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RESUMO

Entre a diversidade de micro-organismos patogénicos Gram-negativos envolvidos nas
infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), Acinetobacter baumannii surge
como um patdgeno altamente problematico para muitas instituicdes a nivel mundial. Esse
micro-organismo é um motivo de preocupacao por conta da sua alta prevaléncia em
epidemias justificada por sua capacidade de adquirir resisténcia aos antimicrobianos. No
Brasil, cepas de A. baumannii inseridas nos complexos clonais (CC) 79 e 15 se destacam,
sendo responsaveis por diversos surtos, tornando-se muito persistentes no ambiente
hospitalar. A partir disso, este estudo teve como objetivo realizar uma analise filogenética
comparando as cepas dos tipos de sequéncias (ST)79/CC79 e ST15/CC15 isoladas em
anos distintos na tentativa de elucidar os fatores que tornam esses clones téo prevalentes
e de dificil erradicacdo. Com essa finalidade, foram estudadas 25 cepas, onde quatro
(49349, 49353, 49366 e 49367) isoladas de 2007 a 2010, foram analisadas mais
detalhadamente e 21 foram utilizadas para conferir robustez a arvore filogenética. Foi
realizada a analise de multilocus sequence typing (MLST) para o estudo do perfil
epidemiologico molecular das 25 cepas e sequenciamento do genoma completo das
quatro cepas para caracterizagcdo genética da resisténcia, viruléncia e presenca de
elementos genéticos méveis. A andlise por MLST através do esquema Pasteur identificou
14 ST diferentes e 10 CC. Enquanto pelo esquema Oxford foram verificados 16 ST e 14
CC. Genes que codificam resisténcia a cefalosporinas, aos carbapenémicos, a
estreptomicina e a espectinomicina foram comuns a todas as cepas. Na busca por genes
de viruléncia, foram identificados 40 genes, onde 31 deles foram comuns as quatro cepas.
Os quatro principais genomas estudados apresentaram os elementos genéticos méveis
analisados (ilhas gendmicas, sequéncias de insercdo e préfagos), porém ndo foram
observadas diferencas marcantes entre as cepas pertencentes ao mesmo CC e isoladas
em periodos diferentes, demonstrando que esses clones sdo um problema alarmante
desde muito tempo. Foram identificadas ilhas genémicas onde estavam inseridos genes
de resisténcia e viruléncia. A sequéncia de insercéo (Sl) ISabal foi encontrada associada
ao gene blaoxa-23 em todas as quatro cepas. Profagos foram identificados nas quatro
principais cepas, porém nao foram verificados genes de resisténcia ou viruléncia nessas
regides.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii, CC15, CC79, filogenética, andlise
comparativa, cepas clinicas.



ABSTRACT

Among the diversity of Gram-negative pathogenic microorganisms involved in healthcare-
associated infections (HAI), Acinetobacter baumannii emerges as a highly problematic
pathogen for many institutions worldwide. This microorganism is an issue because of its
high prevalence in epidemics, justified by its ability to develop resistance to antimicrobials.
In Brazil, strains of A. baumannii that belong to clonal complexes (CC) 79 and 15 stand
out, being responsible for several outbreaks, becoming very persistent in the hospital
environment. Based on this, this study aimed to accomplish a phylogenetic analysis
comparing the strains of the ST79/CC79 and ST15/CC15 sequence types (ST) isolated
in different years in an attempt to elucidate the factors that make these clones so prevalent
and hard to eradicate. For that aim, 25 A. baumannii strains were studied, but four of them
had a detailed analysis and the other 21 were used to give robustness to the phylogenetic
tree. The multilocus sequence typing (MLST) analysis was performed to study the
molecular epidemiological profile of the 25 strains and complete genome sequencing of
the four strains for genetic characterization of the resistance, virulence and presence of
mobile genetic elements. MLST analysis using the Pasteur scheme identified 14 different
ST and 10 CC. While by the Oxford scheme, 16 ST and 14 CC were verified. Genes
encoding resistance to cephalosporins, carbapenems, streptomycin, and spectinomycin
were common to all strains. In the search for virulence genes, a total of 40 genes were
identified, where 31 of them were common to the four strains. The four main genomes
studied showed the mobile genetic elements analyzed (genomic islands, insertion
sequences and prophages), but no significant differences were observed between strains
belong to the same CC and isolated in different years, demonstrating that these clones
are an alarming problem for a long time. Genomic islands were identified, where
resistance and virulence genes were inserted. The insertion sequence (Sl) 1Sabal was
found associated with the blaoxa-23 gene in all of four strains. Prophages were identified
in the four main strains, but no resistance or virulence genes were found in these regions.

Keywords: Acinetobacter baumannii, CC15, CC79, phylogenetics, comparative analysis,
clinical strains.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas do género Acinetobacter

O género Acinetobacter é composto por micro-organismos Gram-negativos,
aerobios, imoveis, ndo esporulados, ndo exigentes nutricionalmente, catalase-positivos e
oxidase-negativos (HOWARD et al., 2012). Se apresentam na forma de bastonetes na
fase de crescimento exponencial e de cocobacilos na fase estacionaria de seu
desenvolvimento (JUNG; PARK, 2015).

Sao encontrados amplamente na natureza, podendo ser isolados do solo, agua,
alimentos, dispositivos médicos e microbiota de animais (MOREIRA SILVA et al., 2012).
Aproximadamente 25% dos adultos sao colonizados por Acinetobacter spp., carreando
essas bactérias na superficie da pele e em suas gargantas (FALAH; SHOKOOHIZADEH,;
ADABI, 2019).

Atualmente o género é composto por 74 espécies descritas validas (PARTE et al.,
2020). Foi inicialmente denominado como pertencente a familia Neisseriaceae, porém
em 1971 foi inserido na familia Moraxellaceae com base no estudo de Baumann,
Doudoroff e Stanier (1968). Possuem bom crescimento nos meios de cultura comumente
usados na rotina laboratorial de microbiologia clinica (AL MASAUDI, 2018). Em agar
sangue formam col6nias branco acinzentadas, enquanto em agar MacConkey exibem
coloracdo rosada em consequéncia da baixa oxidacdo da lactose (DOUGHARI et al.,
2011).

A relevancia de Acinetobacter spp. tem sido justificada por sua alta capacidade em
adquirir genes de resisténcia e grande habilidade de adaptacdo em ambientes
desfavoraveis, sendo apontado como um dos géneros mais importantes de bactérias
responsaveis pela elevada mortalidade e morbidade no ambito hospitalar (LEE et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2017). Desta forma, as principais praticas para promover um
melhor controle de cepas de Acinetobacter spp. multidroga resistentes (MDR) seria a
adocdao rigida de profilaxias padréo, como lavagem das méos apds contato com paciente,
uso correto de equipamentos de protecéo individual (EPI) quando houver risco de contato
com sangue ou secrecdes, limpeza e desinfeccéo do local e uso cauteloso e racional de
antimicrobianos (MATSUNAGA, 2012).
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O complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (Acb) é composto por
espécies de importancia clinica, sendo elas: Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter pittii e Acinetobacter nosocomialis (NEMEC et al., 2011).
Posteriormente, duas novas espécies, Acinetobacter seifertii e Acinetobacter lactucae,
foram incluidas (NEMEC et al., 2015; COSGAYA et al., 2016). Todas essas espécies
foram agrupadas nesse complexo por elas serem de dificil discriminacéo, devido a grande
semelhanca nas caracteristicas fenotipicas, bioquimicas e similaridade genética
(ALEGRIA-PUIG et al., 2020).

A. calcoaceticus é raramente relacionada a patogenias (COSGAYA et al., 2016).
Em contrapartida, A. pittii e A. nosocomialis sGo comumente associadas a infecces
hospitalares e comunitarias (LIU et al., 2017). As duas novas espécies mencionadas
anteriormente (A. seifertii e A. lactucae) também foram isoladas de amostras de origem
clinica (NEMEC et al., 2015; COSGAYA et al., 2016). A. baumannii se destaca sendo a
espécie mais prevalente relacionada a infec¢des, responsavel por causar 80% das
infeccbes e por isso tornou-se a mais relevante do grupo (CHUSRI et al., 2014;
GARNACHO-MONTERO et al., 2015; SHARMA et al., 2017).

O complexo Acb emergiu como um problema hospitalar de alta prioridade,
especialmente em unidades de tratamento intensivo (UTI), caracterizando a necessidade
de muita atencéo para as praticas de controle de infec¢cdes (CHEN et al., 2018). Contudo,
0s métodos convencionais de identificacdo sdo incapazes de distinguir as espécies
inseridas nesse grupo, por decorréncia da grande semelhanca compartilhada entre elas
(ALVAREZ-BUYLLA; CULEBRAS; PICAZO, 2012).

A identificacdo correta das espécies € de suma importancia para promover o
aprimoramento dos conhecimentos relativos a epidemiologia das infec¢cées causadas por
essas bactérias e melhorar o entendimento sobre o surgimento de espécies patogénicas
(CHUANG et al., 2011; TOUCHON et al., 2014). Além disso, a importancia se deve
também as diferencas nos padrées de resisténcia antimicrobiana e resultados clinicos,
onde aidentificacéo incorreta pode levar ao uso inadequado de antimicrobianos, privando
0 paciente dos cuidados corretos e apropriados (FITZPATRICK et al., 2015).

O sequenciamento do gene 16S rRNA é um dos métodos moleculares mais

usados na caracterizacdo de espécies bacterianas, ja que além dessa regido apresentar



19

regides variaveis e conservadas, também € dotada de polimorfismos interespecificos
suficientes para a realizacdo da identificacao de diversas espécies (CLARRIDGE, 2004;
HARMSEN; KARCH, 2004; CUSTOVIC et al., 2014). Apesar de ser adequado para a
identificagdo a nivel de género Acinetobacter, ndo demonstra bons resultados quanto a
diferenciacéo a nivel de espécie, isso ocorre em razao da alta conservacéo desse gene
apresentada por Acinetobacter spp., ndo viabilizando distinguir as espécies (WANG et
al., 2014; SILVA et al. 2022).

Nesse contexto, a técnica de sequenciamento do gene rpoB pode ser considerada
uma das mais precisas para a realizacdo dessa identificacdo, pois € um gene conservado
gue possui alta variabilidade entre as espécies do género (GUNDI et al., 2009). O gene
rpoB codifica a porgéo 3 da RNA polimerase, tem 4.089 pares de bases de comprimento,
possuindo quatro regides varidveisO que incluem duas regides polimorficas e dois
espacadores flanqueadores delimitados por sequéncias conservadas (LA SCOLA et al.,
2006). Outros genes também tém sido empregados na identificacdo de cepas inseridas
nesse género, sendo eles os genes ompA, recA e gyrB (KARAH et al., 2011,
McCONNELL et al.,, 2012; WANG et al., 2014; NAJAR PEERAYEH; KARMOSTAJI,
2015).

A técnica matrix-assisted laser desorption/ionization - time of filght (MALDI-TOF)
pode permitir a identificacdo correta de espécies bacterianas intimamente relacionadas
que sao indistinguiveis por métodos fenotipicos convencionais, sendo uma metodologia
amplamente aceita (ESPINAL et al., 2012; CHENG et al., 2016). Contudo, essa técnica
apresenta limitacbes quanto ao seu banco de dados, pois 0 banco ndo cobre todas as
espécies do género Acinetobacter, ndo incluindo as Ultimas espécies inseridas no
complexo Acb (A. seifertii e A. lactucae) (MARI-ALMIRALL et al., 2017). Ainda que
algumas tentativas de adaptar a técnica tenham sido realizadas, alguns resultados
obtidos séo controversos e instaveis (RIM et al., 2015).

Sendo assim, podemos concluir que a identificagdo das espécies do complexo Acb
utilizando mais de uma técnica se faz necessaria, devido a grande similaridade
apresentada entre esses micro-organismos, ja que uma identificacao feita baseando-se

apenas em uma técnica pode gerar resultados imprecisos e incorretos.
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1.2 Importancia clinica da espécie Acinetobacter baumannii

A. baumannii € apontado como uma grande ameaca a saude publica mundial,
especialmente em razdo de seu elevado potencial em adquirir fenotipos de resisténcia a
multiplas drogas, viabilizando o aparecimento de cepas MDR ou até mesmo pandroga
resistentes (PDR) (ROLAIN et al.,, 2013; GIAMMANCO et al., 2017). Esse micro-
organismo tem emergido como um dos patdgenos oportunistas mais relevantes
associado a infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (NOWAK;
PALUCHOWSKA, 2016). As IRAS representam um grande problema, pois sao
responsaveis por aumentar o tempo de hospitalizacdo do paciente e elevar os custos do
seu tratamento, podendo também ocasionar danos psicolégicos ao enfermo e seus
familiares (PADOVEZEI; FORTALEZA, 2014; PEREIRA et al., 2016).

Cepas de A. baumannii s&o comumente encontradas em UT], local onde ha grande
pressdo seletiva, favorecendo o surgimento de bactérias resistentes (SOARES et al.,
2017; ZHAO et al., 2017). Dados da Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia
Microbiana em Servigos de Saude, obtidos em 2016, destacaram A. baumannii como o
patbgeno mais frequente em pacientes internados em UTI (BRASIL, 2017).
Mundialmente, aproximadamente 45% das cepas desse micro-organismo foram
identificadas com MDR, e essa taxa aumenta para 70% se incluirmos apenas a América
Latina e o Oriente Médio (GIAMMANCO et al., 2017). Essas taxas sao aproximadamente
quatro vezes maiores se comparadas a outros patdégenos Gram-negativos, como
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (GIAMMANCO et al., 2017).

Em ambientes hospitalares, rotineiramente s&do realizadas limpezas e
desinfeccbes, porém podemos perceber que A. baumannii se adaptou a esses fatores
(WONG et al., 2017). A resisténcia a dessecacao esta relacionada a capacidade que
cepas de A. baumannii apresentam em manter-se viaveis mesmo em condi¢bes de
restricdo de agua (ANTUNES et al., 2011a; HARDING; HENNON, FELDMAN, 2018).
Embora essa resisténcia seja multifatorial e ainda ndo esteja totalmente esclarecida,
estudos observaram que a presenca de biofilme contribui decisivamente para tal fato
(ESPINAL; MARTI; VILA, 2012; SCOTT et al., 2014). O periodo em que essas bactérias

conseguem se conservar varia entre as cepas, onde algumas conseguem permanecer
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viaveis por quase 100 dias (GIANNOULI et al., 2013). Além disso, no trabalho de Juma,
Manning e Forsythe (2016), foi verificada a persisténcia de Acinetobacter spp. em formula
infantil, e cepas de A. baumannii permaneceram vidveis por 6 meses mesmo apos
dessecacéo.

No trabalho de Norton, Spilkia e Godoy (2013) foi observado um aumento de
aproximadamente 50 vezes das mutacbes durante os processos de dessecacdo e
reidratacdo em cepas de A. baumannii, medida pelo aparecimento espontaneo de
colbnias resistentes a rifampicina, sugerindo a hipétese de que a resisténcia a
dessecacdo poderia contribuir também para o fenoétipo MDR desse patdgeno. As
mutacdes identificadas ocorreram principalmente nos genes recA e rpoB (NORTON;
SPILKIA; GODOQY, 2013).

A resisténcia a dessecacdo associada ao mecanismo de formacdo de biofilme
favorece a colonizacdo desse micro-organismo em equipamentos meédicos e superficies
inanimadas, contribuindo para sua persisténcia no ambiente hospitalar e potencializando
sua transmissao (CHAGAS et al., 2011; SCOTT et al., 2014; SCARCELLA; SCARCELLA;
BERETTA, 2015). A taxa de formacdo de biofilme em cepas de A. baumannii
correspondeu a 80-91% e essa caracteristica esta relacionada com diversos fatores de
viruléncia (VARGA et al., 2012; Ql et al., 2016; SUNG, 2018).

As enfermidades causadas por esse patégeno acometem principalmente
pacientes imunocomprometidos, que passaram por cirurgias, aqueles submetidos a
procedimentos terapéuticos agressivos e uso de antimicrobianos de amplo espectro ou
gue se encontram internados por um longo periodo (PEREZ et al., 2007; GAETTI-
JARDIM JUNIOR et al., 2014). Infeccdes por A. baumannii podem causar demora e
retardo da cicatrizacao de feridas em pacientes queimados (TEKIN et al., 2014).

Infeccbes comunitarias causadas por A. baumannii ja foram observadas, no
entanto, foram relatadas somente em pacientes que sofrem de alguma comorbidade
subjacente, como por exemplo, alcoolismo, diabetes mellitus, céncer, disturbios
pulmonares obstrutivos, entre outras (DEXTER et al., 2015).

A espécie A. baumannii pode ocasionar uma variedade de patogenias e infec¢oes
hospitalares (MARI-ALMIRALL et al.,, 2017). Sendo constantemente relacionada com

pneumonias associadas ao uso de ventilacdo mecénica (PAV), septicemias, infeccdes
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do trato urinario e meningites pés-neurocirurgicas (BASRI et al., 2015; BORK et al., 2015).
A PAV se destaca como uma das infec¢cfes mais desafiadoras, ocasionando um aumento
na taxa de mortalidade e morbidade, principalmente em pacientes inseridos em UTI
(ERDEM et al., 2014). Fatores como longo periodo de internacdo e maior tempo de
ventilacdo mecanica evidenciaram maior suscetibilidade a infecbes (PHILIPPART et al.,
2015).

Segundo Yoshimura et al. (2017), PAV causadas por micro-organismos Gram-
negativos séo significativamente mais severas do que aquelas causadas por Gram-
positivos. Os Gram-negativos ndo fermentadores, A. baumannii e P. aeruginosa, Sao 0s
mais associados a essa patologia (ZAVASCKI et al., 2010; TSAY, et al. 2021).

A terapia com imipenem antes era considerada padréo-ouro em tratamentos de
PAV causada por A. baumannii, porém a resisténcia antimicrobiana que esse patégeno
tem apresentado reduziu as alternativas terapéuticas, levando ao retorno do uso das
polimixinas e tetraciclinas (GARNACHO-MONTERO et al., 2003; CIGINSKIENE et al.,
2019). A colistina é empregada como ultimo recurso nesse contexto, devido a sua alta
nefrotoxicidade e neurotoxicidade (GUILLAMET; KOLLEF, 2018).

Ao final do estudo retrospectivo realizado por Ju et al. (2018) com 78 pacientes
diagnosticados com PAV causadas por A. baumannii, 29 pacientes foram a ébito apoés
30 dias na UTI. Esse estudo indica a urgéncia em otimizar o diagndstico e terapia para
essa infec¢cdo ocasionada por esse micro-organismo Visto que as opgoes de tratamento
séo limitadas e apresentam alta toxicidades para os enfermos (ERDEM et al., 2020).

A. baumannii tem sido apontado como um dos principais patégenos associados a
infeccdo secundaria em pacientes com COVID-19, visto que estes individuos geralmente
precisam de intubacdo endotraqueal e ventilacdo mecéanica em razdo a falha das vias
aéreas, associado a sua capacidade de formar biofilme e colonizar dispositivos médicos,
podendo sobreviver até 33 dias em superficies secas (LIMA; BRITO; NIZER, 2020).

Um fato muito preocupante nesse contexto seria que os individuos acometidos
pela COVID-19 grave, causada pelo SARS-CoV-2 (do inglés, Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2), geralmente manifestam o0s principais fatores de risco
observados para PAV causada por A. baumannii, que sdo os sintomas de hipertensao,

doenca pulmonar obstrutiva crénica, insuficiéncia renal cronica, faléncia de o6rgéos e
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baixo nivel de oxigenac¢do do sangue (HUANG et al., 2018; KARAKUZU et al. 2018;
CIGINSKIENE et al., 2019).

No trabalho de Nebreda-Mayoral et al. (2022), A. baumannii foi incluido como um
dos patégenos mais frequentes nas infe¢cdes adquiridas 48 horas ap6s a admissao
hospitalar de pacientes com COVID-19. Todas as cepas de A. baumannii foram MDR,
sensiveis apenas a colistina. Esse micro-organismo foi entdo apontado pelos autores
como um dos fatores preditivos de mortalidade em pacientes com COVID-19 devido a
sua alta relevancia no estudo. Além disso, Lescure et al. (2020) identificaram A.
baumannii como o agente causador de PAV em um paciente infectado por SARS-CoV-2
e apesar do individuo ter recebido as medica¢Ges adequadas, 0 mesmo veio a 6bito apds

24 dias de internacéao.

1.3 Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia a antimicrobianos configura uma grande preocupacdo mundial,
podendo ser definida como um fendmeno natural decorrente da pressao seletiva exercida
pelo uso dessas drogas, mas que tem sofrido uma expanséo muito acelerada devido ao
uso indiscriminado (MAGIORAKOS et al., 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019). Cepas de A. baumannii apresentam altos indices de resisténcia a maioria dos
antimicrobianos, como os B-lactamicos, os aminoglicosideos, as quinolonas e ainda os
carbapenémicos, restringindo ainda mais as opc¢des terapéuticas disponiveis (ARROYO
et al., 2009; ROMANIN et al., 2019).

Foi observado que ocorreu um aumento na necessidade da utilizacao de leitos de
UTI devido a pandemia do SARS-CoV-2, alarmando ainda mais os desafios previamente
existentes nesse contexto, como é o exemplo das IRAS (BRAGA et al., 2020). Além
dessas infe¢cdes apresentarem impacto sobre a mortalidade de pacientes, elas também
desempenham um importante papel ndo s6 nas infe¢cdes secundarias em pacientes com
COVID-19, mas também no surgimento de cepas bacterianas resistentes (BRAGA et al.,
2020; PEREIRA, OLIVEIRA, SANTIAGO, 2021). No trabalho de Zhou et al. (2020)
metade dos ndo sobreviventes (n = 27/54) tiveram pelo menos uma infeccdo secundéria

e todos, exceto um, foram tratados com antimicrobianos.
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Ainda que os antimicrobianos ndo sejam eficazes para o tratamento de COVID-19,
eles sdo prescritos para pacientes acometidos por esse virus, iSso ocorre pois pode haver
dificuldade de descartar coinfec¢do bacteriana e também porque funcionam como uma
forma de prevencgédo devido a possibilidade de infeccdo bacteriana secundaria durante a
doenca (ALHAZZANI et al. 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Contudo,
isso tem levado a um uso excessivo de antimicrobianos, o que é considerado muito
preocupante.

No trabalho de Perez et al. (2020) foi verificado um aumento nas infeccdes e
colonizacbes por Carbapenem-resistant A. baumannii (CR-Ab) envolvendo
principalmente pacientes em UTI, que se estendeu por varias unidades de um hospital
situado em Nova Jersey durante a onda de casos de COVID-19.

Em consequéncia do aumento da resisténcia desse micro-organismo aos
carbapenémicos, foi verificada a necessidade da busca de alternativas para o tratamento
dessas infeccdes, levando a reutilizacdo da polimixina, acarretando o surgimento de
cepas de A. baumannii resistentes a esse antimicrobiano (KO et al.,, 2007).
Recentemente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) incluiu CR-Ab na lista das
bactérias que constituem grande ameaca a saude, incentivando a priorizacéo de estudos
e pesquisas sobre esse patégeno (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser intrinseca ou adquirida, a intrinseca é
consequéncia da genética, estrutura e fisiologia natural do micro-organismo (COX;
WRIGHT, 2013), jA& a resisténcia adquirida é decorrente da mutacdo genética,
transferéncia de genes mediada por bacteriéfagos e/ou transferéncia de elementos
genéticos moveis de outros micro-organismos (ARZANLOU; CHAI; VENTER, 2017).
Dentro da resisténcia adquirida, os elementos genéticos méveis da célula séo divididos
em dois grupos principais, sendo eles, os plasmideos e os elementos de transposicao,
onde este Ultimo se divide em transposons e sequéncias de insercéo (IS) (FROST et al.,
2005; KOONIN et al., 2020).

A transferéncia e reorganizacdo génica sao responsaveis pelo surgimento de
novas caracteristicas patogénicas, novas vias metabdlicas e resisténcia a
antimicrobianos (BAQUERO, 2009). Além de possuir resisténcia intrinseca a diversos

antimicrobianos, A. baumannii demonstra uma notavel capacidade em adquirir novos
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determinantes de resisténcia, possuindo rapida adaptacdo a pressao seletiva e elevada
plasticidade genética que permite o acumulo de mdultiplos fatores, tornando-se MDR
(ADAMS et al., 2010; ZAVASCKI et al., 2010; ROCHA et al., 2018).

Diferentes oxacilinases foram observadas em A. baumannii, essas enzimas agem
na inativacdo de antimicrobianos carbapenémicos e algumas cefalosporinas (WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2006; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016). Diversos grupos de
B-lactamases da classe D que hidrolisam carbapénemicos (do inglés, carbapenem-
hydrolysing class D B-lactamases — CHDL) ja foram descritos em A. baumannii, onde
podemos citar: OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58, OXA-143, OXA-235, OXA-231
(D224A), OXA-134, OXA-211, OXA-213, OXA-214, OXA-228, OXA-664 e suas variantes
(POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015; MALATHI; ANBARASU; RAMAIAH, 2017;
SMITH et al., 2019; KOIRALA et al., 2020).

Genes que conferem resisténcia a varias classes de antimicrobianos podem ser
encontrados em integrons na forma de cassetes génicos (ROCA et al.,, 2012). Esses
elementos representam um vetor muito importante para a multirresisténcia antimicrobiana
principalmente para bactérias Gram-negativas e em menor grau para Gram-positivas
(CAMBRAY; GUEROUT; MAZEL, 2010).

Cinco classes diferentes de integrons foram definidas de acordo com a sequéncia
do gene codificador da integrase, sendo as classes 1, 2 e 3 frequentemente associadas
a genes de resisténcia (GILLINGS, 2014; MAZEL 2006). Estudos anteriores apontam que
os integrons de classe 1 e o pool de cassetes de genes coligados sédo um dos principais
fatores que colaboram para a multirresisténcia apresentada pelas cepas de A. baumannii
(ROBINSON et al., 2010; SALEHI et al., 2017).

Sequéncias de inser¢cdo e transposons também desempenham um papel
importante na resisténcia antimicrobiana de A. baumannii (LEE et al., 2012; VILLALON
et al., 2013). ISAbal, ISAba2, ISAba3, ISAba4 e 1S18 séo regularmente relacionados a
expressdo de genes de carbapenemases nesse micro-organismo (VILLALON et al.,
2013). Diferentes transposons relacionados a genes de resisténcia ja foram observados
nesse patdgeno, como por exemplo Tn2006, Th2007 e Tn2008 associado ao gene blaoxa-
23 (MUGNIER et al., 2010).
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O sequenciamento gendmico tem contribuido para diversos avancos nos
conhecimentos relativos a area, visto que viabilizou a ampliacdo da nossa capacidade de
avaliar os determinantes de resisténcia a antimicrobianos (WANG et al.,, 2017). Um
exemplo seria o estudo de Hornsey et al. (2011), que por meio da comparac¢ao do genoma
de duas cepas de A. baumannii pertencentes a mesma linhagem epidémica, coletados
com uma semana de intervalo do mesmo paciente, detectou 18 single-nucleotide
polymorphism (SNP). O estudo realizado por Li et al. (2015) conseguiu identificar dez
diferentes ilhas de resisténcia do tipo AbaR em duas cepas de A. baumannii por meio da
mesma ferramenta. Em outro estudo, uma ilha de resisténcia genémica do tipo AbaR foi
identificada em uma cepa MDR de A. baumannii utilizando ferramenta de

sequenciamento gendémico (ZHOU et al., 2011).

