENSIO et al., 2008,
RODRIGUEZ-BANO et al., 2009). Entre os isolados do género Acinetobacter, A. baumannii
é capaz de sobreviver por mais tempo na superficie dos dedos, o que poderia explicar as altas
taxas de contaminacdo cruzada nosocomial, principal modo de transmissdo desse micro-
organismo (HOUANG et al., 1998), sendo de crucial relevancia prevenir esse tipo de
transmissdo (D'AGATA; THAYER; SCHAFFNER, 2000).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vijayakumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biswas%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraraghavan%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vijayakumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biswas%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraraghavan%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vijayakumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biswas%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraraghavan%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31285840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Safdar%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15913471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maki%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15913471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thayer%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11001262
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schaffner%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11001262
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1.2 Importéncia clinica e patogenicidade

A. baumannii € um patégeno oportunista capaz de causar uma ampla gama de
infeccdes. Dentre as infeccdes causadas por esse micro-organismo podemaos citar pneumonias
(hospitalar ou adquirida na comunidade), bacteremias, endocardites, infec¢des da pele e dos
tecidos moles, infeccBes do trato urinario e meningites (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER,
1996, ROCA et al., 2012, McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013).

Essas infeccOes sdo mais comuns em pacientes que sofrem de doenca subjacente ou
que tenham sido submetidos a grandes procedimentos cirdrgicos. Além disso, estdo associadas
principalmente a longos periodos de hospitalizagdo (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008),
sexo masculino, idade avancada, alcoolismo, tabagismo pesado, diabetes mellitus, doenca
pulmonar obstrutiva crénica e doenca renal (WISPLINGHOFF; PERBIX; SEIFERT, 1999,
FALAGAS; RAFAILIDIS, 2007). Pneumonia hospitalar representa a manifestacéo clinica
mais comum da infeccdo causada por A. baumannii e ocorre normalmente em pacientes que
receberam ventilacdo mecéanica na UTI. Essa infeccdo pode ocorrer apos colonizacéo das vias
respiratorias por exposicao ambiental (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007).

As infeccOes da corrente sanguinea causadas por A. baumannii sdo também uma das
causas mais comuns de infecgdes em UTI (WISPLINGHOFF et al., 2004). As fontes dessas
infeccbes sdo dispositivos intravasculares, além de infeccBGes prévias do trato respiratério
inferior (CISNEROS et al., 1996, JANG et al., 2009, JUNG et al., 2010), pele e trato urinario
(SEIFERT et al., 1993).

A. baumannii também pode causar infeccdes em pacientes que apresentam
queimaduras. Alguns estudos relataram alta incidéncia de infecgdo causada por esse patdgeno
em unidades de queimados e ressaltaram a importancia de A. baumannii nesta populagédo de
doentes (ALBRECHT et al., 2006, CHIM; TAN; SONG, 2007, KEEN et al., 2010). Esse tipo
de infeccdo pode ser especialmente problematico uma vez que pode atrasar a cura da ferida,
evoluir para infecgbes de tecidos subjacentes e consequentemente infecgdes da corrente
sanguinea (LYYTIKAINEN et al., 1995, ROBERTS; FINDLAY; LANG, 2001, TROTTIER
et al., 2007, KEEN et al., 2010). A. baumannii j& foi relatado em infeccbes de sitio cirurgico
em algumas institui¢cdes, como infeccdes de pele, tecidos moles e ortopédicas no ambiente de
UTI (CISNEROS et al., 1996, SADER et al., 2001, RODRIGUEZ-BANO et al., 2004,
GAYNES; EDWARDS, 2005, HELAL et al., 2015).

Apesar de serem raras, meningites causadas por A. baumannii tém sido cada vez mais

relatadas, tendo a maioria dos casos ocorrido em pacientes em recuperacdo de procedimentos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17996555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17996555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Findlay%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11439011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lang%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11439011
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neurocirirgicos (PARAMYTHIOTOU et al., 2007, SACAR et al., 2007, RODRIGUEZ
GUARDADO et al., 2008, KROL; HAMID; CUNHA, 2009, CASCIO et al., 2010).

Além das infec¢des anteriormente mencionadas, A. baumannii € uma causa frequente
de endocardite. Relatos de casos individuais tém descrito endocardites associadas a proteses
valvulares (OLUT; ERKEK, 2005, MENON et al, 2006, KUMAR,;
VENGADASSALAPATHY; MENON, 2008) e cateter intravascular (BHAGAN-BRUNO;
LATHER; FERGUS, 2010).

As infeccdes de A. baumannii também ja foram associadas a leses adquiridas em
areas de conflito, por exemplo, no Iraque e no Afeganistio (JOLY-GUILLOU, 2005,
MURRAY et al., 2006, JOHNSON; MARCONI; SCOTT, 2007, SEBENY; RIDDLE;
PETERSEN, 2008), em sobreviventes ap0s catastrofes naturais, como no terremoto de
Marmara na Turquia (CENTERS FOR DISEASE CONTROL & PREVENTION, 2004) e no
tsunami do Sudeste Asiatico que ocorreu em dezembro de 2004 (GARZONI et al., 2005,
MAEGELE et al., 2005). Ha evidéncias de que o uso da morfina no campo de batalha ou em
lesGes mais graves pode aumentar os riscos de infec¢des por A. baumannii, talvez por conta
do efeito imunossupressor dessa substancia. No entanto, esses surtos também podem ocorrer
por conta de falhas nas precaugdes de controle de infeccdo e propagacdo epidémica de A.
baumannii, um reflexo da extrema pressdo que as unidades de emergéncia dos hospitais
sofrem nessas situagdes (BRESLOW et al., 2011).

Infeccdes da pele e tecidos moles relacionados com lesbes de guerra podem produzir
celulite e fasciite necrosante, que exigem desbridamento cirtrgico e antibioticoterapia
(SEBENY; RIDDLE; PETERSEN, 2008). Um estudo pesquisou a fonte da infeccdo desses
militares e os resultados sugeriram que eram as instalagcdes de tratamento militares (SCOTT,
2007). No entanto, outros estudos avaliaram que a colonizacdo da pele também podia ser uma
fonte de infeccdo (GRIFFITH et al., 2006, DOI et al., 2010).

Embora menos frequentes, A. baumannii também pode causar infec¢fes adquiridas na
comunidade, como pneumonia (85% dos relatos de infec¢gdes comunitarias causadas por A.
baumannii), bacteremia, infecgbes de pele, tecidos moles e infec¢es oculares e meningite
secundaria (CHANG et al., 2000, FALAGAS et al., 2007, DEXTER et al., 2015). Pneumonias
adquiridas na comunidade causadas por A. baumannii sdo mais graves do que pneumonias
nosocomiais por serem geralmente fulminantes (morte dentro de oito dias de diagndstico) e a
taxa de mortalidade chegar a 60% (FALAGAS; RAFAILIDIS, 2007, SEROTA et al., 2018).
A maioria dos relatos de pneumonia adquirida na comunidade ocorre durante os meses de

verdo em climas tropicais e subtropicais, sendo frequentemente associados com fatores do


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamid%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19084290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cunha%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19084290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lather%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20529103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fergus%20IV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20529103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riddle%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18611157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petersen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18611157
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fasci%C3%ADte_necrosante
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riddle%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18611157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petersen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18611157
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hospedeiro tais como o abuso de alcool ou doenga pulmonar obstrutiva cronica (FALAGAS;
RAFAILIDIS, 2007).

1.3 Tipagem molecular e diversidade genética

Os metodos de tipagem molecular ou genotipagem s&o utilizados na discriminagéo
entre as cepas e se baseiam em diferencas na sequéncia ou na organizacdo do DNA genémico.
Elas auxiliam a atuacdo da vigilancia epidemiologica, na identificacdo e controle de surtos,
além de facilitarem a compreensdo do aumento da resisténcia aos antimicrobianos e da
propagacdo de A. baumannii nos hospitais, através da identificacdo dos potenciais
reservatorios e seu modo de transmissdo (TOWNER, 2009). Por outro lado, a técnica a ser
utilizada no estudo depende da abordagem, do ambiente de laboratério e do apoio financeiro
disponivel, ja que ndo existe método absoluto de tipagem molecular.

A Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) e o Multilocus Sequence Typing
(MLST) sdo os métodos de tipagem molecular mais utilizados na investigacdo de surtos de A.
baumannii (MITSUDA, 2012, TOMASCHEK et al.,, 2016). O PFGE é mais utilizado
localmente e 0 MLST tem sido utilizado para estudar cepas de surtos disseminados

internacionalmente.

1.3.1 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado

O PFGE é um dos métodos mais comumente utilizados para a genotipagem. Ele
consiste no emblocamento do DNA total das cepas em agarose, seguido pela digestdo com
enzimas de restricdo (SEIFERT; GERNER-SMIDT, 1995, SEIFERT et al., 2005). Por esse
método, apds a analise do padrdo das bandas gerado por eletroforese, uma cepa é considerada
indistinguivel quando ndo houver diferenca entre o padrdo de bandas, indistinguiveis, quando
ndo possuirem diferencgas no padrdo de bandas, relacionadas quando o possuirem o nimero
de bandas distintas menor ou igual a seis e distintas quando a diferenca do padréo de bandas
for maior que sete (TENOVER et al., 1995). Outra forma de analise da similaridade entre
cepas foi descrita por Seifert et al. (2005), que permite que as cepas sejam classificadas como:
indistinguiveis, quando possuirem porcentagem de similaridade genética maior que 85%; ou
distintos, quando essa porcentagem for menor que 85%.

Foi verificado, através da técnica de PFGE, que trés pulsotipos de A. baumannii

predominam em muitos paises europeus desde a década de 1990 (ADAMS-HADUCH et al.,
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2011, LOWINGS et al., 2015). J& foi demonstrada também a propagacdo de pulsotipos
epidémicos de Acinetobacter entre o Brasil e a Argentina (GALES et al., 2001). No Brasil,
estudos realizados na cidade do Rio de Janeiro, mostraram a presenca de dois pulsotipos
prevalentes, sendo um deles disseminado em hospitais do municipio (CARVALHO et al.,
2009, GENTELUCI et al., 2020).

1.3.2 Multilocus Sequence Typing

O MLST é uma excelente ferramenta para estudos da estrutura da populacao e para
estudos em longo prazo da epidemiologia de A. baumannii, além de ser mais confiavel. No
entanto, ainda é uma técnica cara que necessita de uma equipe bem treinada e laboratérios de
qualidade (AHMED; ALP, 2015).

Essa técnica se baseia na amplificacdo de sete genes conservados do genoma, seguida
de sequenciamento. O numero do alelo é fornecido para cada sequéncia resultante da
amplificacdo de cada um dos sete genes e a combinacdo de todos os nimeros de alelos gera o
sequence type (ST) (MAIDEN et al., 1998, BARTUAL et al., 2005), que pode ser comparado
com 0s ja descritos no banco de dados  disponivel no  site
http://www.pubmlst.org/a.baumannii.

Dois esquemas MLST foram desenvolvidos para A. baumannii. O primeiro foi
desenvolvido por Bartual et al. (esquema Oxford) (BARTUAL et al., 2005) e um segundo
esquema foi desenvolvido pelo Instituto Pasteur (esquema Pasteur) (DIANCOURT et al.,
2010). Ambos os esquemas trabalham com sete genes conservados e possuem trés genes em
comum: gltA, recA e cpn60. Porém estudos mostraram que em comparagdo ao esquema
Pasteur, o esquema Oxford possui maior poder discriminatdrio e isso pode levantar a questdo
se esse esquema poderia mesmo realizar uma boa tipagem. Esse alto poder discriminatorio do
esquema Oxford ocorre por conta da alta variabilidade dos genes gpi e gyrB presentes nesse
esquema (PARK et al., 2009, HAMOUDA et al., 2010, TOMASCHEK et al., 2016). Por esses
genes ndo estarem incluidos no protocolo do esquema Pasteur € possivel sugerir que o
esquema Pasteur possibilita uma maior exatiddo nos resultados (TOMASCHEK et al., 2016).

S&o descritos 18 clones espalhados em mais de um continente, entre estes, seis
complexos clonais (CC) foram relatados com maior frequéncia: 1/109, 2/118, 79/113, 3/187,
15/103 e 25/110, onde os nimeros que representam os CC foram atribuidos pelas plataformas
dos esquemas Pasteur/Oxford (KARAH et al., 2012). CC1, 2 e 3 tem predominado em

diversos paises da Europa desde 1990 e por isso sdo considerados os trés clones epidémicos
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de A. baumannii (DIJKSHOORN et al., 1996). Esses CC sdo considerados clones
internacionais (CI) e sdo responsaveis por surtos hospitalares em todo o mundo (VAN
DESSEL et al., 2004, NEMEC et al., 2008, HIGGINS et al., 2010, MUGNIER et al., 2010,
CARRETTO et al., 2011, MINANDRI et al., 2012, SUNG et al., 2012, KANAMORI et al.,
2015). Além desses, ainda sdo descritos outros Cl, como Cl4, CI5 e CI6 que também
corroboram com a alta capacidade de disseminacdo e persisténcia de A. baumannii
globalmente (CALDART et al., 2019).

Diferente do panorama internacional, no Brasil, a maioria das cepas tém sido associada
com os complexos clonais CC1/109, CC15/103, CC25/110 e CC79/113 (CLIMACO et al.,
2013, COELHO-SOUZA et al., 2013, MARTINS et al., 20133, MARTINS et al., 2013b,
CHAGAS et al., 2014). No Rio de Janeiro também ja foi relatada a predominancia desses
quatro CC entre cepas de A. baumannii coletados de pacientes colonizados ou com infeccéao
por A. baumannii (MARTINS et al., 2013a).

A multirresisténcia de A. baumannii, principalmente a disseminacdo de cepas
resistentes aos carbapenemas, é considerado um fenémeno clonal (CAl et al., 2012, KARAH
et al., 2012, ZARRILLI et al.,, 2013). Um estudo com cepas resistentes a esses
antimicrobianos, coletadas em varios paises nos anos 2000, mostrou predominancia
principalmente do CC2, indicando sua importante contribuicdo para a propagagédo
internacional de cepas de A. baumannii resistentes aos carbapenemas (HIGGINS et al., 2010).
No Brasil, estudos mostraram que CC15/103 e CC79/113 sdo os principais CC responsaveis
pela propagacdo do gene blaoxa-23 em distintas regides (GROSSO et al., 2011, CHAGAS et
al., 2014, VASCONCELOS et al.,, 2015). Sendo que ST79 (CC79/113) pode ter sido
responsavel pela propagacdo do gene blaoxa23 na Ameérica do Sul, ja que esse ST foi
encontrado também em cepas de A. baumannii formadores de OXA-23 na Argentina (STIETZ
etal., 2013).

1.4 Fatores de viruléncia

Comparado a outros patégenos Gram-negativos de importancia médica, poucos fatores
de viruléncia ja foram identificados em A. baumannii. Os estudos tentam esclarecer a forma
como este patdgeno persiste no meio ambiente, interage e causa danos as células hospedeiras.

O fator de viruléncia de A. baumannii melhor caracterizado é a proteina de membrana
externa A (OmpA). A OmpA contribui diretamente na viruléncia de A. baumannii, ja que é

capaz de se ligar a mitocondria e induzir apoptose através da liberagdo de moléculas pro-
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apoptdticas, como o citocromo c e o fator indutor de apoptose. Este fator de viruléncia potente
pode ser 0 mecanismo pelo qual A. baumannii induz danos nas células respiratdrias humanas
durante a infeccdo (JACOBS et al., 2010) e pode ajudar a colonizacdo nos estagios iniciais de
uma infeccdo por A. baumannii. Isso porque, essa proteina desempenha um papel na adeséo e
invasdo de células epiteliais, e ainda contribui para a disseminacdo de A. baumannii na
infeccdo. Um estudo observou que cepas deficientes de OmpA séo recuperados em menor
quantidade do sangue de camundongos, indicando assim a importancia desse fator de
viruléncia na patogénese de A. baumannii (CHOI et al., 2008). A proteina OmpA também
contribui para a capacidade de A. baumannii persistir e crescer em soro humano, uma vez que
foi demonstrado que ela interage com inibidores solUveis da via alternativa do complemento
e evita que as bactérias morram por esse mecanismo (KIM et al., 2009). Por fim, essa proteina
também pode facilitar a persisténcia e sobrevivéncia de A. baumannii, diminuindo sua
motilidade em superficie e auxiliando na formacdo de biofilme (GADDY; ACTIS, 20009,
CLEMMER; BONOMO; RATHER, 2011).

O papel do lipopolissacarideo (LPS) na patogénese de A. baumannii foi investigado
utilizando uma cepa deficiente em LPS. Este mutante apresentou uma reducéo da resisténcia
ao soro normal humano e menor sobrevivéncia durante a infeccdo experimental de tecido mole
em rato, indicando um importante papel do LPS na patogénese desse micro-organismo (LUKE
et al., 2010). Além disso, sugere-se que o0 LPS também seja capaz de ativar a resposta imune
inata e exacerbar a resposta inflamatoria (KNAPP et al., 2006).

Além do LPS, o polissacarideo capsular também foi identificado como um fator de
viruléncia de A. baumannii. Ele parece desempenhar um papel importante na protecdo das
bactérias da resposta imune inata do hospedeiro, ja que cepas deficientes na producdo de
capsula mostraram diminui¢do do crescimento no soro humano. Além disso, essas cepas
deficientes ndo foram capazes de causar a progressao da infeccdo em um modelo experimental
realizado em ratos (RUSSO et al., 2011).

As fosfolipases sdo enzimas lipoliticas bacterianas que catalisam a clivagem de
fosfolipideos e podem contribuir para a patogénese de bactérias Gram-negativas. Sao capazes
de auxiliar a lise de células hospedeiras, por meio da clivagem de fosfolipideos presentes na
membrana celular do hospedeiro, auxiliar a degradagdo das barreiras das mucosas e
consequentemente facilitar a invaséo bacteriana. O nocaute de um dos genes de fosfolipase D
de A. baumannii resultou em uma diminui¢do na sobrevivéncia desse micro-organismo no
soro e na sua capacidade de invadir células epiteliais (JACOBS et al., 2010). Além disso,

estudos mostraram que essa proteina auxilia na disseminacao de A. baumannii e na capacidade
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desse micro-organismo induzir morte celular (CAMARENA et al., 2010, JACOBS et al.,
2010). Também ja foi demonstrado que as fosfolipases secretadas a partir da célula bacteriana,
sdo encontradas em sobrenadantes de cultura de diferentes cepas de A. baumannii, onde
podem ter algum tipo de acdo a distancia (ANTUNES et al., 2011).

As proteinas de ligagdo a penicilina (PLP) s&o mais comumente associadas com a
ligacdo e inativacdo de pB-lactamicos, mas também participam nas etapas finais da biossintese
da camada de peptideoglicano e contribuem para a estabilidade da célula bacteriana
(SAUVAGE et al., 2008). Foi observado que cepas deficientes em PLP tem o fitness reduzido
em condigdes similares as encontradas no processo infeccioso (RUSSO et al., 2011).

As vesiculas de membrana externa (VME) séo secretadas a partir da membrana externa
de vaérias bactérias Gram-negativas e sdo capazes de transportar fatores de viruléncia, facilitar
a transferéncia horizontal de genes e proteger as bactérias da resposta imunoldgica do
hospedeiro (ELLIS; KUEHN, 2010). Em A. baumannii, as VME sdo capazes de transportar a
OmpA para o interior de células eucariéticas e induzir a morte celular (JIN et al., 2011).
Também sdo capazes de facilitar a transferéncia horizontal do gene blaoxa-24, indicando que
elas também podem desempenhar um papel na disseminacédo de resisténcia a antimicrobianos
em A. baumannii (RUMBO et al., 2011).

Além dos fatores de viruléncia mais comumente relacionados com A. baumannii, esse
micro-organismo ainda possui varias caracteristicas que podem auxiliar na sua patogénese. A
protecdo conferida pela membrana externa, expressao constitutiva de sistemas de bombas de
efluxo e a expressdo reduzida de porinas na membrana externa, podem diminuir
significativamente a permeabilidade a agentes antimicrobianos, e consequentemente tornar
esse micro-organismo intrinsecamente resistente a diferentes antimicrobianos (VILA,
MARTI, SANCHEZ-CESPEDE, 2007). Cepas multirresistentes (MDR) possuem em seu
genoma, ilhas de resisténcia que sdo constituidas por um conjunto de genes que codificam
resisténcia a antimicrobianos e metais pesados, bombas de efluxo de resisténcia a multiplos
antimicrobianos e resisténcia a desinfetantes a base de quaternarios de aménio (VILA,
MARTI, SANCHEZ-CESPEDE, 2007). Além disso, A. baumannii geralmente é um
transmissor de novas B-lactamases, ja que a maioria das carbapenemases do tipo oxacilinases
(OXA) foi isolada primeiramente desse micro-organismo (QUEENAN, BUSH, 2007). A
ampla aquisicdo dessas enzimas permite que algumas dessas cepas possuam resisténcia a
todos os antimicrobianos conhecidos, incluindo imipenem e polimixina E (colistina) (VILA,
MARTI, SANCHEZ-CESPEDE, 2007).
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15 Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

A. baumannii € uma causa comum de infeccdes nosocomiais, sendo altamente
resistente a maioria dos antimicrobianos disponiveis na pratica clinica, como os p-lactamicos,
aminoglicosideos e quinolonas. No entanto, ainda existem discussdes sobre as defini¢cdes dos
termos multirresistentes (MDR), extensivamente resistente (XDR) e panresistente (PDR).
Segundo Magiorakos et al. (2012), uma cepa MDR é aquele resistente a pelo menos um
antimicrobiano em mais de trés classes de antimicrobianos; uma cepa XDR é aquele resistente
a pelo menos um antimicrobiano em todas as classes de antimicrobianos, com excecdo de duas
ou menos classes; e uma cepa PDR é aquele que é resistente a todos os agentes
antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012).

A capacidade de A. baumannii adquirir mecanismos de resisténcia a antimicrobianos
facilita a persisténcia desse micro-organismo em ambientes hospitalares e a emergéncia global
de cepas MDR ou até mesmo PDR (TACCONE et al., 2006, VALENCIA et al., 2009). Varios
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos séo descritos em A. baumannii, dentre eles, j3-
lactamases, bombas de efluxo, enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMA), alteragdes
de permeabilidade e de locais-alvo (GORDON; WAREHAM, 2010, ESTERLY et al., 2011,
ROCA et al.,, 2012). Cada mecanismo pode ter como alvo, diferentes classes de
antimicrobianos ou varios mecanismos diferentes podem atuar em conjunto para conferir
resisténcia a uma Unica classe de antimicrobianos (POIREL; NORDMANN, 2006).

A propagacdo desses mecanismos em A. baumannii ocorre principalmente através de
plasmideos conjugativos, aquisicdo de transposons ou mobilizacdo de integrons, essas
estruturas genéticas podem transferir varios genes que codificam resisténcia a diferentes
classes de antimicrobianos (ESTERLY et al., 2011). Além disso, as sequéncias de insercao
(SI) funcionais também sdo importantes por conferir plasticidade ao genoma desses micro-
organismos e amplificar a resisténcia antimicrobiana, ja que podem aumentar a expressao de
genes que codificam mecanismos de resisténcia (CHEN et al., 2008, MUGNIER; POIREL;
NORDMANN, 2009, RAVASI et al., 2011).

Estudos de vigilancia demonstraram que o aumento da resisténcia antimicrobiana de
A. baumannii tém se tornado cada vez mais uma questdo importante (TURNER;
GREENHALGH, 2003, TOGNIM et al., 2004, LANDMAN et al., 2007, XIE et al., 2018),
porém ainda ndo se sabe se a multirresisténcia é um fator de risco para mortalidade elevada
em infecgOes causadas por A. baumannii. Alguns estudos relataram que as pneumonias ou

infeccOes da corrente sanguinea causadas por A. baumannii MDR ndo estdo relacionadas com



24

0 aumento no tempo de internacdo ou aumento da mortalidade (MAI et al., 2007, CHOPRA
et al., 2013). Porém, contrariamente, outros estudos mostraram a relacdo positiva das
infeccdes causadas por A. baumannii MDR com maiores taxas de mortalidade e aumento dos
custos hospitalares (SUNENSHINE et al., 2007, GISKE et al., 2008, SHENG et al., 2010).

1.5.1 pB-lactdmicos

Os B-lactamicos possuem boa atividade e baixa toxicidade (EVANS; HAMOUDA,;
AMYES, 2013). Neste grupo estdo incluidas as penicilinas, as cefalosporinas, 0s
carbapenemas e 0os monobactamicos, sendo todos portadores de um anel B-lactamico (KONG;
SCHNEPER; MATHEE, 2010). Esses antimicrobianos entram nas células bacterianas através
de porinas, interferindo na sintese da parede celular bacteriana, consequentemente, afetando
o0 crescimento e desenvolvimento das células bacterianas (GOODMAN; GILMAN, 2006,
KONG; SCHNEPER; MATHEE, 2010).

As B-lactamases sdo capazes de hidrolisar o anel B-lactamico que esté presente nesses
antimicrobianos (KONG; SCHNEPER; MATHEE, 2010). Essas enzimas s&o classificadas em
dois principais sistemas de classificacdo, de Ambler (baseado em classificagdo molecular) e
de Bush-Jacoby-Medeiros, que classifica as B-lactamases mais importantes clinicamente,
como as produzidas por bactérias Gram-negativas (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

As enzimas da classe A de Ambler sdo as penicilinases, cefalosporinases, f-lactamases
de amplo espectro, 3-lactamases de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases. Sao capazes
de inativar penicilinas, cefalosporinas de terceira geracdo (por exemplo, ceftazidima,
cefotaxima e ceftriaxona) e carbapenemas. As enzimas da classe A, podem ser inibidas por
inibidores de B-lactamases, como acido clavulanico, sulbactam ou tazobactam (NAAS et al.,
2007, NAAS; NORDMANN; HEIDT, 2007). Essa classe contém uma série de enzimas
significativas, porém apenas a ESBL do tipo CTX-M ja foi identificada em A. baumannii
(FARAJNIA et al., 2013, OPAZO et al., 2014).

