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RESUMO

Acinetobacter spp. tem sido cada vez mais relatado como importante patégeno hospitalar no
mundo inteiro. Entre as espécies desse género, A. baumannii tem se destacado, sendo
responsavel por infecgdes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS). No Brasil, esse micro-
organismo € um motivo de preocupagdo por conta da sua alta prevaléncia no ambiente
hospitalar e multirresisténcia a antimicrobianos. De acordo com o ultimo relatério da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em 2013, A. baumannii foi classificado como o
quarto patégeno mais prevalente entre os pacientes de unidades de terapia intensiva (UTI).
Neste estudo, tivemos como objetivos confirmar a identificacdo de 92 isolados de A.
baumannii coletados de dois hospitais publicos do Rio de Janeiro, durante um periodo de um
ano, utilizando testes bioquimicos e métodos moleculares. Além disso, caracterizar
fenotipicamente e molecularmente a resisténcia a antimicrobianos, determinar a diversidade
genética e avaliar fatores de viruléncia desses isolados. A andlise da sequéncia do gene rpoB
foi realizada para confirmar a identificacdo da espécie A. baumaunnii de todos os isolados.
Além disso, em 93,5% (n=86) dos isolados, foi verificado o perfil de multirresisténcia
(MDR). Dentre os isolados MDR, 93% (n=80) foram resistentes aos carbapenemas
(imipenem e meropenem) e 80,2% (n=69) foram resistentes a polimixina B, para esse
antimicrobiano os isolados apresentaram valores de Concentragdo Inibitéria Minima entre 4-
64 ug/mL. Por PCR, verificamos que todos os isolados estudados possuiam o gene blaoxa-s1 €
0 gene da sequéncia de insercdo ISAbal, 93,5% (n=86) dos isolados apresentaram o gene
blaoxa-23 € ndo houve deteccdo dos genes blaoxa-2a, blaoxass € blaoxa-143. Dentre os 12
isolados sensiveis ao imipenem, 41,6% (n=5) apresentaram o gene blaoxa-s1, 0 blaoxa-23 € 0
ISAbal. Através da andlise do polimorfismo genético desses isolados por PFGE, observamos
a presenca de 22 clones (A ao U), sendo dois clones prevalentes, o A (30,4%, n=28) e 0 B
(18,5% n=17), que estavam presentes nos dois hospitais estudados. A capacidade dos 92
isolados formar biofilme também foi avaliada, nesse estudo, observamos a producdo de
biofilme em 79,3% (n=73) dos isolados. Um isolado representativo de cada clone prevalente
(A e B) e de quatro clones esporadicos (C, D, E e F) foram selecionados para a avaliacdo do
grau de associacdo por microscopia Optica as células A-549 e HEp-2. De maneira geral, foi
observada maior associacdo dos isolados as células HEp-2. Apds realizarmos o ensaio de
contagem das unidades formadoras de coldnia (UFC), podemos sugerir que os isolados de A.
baumannii sdo capazes de aderir, mas ndo invadir as células HEp-2. Por fim, quando
avaliamos a viabilidade celular por reacdo enziméatica de reducdo do sal metiltetrazolio
(MTT), notamos resultados condizentes com o0s observados pela microscopia Optica. Esse
estudo pode auxiliar no monitoramento da resisténcia, conhecimento da epidemiologia
molecular e compreensdo da patogenicidade de A. baumannii. A partir dos resultados obtidos,
medidas de controle podem ser implementadas para proteger e promover a saude da
populacéo.

Palavras-chave: 1. Acinetobacter baumannii. 2. Resisténcia a antimicrobianos. 3. PCR. 4. PFGE. 5.
Biofilme. 6. Fatores de viruléncia. 7. Vigilancia Sanitéria.