1.4 Elementos genéticos moveis

Elementos genéticos méveis (EGM) sdo um tipo de material genético que pode se
mover dentro de um genoma ou saltar entre genomas diferentes, ou seja, os fragmentos
de DNA apresentam mobilidade intra-genoma e intergenomas (FROST et al., 2005;
FOXMAN, 2012; XIE, 2021).

O movimento intergenomas pode ocorrer de trés maneiras diferentes em
procariotos, sendo eles: transformacao, conjugacao e transducédo (THOMAS; NIELSEN,
2005). Na transformagcdo o material genético livre é liberado por uma célula e é
incorporado por outra. No processo de transducdo ocorre a intermediacdo dessa
transferéncia por um virus. Ja na conjugacdo o material genético é transferido pelo
contato célula-célula (MADIGAN et al., 2010).

Os EGM podem variar de tamanho e cada um carrega um dado grupo de genes
diferentes, onde geralmente um dos genes codifica uma transposase, a qual ira catalisar
a movimentacdo do material genético, possibilitando diferentes combinagbes das
sequéncias de nucleotideos e permitindo dele¢cdes cromossémicas, assim como outros
rearranjos (MADIGAN et al., 2010).

Os EGM tém uma participacdo muito importante nos processos evolutivos dos

genomas, das patogenias, da resisténcia a antimicrobianos e das simbioses bacterianas,
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sendo decisivos para o ritmo da evolucéo bacteriana (XIE, 2021). Estudos moleculares
destacaram que a aquisicao e disseminacdo dos genes que conferem resisténcia aos
antimicrobianos, na maioria das vezes ocorrem em raz&o da agao de EGM (LAWRENCE;
HENDRICKSON, 2003; PARTRIDGE et al., 2018).

1.4.1 Transposons

Transposons sdo segmentos de DNA ou RNA que carreiam genes associados a
transposicao e outros genes relacionados com outras fungdes, como por exemplo, genes
gue conferem resisténcias a antimicrobianos (MADIGAN et al., 2010). Esse elemento &
caracterizado pela presenca da enzima transposase e terminais com repeticdes
invertidas (terminal inverted repeats, TIR) (CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI;
STEPHAN, 1994). Transposons ndo sdo moléculas de DNA independentes, eles se
encontram sempre inseridos em cromossomos, plasmideos, genomas virais, etc.
(MADIGAN et al., 2010).

Esses elementos sdo agrupados em duas classes de acordo com o tipo
intermediario de transposi¢do. A classe 1 é composta pelos retrotransposons, 0s quais
possuem intermediarios de RNA (KIDWELL, 2002). Os retrotransposons propagam-se
por meio da enzima transcriptase reversa, que desempenha a funcédo de produzir um
filamento DNA através de um RNA (SILVA, 2016). J4 a classe 2 agrupa 0s transposons
de DNA que ndo utilizam RNA intermediario e séo caracterizados pela presenca de TIR
(WICKER et al., 2007).

A ativacdo dos transposons pode ocorrer quando as células sdo submetidas a
condi¢cdes ambientais de estresse fisico ou quimico, como por exemplo, radiacdes,
temperaturas elevadas, restricdo de agua e presenca de antimicrobianos (GOODIER,;
KAZAZIAN, 2008).

Os transposons, assim como as IS, tem capacidade de se mover para diversos
locais diferentes no genoma. Enquanto os demais elementos usam recombinacdo
especifica do local para mover o material genético entre locais definidos (PARTRIDGE et
al., 2018).
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Quando a funcdo do elemento se restringe apenas a transposicdo ele é
classificado como uma IS, porém se o0 elemento carrear genes que codifiquem outras
funcbes, como por exemplo genes que conferem resisténcia a antimicrobianos, ele é
identificado como um transposon (WOODFORD, JOHNSON, 2005).

Muitos transposons ja foram identificados em cepas de A. baumannii carreando
genes de resisténcia (PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016). Os transposons Tn2006,
Tn2007 e Tn2008 sdo comumente relacionados ao gene blaoxa-23. No Tn2006, 0 gene
blaoxa-23 € flanqueada por duas cépias de ISAbal. Os transposons Tn2006 e Tn2007 séo
semelhantes, porém Tn2008 apresenta somente uma copia de ISAbal. Por fim, o gene
blaoxa-23 em Tn2007 é flanqueado por ISAba4 (MUGNIER et al., 2010). Estudos apontam
que Tn2006 é um dos determinantes mais frequentes na resisténcia aos
carbapenémicos, com alto potencial de disseminacgéo entre cepas de A. baumannii (LEE
et al., 2012).

1.4.2 Sequéncias de insercao

Essas sequéncias sao formadas pela enzima transposase, dois terminais com
repeticdes invertidas e duas sequéncias repetidas diretas, sendo o tipo mais simples de
transposons (SIGUIER et al., 2015). S&o pequenas, geralmente menores que 2 kilobase
(kb), sendo identificadas em plasmideos e cromossomos (SIGUIER et al., 2015; RAMOS,
2018).

As IS carreiam o seu préprio promotor para transcricdo de seu gene de
transposase (RAMOS, 2018). Esses elementos podem ser classificados em familias de
acordo com a homologia da sequéncia de aminoacido da transposase, nas sequéncias
das repeti¢cdes terminais invertidas e no tamanho do sitio da sequéncia-alvo (MAHILLON;
CHANDLER, 1998).

Essas sequéncias desempenham um importante papel na modulagdo da
expressao génica, podendo interromper o promotor de algum gene vizinho ou criar um
promotor alternativo (MAHILLON; CHANDLER, 1998). Também podem promover
delecdes, inversdes e duplicacdes de genes (MAHILLON; CHANDLER, 1998; TSUGE et
al, 2005).
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A presenca de IS pode auxiliar a adaptacdo de patdgenos a ambientes
desfavoraveis, visto que a mesma possui influéncia direta no fenétipo de resisténcia das
bactérias (VANDECRAEN et al., 2017). Por exemplo, as IS ISAbal ou ISAbal25 quando
associadas ao gene ampC promovem a sua superexpressao, aumentando a resisténcia
a cefalosporina de terceira geracdo em A. baumannii (SEGAL; NELSON; ELISHA, 2004;
HAMIDIAN; HALL, 2013).

As IS desempenham um papel fundamental na resisténcia a antimicrobianos em
A. baumannii, sendo ISAbal, ISAba2, ISAba3, ISAba4 e IS18 comumente relacionadas
com a expressdao de genes que conferem resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii (VILLALON et al., 2013). ISAbal funciona como uma sequéncia promotora a
qual promove um aumento na expressdo de genes de resisténcia, podendo também
contribuir para a disseminagdo desses genes. Essa IS foi identificada associada aos
genes blaoxa-51, blaoxass, blaoxa-2s € blaampc em A. baumannii (PAGANO; MARTINS;
BARTH, 2016).

As IS j& foram relacionadas aos genes que codificam metalo-B-lactamases, como
por exemplo o gene blanom, que tem sido progressivamente relatado entre espécies do
género Acinetobacter (BONNIN et al., 2012; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014;
PILLONETTO et al., 2014; PAGANO et al., 2015). Estudos evidenciaram que 0 gene
blanom esta localizado entre duas copias de ISAbal25, formando o transposon composto
Tn125 (POIREL; BONNIN; NORDMANN, 2011). Esse gene pode se encontrar inserido
em plasmideos ou cromossomos, porém pesquisas apontam que a disseminacdo do
gene blanom em sua maioria estd associada a transferéncia horizontal e ndo a
disseminacéao clonal (BONNIN et al., 2012; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014).

1.4.3 Integrons

Integrons sé@o elementos que integram colecdes de genes (genes cassetes) por
meio de uma recombinacgao sitio-especifica, que através da acdo dos promotores sao
capazes de garantir a expressio dos genes incorporados no cassete (LEVESQUE et al.,
1995; CAMBRAY; GUEROUT; MAZE et al., 2010). Esses elementos permitem que as
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bactérias capturem genes que conferem resisténcia a antimicrobianos, desempenhando
um importante papel na disseminacao desses genes (MAZEL, 2006).

Os integrons n&do possuem habilidade de se mover sozinhos, eles precisam estar
associados a outros EGM, como por exemplo, plasmideos conjugativos e transposons,
para que o material genético apresente mobilidade intra-genoma e intergenomas
(MAZEL, 2006).

Esses elementos podem ser agrupados em cinco classes diferentes de acordo
com a sequéncia do gene codificador da integrase que possuem. Todas as cinco classes
podem estar relacionadas com a resisténcia aos antimicrobianos, porém as trés primeiras
classes sdo mais frequentemente associadas ao mecanismo de resisténcia
(PARTRIDGE, 2011).

Diversos cassetes génicos ja foram descritos em A. baumannii, 0s quais continham
varios genes de resisténcia, como por exemplo: o gene aacA4 que confere resisténcia a
amicacina, a netilmicina e a tobramicina; o gene catB8 que codifica a resisténcia ao
cloranfenicol; e o gene aadAl que € responsavel pela resisténcia a estreptomicina
(FOURNIER et al., 2006).

A maior parte dos genes que codificam metalo-B-lactamases verificados em A.
baumannii foi identificada inserida em integrons de classe 1 (PELEG; SEIFERT;
PATERSON, 2008; POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015). Entretanto, apesar de
diversos estudos sobre a prevaléncia de integrons de classe 1 nesse micro-organismo,
pesquisas realizadas em paises como Chile, Argentina e Brasil relataram um aumento
na prevaléncia de integrons de classe 2 em cepas de A. baumannii na América Latina
associados principalmente aos genes dfrAl e aadAl, que codificam resisténcia ao
trimetoprim e estreptomicina, respectivamente (GONZALEZ et al., 1998; FONSECA et
al., 2011; RAMIREZ et al., 2011; PAGANO et al., 2012).

1.4.4 llhas genbmicas

llhas genbmicas sao blocos adicionais de material genético que fazem parte dos
cromossomos, diferente dos plasmideos (MADIGAN et al., 2010). Nessas ilhas podem

estar inseridos genes para funcdes especializadas como por exemplo: genes de
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viruléncia, resisténcia a antimicrobianos, patogenicidade, simbiose ou metabolismo
(DOBRINDT et al., 2004; SCHMIDT; HENSEL, 2004).

Esses elementos sao adquiridos por meio de transferéncia horizontal e
normalmente exibem a assinatura gendmica do organismo doador (SOARES et al.,
2012). Alguns dos genes identificados nas ilhas genémicas sédo novos, possuem funcao
desconhecida, e ndo apresentam homaologos detectaveis em outras espécies (HSIAO et
al., 2005).

Um elemento s6 € classificado como uma ilha gendmica quando apresenta as
seguintes caracteristicas: (I) auséncia nos genomas de espécies ou linhagens proximas,
porém presentes nos genomas de varias espécies bacterianas; (II) tamanhos em média
de 6 a 200 kb; (l1l) conteudo de guanina-citosina (GC) e uso de codons difere do restante
do genoma; (1V) séo flanqueadas por repeticoes invertidas ou 1S, (V) presenca de genes
gue conferem mobilidade genética, como integrases, transposases e IS (HACKER;
CORNIEL, 2001; SOARES et al., 2012; BELLANGER et al., 2014; LEE et al., 2016).

Diversas ilhas de resisténcia ja foram identificadas em A. baumannii, tais como,
AbaR1, AbaR3, AbaR5, AbaR6, AbaR7, AbaR8, AbaR9 e AbaR10 (PAGANO; MARTINS;
BARTH, 2016). Essas ilhas de resisténcia ja foram caracterizadas em muitos trabalhos
carreando genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos, como por exemplo o
gene blaoxa-23 € metais pesados (POST; WHITE; HALL, 2010; ZHU et al., 2013).

1.4.5 Plasmideos

Plasmideos sédo elementos genéticos extracromossomais, formados por DNA fita
dupla e embora a maioria possua a configuracdo circular, alguns sao lineares
(ERDONMEZ et al.,, 2014). Geralmente sdo bem menores que 0S Cromossomos,
apresentando menos de 5% do tamanho dos mesmos (CARATTOLI, 2014; SHINTANI;
SANCHEZ; KIMBARA, 2015). Nao possuem forma extracelular, existindo apenas de
forma intracelular como material genético livre (MADIGAN et al., 2010).

Apesar dos plasmideos serem dotados de um sistema de controle de replicacéo
independente e possuirem a sua propria origem de replicacdo, eles dependem de

enzimas cromossomicamente codificadas para a sua replicacdo (MADIGAN et al., 2010).
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A maioria dos plasmideos carreiam genes que conferem resisténcia a antimicrobianos,
logo, a sua aquisicao € um fator muito importante para a rapida adaptacéo das bactérias
(WEIN et al., 2019).

Nos trabalhos de Hamidian et al. (2014a) e Hamidian e Hall (2014), os plasmideos
RepAci6 pAb-G7-2 e pACICUZ2 foram identificados em A. baumannii, respectivamente.
Esses plasmideos estao intimamente relacionados e carreiam o gene aphA6 que confere
resisténcia a canamicina e a amicacina em TnaphA6. No estudo realizado por Hamidian
et al. (2014b), foi identificado o plasmideo RepAci6, o qual carreia 0 gene blaoxa-23 em

Tn2006, inserido na ilha de resisténcia AbaR4.

1.5 Bacteriofagos

Bacteriofagos sdo virus que infectam bactérias. A transdug¢do mediada por esses
virus € muito importante no processo de transferéncia horizontal de EGM (DOKLAND,
2019). Os bacteriofagos relacionados a esse processo apresentam cauda, DNA dupla
fita, estdo incluidos na ordem Caudovirales e podem ainda ser classificados em trés
familias diferentes de acordo com as caracteristicas da sua cauda, sendo elas:
Myoviridae (caudas contrateis), Siphoviridae (caudas longas e flexiveis) e Podoviridae
(caudas curtas) (TOLSTOY; KROPINSKI; BRISTER, 2018).

Os bacteriéfagos podem seguir dois ciclos de vida distintos, o ciclo litico ou
lisogénico. No ciclo litico ocorre a replicacao e liberacdo das particulas virais por meio da
lise da célula procarionte (MADIGAN et al.,, 2010; COSTA; MONTEIRO; AZEREDO,
2018). Ja no ciclo lisogénico, o genoma do virus € integrado ao genoma da bactéria,
sendo agora denominado préfago, o qual é replicado em sincronia com a célula
hospedeira (MADIGAN et al., 2010; COSTA; MONTEIRO; AZEREDO, 2018).

O ciclo litico pode ser reativado em resposta a estresses ambientais, resultando
na excisdo do préfago (HOWARD-VARONA et al., 2017). Durante a excisao, pode ocorrer
erroneamente o empacotamento de regibes especificas do DNA do hospedeiro
(transducédo especializada), as quais podem ser inseridas com o virion em uma nova
bactéria (CASJENS, 2003, CHIANG; PENADES; CHEN, 2019). Contudo, alguns
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préfagos perdem essa capacidade de excisdo e permanecem incluidos no genoma da
célula hospedeira como profagos “defeituosos” (LOH et al., 2020).

Devido ao seu potencial de transferir material genético entre micro-organismos, 0s
profagos desempenham um papel de grande relevancia na evolugdo das espécies
bacterianas (BALCAZAR, 2011). A presenca de préfagos em genomas bacterianos pode
contribuir para a patogenia desses micro-organimos, uma vez que alguns deles podem
carrear genes que codificam resisténcia a antimicrobianos, fatores de viruléncia e
protecdo contra infeccdo por bacteri6fagos (WANG, et al., 2010; ROSTAMI; NEMATI;
POURAHMAD, 2021).

Desta forma, bactérias e profagos compartilham interesses evolutivos alinhados,
pois os préfagos podem fornecer caracteristicas benéficas as bactérias e hd um aumento
da populacdo do profago em consequéncia da disseminagédo do hospedeiro (BOBAY;
TOUCHON; ROCHA, 2014). Trabalhos anteriores relatam a importancia dos profagos na
mobilidade de genes de resisténcia em cepas de StaOphylococcus aureus e P.
aeruginosa (ROLAIN et al., 2009; WINSTANLEY et al., 2009). J& foram identificados
préfagos em A. baumannii carreando genes que codificam as enzimas OXA-23 e NDM-
1, que conferem resisténcias aos carbapenémicos e B-lactamicos, respectivamente
(COSTA; MONTEIRO; AZEREDO, 2018; LOPEZ-LEAL et al., 2020). Apesar dos profagos
nao serem a Unica via de surgimento e disseminacao da resisténcia aos antimicrobianos,

esses dados evidenciam a influéncia dos préfagos nesse processo.

1.6 Caracteristicas dos clones de A. baumannii prevalentes no Brasil

A. baumannii é destacado como um grande problema em ambientes relacionados
a assisténcia a saude, principalmente em razao da resisténcia aos carbapenémicos
apresentada pela maioria das cepas desse micro-organismo, frequentemente
relacionada as oxacilinases, cujo relatos de surtos locais se encontram presentes desde
0s anos 90 (DALLA-COSTA et al., 2003; CARVALHO et al., 2009). A disseminagéo de A.
baumannii resistente a essa classe de antimicrobiano se deve especialmente a

propagacéao de linhagens clonais, onde cepas CR-Ab tém sido constantemente relatadas
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na Ameérica do Sul, sendo os complexos clonais (CC) 1, CC15, CC79 e CC25 os mais
predominantes (CAMARGO et al., 2020).

As carbapenemases inseridas nos grupos OXA-24/40, OXA-58 e OXA-143 sao
regularmente descritas em cepas clinicas de A. baumannii (MAAMAR et al., 2018). Os
genes que codificam essas enzimas sdo normalmente associados com EGM, como por
exemplo, IS (CHAN et al., 2014; NASROLAHEI et al., 2014). Além disso, a resisténcia
aos carbapenémicos em A. baumannii também é frequentemente associada com o gene
blaoxa-23 (ZARRILLI et al., 2013). No Brasil, a maioria das cepas de A. baumannii
resistentes a esses antimicrobianos foi relacionada com os CC1l, CC79 e CC15
(CAMARGO et al., 2016). Tais CC tém sido observados em diversos estados do pais, e
sua vasta disseminacao foi referida a producdo de OXA-23 (VASCONCELOS et al.,
2015).

Em 2003 um pulsotipo desse micro-organismo carreando o gene blaoxa-23 foi
observado em dois hospitais no sul do pais (DALLA-COSTA et al., 2003). Em um trabalho
realizado seis anos depois foi detectada a presenca de cinco genétipos de A. baumannii
portadores desse gene em oito hospitais no Rio de Janeiro (CARVALHO et al., 2009). E
mais provavel que a disseminacdo desse gene ocorra por EGM (CLIMACO et al., 2013).
No estudo efetuado por Grosso et al. (2011) foi identificado o gene blaoxa-23 relacionado
ao transposon Tn2006, em todas as cepas de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos inseridas no trabalho.

O gene blaoxa-72 € uma das variantes alélicas mais importantes dentro do grupo
blaoxa-24/40, poOis ele contribui para a resisténcia aos carbapenémicos, mesmo na auséncia
de IS (WERNECK et al., 2010; FERNANDEZ-CUENCA et al., 2011; JIA et al., 2019). As
primeiras cepas de A. baumannii carreando o gene blaoxa-72 descritas no Brasil foram
observadas no estado de Sado Paulo em 2011 (ANTONIO et al., 2011; WERNECK et al.,
2011). Cinco anos depois, 0 gene blaoxa-72 j& havia sido detectado em outras cepas de A.
baumannii nas regibes Nordeste e Sul do pais, salientando as grandes chances de
disseminagéo desse gene (CAVALCANTI et al., 2013; PAGANO et al., 2016). No trabalho
realizado por Werneck et al. (2011), esse gene foi observado inserido em um plasmideo,
enfatizando ainda mais a sua capacidade de disseminagédo. O estudo realizado por

Pagano et al. (2017) demonstrou que cepas desse patdégeno carreando o gene blaoxa-72
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descritas no Brasil pertenciam aos tipos de sequéncia (do inglés, sequence types - ST)
180(CC15) e 890(CC15), ST79 (CC79), ST730 (CC79) e ST891 (singleton).

O fato dos clones emergentes produtores de OXA-72 compartilharem a mesma
origem filogenética com os clones portadores do gene blaoxa-23 € alarmante, gerando
muitas preocupacdes pois estes apresentaram alta habilidade de disseminacéo e alta
prevaléncia em hospitais situados no nosso pais (PAGANO et al., 2015).

No estudo de Silva et al. (2018), realizado com cepas de A. baumannii oriundas
de pacientes de uma UTI adulto de um hospital situado em nosso pais, houve
predominéancia dos genétipos ST1, ST15, ST25 e ST79 identificados por meio da técnica
de multilocus sequence typing (MLST). O ST79 (CC79) possui grande relevancia,
apresentando elevada persisténcia e alta disseminacédo, sendo responsavel por infeccées
hospitalares, estando relacionado a diversos fatores de risco e altas taxas de mortalidade
em pacientes de UTI (SILVA et al., 2018). No Brasil ja foram relatados diversos surtos
em diferentes regibes causados por esse clone considerado de alto risco, sendo
observado principalmente nas regides Sudeste e Centro-Oeste (CARDOSO et al., 2016;
TURANO et al., 2016; RODRIGUEZ; NASTRO; FAMIGLIETTI, 2018).

Foi observada a disseminacéo de CC15 e CC79 de A. baumannii MDR em estados
distintos do pais, onde o CC15 foi relatado no Distrito Federal e em oito estados
brasileiros (Alagoas, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Norte, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul) pertencentes a quatro diferentes regides
geograficas do Brasil (CHAGAS et al., 2014).

1.7 Sequenciamento gendmico de segunda geracao

Em 2005 novas tecnologias de sequenciamento foram elaboradas e seguem
evoluindo de forma acelerada, sendo nomeadas como sequenciamento de nova geragao
(SNG) (CARVALHO; SILVA, 2010). Os SNG surgiram como uma alternativa mais rapida
e de custo reduzido, além de possuir uma genotipagem mais ampla, viabilizando sua
pratica no cotidiano de diversos laboratorios e ampliando ainda mais as informacdes
cientificas (MARDIS, 2011; LIU et al., 2012). Em paralelo a esse contexto, ocorreram

também avancos no desenvolvimento de ferramentas computacionais cuja finalidade era
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tornar a analise dos dados obtidos mais rapida, consolidando o ambito que conhecemos
hoje como bioinformatica (ATTWOOD et al., 2011).

A primeira plataforma de SNG comercializada foi o sistema 454, onde a sintese do
material genético é realizada com base no piro-sequenciamento (MARGULIES et al.,
2005). Em geral, os principios da técnica de piro-sequenciamento (Figura 1) se
fundamentam no "sequenciamento por sintese”, onde se difere do sequenciamento de
Sanger em virtude de depender da detecc¢éo da liberacdo de pirofosfato em incorporacao
de nucleotideos, em vez de terminacdo da cadeia com didesoxinucleotideos (PAREEK;
SMOCZYNSKI; TRETYN, 2011).

Figura 1. Esquema da técnica do pirosequenciameto.
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Legenda: O DNA de interesse é fragmentado, ligado a adaptadores e beads sdo amplificados por PCR de
emulsdo. Isso gera vérias cépias da mesma sequéncia de DNA em cada bead. Em seguida, cada bead é
disposto em um pocinho da lamina de sequenciamento, juntamente com o0s reagentes necessarios para a
sua amplificacdo. Durante a sintese da fita de DNA complementar, os nucleotideos incorporados podem
ser sequencialmente identificados pela deteccéo de luz resultante da liberagéo do pirofosfato.

Fonte: (Adaptado de MEDINI et al., 2008).

Posteriormente outras plataformas foram desenvolvidas, como por exemplo,
PacBio (elaborada pela Pacific Biosciences), SOLID e lon Torrent (ambas criadas pela
Life Technologies); Illumina (desenvolvida pela Solexa e depois adquirida pela Illumina)
(LIU et al., 2012). A plataforma Illumina tem sido amplamente utilizada devido ao seu
custo-beneficio e versatilidade em razdo a grande variedade de protocolos para
sequenciamento e andlise de dados (MOROZOVA; MARRA, 2008; GLENN, 2011).
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Entre as diversas aplicabilidades do SNG podemos destacar o monitoramento e a
analise do comportamento de patdégenos a fim de verificar fontes de surtos de infeccdes
(BEHJATI; TARPEY, 2013). No estudo de Harris et al. (2013), o SNG foi realizado com o
objetivo de investigar um surto de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) em uma UTI
neonatal. Esse sequenciamento permitiu a caracterizacao precisa de cepas de MRSA e
revelou que o surto pode ser atribuido a um Unico membro da equipe de funcionarios que
poderia estar carreando a cepa.

Mesmo que o SNG seja vantajoso, ainda ha contratempos a serem enfrentados
guanto a aplicacdo dessa tecnologia em tempo real no ambiente clinico, onde as
principais limitacdes estdo relacionadas a infraestrutura necessaria, capacidade e
armazenamento dos computadores e presenca de profissionais com experiéncia para
analisar, interpretar os dados e gerenciar o grande volume de informacdes (BEHJATI;
TARPEY, 2013).

Estudos baseados no sequenciamento genémico trouxeram novos conhecimentos
sobre 0s processos evolutivos e mecanismos de resisténcia apresentados pelas cepas
de A. baumannii, além de serem Uteis na ampliagdo do entendimento dos fatores de
viruléncia envolvidos na patogenicidade dessas bactérias (WRIGHT et al., 2016). Além
disso, por meio da analise filogenética dos genomas é possivel estudar de forma eficiente
o caminho evolutivo e epidemioldgico de patdogenos (JIANG et al., 2016; PU et al., 2019).

Apesar dos diversos estudos epidemiolégicos sobre A. baumannii ja realizados em
todo o mundo, ainda ha uma lacuna significativa no conhecimento relativo ao processo
evolutivo que conduz a resisténcia a multiplas drogas e diversidade genbmica desse
patdgeno.

A primeira cepa de A. baumannii a ser sequenciada foi a ATCC 17978 (SMITH et
al., 2007a). Desde entéo, varios genomas ja foram sequenciados, trazendo importantes
informacgdes sobre a patogenicidade desse micro-organismo. No trabalho de Wibberg et
al. (2018) foi realizado o sequenciamento do genoma completo da cepa K50 de A.
baumannii. Nesse estudo foi possivel identificar um plasmideo conjugativo pK50a que
codifica a carbapenemase OXA-23 e uma B-lactamase de espectro estendido (do inglés,
extended spectrum B-lactamase - ESBL), as quais podem contribuir significativamente

para o fen6tipo MDR das cepas desse micro-organismo.
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No estudo de Pu et al. (2019), por meio de uma analise comparativa do genoma
completo de cepas de A. baumannii foi observado que o principal mecanismo de
multirresisténcia entre as cepas estudadas envolvia a presenc¢a de genes associados as
bombas de efluxo. A maioria desses genes apresentavam SNP, que podem estar
envolvidos na resisténcia a antimicrobianos. Apesar disso, mais estudos dessa natureza
sao importantes a fim de elucidar os fatores que tornam esse micro-organismo prevalente
no ambiente hospitalar (ADAMS et al., 2008; MANCILLA-ROJANO et al., 2019).