As enzimas da classe B de Ambler ou enzimas do grupo trés como séo classificadas
pelo sistema Bush-Jacoby-Medeiros, incluem metalo-B-lactamases (MBL), que exigem Zn?*
como co-fator. Hidrolisam eficientemente B-lactamicos, inclusive carbapenemas, mas nao
aztreonam, e sdo inibidas por agentes quelantes, como acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA). Os genes que codificam MBL sdo encontrados em plasmideos, por conta disso sao

facilmente transferidos entre as bactérias. As MBL mais comuns s3o imipenemase ML
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(IMP), Verona integron codificado MBL (VIM), Seoul imipenemase (SIM) e New Delhi
metalo-B-lactamase-1 (NDM-1) (LEE et al., 2005, PASTERAN et al., 2006, NAAS;
NORDMANN; HEIDT, 2007). As MBL dos tipos IMP ¢ VIM sdo comumente encontradas
em A. baumannii (NAAS; NORDMANN; HEIDT, 2007, AL-HASSAN; EL MAHALLAWY;
AMYES, 2013).

A classe C de Ambler é constituida por varias enzimas importantes, incluindo
penicilinase ¢ cefalosporinase, como a AmpC B-lactamase. Cromossomicamente codificadas,
as enzimas AmpC sdo capazes de inativar aztreonam, todas as penicilinas e a maioria das
cefalosporinas. Nao sdo inibidas pela maioria dos inibidores de P-lactamases, exceto
avibactam (BUSH; JACOBY, 2010, BONNIN et al., 2011). Espécies de Acinetobacter
produzem intrinsecamente uma cefalosporinase do tipo AmpC também conhecida como
cefalosporinase derivada de Acinetobacter (ADC) (MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH,
2010). As ADC, quando expressas em um nivel basal, ndo reduzem a eficacia das
cefalosporinas de espectro expandido, porém na presenca de uma Sl como ISAbal
(HERITIER; POIREL; NORDMANN, 2006, RUIZ et al., 2007), ocorre 0 aumento da
expressao do gene ampC e consequentemente a resisténcia desses micro-organismos as
cefalosporinas de espectro extendido (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Entre as enzimas da classe D de Ambler, que sdo classificadas como grupo dois pelo
sistema Bush-Jacoby-Medeiros, podemos citar as OXA. Até o momento, mais de 150
variantes distintas dessas enzimas ja foram descritas, contudo apenas 45 exibem a capacidade
de hidrolisar o anel B-lactdmico dos carbapenemas. As OXA do tipo carbapenemases sao
comumente encontrados em A. baumannii. ESses micro-organismos possuem enzimas
especificas com baixa eficiéncia catalitica, porém em conjunto com a delecdo de porinas e
outros mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, podem causar elevada resisténcia aos
carbapenemas (NAAS et al., 2006). Dentre os subgrupos filogenéticos ja identificados, seis
foram descritos em A. baumannii, entre eles estdo: OXA-23-like (OXA-23, OXA-27 e OXA-
49), OXA-24/40-like (OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40, OXA-72 e OXA-160), OXA-
51-like, OXA-58-like (OXA-96 e OXA-97), OXA-143-like e OXA-235-like (HIGGINS et
al., 2009, MEDEIROS; LINCOPAN et al., 201, POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010,
HIGGINS et al., 2013). Todos esses subgrupos estdo relacionados a resisténcia adquirida aos
carbapenemas, exceto o subgrupo OXA-51-like que é composto por enzimas intrinsecas desse
micro-organismo (HERITIER et al., 2005). Para que 0s genes blaoxa sejam expressos, muitas
vezes é necesséria a presenca de Sl. Dentre as ja descritas em Acinetobacter, as mais

comumente conhecidas sdo as ISAbal, ISAba2, ISAba3 e ISAba4. Os genes blaoxa-23-like,
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blaoxa-s1-ike € blaoxa-ss-ike frequentemente possuem associacdo com essas S| (PELEG;
SEIFERT; PATERSON, 2008).

Além das B-lactamases, a perda de porinas que sao proteinas capazes de formar canais
que permitem a passagem de muitas substancias hidréfilas, incluindo antimicrobianos,
também pode ser incluida como um mecanismo de resisténcia aos p-lactamicos. A perda de
uma Omp de 29 kDa em A. baumannii, permite que cepas desse micro-organismo se tornem

resistentes ao imipenem e ao meropenem (NAAS et al., 2006).

1.5.2 Aminoglicosideos

A atividade dos aminoglicosideos depende da ligacdo a um local conservado do 16S
rRNA da subunidade 30S do ribossoma bacteriano, o que resulta numa producao de proteinas
deficientes que ao se integrarem na membrana citoplasmatica da bactéria, sdo capazes de
alterar a sua permeabilidade (SOUSA, 2006). Dentre os mecanismos de resisténcia dos
aminoglicosideos podemos citar a diminuicdo da permeabilidade da membrana externa,
bombas de efluxo e substituicbes de aminoacidos em proteinas ribossomais, porém o
mecanismo de resisténcia mais comum é o enzimatico, que leva a modificacbes do
antimicrobiano (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015).

A metilacdo do 16S rRNA, que consiste numa alteracdo do alvo do antimicrobiano,
foi descrita como um mecanismo de resisténcia (DOIl; ARAKAWA, 2007). Essas 16S rRNA
metiltranferases (RMT) conferem um elevado nivel de resisténcia aos aminoglicosideos
clinicamente utilizados como, amicacina, gentamicina e tobramicina (DOI; ARAKAWA,
2007, DOI; WACHINO; ARAKAWA, 2008). Os genes correspondentes estdo associados a
estruturas de transposons, que podem estar localizados em plasmideos transferiveis,
facilitando sua propagacao horizontal.

Cepas que produzem RMT sdo também resistentes principalmente aos p-lactamicos
de amplo espectro através da producdo de ESBL ou ML, isso dificulta ainda mais o
tratamento das infec¢fes causadas por bactérias que codificam esse mecanismo de resisténcia
(POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015). As RMT sdo divididas em familias (ArmA,
RmtA, B, C e D), entretanto apenas as familias ArmA (DOl et al., 2007, ZHOU et al., 2010,
CHO et al., 2009, KARAH et al., 2011, BRIGANTE et al., 2012, STRATEVA et al., 2012,
AGHAZADEH et al., 2013, HONG et al., 2013, TADA et al., 2013, YAMADA; SUWABE,
2013, BAKOUR et al., 2014) e RmtB (TADA et al., 2013) ja foram descritas em A. baumannii.
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ArmA é a mais frequentemente encontrada e sugere-se que o gene armA tenha sido adquirido
horizontalmente de um doador desconhecido (DOl et al., 2007).

Ja as EMA catalisam a modificacdo dos grupos hidroxila (OH) ou amino (NH.) dos
aminoglicosideos (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; WACHINO; ARAKAWA, 2012) e sao
classificadas em trés tipos: nucletidiltransferases (ANT), fosfotransferases (APH) e
acetiltransferases (AAC) (BECKER; COOPER, 2013, GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY
etal., 2016). As ANT transferem um grupo adenilato do Adenosina Trifosfato (ATP) ao grupo
OH do aminoglicosideo. S&o divididas em cinco classes, poréem em A. baumannii foram
relatadas trés [ANT(2"’), ANT(3*’) e ANT(3”")] (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010, KARAH,
2011).

Outra subclasse destas enzimas ¢ APH, codificadas pelo gene aph(3°)-VI, descrito pela
primeira vez em A. baumannii e ¢ a AME mais frequente nesta espécie (BECKER; COOPER,
2013). As APH transferem ATP ou Guanosina Trifosfato (GTP), na presenca de Mg?*, para
um grupo OH do aminoglicosideo (WRIGHT; THOMPSON, 1999). A classe mais humerosa
¢ a das APH(3’), sendo subclasse mais prevalente em Gram-negativos a APH(3')-1
(VAKULENKO; MOBASHERY, 2003).

As AAC modificam os aminoglicosideos transferindo um grupo acetil da acetil-
coenzima A para um grupo NH> deste antimicrobiano (CALDWELL; BERGHUIS, 2012). As
AAC(6’)-1 pertencente a classe AAC(6’) sdo as mais comumente encontradas e conferem
resisténcia a amicacina, tobramicina, netilmicina, canamicina, entre outros (NIGRO; POST;
HALL, 2011). Em A. baumannii ja foram descritas as enzimas AAC(3)-la, AAC(3)-lla,
AAC(6’)-Ib, AAC(6’)-Th, AAC(6’)-Tad, AAC(6)-Im ¢ AAC(6°)-11 (KARAH, 2011).

Os genes de EMA estdo localizados em elementos genéticos méveis como em
plasmideos, transposons e integrons, por isso possuem alta capacidade de disseminacdo
(DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007). Estes genes auxiliam no aumento de resisténcia
das cepas de A. baumannii ja que encontram-se junto a outros determinantes de resisténcia
como ESBLs (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

1.5.3 Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas atuam inibindo a DNA girase das bactérias Gram-negativas,
evitando assim que haja uma replicacdo do material genético (BONOMO; SZABO, 2006;
CLOECKAERT, 2013). A aquisic¢do de resisténcia as fluoroquinolonas em Gram-negativos

pode estar relacionada com mutagdes em genes que codificam as topoisomerases ou mutacgoes
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no sistema de regulacdo de bomba efluxo. Em A. baumannii, uma Unica mutacdo no gene
gyrA, que codifica a DNA-girase é suficiente para conferir altos niveis de resisténcia a esses
antimicrobianos. Isso acontece porgue esse micro-organismo possui uma baixa suscetibilidade
as fluoroquinolonas, devido a baixa permeabilidade ou expressdo constitutiva de bombas de
efluxo (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015).

A super-expressdo de bombas de efluxo é uma fonte de resisténcia adquirida as
fluoroquinolonas nesta espécie. Ja se sabe que a super-expressdo do operon adeABC, assim
como do operon AdelJK (exclusivo de A. baumannii), que pertencem ao sistema de bomba
de efluxo resisténcia-nodulacdo-divisdo (RND, Resistance-Nodulation-Division), esta
envolvida ndo sé na resisténcia as fluoroquinolonas, mas também na resisténcia de A.
baumannii aos aminoglicosideos (MAGNET; COURVALIN; LAMBERT, 2001, DAMIER-
PIOLLE et al., 2008). Além disso, a super-expressdao do sistema do operon AbeM, que
pertence ao sistema de bomba de efluxo de multidrogas e moléculas toxicas (MATE, Multi-
antimicrobial extrusion protein) também contribui para a resisténcia adquirida as

fluoroquinolonas (SU et al., 2005)

1.5.4 Inibidores da via do folato

As sulfonamidas tém efeito bacteriostatico e interferem na sintese de DNA bacteriano,
dentre os antimicrobianos pertencentes a essa classe, podemos citar, o sulfametoxazol que é
comumente empregado em associacdo com o trimetoprim, uma diamino-pirimidina
(GOLDBERG; BISHARA, 2012).

O efeito dos dois antimicrobianos é semelhante, pois ambos atuam na inibicdo da
sintese dos acidos nucléicos. As sulfonaminas por sua estrutura semelhante com o acido p-
aminobenzoico (PABA), impedem a sintese de acido folico bacteriano pela inibicao
competitiva da di-hidropteroato sintase (GOLDBERG; BISHARA, 2012). Ja o trimetoprim é
um analogo estrutural do &cido diidrofolico e atua inibindo a enzima di-hidrofolato redutase,
responsavel pela transformacdo do &cido folico em sua forma metabolicamente ativa (&cido
tetra-hidrofélico) (MASTERS et al., 2003)

A resisténcia ao sulfametoxazol nas bactérias Gram-negativas € mediada
principalmente pelos genes sull e sul2 que codificam variantes da di-hidropteroato sintetase
(HUOVINEN et al., 2001). Ja a resisténcia de A. baumannii ao trimetoprim é mediada por

mecanismos comuns a muitas bactérias, como principalmente plasmideos contendo genes
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alterados de di-hidrofolato redutase (integrons dfr/dhfr) (HUOVINEN et al., 2001, MAK et
al., 2009; LIN et al., 2014; TAITT et al., 2014).

E importante ressaltar que embora a resisténcia aos inibidores da via do folato seja
mediada principalmente por mecanismos especificos para essa classe de antimicrobianos,
esses mecanismos sdo transferidos horizontalmente com genes que conferem resisténcia a
outros antimicrobianos pois estdo contidos em ilhas de resisténcia no genoma desses
patogenos (KOCHAR et al., 2012).

1.5.5 Tetraciclinas

As tetraciclinas atuam se ligando aos ribossomos bacterianos, especificamente ao
16SrRNA altamente conservado na subunidade ribossémica 30S, interrompendo a traducéo
por interferir na ancoragem do RNA transportador (PIOLETTI et al., 2001). Os mecanismos
de resisténcia a tetraciclina mais comuns sdo a presenca de genes codificadores de bomba de
efluxo e protecdo ribossémica. Outros mecanismos de resisténcia menos comuns incluem,
modificacdo de moléculas quimicas e modificacdes no sitio de acdo do antimicrobiano
(FALAGAS et al., 2015).

Dois genes codificadores de bomba de efluxo foram relatados em A. baumannii, tetA
e tetB. O gene tetA € responsavel apenas pelo efluxo da tetraciclina, ja tetB controla o efluxo
da tetraciclina e minociclina (PEREZ et al., 2007, FALAGAS et al., 2015). Esses genes
codificam proteinas que pertencem ao sistema de bomba de efluxo Superfamilia Facilitadora
Principal (MSF, Major Facilitator Superfamily). Diferente do primeiro mecanismo, a
resisténcia através da proteina de protecdo ribossémica protege o ribossomo do efeito das
tetraciclinas e é codificada pelo gene tetM. Esse mecanismo ajuda a proteger os ribossomos
da tetraciclina, doxiciclina e minociclina (PEREZ et al., 2007, FALAGAS et al., 2015).
Moléculas de tetraciclina de Gltima geracdo, como a tigeciclina, foram projetadas para superar
os sistemas de bomba de efluxo ou 0s mecanismos de prote¢éo ribossdmica (CHOPRA, 2002).

Os genes envolvidos na inativacdo enzimatica das tetraciclinas codificam proteinas
que modificam a primeira e segunda geracdo de tetraciclinas, e também reconhecem a
tigeciclina como substrato (AMINOV et al., 2013). Dentre esses genes, apenas o tetX ja foi
descrito em espécies de Acinetobacter (AMINOV et al., 2013, DENG et al., 2014).

Por fim, em A. baumannii varios sistemas de bomba de efluxo pertencentes ao sistema
de bomba de efluxo RND (AdeABC, AdelJK, AdeFGH, AbeM e AdeDE) foram relatados por
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serem capazes de realizar a expulsdo de varios agentes antimicrobianos, incluindo tetraciclinas
mais antigas e tigeciclina, quando mutagdes causam superexpressdo desses sistemas (STEIN

etal., 2013, DENG et al., 2014).

1.5.6 Lipopeptideos

As polimixinas possuem acao bactericida contra bactérias Gram-negativas,
interagindo com a porcéo lipidica A do LPS causando assim a desorganizacdo da membrana
externa. No entanto, o uso desse antimicrobiano foi descontinuado por conta de relatos de
nefro e neurotoxicidade (CAI et al., 2012, HENRY et al., 2015). Porém, durante a Ultima
década, houve um aumento no interesse clinico nos lipopetideos (polimixinas E e B) devido
ao surgimento de cepas Gram-negativos resistentes as cefalosporinas, aos aminoglicosideos e
aos carbapenemas. Na maioria das vezes as polimixinas sdo eficazes contra cepas MDR (LI
et al., 2006), estudos mostraram uma taxa de cura de 57-77% ou melhora entre pacientes com
infeccdes graves causadas por A. baumannii MDR (VOURLI et al., 2015).

Apesar de serem utilizados como alternativa de tratamento de infec¢fes causadas por
cepas MDR ou XDR, tém aumentado os relatos de cepas resistentes a esse antimicrobiano, e
iSSO € preocupante, uma vez que as polimixinas sdo a Gnica op¢ao terapéutica em muitos casos
(DA SILVA; DOMINGUES, 2017).

Em A. baumannii, a aquisi¢do de resisténcia esta principalmente relacionada com
alteragBes na via de biossintese do LPS. Até o momento, foram descritos dois mecanismos de
resisténcia adquirida: a modificacdo do lipideo A pela adicdo de fosfoetanolamina (PEtN),
como consequéncia de mutagdes no sistema de dois componentes PmrAB, e a perda completa
do LPS devido a sintese prejudicada do lipideo A. No entanto, outros genes que afetam a
biossintese de LPS e a estrutura do lipideo A também ja foram descritos. Além disso, bombas
de efluxo também podem estar envolvidas na resisténcia a colistina (DA SILVA,;
DOMINGUES, 2017).

MutacgOes no sistema de dois componentes PmrAB podem resultar na resisténcia as
polimixinas por altera¢6es do lipideo A (componente do LPS). A modifica¢do do LPS diminui
a afinidade das polimixinas ao lipideo A, sendo esse 0 mecanismo mais comum de resisténcia
a esses antimicroianos. Em A. baumannii, as mutag0es nos genes pmrA e/ou pmrB (mais

comum em pmrB) podem induzir a expressao constitutiva de pmrA que leva a um aumento na
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regulacdo do operon pmrCAB e consequentemente a sintese e adi¢do de PEtN ao lipideo A
(ADAMS et al., 2009, ARROYO et al., 2011, BECEIRO et al., 2011).

A perda completa da producéo de LPS ocorre por conta de mutacdes ou inativagao por
insercdo da sequéncia de insercdo ISAball nos genes IpxA, IpxC e IpxD, que codificam as
enzimas que catalisam as primeiras etapas da biossintese do LPS (MOFFATT et al., 2010,
MOFFATT et al., 2011); e mutagdes no gene IpsB que codifica uma glicosiltransferase
envolvida na biossintese do LPS, esse ultimo mecanismo também tem sido implicado na
resisténcia a polimixina (HOOD et al., 2013, LEAN et al., 2014). Esses genes nao sdo
geralmente transmitidos entre as bactérias, e por conta disso, dificilmente podera ocorrer uma
ampla disseminacdo (HOOD et al., 2013).

Mutacbes em genes diferentes de pmrA, pmrB e IpxACD também podem ser
responsaveis pela alteracdo da suscetibilidade antimicrobiana a polimixina. A distribuicdo
assimétrica de lipideos na membrana externa de bactérias Gram-negativas é essencial para sua
funcdo como barreira e integridade da célula. O acumulo de fosfolipideos na membrana
externa modifica a organizacdo do LPS e aumenta a passagem de pequenas moléculas toxicas
através da membrana.

Recentemente, foi descrito que mutacdes nos genes vacJ e pldA, podem ter um papel
na resisténcia de A. baumannii a polimixina E devido a relacdo desses genes com manuten¢do
da distribuicdo assimétrica de lipideos na membrana externa (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). A lipoproteina da membrana externa VacJ é parte do sistema
transportador VVps-VacJ ABC, sendo também responsavel pela manutencdo dos fosfolipideos
e do LPS na membrana externa (MALINVERNI; SILHAVY, 2009). Além disso, também ja
foi descrito que a atividade da PIdA, uma fosfolipase, € maior em células bacterianas com
membranas desestabilizadas e por isso, pode estar envolvida na remocao de fosfolipideos na
membrana externa para manutencéo da assimetria (AUDET; NANTEL; PROULX, 1974).

Alguns estudos sugerem que bombas de efluxo podem estar envolvidas no fenétipo de
resisténcia a polimixina em A. baumannii. Genes que codificam bombas de efluxo podem ser
regulados positivamente em resposta a concentracéo fisioldgica de NaCl, resultando em uma
tolerancia a diversos antimicrobianos, incluindo a polimixina E (HOOD et al., 2010). Mais
recentemente, outro estudo mostrou que o uso de inibidores de bomba de efluxo pode reduzir
significativamente as concentragdes inibitorias minimas de polimixina E, sugerindo o
envolvimento de bombas de efluxo na resisténcia a esse antimicrobiano (NI et al., 2016).

Em 2016, foi descrito pela primeira vez, um plasmideo mediando resisténcia a

polimixina E (LIU et al., 2016). Nesse caso, o gene presente nele, diferente dos descritos
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anteriormente, pode ser transmitido horizontalmente e disseminar essa resisténcia (LIM et al.,
2015, PATERSON; HARRIS, 2016). A Mcr-1 é uma fosfoetanolamina (PEA) transferase que
adiciona PEA ao lipideo A presente no LPS da membrana externa das bactérias, isso diminui
sua carga negativa e, consequentemente, reduz a afinidade das polimixinas (SUN et al., 2018).

O mcr-1, até o momento, foi descrito em algumas bactérias Gram-negativas, como
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (LEANGAPICHART et al., 2016, LIU et al., 2016).
Em A. baumanni, o primeiro relato da presenca desse gene mediado por plasmideo ocorreu
no Paquistdo, em 2019 (MUHAMMAD et la., 2019).

A resisténcia a polimixina E (colistina) em cepas clinicas A. baumannii é raramente
relatada, entretanto a avaliacdo da suscetibilidade a polimixina é controversa, ja que muitos
laboratdrios ndo usam a técnica indicada nessa avaliacdo, que € a microdilui¢do (HINDLER;
HUMPHRIES, 2013). O primeiro relato de A. baumannii resistente a polimixina ocorreu na
Coréia do Sul em 2005 (LI et al., 2006), mais tarde foram relatados em outros hospitais
coreanos em 2007 (KO et al., 2007). Um surto de cepas de A. baumannii PDR (incluindo
polimixina E) foi relatado na Espanha em 2009 (VALENCIA et al., 2009) e mais
recentemente, foram recuperados A. baumannii resistentes a polimixina no Ird (BAHADOR
etal., 2013, VOURLI et al., 2015), Estados Unidos da Ameérica (LESHO et al., 2013) e Brasil
(TOGNIM et al., 2006, GENTELUCI et al., 2016, GOMES et al., 2016). Em geral, os estudos
mostram que Asia e a Europa apresentam uma situac&o mais grave de resisténcia a polimixina,
com mais relatos e taxas mais altas de resisténcia, enquanto taxas mais baixas e menos relatos

de resisténcia sdo apresentados nas Américas do Norte e do Sul (CAl et al., 2012).

1.6  Heterorresisténcia e resisténcia adaptativa as polimixinas

As taxas de resisténcia as polimixinas em estudos de vigilancia com cepas de A.
baumannii, em geral, sdo baixas (GALES; JONES; SADER, 2011), porém dois fen6tipos de
resisténcia a esses antimicrobianos tém sido relatados, a heterorresisténcia e a resisténcia
adaptativa (FALAGAS; RAFAILIDIS; MATTHAIOU, 2010, CAl et al., 2012).

O termo heterorresisténcia é definido como a presenca de resisténcia a certos
antimicrobianos, expressa por um subconjunto de uma populagdo microbiana que é
geralmente considerada suscetivel a estes antimicrobianos de acordo com os testes de
suscetibilidade in vitro. Vérios fatores podem posteriormente levar & proliferacdo da
subpopulacéo resistente e ao surgimento de uma cepa totalmente resistente (FALAGAS et al.,
2008).
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A heterorresisténcia bacteriana pode ser intrinseca ou adquirida e 0s mecanismos
envolvidos em seu desenvolvimento se assemelham aos envolvidos na resisténcia
antimicrobiana geral e dependem de mecanismos genéticos e fenotipicos (HALFAWY;
VALVANO, 2015). Os mecanismos genéticos incluem a presenca de mutacbes ou a
duplicacdo génica de genes-alvo de drogas e sistemas reguladores, enquanto 0s mecanismos
fenotipicos envolvem a modulagdo da resposta bacteriana & presenca de compostos nocivos
no ambiente (DE JONGE et al., 1996, YAU et al. 2012, HALFAWY; VALVANO, 2013).

A utilizacdo Unica de polimixina no tratamento de infeccdes causadas por A.
baumannii, pode ser a principal causa do aumento de subpopulagfes resistentes,
especialmente em alta densidade bacteriana. 1sso sugere que seja necessaria uma concentracao
suficientemente alta do antimicrobiano no inicio da terapia para erradicar estas subpopulacées
resistentes. No entanto, a utilizacdo Unica de polimixina B é complicada por conta
principalmente de sua toxicidade (ZAVASCKI et al., 2007, FAN et al., 2016). Por essa razéo,
muitos profissionais médicos preferem prescrever o uso terapéutico das polimixinas em
associacdo a outros antimicrobianos para tratar infecces por A. baumannii XDR,
especialmente por serem observados efeitos sinérgicos comprovados no uso dessas
associacOes em estudos in vitro (NI et al., 2015, FAN et al., 2016).

A heterorresisténcia a polimixina tem sido relatada entre cepas de A. baumannii e est4
associada com falha terapéutica (POURNARAS et al., 2007, YAU et al., 2009, MELETIS et
al., 2011). A deteccdo de cepas clinicas heterorresistentes fornece um aviso de que se as
polimixinas forem utilizadas de forma inadequada, pode haver um rapido desenvolvimento de
resisténcia (LI et al., 2005). Além disso, 0 uso prévio de polimixina pode ser um fator de risco
para 0 aumento da taxa de heterorresisténcia (CAI et al., 2012). Um estudo com cepas
coletadas no sul do Brasil investigou a presenca de heterorresisténcia, mas esse fendmeno nao
foi encontrado em nenhuma cepa, no entanto, a presenca de subpopulagdes com Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) aumentada, foi detectada em 90% das cepas testadas (BARIN et al.,
2013).

A taxa de heterorresisténcia as polimixinas em A. baumannii é geralmente mais alta
do que a taxa de resisténcia, porém é muito variavel (HAWLEY; MURRAY; JORGENSEN,
2008). Estudos mostraram variacoes de 0,9% a 100% das taxas de heterorresisténcia (GALES,;
REIS; JONES, 2001, YAU et al., 2009, GALES; JONES; SADER, 2011). Isso pode ocorrer
devido a falta de um experimento padronizado para determinar a heterorresisténcia
(HAWLEY; MURRAY; JORGENSEN, 2008).
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A resisténcia adaptativa € um fendmeno autorregulado caracterizado por uma répida
inducdo de resisténcia na presenca do antimicrobiano e uma reversdao para o fendtipo
suscetivel na sua auséncia (SKIADA et al., 2007). Estudos demonstraram a presenca de
resisténcia adaptativa as polimixinas, principalmente em Pseudomonas aeruginosa (SKIADA
et al., 2007). Em A. baumanni, existe apenas um estudo sobre resisténcia adaptativa, nele foi
revelada a presenca desse fenotipo na maioria das cepas, sendo que todos demonstraram

resisténcia a polimixina B em altas concentracdes (BARIN et al., 2013).