ABSTRACT

Acinetobacter spp. has been increasingly reported as important nosocomial pathogen
worldwide. Among the species of this genus, A. baumannii has excelled like an important
opportunistic pathogen, responsible for infections related to health assistance (IRHA). In
Brazil, this microorganism is a cause for concern because of their high prevalence in hospitals
and multi-resistance to antimicrobials. According to the latest report of the National Health
Surveillance Agency (Anvisa), in 2013, A. baumannii was ranked as the fourth most prevalent
pathogen among intensive care unit’s patients (ICU). In this study, our objectives were to
confirm the clinical identification of 92 isolates that were collected from two public hospitals
in Rio de Janeiro, during a period of one year, for this, we used biochemical and molecular
methods. In addition, we characterized phenotypically and molecularly antimicrobials
resistance to determine the genetic diversity and to assess virulence factors of these isolates.
Sequence analysis of the rpoB gene was performed to confirm the identification of all clinical
isolates as A. baumannii. Furthermore, in 93.5% (n=86) of isolates was checked multidrug
resistance (MDR) profile. Among the MDR isolates, 93% (n=80) were resistant to
cabapenemas (imipenem and meropenem) and 80.2% (n=69) were resistant to polymyxin B,
for this antimicrobial, the isolates exhibited Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values
between 4 - 64 ug/mL. By PCR, we verified that all the isolates had blaoxa-s1 gene and the
insertion sequence gene ISAbal, 93.5% (n=86) had the blaoxa-23 gene and there was no
detection of blaoxa-24 genes, blaoxa-ss, and blaoxa-143. Among the 12 isolates sensitive to
imipenem, 51.6% (n=5) had the blaoxa-s1 gene, blaoxa-2z and ISAbal. Through the analysis of
genetic polymorphism of these isolates by PFGE, we noted the presence of 22 clones (A to
U), two prevalent clones, A (30.4%, n=28) and B (18.5%, n=17), that were present in two
hospitals studied. The ability of the 92 isolates to form biofilm was also evaluated, in this
study, we observed biofilm production by 79.3% (n=73) of isolates. One isolate representative
of each clone prevalent (A and B) and four sporadic clones (C, D, E and F) isolates, were
selected to evaluate the degree of association, by optical microscopy, to A-549 and HEp-2
cells. In general, when we compared this association, we observed a higher association with
HEp-2 cells. After we realized the counting of colony forming units test (CFU), we suggest
that the isolates of A. baumannii are able to adhere but not invade HEp-2 cells. Finally, when
we assessed the cell viability by enzymatic reduction reaction of metiltetrazélio salt (MTT),
we notes consistent results with the results observed by optical microscope. This study may
assist the monitoring of resistance, knowledge of the molecular epidemiology and
understanding of the A. baumannii pathogenicity. From these results, we can implement
control measures to protect and promote the health of the population.

Keywords: 1. Acinetobacter baumannii. 2. Antimicrobials resistance. 3 PCR. 4. PFGE. 5.
Biofilm. 6. Virulence factors. 7. Sanitary Surveillance.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8
Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

LISTA DE ILUSTRACOES

Diagrama demostrando o desenvolvimento de um biofilme em
Pseudomonas aeruginosa.

Distribuicdo em percentagem dos 75 isolados de Acinetobacter coletados
do HFSE em relacdo aos diferentes sitios de coleta.

Distribuicdo em percentagem dos 17 isolados de Acinetobacter coletados
do HUGG em relacdo aos diferentes sitios de coleta.

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos testados dos 92 isolados de
A. baumannii.

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos isolados resistentes a
polimixina B.

Dendrograma dos isolados de A. baumannii, construido com o auxilio do
Gel Compar Il versdo 4.0 (Applied Maths).

Classificacao dos isolados de A. baumanni quanto o tipo de producéo de
biofilme.

Sitio de coleta dos isolados que formaram biofilme forte.

Grau de associagdo dos isolados de A. baumannii as células A-549 apds 2
h de infeccéo.

Células A-549 infectadas por 2 h com A. baumannii ATCC 19606
fotografadas no microscopio éptico em um aumento de 40x.

Células A-549 infectadas por 2 h com A. baumannii fotografadas no
microscopio optico em um aumento de 40x.

Grau de associacao dos isolados de A. baumannii as células HEp-2 apds 2
h de infeccao.

Células HEp-2 infectadas por 2 h com A. baumannii ATCC 19606
fotografadas no microscépio 6ptico em um aumento de 40x.

Células HEp-2 infectadas por 2 h com A. baumannii fotografadas no
microscopio optico em um aumento de 40x.