1.8 Bioinformatica

As técnicas de sequenciamento nos oferecem varias aplicacdes e nos possibilitam
ampliar conhecimentos, por isso inimeros dados sdo produzidos em quantidades cada
vez maiores (MARDIS, 2013; LAND et al., 2015). Desse modo, a bioinformatica se faz
necessaria para auxiliar no processamento e interpretacdo dessas inUmeras informacdes
(GULLAPALLI et al.,, 2012; TSONGALIS et al., 2013). Essa area emergiu junto aos
avancos da biologia molecular e pode ser definida como um ramo interdisciplinar, que
por meio de técnicas estatisticas e computacionais, nos ajuda a compreender e
interpretar dados genémicos (JUNEMANN et al., 2017).

Nesse cenario, os bancos de dados surgiram para viabilizar uma melhor
organizacéo e acessibilidade dessas informacgdes, possibilitando o compartilhamento das
informacgdes e permitindo que os estudos ganhassem mais rapidez (SANTOS; ORTEGA,
2012). Sua relevancia nos mais diversos ambitos da ciéncia € de grande notoriedade,
viabilizando associacdes entre gendtipos e fendtipos, contribuindo para muitos
progressos (LANDRUM et al., 2018). A partir disso, as analises por um maior niumero de
pesquisadores tornaram-se possiveis e conseguiram evitar redundancias entre trabalhos
(MOREAU, 2007).

Um dos principais bancos de dados utilizado para as diferentes analises de
nucleotideos € o International Nucleotide Sequence Database (INSDC) resultado da
associagdo de trés bancos distintos, sendo eles: Data Bank of Japan (DDBJ), Embl
Nucleotide Sequence Database (EMBL) e GenBank (ESPINDOLA et al.,, 2010;
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LEINONEN et al., 2011; KAMINUMA et al., 2011). Eles trocam informacdes todos os dias
de modo a manter os dados atualizados ao redor do mundo (BENSON et al., 2013).

No GenBank podemos acessar diversas ferramentas, sendo que uma das mais
difundidas € o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), € possivel efetuar a
comparacao de uma determinada sequéncia com outras de dominio publico existentes,
permitindo a identificacdo daquelas similares (CAMACHO et al., 2009; BENSON et al.,
2013). Tal fato possibilita a realizagao de anotacéao de regides distintas do DNA, as quais
podem ter funcbes atribuidas caso sejam homodlogas a sequéncias disponiveis no
GenBank com funcéo conhecida (CINGOLANI et al., 2012).

As andlises de bioinformatica realizadas com base nos dados de sequenciamentos
podem se dividir em trés etapas principais, sendo a primeira o processamento dos dados
a fim de obter as sequéncias de nucleotideos (OLIVER; HART; KLEE, 2015). A analise
secundaria se baseia principalmente no alinhamento da sequéncia obtida a partir de uma
sequéncia de referéncia e posterior montagem do genoma (ULAHANNAN et al., 2013).
Por fim, € realizada a analise terciaria que consiste na deteccdo de variantes,
interpretacdo dos dados que ira fornecer subsidio para contextualizar as informacdes
geradas (OLIVER; HART; KLEE, 2015).

Devido as evolucfes da bioinformatica, as andlises e as trocas de dados sobre os
cbdigos biolégicos se encontram em harmonia, sendo cada vez mais rapidas e eficientes
(ESPINDOLA et al., 2010). A bioinformética tem se tornado uma ciéncia independente
em virtude das publicagdes via internet, implantacdo de bancos de dados centralizados
e de estudos que corroboram para o aprimoramento das técnicas de sequenciamento
(HOGEWEG, 2011).

A comparacdo de genomas é uma das aplicabilidades da bioinformética, sendo
uma importante ferramenta para a elucidacdo de caminhos evolutivos, possibilitando o
reconhecimento de elementos que se fazem presentes em determinados organismos e
ausentes em outros, assim como a identificagcdo das adaptacbes moleculares que
ocorreram em genes e proteinas cruciais para a persisténcia de determinados micro-
organismos em ambientes desfavoraveis (MOREIRA, 2015).

O alinhamento de sequéncias € apontado como uma das operagfes mais

relevantes no ambito da bioinforméatica por possibilitar multiplas aplicabilidades e consiste
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em um método de comparacdo que busca estabelecer o grau de similaridade entre duas
ou mais sequéncias (PROSDOCIMI et al., 2002). Esse método pode ser realizado com a
finalidade de analisar padrOoes presentes nas sequéncias, verificar as insergcoes e
delecdes efetuadas, realizar interferéncia estrutural e funcional de proteinas, entre outros
(VERLI, 2014).

1.9 Andlise filogenética

A filogenética € a area da biologia que busca reconstruir o caminho evolutivo de
organismos estabelecendo hipéteses de parentesco presentes em um grupo de taxa
(CAMARGO; SITES, 2013; FUTUYMA, 2013; SOUZA; ROCHA, 2015). Estudos
filogenéticos comparativos tém sido muito proveitosos, elucidando diversas informagfes
além de serem adequados e eficientes para estudos epidemiolégicos, anélise taxonémica
e para averiguar as relacées evolutivas entre espécies, onde essas comparacdes podem
ser feitas tanto no nivel morfolégico quanto molecular (GONZALEZ-VOYER; KOLM,
2010).

Para realizar uma classificacdo taxondmica diversos recursos sao usados, como
por exemplo, dados morfolégicos, bioquimicos e moleculares, onde esse Ultimo tem
crescido bastante devido ao desenvolvimento tecnoldgico e as diversas aplicabilidades
oferecidas pelos dados de sequenciamento (FABRIN et al., 2014; THOMPSON et al.,
2015; SAKAMOTO, 2016). Em razdo a esse avanco nas tecnologias de sequenciamento,
percebe-se um aumento na interferéncia de funcdo biolégica por meio do conceito de
homologia, sendo capaz de nos fornecer dados que nos indicam a provavel funcao
biolégica de proteinas desconhecidas apenas pela proximidade e similaridade daquelas
gue temos conhecimento, por meio dos alinhamentos das sequéncias (GUERRA, 2018;
SAKAMOTO, 2016).

As arvores filogenéticas sédo a representacdo grafica da relacdo evolutiva entre
taxa (IERSEL; JONES; KELK, 2019). Essas estruturas podem ou ndo ser enraizadas,
onde naquelas com raiz ocorre a presenca de um grupo externo que desempenha a

funcéo de promover uma direcéo (polaridade) evolutiva & arvore (PAGE; HOLMES, 1998;
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CALDART et al., 2016). Ja naquelas sem raiz, ocorre auséncia de indicacédo de qual n6
representa o ancestral comum (VANDAMME, 2009).

Para a escolha do grupo externo ndo devemos optar por organismos que se
relacionam de forma muito distante com o grupo interno, pois podemos perder varias
informacdes relevantes que tenham sido apagadas pelas multiplas mutacdes (PINTO,
2004). Da mesma forma que nédo devemos escolher aqueles que sejam relacionados ao
grupo interno de forma muito proxima, pois ndo seriam verdadeiramente representativos
(PINTO, 2004).

Nas arvores filogenéticas, os nds internos caracterizam ancestrais hipotéticos e
constituem o ponto de origem dos ramos, onde os diversos arranjos destes podem dar
origem a alguns grupos (clusters) (CALDART et al., 2016; PEREIRA, 2017; BALABANI
et al., 2019). Um dos desafios das inferéncias filogenéticas € a clusterizacdo dos
organismos em grupos monofiléticos no qual de fato exista um ancestral em comum, pois
diversos eventos (por exemplo, dele¢cdes e insercdes) podem levar a homoplasia, onde
nesta ha a ocorréncia de sequéncias similares sem ancestral comum (CALDART et al.,
2016). Sendo assim, embora a filogenia molecular esteja revolucionando esse ambito, ha
uma necessidade da mesma ser baseada em regides do genoma que apresentam a
histéria evolutiva das espécies para que seja de fato uma fonte confiavel e viabilize a
orientacao de revisdes taxonémicas (HULSE; BENJAMIN; HOLLINGSWORTH, 2011).

O estudo do genoma baseado na analise ortéloga pode ser uma ferramenta de
gendmica comparativa poderosa para investigar os agrupamentos de proteinas ortélogas
responsaveis pela resisténcia a multiplas drogas (GOSSANI, 2014; DE SOUZA et al.
2016). No trabalho de Si-Tuan et al. (2020) esse tipo de andlise foi empregada e forneceu
informacdes sobre 0s genes associados a viruléncia em A. baumannii, contribuindo para
0 esclarecimento dos fatores que levam ao fenotipo de multirresisténcia nesse patogeno.
Contudo, estudos adicionais sdo necessarios e poderdo ser guiados por trabalhos como
0 de Si-Tuan et al. (2020).

1.10 Justificativa e relevancia
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As IRAS se constituem em um dos assuntos mais relevantes para a saude publica
em todo o mundo, acarretando o aumento do tempo de hospitalizacdo do paciente que,
por consequéncia, eleva custos adicionais no tratamento (OLIVEIRA; MARUYAMA,
2008). A regulamentacdo de medidas de controle a essas infe¢des teve inicio no Brasil
com a Portaria n® 196, de 24 de junho de 1983, atualmente revogada, como uma tentativa
de corrigir os descuidos presentes nos servi¢os de saude (BRASIL, 1983).

Outras a¢des governamentais foram tomadas, como a Lei n° 9.431, de 6 de janeiro
de 1997 e a Portaria n° 2.616, de 12 de maio de 1998, que estabelecia a obrigatoriedade
de programas especificos de controle e prevencado de IRAS (Programa de Controle de
IRAS, PCIRAS) em todos os hospitais e determinava sua forma de implementacéo,
respectivamente (BRASIL, 1997, BRASIL, 1998). Contudo, apesar das medidas terem
sido introduzidas desde a década de 80, a probleméatica continua sendo desafiadora
(COELHO et al., 2011).

Os métodos de profilaxia e controle de IRAS tornaram-se mais efetivos apds a
implementacdo do Sistema Unico de Satde (SUS), pela Lei n° 8.080, de 19 de setembro
de 1990, onde a assisténcia a saude deixou de ser algo meramente curativista e
hospitalocéntrico, passando a ter preocupacdes com a promocédo da saude (BRASIL,
1990). Nos ultimos anos algumas outras medidas também foram adotadas, como a
Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 7, de 24 de fevereiro de 2010, que estabelece
padrées minimos para funcionamento de UTI, tendo como objetivo a reducéo de riscos
aos visitantes, pacientes e profissionais de satude (BRASIL, 2010).

Mesmo com as determinacfes regulatdrias e normativas, podemos perceber que
as instituicbes de assisténcia a salude nao estdo conseguindo implementar as acdes de
controle, uma vez que as IRAS ainda representam um grande problema na atualidade
(PEREIRA et al., 2016). A vista disso, estudos sobre os micro-organismos mais
prevalentes nessas infe¢des sdo de extrema importancia para elucidacéo de informacdes
e elaboracao de novas medidas no controle sobre o assunto.

Os agentes patogénicos multirresistentes mais frequentes e importantes no
contexto destas infec¢des foram englobados dentro da sigla "ESKAPE", dentre eles, A.

baumannii (RICE, 2008). Sua relevancia clinica tem sido justificada por sua alta
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prevaléncia no ambiente hospitalar e multirresisténcia a antimicrobianos (ROBERTS;
FINDLAY; LANG, 2001).

Preencher as lacunas do conhecimento por meio de pesquisas e coleta de dados
€ apontado como uma das principais acfes a serem tomadas no combate a essas
infeccdes. Ainda séo encontradas brechas no que se diz respeito ao esclarecimento do
processo evolutivo que leva a multirresisténcia e diversidade gendmica de A. baumannii
(CARDO et al., 2010; JIANG et al., 2016).

As comparagBes evolucionarias entre micro-organismos possibilitam o
reconhecimento das sequéncias que desempenham importantes papéis funcionais na
estrutura proteica e regulacdo génica. Desta forma, a andlise comparativa de genomas
tem revolucionado o estudo de vérias areas de pesquisa (LAND et al., 2015). Sendo
assim, analises comparativas de genomas e estudos filogenéticos de A. baumannii se
tornaram essenciais, ja que permitem um melhor entendimento dos processos evolutivos,
além de auxiliar a elucidar mecanismos de resisténcia e viruléncia e a analise de

distribuicéo e disseminagéo de genotipos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sequenciar, montar e anotar os genomas de A. baumannii para posterior analise

gendbmica comparativa e analise filogenética de 25 cepas clinicas de A. baumannii

coletadas em diferentes periodos e uma cepa de Acinetobacter nosocomialis e outra de

Moraxella catarrhalis.

2.2 Objetivos especificos

Sequenciar os genomas de A. baumannii;

Predizer regides codificadoras e ribossomais;

Anotar genes presentes no genoma de A. baumannii;

Realizar analise do MLST;

Identificar genes de resisténcia a antimicrobianos e de viruléncia;
Identificar ilhas genbmicas e elementos genéticos moveis;
Realizar andlises filogenéticas entre as cepas sequenciadas e;

Realizar analise gendbmica comparativa das sequéncias, estruturas e funcoes,

entre os genomas de A. baumannii obtidos nesse estudo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Cepas bacterianas

Foram estudadas 25 cepas de A. baumannii identificadas e caracterizadas
previamente (GENTELUCI et al., 2016; GOMES et al., 2016; RANGEL et al., 2018),
oriundas de hospitais publicos e privados do Rio de Janeiro. Quatro cepas foram
estudadas mais detalhadamente e 21 foram usadas para dar robustez a &rvore
filogenética (Tabela 1). As cepas 49349, 49353, 49366 e 49367, que foram estudadas
em detalhes, sdo representativas de dois clones prevalentes disseminados entre
hospitais brasileiros publicos e privados pertencentes os ST79/CC79 e ST15/CC15, e
foram isoladas em periodos diferentes, 2007 e 2010. As cepas de Acinetobacter
nosocomialis (GenBank numero de acesso CP045560.1) e Moraxella catarrhalis
(GenBank numero de acesso CP018059.1) foram usadas para formar o grupo externo a
arvore. Além disso, cepas de Acinetobacter nosocomialis (GenBank namero de acesso
CP045560.1) e Moraxella catarrhalis (GenBank numero de acesso CP018059.1) foram

usadas para formar o grupo externo a arvore.

3.2 Preparacao do DNA e sequenciamento do genoma completo

O DNA gendmico das 25 cepas de A. baumannii foi extraido utilizando o kit
MasterPure DNA and RNA purification (Epicentre, Madison, Wisconsin, USA), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Para a realizacdo do sequenciamento, o sequenciador
lllumina NextSeq500 para 300 ciclos (151 pb paired-end) foi utilizado. O preparo da
biblioteca foi realizado utilizando o kit Nextera (XT) (llluma, San Diego, CA, USA). Por
fim, os genomas foram montados utilizando o programa SPAdes (NURK et al., 2013). A
sequéncia do genoma da cepa de referéncia A. baumannii AB736 (GenBank niamero de
acesso CP015121.1) foi utilizada como sequéncia de referéncia para a montagem dos

genomas.
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Tabela 1. Dados das 25 cepas de A. baumannii, referente a data de isolamento, sitio de

coleta e hospital de origem.

Cepa Data de Sitio Hospital de
Isolamento de coleta origem
49349 06/10/2010 Urina HFSE
49350 11/11/2010 Urina HFSE
49351 09/09/2010 Ferida HFSE
49352 04/02/2011 Cateter HFSE
49353 10/05/2010 Ferida HFSE
49354 28/12/2010 LBA HFSE
49355 06/07/2010 Ferida HFSE
49356 10/03/2011 Cateter HFSE
49357 29/03/2011 Cateter HFSE
49358 20/06/2010 secrecdo traqueal HFSE
49359 01/04/2011 Sangue HFSE
49360 31/08/2010 Urina HFSE
49361 10/11/2010 néo identificado HUGG
49362 28/06/2010 Urina HFSE
49363 28/03/2011 Ferida HFSE
49366 14/05/2007 Sangue Copa D'Or
49367 05/12/2007 LBA Quinta D'Or
49368 2011 néo identificado HMP
49369 2011 néo identificado HMP
49370 18/03/2014 Sangue HFSE
49371 15/09/2014 Urina HFSE
49372 20/08/2014 Urina HMP
49373 26/08/2014 secrecdo traqueal HFSE
49374 23/10/2014 secrecdo traqueal HFSE
49375 19/11/2014 Sangue HFB

Legenda: HFSE, Hospital Federal dos Servidores do Estado; HUGG, Hospital Universitario Gaffrée e
Guinle; HMP, Hospital Municipal da Piedade; HFB, Hospital Federal de Bonsucesso; LBA, liquido

broncoalveolar.
Fonte: (Autoria prépria, 2022).

3.3 Predicéo de genes e anotacao funcional
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O programa Prokka (SEEMANN, 2014) foi usado para predicdo de genes e
anotacdao funcional nas 25 cepas de A. baumannii. O banco de dados Refseq disponivel
no National Center for Integrative Biomedical Informatics (NCBI) foi empregado em

conjunto a fim de refinar essa anotagao.

3.4 Andlise do multilocus sequence typing

O programa mist (SEEMANN, 2021) foi usado para a analise do MLST, o mesmo
retorna os alelos referentes aos sete genes conservados de acordo com 0s esquemas
Pasteur e Oxford (BARTUAL et al, 2005; DIANCOURT et al., 2010). Os perfis do MLST
foram obtidos in silico utilizando as sequéncias de marcadores disponiveis nas bases de
dados A. baumannii MLST, PubMLST para o esquema Pasteur e Oxford (BARTUAL et
al, 2005; DIANCOURT et al., 2010). As cepas 49369, 49371, 49372 e 49373 foram
previamente caracterizadas pela amplificacdo e sequenciamento dos setes genes
conservados descritos pelo esquema Pasteur e pelo esquema Oxford (GENTELUCI,
2020; GOMES, 2021). Os CC e as ST foram determinados pelo programa PHYLOViZ
online, onde duas diferencas foram permitidas no perfil alélico (FRANCISCO, et al. 2012).
Por meio desse mesmo programa, foi possivel gerar um diagrama onde todas as ST
identificadas, e seus respectivos CC, foram agrupados. Foi realizado um diagrama para
0 esquema Pasteur e um para o de Oxford. A andlise foi feita nas 25 cepas de A.
baumannii e também na cepa de referéncia A. baumannii AB736 (GenBank namero de
acesso CP015121.1).

3.5 Identificacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e de viruléncia

O programa ABRicate (SEEMANN, 2021) foi usado com o objetivo de identificar
0s genes de resisténcia e viruléncia. Na pesquisa pelos genes de resisténcia foi usado o
banco de dados NCBI, enquanto na busca pelos genes de viruléncia foi usado o banco
de dados Virulence Factors of Bacterial Pathogens (VFDB) para o género Acinetobacter.
Uma tabela foi gerada apresentando a presenca/auséncia dos genes relacionados a

viruléncia e a resisténcia identificados. A busca de genes de resisténcia foi realizada nas
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25 cepas de A. baumannii, enquanto a busca por genes de viruléncia foi realizada apenas

nas quatro principais cepas do trabalho.

3.6 Identificacdo de elementos genéticos moveis

Para a identificacdo das ilhas gen6micas nas cepas inseridas nesse trabalho o
programa IslandViewer foi usado (BERTELLI et al., 2017). Esse programa possui trés
métodos de predicdo integrados: IslandPick, SIGI — HMM e IslandPath-DIMOB. As
ferramentas fundamentam suas buscas por ilhas seguindo caracteristicas como:
auséncia nos genomas de espécies ou linhagens préximas, o conteudo G + C, desvio do
uso de codons, a presenca de transposases, entre outras.

As familias de IS foram identificadas usando o programa ISfinder. Caso nenhum
homélogo fosse identificado no ISfinder, uma pesquisa complementar no banco de dados
do NCBI foi realizada. Os programas PHASTER (ARNDT et al., 2016) e Prophagehunter
(SONG et al.,, 2019) foram usados para identificacdo de profagos, usando uma
abordagem ab initio para detectar segmentos relacionados ao genoma do fago. A busca
por elementos méveis foi feita apenas nas quatro principais cepas deste estudo.

3.7 Filogenia

O programa OrthoMCL foi empregado para prever os grupos de proteinas
ortélogas. Os proteomas previstos anteriormente pelo Prokka junto aos proteomas de
referéncia de A. baumannii disponiveis no momento da ultima coleta das cepas foram
baixados do NCBI e usados como entrada para o software OrthoMCL (LI; STOECKERT;
ROOS, 2003). Na construcdo da arvore filogenética usando uma abordagem sem
alinhamento, primeiro foram gerados 1.000 conjuntos de dados usando uma abordagem
bootstrap (com substituicdo), escolhendo o niumero de ortélogos identificados para todas
as cepas usadas nas analises para grupos OrthoMCL com substituicdo, usando a fungéo
de amostragem linguagem em R (http://www.R-project.org). Cada grupo ortdlogo que
apresentar uma proteina para cada cepa incluida nesse estudo foi classificado como o
grupo de proteinas do nucleo. Para cada bootstrap, as sequéncias de aminoacidos do

grupo ortélogo foram extraidas do proteoma previsto de cada cepa. Cada pool de
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sequéncias de proteinas em cada bootstrap foi entdo usado como entrada no software
CVTree (QI; LUO; HAO, 2004; XU; HAO, 2009; ZUO; HAO, 2015), um programa que
constréi arvores filogenéticas baseadas em genoma inteiro sem alinhamento de
sequéncia usando uma abordagem de vetor de composi¢cao, gerando 1.000 matrizes de
distancia. O método do vetor de composicdo contorna a ambiguidade de selecionar os
genes para a reconstrucao filogenética, afastando o requerimento do alinhamento das
sequéncias de comprimento e contetdo génico essencialmente distintos (Ql; LUO; HAO,
2004). Os programas neighbor e o Consense, ambos do pacote PHYLIP (RETIEF, 2000),
foram usados para gerar uma arvore filogenética para cada matriz de distancia e calcular
uma arvore de consenso pelo método da arvore de consenso da regra da maioria,
respectivamente, seguido por visualizacdo de arvore e geracao de figura usando o
software iTOL (LETUNIC; BORK, 2016). Duas cepas de A. nosocomialis (GenBank
namero de acesso CP045560.1) e uma de M. catarrhalis (GenBank nimero de acesso

CP018059.1) foram usadas para formar o grupo externo da arvore.

3.8 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos,
por meio da Plataforma Brasil, sendo aprovado segundo registro n°
34239614.5.0000.5248.
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4 RESULTADOS

4.1 Métricas da montagem e anotacdo dos genomas

As informacdes referentes as métricas da anotacao dos genomas de A. baumannii

realizada através do programa Prokka estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Informacdes sobre as métricas da anotacdo das cepas de A. baumannii
realizada pelo programa Prokka.

Cepa N° de Maior N50 N°de Contetdo
contigs contig CDSs GC (%)

49349 772 110.950 26.319 3754 39.8
49353 891 100.845 27.212 3841 40.1
49366 207 132.295 54.583 4097 39.0

49367 267 160.878 58.661 3857 39.1

Legenda: CDS, sequéncias codificantes; GC, guanina-citosina.
Fonte: (Autoria prépria, 2022).

4.2 Analise do multilocus sequence typing

Para atribuicdo dos ST foi usado o programa mist, enquanto a classificacdo dos
CC foi realizada pelo programa PHYLOViZ online considerando os dois esquemas
diferentes, Oxford e Pasteur (Tabela 3).

De acordo com o esquema Oxford, 16 ST diferentes foram atribuidos, sendo eles:
ST225, ST305 (n = 3), ST1615, ST227, ST1483, ST1616, ST231 (n = 3), ST235 (n = 2),
ST229 (n = 3), ST1617, ST1618, ST747, ST514, ST1283, ST133, ST1619 (n = 3).

Ja emrelacédo ao esquema Pasteur, 14 ST diferentes foram atribuidos, sendo eles:
ST15 (n =5), ST188 (n = 3), ST79 (n = 3), ST1079, ST1 (n = 3), ST160, ST162, ST25,
ST1080, ST190, ST458, ST345, ST103, ST1083 (n = 2).

Na identificagdo dos CC e ST ja determinados, foi utilizado o programa PHYLOViZ
online. Considerando o esquema Oxford, 14 CC foram identificados e n&o foi atribuido
nenhum CC ao ST305, sendo entdo chamado de singleton.
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Tabela 3. Resultados do multilocus sequence typing (MLST) referente as 25 cepas de A.
baumannii considerando os esquemas Oxford e Pasteur, realizado com os programas

mist e PHYLOViZ online.

Cepa

[ST(CCO)]

MLST-OD

MLST-IP

49349
49350
49351
49352
49353
49354
49355
49356
49357
49358
49359
49360
49361
49362
49363
49366
49367
49368
49369
49370
49371
49372
49373
49374
49375

225 (CC225)
305 (singleton)
305 (singleton)
1615 (CC113)

227 (CC205)
1483 (CC403)
1616 (CC231)

231 (CC231)

235 (CC235)

229 (CC229)

235 (CC235)

229 (CC229)

229 (CC229)
1617 (CC336)
1618 (CC1820)

747 (CC542)

514 (CC514)
1283 (CC113)

133 (CC103)
1619 (CC103)

231 (CC231)

231 (CC231)
1619(CC103)
305 (singleton)
1619(CC103)

15 (CC15)
188 (CC10)
188 (CC10)
79 (CC79)
79 (CC79)
ST1079(CC1356)
1(CC1)
160 (CC1)
162 (CC162)
25 (CC25)
ST1080 (CC25)
190 (singleton)
458(CC341)
345 (CC109)
103 (CC213)
79 (CC79)
15 (CC15)
ST1083(CC15)
ST1083(CC15)
15 (CC15)
1(CC1)
1(CC1)
15 (CC15)
188 (CC10)
15 (CC15)

Legenda: MLST-OD, multilocus sequence syping — Oxford database; MLST-IP, multilocus sequence typing
— Institute Pasteur; ST, tipo de sequéncia; CC, complexo clonal.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

Ainda considerando o esquema Oxford, o CC113 agrupou os ST1615 e ST1283,
enquanto o CC231 agrupou o ST231 (n = 3) e ST1616. As duas cepas do ST235 foram
agrupadas ao CC235, as trés cepas atribuidas ao ST229 foram incluidas ao CC229 e as
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trés cepas do ST1619 pertenceram ao CC103. Por fim, os demais CC também foram
atribuidos, sendo eles: ST225(CC225), ST227(CC205), ST1483(CC403),
ST1617(CC336), ST1618(CC1820), ST747(CC5H42), ST514(CC514).

Considerando o esquema Pasteur, 10 CC foram identificados e o ST190 foi
considerada um singleton. O CC15 reuniu a ST15 (n=5) e ST1083 (n=2), o CC25 incluiu
0ST25 e ST1080 e o CC1 agregou o ST1 (n=3) e ST160. Ja o ST458 pertenceu ao
CC341.

O ST188 (n=3) pertenceu ao CC10, enquanto o ST103 foi incluido ao CC213 e 0
ST345 pertenceu ao CC109. As trés cepas do ST79 foram agrupadas ao CC79, ja o
ST1079 foi incluida ao CC1356 e 0 ST162 pertenceu ao CC162.

As cepas 49369, 49371, 49372 e 49373 foram previamente caracterizadas por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para os sete genes conservados descritos pelo
esquema Pasteur e pelo Oxford (GENTELUCI, 2020; GOMES, 2021).