1.7  Formacao de biofilme

Biofilmes sdo comunidades complexas onde micro-organismos vivem sobre
superficies abioticas (plastico, vidro, metal e sais minerais) ou bidticas (plantas, animais e
seres humanos) embebidos em uma matriz de substancias extracelulares criadas por eles
proprios. Dentre os componentes dessa matriz podemos citar polissacarideos, proteinas,
lipideos e DNA extracelular (SHARMA et al., 2014). Nesse ambiente, 0s micro-organismos
podem interagir uns com 0s outros e com 0 meio onde se encontram, além disso, as bactérias
dentro do biofilme tém maior toleréncia as tensbes extracelulares (GREENE et al., 20163,
GREENE et al., 2016b).

Ha trés etapas fundamentais para a formacdo de biofilme. A primeira etapa é a adeséo
das células bacterianas planctdnicas (colonizadores primarios) as superficies. Esta adesao
inicial pode ser mediada por contato eletrostatico ou interacdo de estruturas bacterianas (como
por exemplo, proteinas e carboidratos) com as superficies inertes ou revestidas com proteinas
e carboidratos. A segunda etapa € o crescimento dos colonizadores primarios e maturacdo do
biofilme, que acontece a medida que 0S micro-organismos comecam a gerar
exopolissacarideos (EPS) que estabilizam a matriz do biofilme. Além disso, as bactérias
comecam a se multiplicar sem soltar células descendentes, ou os colonizadores primarios
recrutam e agregam membros plancténicos das mesmas espécies ou de outras espécies. Enfim,
a terceira etapa é o descolamento, onde membros previamente sésseis do biofilme maduro se
separam e atuam como colonizadores primarios em diferentes locais. Esse descolamento pode
ser dividido em dois tipos: ativo e passivo. O descolamento ativo € iniciado pelas proprias
bactérias por quorum sensing (QS), por exemplo, e ocorre a degradacao enzimatica da matriz
do biofilme. Ja o descolamento passivo € causado por forgas externas, tais como raspagem e
intervencdo humana (LAVERTY, GORMAN; GILMORE, 2014).
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Existem muitos estudos que avaliam a associacdo dos surtos hospitalares e das
infeccBes graves com a resisténcia aos antimicrobianos de A. baumannii, porém outros fatores
que determinam a viruléncia e a patogenicidade deste micro-organismo ainda precisam ser
melhor elucidados. Dentre esses fatores, a capacidade de formar biofilme é considerada um
dos principais e muito comum entre um grande numero de cepas de A. baumannii
(RODRIGUEZ-BANO et al., 2008, KING et al., 2009, EIJKELKAMP et al., 2011, GURUNG
et al., 2013). Além disso, a formacdo de biofilme também pode ser um mecanismo de
resisténcia aos antimicrobianos e favorecer ainda mais a persisténcia e a disseminacéo desse
micro-organismo no ambiente hospitalar (VILLEGAS; HARTSTEIN, 2003, LEE et al., 2006,
NEELY, 2010).

A capacidade de A. baumannii formar biofilme em superficies abitticas é um
importante fator a se considerar em infec¢des hospitalares, devido a colonizacao da superficie
de equipamentos hospitalares e dispositivos médicos, tais como cateteres urinarios, cateteres
venosos centrais e tubos endotraqueais (TRAUTNER; DAROUICHE, 2004, GREENE et al.,
2016a). Sabe-se que a interacdo de A. baumannii com diferentes superficies pode variar de
acordo com as caracteristicas especificas de cada cepa (McQUEARY; ACTIS, 2011).

O uso de cateteres urinarios pode provocar uma infecgdo urinéria associada ao cateter
em pacientes imunocomprometidos. O biofilme nesses locais pode ser favorecido pelo tempo
de contato do cateter com o paciente e pode ser composto por uma ou mais espécies
bacterianas (biofilme multi-espécies) incorporadas principalmente numa matriz rica em EPS
(WONG et al., 2017). J& o uso de cateteres venosos centrais pode provocar infeccdo da
corrente sanguinea associada ao cateter. Essas infeccdes sdo normalmente causadas por
bactérias Gram-positivas, porém infeccbes por bactérias Gram-negativas vém se tornando
cada vez mais frequentes (FARRINGTON; ALLON, 2019). As infec¢bes na corrente
sanguinea causadas por A. baumannii sdo mais dificeis de tratar, devido entre outros fatores,
a sua resisténcia aumentada (HANNA, 2004, DJERIBI et al., 2012). Também ja foi
demonstrada a presenca frequente desse micro-organismo no biofilme de superficie interna de
tubos endotraqueais (GIL-PEROTIN et al., 2012).

A. baumannii também é capaz de formar biofilmes em superficies bidticas tais como,
superficies de células epiteliais (GADDY; ACTIS, 2009). Essa adesao é o passo inicial para
a colonizacao e infeccao do hospedeiro. Assim como ocorre na adesdo as superficies abidticas,

essa capacidade de aderir varia entre os diferentes cepas de A. baumannii (LEE et al., 2006).
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1.7.1 Fatores envolvidos na formacéo de biofilme de A. baumannii

A formacdo de biofilme tem um carater multifatorial, varios determinantes de
viruléncia tém sido relatados por desempenharem um papel no desenvolvimento de biofilme
e aderéncia de A. baumannii em superficies bioticas e abioticas. Dentre eles podemos citar o
sistema de montagem Usher-chaperona CsSuUA/BABCDE, que € regulado por um sistema de
dois componentes (BfmS/BfmR) (TOMARAS et al., 2003, TOMARAS et al., 2008, de BREIJ
et al., 2009); OmpA de 38 kDa (CHOI et al., 2005); OmpA de 854 kDa, com uma grande
semelhanga com a proteina associada ao biofilme (Bap) de estafilococos (LOEHFELM,;
LUKE; CAMPAGNARI, 2008); o auto-indutor sintase Abal, parte do sistema de QS (NIU et
al., 2008); e o operon pgaABCD, responsavel pela producdo de poli-p-1,6-N-
acetilglicosamina (PNAG) (CHOI et al., 2009).

No entanto, nem todos esses fatores participam da formacéo de biofilme em superficies
abioticas e na aderéncia as células hospedeiras. Esta diferenca pode ser observada na aderéncia
as superficies abioticas ou bidticas mediada por diferentes pili. Estudos mostraram que a
producdo de pili mediada pelo sistema de montagem de Usher-chaperona CsuA/BABCDE ¢
necessaria para a ligacdo e formacdo de biofilmes em superficies abioticas pela cepa A.
baumannii ATCC 19606 (TOMARAS et al., 2003). Este operon parece estar difundido entre
as cepas clinicas, isso indica que o pilus codificado por este sistema pode ser um fator comum
entre as diferentes cepas. No entanto, algumas cepas clinicos ndo possuem esse sistema de
montagem (de BREIJ et al., 2009, WRIGHT et al., 2016), o que indica que esses pili podem
ndo ser necessarios para a formacdo e manutencao de biofilme em todas as cepas ou que outros
sistemas pili possam substitui-los funcionalmente (de BREIJ et al., 2009).

Além disso, um segundo sistema de dois componentes denominado GacSA46 também
demonstrou controlar moderadamente a expressao do gene csu e, indiretamente, a formacao
de biofilme. Esse mesmo estudo desmostrou que concentrac@es subinibitdrias de trimetoprim-
sulfametoxazol reprimem completamente a expressao de Csu pili em A. baumannii, 0 que
indica que o uso indevido de antimicrobianos pode alterar comportamentos em nivel
populacional e pode impedir a formacao de biofilme (MOON; WEBER; FELDMAN, 2017).
Outros sistemas de montagem de Usher-chaperona para producéo de pili e sistemas de Pap
pili, que sdo homdlogos ao P pili de E. coli, também tém sido implicados na formagéo e
manutencdo do biofilme de A. baumannii, mas ainda sdo necessarias anélises moleculares para
descrever seu papel especifico (EIJKELKAMP et al., 2014).
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A adesina bacteriana Bap, que é conservada entre as diferentes cepas de A. baumannii,
é expressa na superficie da célula e também esta envolvida na maturagdo do biofilme em
diferentes substratos (LOEHFELM; LUKE; CAMPAGNARI, 2008, GOH et al., 2013). A Bap
de A. baumanii é secretada por um sistema de secrecdo do tipo | que medeia a formacéo e a
maturacgdo do biofilme desse micro-organismo (HARDING et al., 2017). Essa proteina parece
ser necessaria para a formacao da estrutura tridimensional do biofilme e a formacao de canais
da &gua, principalmente no biofilme formado sobre superficies médicas relevantes, incluindo
o polipropileno, o poliestireno e o titanio (LOEHFELM; LUKE; CAMPAGNARI, 2008).
Além disso, Bap € capaz de aumentar a adesdo de A. baumannii as células epiteliais bronquicas
humanas normais e queratindcitos de neonatos normais, provavelmente através do aumento
da hidrofobicidade da superficie da célula bacteriana (BROSSARD; CAMPAGNARI, 2012,
DE GREGORIO et al., 2015). Algumas cepas de A. baumannii também codificam as proteinas
semelhantes a Bap, Blpl e Blp2, que contribuem de forma coordenada para a formacao de
biofilme maduro de forma semelhante a de BapAb (DE GREGORIO et al., 2015)

Em A. baumannii, um sistema de O-glicosilacdo de proteinas também foi recentemente
relacionado com a capacidade de formacao de biofilme, sugere-se que a glicosilacdo promove
a fixacéo inicial, aumenta a massa e densidade do biofilme maduro, promovendo uma funcéo
na adesdo célula-célula. A maquinaria de O-glicosilacdo parece estar presente em todos os
genomas sequenciados, sugerindo a existéncia de uma forte presséo evolutiva para manter este
sistema (IWASHKIW et al., 2012). Outro componente importante para a organizacao e
estrutura do biofilme é o O-pentassacarideo encontrado nas glicoproteinas. Esse
polissacarideo é sintetizado pelo locus pglC e influencia diretamente na ligacdo das células
bactérias a superficies abidticas (LEES-MILLER et al., 2013).

Outro fator envolvido na formacéo de biofilme € a proteina fotorreceptora BIsA que
pode afetar biofilme de A. baumannii em superficies de vidro em resposta a luz. Além disso,
essa proteina também parece estar envolvida na motilidade e viruléncia desse micro-
organismo (MUSSI et al., 2010).

O desenvolvimento e maturacdo de biofilmes de cepas de A. baumannii também
dependem da capacidade para produzir e secretar PNAG, principal componente da matriz
exopolissacaridica do biofilme desse micro-organismo. PNAG é codificado por um conjunto
de quatro genes (operon pgaABCD) e é produzida por quase todas as cepas de A. baumannii
(CHOI et al., 2009).

Por outro lado, algumas proteinas parecem desempenhar um papel chave na formacéo

de biofilme, tanto em superficies bioticas quanto em abidticas, promovendo a ligagéo da célula
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a superficie e adesdo celula-a-célula. A OmpA, uma porina de 38 kDa que é capaz de gerar
um poro de difusdo de 1,3 nm, possui funcdo na adesdo de A. baumannii em plésticos, e
também na interacdo do patdégeno com as células epiteliais humanas e filamentos de Candida
albicans (CHOI et al., 2005, CHOI et al., 2008, GADDY; ACTIS, 2009).

Por fim, cepas de Acinetobacter também sdo capazes de produzir moléculas
sinalizadoras (QS) que permitem que as bactérias controlem sua aderéncia e formacdo de
biofilmes em resposta a densidade populacional (GONZALEZ; NUSBLAT; NUDEL, 2001,
BHARGAVA; SHARMA; CAPALASH, 2010). Uma importante molécula sinalizadora
produzida por A. baumannii é N-acil-homoserina lactona (ou seja, lactona de N-3-
hydroxydodecanoyl-homoserina), que esta envolvida na formacéo de biofilmes em superficies
abioticas (NIU et al., 2008, RUMBO-FEAL et al., 2013).

Assim como em outros micro-organismos (STANLEY; LAZAZZERA, 2004), a
formagdo de biofilme por A. baumannii esta sob o controle de varios fatores como a presenca
de genes de resisténcia aos antimicrobianos, condi¢des de crescimento e a densidade celular
(GADDY; ACTIS, 2009). Condi¢bes ambientais, como a temperatura de crescimento e
concentracdo de ferro livre extracelular, que sdo conhecidos por sua importancia na interacao
de A. baumannii com o hospedeiro, também afetam a quantidade de biofilme formado em
superficies abioticas (plastico) (LEE et al., 2006, LEE et al., 2008).

1.7.2 Efeito do etanol na formacao de biofilme de A. baumannii

Devido a persisténcia e a transmissdo de A. baumannii em ambiente hospitalar, além
da morbidade e mortalidade das infec¢bes provocadas por esse micro-organismo, praticas de
higiene rigorosas tém sido implementadas na maioria das instituicbes médicas, dentre elas o
uso de géis e espumas a base de etanol. Esses agentes quando utilizados corretamente sdo
eficazes em reduzir as cargas bacterianas entre os profissionais de salde e pacientes, assim
como a transmissao nosocomial de patdgenos e a taxa de incidéncia de infecgdes hospitalares.
No entanto, a ndo conformidade com os protocolos estabelecidos e a redugdo das
concentracOes eficazes de &lcool, devido a sua volatilidade, podem proporcionar uma
oportunidade para A. baumannii persistir nesse ambiente (KAMPF; KRAMER, 2004).

Trabalhos demonstraram a capacidade de A. baumannii metabolizar baixas
concentragOes de alcool etilico e ainda, aumentar sua taxa de crescimento e patogenicidade
(EDWARDS; PATEL; WAREHAM, 2007). Estudos também demonstraram que a presenca
de etanol induz uma resposta diferencial na expressao de genes e a producdo de proteinas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nusblat%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11297357
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nudel%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11297357
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relacionadas com funcbes metabdlicas centrais associadas com assimilacdo do etanol, além
de induzir respostas relacionadas com o metabolismo geral, como producdo de energia,
nucleotideos e biossintese de proteinas (NWUGO et al., 2012). Um estudo identificou 49
genes induzidos pelo etanol capazes de desempenhar funcdes de regulacéo global. Esses genes
codificam para fun¢Ges metabdlicas, respostas ao estresse e funcdes de viruléncia, afetando a
patogenicidade de A. baumannii (CAMARENA et al., 2010).

A presenca de concentracdes baixas de etanol, principalmente em meios com restri¢cao
de nutrientes pode induzir a producao de OmpA, proteina que desempenha um papel relevante
na viruléncia e na interagdo com células humanas (EDWARDS; PATEL; WAREHAM, 2007,
GADDY; TOMARAS; ACTIS, 2009, CHOI et al., 2009). Foi observado também, que a
exposicdo de A. baumannii ao etanol, além de aumentar seu crescimento, controla a resposta
desses micro-organismos a presenca de sal e aumenta sua patogenicidade (SMITH; DES
ETAGES; SNYDER, 2004).

Além disso, o etanol nas concentracdes 1% e 2% pode afetar positivamente a formacgéo
de biofilmes em superficies abioticas, ja& que a producdo de proteinas envolvidas no
anabolismo de lipideos e carboidratos aumenta na presenca de etanol. O aumento de
carboidratos junto a diminuicdo da motilidade bacteriana pode favorecer a formacéo de
biofilme em superficies abidticas (NWUGO et al., 2012). O biofilme em si é capaz de diminuir
a penetracdo de etanol e proteger as células desse antisséptico, ndo sé por causa do seu encaixe
no interior da matriz do biofilme e estruturas multicelulares, mas também porque células em
biofilmes sdo mais resistentes a danos celulares induzidos por etanol (VERSTRAETEN et al.,
2008).

A presenca de etanol (1% e 2%) também induz uma resposta acetogénica que resulta
numa reducdo significativa do pH no sobrenadante da cultura, por conta da producdo de
derivados de acidos, tais como acido indole-3-acético (IAA) (NWUGO et al., 2012). Esse
derivado tem um efeito sobre a expressao de genes e fisiologia bacteriana, além de aumentar
a producdo de lipopolissacarideos, substancias exopolimeéricas que favorecem a formacéo de
biofilme e induzem resisténcia ao estresse (BIANCO et al., 2006, YANG et al., 2007, HOSHI
et al., 2009). Essa inducdo de resposta a adaptacdo ao estresse pode incluir a expressao
diferencial de genes e producdo de proteinas relacionadas com o estresse oxidativo, tais como
a superoxido dismutase, a glutationa peroxidase e alquilo redutase hidroperdxido, em adicéo
as proteases e chaperonas, que protegem as células de perturbagfes causadas por enrolamento
incorreto das proteinas (FIESTER; ACTIS, 2013).
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Por fim, o etanol é capaz de induzir a expressdo de fatores que afetam as interacoes
patdgeno-hospedeiro, como aderéncia e formacao de biofilme; e ainda favorece o crescimento
de bactérias, fornecendo uma fonte de carbono imprevisivel (FIESTER; ACTIS, 2013). Isso
se torna preocupante ja que em muitos hospitais, antissépticos a base de alcool, que consistem
em varias concentracdes de alcool etilico ou isopropilico, muitas vezes em combinagdo com
outras substancias como clorexidina e emolientes organicos, tém encontrado ampla aceitagao

como uma alternativa para a lavagem das maos (KAMPF; KRAMER, 2004).

1.8  Relevancia e justificativa

A. baumannii € um patdgeno comumente responsavel por causar infec¢bes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). As IRAS sao adquiridas durante a prestacdo dos
cuidados de salde e constituem um grave problema de saude publica mundial, ja que
aumentam a morbidade e a mortalidade entre os pacientes, e consequentemente a duragao do
tratamento da doenca e a elevacdo dos custos envolvidos nesse cuidado (DAl et al., 2010).
Esse micro-organismo causa infeccdes com risco de vida principalmente em individuos
imunocomprometidos e é caracterizado por potenciais mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos, desafio fundamental para a prevencéo e controle de IRAS (NEIDELL et al.,
2012).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) identificou a resisténcia antimicrobiana
como um dos trés problemas mais importantes para a salde humana (BASSETTI,
GINOCCHIO; MIKULSKA, 2011) e os agentes patogénicos MDR mais comuns e graves
foram englobados dentro da sigla "ESKAPE", dentre eles, A. baumannii (RICE et al., 2008).
Em 2017, a OMS publicou um relatério onde também destacou A. baumannii resistente aos
carbapenemas que foi classificado no grupo de “prioridade 1 para pesquisa de novos
antibioticos” e foi considerado como um patdégeno “critico” (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

A multirresisténcia desse micro-organismo, mediada por enzimas do tipo OXA
contribui para sua persisténcia e para a propagacao da resisténcia bacteriana nesse ambiente
(POIREL; NORDMANN, 2006, PEREZ et al., 2007, FEIZABADI et al., 2008). Além disso,
0 aparecimento de cepas resistentes a todos 0s antimicrobianos, inclusive a polimixina B, esta
cada vez mais comum. O esclarecimento da resisténcia a esse antimicrobiano, por meio de
prevaléncia de heterorresisténcia e indugéo de resisténcia adaptativa, é de grande importancia

para minimizar falhas terapéuticas.
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Outro fator que pode influenciar no sucesso de A. baumannii como patégeno é sua
capacidade de aderir a superficies abidticas. A formacdo de biofilme é considerada um
importante problema de saltde publica, pois esse mecanismo, além de funcionar como uma
barreira a acdo dos antimicrobianos, também auxilia na persisténcia e dificulta a eliminagéo
desses micro-organismos do ambiente. A eliminacdo de A. baumannii, principalmente quando
estdo em biofilmes, é problematica. Existem evidéncias que baixas concentragdes de
antissépticos de uso frequente no ambiente hospitalar, como etanol, podem induzir a formacao
de biofilme e auxiliar na persisténcia desse patdgeno nesse ambiente. Porém, nao ha estudos
que caracterizam a natureza do biofilme de A. baumannii ou analisem a atuacéo de etanol,
antisséptico comumente utilizado em hospitais, em biofilmes formados por cepas circulantes
no Brasil.

Cabe ressaltar a relevancia deste estudo para o sistema de saude, ja que resultados
obtidos, permitirdo uma andlise qualitativa, comparativa e complementar a outras abordagens
cientificas do tema, auxiliando na implementacdo de estratégias que podem reduzir surtos
hospitalares. Para a vigilancia sanitaria, podera auxiliar na identificacdo, na prevencao e no
controle das IRAS. Além disso, facilitara a conscientizacdo dos profissionais de salde em
relacdo a necessidade de maior rigor na prescricdo de antimicrobianos, contribuindo assim

para 0 bem-estar da populacéo.



42

2 OBJETIVO
2.1  Objetivo geral

Analisar a resisténcia a antimicrobianos, capacidade de formar biofilme, bem como o
efeito de substancias antissépticas sobre essa estrutura de cepas de Acinetobacter baumannii

coletadas de dois hospitais do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos especificos

o Identificar os isolados em espécies de Acinetobacter;

o Avaliar a diversidade clonal das cepas;

o Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e a concentracéo inibitdria
minima (CIM);

o Estudar a frequéncia de heterorresisténcia e a resisténcia adaptativa a polimixina B em

cepas de A. baumannii;
. Pesquisar a presenga dos genes codificadores de OXA, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxasi,
blaoxa-ss € blaoxa-143; da associacdo da sequéncia de inser¢do 1ISAbal com o gene blaoxa-23;

e do gene de resisténcia a polimixina B, mcr-1;

o Detectar a capacidade das cepas de A. baumannii formar biofilme sobre superficie de
poliestireno;
o Testar diferentes tratamentos (metaperiodato de sddio, protease, DNase) para avaliar

a natureza quimica do biofilme;

o Avaliar o efeito de etanol na formacao de biofilme de A. baumannii;

o Visualizar o biofilme formado por A. baumannii por Microscopia de Varredura
Confocal a Laser (MVCL).
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3 METODOLOGIA

3.1 Isolados bacterianos

Foram estudados 72 isolados de Acinetobacter baumannii, coletados de pacientes
hospitalizados em dois hospitais da rede publica do municipio do Rio de Janeiro, no periodo
compreendido entre 2014 e 2015.

3.2  Confirmacéo da identificacdo dos isolados

Os isolados foram previamente identificados nos hospitais de origem por meio do
sistema automatizado Vitek 2 (BioMérieux Vitek Systems Inc., Hazelwood, MO) utilizando
o0 cartdo para identificacdo de Gram-negativos (GN, referéncia 21341). A partir disso, foi
realizada novamente a verificacdo da pureza desses isolados por meio da observacdo das
caracteristicas coloniais em meio de cultura Eosina Azul de Metileno (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) e Agar MacConkey (Gibco®, Invitrogen, Carlsbald, CA) apds incubacao por 18-
24 h a 37°C. Entéo, os isolados foram submetidos a técnica de coloracdo de Gram, para a
avaliacdo de suas caracteristicas morfo-tintoriais e identificados por meio de testes
bioguimicos convencionais como: teste de motilidade, utilizacdo do citrato (Simmons),
producdo de indol, oxidacdo e fermentacdo da glicose em meio de Hugh-Leifson e teste da
producdo da citocromo oxidase, segundo Murray et al. (2010). Na Tabela 1, sdo apresentados
os resultados esperados para os testes bioquimicos convencionais relevantes para a

identificacdo de micro-organismos do género Acinetobacter.

Tabela 1 - Resultados esperados nos testes bioquimicos para identificacdo do complexo Acinetobacter
calcoaceticus-baumanii (Acb) e espécies relacionadas.

Micro-organismos MOT CIT INDOL OF-G OoxXIl
Complexo Ach neg + neg @] neg
A. haemolyticus neg + neg Inerte/O neg
A. lwoffii neg neg neg Inerte neg

Fonte: (MURRAY et al, 2010).

Legenda: MOT, teste de motilidade; CIT, utilizacdo do citrato (Simmons); INDOL, produgéo de indol; OF-
G, oxidacdo e fermentacdo da glicose em meio de Hugh-Leifson; OXI, teste da producéo da citocromo
oxidase.
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Os isolados identificados como Acinetobacter foram estocados, para isso, as bactérias
foram crescidas por 18-24 h em Agar Nutriente (AN, Gibco®, Invitrogen, Carlsbald, CA),
inoculadas em tubos criogénicos contendo 1 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB, Gibco®,
Invitrogen, Carlsbald, CA) e 20% de glicerol (v/v) e entdo, foram mantidas em freezer a -20°C
e -70°C.

3.3  Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

A técnica de PFGE foi realizada de acordo com o protocolo Pulsenet (NATIONAL
CENTER FOR INFECTIOUS DISEASES, 2004), com algumas modificacdes.

Para o emblocamento das células em agarose, as cepas foram cultivadas em AN
inclinado por 18-24 h a 37°C e entdo, foi obtida uma suspensdo equivalente a escala 3,0 de
McFarland em BSC (Tris 1 M, pH 8,0; EDTA 0,5 M, pH 8,0). Foi adicionado ao indculo
padronizado, proteinase K (50 mg/mL) e agarose low melting 1% (Seaken Gold Agarose),
previamente aquecida, para o preparo dos plugs. Os plugs foram submetidos a tratamento
enzimatico contendo solucdo de lise (TRIS-HCI 50 mM, EDTA 50 mM, pH 8,0 + sarcozil a
1%) e proteinase K (50 mg/mL), sendo incubados por 2 h a 50°C. Em seguida, o0 tampdo de
lise foi retirado e os blocos foram lavados 3 vezes com agua Milli-Q por 15 min a 50°C e 1
vez com tampéo TE (Tris, EDTA) nas mesmas condigdes. Por fim, os blocos foram incubados
com 10 U da enzima de restricdo Apal (Amersham) durante 2 h a 30°C. Para separacdo dos
fragmentos de DNA, foi realizada eletroforese de campo pulsado, usando o aparelho CHEF-
DR 111 (Bio-Rad, Richmond, USA) sob as seguintes condi¢fes: tempo de pulso crescente de
0,5 a 15 seg, por 18 h a 6 VV/cm, na temperatura de 14°C, com angulo de 120° onde um disco
de cada cepa foi depositado nas canaletas do gel de agarose a 1% (p/v; Gibco) em TBE 0,4 X.
Apbs a corrida os géis foram submetidos ao brometo de etidio (0,5 mg/mL), observados sob
luz ultravioleta e fotografados no equipamento Image Quant 300.