Porcentagem de viabilidade celular das células HEp-2 infectadas com a
cepa de A. baumannii ATCC 19606 e com os isolados representantes de
cada clone testado através do ensaio de avaliagdo da viabilidade celular

por reacdo enzimatica de reducdo do sal metiltetrazélio (MTT).

23

42

43

45

46

49

51
o1

53

54

54

55

56

56

58



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

LISTA DE TABELAS

Classe dos antimicrobianos testados na avaliacdo da suscetibilidade dos
isolados de A. baumannii.

Sequéncias nucleotidicas dos primers especificos utilizados na
amplificacdo dos genes rpoB, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss,
blaoxa-143 € ISAbal.

Resultados esperados nos testes bioquimicos para identificacdo de

Acinetobacter baumannii e espécies relacionadas (MURRAY et al, 2010).

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e o numero de isolados
de A. baumannii incluidos em cada perfil.

Distribuicdo do sitio de coleta em relagéo ao perfil clonal dos isolados
obtidos por PFGE.

31

34

43

46

48



1.1
1.2
1.3
14
1.5
1.6
16.1
1.6.2
1.6.3
16.4
1.6.5
1.7
1.7.1
1.8

2.1

3.1
3.2
3.3
3.4

34.1
3.4.2
3.5
351
3.5.2
3.6

3.7

SUMARIO

INTRODUCAO

BREVE HISTORICO

Acinetobacter spp.

Acinetobacter baumannii

DIVERSIDADE GENETICA

PATOGENICIDADE E FATORES DE VIRULENCIA
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Mecanismos de resisténcia associados aos B-lactamicos
Enzimas modificadoras de aminoglicosideos

Diminuicdo da expressdo de porinas (OMPSs)

Producéo bomba de efluxo

Outros mecanismos de resisténcia

BIOFILME

Aderéncia as células eucarioticas

RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

OBJETIVOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

METODOLOGIA

ISOLADOS CLINICOS

CONFIRMACAO DA IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS
AVALIA(;AO DA SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
PESQUISA DE GENES DE OXACILINASES E SEQUENCIA DE
INSERCAO

Obtencdo do acido desoxirribonucleico gendémico

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
SEQUENCIAMENTO GENETICO

Purificacdo do produto da PCR

Determinag&o das sequéncias nucleotidicas

AVALIA(;AO DO POLIMORFISMO GENETICO POR ELETROFORESE
EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE)

ENSAIO DE FORMACAO DE BIOFILME

11
11
12
13
13
15
16
17
19
20
20
21
21
24
25
28
28
29
29
29

31
31
32
34
34
35

36
36



3.8

3.8.1
3.8.2
3.8.3
3.84
3.85

3.8.6

3.9

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6
4.7

AVALIACAO DO GRAU DE ASSOCIACAO DE CELULAS EPITELIAIS
COM ISOLADOS DE A. baumannii

Cultivo e manutencéo de células epiteliais

Isolados clinicos

Preparo dos isolados de A. baumannii

Microscopia Optica

Ensaio de invasdo bacteriana e contagem das unidades formadoras de colénia
(UFC)

Avaliacdo da viabilidade celular por reacdo enzimaética de reducdo do sal
metiltetrazolio (MTT)

ASPECTOS ETICOS

RESULTADOS

DISTRIBUICAO DOS ISOLADOS

CONFIRMACAO DA IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
PESQUISA DE GENES DE OXACILINASES E SEQUENCIA DE
INSERCAO

AVALIAQAO DO POLIMORFISMO GENETICO POR ELETROFORESE
EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE)