A partir do programa PHYLOViZ online dois diagramas foram construidos, um
referente ao esquema Oxford (Figura 2) e outro ao Pasteur (Figura 3) onde € possivel
ter uma visdo ampla referente a distribuicdo dos CC. Nessas figuras séo exibidas todas
0s ST depositadas na base de dados PUBMLST para ambos 0s esquemas até o dia na
analise (04\04\2022), assim como os ST e CC das 25 cepas incluidas no presente

trabalho, os quais estdo destacados por cédigo de cores.
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Figura 2. Diagrama construido a partir do programa PHYLOViZ online indicando a distribuicdo entre as ST de acordo com

0 esquema Pasteur.
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Figura 3. Diagrama construido a partir do programa PHYLOViZ online indicando a distribuicéo entre as ST de acordo

com o esquema Oxford.
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4.3 ldentificagdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e de viruléncia

4.3.1 ldentificagcdo de genes de resisténcia a antimicrobianos

Na identificacdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos, através do programa
ABRicate usando o banco de dados NCBI, genes que codificam resisténcia a
cefalosporinas, aos carbapenémicos, a estreptomicina e a espectinomicina foram
comuns a todas as cepas.

Todas as quatro cepas apresentaram genes que codificam cefalosporinases
derivadas de Acinetobacter (do inglés, Acinetobacter-derived cephalosporinases - ADC)
(ZHAO; HU, 2012). As cepas 49353 e 49366, ambas pertencentes ao CC79,
apresentaram 0 gene blaabc-1s2, enquanto as cepas 49349 e 49367, apresentaram
respectivamente os genes blaapc-s € blaapc-1s1. Genes que codificam oxacilinases do tipo
CHDL foram identificados nas quatro cepas, sendo 0s genes blaoxa-23 € blaoxa-6s
observados nas cepas do CC79 e os genes blaoxa-23 e blaoxa-s1 apresentados pelas cepas
do CC15. O gene blaoxa-23 foi comum a todas (ZHAO; HU, 2012).

Genes que codificam enzimas modificadoras de aminoglicosideos (do inglés,
aminoglycoside-modifying enzymes - EMA) foram observados em todas as cepas. O
gene ant(3")-lla codificador de nucleotidiltransferases (do inglés, aminoglycoside
nucleotidyltransferases - ANT) foi comum a todas, ele codifica resisténcia a
estreptomicina e a espectinomicina (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). J4 os genes aph(3")-
Ib e aph(6)-ld, que codificam fosfotransferases (do inglés, aminoglycoside
phosphotransferases - APH), e o gene aadAl, que codifica acetiltransferases (do inglés,
aminoglycoside acetyltransferase - AAC), foram identificados somente nas cepas
inseridas no CC79. Os genes aadAl, aph(3")-lb e aph(6)-Id codificam resisténcia a
espectinomicina (HOLLINGSHEAD; VAPNEK, 1985, RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

O gene sul2, codificador de resisténcia a sulfonamida, e o gene aph(3’-Via,
codificador de resisténcia a canamicina e a amicacina, foram verificados nas cepas
49367, 49353 e 49366 (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010, ZHOU et al., 2021). Somente as
cepas do CC79 apresentaram genes que codificam resisténcia ao cloranfenicol, ao
florfenicol, ao trimetoprim e a estreptotricina, sendo eles respectivamente: cmIB1, floR,
dfrAl e sat2 (OBINATA; SUGIMOTO; NIWA, 2018; KADLEC; SCHWARZ, 2018). Apenas
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cepas do CC79 apresentaram o gene blartem-150 que codifica uma ESBL (SURLEAC et al.,
2020). Por fim, gene aac(6')-Ib', o qual codifica resisténcia a gentamicina, foi identificado
exclusivamente na cepa 49353 (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

O resultado da resisténcia aos antimicrobianos referente as quatro principais
cepas do presente trabalho, se encontra descrito na tabela 4.

No Apéndice A podem ser observadas tabelas mais detalhadas individualizadas
para cada cepa, onde estdo descritos 0s genes de resisténcia identificados pelo
programa ABRicate.

O resultado da resisténcia aos antimicrobianos referente as 21 cepas de A.
baumannii usadas com a finalidade de dar robustez a arvore filogenética pode ser

observado no Apéndice B.

Tabela 4. Apresentacéo da presenca/auséncia dos genes que codificam resisténcia para
cada antimicrobiano referente as quatro cepas de A. baumannii, feita a partir dos dados

obtidos pelo programa ABRicate.
Cepas CEF CAR BET STE SPE EST KAN AMK TRl CHL FLO SUL GEN

49349 v v v v
49353 v v v v v v v v v v v v v
49366 v v v v v v v v v v v

49367 v v v v v v

Legenda: CEF, cefalosporina; CAR, carbapenémicos; BET, B-lactdmicos; STE, estreptomicina; SPE,
espectinomicina; EST, estreptotricina; KAN, canamicina; AMK, amicacina; TRI, trimetoprim, CHL,
cloranfenicol; FLO, florfenicol; SUL, sulfonamida; GEN, gentamicina.

Fonte: (Autoria propria, 2022).

4.3.2 Identificacdo de genes de viruléncia

A procura por genes de viruléncia foi realizada utilizando o programa ABRicate
usando o banco de dados VFDB. No Apéndice C podem ser observadas tabelas
individualizadas para capa uma das quatro cepas, onde estao apresentados os genes de
viruléncia que foram identificados em cada uma, assim como o que cada gene codifica.

Foram identificados 40 genes no total, onde 31 deles foram comuns a todas as

cepas, sendo eles: ompA, adeH, adeG, bfmR, bfmS, bauB, bauC, bauD, bauE, bauF,
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pgaA, pgaB, pgaC, pgaD, plc, plcD, basA, basC, basD, basF, basG, basH, basJ, barA,
barB, bap, entE, csuA\B, csuC, csuD e csuE.

O sistema de dois componentes BfmRS, o qual esta associado a formacao de
biofilme, foi comum a todas as cepas (NOGBOU et al., 2022). Além disso, 0 operon
adeFGH codificam uma bomba de efluxo de multidrogas e os genes adeH e adeG foram
comuns a todas as cepas, enquanto o gene adeF foi observado somente nas cepas
49349 e 49367 (COYNE et al., 2010).

Os genes basA, basC, basD, basF, basG, basH e basJ, envolvidos na biossintese
do sideréforo acinetobactina, foram identificados nas quatro cepas (NOGBOU et al.
2022). O gene basB foi identificado nas cepas 49349, 49353 e 49367, enquanto o gene
basl s6 foi verificado nas cepas 49349 e 49367.

Os genes barA e barB responsaveis pela secrecdo de acinetobactina foram
identificados em todas as cepas (OGBOU et al., 2022). Por fim, os genes que medeiam
o transporte do complexo acinetobactina-ferro bauB, bauC, bauD, bauE e bauF também
foram comuns a todas as cepas, porém o gene bauA sé foi identificado nas cepas
pertencentes ao CC79 (NOGBOU et al., 2022).

Os genes csuA\B, csuC, csuD e csuE desempenham funcbes associadas a
formacdo de pili e foram identificados em todas as cepas. Contudo, 0 gene csuA foi
observado apenas nas cepas 49349, 49366 e 49367. Por fim, o gene csuB foi identificado
somente na 49366 e 49367 (NOGBOU et al., 2022).

Os genes abal/abaR, os quais codificam um sistema quorum sensing, foram
observados nas cepas do CC15 (NOGBOU et al., 2022). Ja o gene esxN, que codifica
um sistema de secrec¢do do tipo VII (T7SSs) ESX-5, foi encontrado exclusivamente na
cepa 49353 (HOUBEN et al., 2012). O gene entE foi identificado em todas as cepas no
presente estudo e esta associado a captacéo de ferro (NOGBOU et al., 2022). Os genes
plc e plcD, que codificam fosfolipases importantes, também foram observados em todas
as cepas (RAYNAUD et al., 2002).

O gene bap, que codifica uma proteina associada a formacao de biofilme (do
inglés, biofilm-associated proteins -BAP), foi identificado em todas as cepas (NOGBOU
et al., 2022). O operon pgaABCD, que também esta associado a formacao de biofilme,

foi verificado nas quatro cepas (NOGBOU et al., 2022). Além disso, 0 gene ompA, que



58

codifica uma proteina de membrana externa muito importante no processo de adeséo de

A. baumannii as células epiteliais, foi identificado nas quatro cepas (SMITH et al., 2007b).

4.4 ldentificacdo de ilhas genémicas e elementos genéticos méveis
4.4.1 Identificacédo de ilhas genémicas

A busca por ilhas gendmicas foi realizada usando o programa IslandViewer, que
possui trés métodos de predicao integrados: IslandPick, SIGI — HMM e IslandPath-
DIMOB. Foram verificadas ilhas genémicas em todas as cepas do estudo (Figuras 4, 5,
6e7).

Em todas as ilhas foi possivel observar a presenca de genes relacionados com 0s
componentes de bacteriéfagos e genes relacionados a mobilidade, como transposases e
IS. Foram encontradas varias proteinas hipotéticas e genes ausentes de anotacédo, sem
homologos detectaveis. Além disso, ndo foram encontradas ilhas gendmicas de

resisténcia compartilhadas entre os genomas.

Figura 4. Mapa interativo realizado através do IslandViewer que apresenta uma
demonstracao gréfica das Ilhas gendmicas encontradas na cepa 49349 de A. baumannii.
As ilhas destacadas na cor vermelha foram previstas por pelo menos um método do

programa, em azul as ilhas genémicas previstas pelo método IslandPath-DIMOB.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Figura 5. Mapa interativo realizado através do IslandViewer que apresenta uma
demonstracao gréafica das Ilhas genémicas encontradas na cepa 49353 de A. baumannii.
As ilhas destacadas na cor vermelha foram previstas por pelo menos um método do
programa, em azul as ilhas gendmicas previstas pelo método IslandPath-DIMOB, por fim,

em laranja as ilhas gendémicas previstas por pelo SIGI-HMM.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

Figura 6. Mapa interativo realizado através do IslandViewer que apresenta uma
demonstracao gréfica das Ilhas genémicas encontradas na cepa 49366 de A. baumannii.
As ilhas destacadas na cor vermelha foram previstas por pelo menos um método do
programa, em azul as ilhas genémicas previstas pelo método IslandPath-DIMOB, por fim,
em laranja as ilhas gendémicas previstas por pelo SIGI-HMM.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Figura 7. Mapa interativo realizado através do IslandViewer que apresenta uma
demonstracao gréafica das Ilhas gendmicas encontradas na cepa 49367 de A. baumannii.
As ilhas destacadas na cor vermelha foram previstas por pelo menos um método do
programa, em azul as ilhas genémicas previstas pelo método IslandPath-DIMOB, por fim,

em laranja as ilhas gendémicas previstas por pelo SIGI-HMM.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

Foram encontrados diversos genes relacionados a viruléncia e patogenicidade em
todas as ilhas. Para cada cepa ha uma tabela no Apéndice D onde esses genes foram
detalhados.

Com a finalidade de filtrar os dados obtidos, a busca foi refinada para genes
associados a resisténcia, genes relacionados ao sistema de quorum sensing, genes que
codificam o sistema de secrec¢édo do tipo VI (T6SS) e genes associados a formacéo de
biofilme e pili.

Foram identificados 21 genes associados a resisténcia nas ilhas analisadas, sendo
qgue 12 deles foram também identificados previamente pelo ABRicate.

Algumas enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMA) que foram
identificadas pelo ABRicate também foram identificadas pelo IslandViewer, sendo elas:
aph(3')-Vla (identificado nas cepas 49353, 49366 e 49367), ant(3")-lla (comum a todas),
aph(3")-1b e aph(6)-Id (ambas identificadas somente nas cepas do CC79).

O gene aadAl também foi identificado pelos programas ABRicate e IslandViewer,

apenas nas cepas pertencentes ao CC79. O gene sul2, que codifica resisténcia as
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sulfonamidas, foi identificado nas ilhas gendémicas das cepas do CC79, porém, pelo
ABRIicate esse gene também foi observado na cepa 49367.

Os genes gue conferem resisténcia aos fenicois, floR e dfrA, e o gene sat2, que
codifica resisténcia a estreptotricina foram identificados pelos programas ABRIicate e
IslandViewer, apenas nas cepas pertencentes ao CC79 (OBINATA; SUGIMOTO; NIWA,
2018; KADLEC; SCHWARZ, 2018).

Os genes que compdem o operon AdeFGH também foram identificados pelo
ABRicate e IslandViewer, sendo os genes adeH, adeG presentes em todas as cepas,
enguanto o gene adeF foi identificado apenas nas cepas do CC15.

A enzima B-lactamase de classe A foi identificada nas ilhas das cepas inseridas
no CC79. Além disso, a enzima metalo-B-lactamase (MBL) metalo-hidrolase foi
observada exclusivamente nas ilhas da cepa 49349.

O gene abeS, que codifica bomba de efluxo de resisténcia a multidrogas, foi
identificado somente nas ilhas da cepa 49366 (LARI; ARDEBILI; HASHEMI, 2018). Ja o
gene mdtD, que codifica uma subunidade exportadora de drogas, foi observado somente
nas ilhas da cepa 49349 (NAGAKUBO et al., 2002).

O gene adeB, que faz parte do operon AdeABC o qual codifica uma bomba de
efluxo, foi visto apenas nas ilhas da cepa 49367 (XU; BILYA; XU, 2019). Enquanto abaF,
gue confere resisténcia a fosfomicina, foi identificado exclusivamente nas ilhas da cepa
49366 (SHARMA et al., 2017).

O sistema de efluxo de composto antimicrobiano proteobacteriano (do inglés,
proteobacterial antimicrobial compound efflux - PACE) foi identificada nas ilhas cepas
49353, 49366 e 49367 (HASSAN et al., 2018). A porina OprD, associada a difusdo de
carbapenémicos, foi identificada nas ilhas das cepas 49349, 49353 e 49367 (TAMBER;
OCHS; MANCOCK, 2006). Por fim, o gene murl, associado a resisténcia a ciprofloxacina,
foi identificado somente nas ilhas da cepa 49366 (SENGUPTA; GHOSH; NAGARAJA,
2008; ZHANG et al., 2016).

Os genes abal e abaR, relacionados ao sistema de quorum sensing, sO foram
encontrados nas ilhas da cepa 49349 (NOGBOU et al., 2022). E importante ressaltar que
esses genes também foram previstos previamente pelo programa ABRIicate, na busca

por genes de viruléncia usando o banco de dados VFDB. Em contrapartida, a proteina
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VgrG, a qual desempenha um importante papel ha montagem do sistema de secrecao
tipo VI (T6SS) foi identificada nas ilhas de todas as cepas (COULTHURST, 2019; WANG
et al., 2021).

O gene ata, o qual estd envolvido nos processos de formacdo de biofilme, foi
identificado nas ilhas genémicas das cepas pertencentes ao CC15 (BENTACOR et al.,
2012). J4 o gene galU e a proteina KpsF, ambos associados a formacao de biofilme,
foram identificados apenas nas ilhas gendmicas da cepa 49366 (MOLLERACH; LOPEZ;
GARCIA, 1998; BONOFIGLIO; GARCIA; MOLLERACH, 2005). Enquanto as proteinas de
dominio GGDEF e DcaP-like foram verificadas nas ilhas das cepas do CC79.

O gene TviB, que esta relacionado a sintese do polissacarideo capsular, foi
identificado nas ilhas gendmicas da cepa 49349 e 49366 (CAMPOS et al., 2008; TRAN
et al., 2010). Contudo, o gene tviC, que também estd associado a essa sintese foi
observado apenas nas ilhas da cepa 49366.

EpsG € uma proteina associada a formacdo de pili e identificada nas ilhas
gendmicas das cepas 49366 e 49367 (GRAY et al., 2011). A proteina usher da membrana
externa também € associada a essa funcdo e foi identificada nas ilhas genémicas das
cepas 49349, 49366 e 49367 (WERNEBURG; THANASSI, 2018). Além disso, o gene
tadA, também relacionado a formacéo de pili, foi identificado nas ilhas gendmicas da cepa
49367 (BHATTACHARJEE et al., 2001).

4.4.2 ldentificacdo das familias de sequéncias de insercao

A busca por IS foi realizada usando o programa ISfinder. Com a finalidade de
refinar os resultados, a busca foi feita apenas nas sequéncias de genes que conferem
resisténcias aos antimicrobianos estreptomicina, espectinomicina, cefalosporina e
carbapenémicos.

O critério de escolha foi pautado no fato de que todas as cepas do estudo
apresentaram genes de resisténcia a esses antimicrobianos quando verificado
previamente pelo programa ABRicate. Foi verificada a presenca de IS em todas as
sequéncias que foram submetidas ao programa ISfinder para as quatro cepas inseridas

nesse trabalho (Tabela 5).
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Tabela 5. Sequéncias de insercdo identificadas pelo programa ISfinder adjacentes a
genes que conferem resisténcia a estreptomicina, a espectinomicina, a cefalosporina e
aos carbapenémicos em cepas de A. baumannii.

Gene Resisténcia IS Familia Origem Cepas
blaoxa-23 CAR ISAbal 1S4 A. baumannii Comum a todas as quatro
cepas
blaoxa-s1 CAR MICBce4 1S4 Bacillus cereus 49349(CC15) e
49367(CC15)
blaoxa-65 CAR ISGsp4 ISLre2 Geobacillus spp. 49349(CC15) e
49367(CC15)
blaabc-s CAR ISEch14 IS3 Dickeya dadantii 49349(CC15)
blaapc-1s2 CAR ISEch14 IS3 Dickeya dadantii 49353(CC79) e
49366(CC79)
blaapc-1s1 CAR ISEch14 IS3 Dickeya dadantii 49367(CC15)
ant(3)-lla STE e SPE ISCig1l 1S1595 Campylobacter Comum a todas as quatro
iguaniorum cepas
aadAl EST TnAs3 n3 Aeromonas 49353(CC79) e
salmonicida 49366(CC79)
aph(6)-Id EST Tn5393 Tn3 Erwinia 49353(CC79) e
amylovora 49366(CC79)
aph(3")-Ib EST Tn5393 n3 Erwinia 49353(CC79) e
amylovora 49366(CC79)

Legenda: CAR, carbapenémicos; SPE, espectinomicina; EST, estreptomicina.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

O elemento ISAbal, pertencente a familia IS4 e é originario de A. baumannii, foi

identificado associado ao gene blaoxa2s nas quatro cepas. JA& 0 gene blaoxa-si,

encontrado nas cepas do CC15, foi observado associado ao elemento MICBce4, que esta

inserido na familia 1S4 e é originario de Bacillus cereus.

A IS ISGsp4 foi identificada adjacente ao gene blaoxa-ss has cepas do CC15, esse

elemento se encontra inserido na familia ISLre2, tendo origem do micro-organismo

Geobacillus spp. O gene ant(3")-lla, encontrado nas quatro cepas, foi associado a ISCig1,

da familia 1IS1595 e tem origem em Campylobacter iguaniorum.

As sequéncias Acba_ 03239 (49349), Acba_ 03834 (49353), Acha 03595 (49366)
e Acba 03729 (49367) que codificam, respectivamente, 0s genes: blaabc-s, blaapc-1sz,
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blaabc-182 € blaapc-1s1, foram relacionadas com ISEch14, que pertence a familia IS3 e tem
origem em Dickeya dadantii.

O programa ISfinder também é capaz de identificar IS derivadas de transposons
da familia Tn3. Devido a isso, foi possivel identificar que o gene aadAl, encontrado nas
cepas do CC79, esteve associado ao elemento TnAs3 originario de Aeromonas
salmonicida. Além disso, os genes aph(6)-Id e aph(3")-lb, também presente nas cepas
do CC79, foram associados a Tn5393, o qual possui origem na bactéria Erwinia

amylovora.

4.4.3 ldentificacao de préfagos pelo PHASTER

Foi verificada a presenca de préfagos em todas as quatro cepas, a busca foi
realizada através da ferramenta PHASTER. Contudo, ndo foram observados genes de
viruléncia ou genes que conferem resisténcia a antimicrobianos em nenhuma das regiées
de profago, sendo verificadas somente algumas proteinas hipotéticas e genes
relacionados com os componentes do fago. Além disso, foi identificada a presenca de
enzimas transposases nos préfagos das quatro cepas.

O programa PHASTER classifica as regides de préfagos em intactas,
questionaveis e incompletas, de acordo com uma pontuacéo atribuida a cada sequéncia
(Figura 8). Essa pontuacéo é realizada a partir da comparacgéao das fases de leitura aberta
(do inglés, open reading frame - ORFS) identificadas no genoma a ser analisado com as

ORF depositadas nos bancos de dados por meio do alinhamento de sequéncias.

Figura 8. Pontuacdo necesséria para cada classificacdo de regiées de préfagos pelo
PHASTER.

Intact (score > 90)
Questionable (score 70-90)
Incomplete (score < 70)

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Foram identificadas 16 regides de préfago na cepa 49353, sendo as regides um e
trés completas e as demais foram classificadas como incompletas (Figura 9).

Figura 9. Informacdes sobre as regides de profagos identificadas no genoma da cepa
49353 através do PHASTER.

Total: 16 prophags regions have been identified, of which 2 regions are intact, 14 regions are incomplete, and O regions ars questionabls.

Region glon Length  C 1 Score = Total Proteins  Region Position Most Commen Phage GC%  Details

NODE_5_length_86250_cov_27.742

MODE_73_length_21580_cov_25.5418

Fonte: (Autoria propria, 2022).

Foram identificadas oito regides diferentes de profagos na cepa 49439, onde
somente a primeira regido foi classificada como intacta, seis estdo incompletas (2, 4, 5,

6,7 e 8) e a regiao 3 foi classificada como questionavel (Figura 10).
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Figura 10. Informacdes sobre as regifes de profagos identificadas no genoma da cepa
49349 através do PHASTER.

Total: 8 prophage regions have been identified, of which 1 regions are intact, & regions are incomplete, and 1 regions are questionable.

Region RegionLength  Completeness Score # Total Proteins Region Position Most Common Phage GC % Details

MODE_21_length_38633_cov_29.8592

NODE_37_length_25012_cov_40.3667
NODE_38_length_28996_cov_39.6257
NODE_89_length_15618_cov_30.2149

NODE_99_length_14035_cov_25.3311

NODE_109_length_12178_cov_49.8194

NODE_104_length_13216_cov_25.6636
NODE_125_length_9090_cov_20.2931

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

Na busca por préfagos na cepa 49366, foram encontradas sete regides, onde
somente a primeira esta completa e as restantes foram definidas como incompletas
(Figura 11).

Figura 11. Informacdes sobre as regibes de profagos identificadas no genoma da cepa
49366 através do PHASTER.

Total: 7 prophage regions have been identified, of which 1 regions are intact, 6 regions are incomplete, and O regions are questionable.

Region Region Length  Completeness Score # Total Proteins  Region Position Most Common Phage GC % Details

NODE_2_length_124311_cov_39.0318

NODE_5_length_103855_cov_27.0389
NODE_16_length_73795_cov_31.6875

NODE_70_length_19576_cov_39.9664

NODE_18_length_64875_cov_67.9759
NODE_72_length_19159_cov_50.7953

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Na cepa 49367 foram encontradas cinco regides, onde as duas primeiras estao

completas e as restante foram classificadas como incompletas (Figura 12).

Figura 12. Informacdes sobre as regifes de profagos identificadas no genoma da cepa
49367 através do PHASTER.

Total: 5 prophage regions have been identified, of which 2 regions are intact, 3 regions are incomplete, and O regions are questionable.

Region Region Length  Completeness Score # Total Proteins  Region Position Most Common Phage GC% Details

NODE_15_length_75691_cov_33.1185

NODE_23_length_58661 _cov_31.8337
NODE_31_length_47495_cov_36.0093

NODE_62_length_19948_cov_31.6567

NODE_67_length_18322_cov_22.2687

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

4.4.4 ldentificacdo de préfagos pelo ProphageHunter

Na busca por préfagos, pelo programa ProphageHunter, foram identificadas
regides de profagos nas cepas 49349, 49366 e 49367 (Figuras 13, 14 e 15). Nao foram
observados genes que conferem resisténcia a antimicrobianos em nenhum préfago,
sendo verificadas somente algumas proteinas hipotéticas, genes relacionados com 0s

componentes do fago e genes que codificavam a enzima transposase.

Figura 13. Regides de préfagos identificadas na cepa 49349 de A. baumannii pelo

ProphageHunter.

Bacteria genome 38633 bp

] 5,000 10,000 15,000 20,000 25000 30,000 35,000 40,000

Phages
coo TN . R

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Figura 14. Regides de préfagos identificadas na cepa 49366 de A. baumannii pelo

ProphageHunter.

Bacteria genome 75321 bp

Phages

LT I ]

Fonte: (Autoria propria, 2022).

Figura 15. Regifes de profagos identificadas na cepa 49367 de A. baumannii pelo

ProphageHunter.

Bacteria genome 75691 bp

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

4.5 Filogenia

A arvore filogenética foi construida a partir dos programas CVTree, Neighbor e
Consense. O programa iTOL foi usado para visualizar a arvore (Figura 16). Foi utilizado
o método de Neighbor-Joining e a distancia inferida foi calculada usando o método
descrito por Qi, Wang e Hao (2004) e bootstrap de 1.000 repeticdes.

A cepa de referéncia A. baumannii AB736 (GenBank numero de acesso
CP015121.1), a qual esta identificada na arvore como “b736” foi usada para fornecer
confiabilidade aos dados da arvore. A mesma pertence ao ST46/CC46. No grupo externo
da arvore filogenética encontram-se as cepas de A. nosocomialis (descritas como anl e
an2 na arvore), de forma mais proxima ao clado de A. baumannii, e a cepa de M.
catarrhalis (descrita como mc na arvore). Logo abaixo encontra-se o grande clado que
reune as cepas de A. baumannii.

Para a analise da arvore foi considerado somente um esquema de tipagem. Isso
ocorreu em razdo da inviabilidade de utilizar os dois esquemas existentes

simultaneamente, visto que eles consideram diferentes genes e a numeracéo das ST e
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CC é distinta. Embora alguns pesquisadores tentem associar os resultados depositados
nos dois bancos de dados para cruzar as informacfes, muitos ST ainda ndo foram
relacionadas. Desta forma, o esquema escolhido foi o Pasteur, pois o CC15 e CC79,
principais objetos de analise no presente estudo, foram caracterizados por esse
esquema.

No grande clado onde as cepas de A. baumannii estdo inseridas aquelas que
compartiihavam o mesmo CC foram agrupadas lado a lado na &rvore e foi possivel
observar que os CC15 e CC79 fircaram relativamente distantes na arvore. A maioria das
cepas de A. baumannii foram agrupadas no CC15 (n=7), seguida pelo CC1 (n=4), CC79
(n=3), CC10 (N=3) e CC25 (n=2). Os demais CC apresentam somente uma cepa cada e
a cepa 49360 foi classificada como um singleton.