A andlise dos dados locais dos padrées de PFGE foi realizada visualmente; e os
padrdes de bandas foram interpretados de acordo com os critérios sugeridos por Tenover et
al. (1995), onde as cepas que possuiam padrdes de banda com diferenca de seis bandas ou
menos foram consideradas relacionadas epidemiologicamente (TENOVER et al., 1995). Os
dendrogramas foram confeccionados a partir da foto do gel no software Bionumerics versao
4.0 (Applied Maths), onde as cepas com similaridade > 85% foram consideradas como

relacionadas epidemiologicamente (SEIFERT et al., 2005).
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3.4  Obtencdo do acido desoxirribonucleico gendémico (DNA)

As cepas foram inoculadas em 5 mL de TSB e os tubos incubados por 18-24 h a 37°C
com agitacdo. Apos incubacdo, foi transferido 1 mL do crescimento bacteriano, para um
microtubo com capacidade de 1,5 mL, que foi submetido a centrifugacdo a 24.000 g por 10
min. O DNA genbmico foi extraido utilizando-se o Dneasy Tissue Kit (Qiagen, Inc, Valencia,
CA), de acordo com as recomendaces do fabricante.

Para certificacdo da extracdo, o material genético foi visualizado por meio de corrida
eletroforética em gel de agarose a 0,8% em TBE 1X. Para isso, os produtos da extracdo (5 uL)
foram aplicados nos pogos acrescidos de 2 puL de tampdo de carregamento (loading buffer).
Também foi aplicado no gel um padrdo de DNA contendo fragmentos de tamanhos
conhecidos (100 pb DNA Ladder — Invitrogen, Carlsbald, CA). A eletroforese foi realizada
em tampdo de corrida TBE 1X, sob uma corrente de 90 V por 10 min e 120 V por 30 min.
Apos a eletroforese, os géis foram submetidos ao tratamento com brometo de etidio (0,5

mg/mL), observados sob luz ultravioleta e fotografados no equipamento Image Quant 300.

3.5  Multilocus Sequence Typing (MLST)

O MLST foi utilizado para a avaliacdo do relacionamento genético e evolucdo das
cepas estudadas. Para isso, as cepas de A. baumannii analisadas pelo PFGE, pertencentes aos
pulsotipos prevalentes e ainda alguns de pulsotipos esporadicos foram empregadas nessa
analise. A técnica de MLST compreende 3 etapas: 1. obtencdo do DNA das amostras de
interesse; 2. Amplificacdo e purificagdo; 3. sequenciamento e analise dos loci amplificados.
Todas as etapas da metodologia do MLST foram realizadas de acordo com a base de dados
do esquema Oxford e do esquema Pasteur, conforme descrito nos sites:
https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers_Oxford.shtml e
http://pubmist.org/abaumannii/info/primers_Pasteur.shtml. O sequenciamento de DNA foi
realizado na plataforma de sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (I0C).

O DNA foi obtido como descrito no item 3.4 e empregado nas reacdes de PCR. Os
sete genes conservados descritos pelo esquema Oxford e sete genes conservados descritos
pelo esquema Pasteur foram utilizados nas reagdes e as sequéncias dos iniciadores utilizados
estdo discriminadas a seguir nas Tabelas 2 e 3.

As PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL. As reagdes individuais foram

compostas de 1 uL do DNA adicionados de 5 pLL de tampao Taq DNA polimerase (10X), 1,5


https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers_Oxford.shtml
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pL de MgClz (1,5 uM), 0,5 pL de cada dNTP (0,2 mM), 0,4 pL de cada primer (0,2 uM;
Tabelas 2 e 3), 0,3 uL de Tag DNA polimerase (1 U) e agua Milli-Q estéril para completar o
volume final da reacdo. As reacBes foram realizadas nas seguintes condicdes: pré
desnaturacdo a 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos a 94°C por 45 seg e 72°C por 1 min e
extensdo final a 72°C por 5 min. As temperaturas de anelamento variaram de acordo com o
primer utilizado (Tabela 2 e 3).

Os amplicons das reac6es foram detectados por meio de corrida eletroforética em gel
de agarose a 1% em TBE 0,4X. A eletroforese foi realizada em tamp&o de corrida TBE 0,4X,
sob uma corrente de 90 V por 5 min e 120 V por 25 min. Apds a corrida, os géis foram corados

e visualizados como descrito no item 3.4.

3.6 Sequenciamento genético

3.6.1 Purificacdo do produto da PCR

A purificagdo dos produtos da PCR dos genes pesquisados foi realizada utilizando a
coluna de purificacdo Purelink PCR purification Kit (Invitrogen), seguindo as orienta¢des do
fabricante. O DNA purificado foi estocado a -20°C.

3.6.2 Determinagdo das sequéncias nucleotidicas

Os produtos purificados foram utilizados como molde de DNA para a reacdo de
sequenciamento de suas duas fitas com o sistema comercial BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems).

As reacOes foram realizadas em microtubos e foram compostas de 2 ul de DNA
purificado, 1 puL de cada primer (3,2 pM), e 4,5 ul de &gua Milli-Q estéril para um volume
final de 7,5 pL. A seguir os microtubos contendo as reagdes foram encaminhados para a
plataforma de sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (IOC). Ap6s o sequenciamento das
cepas, os dados foram analisados pelo software DNASTAR, posteriormente as sequéncias
obtidas foram submetidas ao programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSCHUL etal., 1997) e comparadas a outras depositadas no GenBank do National Center
for Biotecnology Information (NCBI). Assim, foi verificada a identidade do material

sequenciado por meio do grau de similaridade com sequéncias depositadas no GenBank.
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Tabela 2 - Sequéncias nucleotidicas e temperaturas de anelamento dos primers utilizados na amplificacdo dos
genes utilizados na técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) de acordo com o esquema Oxford.

Fendtipo N - s o Tamanhodo  Temperatura
Genes codificado Sequéncia do iniciador (5°—3") fragmento  de anelamento
F- AAT TTA CAG TGG CAC ATT AGG
L TCCC o
gltA  Citrato sintase R-GCA GAG ATA CCA GCA GAG ATA 722 pb 55°C
CACG
Subunidade @ F- TGA AGG CGG CTT ATCTGAGT
gyrB BdaDNA  R- GCA GAG ATA CCA GCA GAG ATA 594 pb 56°C
girase CACG
Glicose  F-GCT ACT TTT ATG CAA CAG AGC C
. R-ACC ACA TGC TTT GTT ATG o
gdn deh'drgge”ase F-GTT GAG TTG GCG TAT GTT GTG C 774 pb 56°C
R-GTT GGC GTA TGT TGT GC
Fator de
O F-CCT GAATCT TCY GGT AAA AC \
fecA  recombinacdo  p T TCT GGG CTG CCAAACATTAC — 420PP So°C
homologo
Chaperonina  F-GGT GCT CAACTT GTT CGT GA o
B0 “6okDa  R-CAC CGA AAC CAG GAG CTT TA 640 pb 55°C
. Glicose-fofato  F-GAA ATT TCC GGA GCT CAC AA 456 0b 56°C
9p isomerase  R-TCA GGA GCA ATA CCC CAC TC P
Fator c da RNA F-ACC CGT GAA GGT GAA ATC AG o
oD limerase  R-TTC AGC TGG AGC TTT AGC AAT 672 pb 55°C

Fonte: (BARTUAL et al., 2005).
Legenda: pb, pares de base; Y =Cou T.

Tabela 3 - Sequéncias nucleotidicas e temperaturas de anelamento dos primers utilizados na amplificagdo dos
genes utilizados na técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) de acordo com o0 esquema Pasteur.

Fendtipo A . N . Tamanho do Temperatura
Genes codificado Sequéncia do iniciador (5°—>3") fragmento  de anelamento
. . F-ACT GTACTT GCT CAAGC o
cpn60  Glicose quinase R-TTC AGC GAT GAT AAG AAG TGG 405 pb 52°C
F-ATC GGT ATT TCT GCK CAC ATY
Fator de GAT
fusA  elongamento EF- R-CCA ACA TAC KYT GWA CAC CTT 633 pb 51°C
G
TGTT
F-AAT TTA CAG TGG CAC ATT AGG
. . TCCC o
gltA Citrato Sintase R-GCA GAG ATA CCA GCA GAG ATA 483 pb 55°C
CACG
F-GGT GTT GTT TCATCA CTA GGW
. AAA GG o
pyrG  CTPsintase o ATA AAT GGT AAA GAY TCG ATR 297 pb 50°C
TCACCMA
Fator de
L F-CTG AAT CTT CYG GTAAAAC o
recA reﬁgm‘lg‘;‘éao R-GTT TCT GGG CTG CCAAACATTAC ~ °/2PP >>°C
Proteina F-GTA GAG CGT ATT GAA TAC GAT
rpIB ribosomal 50S L2 CCTAACC 330 pb 55°C
R-CAC CAC CAC CRTGYG GGT GATC
rpoB Subunidade Bda F-GGC GAA ATG GCD GAR AAC CA 456 pb 50°C

RNA polimerase R-GARTCY TCG AAG TTG TAA CC

Fonte: (DIANCOURT et al., 2010).
Legenda: pb, pares de base; R, Gou A; Y, TouC;D,AouGouT,Y=CouT;K=GouT,W=AouT.
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As sequéncias dos alelos foram analisadas e comparadas com aquelas ja existentes no
website para a determinacdo dos ST. Novos ST encontrados foram adicionados ao banco de
dados. A construcao dos grupos de similaridade entre os STs foi realizada pelo goeBURST

(diponivel em:http://goeburst .phyloviz. net/).

3.7  Avaliacédo da suscetibilidade aos antimicrobianos

3.7.1 Método de disco-difusdo em agar

Para a avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos foi utilizado o método de
disco-difusdo em agar, de acordo recomendacbes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2019). Para isso, apds o crescimento das cepas por 24 h a 37°C em meio AN,
os in6culos foram padronizados em solugéo salina a 0,85% de acordo com a escala 0,5 de
McFarland (aproximadamente 102 UFC/mL). O in6culo padronizado foi semeado de forma
confluente em 3 dire¢des diferentes, utilizando um swab estéril, em placas contendo o0 meio
de Agar Mueller-Hinton (AMH), em um intervalo méximo de 15 min. Foram testados 0s
seguintes antimicrobianos: ampicilina-sulbactam (10ug/10ug), piperacilina-tazobactam
(100pg/10ug), cefotaxima (30ug), ceftazidima (30ug), cefepima (30ug), imipenem (10ug) e
meropenem (10ug), amicacina (30ug), gentamicina (10ug), ciprofloxacina (5ug),
trimetoprim-sulfametoxazol (1,25ug/23,75ug) e minociclina (30ug). Apos incubacdo a 37°C
por 20 h, os halos de inibi¢éo do crescimento bacteriano foram mensurados e interpretados de
acordo com o CLSI (2019). Para o controle do teste foram utilizadas as cepas de referéncia E.
coli INCQS n° 00033 (ATCC n° 25922) e P. aeruginosa INCQS n° 00099 (ATCC n° 27853).

As cepas foram classificadas segundo critérios de Magiorakos et al. (2012) em néo-
multirresistentes (n-MDR), MDR ou XDR (Tabela 4).

3.7.2 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM da polimixina B (500.000 Ul) (Eurofarma Laboratorios S.A., Sdo Paulo, SP)
das cepas foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo em microplacas de
poliestireno (Corning® Costar® - Sigma-Aldrich, catdlogo n° 32190102), conforme
recomendac¢des do CLSI (2019), utilizando caldo Mueller-Hinton cétion ajustado (CMHCA)
(CLSI, 2019). Para esse ensaio, a polimixina B foi diluida em agua estéril e foram utilizadas
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concentragdes de polimixina B entre 64 pg/mL e 0,125 pg/mL, baseadas nos valores de corte
recomendados pelo CLSI (2019). Primeiramente, 40 pL de CMHCA foram adicionados em
todos os po¢os da microplaca. Posteriormente, 50 pL do antimicrobiano nas concentracdes de
128, 64, 32,16, 8,4, 2,1,0,5e 0,25 pg/mL foram adicionados aos pocos da 12 até a 112 coluna,
respectivamente.

Para o preparo do inoculo, apos o crescimento das cepas por 24 h a 37°C em meio AN,
os in6culos foram padronizados em solucdo salina a 0,85% de acordo com a escala 0,5 de
McFarland. As suspensdes padronizadas foram diluidas em 1:100 em CMHCA, de modo a se
obter uma concentracdo final de células de aproximadamente 10 UFC/mL. Entdo, apés a
adicdo do CMHCA e das diferentes concentrages do antimicrobiano na microplaca, foram
inoculados 10 pL da suspensdo bacteriana diluida em cada pogo, sendo uma cepa diferente
em cada linha (A-H). A inoculacdo bacteriana dos pocos foi realizada no intervalo de, no
maximo, 30 min e posteriormente as placas foram homogeneizadas sobre a bancada em
movimento rotatorio e incubadas por 24 h a 37°C. Os pocos da 112 coluna foram utilizados
como controle de esterilidade do antimicrobiano e os pocos da 122 coluna, foram utilizados
como controle do crescimento bacteriano, pois foram inoculados com 10 pL de suspensao

bacteriana diluida.

Tabela 4 - Classe dos antimicrobianos testados na avaliagdo da suscetibilidade das cepas de A. baumannii.

Classe Antimicrobianos testados
B-lactdmicos
Penicilinas Ampicilina e Sulbactam
Piperacilina e Tazobactam
Cefalosporinas 32 geragédo Cefotaxima
Ceftazidima
Cefalosporinas 42 geracdo Cefepima
Carbapenemas Imipenem
Merepenem
Aminoglicosideos Amicacina
Gentamicina
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina
Inibidores da via do folato Trimetoprim-sulfametoxazol
Tetraciclinas Minociclina
Lipopeptideos Polimixina B

Fonte: (Anvisa, 2007).
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As cepas de E. coli INCQS n° 00033 (ATCC n° 25922) e P. aeruginosa INCQS n°
00099 (ATCC n° 27853) foram utilizadas como controle do ensaio. A CIM foi determinada

como a menor concentragdo que nao apresentou crescimento bacteriano.

3.8 Determinacdo dos fenotipos de resisténcia a polimixina B

3.8.1 Avaliacdo da heterorresisténcia

A heterorresisténcia das cepas susceptiveis a polimixina foi determinada por meio do
perfil de analise populacional (PAP) descrito por Barin et al. (2013), com modificacdes. Para
isso, apds o crescimento das cepas por 24 h a 37°C em meio AN, os inéculos foram
padronizados de acordo com a escala 0,5 de McFarland. Entdo, 50 uL de cada in6culo
padronizado nas concentragdes de 108, 107, 108, 10* UFC/mL foram semeados em placas
contendo AMH com as seguintes dilui¢Ges de polimixina B 0,5, 1, 2, 3 e 6 ug/mL e nas placas
controle sem a adi¢do do antimicrobiano. As coldnias foram contadas ap6s incubagéo por 48
h a 37°C, sendo o limite de contagem minimo e 0 maximo de 20 UFC/mL e 400 UFC/mL,
respectivamente (BARIN et al., 2013, YAU et al., 2009). A heterorresisténcia foi determinada
pelo crescimento de colbnias de A. baumannii em placas contendo a concentracdo de
polimixina B pelo menos 2 vezes superior a populacéo original (BARIN et al., 2013).

A frequéncia de subpopulacdes heterorresistentes na concentracdo mais elevada de
antimicrobiano foi calculada dividindo o nimero de coldnias que cresceram nas placas
contendo antimicrobiano pelo nimero de col6nias que cresceram na placa que continha a
mesma concentracdo do indculo de bactérias sem antimicrobiano (YAU et al., 2009).

Por fim, foi realizada a determinacdo da nova CIM a polimixina B das subpopula¢tes
heterorresistentes.

3.8.2 Avaliacdo da resisténcia adaptativa
Para a avaliacdo da resisténcia adaptativa, as cepas selecionadas foram padronizadas

de acordo com a escala 0,5 de McFarland e submetidos a cultivos diarios em em placas de

agar Mueller-Hinton contendo concentracdes crescentes de polimixina B compreendidas entre
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0,25 e 64 pg/mL em um total de 9 dias (BARIN et al., 2013). Apos, foi determinada a nova

CIM como descrito no item 3.7.2.

3.9 Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a técnica de PCR foram usados primers especificos para amplificar os genes rpoB,
e 0s genes de resisténcia blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaoxa-143, ISAbal, ISAbal
— blaoxa-23 € mcr-1 (Tabela 5). O aparelho utilizado para a realizagdo das reagdes foi 0
termociclador DNA PTC-200-Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Massachusets, EUA).

O DNA foi obtido como descrito no item 3.4 e empregado nas reacdes de PCR. Para a
amplificacdo do gene rpoB, que codifica a subunidade f da RNA polimerase (LA SCOLA et
al. 2006, GUNDI et al., 2009), das associacdes de ISAbal com blaoxa-2z (MUGNIER,;
POIREL; NORDMANN, 2009) e do gene mcr-1 para a deteccdo do gene de resisténcia a
polimixina (LIU et al., 2016) foram realizadas reac@es individuais de PCR. As reacdes de
amplificagdo foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo 3 pL. de DNA (40 ng)
adicionados de 0,5 pL de tampao Taq DNA polimerase (10X), 0,75 pL de cloreto de magnésio
(1,5 mM; MgCly), 0,5 uL de desoxiribonuleotideo trifosfatado (0,2 mM; dNTP; dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 0,4 uL de cada primer (0,2 mM; Tabela 5), 0,2 pL de Taq DNA polimerase (5
U/uL) e agua Milli-Q estéril para completar o volume final da reacdo. As amplificacGes para
0 gene rpoB foram realizadas seguindo o programa: pré-desnaturagdo por 2 min a 94°C; 35
ciclos de 30 seg a 52°C para desnaturagao, 45 seg a 52°C para anelamento e 2 min a 72°C para
extensao; extensdo final de 5 min a 72°C. As amplifica¢BGes para a sequéncia de insercéo
ISAbal foram realizadas seguindo o programa: pré-desnaturacdo a 94°C por 5 min, seguido
por 30 ciclos a 94°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por 1 min e 72°C por 5 min. Ja as
amplificagdes para ISAbal - blaoxa2:s foram realizadas seguindo o programa: pré-
desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 95 °C por 45 seg, 58°C por 45 seg e
72°C por 3 min e 72°C por 5 min (TURTON et al., 2006). E as amplificagGes para o gene mcr-
1 foram realizadas seguindo o programa: pré-desnaturacéo a 94°C por 15 min, seguido por 25
ciclos a 94°C por 30 seg, 58°C por 90 seg, 72°C por 60 seg e 72°C por 10 min.

Foram realizadas reacGes de Multiplex-PCR, para a detec¢do dos genes blaoxa-23,
blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxass € blaoxa14s (WOODFORD et al., 2006, HIGGINS;
LEHMANN; SEIFERT, 2010), de acordo com a metodologia descrita por Woodford et al.

(2006), com algumas modificacdes. Para a amplificacdo de regides especificas do genoma das


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higgins%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lehmann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seifert%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022220
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cepas de A. baumannii, a reagdo da Multiplex-PCR foi realizada em um volume final de 25
ML. A reacdo foi composta de 3 pL de DNA (40 ng) adicionados de 2,5 pulL tampao Taq DNA
polimerase (10X), 1,5 pL de MgCl2 (1,5 mM), 0,5 pL de cada dNTP (0,2 mM), 0,25 pL de
cada primer (0,2 mM; Tabela 5), 0,2 uL de Taq DNA polimerase (5 U/uL) e agua Milli-Q
estéril para completar o volume final da reacdo. As reacGes foram realizadas nas seguintes
condicdes: pré-desnaturacdo a 94°C por 5 min, seguido por 30 ciclos a 94°C por 25 seg, 52°C

por 40 seg, 72°C por 50 seg e 72°C por 6 min.

Tabela 5 - Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados nas Rea¢des em Cadeia da Polimerase (PCR).
Tamanho do

Genes Sequéncia do iniciador (5°—3’) fragmento Referéncia
OB L e Y e o SAAG 400 pb GUNDI et al., 2009
blaoxazs | ans $€$ ol ggéfffT%%AAiA 501 pb WOODFORD et al., 2006
Dlaoxaz N oo T hog Ak At T 249pb  WOODFORD et al., 2006
blaoxast R am Ay GeA ot onr ot 18 353pb  WOODFORD et al., 2006
blaoxass e e Tas Gor e s oy AG 599pb  WOODFORD et al., 2006

F-TGG CACTTT CAG CAGTTCCT

blaoxa-143 R-TAA TCC TGA GGG GGC CAA CC + 150 pb WOODFORD et al., 2006

isabay  F-ATG CAG CGC TTC TTT GCA GG 300 pb MUGNIER; POIREL;
R-AAT GAT TGG TGA CAA TGA AG NORDMANN, 2009
AFZAL-SHAH;
ISAbal- F- AAT GAT TGG TGA CAA TGA AG 1456 pb LI\YI!(R)’:\)/IICD)[;OEI,QZD(;OL
blaoxazs R- TCA CAAC AAC TAA AAG CAC T SEGAL GARNY. e ISHA
2005,

F-CGG TCAGTCCGTTTGTTC
mcr-1 R-CTT GGT CGG TCT GTA GGG 1626 pb LIU etal., 2016
Fonte: (AFZAL-SHAH; WOODFORD; LIVERMORE, 2001, SEGAL; GARNY; ELISHA, 2005,
WOODFORD et al., 2006, GUNDI et al., 2009, MUGNIER; POIREL; NORDMANN, 2009, LIU et al., 2016)

Legenda: pb, pares de base; R, GouA; Y, TouC; M, AouC.

A corrida eletroforética para detecgdo dos amplicons gerados foi realizada como
descrito posteriormente no item 3.5. A purificagdo dos amplicons obtidos e a determinacao
das sequéncias nucleotidicas foi realizadas de acordo com o item 3.6.

Foram utilizados como controles positivos, cepas de A. baumannii do acervo interno

do Setor Saneantes (rpoB, blaoxa-23, blaoxas1, ISAbal, ISAbal - blaoxa-23); da colecdo de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Afzal-Shah%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158758
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Woodford%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158758
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Afzal-Shah%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158758
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Woodford%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158758
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cultura de Bactérias de Origem Hospitalar (CCBH) do I0C (blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1,
blaoxa-ss € blaoxa-143) € a cepa E. coli C153 (mcr-1), doada gentilmente pela Dr® Renata
Cristina Picdo, do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (ROCHA et al., 2017).

3.10 Estudo da formacéao de biofilme

A quantidade de biofilme formado pelas cepas de A. baumannii foi avaliada por meio
do ensaio de formacao de biofilme em microplacas de poliestireno de 96 pogos (Nunclon™ -
Nalgene Nunc International, Rochester, N.Y. catadlogo n° 269787), realizado de acordo com
Moskowitz et al. (2004), com algumas modificaces.

A partir do crescimento por 18-24 h a 37°C em AN, o inoculo foi padronizado em
caldo LB, de acordo com a escala 0,5 de McFarland e 100 pL foram transferidos para 0s pogos
da microplaca de 96 pogos, que foi incubada por 18-24 h a 37°C. Cada cepa foi testada em
hexaplicata. Apds a incubacéo, os pocos foram lavados 3 vezes com 100 pL de dgua destilada,
para retirada das bactérias em suspensdo. Entdo, o biofilme formado foi corado com 100 pL
de solucdo aquosa de cristal violeta 0,1% e incubado por 15 min a temperatura ambiente,
sendo novamente lavado 3 vezes com 100 uL de &gua destilada, para retirada do excesso de
cristal violeta. A microplaca foi deixada & temperatura ambiente por aproximadamente 1 h
para secagem e para solubilizar o cristal violeta adsorvido, foram adicionados 150 pL de
etanol 95% por 15 min a temperatura ambiente. Por fim, a microplaca foi submetida a
espectrofotdmetro para medir a absorbancia a 590nm.

A. baumannii ATCC 19606 foi utilizado como controle positivo. Os po¢os com meio
de cultura ndo inoculado foram considerados como controles negativos. Também foi incluida
a cepa de E. coli K-12, considerada um fraco formador de biofilme.

Os biofilmes foram classificados como: ndo formador de biofilme (DO < DOc), fraco
(DOc < DO < 2x DOc), moderado (2x DOc < DO < 4x DOc) e forte (DO > 4x DOc). Sendo
DO, a densidade Optica obtida apos a leitura das cepas no espectrofotdmetro e DOc, a média
da DO do controle negativo (STEPANOVIC et al., 2000).

3.11 Estudo da natureza do biofilme

Para o estudo da natureza do biofilme, cepas capazes de formar biofilme forte foram

submetidos a diferentes tratamentos. Os tratamentos foram realizados sobre o biofilme ja
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formado na superficie de poliestireno. Para pesquisarmos o envolvimento de polissacarideos
na formacdo do biofilme, foi utilizada uma solucdo de metaperiodato de sédio a 40 mM
(acetato de sodio 500 mM e periodato de sodio 40 mM pH 4,5; oxidante de carboidratos)
(WANG; PRESTON; ROMEO, 2004); para o envolvimento de DNA na constituicdo do
biofilme, foi utilizada DNase | (2 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (SAHU et al.,
2012); e para o envolvimento de proteinas foi utilizada proteinase K (1 mg/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) (SAHU et al., 2012).

Para isso, ap0s realizarmos as etapas para formacdo do biofilme em microplacas de
poliestireno como descrito no item 3.9, os pocos da microplaca foram lavados com &gua
destilada. Entéo, o biofilme foi tratado por 2 h ou 24 h a 37°C, com metaperiodato de sédio,
DNAse | ou proteinase K. nas concentragdes ja descritas. Apos o tratamento, o sobrenadante
foi retirado, o biofilme foi lavado novamente com agua destilada e corado com cristal violeta
para a leitura em espectrofotdmetro a 590 nm.

A classificagdo dos biofilmes foi realizada como descrito no item 3.9 segundo
Stepanovic et al. (2000). E os resultados obtidos nesse ensaio apds leitura em
espectrofotdbmetro foram comparados com os resultados obtidos no ensaio de formacao de

biofilme.

3.12  Avaliagéo dos efeitos de etanol na formagéao de biofilme

Para avaliar o efeito do etanol na formacdo de biofilme de A. baumanni foram
utilizadas cepas capazes de formar biofilme forte, moderado, fraco e cepas ndo aderentes. Para
iss0, apos realizarmos as etapas para formacdo do biofilme em microplacas de poliestireno
como descrito no item 3.9, 0s po¢os da microplaca foram lavados com agua destilada. Entéo,
ao biofilme formado foi adicionado etanol 2% e, logo depois, a microplaca foi levada para
estufa por 1 h a 37°C, segundo Nwugo et al. (2012), com modifica¢cdes. Apos o tratamento, 0
sobrenadante foi retirado, o biofilme foi lavado novamente com agua destilada e corado com
cristal violeta para a leitura em espectrofotdmetro a 590 nm.