ENSAIO DE FORMACAO DE BIOFILME

AVALIACAO DO GRAU DE ASSOCIACAO DE CELULAS EPITELIAIS
COM ISOLADOS DE A. baumannii

DISCUSSAO

CONCLUSOES

REFERENCIAS

37
38
38
39
39

40

40
41
42
42
43
44

47

47
50

52
60
73
75



11

1 INTRODUCAO

1.1  BREVE HISTORICO

O microbiologista holandés Beijerinck isolou em 1911, pela primeira vez, micro-
organismos do género Acinetobacter do solo usando o meio minimo enriquecido com acetato
de célcio. Esse género, que originalmente foi descrito como Micrococcus calco-aceticus, foi
proposto por Brisou e Prevot em 1954, para diferenciar esses micro-organismos daqueles com
motilidade dentro do género Achromobacter. O género Acinetobacter foi amplamente aceito
por volta de 1968 ap6s Baumann e colaboradores publicarem um estudo abrangente sobre
organismos como Micrococcus calco-aceticus, Alcaligenes hemolysans, Mima polymorpha,
Moraxella lwoffi, Herellea vaginicola e Bacterium anitratum. Esse estudo concluiu que esses
micro-organismos pertenciam a um unico género e ndo podiam ser subclassificados em
diferentes espécies com base em caracteristicas fenotipicas (BAUMANN; DOUDOROFF;
STANIER, 1968). Em 1971, a subcomissdo responsavel pela Taxonomia de Moraxella e
bactérias associadas, reconheceu oficialmente o género Acinetobacter com base nos resultados
de 1968 (LESSEL, 1971).

Alguns anos depois, a espécie Acinetobacter baumannii, previamente denominada A.
calcoaceticus subsp. anitratus (Herellea vaginicola), foi descrita por Bouvet e Grimont ap6s
ser isolada de pacientes hospitalizados (BOUVET; GRIMONT, 1986). Enquanto na década de
1970 esse micro-organismo era suscetivel a maioria dos antimicrobianos, hoje esse patdgeno
apresenta grande resisténcia a maioria dos antimicrobianos de primeira linha (FOURNIER et
al, 2006, POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015). Por conta disso tornou-se uma das
principais causas de preocupacédo, principalmente em zonas de conflitos e ganhou especial
notoriedade durante a guerra do Iraque, ganhando o apelido de "Iragibacter”. 1sso ocorreu,
apos serem observadas altas incidéncias de infeccdes da corrente sanguinea causadas por
isolados de A. baumannii multirresistentes (MDR) entre os membros do servi¢o do exército
dos Estados Unidos da América (EUA) (CDC, 2004).

Assim, A. baumannii tem despertado o interesse da comunidade cientifica ao longo
dos ultimos 15 anos, o que tem levado a significativos avangos na compreensdo da

patogenicidade deste micro-organismo.
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1.2 O género Acinetobacter

Micro-organismos do género Acinetobacter, atualmente sdo definidos como
cocobacilos Gram-negativos, aerobios estritos, ndo fermentadores, ndo exigentes, ndo moveis,
catalase positivos, oxidase negativos e com um contetdo de GC em seu DNA entre 39% e
47% (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Em 1986, apds realizarem estudos de
hibridizacdo DNA-DNA, Bouvet e Grimnot determinaram que o género Acinetobacter era
constituido por 28 espécies com nomes oficialmente reconhecidos, dentre elas: A. baumannii,
A. johnsonii, A. haemolyticus, A. calcoaceticus, A. junii e A. lowffii, além de 15 espécies
genémicas. Atualmente esse género é constituido de 42 espécies (LPSN BACTERIO.NET,
2015), incluindo as quatro espécies do complexo A. calcoaceticus - A. baumannii (A.
calcoaceticus, A. baumannii e as espécies gendmicas Acinetobacter 3 e Acinetobacter 13TU,
atualmente denominadas, A. pitti e A. nosocomialis, respectivamente) (NEMEC, 2011). A
espécie A. calcoaceticus é ambiental e ndo tem sido relacionada a doencas clinicas, enquanto
as outras trés espécies pertencentes ao complexo sdo, talvez, as espécies mais clinicamente
significativas, sendo relacionadas tanto a infecgdes nosocomiais, como adquiridas na
comunidade (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Para identificar os micro-organismos do género Acinetobacter a nivel de espécie, 28
métodos fenotipicos estdo disponiveis e mostraram ser 95,6% eficazes na identificacdo das
espécies de Acinetobacter derivados de pele humana (SEIFERT et al, 1997). Mesmo assim,
ainda ha grande dificuldade para distinguir, por caracteristicas fenotipicas, as espécies que
fazem parte do complexo A. calcoaceticus - A. baumannii (GARRITY et al, 2005,
DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007). Esses métodos fenotipicos também podem ser
ineficazes na identificacdo de espécies genébmicas de Acinetobacter descobertas mais
recentemente (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Por conta desses motivos, métodos
mais avancados de diagndstico molecular tém sido desenvolvidos para a identificacdo
espécies de Acinetobacter, como por exemplo, o sequenciamento do gene rpoB (RNA
polimerase B — subunidade) (LA SCOLA; RAOULT, 2004) e ribotipagem (GERNER-
SMIDT, 1992).