A maior parte das cepas (n=18) foi originada do Hospital Federal dos Servidores
do Estado (HFSE), seguido pelo Hospital Municipal da Piedade (HFB) (n=3). Os demais
hospitais possuem apenas uma cepa cada. Ja em relacdo ao ano de isolamento, a
maioria das cepas foi isolada em 2010 (n=10), seguida por 2011 (n=7), 2014 (n=6) e 2007
(n=2). Em relacéo ao sitio de coleta, as cepas 49361, 49368 e 49369 ndo possuem essa
informacé&o disponivel. O restante das cepas foi coletado de urina (n=6), sangue (n=4),

ferida (n=3), cateter (n=3), secrec¢ao traqueal (n=3) e liquido broncoalveolar (LBA) (n=2).
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Figura 16. Arvore filogenética, visualizada por meio do programa iTOL, comparando as 25 cepas de A. baumannii, as quais
foram codificadas por cores de acordo com os seus CC, mais as trés cepas que formam o grupo externo.
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Legenda: HFSE, Hospital Federal dos Servidores do Estado; HUGG, Hospital Universitario Gaffrée e Guinle; HMP, Hospital Municipal da Piedade;
HFB, Hospital Federal de Bonsucesso; LBA, liquido broncoalveolar; Moca, M. catarrhalis; Acno, A. nosocomialis; 65ab, A. nosocomialis; CC,
complexo clonal; ab, Acinetobacter baumannii.

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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5 DISCUSSAO

5.1 Anélise do multilocus sequence typing

A. baumannii € apontado como uma ameaca a saude publica principalmente em
razdo a sua capacidade em adquirir fenétipos de resisténcia a multiplas drogas, sendo
responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade (ROMANIN et al., 2019). Além
disso, aproximadamente 70% das cepas desse micro-organismos na Ameérica Latina sao
MDR (GIAMMANCO et al., 2017; MAGILL et al., 2014 LOB et al., 2016; GIAMMANCO et
al., 2017).

Por meio da analise do MLST foi possivel identificar diversas ST pelo esquema
Pasteur que possuem relevancia clinica, como exemplos: ST1 (clone internacional 1, do
inglés international clones, IC 1), ST15 e ST79, os quais sao os clones de A. baumannii
produtores de OXA-23 mais disseminados em hospitais brasileiros (CHAGAS et al., 2014;
CARDOSO et al., 2016). As ST160 e ST190 foram incluidas no CC1, representante do
IC 1.

Cepas de A. baumannii pertencentes a ST79 foram descritas no estudo de Da
Silva et al. (2018) carreando o gene blaoxa-2zs em um hospital localizado em Mato Grosso
do Sul. Entre as 41 cepas produtoras de OXA-23 identificadas no estudo, 26 pertenciam
a ST79 (CC79). Os pacientes colonizados por esses clones apresentaram maior taxa de
mortalidade. Além disso, esses clones foram verificados durante todo o periodo da
pesquisa, demonstrando grande persisténcia a longo prazo em UTI.

A maioria das cepas de A. baumannii produtoras de OXA-23 identificadas no Brasil
estdo inseridas na ST79, sendo considerado um clone de alto risco pois ja foi responsavel
por diversos surtos hospitalares em diversas regides do pais (CHAGAS et al., 2014;
VASCONCELOS et al., 2015; CARDOSO et al., 2016; TURANO et al., 2016; PAGANO
et al., 2017; RODRIGUEZ; NASTRO; FAMIGLIETTI, 2018).

A ST15 pertence ao CC15, que é um dos clones mais prevalentes na América do
Sul e a sua relevancia ocorre em razao do mesmo desempenhar um importante papel na
disseminacao de cepas de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, podendo ser

encontrado em diversas regides do Brasil (CAMARGO et al., 2020). Cepas de A.
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baumannii pertencentes ao CC79 foram descritas carreando 0 gene blaoxa-72
disseminadas em trés diferentes estados brasileiros (PAGANO et al., 2016).

Cepas de A. baumannii incluidas na ST25 carreando o gene blaoxa-23 j& foram
identificadas no Brasil e na Bolivia (CHAGAS et al. 2014; SENNATI et al. 2016). No
trabalho de Da Silva et al. (2018) foi verificado que todos os pacientes que haviam sido
infectados por cepas de A. baumannii ST25 produtoras de OXA-23, faleceram.

No presente estudo, foram considerados dois esquemas diferentes, Oxford e
Pasteur, para atribuicdo das ST das cepas de A. baumannii. Em razdo de existir essas
duas alternativas de esquemas, alguns autores procuram relacionar os resultados
encontrados nos dois bancos de dados com a finalidade de agrupar as informacoes. As
ST: ST2270P, ST1283°P e ST1615°P correspondem a ST79'P (FONSECA et al., 2020). E
a ST229°P corresponde a ST25' (HUA et al., 2020).

5.2 Identificacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e de viruléncia
5.2.1 Identificagdo de genes de resisténcia a antimicrobianos

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (2013) relatou que mais de
60% das cepas clinicas de A. baumannii apresentaram resisténcia a pelo menos trés
classes de antimicrobianas diferentes. Em razdo a poucos antimicrobianos serem
eficazes no tratamento de infec¢cdes causadas por esse patégeno, ha uma grande
prevaléncia de infec¢des e surtos causados por cepas MDR de A. baumannii (LEE et al.,
2017).

O grupo de antimicrobianos classificados como B-lactamicos agem na parede
celular bacteriana, devido a isso apresentam baixa toxicidade aos pacientes, sendo
amplamente empregado em diversos tratamentos (EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013).
Eles podem ser divididos em quatro classes, sendo elas: penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos (BUSH; BRADFORD, 2016).

O gene blaabc, que codifica uma cefalosporinases com capacidade de hidrolisar
cefalosporinas de espectro estreito e estendido, ja foi descrito em diversas cepas do
complexo Acb (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2010; KARAH et al., 2017). O gene

blaapc-s foi identificado na cepa 49349, o gene blaapc-1s2 foi identificado nas cepas 49353
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e 49366, ja o gene blaabc-1s1 foi verificado na cepa 49367. Esses dados corroboram com
estudos anteriores, como por exemplo, o trabalho de Martinez e Mattar (2012) onde todas
as cepas de A. baumannii inseridas no trabalho também apresentaram genes que
conferiam resisténcia as cefalosporinas.

Além disso, o gene blarem-150, que codifica uma B-lactamase de classe A, foi
identificado nas cepas 49353 e 49366, pertencentes ao CC79 (SURLEAC et al., 2020).
As B-lactamases incluidas nessa classe medeiam a resisténcia a penicilina, as
cefalosporinas, aos monobactamicos e aos carbapenémicos (KYRIAKIDIS et al., 2021).

Genes que codificam resisténcia aos carbapenémicos foram identificados nas
quatro principais cepas estudadas neste trabalho. Recentemente, surtos de CR-Ab MDR
foram descritos em Nova Jersey, associados principalmente a pacientes inseridos em
UTI, que se estendeu por varias unidades, durante a ocorréncia de casos de COVID-19
(PEREZ et al., 2020).

CR-Ab tem sido apontado como causador de PAV em muitos enfermos
acometidos por COVID-19, sendo o responséavel por diversos surtos ao redor do mundo
(PEREZ et al., 2020; GOTTESMAN et al., 2021; WU et al., 2021; SHINOHARA et al.,
2021). No trabalho de Gottesman et al. (2021) foi observado que todos os pacientes
acometidos com COVID-19 que foram submetidos ao uso de ventilagdo mecéanica foram
colonizados por CR-ADb, e isso ocorreu antes mesmo desses individuos serem medicados
com carbapenémicos.

No presente trabalho, os genes blaoxa-23 e blaoxa-es foram observados nas cepas
do CC79 e os genes blaoxa-23 € blaoxa-s1 nas cepas do CC15. No trabalho de Rodriguez
et al. (2016) o gene blaoxa-es esteve presente em 15,1% das cepas de A. baumannii. A
prevaléncia do gene blaoxa-23 também foi verificada em outros estudos (CHAGAS et al.,
2014; RARO et al., 2017).

Aminoglicosideos sdo amplamente empregados no tratamento de infeccdes
ocasionadas por bacilos aerébicos Gram-negativos, como A. baumannii (SERIO et al.,
2018). Sao antimicrobianos de amplo espectro comumente utilizados no tratamento de
infeccdes do trato urinario, respiratorio, sepse, pneumonia e infec¢des de pele (KRAUSE
et al., 2016). Todos os trés tipos de EMA foram verificados nas cepas inseridas nesse

trabalho.
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Os aminoglicosideos podem ser uma alternativa no tratamento de infeccdes por
A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, porém, no presente trabalho, todas as
quatro principais cepas apresentaram o gene ant(3")-lla, que codifica resisténcia a dois
antimicrobianos da classe dos aminoglicoideos, estreptomicina e espectinomicina
(RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). Essa resisténcia também foi reportada na cepa DMC-
322 de A. baumannii, no estudo de Jahan et al. (2021). Ja o gene sat2, que confere
resisténcia a estreptotricina, foi observado apenas nas cepas do CC79 (OBINATA;
SUGIMOTO; NIWA, 2018).

A amicacina e a canamicina sdo os aminoglicosideos que demonstram melhor
resposta no tratamento de infeccbes por A. baumannii, porém a alta toxicidade
apresentada por eles impossibilita o0 seu uso prolongado (FISHBAIN; PELEG, 2010). As
cepas 49367, 49353 e 49366 apresentaram o gene aph(3')-Vla, que conferem resisténcia
a amicacina e a canamicina (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). Polotto (2014) descreveu
que 68% das cepas de A. baumannii apresentaram resisténcia a amicacina. Enquanto no
trabalho de Albuquerque et al. (2021), 83% das cepas desse micro-organismo foram
resistentes a amicacina. Ja a resisténcia a canamicina foi verificada em 81,25% das
cepas estudadas por Mataruco (2015).

No presente estudo, os genes aadAl, aph(3")- Ib e aph(6)-Id, que codificam
resisténcia a estreptomicina foram identificados apenas nas cepas inseridas no CC79 no
presente trabalho (HOLLINGSHEAD; VAPNEK, 1985, RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). A
resisténcia a estreptomicina também foi identificada em trés das quatro cepas estudadas
por Chan et al. (2020). Nesse mesmo estudo foi verificada a presenca do gene aadA2,
gue confere resisténcia a espectinomicina, em uma das cepas de A. baumannii
analisadas. J4 o gene aac(6')-Ib', que confere resisténcia a gentamicina foi encontrado
apenas na cepa 49353 no presente estudo (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). No trabalho
de Mataruco (2015) foi verificada resisténcia a gentamicina em 40,6% das cepas de A.
baumannii.

Cloranfenicol é um antimicrobiano de amplo espectro, pertencente a classe dos
fenicois (PEZZA, et al. 2006). O florfenicol é um derivado sintético cloranfenicol, quem
também se encontra na mesma classe antimicrobiana e apresenta acéo contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas (SCHWARZ et al.,, 2004; LANG et al., 2010). No
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presente trabalho, somente as cepas inseridas no CC79 apresentaram os genes floR e
cmiB1, que conferem resisténcia a cloranfenicol e florfenicol (KADLEC; SCHWARZ,
2018).

Cepas de A. baumannii resistentes a cloranfenicol também foram descritas no
estudo de Karalewitz e Miller (2018). No trabalho de Ahmad et al. (2019) 66,6% das cepas
de A. baumannii originadas de amostras de carnes apresentaram resisténcia a
cloranfenicol, enquanto no trabalho de Askari, Momtaz e Tajbakhsh (2020) a
porcentagem foi igual a 28,2%.

Antimicrobianos inseridos na classe das sulfonamidas tém efeito bacteriostatico e
foram os primeiros antimicrobianos usados clinicamente, em 1935 (BICKEL, 1988). Em
micro-organismos Gram-negativos 0s genes sull e sul2 sédo os responsaveis por conferir
resisténcia as sulfonamidas (ANTUNES et al., 2005). No presente estudo, o gene sul2 foi
identificado nas cepas 49353, 49366 e 49367. No trabalho de Gomes (2021) o gene sull,
foi detectado em duas cepas de A. baumannii. Neste trabalho, somente a cepa 49349
nao apresentou genes de resisténcia a sulfonamidas.

A resisténcia ao trimetoprim pode ser conferida através de genes com mutacoes
de di-hidrofolato redutase e integrons dfr/dhfr (LEE et al., 2001; TAITT et al., 2014). O
gene de dfrAl foi observado apenas nas cepas inseridas no CC79. No atual trabalho,
genes que conferem resisténcia a trimetoprim sé foram observados nas cepas
pertencentes ao CC79. No estudo de El-Badawy et al. (2021) 77,5% das cepas de A.
baumannii estudadas eram resistentes ao trimetoprim.

Por fim, na analise comparativa das cepas, ndo foram observadas diferencas
marcantes entre as cepas isoladas em 2007 e 2010, porém, as diferencas mais notaveis

se encontram ao compararmos as cepas baseando-se no CC em que estao inseridas.

5.2.2 Identificacdo de genes de viruléncia

Varios fatores contribuem para o fenotipo MDR apresentado por muitas cepas de
A. baumannii, dentre eles podemos citar: diminuicdo da permeabilidade de proteinas de
membrana externa (OMP), aquisicdo de genes de resisténcia por meio de EGM e

superexpressao de bombas de efluxo (SMANI et al., 2014).
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No presente estudo, foram identificados 31 genes de viruléncia comuns as quatro
principais cepas, e neles esta incluindo o gene ompA. O gene ompA codifica uma proteina
de membrana externa (OmpA) altamente conservada em A. baumannii, que tem sido
apontada como um dos fatores de viruléncia desse patdégeno (SMITH et al., 2007b).
Estudos relataram que essa proteina desempenha papéis fundamentais na regulacdo da
adesao e viruléncia de A. baumannii, podendo se ligar ao epitélio do hospedeiro e
posteriormente induzir a morte celular, pode ainda contribuir para a resisténcia sérica e
antimicrobiana (CHOI et al., 2005; GADDY; TOMARAS; ACTIS, 2009; KIM et al., 2009).
Além disso, OmpA pode contribuir para a persisténcia desse micro-organismo no
ambiente hospitalar, visto que auxilia nos processos de formacao de biofilme (GADDY;
TOMARAS; ACTIS, 2009; NIE et al., 2020). Estudos relataram que a superproducédo de
OmpA foi apontada como um fator de risco em pneumonia e bacteremia causadas por A.
baumannii (SANCHEZ-ENCINALES et al., 2017).

Embora alguns estudos evidenciem a participacdo de OmpA nos mecanismos de
resisténcia aos B-lactamicos, as funcdes dessa proteina nesses processos ainda nao
estdo completamente elucidadas (NITZAN; DEUTSCH; PECHATNIKOV, 2002;
SUGAWARA; NIKAIDO, 2012). O gene ompA ja foi descrito anteriormente em cepas de
A. baumannii (MANCILLA-ROJANO, et al. 2019).

Além de OmpA, a proteina BAP também €& um importante fator para a formacao
de biofilme em superficies abibticas e bidticas (RUMBO-FEAL et al., 2017). BAP sédo
proteinas multidominios que atuam nos processos de formacédo de biofilme tanto em
bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas (LASA; PENADES, 2006; BODELON;
PALOMINO; FERNANDEZ, 2013).

Pesquisas relataram que a formacao de biofilme pode ser incompleta quando ha
mutacdes nos genes bfmR, bfmS e bap. Além disso, a auséncia do gene bap pode
diminuir a capacidade de adesdo de A. baumannii ao epitélio humano (LOEHFELM,;
LUKE; CAMPAGNARI, 2008; TOMARAS et al.,, 2008; BROSSARD; CAMPAGNARI,
2012).

O gene bap é amplamente conservado em A. baumannii, sendo identificado em
varias cepas pertencentes a diferentes ST (LOEHFELM; LUKE; CAMPAGNARI, 2008).
No trabalho de De Gregorio et al. (2015), a proteina BAP foi identificada na cepa de A.
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baumannii AB307-0294. O gene bap foi observado nas quatro principais cepas estudadas
neste trabalho.

O regulador BfmR de A. baumannii e a histidina quinase BfmS, formam o sistema
de transducao de sinal de dois componentes BfmRS (TOMARAS et al., 2008). Sistemas
de dois componentes estdo presentes em diversas espécies bacterianas, e contribuem
para a adaptacdo dos micro-organismo a ambientes hostis (GROISMAN et al., 2016,
ZSCHIEDRICH; KEIDEL; SZURMANT, 2016). No presente estudo, as quatro principais
cepas apresentaram o sistema de dois componentes BImRS.

Em A. baumannii o sistema de dois componentes BfmRS estd associado a
formacdao de biofilme (GEISINGER; ISBERG, 2015, GEISINGER et al., 2018). A formacéao
de biofilme favorece a colonizacdo desse patbgeno em equipamentos médicos e
superficies inanimadas, contribuindo para sua persisténcia no ambiente hospitalar e
potencializando sua transmissdo (CHAGAS et al.,, 2011; SCOTT et al., 2014;
SCARCELLA; SCARCELLA; BERETTA, 2015).

BfmS desempenha papel importante na modulagdo do biofime e adesédo as
células epiteliais em A. baumannii (LIOU, et al. 2014). Estudos apontam BfmR como fator
fundamental para a resisténcia sérica em cepas de A. baumannii (RUSSO et al., 2016;
GEISINGER et al., 2018). No trabalho de Mancilla-Rojano et al. (2019), BfmRS também
foi observado em cepas de A. baumannii. Além disso, BfmR regula positivamente o
operon csuA/BABCDE responsavel pela producédo de biofilme e pili, o qual contribui para
a colonizacdo de A. baumannii em diversas superficies abidticas, porém nao foi
observada influéncia sobre células epiteliais pulmonares e superficies biéticas em geral
(TOMARAS et al., 2008; GEISINGER; ISBERG, 2015). No trabalho de Tomaras et al.
(2008) foi observado um aumento na expressao de genes que codificam o sistema Csu
pili chaperone-usher devido a regulacéo positiva de BfmR.

A formacédo de biofilme em A. baumannii também pode ser influenciada pelo
operon pgaABCD (KIM et al., 2021a). Biofilmes sdo compostos principalmente por
polissacarideos e estudos apontam o polissacarideo poli-(1-6)-N-acetilglucosamina
(PNAG) como o principal componente encontrado nos biofilmes produzidos por diversas
espécies bacterianas incluindo Staphylococcus epidermidis, S. aureus e A. baumannii
(MACK et al., 1996; MAIRA-LITRAN et al., 2002; FARSHADZADEH et al., 2018).
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Estudos demonstraram que o operon pgaABCD de A. baumannii codifica proteinas
para a sintese de PNAG (CHOI et al., 2009). Esse operon foi identificado em todas as
quatro principais cepas estudadas neste trabalho, sendo também identificado em outras
cepas de A. baumannii (CHOI et al., 2009; MANCILLA-ROJANO et al., 2019).

O modelo de bomba de efluxo Resistance Nodulation Division (RND) esta presente
em bactérias Gram-negativas (LI; NIKAIDO, 2009). A superexpressao dos sistemas RND,
AdeABC, AdeFGH e AdelJK, tem sido relacionada com a multirresisténcia apresentada
por cepas de A. baumannii (MAGNET; COURVALIN; LAMBERT et al., 2001; DAMIER-
PIOLLE et al., 2008; COYNE et al., 2010; COYNE; COURVALIN; PERICHON, 2011;
YOON; COURVALIN; GRILLOT-COURVALIN, 2013).

A pili CsuA/B ja foi apontada em estudos anteriores como 0 componente em maior
quantidade no pili em A. baumannii (CHABANE et al., 2014). Em estudo realizado por
Franca (2015), foi identificado o gene csuE, na maioria dos pacientes (91,9%) infectados
com A. baumannii, onde 32,4% desses evoluiram para 6bito. No presente estudo, 0s
genes csuA\B, csuC, csuD e csuE foram detectados entre as cepas estudadas, sendo
que o gene csuA so nédo foi encontrado na 49353 e o csuB foi identificado somente nas
cepas 49366 e 49367.

O sistema AdeFGH exporta os seguintes substratos: cloranfenicol, clindamicina,
fluoroquinolonas, trimetoprim, tetraciclinas, tigeciclina e sulfonamida (COYNE et al.,
2010). No estudo de Rosenfeld et al. (2012), AdeFGH foi observado em
aproximadamente 90% das cepas de A. baumannii, as quais apresentaram
multirresisténcia quando o sistema foi superexpresso. Resultados semelhantes também
foram relatados por Mobasseri et al. (2018), onde cerca de 90% das cepas apresentaram
o operon adeFGH. No presente trabalho, os genes adeH, adeG foram comuns a todas
as quatro principais cepas, enquanto o gene adeF foi observado somente nas cepas
49349 e 49367.

A lise celular pode ser induzida por bactérias através da producéo de fosfolipases,
as quais agem nos fosfolipidios nas membranas do hospedeiro, desestabilizando as
membranas, resultando na lise celular e extravasamento das moléculas intracelulares do
hospedeiro (SCHMIEL; MILLER, 1999). Em A. baumannii, fosfolipases codificadas pelos
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genes plc e plcD, auxiliam na lise da célula hospedeira (CAMARENA et al., 2010;
JACOBS et al., 2010).

No presente trabalho, as quatro principais cepas apresentaram o gene plc e plcD.
Um estudo demonstrou que o gene plc mutante resultou em uma reducdo na
citotoxicidade induzida por A. baumannii em células epiteliais, sugerindo que a fosfolipase
C atua como um fator de viruléncia nesse patégeno (CAMARENA et al., 2010). Leite et
al. (2016) e Jalal et al. (2021) também encontraram os genes plc e plcD em todas as
cepas de A. baumannii incluidas em seus estudos.

O ferro € um micronutriente fundamental nas funcées metabdlicas cruciais em A.
baumannii, esse micronutriente esta localizado em sua maioria intracelularmente nos
hospedeiros, em moléculas de hemina, hemoglobina e ferritina, logo, o0 acesso a essas
moléculas pelas bactérias depende da lise das células hospedeiras (YEOH-ELLERTON;
STACEY, 2003; FIESTER; ACTIS, 2013).

A sintese de sideréforos também € um dos mecanismos bacterianos para
aquisicéao de ferro (HASAN; CHOI; OH, 2015). Os sistemas sideroforos mais frequentes
em A. baumannii s&o: baumanoferrina, fimsbactina e acinetobactina (YAMAMOTO et al.,
1994; PROSCHAK et al., 2013; PENWELL et al., 2015).

O sucesso das infec¢des por A. baumannii esta parcialmente relacionado a sintese
de sideroforos, visto que desempenham a funcdo de suprir a pouca disponibilidade de
ferro durante a infeccdo quando esse micronutriente € disputado pelo patdégeno e
hospedeiro (CONDE-PEREZ et al., 2021). O siderdforo acinetobactina € um dos mais
conservados em A. baumannii (ANTUNES et al., 2011b).

A sintese sideréforo acinetobactina é dividida em trés partes, primeiro deve ocorrer
a biossintese da acinetobactina, a qual é codificada pelos genes basA, basB, basC, basD,
basF, basG, basH, basl e basJ (NOGBOU et al., 2022). Depois ocorre a secrecao de
acinetobactina, por meio de um sistema de efluxo da superfamilia ABC codificado pelos
genes barA e barB (NOGBOU et al., 2022). Por fim, o complexo acinetobactina-ferro é
transportado para o meio intracelular mediado por receptores, os quais sdo codificados
pelos genes bauA, bauB, bauC, bauD, bauE e bauF (HASAN; CHOI; OH, 2015).

No trabalho de Cavalcanti (2017) foi verificada a presenca do gene basC em todas

as cepas de A. baumannii estudadas. A cepa de referéncia A. baumannii ATCC 17978
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apresentou os trés sistemas sideroforos (acinetobactina, baumanoferrina e fimsbactina
(CONDE-PEREZ et al., 2021).

No presente trabalho, os genes basA, basC, basD, basF, basG, basH, basJ, bauB,
bauC, bauD, bauE, bauF, barA e barB foram observados nas quatro principais cepas.
Enquanto o gene bauA so foi identificado nas cepas pertencentes ao CC79 (49353 e
49366). O gene basB so6 nao foi observado na cepa 49366. Por fim, o gene basl s foi
verificado nas cepas 49349 e 49367. O gene entE foi identificado nas quatro principais
cepas estudadas neste trabalho. Esse gene est4 também associado a captacao de ferro
em A. baumannii (WANG et al., 2021a).

Quorum sensing é um mecanismo de comunicacdo célula a célula, onde as
bactérias podem compartilhar informacées sobre a densidade celular e regular expressao
génica, esse mecanismo depende da sintese, secrecdo e deteccdo de sinais
autoindutores (RUTHERFORD; BASSLER, 2012). Esse processo € usado por diversas
bactérias com a finalidade de promover comportamentos coletivos (TANG et al., 2020).

Esse mecanismo estd associado a diversas atividades bioldgicas, incluindo
motilidade, conjugagéo, formacgdo de biofilme, producdo de fatores de viruléncia e
processos patogénicos (MILLER; BASSLER, 2001, PAPENFORT; BASSLER, 2016).
Quorum sensing possibilita que as bactérias respondam aos estresses ambientais como
uma coldnia, aumentando as suas chances de sobrevivéncia (DOU et al., 2017).

O sistema abal/abaR é um sistema de quorum sensing frequente em A. baumannii
(BHARGAVA; SHARMA; CAPALASH, 2010). Mutac¢des no gene abal podem diminuir a
formacdao de biofilme (NIU et al., 2008; GADDY; ACTIS, 2009). Enquanto apés a delecao
de abaR foi observado um aumento na citotoxicidade e evaséo imune (SUN et al., 2021).
O gene abaR pode ser um repressor e quando abal sofre mutacdo, abaR ainda reprime
a expressdao de muitos genes, inclusive os relacionados a viruléncia, o que poderia
explicar as diferencas entre as delecdes dos genes abal e abaR (SUN et al., 2021).

Foi verificado que 0 mecanismo quorum sensing induziu a expressao dos genes
de resisténcia a antimicrobianos blaoxasi, ampC, adeA e adeB na presenca de
meropenem em cepas de A. baumannii (DOU et al., 2017). Além disso, estudos anteriores
relataram que a delecédo dos genes abal e abaR provocou uma grande diminuicdo na

viruléncia da cepa desse patégeno (SUN et al., 2021).
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No estudo de Tang et al. (2020) foi observado que as cepas de A. baumannii que
tinham o sistema abal/abaR apresentaram uma melhor resposta na infeccéo de células
do tecido epitelial. Nesse mesmo estudo, 61 cepas de A. baumannii foram identificados
carreando os genes abal e abaR. No atual estudo, o sistema abal/abaR foi identificado
nas cepas 49349 e 49367.

Os sistemas de secrecao do tipo VII (T7SSs), considerados fatores de viruléncia,
séo frequentes em micobactérias, mas também ja foram descritos em P. aeruginosa e A.
baumannii (JAKOBSEN et al., 2013). Esses micro-organismos podem apresentar cinco
T7SSs diferentes, sendo eles, ESX-1, ESX-2, ESX-3, ESX-4 e ESX-5, onde ESX-1, ESX-
3 e ESX-5 estéo associados a patogénese.

A funcdo do ESX-5 ainda ndo esta totalmente esclarecida, porém esse sistema
parece atuar nos processos de aquisicdo de nutrientes, necrose da célula hospedeira
estimulando a secrecéo de interleucina-1 (ABDALLAH et al., 2011; BOTTAI et al., 2012;
DI LUCA et al., 2012; ATES et al., 2015; SHAH et al., 2015).