A classificacdo dos biofilmes foi realizada como descrito no item 3.9 segundo
Stepanovic et al. (2000). Os resultados obtidos nesse ensaio apos leitura em espectrofotdmetro

foram comparados com os resultados obtidos no ensaio de formacéo de biofilme.

3.13 Microscopia de Varredura Confocal a Laser (MVCL)
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Foram selecionadas cinco cepas, duas classificadas como formadoras de biofilme
forte (23SAN e 69SAN), uma como biofilme moderado (120SAN), uma como biofilme fraco
(136SAN) e uma ultima classificada como ndo aderente (131SAN) para a observacao das
estruturas tridimensionais dos biofilmes formados por MVCL. Os tratamentos para avaliacao
da natureza do biofilme foram realizados utilizando apenas a cepa (69SAN) previamente
classificada como formadora de biofilme forte. Para a visualizacdo da estrutura do biofilme
apos a adicdo de etanol 2% foi selecionada igualmente uma cepa (171SAN) previamente
classificada como nédo aderente.

Para isso, 0 ensaio do biofilme foi realizado em placas para cultura celular com fundo
de vidro (Greiner Bio-One, Brasil). O indculo foi preparado conforme descrito no item 3.10 e
1 mL desse crescimento padronizado transferido para as placas, as quais foram incubadas por
24 h a 37°C. As cepas submetidas aos tratamentos com metaperiodato de sédio, DNase | e
proteinase K foram preparadas como descrito no item 3.11 e aquelas submetidas ao tratamento
com etanol 2% foram preparadas como descrito 3.12.

Para a avaliacdo por microscopia confocal, ap6s incubacéo das placas, o sobrenadante
contendo as células ndo aderentes foi removido e em seguida, o biofilme foi tratado ou néo.
A seqguir, as placas foram coradas com 50 pL de corante de viabilidade Live/Dead BacLight
(Invitrogen, Eugene, OR, USA) de acordo com as instru¢es do fabricante e mantidas no
escuro até sua analise. O reagente SYTQO9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para
as formas bacterianas sésseis vidveis e o iodeto de propidio com fluorescéncia vermelha
permitiu a visualizacdo das bactérias mortas. A andlise da estrutura do biofilme formado por
A. baumannii foi realizada no microscépio de varredura confocal a laser Leica TCS-SPE
(Leica, Germany) e as imagens geradas foram analisadas por software LAS X.

Este estudo foi realizado na Unidade Multiusuaria de Microscopia Confocal, no
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade federal do Rio de Janeiro, como o auxilio

da Dra. Grasiela Ventura.

3.14 Anadlise estatistica

Os resultados obtidos no estudo de formacdo de biofilme em microplacas de
poliestireno, estudo da natureza do biofilme e na avaliacdo dos efeitos de etanol na formacéo
de biofilme foram analisados pelo teste do valor extremo (Grubbs), onde P valores < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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3.15 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, através
da Plataforma Brasil e foi aprovado segundo registro 34239614.5.0000.5248.
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4 RESULTADOS

4.1  Confirmacao da identificacdo das cepas

Foram realizados testes bioquimicos convencionais para todas as cepas oriundas dos
dois hospitais da rede publica do Rio de Janeiro. Esses testes foram importantes na primeira
etapa de confirmacdo da identificacdo desses isolados. Como resultado, todas as 76 cepas
analisados foram identificadas como pertencentes ao Complexo Acb.

Para a identificacdo das cepas ao nivel de espécie, houve a necessidade de se realizar
uma identificacdo molecular por meio da amplificagdo por PCR e sequenciamento do
fragmento do gene rpoB. Por meio dessa metodologia foram identificadas 72 cepas como A.
baumannii (similaridade > 98%). Quatro cepas foram identificadas como A. nosocomilais

(similaridade > 98%), sendo retiradas do estudo.

4.2  Distribuicdo das cepas

Dentre as 72 cepas de A. baumannii estudadas, a maioria (n = 60; 87%) foi proveniente
do Hospital 1 (APENDICE A e APENDICE C).

As 72 cepas de A. baumannii foram coletadas a partir de diferentes sitios, sendo a
maioria (43%; n = 31) oriunda de aspirado traqueal, seguido de urina (14%; n = 10), sangue
(11%; n = 8), ferida (10%; n = 7), swab retal (7%; n = 5), lavado broncoalveolar (5%; n = 14),
cateter (3%; n = 2) e aspirado brénquico (1%; n = 1). Nao foi identificado o sitio de coleta de
apenas 6% (n = 4) das cepas coletadas (Figura 1).

Das 60 cepas coletadas no Hospital 1, a maioria foi oriunda de aspirado traqueal (42%;
n =29) e das 12 cepas coletadas no Hospital 2, a maioria foi oriunda de swab retal (42%; n =
5).

4.3  Avaliagdo do polimorfismo genético por PFGE
Todas as 72 cepas de A. baumannii foram submetidas a analise do polimorfismo

genético por meio da técnica de PFGE, ap0s restri¢do total do DNA com a endonuclease de
restricio Apal (APENDICE A e APENDICE C).
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Figura 1 - Distribuicdo em porcentagem das 72 cepas de A. baumannii coletadas dos dois hospitais da
rede publica do Rio de Janeiro.

1%

3% .
p m Aspirado traqueal

6%
m Urina
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Ferida
m Swab retal
m Lavado broncoalveolar
m Cateter
Aspirado brénquico
N&o identificado

Fonte: (GENTELUCI, 2020)

Foi observado um total de 15 pulsotipos (A ao O) com 85% de similaridade. O
pulsotipo A representado por 26% (n = 19) das cepas foi 0 mais prevalente; seguido do
pulsotipo B, 17% (n = 12) das cepas; pulsotipo C, 13% (n = 9) das cepas; pulsotipo D, 8% (n
= 6) das cepas; pulsotipo E, 7% (n = 5) das cepas; pulsotipo F e G, 6% (n = 4) das cepas, cada;
pulsotipo H, 4% (n = 3) das cepas, 0s pulsotipos de | ao K foram representados por duas cepas
cada, 3% (n = 2); e os demais pulsotipos, de L ao O, foram representados por apenas uma
cepa, 1% (n = 1), cada (Figura 2).

Figura 2 - Dendrograma gerado pelas andlises de DICE/UPGMA (Bionumerics versdo 4.6, Applied Maths) das
cepas de A. baumannii. Os padrdes das bandas foram detectados por meio de Eletroforese em Gel de Campo
Pulsado (PFGE) apo6s digestdo do DNA cromossdémico com endonuclease de restrigdo Apal.
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Fonte: (GENTELUCI, 2020)
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Os pulsotipos A, D, E, G e J estavam presentes nos dois hospitais estudados, ja 0s
demais estavam presentes em apenas um deles. A maioria das cepas pertencentes ao pulsotipos
A estavam no Hospital 1 (n = 16) e a maioria das cepas pertencentes ao pulsotipos D estavam
no Hospital 2 (n = 5).

Ap0s correlacionarmos o sitio de coleta das cepas com os perfis de PFGE, foi
observado que entre as cepas pertencentes aos pulsotipos A, B, C, D e E, a maioria foi coletada
de aspirado traqueal, 37% (n = 7), 67% (n = 8), 56% (n = 5), 50% (n = 3), 60% (n = 3),
respectivamente. Nas cepas do pulsotipo F, a maioria foi coletada de ferida (50%; n = 2), nas
cepas pertencentes aos pulsotipos G e H, o sitio prevalente foi urina (50%; n =2 e 67%; n =
2, respectivamente). Para os pulsotipos que foram representados por uma ou duas cepas (I ao
0), as cepas foram coletadas de aspirado traqueal, urina, ferida, swab retal e aspirado

brénquico.

4.4  Tipagem por MLST

Para a realizacdo do MLST foram selecionadas nove cepas pertencentes aos pulsotipos
A (n=2), B (n=2), C (n=1), D (n=1), E (n=1), F (n=1) e G (n=1). As Figuras 3 e 4 apresentam
os agrupamentos dos ST identificados por meio do esquema Oxford e Pasteur por goeBurst,
respectivamente. Nessas figuras estdo representados todos os ST presentes na base de dados
do PUBMLST (Oxford e Pasteur), até 0 momento, e 0s ST das cepas incluidas no presente
estudo, bem como de seus respectivos CC.

De acordo com o esquema Oxford foram determinados sete ST e quatro CC, sendo trés
ST:ST229 (n=1), ST231 (n=2) e ST235 (n = 1) considerados também CC. Além disso, 0s
ST133 (n=1) e ST438 (n = 1) pertenceram ao CC103, 0 ST2097 (n = 1) pertenceu ao CC231
e 0 ST305 (n = 2), ao qual ndo foi atribuido nenhum CC, foi chamado de singleton (Figura
3).

As analises dos diferentes alelos mostrou que as cepas pertencentes ao CC103 (ST133
e 438) variaram apenas no locus gpi, sendo consideradas single-locus variant. Assim como as
cepas pertencentes ao CC231 (ST231 e 2097), que também variaram no locus gpi, foram
consideradas single-locus variant.

O ST2097, de acordo com o esquema Oxford, é descrito pela primeira vez neste estudo

e foi depositado no banco de dados do MLST, disponivel no endereco eletrénico:
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<https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmist_abaumannii_oxford_seqdef&page=downloadProfi
les&scheme_id=1>, acesso em 24/03/2020.

De acordo com o esquema Pasteur, foram determinados oito ST e cinco CC, sendo
dois ST: ST15 (n = 1) e ST162 (n = 1) considerados também CC. Além disso, 0 ST103 (n =
1) pertenceu ao CC213, os STs160 (n = 1), 986 (n = 1) e 1439 (n = 1) pertenceram ao CC1,
ST 188 (n = 2) pertenceu ao CC10 e ST 330 (n = 1) pertenceu ao CC15 (Figura 4).

As anélises dos diferentes alelos mostraram que duas cepas (ST986 e 1439)
pertencentes ao CC1 variaram em um locus cpn60, sendo consideradas single-locus variant,
e uma cepa (ST160) pertencente a0 mesmo CC variou em dois loci, cpn60 e rpoB, sendo
considerada double-locus variants. Além disso, as cepas ST15 e 330 pertencentes ao CC 15
variaram apenas no locus cpn60, sendo consideradas single-locus variant.

O ST1439 foi descrito pela primeira vez neste estudo e foi depositado no banco de
dados do MLST Pasteur, disponivel no enderego eletronico:
<https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmist_abaumannii_pasteur_seqdef&page=downloadProfi
les&scheme_id=2>, acesso em 24/02/2020.

Pelo esquema Oxford foi possivel identificar que uma cepa pertencente ao pulsotipo
A apresentou ST133 e a outra pertencente a0 mesmo pulsotipo apresentou ST438; as duas
cepas pertencentes ao pulsotipo B apresentaram ST305; a cepa pertencente ao pulsotipo C
apresentou ST231; a cepa pertencente ao pulsotipo D apresentou ST231; a cepa pertencente
ao pulsotipo E apresentou ST235; a cepa pertencente ao pulsotipo F apresentou ST2097; e a
cepa pertencente ao pulsotipo G apresentou ST103 (Tabela 6).

Pelo esquema Pasteur foi possivel identificar que uma cepa pertencente ao pulsotipo
A apresentou ST15 e a outra pertencente ao mesmo pulsotipo apresentou ST330; as duas cepas
pertencentes ao pulsotipo B apresentaram ST188; a cepa pertencente ao pulsotipo C
apresentou ST936; a cepa pertencente ao pulsotipo D apresentou ST231; a cepa pertencente
ao pulsotipo E apresentou ST1439; a cepa pertencente ao pulsotipo F apresentou ST 103; e a
cepa pertencente ao pulsotipo G apresentou ST229 (Tabela 6).

De acordo com o esquema Oxford e Pasteur foi possivel observar a presenga de
mesmos CC nos dois hospitais estudados, CC231 no caso do esquema Oxford e CC1 no caso
do esquema Pasteur. Além disso, observamos que as duas cepas agrupadas pelo PFGE no
pulsotipo A (15SAN e 69SAN) foram agrupadas em dois ST distintos pelos dois esquemas de
MLST (Oxford e Pasteur) (Tabela 6).


https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_oxford_seqdef&page=downloadProfiles&scheme_id=1
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_oxford_seqdef&page=downloadProfiles&scheme_id=1
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_pasteur_seqdef&page=downloadProfiles&scheme_id=2
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_pasteur_seqdef&page=downloadProfiles&scheme_id=2

Figura 3 - Diagrama construido utilizando o algoritmo goeBURST e visualizado no software Phyloviz (PHYLOVIZ Online) indicando a similaridade entre os Sequence Types
(ST) de acordo com o esquema Oxford. Os Complexos Clonais (CC) e os ST observados no presente estudo estdo ampliados e destacados por cores, 24/03/2020.

Fonte: (GENTELUCI, 2020).
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Figura 4 - Diagrama construido utilizando o algoritmo goeBURST e visualizado no software Phyloviz (PHYLOVIZ Online) indicando a similaridade entre os Sequence Types
(ST) de acordo com o esquema Pasteur. Os Complexos Clonais (CC) e 0s ST observados no presente estudo estdo ampliados e destacados por cores, 24/02/2020.

Fonte: (GENTELUCI, 2020).
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Tabela 6 - Sequence typings (ST) das cepas de A. baumanni segundo os esquemas Pasteur e Oxford e a
relagcdo com os pulsotipos identificados pelo Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE).

Sequence typing (STYComplexo clonal (CC)

Cepas PFGE Origem

Oxford Pasteur
15SAN A Hospital 1 133103 1515
69SAN Hospital 1 438103 33015
62SAN B Hospital 1 3054ingleton 18810
100SAN Hospital 1 305/4ingleton 18810
34SAN C Hospital 1 231231 986/1
T4SAN D Hospital 2 231231 14391
23SAN E Hospital 1 235235 162/162
107SAN F Hospital 1 2097/231 1601
115SAN G Hospital 2 229229 103213

Fonte: (GENTELUCI, 2020).

4.5 Avaliagéo da suscetibilidade aos antimicrobianos

A avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos revelou que 99% (n = 71) das cepas
apresentaram resisténcia a cefotaxima, 97% (n = 70) a cefepima, 96% (n = 69) ao trimetoprim-
sulfametoxazol, a ciprofloxacina, ao imipenem e ao meropenem, 93% (n = 67) a
piperacilina/tazobactam, 90% (n = 65) a ampicilina/sulbactam e 83% (n = 60) a ceftazidima.
Os maiores percentuais de suscetibilidade foram observados para amicacina, gentamicina e
minociclina (53%, 64%e 100%, respectivamente) (Figura 5) (APENDICE C).

A CIM da polimixina B frente as diferentes cepas foi determinada utilizando o método
de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2019). Por esse metodo, foi observado que a maioria das
cepas era suscetivel a esse antimicrobiano (81%; n = 58), apresentando CIM < 2 pg/mL.
Catorze cepas foram consideradas resistentes a polimixina B (19%) apresentando valores de
CIM entre 4-128 pg/mL (Figura 6).

As cepas foram classificadas em ndo-multirresistentes a drogas (n-MDR), MDR e
XDR, de acordo com o fenétipo de resisténcia as classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS
et al., 2012). No presente estudo, foram encontradas apenas duas cepas de A. baumannii com
o fenotipo n-MDR (2SAN e 4SAN), 45 cepas (62%) apresentaram fenotipo MDR e 25 cepas
(35%) apresentaram fen6tipo XDR (APENDICE B).

A partir dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos foi observado que o maior

numero de cepas (n = 16) esta agrupado no perfil que apresenta suscetibilidade apenas a
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minociclina e polimixina B. O segundo perfil que agrupa o maior nimero de cepas (n = 12) é
0 que apresenta suscetibilidade apenas a amicacina, minociclina e polimixina B. Trés cepas

foram suscetiveis apenas a minociclina (Tabela 7).

Figura 5 - Frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos das 72 cepas de A. baumannii.
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Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Legenda: AK, amicacina; CN, gentamicina, SAM, ampicilina/sulbactam; TZP, piperacilina/tazobactam, STX,
trimetoprim-sulfametoxazol; CTX, cefotaxima, CAZ, ceftazidima; FEP, cefepima, CIP, ciprofloxacina; IPM,
imipenem; ME, meropenem; MIO, minociclina. *As cepas que apresentaram resisténcia intermediaria foram
considerados resistentes.

Figura 6 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) da polimixina B das 72 cepas de A. baumannii.
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Fonte: (GENTELUCI, 2020).
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As cepas que apresentaram resisténcia aos carbapenemas foram coletadas de diversos
sitios. Porém, observamos que a maioria das cepas resistentes a polimixina B (n = 14) foi

coletada de aspirado traqueal (43%, n = 6).

Tabela 7 - Perfis de resisténcia aos antimicrobianos com o respectivo nimero de cepas de A. baumannii.
Perfil de resisténcia aos antimicrobianos N° de cepas resistentes

AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER, PB 3
AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 16
AK, SAM, TZP, CTX, STX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER, PB 3

CN, SAM, TZP, CTX, STX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER, PB 2

AK, CN, TZP, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER, PB 1
SAM, TZP, CTX, STX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER, PB 2
CN, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER, PB 1
CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 12
AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, FEP, CIP, IPM, MER 6
AK, SAM, TZP, STX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 8
CN, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1
CN, SAM, TZP, STX, CTX, FEP, CIP, IPM, MER 3
SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 7
AK, SAM, TZP, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1
TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1
STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1
SAM, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP 1
CN, SAM, TZP, STX, CTX 1
IPM, MER, PB 1
CTX, PB 1

Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Legenda: AK, amicacina; CN, gentamicina, SAM, ampicilina/sulbactam; CAZ, ceftazidima; IPM,
imipenem; MEM, meropenem; FEP, cefepima; TZP, piperacilina/tazobactam; CIP, ciprofloxacina; CTX,
cefotaxima; PB, polimixina B.

As cepas classificadas como n-MDR (n = 2) foram coletadas de aspirado traqueal e
sangue. Uma cepa n-MDR (2SAN), coletada de aspirado traqueal, apresentou resisténcia

apenas aos carbapenemas e a polimixina B. A outra cepa que também foi classificada como
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n-MDR (4SAN), coletada de sangue, apresentou resisténcia apenas a cefotaxima e a
polimixina B. Dentre as cepas classificadas como XDR (n = 25) e MDR (n = 45), a maioria
foi coletada de aspirado traqueal, (64%, n = 16 e 31%, n = 14, respectivamente).

Por meio do PFGE, observamos que as cepas n-MDR (n = 2) foram agrupadas em
pulsotipos esporédicos (G e M). Nas classificacdes MDR e XDR, atribuidas a maioria das
cepas estudadas, estavam representantes de diversos pulsotipos, tanto predominates quanto
esporadicos.

As cepas resistentes aos carbapenemas (n = 80) foram agrupadas em diversos
pulsotipos, ja as cepas suscetiveis a esses antimicrobianos (n = 3) foram agrupadas em trés
pulsotipos distintos (G, E e O). As cepas resistentes a polimixina B (n = 14) foram agrupadas
em seis pulsotipos (A, B, C, E, G, M e N). E importante destacar que a maioria das cepas
resistentes a polimixina B (n = 4) se agrupou no pulsotipo A, que possuia 0 maior nimero de

cepas (n = 19).

4.6  Analise do perfil populacional (PAP)

Foi realizada a pesquisa de heterorresisténcia a polimixina B em 58 cepas de A.
baumannii suscetiveis a esse antimicrobiano. Como resultado, observamos que em 21 (36%)
cepas selecionadas foi detectada a heterorresisténcia & polimixina B (APENDICE A e
APENDICE C).

Além disso, a frequéncia de subpopulacdes heterorresistentes foi calculada e
observamos uma variagdo de 0,3 x 107 a 0,4 x 10, As CIM da polimixina B das colonias
heterorresistentes variaram tanto para mais quanto para menos que a CIM da populagéo
original. Em sete cepas a CIM da polimixina B das coldnias heterorresistentes permaneceram
maiores que a CIM da populacdo original, em sete permaneceram a mesma CIM que a
populacgéo original e por fim, sete demonstraram CIM menor que a populacéo original (Tabela
8).

Entre as cepas que apresentaram heterorresisténcia, foi demonstrada que a maioria
delas foi coletada de aspirado traqueal (52%, n = 11). A heterorresisténcia a polimixina B nao
foi relacionada a um pulsotipo especifico, ja que essa caracteristica estava presente em
diversos pulsotipos, tanto predominantes como esporadicos. Por fim, seis cepas (29%)
(70SAN, 71SAN, 74SAN, 130SAN, 135SAN e 136SAN) que apresentaram heterorresisténcia

também foram classificadas como XDR.
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Na avaliagdo da resisténcia adaptativa & polimixina B, as mesmas 58 cepas
susceptiveis a polimixina B foram selecionadas. Porém essa caracteristica ndo foi observada
em nenhuma delas, ja que nenhuma cresceu em concentragdes de polimixina B superiores a 2
pg/mL.



Tabela 8 - Tipagem por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE), sitio de coleta, perfil de resisténcia e analise populacional das 21 cepas de A. baumannii com
heterresisténcia a polimixina B.

CIM PB CIM Frequénciade CIM PB das
PFGE Sitio de coleta Perfil de resisténcia original heterorresisténcia subpopulagdes  colénias HR
(ng/mL) (ng/mL) HR (ng/mL)

A Aspirado traqueal SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 0,4 X 10* 2
Lavado broncoalveolar AK, SAM, TZP, STX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1 6 0,4 X 10 8
Aspirado traqueal SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 2,0 X 10°® 1
Cateter AK, SAM, TZP, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 1,0 X 106 0,25

¢ Aspirado traqueal CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 1,8 X 10°® 2
Aspirado traqueal CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 2,0 X 10°® 16
Cateter CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1 6 0,4 X 10 1

D Aspirado traqueal AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1 6 1,4 X 10°® 0,5
Aspirado traqueal AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1 6 1,7 X 10
Aspirado traqueal CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 0,7 X 10
Swab retal AK, SAM, TZP, STX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1 3 2,4 X106

E Aspirado traqueal CN, SAM, TZP, STX, CTX 2 6 2,0 X 10 05

F Urina SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 0,7 X 10°© 0,25

G Urina AK, SAM, TZP, STX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1 6 0,3 X 107 4

H Urina CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 1,2 X 10 4
Urina CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 2,2 X10° 0,125

' Aspirado traqueal CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 2,0X10° 2

J Ferida SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 1,2 X 10 1

K Aspirado traqueal AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 1,3 X 10 2
Aspirado traqueal AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1 6 0,3 X105 1

L Aspirado brénquico AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 1 6 1,3X10° 4

Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Legenda: AK, amicacina; CN, gentamicina, SAM, ampicilina/sulbactam; TZP, piperacilina/tazobactam, STX, trimetoprim-sulfametoxazol; CTX, cefotaxima, CAZ,
ceftazidima; FEP, cefepima, CIP, ciprofloxacina; IPM, imipenem; MER, meropenem; MIO, minociclina; PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis, CIM, concentracdo
minima inibitéria; PB, polimixina B; HR, cepa heterorresistente a polimixina B.

89
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4.7  Pesquisa de genes de oxacilinases, sequéncia de inser¢do e do gene mcr-1

Nas 72 cepas de A. baumannii foram pesquisados 0s genes blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-
51, blaoxa-ss € blaoxa-143, a sequéncia de insercdo ISAbal, ISAbal associada ao gene blaoxa-23
e 0 gene mcr-1 (APENDICE B).

Todas as 72 cepas apresentaram 0s genes blaoxa-s: e blaoxa-23, incluindo as 3 cepas
(4SAN, 40SAN e 119SAN) susceptiveis aos carbapenemas. Em uma cepa (2SAN) foi detectado
0 gene blaoxa-24, nela também foi encontrada resisténcia aos carbapenemas e a polimixina B,
como descrito anteriormente. Apos o sequenciamento e a anélise da sequéncia referente ao gene
blaoxa-24 encontrado na cepa 2SAN, foi possivel observar que a sequéncia era do gene oxa-72
que esta englobado na familia blaoxa24 (similaridade > 99%). Nenhum outro gene de
oxacilinases foi detectado nas cepas.

A sequéncia de insercdo ISAbal foi detectada em todas as cepas, diferente da ISAbal
adjacente ao gene blaoxa-23. Essa associagdo foi observada na maioria das cepas (96%, n = 69),
apenas trés ndo possuiam essa associacdo, dentre elas, 40SAN e 119SAN, cepas susceptiveis
aos carbapenemas que possuiam o gene blaoxa2s € a cepa 78SAN, cepa resistente aos
carbapenemas. As cepas que ndo possuiam a associacdo ISAbal - blaoxa-23 pertenceram a
pulsotipos esporadicos (D, E e O).

Por fim, o gene mcr-1 ndo foi encontrado nas cepas estudadas.

4.8  Ensaio de formacao de biofilme

Na avaliagéo da formacdo de biofilme, as cepas foram classificadas em formadoras de
biofilme forte, moderado, fraco e ndo formadoras de biofilme, ap6s coloracdo com cristal
violeta e solubilizacdo do biofilme com etanol (APENDICE A).

A média da Densidade Optica (DO) das 72 cepas estudados variou de 0,004 a 1,775. O
ponto de corte da DO para o teste foi definido como a DO do controle negativo (DOc) que foi
de 0,246. As cepas foram agrupadas em nao formador (DO < 0,246), fraco (0,246 < DO <
0,492), moderado (0,492 < DO < 0,984) e forte (DO > 0,984). Observamos que a maioria das
cepas (82%, n = 59) foi capaz de formar biofilme, sendo 18% (n = 13) das cepas capazes de
formar biofilme fraco, 40% (n = 29) biofilme moderado e 24% (n = 17) biofilme forte. Apenas

18% (n = 13) das cepas ndo foram capazes de formar biofilme (Figura 7).
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Figura 7 - Classificacdo das 72 cepas de A. baumanni quanto o tipo de formagéo de biofilme.
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Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Ao relacionarmos o sitio de coleta das cepas com a formacgéo de biofilme, observamos
gue a maioria das cepas coletadas de aspirado traqueal foi capaz de formar biofilme forte (65%,
n = 20). Além disso, foi observado que todas as cepas coletadas de urina, ferida, lavado
broncoalveolar e cateter foram capazes de formar biofilme.