A maior parte das bactérias capazes de sobreviver e se replicar dentro de
macréfagos secretam proteinas por meio de sistemas de secrecao do tipo VII (T7SSs)
ou do VI (T6SS) (COSTA et al., 2015). O gene esxN que codifica um sistema de secrecéo
do tipo VII (T7SSs) ESX-5 foi encontrado exclusivamente na cepa 49353 neste trabalho.

Na comparacéo dos resultados, as cepas do CC79 isoladas em anos distintos nao
apresentaram muitas diferencas. A cepa 49367, isolada em 2007, difere da 49349,
isolada em 2010, apenas pela presenca de dois genes: basB e bauA. Ja a cepa 49353
isolada em 2010 e pertencente ao CC15 apresentou quatro genes que nao foram
verificados na cepa 49366, isolada em 2007, sendo eles: csuA, basB, esxN e bauA.
Entretanto, a cepa 49366 apresentou o gene csuB, o qual ndo foi identificado na cepa
49353.

5.3 Identificacdo de elementos genéticos moveis

5.3.1 Identificagdo de ilhas gendmicas

No presente estudo a busca por ilhas gendmicas foi realizada usando o programa

IslandViewer e foi possivel identificar a presenca desses elementos nas quatro principais
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cepas estudadas. Nas ilhas foram verificados genes associados a viruléncia e a
resisténcia, onde alguns deles ja haviam sido previamente identificados pelo programa
ABRicate. Nao foram encontradas ilhas gendmicas iguais entre 0os genomas.

APH sédo enzimas que catalisam a transferéncia de um fosfato para um grupo
hidroxila do antimicrobiano, conferindo resisténcia a antimicrobianos da classe
aminoglicosideos (KAPLAN et al., 2016). No estudo de Ramos e Velilla (2012) foi
verificado que a resisténcia a amicacina ocorreu principalmente em razdo da
disseminacgéao do gene aph(3')-Vla em cepas de A. baumannii. No estudo de Rizk e El-
Khier (2019), aph(3')-Vla foi a segunda APH mais frequente em A. baumannii. Essa
prevaléncia de aph(3')-Vla entre cepas de A. baumannii também foi observada no
trabalho de Jouybari et al. (2021).

O gene aph(3’)-Vla foi identificado inserido em ilhas gendmicas nas cepas 49353,
49366 e 49366. Ja as os genes aph(3")-l1b e aph(6)-ld foram identificadas nas ilhas das
cepas 49353 e 49366, pertencentes ao CC79. Essas APH também foram identificadas
previamente pelo programa ABRicate.

Além de APH, ANT também séo enzimas que possuem capacidade de modificar
0os aminoglicosideos (SHAW et al., 1993). O gene aadAl, foi identificado no presente
estudo nas ilhas das cepas 49353 e 49366, pertencentes ao CC79. Enquanto ant(3")-lla
foi identificada na cepa 49349, essa aminoglicosideo-nucleotidiltransferase também foi
identificada previamente pelo programa ABRicate. O gene sat2, o qual codifica uma
acetiltransferase que confere resisténcia a estreptotricina, foi identificado nas ilhas das
cepas 49353 e 49366 (OBINATA; SUGIMOTO; NIWA, 2018).

Genes que codificam resisténcia aos B-lactamicos também, foram identificados
nas ilhas gendmicas analisadas. O aparecimento e disseminacdo de cepas de
Acinetobacter spp. produtoras de MBL é considerado um problema de grande relevancia
para saude publica mundial (PAPP-WALLACE et al., 2011). No trabalho de Figueiredo et
al. (2009) a producgéo de MBL foi verificada em 20 cepas de A. baumannii. A presenca
dessa enzima foi verificada na cepa 49349.

Além disso, as cepas 49353 e 49366 apresentaram [-lactamase de classe A.
Estudos relataram que a producdo dessa enzima por patdgenos constitui um fator de

risco para o tratamento de vitimas de queimaduras (PEREZ et al., 2007; RICCIARDI;
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RICCIARDI; DANZI, 2009; WALSH, 2010). No trabalho de Owlia et al. (2012), 21% das
cepas de A. baumannii, isoladas de feridas de queimaduras, eram produtoras de ESBL.

A busca no programa IslandViewer também identificou o gene Murl na cepa 49366
e estudos anteriores relataram que a sua superexpressao confere resisténcia a acao da
ciprofloxacina (SENGUPTA; GHOSH; NAGARAJA, 2008; ZHANG et al., 2016). Os genes
gue conferem resisténcia aos fenicais, floR e dfrA, foram identificados nas ilhas de 49353
e 49366, esses genes também foram identificados pelo programa ABRicate, assim como
0 gene sul2 que confere resisténcia a sulfonamida.

Diversos genes que codificam bombas de efluxo e de transportadores de
multidrogas foram identificados pelo IslandViewer. O efluxo multidrogas desempenham
um papel fundamental no fenétipo de resisténcia bacteriana. No presente trabalho a
bomba de efluxo de drogas codificada pelo operon AdeFGH foi identificada pelos
programas ABRIicate e IslandViewer sendo os genes adeH, adeG comuns a todas as
quatro principais cepas, enquanto o gene adeF foi observado somente nas ilhas das
cepas 49349 e 49367.

O gene mdtD exportador de drogas foi observado somente nas ilhas da cepa
49349 e apesar de nao haver relatos desse exportador em A. baumannii, estudos
anteriores ja descreveram o mesmo em E. coli e Salmonella (NAGAKUBO et al., 2002;
KHATTAR et al., 2019).

Apesar da bomba de efluxo de resisténcia a multidrogas AbeS ser pouco estudada
em A. baumannii, estudos anteriores apontaram que ela contribui para a resisténcia as
quinolonas, aos macrolideos e ao cloranfenicol (SRINIVASAN; RAJAMOHAN;
GEBREYES, 2009). Além disso, no trabalho de Lytvynenko et al. (2016), os autores
afirmaram que AbeS confere resisténcia ao brometo de etidio, & acriflavina e ao
benzalconio. O gene AbeS foi identificado somente nas ilhas da cepa 49366.

A resisténcia a fosfomicina em A. baumannii é mediada pelo efluxo de drogas por
meio de um transportador da superfamilia MFS codificado pelo gene abaF (SHARMA et
al., 2017). No trabalho de Chukamnerd et al. (2022) foi verificada a presenca de AbaF em
guase todas as cepas CR-Ab (94,12%). O gene abaF foi identificado nas ilhas da cepa
49366.
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A bomba de efluxo codificada pelo operon AdeABC é comumente descrita em A.
baumannii, a superexpressdo desse operon confere resisténcia a diversos
antimicrobianos, como aminoglicosideos, B-lactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
tigeciclina, macrolideos, cloranfenicol e trimetoprim (MAGNET; COURVALIN; LAMBERT,
2001; HERITIER et al., 2005). O gene AdeB parece ser o mais relevante para o
funcionamento do sistema de bombas de efluxo, uma vez que a perda desse gene
ocasiona um fenotipo de sensibilidade (BENDINELLI; FRIEDMAN; BENDINELLI, 2008).

O gene adeB codifica uma proteina transportadora que confere resisténcia aos
aminoglicosideos, contribuindo para o fenotipo MDR de A. baumannii (MAGNET;
COURVALIN; LAMBERT, 2001). No trabalho de Evora (2019), 85,19% das cepas de A.
baumannii apresentaram o gene adeB. O gene adeB foi identificado somente nas ilhas
gendmicas da cepa 49367.

O sistema de efluxo PACE € uma familia de sistemas de efluxo multidrogas
conservados em muitas bactérias Gram-negativas (KORNELSEN; KUMAR, 2021). Esse
sistema pode conferir tolerancia a diversos biocidas, como desinfetantes e antissépticos,
como por exemplo clorexidina, acriflavina, proflavina, benzalcénio e dequalinio (HASSAN
etal., 2015; HASSAN et al., 2018). Esse sistema ja foi descrito em cepas de A. baumannii
(HASSAN et al.,, 2015). A bomba de efluxo PACE sé nédo foi identificada nas ilhas
gendmicas da cepa 49349.

A porina OprD tem sido associada a captacdo de aminoacidos, pequenos
peptideos e de imipenem e meropenem em bactérias (TRIAS; NIKAIDO, 1990). Estudos
anteriores relatam que a expressao diminuida de OprD resultou em resisténcia ao
imipenem em P. aeruginosa (TRIAS; NIKAIDO, 1990; KOHLER et al., 1997). No estudo
de Dupont et al. (2005) foi evidenciado que A. baumannii possui uma permeabilidade de
membrana externa restrita, sendo capaz de reduzir a expressdo de uma porina que
pertence a familia OprD. Ainda nesse estudo, os autores associaram a regulacdo de
porinas OprD a adaptacdo de A. baumannii a pressdo ambiental. J& foi observado em
outros estudos, uma regulagédo negativa de OprD em cepas clinicas de A. baumannii
MDR (CUENCA et al., 2011; ASAI et al., 2014). O gene que codifica a porina OprD foi
identificada nas ilhas das cepas 49349, 49353 e 49367.
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A formacéo de biofilme é uma habilidade altamente disseminada entre as cepas
de A. baumannii e através do IslandViewer foi possivel identificar diversos genes
presentes nas ilhas genémicas que estavam associados a formacgéo de biofilme. Estudos
relataram que a adesina autotransportadora trimérica de Acinetobacter (do inglés,
Acinetobacter trimeric autotransportes adhesin - Ata) esta associada aos processos de
aderéncia de células bacterianas a varias superficies (COTTER; SURANA; GEME, 2005;
WEIDENSDORFER et al., 2016; RAHBAR et al., 2020).

O gene ata possui papel ativo na formacao do biofilme em cepas clinicas de A.
baumannii (BENTACOR et al., 2012). Trabalhos apontam que a adesé&o e a invasao em
células endoteliais e epiteliais humanas por A. baumannii dependem de ata
(WEIDENSDORFER et al., 2019). No presente trabalho, o gene ata foi identificado nas
ilhas gendmicas das cepas pertencentes ao CC15 (49349 e 49367).

Proteinas contendo dominios GGDEF sdo conservadas em diversos genomas
bacterianos e em varias espécies essas proteinas tém sido associadas a processos como
biossintese de exopolissacarideos, formagédo de biofilmes, estabelecimento de vida
séssil, motilidade superficial e regulacédo da expressao génica (RYJENKOV et al., 2005).
Foram identificadas proteinas de dominio GGDEF nas ilhas genémicas das cepas 49353
e 49366.

Apesar dos conhecimentos relativos ao papel da proteina DcaP-like na
patogenicidade de A. baumannii serem limitados, o trabalho de Cabral et al. (2011)
destacou que essa proteina desempenha um papel significativo na formacao de biofilme
em A. baumannii. Foi observado que a proteina DcaP-like € necessaria durante a fase
de crescimento exponencial em cepas de A. baumannii (SCRIBANO et al., 2019). Essa
proteina foi identificada nas ilhas genémicas das cepas 49353 e 49366.

Estudos evidenciaram que o gene galU € necessario para a sintese de biofilme em
diversas bactérias como Streptococcus pneumoniae, E. coli e P. aeruginosa.
(MOLLERACH; LOPEZ; GARCIA, 1998; BONOFIGLIO; GARCIA; MOLLERACH, 2005;
HYAMS et al., 2010; DOCKRELL; WHYTE; MITCHELL, 2012).

Foi observado que mutacdes no gene galU em S. pneumoniae resultaram em uma
melhor fagocitose das bactérias pelos macréfagos, diminuindo a viruléncia do patégeno,

e influenciando negativamente na aderéncia dessas bactérias ao tecido epitelial (COOLS
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et al., 2018). No estudo de Priebe et al. (2004), mutacdes no gene galu em P. aeruginosa
resultaram em uma maior suscetibilidade ao soro humano e diminuicdo da viruléncia. O
gene galU foi identificado nas ilhas gendmicas da cepa 49366.

Os polissacarideos capsulares sao apontados por diversos estudos como um fator
decisivo em muitas das interacdes iniciais do hospedeiro-patdgeno (PORTO, 2017; HU
etal., 2017; PATON; TRAPPETTI, 2019). Foi verificado que a proteina KpsF faz parte do
cluster do gene kps, os quais codificam polissacarideos capsulares em E. coli, sendo
entdo KpsF considerada um fator de viruléncia que contribui para a patogenicidade desse
micro-organismo (MEREDITH; WOODARD, 2006). No trabalho de Cech, Markin e
Woodard (2017), KpsF foi considerada necessaria para sintese de biofilme na cepa
CFTO073 de E. coli.

No estudo de Tzeng et al. (2002), mutagdes no gene kpsF resultaram na reducao
de formacao de biofilme em Neisseria meningitidis nos cinco sorogrupos meningocdcicos
associados a doenca invasiva (A, B, C, Y e W-135). O gene kpsF foi identificado nas ilhas
gendmicas da cepa 49366, além disso, a proteina GutQ homdloga a KpsF também foi
identificada nessa cepa, porém a sua funcéo ainda néao foi descrita.

O polissacarideo capsular Vi é capaz de proteger as bactérias da acdo dos
mecanismos de imunidade inata, contribuindo para a patogenicidade desses micro-
organismos (CAMPQOS, 2008). No trabalho de Tran et al. (2010) foi verificada uma
participacdo importante desse polissacarideo capsular em S. Typhi durante a invasao de
células epiteliais intestinais in vitro. O gene tviB, o qual esta envolvido na sintese do
polissacarideo capsular Vi foi identificado nas ilhas genémicas das cepas 49349 e 49366.
Entretanto, o gene tviC que também estd associado a essa sintese foi observado
somente nas ilhas da cepa 49366.

Varios genes relacionados com a formacao de pilus foram identificados nas ilhas
genbmicas das cepas inseridas no presente trabalho. Pili sdo apéndices proteicos que
contribuem na mobilidade das bactérias, auxiliam a colonizacdo desses micro-
organismos em diversas superficies e possibilitam a interacdo e troca de material
genético entre os patogenos (GILTNER; NGUYEN; BURROWS, 2012; BERRY; PELICIC,
2015). Alguns tipos de pili podem atuam também na captacdo de DNA ou fago (BERRY;

PELICIC, 2015). Os pili aumentam o alcance funcional das bactérias, favorecendo a sua
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colonizacéo e dificultando a fagocitose por células do nosso sistema imune, contribuindo
para a patogenicidade dessas bactérias (WERNEBURG; THANASSI, 2018).

EpsG é uma proteina que tem sido associada a formacao de pili por compartilhar
semelhancas com os pili do tipo IV (GRAY et al., 2011; VIGNON et al., 2003). Sugere-se
que essas proteinas formem uma estrutura muito proxima aos pili, denominadas
pseudopilus (VIGNON et al., 2003; GRAY et al., 2011).

No trabalho de Branda et al. (2006), a excluséo de EpsG impediu a formacéo de
biofiime em Bacillus subtilis, sugerindo que EpsG pode também ter participacdo no
processo de formacao do biofilme. Peng et al. (2020) observaram que mutacdo em EpsG
resultou na reducdo da biomassa de biofilme ocasionando diminuicdo parcial da
capacidade de colonizacdo de B. subtilis. No trabalho de Samantarrai, Yakkala e
Siddavattam (2020), EpsG foi identificada no DNA plasmidial de A. baumannii. Uma
proteina da familia EpsG foi identificada nas ilhas genémicas das cepas 49366 e 49367.

A via chaperone-usher é responsavel por montar e secretar pili, desempenhando
um papel essencial na patogénese de vérias bactérias (BUSCH; WAKSMAN, 2012). Essa
via é a mais frequente entre as bactérias Gram-negativas (WAKSMAN; HULTGREN,
2009). A proteina usher da membrana externa funciona como um importante catalizador
nos processos de montagem da pili, sendo uma proteina acessoério necessaria para
montar subunidades de pilus (BUSCH; WAKSMAN, 2012; WERNEBURG; THANASSI,
2018). A proteina usher, da membrana externa foi identificada nas ilhas genémicas das
cepas 49349, 49366 e 49367.

O gene tadA codifica uma ATPase necessaria na montagem e secrecao de pili,
sendo associado a montagem do pili Flp e do pili do tipo IV (KACHLANY et al., 2000;
IMAM, et al. 2011). Esses tipos de pili sdo muito frequentes em bactérias Gram-positivas,
principalmente nas espécies dos géneros Staphylococcus e Streptococcus, porém
também ja foram descritos em bactérias Gram-negativas (IYER et al., 2004; FRICKEY;
LUPAS, 2004 PIEPENBRINK, 2019). No trabalho de Motherway et al. (2011) foi sugerido
que TadA forneca energia para a montagem de pili.

No trabalho de Bhattacharjee et al. (2001), mutacdes em tadA diminuiram a

capacidade de adeséo do patdgeno Actinobacillus actinomycetemcomitans, resultando
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em uma morfologia de coldnias lisa, sem producdo de pili e sem capacidade de
autoagregacéao. O gene tadA foi identificado nas ilhas genémicas da cepa 49367.

Os genes abal e abaR, relacionados ao sistema de quorum sensing, s6 foram
encontrados nas ilhas da cepa 49349. Contudo, esses genes também foram identificados
previamente pelo ABRicate ndo sO ne cepa 49349, mas também na 49367, ambas
pertencentes ao CC15.

Em contrapartida, a proteina VgrG, a qual desempenha um importante papel na
montagem do sistema de secrec¢éao tipo VI (T6SS) foi identificada nas ilhas de todas as
quatro principais cepas no presente estudo (LIANG et al., 2021). A proteina VgrG é
homologa ao espigao de cauda do bacteriofago T4 (LEIMAN et al., 2009).

T6SS é amplamente distribuido entre as bactérias Gram-negativas e apesar das
suas funcbes ainda nao estarem totalmente esclarecidas, estudos apontam que esse
sistema de secrecdo tem influéncia na competicdo interbacteriana, visto que tem a
capacidade de translocar efetores para células alvo eucarioticas e procaridticas. Sendo
assim, bactérias que possuem T6SS detém uma vantagem competitiva em comunidade
microbiana (CHERRAK et al., 2019; SANTOS et al., 2020).

Esse sistema de secrecdo tem capacidade de translocar diversos efetores na
célula alvo através de uma maquina multiproteica contratil, como por exemplo, nuclease,
amidase, fosfolipase, peptidoglicano hidrolase, muramidase, glicosidase, NADAse e
ADP-ribosiltransferase (RUSSELL; PETERSON; MOUGOUS, 2014; TANG et al., 2018;
TING et al., 2018). Os trabalhos de Bondage et al. (2016) e Flaugnatti et al. (2016)
sugeriram que a regido variavel de VgrG funciona como um determinante que concede
especificidade dos efetores para células alvo.

Na comparacao das ilhas das cepas do CC15, a cepa de 2010 possui cinco
elementos diferentes da cepa isolada em 2007, sendo a enzima MBL e os genes mdtD,
tviB, abal e abaR. Contudo, apesar de abal e abaR néo terem sido verificados em regides
de ilhas, foram identificados pelo ABRicate na cepa 49367, isolada em 2007. A cepa de
2007 também apresentou cinco elementos que se encontraram ausentes nas ilhas da
cepa de 2010, sendo a bomba de efluxo PACE, a proteina EpsG e os genes aph(3)-Vla,
adeB e tadA.
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Nas ilhas das cepas do CC79, a cepa de 2010 apresentou apenas um elemento
gue nao esteve presente na cepa isolada em 2007, o gene Murl. Ja a cepa de 2007
apresentou sete elementos a mais se comparada com a isolada em 2010, sendo as
proteinas Usher de membrana externa, KpsF e EpsG e os genes tviC, galU, abaF e abeS.

5.3.2 ldentificacdo das familias de sequéncias de insercéo

A presenca de IS pode auxiliar a adaptacdo de patdgenos a ambientes
desfavoraveis, visto que possui influéncia direta no fenotipo de resisténcia das bactérias
(VANDECRAEN et al., 2017). Neste estudo, na busca por IS por meio do programa
ISfinder foi possivel observar ndo s6 as IS identificadas, mas também as familias que
pertencem e as suas origens. Grande parte das IS verificadas possuem origens de
diversas espécies bacterianas, sugerindo que esses elementos tenham sido adquiridos
por transferéncia em algum momento.

Algumas IS podem atuar na ativacao de genes vizinhos ou até mesmo influenciar
no aumento de expresséao desses genes (MAHILLON; CHANDLER, 1998; MUGNIER,;
POIREL; NORDMANN, 2009). Essa ativacdo de genes adjacentes ja foi observada em
varias familias de IS, como por exemplo, IS1, 1S2, 1S3, 1S4, IS5 e IS10, podendo ser
justificada pela presenca de regiées promotoras no elemento de inser¢do (CARVALHO
et al.,, 2011). No presente trabalho, foi possivel identificar IS inseridas na familia 1S3
adjacente aos genes blaapc-s, blaapc-1s1 € blaapc-1s2. J& as IS inseridas na familia 1S4 foram
verificadas adjacentes aos genes blaoxa-23 e blaoxas1. Em contrapartida, os elementos
ISGsp4 (familia ISLre2) e ISCigl (familia 1S1595), os quais foram identificados
respectivamente nos genes blaoxass e ant(3")-lla, ndo tém sido associadas a
superexpressao génica.

O programa ISfinder também foi capaz de identificar IS derivadas de transposons
da familia Tn3. Os transposons, assim como as IS, tem capacidade de mobilidade no
genoma bacteriano (PARTRIDGE et al., 2018). Esses elementos podem carrear genes
que codificam diversas func¢des, como por exemplo, genes que conferem resisténcia a
antimicrobianos (WOODFORD; JOHNSON, 2005).
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Os transposons da familia Tn3 consistem em um sistema verséatil para intermediar
o rearranjo de genes e plasticidade genémica (NICOLAS et al., 2015). Esses elementos
auxiliam na disseminacdo de genes necessarios na resposta ao estresse ambiental,
genes que contribuem para a viruléncia, genes de resisténcia e etc (NICOLAS et al.,
2015).

Os elementos da familia Tn3 ja foram associados a diversas funcbées, como
resisténcia ao mercurio, resisténcia aos antimicrobianos, desagregacao de aromaticos
halogenados e viruléncia (LIEBERT; HALL; SUMMERS, 1999).

No presente estudo, IS derivadas da familia Tn3 foram identificadas nas cepas
pertencentes ao CC79, 49353 e 49366, esses elementos estdo localizados de forma
adjacente aos genes que conferem resisténcia aos aminoglicosideos. Isso foi possivel
pois alguns transposons da familia Tn3 estéo incluidos no ISfinder (SIGUIER et al., 2006).

TnAs3, inserido na familia Tn3 e originario de A. salmonicida, foi identificado
adjacente ao gene aadAl nas cepas do CC79. TnAs3 foi relacionado com resisténcia a
fenicois no trabalho de Ross et al. (2021). J4 o elemento Tn5393, também inserido na
familia Tn3 porém originario de E. amylovora, foi identificado na sequéncia dos genes
aph(6)-1d e aph(3")-Ib nas cepas do CC79. Tn5393 carreia o par de genes strAB, os quais
conferem resisténcia a estreptomicina (PARTRIDGE et al., 2018).

O gene Dblaoxa23 tem sido associado ao elemento ISAbal, o qual fornece
sequéncias promotoras que aumentam a expressdo do gene (CORVEC et al., 2007).
Além disso, esse elemento pode também regular a mobilidade do gene blaoxa-23,
possibilitando a transferéncia de genes de resisténcia entre cepas, favorecendo a
disseminacdo do mesmo (CHAGAS et al., 2014).

A associagéo do gene blaoxa-23 com ISAbal tem sido relacionada com crescentes
niveis de concentragdes inibitorias minimas aos carbapenémicos e na variabilidade clonal
em A. baumannii (VIANA et al., 2016). No estudo de Viana et al. (2016), foi analisada a
presenca de ISAbal associada ao gene blaoxa-2s em cepas de A. baumannii em um
periodo de cinco anos, e foi observado que cepas desse patdgeno resistentes aos
carbapenémicos e que possuiam a combinacdo ISAbal-blaoxa-2s3 aumentaram
acentuadamente, de 22% em 2009 para 73% em 2013.
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No trabalho de Santos et al. (2013), ISAbal foi observado em todas as cepas de
A. baumannii inseridas no estudo e a associacdo entre esse elemento e os genes das
oxacilinases foi frequente entre os isolados resistentes aos carbapenémicos. Todas as
quatro principais cepas de nosso estudo apresentaram 0 gene blaoxa-23 associado ao
elemento ISAbal. Sendo assim, na analise comparativa ndo foram observadas
diferencas nas IS identificadas entre as cepas isoladas em 2007 e 2010 que
pertencessem ao mesmo CC. As diferencas mais notaveis ocorreram entre cepas de CC
distintos.

5.3.3 ldentificacdo de préfagos pelo PHASTER e ProphageHunter

Apesar de existirem poucos estudos sobre profagos e suas influéncias na
patogenicidade das bactérias, trabalhos revelaram que esses elementos podem mobilizar
genes de resisténcia e conferir resisténcia (SCHMIEGER; SCHICKLMAIER, 1999;
BANKS et al., 2004; ENAULT et al., 2017). Isso pode evidenciar transferéncia horizontal
de genes por bacteriéfagos.

Neste estudo, a busca por profagos foi realizada utilizando dois programas,
PHASTER e ProphageHunter, com a finalidade de verificar quais dos dois iriam retornar
um resultado mais completo. Contudo, néo é possivel corroborar confiabilidade entre os
resultados desses programas, pois 0s programas usam metodologias diferentes,
havendo muitas variabilidades a serem consideradas.

O PHASTER é um programa que realiza as suas anotacfes baseando-se em
bancos de dados, devido a isso apresenta um desempenho ruim na identificacdo de
novos préfagos que ainda néo tiveram seus genes e proteinas depositados (ARNDT et
al., 2016).

Ja o ProphageHunter, utiliza a tecnologia machine learning ou aprendizagem de
maguina. Nessa tecnologia o préprio programa modifica seu comportamento de acordo
com reconhecimento dos padrdes encontrados nos dados analisados (CONNOR, 2019;
DEO, 2015). Sendo assim, cada vez que uma sequéncia é depositada para analise no
ProphageHunter o programa enriquece seus dados sobre esse padrdo caracteristico

apresentado pelos profagos, permitindo a identificacéo de regides de profagos que ainda
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nao foram anotadas, o que justifica a sua utilizacdo no presente estudo (SONG et al.,
2019).

Componentes de estruturas de bacteriéfagos foram identificadas em todas as
quatro cepas principais pelo PHASTER, havendo pelo menos uma regido intacta em cada
um dos quatro genomas analisados. A presenca predominante por préfagos incompletos
era previsivel, em razdo dos profagos intactos normalmente estarem sob forte selecéo
pelas bactérias para mutagbes que levam a inativacdo desse elemento. Entretanto,
através do ProphageHunter sé foram identificadas regiées de fago nas cepas 49349,
49366 e 49367. Nao foram verificados genes de resisténcia nem de viruléncia em nenhum
dos préfagos retornados por ambos os programas.

Poucos estudos relataram a presenca de genes de resisténcia em regides fagicas,
pois a transferéncia de genes de resisténcia mediada por bacteri6fagos € menos
frequente se comparada aos outros mecanismos de transferéncia horizontal. Isso ocorre
em virtude desse processo depender do empacotamento erréneo de regides do DNA do
hospedeiro pelo préfago (SCHMIEGER; SCHICKLMAIER, 1999 BANKS et al., 2004;
ENAULT et al., 2017).