Foi possivel correlacionar a formacéo de biofilme com o pulsotipo prevalente A (n =
19), ja que dentre as cepas pertencentes a esse pulsotipo, apenas trés nao foram capazes de
formar biofilme. Porém, dentre as cepas que nao formaram biofilme (n = 13) a maioria também
pertencia a pulsotipos prevalentes (A e B, 58%, n = 11), as demais pertenciam aos pulsotipos
esporéadicos C, E,G, K, L e N.

N&o foi possivel avaliar uma relacéo entre as cepas MDR e XDR com a formacdo de
biofilme forte ou com cepas ndo aderentes ja que no presente estudo a maioria das cepas

pertencia a esse fendtipo.

4.9  Avaliacdo da natureza do biofilme de A. baumannii

A partir dos resultados obtidos no ensaio de formacdo de biofilme foram selecionadas

as 17 cepas capazes de formar biofilme forte para a caracterizacgdo da natureza do biofilme.
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Apo6s 2 h de tratamento com proteinase K (1 mg/mL), das 17 cepas formadoras de
biofilme forte, 41% (n = 7) se tornaram n&o aderente, 35% (n = 6) se tornaram formadores de
biofilme moderado e 24% (n = 4) continuaram sendo classificadas como formadoras de
biofilme forte. E apds 2 h de tratamento com DNAse | (2 mg/mL), das 17 cepas formadoras de
biofilme forte, todas continuaram a serem classificadas como biofilme forte. Por fim, ap6s 2 h
de tratamento com metaperiodato de sddio (40 mM), das 17 cepas formadoras de biofilme forte,
uma (6%) nao aderiu ao material, uma (6%) se tornou formadora de biofilme fraco, uma (6%)
de biofilme moderado e 14 (82%) continuaram sendo classificadas como formadoras de
biofilme forte (Tabela 9).

Tabela 9 - Resultado do tratamento do biofilme de A. baumannii com proteinase K (1 mg/mL), DNase | (2
mg/mL) e metaperiodato de s6dio (40 mM) por 2 h.

Biofilme Proteinase K DNase | Metaperiodato de sédio

Forte (n =17) Na&o aderente (n=7;41%) Biofilme Forte (n = 17; 100%) N&o aderente (n = 1; 6%)

Biofilme moderado (n = 6;
35%)

Biofilme forte (n = 4; 24%) Biofilme moderado (n = 1; 6%)

Biofilme fraco (n = 1; 6%)

Biofilme Forte (n = 14; 82%)

Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Na Figura 8 é possivel observar que apds o tratamento com metaperiodato de sddio
(40 mM) e com DNAse | (2 mg/mL) por 2 h a maior parte das cepas continuou sendo
classificada como formadora de biofilme forte em comparacdo com o tratamento com
proteinase K (1 mg/mL).

Apobs 24 h de tratamento com proteinase K (1 mg/mL), das 17 cepas formadoras de
biofilme forte, oito (47%) se tornaram ndo aderente, sete (41%) formadoras de biofilme fraco
e duas (12%) de biofilme moderado. Ja apds 24 h de tratamento com DNAse | (2 mg/ml), das
17 cepas formadoras de biofilme forte, quatro (24%) se tornaram n&o aderente, quatro (24%)
formadoras de biofilme fraco e nove (52%) de biofilme moderado. E ap06s 24 h de tratamento
com metaperiodato de sédio (40 mM), das 17 cepas formadoras de biofilme forte, duas (12%)
se tornaram ndo aderentes ao material, cinco (29%) formadoras de biofilme fraco e quatro
(24%) de biofilme moderado e 6 (35%) continuaram sendo classificadas como formadoras de
biofilme forte (Tabela 10).
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Figura 8 - Comparagdo da classificagdo do tipo de biofilme formado pelos das 17 cepas de A. baumannii ap6s o
tratamento do biofilme com metaperiodato de sédio (40 mM), DNase I (2 mg/mL) e proteinase K (1 mg/mL) por

2h.
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Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Tabela 10 - Resultado do tratamento do biofilme de A. baumannii com proteinase K (1 mg/mL), DNase I (2
mg/mL) e metaperiodato de sodio (40 mM) por 24 h.

Biofilme Proteinase K

Dnase |

Metaperiodato de s6dio

Forte (n =17) Na&o aderente (n = 8; 47%)

Biofilme fraco (n = 7; 41%)

Biofilme moderado (n = 2;
12%)

N&o aderente (n = 4; 24%)

Biofilme fraco (n = 4; 24%)
Biofilme moderado (n = 9;

52%)

Na&o aderente (n = 2; 12%)

Biofilme fraco (n = 5; 29%)

Biofilme moderado (n = 4;
24%)

Biofilme forte (n = 6; 35%)

Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Na Figura 9 é possivel observar que apos o tratamento com a proteinase K (1 mg/mL)

por 24 h, a maior parte das cepas perderam a capacidade de aderir ao material, sendo

classificadas como néo aderentes ou como formadores de biofilme fraco em comparagéo com

o tratamento com DNAse | (2 mg/mL) e metaperiodato de sédio (40 mM).

4.10 Avaliacdo do efeito do etanol no biofilme de A. baumannii

Para a avaliacdo do efeito do etanol sobre o biofilme de A. baumannii foram

selecionadas, além das cepas capazes de formar biofilme forte (n=17), seis cepas classificadas

como formadoras de biofilme moderado e cinco cepas classificadas como formadoras de
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biofilme fraco e 13 que foram anteriormente classificados como n&o aderentes, totalizando
assim, 41 cepas.

Figura 9 - Comparacdo da classificacdo do tipo de biofilme formado pelas 17 cepas de A. baumannii ap6s o
tratamento do biofilme com metaperiodato de sédio (40 mM), DNase | (2 mg/mL) e proteinase K (1 mg/mL)
por 24 h.
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Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Apds incubacédo por 1 h com etanol a 2%, das 13 cepas que ndo aderiram ao material,
duas continuaram a ser classificadas como ndo aderentes, trés se tornoram formadoras de
biofilme fraco, uma de biofilme moderado e sete de biofilme forte. Ja das cinco cepas
formadoras de biofilme fraco, duas se tornaram formadoras de biofilme fraco e trés de biofilme
forte. Também foi possivel observar que dentre as seis cepas formadoras de biofilme moderado
todas se tornaram formadoras de biofilme forte. E por fim, das 17 cepas formadoras de biofilme
forte, uma se tornou biofilme fraco, uma se tornou formadora de biofilme moderado e 15
continuaram sendo classificadas como formadoras de biofilme forte (Tabela 11).

Em comparagdo com as classificacdes de biofilme feitas antes do tratamento com etanol
na concentragcdo 2% (n = 72), foi possivel observar que apos esse tratamento, das 41 cepas
selecionadas, aumentou o numero de cepas formadoras de biofilme forte. Sem tratamento, das
41 cepas selecionadas, 32% (n = 13) ndo formavam biofilme, ap6s o tratamento com etanol
apenas 5% (n = 2) ndo aderiram ao material; sem tratamento, 12% (n = 5) foram classificadas

como formadoras de biofilme fraco, apos o tratamento com etanol, 15% (n = 6) formaram
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biofilme fraco; sem tratamento, 15% (n = 6) das cepas foram classificadas como formadoras de
biofilme moderado, ap6s o tratamento, 5% (n = 2) formaram biofilme moderado; e por fim, sem
tratamento, 41% (n = 17) das cepas foram classificadas como formadoras de biofilme forte,

apos o tratamento com etanol, 76% (n = 31) tiveram essa classificacdo (Figura 10).

Tabela 11 - Efeito do etanol na concentracdo de 2% sobre o tipo de biofilme formado pelas cepas de
A. baumannii.

Biofilme Etanol 2%

Né&o aderente (n = 13) Né&o aderente (n = 2; 15%)
Biofilme fraco (n = 3; 23%)
Biofilme moderado (n = 1; 8%)
Biofilme forte (n = 7; 54%)

Fraco (n =5) Biofilme fraco (n = 2; 40%)
Biofilme forte (n = 3; 60%)

Moderado (n = 6) Biofilme forte (n = 6; 100%)

Forte (n =17) Biofilme fraco (n = 1; 6%)
Moderado (n = 1; 6%)
Biofilme forte (n = 15; 88%)

Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Figura 10 - Classificagdo do biofilme das 41 cepas de A. baumannii selecionadas ap6s serem submetidas ao
tratamento com etanol 2% por 1 h.
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Fonte: (GENTELUCI, 2020).
Legenda: Controle, cepas ndo submetida ao tratamento.
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4.11 Analise do biofilme por MVCL

A MVCL foi utilizada para visualizar as estruturas bi e tridimensional do biofilme de
A. baumanni. Foram utilizadas cinco cepas, duas classificadas como formadoras de biofilme
forte (23SAN e 69SAN), uma como biofilme moderado (120SAN), uma como biofilme fraco
(136SAN) e uma ultima classificada como nédo aderente (131SAN). Além disso, a técnica foi
utilizada para ver alteracGes na estrutura do biofilme de uma cepa de A. baumannii (69SAN),
previamente classificada como biofilme forte, que foi submetida ao com tratamento com
metaperiodato de sodio (40 mM), DNase | (2 mg/mL) ou proteinase K (1 mg/mL), por 2 h e 24
h. Por fim, visualizamos a acdo do etanol 2% na estrutura de uma cepa de A. baumannii
(71SAN) previamente classificada como ndo aderente e que apos a adi¢cdo dessa substancia, foi
classificada como biofilme forte.

Ap6s a andlise das imagens obtidas na microscopia confocal, observamos que nas
cepas classificadas como formadores de biofilme forte e moderado foi visualizada uma camada
densa de células vivas e mortas. N&o foi visualizada a formacéo do biofilme e apenas células
espalhadas pelo campo nas cepas classificadas como formadores de biofilme fraco e naquele
ndo aderente (Figura 11). Além disso, na imagem do biofilme das cepas classificadas como
biofilme forte (23SAN e 69SAN) observamos a formacdo de canais que atravessavam 0
biofilme (Figura 12).

Para a analise visual do biofilme ap6s o tratamento com metaperiodato de sodio,
DNase | e proteinase K por 2 h e 24 h, selecionamos apenas uma cepa (69SAN) classificada
como formadora de biofilme forte (A, Figura 13). Apés 2 h e 24 h de tratamento com
metaperiodato de sédio, foi observado que essa substancia nao foi capaz de promover grandes
alteracdes no biofilme, em ambas imagens (B e C, Figura 13), sendo possivel observar camadas
densas de células. Entretanto, observamos uma diferenca entre as imagens dos diferentes
tempos de tratamento, no tratamento com o metaperiodato de sédio por 24 h havia um maior
numero de células mortas em comparacdo com a imagem do biofilme apos o tratamento por 2
h. assim como anteriormente observado nas imagens do biofilme sem tratamento

Assim como o tratamento com o metaperiodato de sédio, o tratamento com a DNase |
também ndo foi capaz de promover grandes alteracdes na estrutura do biofilme, tanto no
tratamento por 2h, quanto no de 24h (D e E, Figura 13). Diferente dos tratamentos utilizados
anteriormente, a proteinase K destruiu completamente o biofilme (F e G, Figura 13), ja que

apos andlise das imagens observamos apenas células dispersas pelo campo.
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Para a andlise visual do biofilme apds a adi¢cdo de etanol 2%, selecionamos uma cepa
(171SAN) classificada como ndo aderente. Ap6s 1 h da adi¢do do etanol foi observado que ap6s
a adicdo dessa substancia houve um aumento do biofilme dessa cepa, corroborando com nossos
achados que previam esse aumento da formacéo de biofilme em algumas cepas apés a adicdo

de etanol 2% (B, Figura 14).



Figura 11 - Microscopia confocal das cepas de A. baumannii 23SAN (biofilme forte; A), 120SAN (biofilme moderado; B), 136SAN (biofilme fraco; C) e 131SAN (nédo
aderente; D) sem tratamento, em aumento de 20x.

Fonte: (GENTELUCI, 2020).

Ll



Figura 12 - Microscopia confocal das cepas de A. baumannii 23SAN (A, aumento 63x) e 69SAN (B,
aumento 20x) (biofilme forte). As setas indicam a formacéo de canais visualizados na microscopia.

Fonte: (GENTELUCI, 2020).
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Figura 13 - Microscopia confocal da cepa de A. baumanni 69SAN sem tratamento (A) e apds tratamento com metaperiodato de sédio por 2 h (B), metaperiodadto de sédio por
24 h (C), DNase | por 2 h (D), DNase I por 24 h (E), proteinase K por 2 h (F), proteinase K por 24 h (G), em aumento de 20x.

Fonte: (GENTELUCI, 2020).
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Figura 14 - Microscopia confocal da cepa de A. baumanni 71SAN sem tratamento (A) e apés adi¢do de etanol 2% por 1 h em aumento de 20x.

Fonte: (GENTELUCI, 2020).

08



81

5 DISCUSSAO

Ha alguns anos, A. baumannii foi identificado como um dos seis patdgenos resistentes
responsaveis pela mortalidade e morbidade em pacientes (RICE et al., 2008). Esse micro-
organismo causa diversas infeccdes hospitalares como, pneumonia, infec¢des do trato urinario,
endocardite, sepse, meningite, infeccdes de pele e tecidos moles e feridas (ANTUNES; VISCA;
TOWNER, 2014). Além disso, possui uma plasticidade genética que permite que se adapte ao
ambiente e sobreviva a pressdo seletiva presente no ambiente hospitalar, contribuindo para a
aquisicdo de multiplos mecanismos de resisténcia (LIN; LAN, 2014).

Em nosso estudo investigamos a diversidade genética, resisténcia a antimicrobianos,
presenca de heterorresisténcia e resisténcia adaptativa a polimixina B, e formacao de biofilme
de cepas de A. baumannii coletadas de dois hospitais publicos do municipio do Rio de Janeiro,
por um periodo de um ano.

Setenta e quatro isolados de Acinetobacter foram previamente identificados por testes
fenotipicos por meio do sistema automatizado Vitek 2 como pertencentes ao complexo Ach. A
confirmacdo da identificacdo desses isolados foi realizada por meio de testes bioquimicos
convencionais e métodos moleculares. Na identificagdo molecular, foi confirmada a
identificacdo de 72 cepas como A. baumannii.

A identificacdo molecular a nivel de espécie foi realizada por meio da amplificacdo por
PCR e sequenciamento do gene rpoB (LA SCOLA et al.,, 2004). O gene rpoB possui
aproximadamente 4.000 bp e apenas uma copia no genoma de Acinetobacter sp. Além disso,
possui quatro regides varidveis, delimitadas por sequéncias conservadas (LA SCOLA et al.,
2006). A precisao da identificacdo de Acinetobacter a nivel de espécie pelo sequenciamento do
rpoB é de 98,2% (LEE et al., 2014).

Estudos que investigaram a eficdcia do sequenciamento do gene rpoB para a
diferenciacdo das espécies de Acinetobacter, demostraram que embora a similaridade
interespécie esteja bem separada (variando de 88,3 a 96,9%), a similaridade intraespécie das
sequéncias génicas de rpoB varia de 98% a 100% para A. baumannii, por exemplo (LA SCOLA
et al., 2006, GUNDI et al., 2012). Isso demonstra que o sequenciamento desse gene é um dos
mais apropriados para a discriminacdo a nivel de espécie por conta de ser altamente variavel,
comparado com outros méetodos baseados em analise de sequéncias de DNA também utilizados,
como o gene 16S rRNA (WANG et al., 2014).

As 72 cepas de A. baumannii foram coletados de seis espécimes clinicos (aspirado

traqueal, urina, sangue, ferida, swab retal, lavado broncoalveolar, cateter e aspirado bronquico).
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Em nosso estudo, o principal sitio de isolamento de A. baumannii foi o sistema respiratorio
(aspirado traqueal, lavado broncoalveolar e aspirado bronquico). Resultados obtidos em estudos
anteriores no Brasil e em outros paises também relataram as maiores taxas de isolamento desse
micro-organismo nesse sitio de coleta (HUANG et al., 2013, DEXTER et al. 2015, NOWAK
etal., 2017, DE AZEVEDO et al. 2019, POLOTTO et al., 2020).

A. baumannii € o principal micro-organismo relacionado a pneumonia associada ao uso
de ventilador mecénico, responsavel por quase 15% de todas as IRAS e por aproximadamente
50% do uso total de antimicrobianos nas UTI (DEMIRDAL; SARI; NEMLI, 2016). Altas taxas
de mortalidade foram relatadas para pneumonia hospitalar causada por A. baumannii (variando
de 28,1 a 85,3%) (DEMIRDAL,; SARI; NEMLI, 2016).

A analise genotipica realizada por meio da técnica de PFGE mostrou a presenca de 15
pulsotipos entre as 72 cepas, utilizando a similaridade > 85%. Os pulsotipos mais
predominantes foram A e B, que agruparam 19 e 12 cepas, respectivamente, o0 que sugere alta
disseminacéo clonal (DUARTE et al., 2016).

Por meio do MLST, identificamos entre as cepas estudadas, sete ST, agrupados em
quatro CC (103, 231, 235 e 229), de acordo com o esquema Oxford e oito de acordo com o
esquema Pasteur, agrupados em cinco CC (1, 10, 15, 162 e 213) diferentes associados com
cepas clinicas de A. baumannii MDR.

De acordo com o esquema Oxford, o CC103 englobou duas cepas, uma pertencente ao
ST133 e a outra ao ST438. O ST133 foi descrito pela primeira vez em cepas clinicas de A.
baumannii, produtoras de OXA-23 coletadas no Rio de Janeiro, Brasil (GROSSO et al., 2011).
Além disso, como observado no presente estudo, o0 CC103 esta relacionado com o CC15
(Pasteur) (TOMASCHEK et al., 2016). Esses dois CC correspondem ao CIl4 descrito por
Diancourt et al. (2010).

0O CC229 que englobou um ST (ST229) ja foi descrito em um estudo que analisou cepas
clinicas e ambientais de A. baumannii. Nesse estudo, o ST englobado nesse CC foi 0 ST1399
que foi relacionado com a formacéo de biofilme nessas cepas (ROYER et al., 2018). Esse CC
também esté relacionado com o CI3 (DIANCOURT et al., 2010).

O CC231 englobou dois ST (ST231 e 2097) e esta relacionado com o CC1, de acordo
com o esquema Pasteur, e consequentemente ao CI1 (GAIARSA et al., 2019). Cepas clinicas
de A. baumannii resistente aos carbapenemas e pertencentes ao ST231 ja foram descritas
anteriormente na América do Sul e do Norte, e também na Europa (GRANA-MIRAGLIA et
al., 2016). Além disso, o ST231 possui uma grande importancia epidemioldgica devido ao
relato da presenca do gene blaOXA-23 (GAIARSA et al., 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomaschek%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27071077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Royer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29889876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaiarsa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31130931
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaiarsa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31130931
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O ST235 pertencente ao CC235, ja foi descrito em cepas de A. baumannii brasileiras
coletadas de pacientes diagnosticados com meningite (CHAGAS et al., 2013).

Por fim, o ST305 que foi considerado um singleton, no website do instituto ndo possui
inclus@es de cepas (PUBMLST, 2020). Além disso, ndo existem relatos na literatura sobre esse
ST.

De acordo com o esquema Pasteur, encontramos trés cepas englobadas no CC1 (CI1),
que pertenciam aos ST986, 1439 e 160, respectivamente. Esse CC estava presente nos dois
hospitais estudados e ja foi descrito em cepas coletadas no Brasil (CHAGAS et al., 2014). O
CC1 é designado como um dos maiores clones de A. baumannii com uma ampla distribuico
internacional (KARAH et al., 2012).

Observou-se também a ocorréncia do CC15, onde foram englobadas duas cepas uma
pertencente ao ST15 e outra ao ST330. Além de ser um clone emergente na Europa, Asia, Africa
e EUA (NOWAK etal., 2017), esse CC também esta disseminado no Brasil e j& foi descrito em
nove estados brasileiros, em quatro diferentes regides geograficas do pais (GROSSO et al, 2011,
MARTINS et al., 2013, CHAGAS et al., 2014, VASCONCELOS et al., 2017).

Segundo Diancourt et al. (2010), cepas de A. baumannii pertencentes ao ST15
apresentam um sucesso evolutivo e mundialmente exibem fen6tipos MDR, o que facilita sua
rapida disseminacdo. O CC15 também ¢é relacionado com grande resisténcia aos
antimicrobianos e a capacidade de formar biofilmes em superficies abidticas (KARAH et al.,
2015).

O ST188 ¢ descrito em trabalhos anteriores como um singleton, indicando que nao
possui um numero suficiente de inclusGes para formar um complexo clonal (RAFEI et al.,
2014), porém no presente estudo esse ST foi englobado no CC10. O CC10 esta englobado no
CI3 junto a outros CC que foram isolados em diferentes paises europeus (ZARRILLI et
al.,2013)

J& 0 ST162 (CC162) foi descrito inicialmente na Coréia do Sul (LEE et al., 2012) e em
sequida foi detectado no Brasil (COELHO-SOUZA et al., 2013, CHAGAS et al., 2014). Um
estudo demostrou que as infecgdes por cepas de A. baumannii pertencentes ao ST162 levam a
uma menor gravidade quando comparadas a infec¢des por cepas de outros ST. Isso sugere que
0s ST de A. baumannii podem ser relacionados com uma maior ou menor viruléncia das cepas
(DE AZEVEDO et al., 2019).

Por fim, 0 ST103 (CC213) esta disseminado na América do Sul e tem sido relacionado
com a presenca de blaoxa-2s (CLIMACO et al., 2013, VASCONCELOS et al., 2015). Outros
CC também estdo associados a presenca desse gene, como, CC113, 109 e 110, isso indica que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Azevedo%20FKSF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30516469
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blaoxa-23-like NA0 esta restrito a um CC principal (CLIMACO et al., 2013). Além disso, é um ST
considerado raro, pois apenas trés cepas (EUA, Egito e Brasil) foram encontradas na base de
dados de A. baumannii (PubMLST Pasteur) (HAMIDIAN et al., 2017).

Adicionalmente, foram determinados dois novos ST, um pelo esquema Oxford
(ST2097), que foi agrupado no CC231, ao qual ja pertencia um ST descrito no presente estudo,
e um pelo esquema Pasteur (ST1439), que foi agrupado no CC1, ao qual ja pertenciam dois ST
descritos no presente estudo.

Os resultados do MLST mostraram pouca correlagdo com os resultados do PFGE, pois
apesar das cepas que pertenciam ao pulsotipo B serem agrupadas nos mesmos ST (ST 305,
esquema Oxford e ST 188, esquema Pasteur), as cepas pertencentes ao pulsotipo A foram
agrupadas em ST distintos pelos dois esquemas (ST133 e 438, esquema Oxford e ST15 e 330,
esquema Pasteur). Porém é importante ressaltar, que mesmo essas cepas agrupadas em ST
distintos, elas pertenceram ao mesmo CC (CC103 e CC15, Oxford e Pasteur, respectivamente).

Por outro lado, as cepas pertencentes aos pulsotipos C e B foram agrupadas no mesmo
ST (ST231) pelo esquema Oxford. Estudos revelaram que o MLST utilizando o esquema
Oxford é menos discriminativo que o PFGE (TOMASCHEK et al., 2016)

Apesar de poucas cepas terem sido analisadas por meio da técnica de MLST no presente
estudo, através dessa andlise, podemos observar que dentro de um mesmo perfil de PFGE
podem existir diferentes ST. Isso poderia ser parcialmente justificado pelas diferencas
metodoldgicas das duas técnicas, ou seja, diferente do PFGE, o MLST avalia a sequéncia
nucleotidica do DNA bacteriano. Por conta disso, 0 MLST pode possuir maior capacidade de
discriminagdo entre as cepas.

O MLST permitiu a comparagdo dos nossos resultados com o cenario nacional e
mundial quanto a distribuicdo, predominancia e ST circulantes em cepas clinicas coletadas na
cidade do Rio de Janeiro. Isto pode ser evidenciado com a descri¢do de um novo ST, bem como
ST iguais circulando em dois hospitais distintos.

A avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos revelou altos niveis de resisténcia
das cepas de A. baumannii estudadas a maioria dos antimicrobianos testados. Essas cepas
apresentaram resisténcia maior que 80% a maioria das classes testadas, incluindo, penicilinas
(ampicilina e sulbactam e piperacilina e tazobactam), cefalosporinas de 3% e 42 geracOes
(cefotaxima, ceftazidima, cefepima) e inibidores da via do folato (trimetopim-sulfametoxazol).
Esses dados sdo semelhantes aos observadas em outras cole¢des brasileiras de cepas de A.
baumannii (DIAS et al., 2017, ROMANIN et al., 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamidian%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333283
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Além disso, observamos resisténcia maior que 95% aos carbapenemas (imipinem e
meropenem), essas altas taxas de resisténcia foram relatadas em todo o mundo, inclusive em
cepas coletadas no Brasil (MUGNIER et al., 2010, DA SILVA et al., 2016, GENTELUCI et al.
2016, DIAS, 2017, BRASILIENSE et al. 2019). Essa classe de antimicrobianos é geralmente
de escolha no tratamento das infec¢des causadas por micro-organismos MDR. Porém, nos
ultimos vinte anos, a resisténcia aos carbapenemas esta aumentando, tornando praticamente o
tratamento ineficaz, isso demonstra a necessidade de encontrar novas alternativas terapéuticas
(ADAMS-HADUCH et al., 2008, DOI et al. 2016, TAL-JASPER et al., 2016).

Em contrapartida, aproximadamente 50% das cepas estudadas eram susceptiveis aos
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina), essa classe e a classe das tetraciclinas (minoclina)
foram as que apresentaram maior eficacia dentre as cepas estudadas. Vale a pena ressaltar que
nenhuma cepa apresentou resisténcia a minociclina.

Os aminoglicosideos sdo uma opc¢do potencial de tratamento para infecgdes por A.
baumannii resistentes aos carbapenemas, no entanto, vérias cepas sdo capazes de produzir
AME, o mais importante mecanismo de resisténcia a aminoglicosideos em A. baumannii
(VIEHMAN; NGUYEN; DOI, 2014).