Os genes de bacteriéfagos se encontram em constante selecdo para delecdes
rapidas pelo genoma de seus hospedeiros, estudos indicaram que a maioria dos préfagos
inseridos no genoma bacteriano sdo classificados como defeituosos ou incompletos, os
quais perdem a sua capacidade de excisdo (ASADULGHANI et al., 2009; MATOS et al.,
2013). Todavia, até mesmo os profagos defeituosos podem contribuir para o ritmo da
evolucdo bacteriana, através da transferéncia de genes, bacteriocinas e sistemas de
secrecao tipo VI (T6SS) (LEIMAN et al., 2009; LANG; ZHAXYBAYEVA; BEATTY, 2012;
NAZAROV et al., 2017).

Trabalhos envolvendo cristalografia, crio-microscopia eletronica e resolucéo
atbmica e bioinformatica revelaram que T6SS exibe semelhancas estruturais com
bacteriéfagos e a dindmica de funcionamento desse sistema também coincide com o
funcionamento da cauda contratil de bacteriéfagos (BASLER et al., 2012; BRUNET, 2012;
BRUNET et al., 2014; DURAND et al., 2015; SILVERMAN; KUDRYASHEV et al., 2015;
CIANFANELLI et al., 2016).
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Embora o T6SS néo tenha sido identificado nas regides de profagos, eles foram
identificados nas regifes de ilhas gendmicas no genoma das quatro principais cepas

neste estudo.

5.4 Filogenia

Diversas analises filogenéticas tém sido realizadas em estudos associados a A.
baumannii na tentativa de esclarecer as raz6es que tornaram esse micro-organismo de
dificil erradicacdo no ambiente hospitalar. As arvores filogenéticas expdem graficamente
arelacdo evolutiva entre taxa, viabilizando a andlise filogenética (IERSEL; JONES; KELK,
2019).

Neste trabalho, a arvore filogenética comparando as 25 cepas inseridas e mais as
trés cepas do grupo externo foi construida utilizando o método de Neighbor-Joining. A
distancia inferida foi calculada usando o método descrito por Qi, Wang e Hao (2004) e
bootstrap de 1000 repeticdes.

O grupo externo da arvore possibilita que uma direcdo (polaridade) evolutiva a
arvore seja estabelecida (PAGE; HOLMES, 1998; CALDART et al., 2016). No presente
estudo, a escolha desse grupo ocorreu levando em consideracdo que 0O grupo
selecionado deveria ser consideravelmente distante de A. baumannii, porém ndo tao
distante assim, pois precisaria apresentar um ancestral em comum para polarizar a
arvore. Sendo assim, cepas de M. catarrhalis e A. nosocomialis foram usadas para formar
esse grupo.

M. catarrhalis pertence ao género que compartilha grande proximidade genética
com Acinetobacter, essa proximidade ocorre em virtude desses dois géneros
pertencerem a familia Moraxellaceae (ROSSAU et al., 1991). Ja A. nosocomialis esta
agrupado a A. baumannii no complexo Acb devido a grande proximidade genética que as
espécies desse complexo compartilham. Podemos perceber que o alinhamento dessas
cepas na arvore foi satisfatorio, visto que se localizaram de forma externa ao grande
clado que agrupa as cepas de A. baumannii.

Na analise da arvore, ndo foi possivel atribuir padrdes e caracteristicas quando a

comparacao foi feita baseando-se no hospital de origem, sitio e ano de isolamento. Em
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contrapartida, a comparacao foi satisfatoria baseando-se nos CC em que as cepas foram
agrupadas.

No grande clado que une as cepas de A. baumannii, podemos observar que as
cepas que compartilhavam o mesmo CC permaneceram localizadas lado a lado, como
esperado visto que possuem muitos alelos em comum. As cepas que pertenciam ao
mesmo CC também apresentaram perfis de resisténcia semelhantes. Contudo, a cepa
49351 se diferenciou das demais inseridas no CC10 quanto ao perfil de genes de
resisténcia identificados, apresentando genes que codificam resisténcia a apenas quatro
antimicrobianos, enquanto a cepa 49350 apresentou dez genes e a cepa 49374
apresentou 11. Nao foi possivel associar as diferencas apresentada pela 49350 ao ano
de isolamento, hospital de origem ou sitio de coleta.

Uma variabilidade nos genes de resisténcia identificados entre as cepas do CC15
também foi observada. Esse foi o CC que agrupou mais cepas (n=7), talvez isso justifique
a versatilidade encontradas nos resultados. As cepas 49370 isoladas em 2014,
apresentaram mais genes que codificavam resisténcia se comparada com as isoladas
entre 2007 e 2011. Porém, apesar do intervalo de tempo entre 2007 e 2011 também ser
consideravel, as cepas isoladas nesse periodo ndo apresentaram diferencas

significativas.
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6 CONCLUSAO

e Na andlise do MLST, de acordo com o esquema Oxford, 16ST diferentes foram
atribuidas, os quais foram agrupados em 14 CC. Contudo, a ST305 foi classificada

como um singleton;

e De acordo com o esquema Pasteur, 14 ST diferentes foram atribuidas e dez CC foram

identificados, porém, a ST190 foi considerada um singleton;

e Todas as quatro cepas apresentaram genes que codificam resisténcia a

cefalosporinas, aos carbapenémicos, a estreptomicina e a espectinomicina;

e O gene blaoxa-23foi identificado em todas as cepas, sugerindo que este seja o principal

mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii;

e 40 genes de viruléncia foram identificados pelo ABRicate, sendo 31 deles comuns a

todas as cepas;
e Todas as cepas apresentaram genes que codificam pili e biofilme;

e Os genes de viruléncia: ompA, bap, bfmR, bfmS, csuA\B, csuC, csuD, csuE, pgaA,
pgaB, pgaC e pgaD, associados a adesdo de A. baumannii em superficies bibticas e

abidticas foram identificados em todas as cepas;

e Os genes plc e plcD, os quais auxiliam A. baumannii na lise da célula hospedeira,
foram observados em todas as cepas;

e Os genes adeH e adeG, associadas a bomba de efluxo de multidrogas, foram
verificados em todas as cepas, enquanto o gene adeF foi observado somente nas
cepas do CC15;

e Osgenes de viruléncia relacionados a captacao de ferro em A. baumannii: entE, basA,
basC, basD, basF, basG, basH, basJ, barA, barB, bauB, bauC, bauD, bauE e bauF

foram observados os todas as cepas;

e O sistema de quorum sensing abal/abaR foi identificado somente nas cepas do CC15;
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Foram identificadas IS em todas as sequéncias submetidas para analise pelo ISfinder;
O elemento ISAbal foi identificado associado ao gene blaoxa-23 em todas as cepas,
sugerindo que esse elemento seja o principal responséavel pela superexpressao do
gene blaoxa-2s em A. baumannii;

IS inseridas nas familias IS3 e 1S4, as quais sdo relacionadas a superexpressao
génica, foram identificadas adjacente aos genes blaapc-s, blaapc-1s1, blaabc-1s2, blaoxa-
23 € blaoxa-s1 nas principais cepas desse trabalho;

O elemento TnAs3, associado a resisténcia a fenicois foi identificado adjacente ao
gene aadAl em todas as cepas, enquanto Tn5393, o qual carrega o par de genes
genes strAB, foi associado aos genes aph(6)-Id e aph(3")-1b, nas cepas do CC15;
Apesar de profagos terem sido identificados em todas as cepas, ndo foram
identificados genes de resisténcia ou viruléncia inseridos nessas regioes;

N&o foram atribuidas mudancas muito significativas na comparacdo das cepas
inseridas no mesmo CC, porém isoladas em anos distintos, as diferencas mais
notéveis ocorreram quando as cepas foram comparadas levando em consideracao os
CC que pertenciam,;

As cepas de 2007 e 2010 nao apresentaram diferencas tdo marcantes demonstrando
gue esses clones sao um problema alarmante desde muito tempo, e devido a isso
apresentam alta prevaléncia no ambiente hospitalar, sendo considerados de dificil

erradicacao;
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Genes de resisténcia identificados nas quatro cepas de A. baumannii pelo

ABRIicate.

Tabela A-1. Genes de resisténcia a antimicrobianos identificados na cepa 49349 de A.

baumannii pelo ABRicate.

Cédigo da Gene Resisténcia
sequéncia
Acba_01458 ant(3")-lla Estreptomicina e
Espectinomicina
Acba_03239 blaapc-6 Cefalosporinas
Acba_03335 blaoxa-s1 Carbapenémicos
Acba_03446 blaoxa-23 Carbapenémicos

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

Tabela A-2. Genes de resisténcia a antimicrobianos identificados na cepa 49353 de A.

baumannii pelo ABRicate.

Céding D_a Gene Resisténcia
sequéncia
Acba_00438 ant(3")-lla Estreptomicina e
Espectinomicina
Acba_00659 aadAl Estreptomicina
Acba_00660 sat2 Estreptotricina
Acba_00661 dfrAl Trimetoprim
Acba_00665 blarem-1s0 B-lactamicos
Acba_03307 FloR Clorfenicol e Florfenicol
Acba_03310 sul2 Sulfonamidas
Acba_03462 blaoxa-23 Carbapenémicos
Acba_03845 aph(3")-Ib Estreptomicina
Acba_03846 aph(6)-1d Estreptomicina
Acba_ 03932 cmiB1 Cloranfenicol
Acba_03944 aac(6")-1b' Gentamicina
Acba_04035 aph(3')-Via Amicacina e
Canamicina
Acba_03624 blaoxa-65 Carbapenémicos

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela A-3. Genes de resisténcia a antimicrobianos identificados na cepa 49366 de A.
baumannii pelo ABRicate.

Cédiqo d_a Gene Resisténcia
sequéncia
Acba_01417 ant(3")-lla Estreptomicina e
Espectinomicina
Acba_01511 aadAl Estreptomicina
Acba_01512 sat2_fam Estreptotricina
Acba_01513 dfrAl Trimetoprim
Acba 01517 blatem-150 B-lactamicos
Acba_01656 blaoxa-23 Carbapenémicos
Acba_01879 cmiB1 Cloranfenicol
Acba_02682 blaoxa-65 Carbapenémicos
Acba_03394 aph(3")-Ib Estreptomicina
Acba_03407 sul2 Sulfonamida
Acba_03595 blaapc-1s2 Cefalosporinas
Acba_03828 aph(3Y)-Via Amicacina e
Canamicina
Acba_03395 aph(6)-Id Estreptomicina
Acba_03404 floR Clorfenicol e Florfenicol

Fonte: (Autoria prépria, 2022).

Tabela A-4. Genes de resisténcia a antimicrobianos identificados na cepa 49367 de A.
baumannii pelo ABRicate.

Cédigo da Gene Resisténcia

sequéncia
Acba_00920 blaoxa-23 Carbapenémicos
Acba_01160 blaoxa-s1 Carbapenémicos
Acba_01867 ant(3")-lla Estreptomicina e

Espectinomicina

Acba_03716 sul2 Sulfonamidas
Acba_03729 blaapc-1s1 Cefalosporina
Acba_03834 aph(3")-Via Amicacina e

Canamicina

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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APENDICE B

Identificac&o de genes de resisténcia a antimicrobianos referente as 21 cepas

usadas para dar robustez a arvore

Na identificacdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos através do programa
ABRiIicate, todas as cepas apresentaram genes que conferem resisténcia a cefalosporina,
aos carbapenémicos, a estreptomicina e a espectinomicina (Tabela B-1). Os genes
codificantes de resisténcia para gentamicina e tobramicina foram verificados em 43% das
cepas, enquanto para canamicina foi identificado em 57%, para amicacina 52%,
cloranfenicol 48%, sulfonamida 67% e florfenicol 33%.

As cepas 49370 e 49375 foram as Unicas que apresentam genes codificantes de
resisténcia aos macrolideos. Ja os genes que conferem resisténcia a tetraciclina foram
verificados apenas nas cepas 49359 e 49361. Os genes codificantes de resisténcia para
trimetropim foram identificados somente nas cepas 49352 e 49366. Além disso, foi
identificado apenas nas cepas 49353 e 49366, 0s genes que concedem resisténcia para
estreptotricina. O gene que codifica resisténcia a colistina foi identificado exclusivamente
na cepa 43962. Por fim, apenas duas cepas (49352 e 49359) apresentaram gene para [3-

lactamicos.
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Tabela B-1. Perfil de resisténcia de acordo com os genes identificados pelo ABRicate
para as 21 cepas de A. baumannii.

Cepas Antimicrobianos
49350 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, CHL, SUL, FLO
49351 CEF, CAR, STE, SPE

49352 CEF, CAR, STE, SPE, KAN, AMK, CHL, B, SUL, FLO, TRI
49354 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, AMK, CHL, SUL, FLO
49355 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, AMK, CHL, SUL
49356 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, AMK, CHL, SUL, FLO
49357 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, AMK, CHL, SUL, FLO
49358 CEF, CAR, STE, SPE

49359 CEF, CAR, STE, SPE, 8, SUL, TET

49360 CEF, CAR, STE, SPE

49361 CEF, CAR, STE, SPE, SUL, TET

49362 CEF, CAR, STE, SPE, COL

49363 CEF, CAR, STE, SPE

49368 CEF, CAR, STE, SPE

49369 CEF, CAR, STE, SPE

49370 CEF, CAR, STE, SPE, KAN, AMK, MAC

49371 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, AMK, CHL, SUL
49372 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, AMK, CHL, SUL
49373 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, AMK, CHL, SUL, FLO
49374 CEF, CAR, STE, SPE, GEN, KAN, TOB, AMK, CHL, SUL, FLO
49375 CEF, CAR, STE, SPE, KAN, AMK, MAC, SUL

Legenda: CEF, cefalosporina; CAR, carbapenémicos; B-lactamicos; STE, estreptomicina; SPE, espectinomicina; GEN,
gentamicina; KAN, canamicina; AMK, amicacina; TOB, tobramicina; SUL, sulfonamida; CHL, cloranfenicol; COL,
colistina; MAC, macrolideos; TET tetraciclina; FLO, florfenicol; TRI, trimetoprim; EST, estreptotricina.
Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Genes de viruléncia identificados nas quatro cepas de A. baumannii pelo

ABRIicate.

Tabela C-1. Genes de viruléncia identificados na cepa 49349 de A. baumannii pelo

ABRicate (continua).

Cédiqo o!a Gene Produto do gene
sequéncia
Acba 00404 adeH Proteina de membrana externa
Acba_00405 adeG Bomba de efluxo de céations/multidrogas
Acba_ 00406 adeF Proteina de fusdo de membrana
Acba 00800 pgaD Proteina de biossintese de poli-beta-16-N-acetil-D-glucosamina PgaD
Acba_00801 pgaC Poli-beta-16 N-acetil-D-glucosamina sintase
Acba_00802 pgaB Poli-beta-16-N-acetil-D-glucosamina N-desacetilase PgaB
Acba_ 00803 pgaA Porina de exportacdo de poli-beta-16 N-acetil-D-glucosamina PgaA
Acba_00957 bfmR  Regulador de resposta de controle de biofilme
Acba_00958 bfmS  Histidina quinase de transducéo de sinal
Acba 01150 ompA Proteina de membrana externa OmpA
Acba_01693 Plc Fosfolipase C
Acba_01863 abal  N-acil-L-homoserina lactona sintetase
Acba_ 02069 plcD Fosfolipase D
Acba_02164 basl  Fosfopanteteinil transferase componente da proteina de biossintese de
Acinetobacter Basl (Quorom sensin)
Acba 02165 basH Biossintese de peptideos ndo ribossomais tioesterase BasH
Acba 02166 barB  Sistema de efluxo sider6foro da superfamilia ABC
Acba_02167 barA  Sistema de efluxo sideroforo da superfamilia ABC
Acba 02169 basG Proteina de biossintese de Acinetobacter BasF
Acba_02170 basF Proteina transportadora BasF
Acba_02171 Ente Enzima formadora de adenilato de peptideo sintetase nédo ribossomal
da sintese de Acinetobacter
Acba_02172 basD Proteina de biossintese de Acinetobacter BasD

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela C-1. Genes de viruléncia identificados na cepa 49349 de A. baumannii pelo
ABRicate (concluséo).

Cédiqo C!a Gene Produto do gene
sequéncia
Acba_02173 basC Proteina de biossintese de Acinetobacter BasC
Acba 02175 bauB Sideroforo férrico transportador ABC proteina periplasmatica de ligacao a
siderdforo
Acba_02176 bauE Siderdéforo férrico transportador ABC proteina de ligagdo ao ATP BauE
Acba_02177 bauC Sideroéforo férrico transportador ABC proteina permease BauC
Acba_02178 bauD Siderdéforo férrico transportador ABC proteina permease BauD
Acba_ 02181 basB Peptideo sintetase ndo ribossomal com condensagdo e dominios de
proteina transportadora de peptidil
Acba_02182 basA Proteina de biossintese de Acinetobacter
Acba 02173 Plc Fosfolipase
Acba_02831 CSUE Csu adeséo da ponta do pilus Csuk
Acba_ 03132 csuD Proteina usher Csu pilus CsuD
Acba 03133 csuC Proteina Csu pilus chaperone CsuC
Acba_03246 basJ Proteina de biossintese de Acinetobacter basJ
Acba_ 03247 Bap Proteina associada a biofilme
Acba_03360 bauF Proteina de intera¢@o com siderdforos
Acba 03676 csuA/B  Pili csu subunidade maior CsuA/B
Acba_03677 CSUA Pili csu subunidade csuA
Acba_03703 abaR Proteina contendo o dominio HTH de ligagdo ao DNA (Quorom sensing)

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela C-2. Genes de viruléncia identificados na cepa 49353 de A. baumannii pelo

ABRicate (continua).

Cédiqo o!a Gene Produto do gene
sequéncia
Acba 00052 ompA Proteina de membrana externa OmpA
Acba 00518 adeH Proteina de membrana externa
Acba_00519 adeG Bomba de efluxo de cations/multidrogas
Acba 01089 bfmR Regulador de resposta de controle de biofilme
Acba 01090 bfmS Histidina quinase de transducao de sinal
Acba_01302 bauF Proteina de interacao com sideréforos
Acba_01793 Plc Fosfolipase C
Acba 01865 pgaD Proteina de biossintese de poli-beta-16-N-acetil-D-glucosamina PgaD
Acba_ 01866 pgaC Poli-beta-16 N-acetil-D-glucosamina sintase
Acba_ 01867 pgaB Poli-beta-16-N-acetil-D-glucosamina N-desacetilase PgaB
Acba_01868 pgaA Porina de exportacdo de poli-beta-16 N-acetil-D-glucosamina PgaA
Acba_ 02200 plcD Fosfolipase D
Acba 02363 basH Biossintese de peptideos ndo ribossomais tioesterase BasH
Acba_02364 barB  Sistema de efluxo siderdforo da superfamilia ABC
Acba_02365 barA  Sistema de efluxo siderdforo da superfamilia ABC
Acba 02367 basG Proteina de biossintese de Acinetobacter BasF
Acba_02368 basF Proteina transportadora BasF
Acba 02369 Ente Enzimaformadora de adenilato de peptideo sintetase nao ribossomal da sintese
de Acinetobacter
Acba_02370 basD Proteina de biossintese de Acinetobacter BasD
Acba 02371 basC Proteina de biossintese de Acinetobacter BasC
Acba 02372 bauA Receptor de sider6foro dependente de TonB BauA
Acba_02373 bauB Sider6foro férrico transportador ABC proteina periplasmatica de
ligacédo a sideroforo
Acba_02374 bauE Siderdforo férrico transportador ABC proteina de ligagdo ao ATP BauE
Acba 02375 bauC Sideroforo férrico transportador ABC proteina permease BauC

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela C-2. Gene de viruléncia identificados na cepa 49353 de A. baumannii pelo
ABRicate (concluséo).

Cédiqo o!a Gene Produto do gene
sequéncia
Acba 02376 bauD Siderdéforo férrico transportador ABC proteina permease BauD
Acba 02378 basB Peptideo sintetase nado ribossomal com condensacao e dominios de proteina
transportadora de peptidil
Acba_02379 basA Proteina de biossintese de Acinetobacter
Acba_03448 Bap Proteina associada a biofilme
Acba 03483 csuE Csu adeséo da ponta do pilus CsuE
Acba 03484 csuD Proteina usher Csu pilus CsuD
Acba 03485 csuC Proteina Csu pilus chaperone CsuC
Acba 03761 basJ Proteina de biossintese de Acinetobacter basJ
Acba_04027 csuA/B Pili csu subunidade maior CSuA/B
Acba 04081 esxN ESX-5tipo VIl sistema de secre¢do EsxA (ESAT-6) homologo

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela C-3. Genes de viruléncia identificados na cepa 49366 de A. baumannii pelo
ABRicate (continua).

Cédiqo o!a Gene Produto do gene
sequéncia
Acba_0005 bfmR  Regulador de resposta de controle de biofilme
Acba 00006 bfmS  Histidina quinase de transducéo de sinal
Acba_00123 pgaA Porina de exportagdo de poli-beta-16 N-acetil-D-glucosamina PgaA
Acba 00124 pgaB Poli-beta-16-N-acetil-D-glucosamina N-desacetilase PgaB
Acba_00125 pgaC Poli-beta-16 N-acetil-D-glucosamina sintase
Acba 00126 pgaD Proteina de biossintese de poli-beta-16-N-acetil-D-glucosamina PgaD
Acba 00341 adeG Bomba de efluxo de cations/multidrogas
Acba 00342 adeH Proteina de membrana externa
Acba_ 00540 plc Fosfolipase C
Acba_ 01135 ompA Proteina de membrana externa OmpA
Acba_ 02415 bauF  Proteina de interagdo com sideroforos
Acba 02416 basA  Proteina de biossintese de Acinetobacter
Acba 02417 bauB  Sideroforo férrico transportador ABC proteina periplasmatica de ligacdo a
sideroforo
Acba_ 02419 bauD  Sideroforo férrico transportador ABC proteina permease BauD
Acba_ 02420 bauC  Sideroforo férrico transportador ABC proteina permease BauC
Acba 02421 bauE  Sideroforo férrico transportador ABC proteina de ligagdo ao ATP BauE
Acba_ 02422 bauB  Sideroforo férrico transportador ABC proteina periplasmatica de ligacdo a
siderdéforo
Acba_ 02423 bauA  Receptor de sideréforo dependente de TonB BauA
Acba_ 02424 basC Proteina de biossintese de Acinetobacter BasC
Acba_ 02425 basD Proteina de biossintese de Acinetobacter BasD
Acba 02426 Ente Enzima formadora de adenilato de peptideo sintetase né&o
ribossomal da sintese de Acinetobacter
Acba_ 02427 basF  Proteina transportadora BasF

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela C-3. Genes de viruléncia identificados na cepa 49366 de A. baumannii pelo
ABRicate (concluséo).

Cddigo da Gene Produto do gene
sequéncia

Acba 02428 basG Proteina de biossintese de Acinetobacter BasF
Acba 02430 barA  Sistema de efluxo sideréforo da superfamilia ABC
Acba 02431 barB Sistema de efluxo sideréforo da superfamilia ABC
Acba 02432 basH Biossintese de peptideos nado ribossomais tioesterase BasH
Acba_02983 plcD  Fosfolipase D

Acba 03601  basJ Proteina de biossintese de Acinetobacter basJ
Acba 03629 csuE Csu adeséo da ponta do pilus CSuE

Acba 03630 csuD  Proteina usher Csu pilus CsuD

Acba_03631 csuC Proteina Csu pilus chaperone CsuC

Acba 03689 Bap Proteina associada a biofilme

Acba 03801 csuB Pili csu subunidade csuB

Acba 03802 csuA  Pilicsu subunidade csuA

Acba_ 03803 csuA/B Pili csu subunidade maior CsuA/B

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela C-4. Genes de viruléncia identificados na cepa 49367 de A. baumannii pelo
ABRicate (continua).

Cddigoda  Gene Produto do gene
sequéncia

Acba_00212 adeF Proteina de fusdo de membrana

Acba_00213 adeG Bomba de efluxo de cations/multidrogas

Acba 00214 adeH Proteina de membrana externa

Acba 01314 ompA Proteina de membrana externa OmpA
Acba_01589 bfmR  Regulador de resposta de controle de biofilme
Acba_01590 bfmS  Histidina quinase de transducgéo de sinal
Acba_02135 abal  N-acil-L-homoserina lactona sintetase

Acba_ 02389 plc Fosfolipase C

Acba_02520 bap Proteina associada a biofilme

Acba_02766 basJ Proteina de biossintese de Acinetobacter basJ

Acba_ 02767 basl Fosfopanteteinil transferase componente da proteina de biossintese de
Acinetobacter Basl (Quorom sensin)

Acba_02768 basH Biossintese de peptideos ndo ribossomais tioesterase BasH
Acba 02769 barB  Sistema de efluxo sideréforo da superfamilia ABC
Acba_02770 barA  Sistema de efluxo sideréforo da superfamilia ABC

Acba 02772 basG Proteina de biossintese de Acinetobacter BasF

Acba 02773 basF Proteina transportadora BasF

Acba_02774 ente  Enzima formadora de adenilato de peptideo sintetase ndo ribossomal
da sintese de Acinetobacter

Acba_ 02775 basD Proteina de biossintese de Acinetobacter BasD
Acba_02776 basC Proteina de biossintese de Acinetobacter BasC

Acba_02778 bauB Sideroforo férrico transportador ABC proteina periplasmatica de
ligacédo a sideroforo

Acba_02779 bauE Sider6foro férrico transportador ABC proteina de ligagdo ao ATP
BauE

Acba_02780 bauC Sideroforo férrico transportador ABC proteina permease BauC

Acba 02781 bauD Sideréforo férrico transportador ABC proteina permease BauD

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela C-4. Genes de viruléncia identificados na cepa 49367 de A. baumannii pelo
ABRicate (concluséo).

Cddigoda  Gene Produto do gene
sequéncia

Acba_ 02784 basB Peptideo sintetase ndo ribossomal com condensacédo e dominios de
proteina transportadora de peptidil

Acba 02785 basA Proteina de biossintese de Acinetobacter

Acba 02786 bauF Proteina de interagdo com sideroforos

Acba_ 02850 pgaD Proteina de biossintese de poli-beta-16-N-acetil-D-glucosamina PgaD
Acba_02851 pgaC Poli-beta-16 N-acetil-D-glucosamina sintase

Acba 02852 pgaB Poli-beta-16-N-acetil-D-glucosamina N-desacetilase PgaB

Acba_ 02853 pgaA Porina de exportacdo de poli-beta-16 N-acetil-D-glucosamina PgaA
Acba_ 02863 Plc Fosfolipase C

Acba_03100 plcD Fosfolipase D

Acba_03169 csuA/B Pili csu subunidade maior CsuA/B

Acba 03170 csuA  Pili csu subunidade csuA

Acba_03171 csuB  Pili csu subunidade csuB

Acba 03172 csuC Proteina Csu pilus chaperone CsuC

Acba_03173 csuD  Proteina usher Csu pilus CsuD

Acba 03174 csuE Csu adesédo da ponta do pilus CsuE

Acba_03822 abaR Proteina contendo o dominio HTH de ligacdo ao DNA (Quorom
sensin)

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Lista completa de genes identificados nas ilhas gendmicas das quatro cepas de

A. baumannii associados a patogenicidade

Tabela D-1. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas gendmicas da

cepa 49349 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observaces Referéncias

Ata Adesina Importante para a BENTACOR et al.,
autotransportadora formacéo de biofilme 2012.
trimérica Ata

Acba_0140 Regulador transcricional Regulam atividades ZHANG et al., 2005;
da familia TetR\AcrR celulares associadas a DENG,; LlI; XIE,

viruléncia e 2013.
patogenicidade

Acba_0299 Regulador transcricional Regulam genes SHEEHAM et al.,
da familia LysR envolvidos na viruléncia  2015; MADDOCKS;

OYSTON, 2008.

operon Mercurio (Il) redutase Confere toleréncia ao BEZERRA, 2012.

MerABDR mercurio

Acba 03189 N-acetiltransferase da Podem acetilar SHIRMAST et al.,
familia GNAT antimicrobianos 2021.

Acba_01628 Regulador transcricional Podem ter papéis na HU et al., 2018.
da familia XRE resposta ao estresse

ambiental e viruléncia

Acba_ 03140 Porina de membrana Facilita a captacédo em TAMBER; OCHS;
externa da familia OprD condi¢des de nutrientes  MANCOCK, 2006.

limitados

Acba_02783 Excinudease ABC Contribui para tolerdncia CAPPA,;
subunidade UvrA acida e oxidativa CATTIVELLLI;

COCCONCELL,
2005.
Acba_ 03585 Proteina usher da Atua na montagem do WERNEBURG;
membrana externa da pili THANASSI, 2018.
biogénese fimbrial
operon Biossintese de Atuam na toleréncia ao RAJPUROHIT;
PqqDE pirroloquinolina quinona estresse oxidativo e DESAL; MISRA,
resisténcia a radiagédo 2013; MISRA et al.,
uv 2012.

CysM Cisteina sintase CysM Desempenha papel na LITHGOW et al.,
resposta ao estresse 2004.

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela D-1. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49349 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observaces Referéncias
Acba_03434 Receptor dependente de Transportador de Znda  MORTENSEN et
TonB ZnuD2 membrana externa al., 2014; HOOD et
al., 2012; HESSE et
al., 2019.
trpD Antranilato Desempenha papel na PARTHASARATHY
Fosforibosiltransferase colonizacédo das etal., 2018.
bactérias
Acba_00608 fosfoglicolato fosfatase Regula a adaptacdo a POSSIK et al.,
estresses ambientais 2022.
Acba_00603 Proteina da familia das Aumenta a expressao de ROGERS et al.,
histonas H-NS genes associados a 2021.
resisténcia
Acba_00596 Histidina quinase Regula processos de BEM et al., 2015.
viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos
Acba_00592 Proteina de membrana Desempenha papéis SHARFF et al.,
externa da familia TolC importantes na viruléncia 2001; ZGURSKAYA
etal., 2011.
cpdA 3',5'-AMP ciclico- Aumenta a tolerdnciaao BARTH et al., 2009.
fosfodiesterase estresse de HOCI
DksA Proteina de ligacdo a RNA Regula positivamente a KIM et al., 2021b.
polimerase DksA expressao génica da
bomba de efluxo
mdtD Subunidade de mdtD é um gene NAGAKUBO et al.,
transportador multidrogas  exportador de drogas do  2002.
MdtD tipo MFS
Acba_02052 Regulador transcricional Regulador de resisténcia HU; ZHAO; YANG,
da familia GntR a isoniazida 2015.
GalE UDP-glicose 4-epimerase  Importante fator de Ll et al., 2014.
GalE viruléncia
Acba_03654 Proteina de ponta do Importante na COULTHURST,
sistema de secrecdo tipo competicédo 2019; WANG et al.,
VI VgrG interbacteriana e 2021b.
colonizagéo
Acba_ 03302 Proteina da familia Esta envolvida na FURMANEK-
MobA/MobL transferéncia conjugal de BLASZK et al.,
DNA 2013.

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela D-1. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49349 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observaces Referéncias
Acba_02892 Regulador transcricional Regula fatores de YANG; ISBERG,
da familia AraC viruléncia 1997.
GrpE Fator de troca de Participa ativamente na DIAMANT;
nucleotideos GrpE resposta ao choque GOLOUBINOFF,
hiperosmotico e térmico  1998; SCHRODER
etal., 1993.
DnaK Acompanhante molecular  Participa ativamente na DIAMANT;
DnaK resposta ao choque GOLOUBINOFF,
hiperosmotico e térmico  1998; SCHRODER
et al., 1993.
Acba_03252 Metalo-B-lactamase (MBL) Possui papel importante  LU; HSU; LIN, 2021
metalo-hidrolase na degradacao de
antimicrobianos [3-
lactdmicos
Acba_ 01462 Proteina da familia OsmC  Esta envolvida na defesa LESNIAK;
contra o estresse BARTON;
oxidativo NIKOLOV, 2003.
Acba_01458 ant(3")-1l familia confere resisténcia a ZHANG et al., 2017.
aminoglicosideo estreptomicina e a
nucleotidiltransferase espectinomicina
abaR Regulador transcricional Esta envolvida no SUN et al., 2021.
da familia LuxR AbaR processo de quorum
sensing
abal acil-homoserina-lactona Esta envolvida no SUN et al., 2021.
sintase Abal processo de quorum
sensing
tviB Vi biossintese de Sintetiza o CAMPOS et al.,
polissacarideo UDP-N- polissacarideo capsular ~ 2008; TRAN et al.,
acetilglucosamina C-6 VI 2010.
desidrogenase TviB
Acba_00597 Proteina contendo domian  Regula favores NIKOISKAYA;
de ligacdo ao DNA da envolvidos na GALPERIN, 2002;
familia LytTR patogenicidade GALPERIN, 2008.
Acba_00594 Proteina de protecdo Defesa contra o estresse  EZRATY et al.,
contra danos oxidativos oxidativo 2017.
phoU Proteina complexa de Desempenha papéis GARDNER et al.,

sinalizacdo de fosfato
phoU

importantes na viruléncia

2014; SANTOS-
BENEIT, 2015.

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela D-1. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49349 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observaces Referéncias
Acba_01454 Proteina da familia DedA Necessérios na resposta TIWARI et al. 2021;
ao estresse ambiental PANTA et al., 2019;
DOERRLER et al.,
2013.
Acba_01703 Proteina da familia RcnB Necessario para manter ~ BLERIOT et al.,
a homeostase dos ions 2011.
metalicos
znuBC Proteina de ligacéo de Necessario para QUAN et al., 2020.
ATP de importacéo de obtencéo de zinco
zinco
Acba_01459 Regulador transcricional Esta envolvido em varios NGUYEN; TRAN;
da familia PadR processos de CAVIN, 2011;
sobrevivéncia celular HUILLET et al.,
2006; DA SILVA et
al., 2005.
Acba 01449 Regulador transcricional Importante no MIL-HOMENS et
da familia BolA crescimento bacteriano al., 2018.
sob condicdes de
estresse ambiental
Acba 01916 Proteina da familia RidA Importante para a LAMBRECHT;
prevencéo de danos SCHMITZ;
metabolicos DOWNS, 2013; LIU
et al., 2016.
Acba_03092 Proteina de resisténcia ao  Resisténcia a metais BRAVO, 2018.
cobre CopC pesados e defesa contra
0 estresse ambiental
Acba_ 03374 Céation monovalente: Defesa contra o estresse  FUJISAWA,;
proteina da familia préton ~ ambiental KRULWICH, 2007,
antiporter-2 (CPA2) PADAN; BIBI;
KRULWICH, 2005.
Acba_03024 Proteina de ligagdo a NTP  Esté envolvido na KHOLODII et al.,
da familia TniB transposicéo de Tn5053  1995.
Acba_00580 Transportador de ferro Importante para LAU; KREWULAK;
ferroso B viruléncia VOGEL, 2016.
Acba_00579 Proteina de transporte de Importante para LAU; KREWULAK;
ferro ferroso A viruléncia VOGEL, 2016.
Acba_03023 Proteina da familia TniQ esta envolvido na KHOLODII et al.,
transposicdo de Tn5053  1995.

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela D-2. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da

cepa 49353 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observacfes Referéncias

Acba_02511  Porina de membrana Facilita a captacdo em TAMBER; OCHS;
externa da familia OprD  condi¢des de nutrientes MANCOCK, 2006.

limitados

umuD Subunidade Contribui para variacao REUVEN; TOMER;
autoproteolitica de DNA  genética em bactérias sob LIVNEH, 1998.
polimerase V propensa  estresse ambiental
a erros de transleséo

Acba 01459 Regulador transcricional Regulador de resisténciaa  HU; ZHAO; YANG,
da familia GntR isoniazida 2015.

Acba_ 01454  Regulador transcricional Regulam atividades ZHANG et al.,
da familia TetR\AcrR celulares associadas a 2005; DENG,; L1,

viruléncia e patogenicidade  XIE, 2013.

Acba_ 03681 Regulador transcricional Regulam genes envolvidos SHEEHAM et al.,
da familia LysR na viruléncia 2015.

Acba_ 03685 Efluxo de Composto Podem conferir resisténcia  HASSAN et al.,
Antimicrobiano a alguns desinfetantes e 2018.
Proteobacteriano antissépticos.

(PACE)

Acba_03555 Regulador transcricional Importante para ZHANG et al.,
de ligacdo ao DNA da patogenicidade 2020.
familia YebC/PmpR

Acba_00403 Proteina de ponta do Importante na competicéo COULTHURST,
sistema de secrecao interbacteriana e 2019; WANG et al.,
tipo VI VgrG colonizagéo 2021b.

Acba 00399 N-acetiltransferase da Podem acetilar SHIRMAST et al.,
familia GNAT antimicrobianos 2021.

cdil Proteina de imunidade Importante mecanismo de TAN et al., 2015.
Cdil competicdo intercelular

entre bactérias Gram-
negativas

sul2 Dihidropteroato sintase  Confere resisténcia a ANTUNES et al.,
Sul2 resistente a sulfonamida 2005.
sulfonamida

dfrAl Diidrofolato redutase Confere resisténcia ao LOMBARDO et al.,

trimetoprim 2016.
Acba_00665 Classe A pB-lactamase Confere resisténcia aos - BRADFORD, 2001.

de amplo espectro
TEM-1

lactamicos

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela D-2. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da

cepa 49353 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observacées Referéncias
floR Cloranfenicol/florfenicol ~ Confere resisténcia a LU et al., 2018
efluxo MFS cloranfenicol e florfenicol
transportador FIOR
Acba 03571  Toxina de ocluséo Aumenta a permeabilidade  PIERRO et al.,
zonular intestinal 2001; LIU et al.,
2016.
Acba_03529  Proteina contendo Importante para a formagdo RYJENKOV et al.,
dominio GGDEF de biofilme e 2005.
estabelecimento de um
estilo de vida séssil
aadAl ant(3")-la familia Confere resisténcia a MAGRINI et al.,
aminoglicosideo estreptomicina e 1998.
nucleotidiltransferase espectinomicina
AadAl
sat2 Estreptotricina N- Confere resisténcia a PARTRIDGE,
acetiltransferase Sat2 estreptotricina 2005.
Acba_00797  Regulador transcricional Auxilia na resposta a Sletal., 2018;
da familia MarR estresse ambiental GAO etal., 2017.
Acba_ 00837 Regulador transcricional Podem ter papéis na HU et al., 2018.
da familia XRE resposta ao estresse
ambiental e viruléncia
Acba 01020 Regulador transcricional Regula fatores de YANG; ISBERG,
da familia AraC viruléncia 1997.
tuf fator de alongamento Importante no processo de  HARVEY et al.,
Tu adesao a célula hospedeira  2019.
znuD2 Receptor dependente Transportadores de Zn da MORTENSEN et
de TonB ZnuD2 membrana externa al., 2014; HOOD et
al., 2012; HESSE
et al., 2019.
Acba_ 04035 Aminoglicosideo O- Confere resistancia aos KAPLAN et al.,
fosfotransferase aminoglicosideos 2016.
aph(3")-Via
Acba_03846  Aminoglicosideo O- Confere resistancia aos KAPLAN et al.,
fosfotransferase aph(6)- aminoglicosideos 2016.
Id
aph(3")-Ib Aminoglicosideo O- Confere resistancia aos KAPLAN et al.,
fosfotransferase aminoglicosideos 2016.
aph(3")-Ib

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela D-2. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49353 de A. baumannii (concluséo).

Gene Produto Observacées Referéncias
aph(3")-Ib aminoglicosideo O- confere resistancia aos KAPLAN et al.,
fosfotransferase aminoglicosideos 2016.
aph(3")-Ib
Acba_03767 Holina Desempenha varios papéis QIN et al., 2019.
importantes na viruléncia
traD Proteina de Participa no processo de SCHRODER et al,
transferéncia conjugal transferéncia de DNA 2001; LU, et al.
TraD conjugado 2008.
operon Efluxo multidrogas Codifica bomba de efluxo COYNE et al.,
AdeFGH para as tetraciclinas e 2010.
fluoroquinolonas
AbeS Transportador SMR de  Codifica bomba de efluxo SRINIVASAN et al.,
efluxo multidrogas para os macrolideos 20009.
AbeS
Acba_03309 Fosfoglucosamina Influencia na KANG et al., 2013;
mutase patogenicidade e viruléncia YAJIMA et al.
2009; SUGITA et
al., 2021.
esxL Proteina semelhante a Importante para o TUFARIELLO et
ESAT-6 EsxL crescimento al., 2016; ORTIZ et
micobacteriano e al, 2021.
patogénese
Acba_01015 Proteina da familia Influencia na resposta ao FU et al.,, 2017; YE
OmpwW estresse salino etal., 2018.
Acba_03554  1-acil-sn-glicerol-3- Importante na resisténciaa Ll etal., 2014.
fosfato aciltransferase tigeciclina
Acba 01176  Fosfatidato Mediador da resisténcia de  MISHRA et al.,
citidililtransferase alto nivel ao daptomicina 2017.
RseP RIP metaloprotease Esta envolvida na ativacdo = YOKOYAMA et al.,
RseP da resposta ao estresse 2021.
extracitoplasmético
Acba_03557  Proteina tipo DcaP Esta envolvida na formagdo CABRAL et al.,
do biofilme de A. baumannii  2011.
Acba 03818 Proteina da familia LrgB  Aumenta a tolerancia a BAYLES et al.,
penicilina 2000.

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela D-3. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49366 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observacfes Referéncias
Acba_03755 Proteina contendo dominio  Importante para a BODELON;
semelhante a Ig adesdo da célula PALOMINO;
hospedeira FERNANDEZ, 2013.
Acba_03250 Regulador transcricional da Podem ter papéis na HU et al., 2018.
familia XRE resposta ao estresse
ambiental e viruléncia
Acba_02148 Regulador transcricional da Regulam genes SHEEHAM et al.,
familia LysR envolvidos na 2015.
viruléncia
Acba_03529 Proteobacterial Podem conferir HASSAN et al.,
Antimicrobial Compound resisténcia a alguns 2018.
Efflux (PACE) desinfetantes e
antissépticos
Acba_ 02136 Regulador transcricional da Regulam atividades ZHANG et al.,
familia TetR\AcrR celulares associadas a  2005; DENG,; LI;
viruléncia e XIE, 2013.
patogenicidade
Acba_03522 Proteina usher da Atua na montagem do  WERNEBURG;
membrana externa da pili THANASSI, 2018.
biogénese fimbrial
Acba_ 02532 Regulador transcricional de Importante para ZHANG et al.,
ligacdo ao DNA da familia  patogenicidade 2020.
YebC/PmpR
operon Biossintese de Atuam na tolerancia ao RAJPUROHIT;
PggBCDE pirrologuinolina quinona estresse oxidativo e DESAL; MISRA,
resisténcia a radiagdo  2013; MISRA et al.,
uv 2012.
ppkl Polifosfato quinase 1 Importante nas BASHATWAH,
respostas ao estresse  KHANFAR,
ambiental BARDAWEEL,
2018.
Acba_02626 Regulador transcricional da Regula fatores de YANG; ISBERG,
familia AraC viruléncia 1997.
Acba_03675 N-acetiltransferase da Podem acetilar SHIRMAST et al.,
familia GNAT antimicrobianos 2021
Acba_01475 Proteina de ponta do Importante na COULTHURST,

sistema de secrec¢do tipo
VI VgrG

competicédo
interbacteriana e
colonizagao

2019; WANG et al.,
2021b.

Fonte: (Autoria propria, 2022).
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Tabela D-3. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49366 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observaces Referéncias
Acba_03828 Aminoglicosideo O- Confere resistancia KAPLAN et al.,
fosfotransferase aph(3')- aos aminoglicosideos 2016.
Vla
znuD2 Receptor dependente de Transportadores de Zn MORTENSEN et al.,
TonB ZnuD2 da membrana externa  2014; HOOD et al.
2012; HESSE et al.,
20109.
Tuf Fator de alongamento Tu Importante no HARVEY et al.,
processo de adesdoa  2019.
célula hospedeira
Acba_03685 Holina Desempenha varios QIN et al., 20109.
papéis importantes na
viruléncia
Acba_03827 Proteina da familia EpsG Atua na montagem do  GRAY et al., 2011.
pili
Acba_ 02141 Regulador transcricional da Regula a resisténciaa HU; ZHAO; YANG,
familia GntR isoniazida 2015.
abaF Transportador MFS de Esta envolvido na SHARMA et al.,
efluxo de fosfomicina AbaF resisténcia a 2017.
fosfomicina
Acba_02530 Proteina tipo DcaP Esta envolvidas na CABRAL et al.,
formacao do biofilme 2011.
Acba 00197 Regulador transcricional da  Auxilia na resposta a Sletal., 2018; GAO
familia MarR estresse ambiental et al., 2017.
Hfq RNA chaperona Hfq Importante na FANTAPPIE et al.,
viruléncia 2009.
cdil Proteina de imunidade Cdil Importante mecanismo TAN et al., 2015.
de competicéo
intercelular entre
bactérias Gram-
negativas
dfrAl Diidrofolato redutase Confere resisténciaao LOMBARDO et al.
trimetoprim 2016.
sat2 Estreptotricina N- Confere resisténcia a PARTRIDGE, 2005.
acetiltransferase Sat2 estreptotricina
prpC 2-metilcitrato sintase Participa da resposta BROWN et al.,
ao estresse oxidativo 1997.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela D-3. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49366 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observaces Referéncias
aadAl ant(3")-la familia Confere resisténcia a MAGRINI et al.,
aminoglicosideo estreptomicina e 1998.
nucleotidiltransferase espectinomicina
AadAl
Acba_ 01517 Classe A B-lactamase de Confere resisténcia BRADFORD, 2001.
amplo espectro TEM-1 aos [B-lactamicos
operon Histidina amonia-liase Necessério para LONERGAN,;
hutCDGHIU geracéo de energia PALMER; SKAAR,
utilizando histidina 2020.
como fonte de carbono
e nitrogénio
Murl Glutamato racemase Confere resisténcia a ZHANG et al., 2016;
ciprofloxacina SENGUPTA;
GHOSH;
NAGARAJA, 2008.
Acba_03390 Toxina de ocluséo zonular  Aumenta a PIERRO et al.,
permeabilidade 2001; LIU et al.,
intestinal 2016.
Galk UDP-glicose 4-epimerase importante fator de Ll etal., 2014.
GalE viruléncia
Galu UTP--glicose-1-fosfato Necessaria para a BONOFIGLIO;
uridililtransferase GalU producgédo do GARCIA,;
polissacarideo MOLLERACH,
capsular 2005;
MOLLERACH,;
LOPEZ; GARCIA,
1998.
sul2 Dihidropteroato sintase Confere resisténcia a ANTUNES et al.,
Sul2 resistente a sulfonamida 2005.
sulfonamida
floR Cloranfenicol/florfenicol Confere resisténcia a LU et al., 2018.
efluxo MFS transportador cloranfenicol e
FloR florfenicol
aph(3")-Ib Aminoglicosideo O- Confere resistancia KAPLAN et al.,
fosfotransferase APH(3")- aos aminoglicosideos 2016.
Ib
Acba_03395 Aminoglicosideo O- Confere resistancia KAPLAN et al.,
fosfotransferase APH(6)-Id  aos aminoglicosideos 2016.
Acba_ 03708 Proteina da familia LrgB Aumenta a tolerdnciaa BAYLES etal.,
penicilina 2000.

Fonte: (Autoria propria, 2022).



172

Tabela D-3. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49366 de A. baumannii (conclus&o).

Gene Produto Observacfes Referéncias
Acba_03732 Oxidorredutase da familia Importante na resposta ZOU et al., 2020.
GMC ao estresse oxidativo e
desintoxicacéo celular
Acba_03427 Proteina da familia TolC Desempenha papéis SHARFF et al.,
importantes na 2001;
viruléncia ZGURSKAYA et al.,
2011.
Acba_03406 Fosfoglucosamina mutase  Influencia na KANG et al., 2013.
patogenicidade e
viruléncia YAJIMA et al.,
2009; SUGITA et
al., 2021.
traD Proteina de transferéncia Participa no processo SCHRODER et al.,
conjugal TraD de transferéncia de 2001; LU et al.,
DNA conjugado 2008.
operon tviBC Biossintese de Sintetizam o WETTER et al.,
polissacarideos vi polissacarideo 2012; VIRLOGEUX
capsular Vi etal., 1995.
Acba_ 02348 ATPase do tipo P de Esta envolvido na RENSING et al.,
translocacéo de cobre resisténcia ao cobre 2000; HASSANI et
al., 2010.
Acba_02871 KpsF/GutQ familia agclcar-  Esta envolvido na CECH, MARKIN,
fosfato isomerase biossintese de acido WOODARD, 2017;
polissialico capsular MEREDITH,
WOODARD, 2006.
Acba_00201 Regulador transcricional da  Esta envolvida na BLANKSCHIEN et

familia TraR/DksA

transferéncia conjugal
de DNA

al., 2009;
GOPALKRISHNAN
etal. 2017.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela D-4. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49367 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observaces Referéncias
operon Mercdrio (Il) Confere tolerancia ao mercurio BEZERRA, 2012.
merACR redutase
Acba 01385 Regulador Podem ter papéis na resposta HU et al., 2018.

transcricional da ao estresse ambiental e
familia XRE viruléncia
Acba_02752  Porina de Facilita a captagdo em TAMBER; OCHS;
membrana externa  condi¢Bes de nutrientes MANCOCK, 2006.
da familia OprD limitados
Acba_ 03516  Proteina usherda  Atua na montagem do pili WERNEBURG;
membrana externa THANASSI, 2018.
da biogénese
fimbrial
Acba_03523  Proteobacterial Podem conferir resisténcia a HASSAN et al,
Antimicrobial alguns desinfetantes e 2018.
Compound Efflux antissépticos
(PACE)
Acba_ 02278  Proteina contendo  Importante para a formacéo de RYJENKOV et al,
dominio GGDEF biofilme e estabelecimento de 2005.
um estilo de vida séssil
Acba 03158 Excinudease ABC  Contribui para tolerancia acida e CAPPA;
subunidade UvrA oxidativa CATTIVELLI;
COCCONCELL,
2005.
operon Biossintese de Atua na tolerancia ao estresse RAJPUROHIT;
PggBCDE pirroloquinolina oxidativo e resisténcia a DESAL; MISRA,
guinona radiagdo UV 2013; MISRA et al.,
2012.
adeB Subunidade de Codifica uma bomba de efluxo COYNE etal., 2011.
permease do multidrogas para tetraciclina e
transportador RND  glicilciclina
de efluxo
multidrogas AdeB
Acba 01974  Holina Desempenha varios papéis QIN et al., 2019.
importantes na viruléncia
ppkl Polifosfato Importante nas respostas ao BASHATWAH,;
quinasel estresse ambiental KHANFAR;
BARDAWEEL,
2018.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela D-4. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49367 de A. baumannii (continua).

Gene Produto Observaces Referéncias

Acba_03260 Proteina contendo  Importante para a adeséo da BODELON;
dominio célula hospedeira PALOMINO;
semelhante a Ig FERNANDEZ,

2013.

Acba 03395  Regulador Regula a fatores de viruléncia YANG; ISBERG,
transcricional da 1997.
familia AraC

Acba_03286 ATPase dafamilia  Importantes moduladores de WONG; HOURY,
MoxR multiplas vias de resposta ao 2012.

estresse

Tuf Fator de ilmportante no processo de HARVEY et al,
alongamento Tu adesao a célula hospedeira 2019.

Ata Adesina Importante para a formacéo de BENTACOR et al.,
autotransportadora  biofilme 2012.
trimérica Ata

Acba_ 02413  Proteina de ponta Importante na competicdo COULTHURST,
do sistema de interbacteriana e colonizagéo. 2019; WANG et al.,
secrecdo tipo VI 2021b.
VgrG

umuD Subunidade Contribui para variagdo genética REUVEN; TOMER,;
autoproteolitica de  em bactérias sob estresse LIVNEH, 1998.
DNA polimerase V. ambiental
propensa a erros
de transleséo

tadA Complexo de Codifica a principal subunidade = BHATTACHARJEE
montagem de pilus  na formacéo do pili et al., 2001.
Flp Componente
ATPase TadA

Acba 03834  Aminoglicosideo Confere resistancia aos KAPLAN et al,
O-fosfotransferase  aminoglicosideos 2016.
aph(3")-Via

Acba_02414  Regulador Regulam atividades celulares RAMOS et al,
transcricional da associadas a viruléncia e 2005; DENG; LI;
familia TetR\AcrR patogenicidade XIE, 2013.

Acba 01408  N-acetiltransferase = Podem acetilar antimicrobianos  SHIRMAST et al.,,
da familia GNAT 2021.

Acba_03849  Proteina da familia  Atua na montagem do pili GRAY et al., 2011.

EpsG

Fonte: (Autoria prépria, 2022).
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Tabela D-4. Genes associados a patogenicidade identificados nas ilhas genémicas da
cepa 49367 de A. baumannii (conclus&o).

Gene Produto Observaces Referéncias
Acba_02745  Regulador Regulam genes envolvidos na SHEEHAM et al.,
transcricional da viruléncia 2015.
familia LysR
Acba 01978  Regulador Importante para patogenicidade ZHANG et al., 2020.
transcricional de
ligacdo ao DNA da
familia
YebC/PmpR
Acba 02920 Proteina de Atua na resposta a estresse STOYANOV et al.,
resposta ao ambiental 20009.
estresse do
envelope da
familia
Asp23/Gls24
Acba_ 03789  Proteina contendo  Desempenha papel regulatério, BLASCO et al,
dominio ESPR gue afeta as fungbes da parede  2012;
celular e a patogénese ROSENBERG et
al., 2011.
Acba_ 03504  Receptor Transportadores de Zn da MORTENSEN et
dependente de membrana externa al.,, 2014; HOOD et
TonB ZnuD2 al., 2012; HESSE et
al., 2019.
Acba_03481  Proteina de ligagdo Esté envolvido na transposicdo = KHOLODII et al.,
a NTP da familia de Tn5053 1995.
TniB
Acba_03480 Proteina da familia  Esté& envolvido na transposicdo = KHOLODII et al.,
TniQ de Tn5053 1995.
Acba 03633 Proteina da familia  Esta envolvida na transferéncia  FURMANEK-
MobA/MobL conjugal de DNA BLASZK et al,
2013.
Acba_03783  Adesina putativa Desempenhando fungbes PETERSON;
da familia AcfC importantes durante a adesao MEKALANOS,
da célula hospedeira 1998.

Fonte: (Autoria prépria, 2022).