As informacBes sobre a resisténcia aos aminoglicosideos e a prevaléncia de cepas
produtora de EMA no Brasil sdo escassas e poucos estudos foram realizados para investigar
essas enzimas nessa espécie (POLLOTO et al., 2020). Ja foram descritas taxas de
aproximadamente 20% de resisténcia a esses antimicrobianos em amostras de Acinetobacter
sp. coletadas em todo o mundo (GALES et al., 2019). No Brasil, foram observadas taxas de
resisténcia aos aminoglicosideos similares as observadas no presente estudo (MACHADO et
al., 2011, ROCHA et al., 2017)

A eficacia da minociclina como tratamento de infeccdes causadas por A. baumannii
MDR e XDR ja esta sendo discutida, com cepas apresentando taxas de suscetibilidade de 80 a
90% (VALENTINE et al., 2008, AKERS et al., 2009, GALES et al., 2019). Um estudo que
avaliou o tratamento de 223 pacientes com infec¢des nosocomiais por A. baumannii com esse
antimicrobiano, relatou que os pacientes que receberam a minociclina com uma combinacgéo de
outros antimicrobianos, como carbapenemas, apresentaram uma taxa de sucesso clinico de
70,5%, em contrapartida, os pacientes que receberam apenas a minociclina apresentaram uma
taxa de sucesso clinico de 88,9% (FRAGKOQOU et al., 2019).

Nesse sentido, a minociclina tem sido utilizada com sucesso no tratamento de infecgdes

de feridas e pneumonia associada a ventilacdo mecénica causada por A. baumannii MDR. 1sso
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sugere que esse derivado mais recente da tetraciclina pode ter um papel adicional na futura
terapéutica do Acinetobacter MDR (CHU et al., 2013, GREIG et al., 2016).

Além da minociclina, outros antimicrobianos como as polimixinas também tornaram-se
alternativas para o tratamento de infec¢Ges causadas por esse micro-organismo, as polimixinas
e como esperado, relatos de resisténcia as polimixinas comegaram a aparecer com crescente
frequéncia (DOl et al. 2016, CASTILHO et al., 2017).

Neste estudo, a minoria das cepas foi resistente a polimixina B (19%), esses resultados
estdo de acordo com estudos anteriores, que apresentam taxas de resisténcia proximas a 10%
(VASCONCELOS et al., 2015, CASTILHO et al., 2017). Porém, apesar da baixa prevaléncia
de resisténcia a polimixina, fendtipos relacionados a resisténcia a polimixina sdo preocupantes,
pois podem prejudicar a terapia antimicrobiana (GALES; JONES; SADER, 2011).

Outros estudos que analisaram a resisténcia a esse antimicrobiano encontraram taxas de
resisténcia maiores que as relatadas no presente estudo. Martins et al. (2014), ao avaliarem o
perfil de resisténcia de A. baumannii a antimicrobianos em cinco hospitais de Belo Horizonte,
foram identificadas 39% de cepas resistentes a polimixina B.

Em nosso estudo, de acordo com Magiorakos et al. (2012), classificamos 62% das cepas
de A. baumannii como MDR, resistentes a pelo menos um antimicrobiano pertencente a trés
classes e 35% como XDR, resistentes a pelo menos um antimicrobiano pertencente a todas as
classes. Esses achados estdo em acordo com outros estudos com cepas de A. baumannii
coletadas em todo 0 mundo que relataram a prevaléncia desse micro-organismo MDR na faixa
de 60 a 100% (OBEIDAT et al., 2014, AZIZl et al., 2016, GREENE et al., 2016).

A classificacdo de resisténcia das cepas neste estudo revelou altas taxas do fenotipo
XDR. Estudos anteriores descreveram taxas semelhantes ou até maiores que as reveladas no
presente estudo. E observado um aumento global no isolamento de cepas de A. baumannii MDR
e XDR em ambientes hospitalares (KHAN et a., 2017, KOLPA et al., 2018).

Em todo o mundo, os perfis de suscetibilidade a antimicrobianos das cepas de A.
baumannii foram semelhantes, o que causa grande preocupacéo, considerando a falta de opgdes
de tratamento para lidar com infec¢Ges por A. baumannii MDR (DOl et al., 2016). O avango da
resisténcia antimicrobiana em A. baumannii XDR é relativo a um futuro de infeccGes intrataveis
e 0s programas de administragdo sao cruciais para gerenciar e conservar essas ultimas opcoes
de tratamento. Nossos resultados demonstram a relevancia deste estudo e a necessidade de
monitorar a disseminacdo desses patégenos no ambiente hospitalar.

Atualmente, hd uma escassez de estudos avaliando a heterorresisténcia a polimixina.

Esses estudos sdo limitados pelo tamanho da amostra, diferentes métodos de deteccdo de
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heterorresisténcia e grande variabilidade da heterorresisténcia de polimixina (LI et al., 2006,
YAU et al., 2009, RODRIGUEZ et al., 2009).

A heterorresisténcia de A. baumannii a polimixina E (colistina) foi descrita inicialmente
por Li et al. (2006), onde os pesquisadores avaliaram 16 cepas clinicas de A. baumannii
susceptiveis a colistina com MIC variando de 0,25 a 2 mg/L. A heterorresisténcia foi
demonstrada em 15 das 16 cepas. Outro estudo que avaliou 19 cepas clinicas de A. baumannii
MDR com suscetibilidade previamente determinada a colistina (CIM < 1 mg/L), relatou sete
cepas heterorresistentes que haviam sido coletadas de pacientes que haviam recebido
antibioticoterapia com colistina (HAWLEY; MURRAY; JORGENSEN, 2008).

Ema alta heterorresisténcia a polimixina E foi demonstrada em estudos realizados em
outros paises como EUA, em 20 (83%) das 24 cepas de origem sanguinea e respiratoria
coletadas (SRINIVAS et al., 2018). No entanto, no Brasil, um estudo que investigou a presenca
de heterorresisténcia a polimixina B em 22 cepas de A. baumannii resistentes aos carbapenemas
ndo relatou a presenga desse fendmeno (BARIN et al., 2013).

Outro estudo relatou uma taxa de 21% de heterorresisténcia a esse mesmo
antimicrobiano, entre cepas coletadas na Europa (CAGLAN et al., 2019). Yau et al. (2009)
relataram 23% de heterorresisténcia em 30 cepas coletadas entre os anos de 1998 e 2006 em
Paises do Oeste do Pacifico. Por fim, Gazel, Tatman Otkun e Akcali (2017) investigaram a
heterorresisténcia em cepas de A. baumannii coletadas de sangue na Turquia e ndo foi
observada nenhuma cepa heterorresistente.

No presente estudo, a presenca de heterorresisténcia a polimixina B foi demonstrada em
21 das 58 cepas testadas. E importante ressaltar que o uso prévio de polimixina B no foi
associado ao desenvolvimento subsequente de heterorresisténcia.

A presenca da resisténcia adaptativa também foi pesquisada e diferente dos resultados
encontrados em nosso estudo, Barin et al. (2013) relataram a presenca de resisténcia adaptativa
em 55% das cepas estudadas.

Em nosso estudo, todas as cepas classificadas como heterorresistentes a polimixina B
foram classificadas como MDR ou XDR. Além disso, a maioria das cepas de A. baumannii de
origem respiratdrias demonstrou heterorresisténcia a polimixina B. Srinivas et al. (2018) ja
relataram essa prevaléncia de cepas heterorresistentes de origem respiratoria.

A presencga de heterorresisténcia foi encontrada em 11 dos 15 pulsotipos descritos no
estudo, entretanto, é importante notar que nenhuma das cepas pertencentes ao pulsotipo B,
considerado um dos pulsotipos predominante nesse estudo, apresentou heterorresisténcia a

polimixina B.
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Clinicamente, a heterorresisténcia causa grande preocupagdo, pois a proporcao
heterorresistente da populacdo bacteriana pode ser selecionada e se tornar predominante durante
a terapia, levando a falha do tratamento (KIM et al., 2014).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia aos carbapenemas nos bacilos Gram-
negativos séo diversos e incluem producdo de carbapenemases, diminuigdo da permeabilidade
devido & perda de porina, superexpressdo da bomba de efluxo e alteragBes nas proteinas de
ligacdo a penicilina (BUTLER et al., 2019). Porém o mais frequente em Acinetobacter sp. é a
producdo de carbapenemases mediada pela producdo de enzimas classe D (LEE et al., 2017).
As carbapenemases da classe D sd8o compostas por varios genes blaoxa que estdo divididos
subgrupos, como blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss € blaoxa-143 (ROBLEDO et al., 2010,
AZIMl et al., 2015).

No presente estudo, a carbapenemase do tipo OXA-23 foi considerada a mais comum,
detectada em todas as cepas estudadas. Estudos revelaram que o aumento da resisténcia aos
carbapenemas em cepas clinicas de A. baumannii esta principalmente associado a disseminagéo
das cepas produtoras de OXA-23 (ADAMS-HADUCH et al., 2008, MUGNIER et al., 2010,
OPAZO et al. 2012, DA SILVA; DOMINGUES, 2016, NEVES et al., 2016).

A enzima OXA-23 é a carbapenemase mais disseminada globalmente, sendo altamente
prevalente em A. baumannii resistente aos carbapenemas (OPAZO et al., 2012, LEE et al.,
2017). O gene blaoxa-23 € considerado um biomarcador de viruléncia e uma causa significativa
de resisténcia aos carbapenemas em todo o mundo. Esse gene pode estar localizado no
cromossomo ou nos plasmideos, a localizagdo do blaoxa-23 em plasmideos pode justificar
parcialmente seu alcance global (LUO et al., 2015).

O surgimento e disseminacdo da OXA-23 foi relatado no Brasil e em outros paises e
representam um dos principais mecanismos de resisténcia aos carbapenemas entre as cepas
clinicas de A. baumannii (CORREA et al., 2012, LIAKOPOULOS et al., 2012, MANAGEIRO
etal., 2012, OPAZO et al., 2012, CHAGAS et al., 2014, GENTELUCI et al., 2016). A presenga
desse gene foi relatada em até 100% das cepas brasileiras de A. baumannii resistentes aos
carbapenemas (MARTINS et al., 2013). Além disso, como foi observado em nosso estudo, é
relatada a presenca desse gene inclusive em cepas susceptiveis aos carbapenemas
(CARVALHO et al., 2011, GENTELUCI et al., 2020).

Nossos resultados mostram que houve uma forte correlagéo entre a presenca de blaoxa-
23-ike € ISAbal, duas das trés cepas que ndo possuiam essa associa¢do foram susceptiveis aos
carbapenemas. A presenca de Sl especificas, como ISAbal, localizadas adjacentes aos genes

blaoxa, leva a um aumento de sua expressdo, resultando em uma diminui¢do adicional na
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suscetibilidade aos carbapenemas (TURTON et al., 2006, RUIZ et al., 2007, VIANA et al.,
2016).

Assim como em outros estudos, o gene blaoxa-24 também foi detectado, mas em apenas
uma cepa (OPAZO et al., 2012, BRASILIENSE et al., 2019). Um estudo que analisou cepas de
quatro estados brasileiros (n = 92), encontrou 12 cepas produtoras de blaoxa-24 oriundas de trés
estados (Rio Grande do Sul, Parana e Sdo Paulo) (ROCHA et al., 2017). Isso sugere 0 comego
de uma disseminacédo desse gene no Brasil. Ainda existem poucos relatos do tipo OXA-24 no
Brasil, mas todos estdo associados a cepas de A. baumannii MDR (DE SA CAVALCANTI et
al., 2013), diferente do nosso estudo que descreve a presenca desse gene em uma cepa n-MDR.

Dentre as oxacilinases do tipo blaoxa-24, a enzima OXA-72 foi identificada pela primeira
vez em A. baumannii na Tailandia em 2004, em seguida, essa enzima foi relatada em cepas de
Acinetobacter sp. coletadas em todo mundo (POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010). Ao
contrario da OXA-23, as cepas produtoras de OXA-72 foram relatadas em apenas alguns paises
como Brasil, Colombia, Taiwan e Franga (SAAVEDRA et al., 2014, LU et al., 2009,
BARNAUD etal., 2010, VASCONCELOS et al., 2015). No Brasil ainda existem poucos relatos
de A. baumannii portando 0 OXA-72 (VASCONCELOS et al., 2015, GOMES et al., 2016,
ROCHA et al., 2017).

No presente estudo ndo foi detectado o gene mcr-1 em nenhuma cepa estudada. Outros
estudos com cepas coletadas no Brasil também ndo detectaram a presenca do mcr-1 entre as
cepas estudadas (LORENZONIA et al., 2018, ROMANIN et al., 2019). A auséncia de genes
mcr-1 mediados por plasmideo sugerem que a resisténcia a polimixina B nas cepas resistentes
pode ser devido a presenca de outros genes mcr (mcr-2-9) (STEFANIUK; TYSKI, 2019), além
de outros mecanismos como 0s associados a alteragdes na membrana externa (mutagfes nos
genes pmr, Ipx, IpsB, IptD, vacJ) ou ndo associados a alteragdes na membrana externa (aumento
da sensibilidade osmética das células e bombas de efluxo) (LIMA et al., 2018).

Os fatores de viruléncia de A. baumannii ainda ndo foram completamente
compreendidos e parece haver uma interagcdo complexa entre diferentes determinantes de
viruléncia e resisténcia antimicrobiana. Dentre esses determinantes, a formag&o de biofilme é
um importante fator de viruléncia responsavel pela persisténcia dos micro-organismos em
varias superficies (ARANDA et al., 2011, ESPINAL; MARTI; VILA, 2012).

No presente estudo, quase todas as cepas foram capazes de formar biofilmes (82%), mas
com intensidades diversas, sendo a classificacdo de biofilme moderado a mais predominante

entre as cepas estudadas. A formacdo de biofilme nas cepas estudadas foi maior do que em
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alguns trabalhos, que demonstraram essa capacidade em aproximadamente 60% das cepas
(RAO et al., 2008, RODRIGUEZ-BANO et al., 2008, BADAVE; KULKARNI, 2015).

Estudos relataram que o tempo de sobrevivéncia das cepas formadoras de biofilme era
muito maior em comparagdo com as que ndo formavam biofilmes (GUNN; BAKALETZ,
WOZNIAK, 2016). Isso mostra que as cepas de Acinetobacter podem se fixar em superficies
abioticas e persistir em condigdes secas por periodo prolongado de tempo no ambiente
hospitalar (ESPINAL; MARTI; VILA, 2012), contribuindo para a possibilidade de
endemicidade e transmissdo continua sustentada a partir de provaveis fontes que poderiam ser
infectantes para os pacientes (EZE; CHENIA; ZOWALATY, 2018)

Atualmente, a relacdo da capacidade de formacgdo de biofilme e a resisténcia
antimicrobiana é discutida por diversos autores. Alguns estudos com A. baumannii afirmaram
gue ha uma relacdo positiva entre esses dois eventos, indicando que os fen6tipos MDR ou XDR
estejam diretamente relacionados a maior formacdo de biofilme forte (REITER et al., 2011,
GURUNG et al., 2013). J& outros estudos concluiram que existe uma possivel relagdo inversa
entre resisténcia e a formacéo de biofilme; isto é, a formacéo esta diretamente relacionada ao
fenotipo n-MDR (RODRIGUEZ-BANO et al., 2015, QI et al., 2016)

Neste estudo, ndo foi observada relacdo significativa entre a formacéo de biofilme e os
fendtipos de resisténcia (n-MDR, MDR ou XDR), o que pode ter ocorrido por conta do grande
namero de cepas que apresentaram fen6tipo MDR ou XDR. A ndo relagao dessas caracteristicas
pode indicar a presenca de eventos multifatoriais ou que a formacdo de biofilme é uma
caracteristica intrinseca das cepas estudadas (DUARTE et al., 2016, DOMENICO, 2017).

Também nao foi possivel verificar correlacdo entre formacdo de biofilme e os pulsotipos
encontrados no estudo. Foi observada a presenca de pulsotipos prevalentes (A e B) tanto entre
as cepas formadoras de biofilme forte quanto as cepas nao aderentes. Outros estudos também
relatam essa ndo correlacdo entre a formacdo de biofilme e os genoétipos de cepas de A.
baumannii (DUARTE et al., 2016, GENTELUCI et al., 2020)

A partir dos resultados obtidos no estudo da natureza quimica do biofilme podemos
sugerir a presenca de proteinas na composi¢cdo do biofilme das cepas estudadas de A.
baumannii, ja que a proteinase K foi capaz de destruir a maioria (41%, no tratamento por 2 h e
47% no tratamento por 24 h) dos biofilmes formados por cepas previamente classificadas como
formadoras de biofilme forte.

Vaérias proteinas de superficie estdo envolvidas no processo e parecem contribuir de
maneira diferente para a ligacdo das células as superficies bidticas ou abidticas. A principal

proteina da membrana externa OmpA € essencial para o desenvolvimento de biofilmes em
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plastico e também desempenha um papel importante na ligacdo de A. baumannii as células
epiteliais alveolares humanas (GADDY; TOMARAS; ACTIS, 2009). Outra proteina envolvida
na adesividade celular e a formacéo de biofilme em muitas cepas de A. baumannii é a PER-1
(LEE et al., 2008). Como em outros patdgenos, uma grande proteina expressa na superficie
celular de A. baumannii, conhecida como Bap, tem um papel na formagéo do biofilme e na
aderéncia da célula hospedeira (GOH et al., 2013).

O DNA extracelular (eDNA) é considerado um componente que esta envolvido no
processo de formacéo de biofilme, como demonstrado anteriormente em varias bactérias (QIN
et al., 2007, THOMAS et al., 2009). Em A. baumannii, poucos artigos relataram a presenca
desse componente no biofilme desse micro-organismo. Estudos demonstraram a importancia
do eDNA, por meio de ensaios de aumento de biofilme, ja que o eDNA pode ser absorvido
eficientemente para a construcdo da matriz do biofilme e pode ajudar durante a agregacéo
bacteriana e a estabilizacdo de biofilmes (TETZ; TETZ, 2010, SAHU et al., 2012)

Apesar desses relatos, o tratamento com DNAse | ndo causou alteragdes no biofilme das
cepas selecionadas, sugerindo pouca ou nenhuma participacdo de DNA extracelular na
composicdo do biofilme de A. baumannii, j& que todas as cepas continuaram a serem
classificadas como formadoras de biofilme forte e moderado apds o tratamento por 2h e 24h.

Por fim, também ndo verificamos a presenca de carboidratos no biofilme das cepas de
A. baumannii. O tratamento com metaperiodato de sddio ndo causou grandes alteracdes no
biofilme das cepas testadas, a maioria das cepas continuaram a ser classificadas como
formadoras de biofilme forte apds o tratamento com essa substancia.

O papel do EPS na patogénese tem sido estudado em muitos micro-organismos. Essa
substancia tem demonstrado uma participacdo no crescimento do biofilme, além de permitir
maior resisténcia ao tratamento com antimicrobianos e ao sistema imunoldgico. Foi demostrado
que a expressdo génica diminuida do locus pgaABCD, codifica o polissacarideo extracelular
PNAG, levando a um mecanismo de inibicéo do biofilme (CHOI et al., 2009)

Também avaliamos o efeito de etanol a 2% sobre o biofilme de cepas de A. baumannii.
Durante esse experimento observamos que o etanol nessa concentragao foi capaz de aumentar
o biofilme na maioria das cepas que previamente ndo tinham aderido ao poliestireno, de 13
cepas ndo aderentes, apos a adicdo de etanol a 2%, sete foram capazes de se tornarem
formadoras de biofilme forte. Outros estudos também mostraram que a presenca de etanol em
baixas concentra¢des induz um aumento significativo na formagéo de biofilmes em superficies
abidticas (NWUGO et al., 2012, FIESTER; ACTIS, 2013).
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Esse aumento na formacao de biofilme esta relacionado diretamente com a producgéo de
proteinas envolvidas no anabolismo de lipidios e carboidratos uma resposta que se correlaciona
com o aumento na formacao de biofilme em superficies abioticas e diminuicdo da motilidade
bacteriana em superficies, o que também facilita na adesdo dessas celulas (NWUGO et al.,
2012). A presenca de etanol também induziu a producdo de acido indol-3-acético (IAA), um
horménio vegetal que na presenca de etanol, tem sua produgdo aumentado, simultaneamente
com a tolerancia ao estresse, viruléncia e formacéo de biofilme (LIN; SHU; LIN, 2018).

O uso indevido de etanol e sua caracteristica volatil podem prejudicar as propriedades
antissépticas e desinfetantes dessa substancia amplamente utilizada. Assim, devido aos seus
efeitos no hospedeiro humano o uso indevido de desinfetantes a base de etanol ou a presenca
continua dessa substancia podem representar um importante fator ambiental que afetaria a
epidemiologia das doencas por A. baumannii em pacientes hospitalizados, bem como suas
propriedades fisiologicas e de viruléncia (KAMPF; KRAMER, 2004, DIXON et al., 2008).

Os estudos realizados por MVVCL foram importantes para observarmos detalhadamente
as estruturas do biofilme e o arranjo das células bacterianas nas cepas classificadas como
formadoras de biofilme forte (23SAN e 69SAN), moderado (120SAN), fraco (136SAN) ou ndo
aderente (131SAN).

Apos a andlise das imagens observamos uma correlagdo com a classificacdo realizada a
partir do estudo de formacdo do biofilme de A. baumannii. As cepas classificadas como
formadores de biofilme forte e moderado apresentaram uma camada mais densa de células vivas
e mortas em comparagdo com as cepas classificadas como biofilme fraco e a que ndo aderiu ao
material.

Em adicdo, nas cepas classificadas como biofilme forte (23SAN e 69SAN) observamos
uma arquitetura classica de biofilme, consistindo em presenca de canais de &gua (BROSSARD;
CAMPAGNARI, 2012). Essa estrutura € induzida pela Bap de A. baumannii que é necessaria
para a formacdo de biofilme maduro em superficies clinicamente relevantes, incluindo
polipropileno, poliestireno e titanio (BROSSARD; CAMPAGNARI, 2012, DE GREGORIO et
al., 2015).

Foi selecionada também, uma cepa (69SAN) classificada como produtora de biofilme
forte para observacéo do efeito do metaperiodato de sodio e das enzimas proteinase K e DNase
I na constituicdo do biofilme. Foram visualizados resultados que confirmam a composi¢éo do
biofilme visualizado no estudo de sua natureza quimica. A andlise visual do biofilme da cepa

69SAN mostrou que a proteinase K foi capaz de destruir o biofilme formado, porém tanto a
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DNAse | quanto o metaperiodato de sodio ndo foram capazes de modificar a classificacdo do
biofilme dessa cepa.

Por fim, resultados obtidos na analise do efeito de etanol a 2% no biofilme de A.
baumannii também foram confirmados com a analise visual por MVCL. As imagens obtidas
por microscopia mostraram um aumento na formacéo de biofilme desse micro-organismo ap6s
a adicdo de etanol 2% durante 1 h.

O uso indiscriminado de antimicrobianos na UTI, a longa permanéncia hospitalar, o uso
prolongado de cateteres e ventiladores, os implantes e outros instrumentos sintéticos levaram a
disseminacio de cepas resistentes de A. baumannii. E importante identificar os principais
fatores de risco para adquirir IRAS, principalmente em UTI, para que haja um melhor
gerenciamento e estratégia para a implantacdo de protocolos praticos, para que comités de
controle de infeccdo hospitalar ou medicos optem pelas melhores decisGes terapéuticas. Essas
acOes resultariam em uma hospitalizagdo mais curta, aumento nas taxas de sobrevivéncia,
diminuig&o nos gastos financeiros, diminuigdo da resisténcia a antimicrobianos e controle das

bactérias resistentes.
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6 CONCLUSAO

o Através do sequenciamento do gene rpoB identificamos 72 cepas de A. baumannii e
quatro cepas de A. nosocomialis;

o A anélise do polimorfismo genético das cepas de A. baumannii por PFGE revelou a
presenca de 15 pulsotipos (A ao O) entre as 72 cepas, com dois prevalentes (A e B) que juntos
agruparam 43% das cepas;

o A analise do polimorfismo genético das cepas de A. baumannii selecionadas por MLST
identificou quatro CC (103, 231, 235 e 229), de acordo com o esquema Oxford e cinco CC (1,
10, 15, 162 e 213), de acordo com o esquema Pasteur. Pelo esquema Oxford, os CC 103, 231 e
235 e pelo esquema Pasteur os CC 1, 15, 162, 213 ja foram descritos no Brasil, sendo relatados
em diversos estados;

o Pelo esquema Oxford apenas a um ST (ST305) ndo foi atribuido CC, ja pelo esquema
Pasteur a todos os ST foram atribuidos CC;

o Foram determinados dois novos ST, um pelo esquema Oxford (ST2097), que foi
agrupado no CC231 e um pelo esquema Pasteur (ST1439), que foi agrupado no CC1,

o A maioria das cepas de A. baumannii foi classificada como multirresistentes (MDR) ou
extensivamente resistentes (XDR) (62% e 35%, respectivamente), sendo revelados altos niveis
de resisténcia a maioria dos antimicrobianos clinicamente disponiveis para o tratamento de
infeccdes por A. baumannii;

o Os antimicrobianos mais eficazes pertenceram a classe dos aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina), tetraciclinas (minoclina) e lipopeptideos (polimixina B), com
aproximadamente 50%, 100% e 80% de suscetibilidade, respectivamente;

o O gene blaoxa-23 foi detectado em todas as cepas analisadas, sugerindo que este seja 0
principal mecanismos de resisténcia aos carbapenemas. Em contrapartida, apenas em uma cepa
foi detectada a presenca de outro gene de oxacilinases (blaoxa-24). Em nenhuma cepa foi
detectada a presenca do gene mcr-1;

o A presenca de heterorresisténcia a polimixina B foi demonstrada em 36% das cepas
suscetiveis a esse antimicrobiano, porém a resisténcia adaptativa ndo foi demonstrada em
nenhuma cepa;

o A maioria das cepas incluidas no estudo (82%) foi produtora de biofilme, sendo o

fenotipo moderado o mais prevalente entre as cepas;
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o Podemos sugerir que o biofilme formado pelas cepas de A. baumannii formadoras de
biofilme forte é predominantemente de natureza proteica, podendo possuir pouca ou nenhuma
presenca de carboidratos e DNA nessa composigao;

o Observamos que etanol na concentracdo de 2% possui um efeito positivo na formacéo
de biofilme de A. baumannii;

o A visualizagdo do biofilme por MVCL mostrou resultados condizentes com as
classificacOes realizadas no estudo, confirmando a natureza quimica do biofilme;

o As imagens obtidas por MVCL do biofilme apo6s a adicdo de etanol a 2% também

mostraram que o etanol foi capaz de favorecer a formacéao de biofilme.
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APENDICE A - Tabela das cepas incluidas no estudo com o nimero da cepa, origem, sitio de coleta, tipagem por Eletroforese em Gel de
Campo Pulsado (PFGE), da avaliagdo da heterorresisténcia e do biofilme (continua).

Cepas Origem Sitio de coleta Pulsotipos HR Biofilme
1SAN Hospital 1 Urina H S Moderado
2SAN Hospital 1 Aspirado traqueal M - Moderado
3SAN Hospital 1 Né&o identificado A N N&o aderente
4SAN Hospital 1 Sangue G - N4o aderente
13SAN Hospital 1 Aspirado traqueal E - Moderado
14SAN Hospital 1 Aspirado traqueal A S Moderado
15SAN Hospital 1 Ferida A - Fraco
19SAN Hospital 1 Ferida F N Fraco
20SAN Hospital 1 Lavado broncoalveolar A - Moderado
21SAN Hospital 1 Aspirado traqueal A N Forte
23SAN Hospital 1 Ferida F N Forte
24SAN Hospital 1 Aspirado traqueal A N Forte
26SAN Hospital 1 Lavado broncoalveolar A S Moderado
28SAN Hospital 1 Lavado broncoalveolar F N Moderado
31SAN Hospital 1 Sangue A N Forte
34SAN Hospital 1 Aspirado traqueal c N Moderado
35SAN Hospital 1 Aspirado traqueal c S Moderado
40 SAN Hospital 1 Aspirado traqueal E S Forte
41SAN Hospital 1 Sangue A N Forte
42SAN Hospital 1 Aspirado traqueal A S Forte
44SAN Hospital 1 Sangue A - Forte
47SAN Hospital 1 Aspirado traqueal B N Moderado
49SAN Hospital 1 Aspirado traqueal c S Moderado
50SAN Hospital 1 Lavado broncoalveolar C N Moderado
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APENDICE A - Tabela das cepas incluidas no estudo com o nimero da cepa, origem, sitio de coleta, tipagem por Eletroforese em Gel de

Campo Pulsado (PFGE), da avaliagéo da heterorresisténcia e do biofilme (continuagéo).

Cepas Origem Sitio de coleta Pulsotipos HR Biofilme
52SAN Hospital 1 Ferida J S Forte
55SAN Hospital 1 Sangue B N Moderado
56SAN Hospital 1 Sangue B N Nao aderente
57SAN Hospital 1 Sangue c N Moderado
58SAN Hospital 1 Aspirado traqueal B N Fraco
59SAN Hospital 1 Aspirado traqueal A N Moderado
60SAN Hospital 1 Ferida A N Forte
61SAN Hospital 1 Urina A N Forte
62SAN Hospital 1 Urina B N Forte
63SAN Hospital 1 N&o identificado N - Né&o aderente
67SAN Hospital 1 Aspirado traqueal A - Nao aderente
68SAN Hospital 1 Cateter c S Moderado
69SAN Hospital 1 Aspirado traqueal A N Forte
70SAN Hospital 1 Aspirado traqueal D S Forte
71SAN Hospital 1 Aspirado bronquico L S Nao aderente
73SAN Hospital 2 Cateter A S Fraco
7T4SAN Hospital 2 Aspirado traqueal D S Moderado
78SAN Hospital 2 Aspirado traqueal D S Moderado
88SAN Hospital 2 Ferida E - Moderado
89SAN Hospital 2 Swab retal J N Moderado
91SAN Hospital 2 Swab retal D N Moderado
92SAN Hospital 2 Swab retal D S Forte
93SAN Hospital 2 Urina A N Fraco
94SAN Hospital 1 Aspirado traqueal B N Fraco
95SAN Hospital 1 Ferida B - Moderado
96SAN Hospital 1 Aspirado traqueal I S Moderado
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APENDICE A - Tabela das cepas incluidas no estudo com o nimero da cepa, origem, sitio de coleta, tipagem por Eletroforese em Gel de

Campo Pulsado (PFGE), da avaliagdo da heterorresisténcia e do biofilme (concluséo).

Cepas Origem Sitio de coleta Pulsotipos HR Biofilme
97SAN Hospital 1 Aspirado traqueal B N Né&o aderente
98SAN Hospital 1 Aspirado traqueal B N N&o aderente
100SAN Hospital 1 Aspirado traqueal B - Forte
104SAN Hospital 2 N4o identificado D N Fraco
106SAN Hospital 2 Sangue A N Nao aderente
107SAN Hospital 2 Swab retal E N Fraco
115SAN Hospital 2 Swab retal G N Moderado
118SAN Hospital 1 Aspirado traqueal C - Moderado
119SAN Hospital 1 Urina @ N Forte
120SAN Hospital 1 N4o identificado C N Moderado
123SAN Hospital 1 Urina | N Moderado
124SAN Hospital 1 Aspirado traqueal B N N&o aderente
125SAN Hospital 1 Aspirado traqueal c N Nao aderente
126SAN Hospital 1 Aspirado traqueal B N Fraco
130SAN Hospital 1 Aspirado traqueal K S Nao aderente
131SAN Hospital 1 Aspirado traqueal E - N&o aderente
132SAN Hospital 1 Urina G - Fraco
135SAN Hospital 1 Urina G S Fraco
136SAN Hospital 1 Aspirado traqueal K S Fraco
138SAN Hospital 1 Urina H S Fraco
142SAN Hospital 1 Aspirado traqueal H N Moderado
181SAN Hospital 1 Urina F S Moderado

Fonte: (GENTELUCI, 2020).
Legenda: HR, heterorresisténcia, S, sim, N, néo.
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APENDICE B — Tabela das cepas incluidas no estudo com o niimero da cepa, resultados do antibiograma e da pesquisa de blaoxa € da

associacao de ISAbal e blaoxa-23 (continua).

Cepas CN SAM STX CTX CAZ FEP CIP MIO IPM MEM PB Classificagio oxa51 oxa-23  oxa-24 'iﬁ:_";l;
1SAN R R R R R R R S R R S MDR ' ; i '
2SAN S S s s s s s s R R R  N-MDR " " . ;
3SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i ;
4SAN S S s s s s s s S R N-MDR " " i ;
13SAN R R R R R R R S R R R XDR " " i ;
14SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i ,
15SAN S R R R R R R S R R R XDR " " i ,
19SAN R | R R R R R S R R S XDR " " i ,
20SAN S R R R R R R S R R R XDR " " i ;
21SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i ;
23SAN R R R R R R R S R R S XDR " " i ;
24SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i +
26SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i +
28SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i +
31SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i +
34SAN R R R R R R R S R R S XDR " " i "
35SAN R R R R R R R S R R S MDR " " i "
40 SAN | R R R S S S s s s s MDR " " i i
41SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i '
42SAN S R R R R R R S R R S MDR " " i '
44SAN R S R R | I R S R R R XDR " " i '
47SAN R R R s R R S R R S MDR " " i '
49SAN R R R R R R R S R R S MDR " " i ;
50SAN R R R R R R R S R R S MDR " " i "
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APENDICE B — Tabela das cepas incluidas no estudo com o niimero da cepa, resultados do antibiograma e da pesquisa de blaoxa e da associagao
de ISAbal e blaoxa-23 (continuagéo).

Cepas CN SAM STX CTX CAZ FEP CIP MIO IPM MEM PB Classificagdo oxa-51 o0xa-23 oxa-24 ISA:_?;OX
52SAN S R R R R R R S R R S MDR + + - +
55SAN R R R I S R R S R R S MDR + + - +
56SAN R R R I S R R S R R S MDR + + - +
57SAN R I | R R R R S R R S MDR + + - +
58SAN R R R I R R R S R R S MDR + + - +
59SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
60SAN | R R R R R R S R R S XDR + + - +
61SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
62SAN | R R I S R R S R R S XDR + + - +
63SAN | I R I R R R S R R R XDR + + - +
67SAN S R R R R R R S R R R MDR + + - +
68SAN R R R R R R R S R R S MDR + + - +
69SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
70SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
71SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
73SAN S I S R R R R S R R S MDR + + - +
74SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
78SAN R R R R R R R S R R S MDR + + - -
88SAN S R R I R R R S R R R XDR + + - +
89SAN S S R R R I R S R R S MDR + + - +
91SAN R I R R R R R S R R S XDR + + - +
92SAN S R R R R R R S R R S MDR + + - +
93SAN S R R R R R R S R R S MDR + + - +
94SAN R R R I S R R S R R S XDR + + - +
95SAN R R R I | R R S R R R XDR + + - +
96SAN R R R | R R R S R R S MDR + + - +
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APENDICE B — Tabela das cepas incluidas no estudo com o niimero da cepa, resultados do antibiograma e da pesquisa de blaoxa € da
associacao de ISAbal e blaoxa-23 (conclusdo).

Cepas CN SAM STX CTX CAZ FEP CIP MIO IPM MEM PB Classificagdo  oxa-51 oxa-23 oxa-24 Ii?:_%?
97SAN R R R | R R R S R R S XDR + + - +
98SAN R R R I R R R S R R S MDR + + - +
100SAN R R | R I R R S R R R XDR + + - +
104SAN S R R R R R R S R R S MDR + + - +
106SAN S S R R R R R S R R S MDR + + - +
107SAN R R R I R R R S R R S MDR + + - +
115SAN S R R I R R R S R R S MDR + + - +
118SAN R I | R R R R S R R R XDR + + - +
119SAN S R R R I R R S S S S MDR + + - -
120SAN R S R R R R R S R R S MDR + + - +
123SAN R I R R S R R S R R S XDR + + - +
124SAN R R R I S R R S R R S XDR + + - +
125SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
126SAN R R R I R R R S R R S XDR + + - +
130SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
131SAN R S R R I R R S R R R XDR + + - +
132SAN S I R R R R R S R R R XDR + + - +
135SAN R R R I S R R S R R S XDR + + - +
136SAN R R R R R R R S R R S XDR + + - +
138SAN R R R R R R R S R R S MDR + + - +
142SAN R R R I S R R S R R S MDR + + - +
181SAN S R R R I R R S R R S MDR + + - +

Fonte: (GENTELUCI, 2020).
Legenda: AK, amicacina; CN, gentamicina, SAM, ampicilina/sulbactam; TZP, piperacilina/tazobactam, STX, trimetoprim-sulfametoxazol; CTX, cefotaxima, CAZ,
ceftazidima; FEP, cefepima, CIP, ciprofloxacina; IPM, imipenem; MER, meropenem; MIO, minaciclina; PB, polimixina B; S, suscetivel, I, resisténcia intermediaria, R,

resistente, n-MDR, ndo multirresistente, MDR, multirresistente, XDR, extensivamente resistente; +, positivo, - negativo. *As cepas que apresentaram resisténcia
intermediéria foram considerados resistentes.
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Abstract

Acinetobacter baumannii is an emerging pathogen associated with nosocomial infections and multidrug resistance. Poly-
myxin B has been used to treat infections caused by multidrug-resistant (MDR) A. baumannii but an increase in polymyxin
B resistance has been observed. We aimed to determine the diversity, antimicrobial susceptibility, presence of polymyxin
B heteroresistance and adaptive resistance in 72 A. baumannii clinical isolates from two public hospitals in Rio de Janeiro.
The isolates were identified by sequencing of rpoB gene. Determination of the genetic diversity of isolates was performed
by pulsed-field gel electrophoresis and oxacillinases genes were detected by polymerase chain reaction. The polymyxin B
heteroresistance was analyzed by population analysis profile and adaptive resistance was evaluated after serial daily passages
of isolates in broth containing increasing polymyxin B concentrations. The results showed that 49% of the isolates were col-
lected from respiratory system and 62% were MDR, while 35% were extensively drug resistant. Additionally, all the isolates
carried blagy a23.1ike- Pl@oxa-s1-ike 2enes and ISAbal, while 1% had blagy 245 gene. The association of ISAbal-blagy 423
was found in 96% of the isolates. Polymyxin B heteroresistance was found in 36% of the isolates and polymyxin B adaptive
resistance was not found in the isolates. Our study demonstrated the high resistance to antimicrobials used in clinical prac-
tice and the spread of oxacillinases genes and insertion sequence (IS). We also reported the presence of heteroresistance to
polymyxin B used as a last-resort therapy for MDR A. baumannii.

Introduction

Resistance to almost all antimicrobials in Acinetobacter
baumannii is a critical challenge. The number of multid-
rug-resistant (MDR) and extensively drug-resistant (XDR)
A. baumannii has been increasing globally and it is now
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regarded as one of the most difficult nosocomially acquired
Gram-negative pathogens to treat and control [1, 2]. Intrinsic
and acquired resistance limits therapeutic options for serious
infections caused by this pathogen [3].

One of the few antimicrobial classes to which MDR A.
baumannii retains susceptibility are the polymyxins [4, 5].
Polymyxin is a bactericidal antimicrobial that disrupts the
cell membrane. Positively charged regions of the polymyxin
bind to negatively charged hydrophilic portions (lipid A) of
lipopolysaccharides present on outer membrane, resulting
in cell death [6]. Polymyxin E (colistin) and B demonstrate
favorable properties against MDR A. baumannii, although
there are concerns about the development of nephrotoxicity
and neurotoxicity [7, 8].

Heteroresistance is defined as antimicrobial resistance
expressed by a subset of a microbial population that is
considered susceptible to an antibiotic by standard testing
methodology [9]. This phenomenon can complicate the
assessment of minimum inhibitory concentration (MIC)
and promote resistance to polymyxins in vivo [10]. The
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mechanism of polymyxin heteroresistance in A. baumannii
was attributed to a loss of lipopolysaccharide production in
subpopulations showing high-level resistance [11]. Studies
have reported a varied rate of polymyxin heteroresistance in
A. baumannii, ranging from 0 to 100% [12-15].

Adaptive resistance is known to emerge when populations
of bacteria are subjected to gradual increases in antimicrobi-
als. The non-resistant phenotype reverses when the antimi-
crobials are removed from the medium [16]. Barin et al. [15]
revealed that a high level of polymyxin B adaptive resistance
in A. baumannii is very frequent.

Reports have demonstrated the emergence of heteroresist-
ance to polymyxin in A. baumannii, which can complicate
the assessment of MICs and promote resistance to poly-
myxin. The presence of adaptive resistance to polymyxins
is demonstrated in other bacteria, mainly in Pseudomonas
aeruginosa and Klebsiella pneumonia [17, 18].

The objective of this report was to determine the diver-
sity, antimicrobial susceptibility, presence of heteroresist-
ance and adaptive resistance to polymyxin in MDR and
XDR isolates of A. baumannii.

Methods
Bacterial isolates

A total of 72 A. baumannii isolates were obtained in two
public hospitals in Rio de Janeiro, Brazil, between 2014 and
2015. The isolates were identified by Vitek 2 automated sys-
tem (BioMérieux Vitek Systems Inc., Hazelwood, MO, CA)
and species-specific rpoB gene-based PCR to the species
level as previously described [19]. The obtained sequences
of the rpoB region of each isolate were aligned with the
published rpoB region sequences of A. baumannii isolates
from GenBank database.

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

The preparation of genomic DNA of A. baumannii isolates
was done as described by Pulsenet [20], with some modifica-
tions. The chromosomal DNA of the isolates was digested
with 10U Apa I at 30 °C for 2 h. PFGE was performed by
using a CHEF-DR III system (Bio-Rad Laboratories) and the
conditions employed were as follows: initial switch time of
5 s; final switch time of 15 s; angle of 120 °C; gradient of
6 V/cm; and run time of 18 h at 14 °C. The PFGE patterns
were interpreted based on the criteria of Tenover et al. [21]
and by Bionumerics software version 4.0 (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium). A cluster cut-off similarity
value of 85% was considered to delineate epidemiological
unrelated isolates [22].

@ Springer

Antimicrobial susceptibility test

Antimicrobial susceptibility testing was performed by
disc diffusion for all isolates against ampicillin—sulbac-
tam, piperacillin-tazobactam, trimethoprim—sulfameth-
oxazole, cefotaxime, ceftazidime, cefepime, imipenem,
meropenem, amikacin, gentamicin, ciprofloxacin, and
minocycline. The susceptibility to polymyxin B was deter-
mined using MIC by broth dilution method [23]. Isolates
were classified as XDR or MDR, according Magiorakos
et al. [24].

Detection of antimicrobial-resistant genes
and ISAba1 element

PCR reactions for mer-1 were done in singleplex [25] and
for oxacillinase genes (blagya.o3. blagyaas. Plagxas
blagx sz and blagx s 143) in multiplex PCR as reported in
‘Woodford et al. [26]. The isolates were screened for the pres-
ence of ISAbal element [27] and analyzed for the poten-
tial expression of the blagys >3 gene by investigating the
presence of the ISAbal element upstream of the gene [28,
29]. Target genes and their corresponding primers for PCR
amplification are mentioned in Table 1.

Sequencing technique

The PCR products were purified using a QIAquick
PCR Purification Kit (Axygen, Corning). The direct
sequencing of the amplicons was performed by the Sequenc-
ing Platform of the Oswaldo Cruz Institute/Oswaldo Cruz
Foundation. The nucleotide sequences were analyzed using
SeqMan software and basic local alignment search tool
(BLAST) in the national center for biotechnology informa-
tion (NCBI).

Population analysis profile (PAP)

Polymyxin B heteroresistance was analyzed by PAP in a total
of 58/72 isolates. Isolates were tested in duplicate through
serial dilutions using a 0.5 McFarland standard inoculum
on Mueller—Hinton agar plates containing increasing con-
centrations of polymyxin B (0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 and 6.0 pg/
mL) [15]. Heteroresistance was determined by growth of A.
baumannii colonies on plates containing at least twofold
dilutions higher than the original population [15]. The PAP
frequency of heteroresistance was defined as the ratio of the
number of colony-forming units on the plate with the highest
concentration of polymyxin B in relation to the control plate
(with no antibiotic) [14]. Colonies that grew at the highest
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Table 1 Primer sequences and

. . Target Genes Sequence (5 to 3') Amplicon size
amplicon sizes (bp)/Refer-
ences
Colistin resistant mer-1 F-CGG TCA GTC CGT TTG TTC 1626 bp
R-CTT GGT CGG TCT GTA GGG [25]
Oxacillinases blagy s F-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA 501 bp
R-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT [26]
blagy , 24 R-GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA 249 bp
F-AGT TGA GCG AAAAGGGGATT [26]
blagyg, s, RTAA TGC TTT GAT CGG CCT TG 353 bp
FTGG ATT GCA CTT CAT CTT GG [26]
blagy s sg F-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG 599 bp
R-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC [26]
blagxs 143 FTGG CAC TTT CAG CAG TTC CT +150bp
RTAA TCC TGA GGG GGC CAA CC [26]
IS element [SAbal F-ATG CAG CGC TTC TTT GCA GG 390 bp

ISAbal—blagy, 5,

R-AAT GAT TGG TGA CAA TGA AG [27]

F- AAT GAT TGG TGA CAA TGA AG 1456 bp
R- TCA CAAC AACTAAAAGCACT [28, 29]

1S insertion sequence

concentrations of polymyxin B were passed for determina-
tion of polymyxin B MICs.

Adaptive resistance

The same isolates (n=58) of heteroresistance analysis were
selected for polymyxin B adaptive resistance analysis. The
isolate inoculums were obtained using a 0.5 McFarland
standard and submitted to serial daily passages on Muel-
ler—Hinton agar plates containing increasing polymyxin B
concentrations of 0.25 to 64 pg/mL for a total of nine days
[15, 17]. Colonies that grew at the highest concentrations of
polymyxin B were passed for determination of polymyxin
B MICs.

Results
Characterization of isolates

A total of 72 isolates were recovered from patients from two
hospitals in the city of Rio de Janeiro and were identified
as A. baumannii using rpoB sequencing. The A. baumannii
isolates were mainly collected from respiratory system (49%,
includes isolates from bronchial aspirate, bronchoalveolar
lavage, and tracheal aspirate) and urine (14%), with the
remaining isolates coming from blood (11%), wound (10%),
rectal biopsy (7%), catheter (3%) and the collected source
was not identified in 6% of isolates. PFGE analysis of the 72
Apal-digested A. bawmnannii isolates produced 15 different
PFGE profiles, with a cut-off of 85% genetic similarity. The
PFGE patterns were classified in pulsotypes A to O (Fig. 1).

Antimicrobial susceptibility

The susceptibility to antimicrobials varied: high level of
resistance to cephalosporins (99-83%), trimethoprim—sul-
famethoxazole, ciprofloxacin and carbapenems (96%), piper-
acillin—tazobactam (93%) and ampicillin/sulbactam (90%),
and low level of resistance to gentamicin (64%), amikacin
(53%). Minocycline was found to be the most effective anti-
microbial against A. baumannii isolates, with a 100% sus-
ceptibility rate being reported. Fourteen (19%) isolates were
resistant to polymyxin B, the MIC values ranged between
4 and 128 pg/mL. Furthermore, 62% (n=45) of isolates
showed MDR phenotype and 35% (n=25) XDR phenotype.

Detection of carbapenem-resistant
and colistin-resistant genes and IS element

Using PCR assay, all isolates were positive for blagy,
aatike AN Blagya ;e 2enes and one tested positive
for blagxaaaiie- None of the isolates were positive
for blagy a_sg ke Plaox a-143-1ike AN mer-1 gene. In addition,
all 72 isolates carried the ISAbal element. Of these, 69
(96%) had the IS element upstream of the blagy s -3 gene.
The sequencing of the PCR products showed conserved
regions for the blagxaasike: Pldoxasstice Plaoxa-sitike
ISAbal genes, and ISAbal-blagy s 53, which were confirmed
with BLAST in NCBL

Population analysis profile

The overall incidence of polymyxin B heteroresistance
among A. baumannii polymyxin B-susceptible isolates was
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Fig.1 PFGE dendrogram of 72 A. baumannii clinical isolates clustered using Bionumerics 4.0 software (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,

Belgium)

21 (36%). Among A. baumannii respiratory isolates, heter-
oresistance was demonstrated in 13/21 (63%), among urine
isolates in 4/21 (19%), catheter in 2/21 (9%), rectal biopsy
and wound in one isolate each (4.5%). The PAP frequency
of heteroresistance subpopulations ranged from 0.3x 1077
to 0.4 10™*. Ten MICs of polymyxin B of the heteroresist-
ant colonies remained higher than the original population
MIC, four remained the same MIC than the original popula-
tion, and seven demonstrated lower MIC than the original
population (Table 2). The 58 isolates were also assessed for
adaptive resistance, but no isolate has grown at polymyxin
B concentrations higher than 2 pg/mL.

Discussion

In our study, we investigated the diversity and the presence
of heteroresistance and adaptive resistance to polymyxin B
in multidrug-resistant and extremely resistant clinical A.
baumannii. The 72 A. baumannii isolates were collected
from six different sources. The higher isolation rates of
Acinetobacter from the respiratory system are in agreement
with the results reported previously in Brazil and other coun-
tries [30-32].

Genotypic analysis of A. baumannii isolates identified 15
PFGE patterns and the most predominant clones were A and
B, which suggests high clonal relatedness [33]. However,
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MDR, XDR and heteroresistant polymyxin B A. baumannii
isolates were not clonally related.

The high resistance rates of A. baumannii isolates against
most of antimicrobials tested have been reported [34, 35].
Although carbapenems are considered the antimicrobial
of choice for the treatment of A. baumannii infections, we
observed an increase in the resistance to this antimicrobial
class, which highlights the need to find new and alternative
therapeutic approaches [5, 36].

We reported 62% of isolates as MDR and 35% as exten-
sively drug resistant. Worldwide, the antibiotic resistance
profiles of A. baumannii isolates are similar, which causes
great concern considering the lack of treatment options for
dealing with MDR A. baumannii infections [5].

Therefore, the current treatment options include at least
one or two classes of agents, among them, polymyxins [5].
Polymyxins remain the treatment option for the management
of most cases of infections caused by multidrug-resistant A.
baumannii isolates. We found resistance to polymyxins B
among 19% of the isolates, which is in accordance with the
previous studies. The emergence of Acinetobacter resistance
against polymyxins is reported with increasing frequency
[34, 37].

The blagya.az gene is considered a virulence biomarker
and a significant cause of carbapenem resistance world-
wide. It is either located on the chromosome or on plasmids
[38]. In our study, blagy s 53 4. Was also the most common
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Table 2 Pulsotype, resistance, and population analysis profiles of polymyxin B heteroresistant isolates

Pulsotype Source Resistance profile Original PB HR PB PAP frequency HR colonies
MIC (pg/mL) MIC (pg/ PB MIC (pg/
mL) mL)
A Respiratory ~ SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 04x107* 2
Respiratory ~ AK, SAM, TZP, STX, CAZ FEP, CIP, IPM, MER 1 6 04x107° 8
Respiratory ~ SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 20x107° 1
Catheter AK, SAM, TZP, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 1.0x107° 0.25
C Respiratory ~ CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 2 6 1.8x107° 2
MER
Respiratory ~ CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 2 6 20%107° 16
MER
Catheter CN, SAM, TZP. STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 1 6 04x107° 1
MER
D Respiratory  AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 1 6 14x107° 05
MER
Respiratory  AK, CN, SAM, TZP. STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 1 6 1.7x107° 1
MER
Respiratory ~ CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 2 6 07x10°° 8
MER
Rectal biopsy AK, SAM, TZP, STX, CAZ FEP, CIP, IPM, MER 1 3 24x107° 2
E Respiratory ~ CN, SAM, TZP, STX, CTX 2 6 20x107° .5
F Urine SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 0.7x107° 0.25
G Urine AK, SAM, TZP, STX, CAZ FEP, CIP, IPM, MER 1 6 03x1077 4
H Urine CN, SAM, TZP. STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 2 6 1.2x10°° 4
MER
Urine CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 2 6 22x%107° 0.125
MER
1 Respiratory ~ CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 2 6 20x107° 2
MER
] ‘Wound SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, MER 2 6 1.2x107° 1
K Respiratory ~ AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 2 6 1.3x107° 2
MER
Respiratory  AK, CN, SAM, TZP. STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 1 6 03x107° 1
MER
L Respiratory  AK, CN, SAM, TZP, STX, CTX, CAZ, FEP, CIP, IPM, 1 6 13x10°° 4

MER

AK amikacin, GEN gentamicin, SAM ampicillin/sulbactam, TZP piperacillin/tazobactam, STX trimethoprim—sulfamethoxazole, CTX cefotaxime,

CAZ ceftazidime, FEP cefepime, CIP ciprofloxacin, IMP imipenem, MER meropenem, in accordance with CLSI
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