Organismos pertencentes ao género Acinetobacter sdo muitas vezes considerados
como onipresentes na natureza, uma vez que eles podem ser recuperados a partir de quase
toda amostra ambiental, como por exemplo, de solo e agua (BAUMANN; DOUDOROFF;
STANIER, 1968).
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1.3 Acinetobacter baumannii

Diferente das demais espécies de Acinetobacter, A. baumannii possui uma excepcional
capacidade de se adaptar as condicGes desfavoraveis do ambiente hospitalar e também, vém
demostrando uma alta resisténcia a antimicrobianos e agentes desinfetantes. Por conta disso, é
uma das espécies bacterianas predominantemente isoladas a partir de material bioldgico de
pacientes hospitalizados (JAWAD et al, 1998, HUSNI et al, 1999, SIENIAWSKI et al, 2013).

A. baumannii € um patégeno oportunista e tem uma alta incidéncia entre individuos
imunocomprometidos, particularmente aqueles que passaram por uma prolongada internagédo
hospitalar. E encontrado colonizando pele humana e também pode ser isolado de secrecdes
respiratdrias e de orofaringe de individuos infectados (SEBENY; RIDDLE; PETERSEN,
2008). Nos ultimos anos, tem sido designado como um patdgeno humano, gerando uma
preocupacdo da comunidade médica, por conta de seu extenso espectro de resisténcia aos
antimicrobianos (CERQUEIRA; PELEG, 2011).

Este fenébmeno de patdgenos MDR tem se tornado um motivo de grande preocupacéo
tanto em infecgfes nosocomiais quanto nas adquiridas na comunidade (PELEG; SEIFERT;
PATERSON, 2008). De fato, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) identificou a
resisténcia antimicrobiana como um dos trés problemas mais importantes em satide humana
(BASSETTI; GINOCCHIO; MIKULSKA, 2011). A. baumannii atualmente esta entre 0s
patégenos MDR mais comuns e graves (RICE et al, 2008; GBAGUIDI-HAORE et al, 2013).

1.4  DIVERSIDADE GENETICA

Para melhorar o entendimento do aumento da resisténcia a antimicrobianos e a
compreensdo sobre propagacdo de A. baumannii nos hospitais, é necessario identificar os
potenciais reservatorios do organismo e seus modos de transmissdo (TOWNER, 2009). Os
métodos de tipagem molecular ou genotipagem sdo necessarios para relacionar
epidemiologicamente isolados de Acinetobacter, essas metodologias se baseiam em

diferencas na sequéncia ou na organizacdo do DNA gendmico para a discriminacdo entre 0s
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isolados. A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é um dos métodos mais comuns
utilizados para a genotipagem. Por esse método, a similaridade entre os isolados pode ser
classificada como: indistinguiveis, quando os isolados possuem similaridade genética de
100%; relacionadas, quando os isolados possuem mais de 80% de similaridade genética; e 0s
isolados com menos que 80% de similaridade genética sdo classificados como distintos
(TENOVER et al, 1995, SINGH et al, 2006, PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Além
do PFGE, atualmente também sdo utilizados métodos como: AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polimorphism) (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007, MAGIORAKOS et al,
2012), VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) (DESCHAGHT et al, 2011), RAPD
(Randomly Amplified Polimorphic DNA) e outros métodos baseados em sequéncias de DNA
amplificadas pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) como MLST (Multilocus
sequence typing) (DI POPOLO et al, 2011).

Tanto o PFGE quanto o MLST sdo os métodos de tipagem molecular mais utilizados
para estudar epidemiologicamente isolados de Acinetobacter. Porém, quando um surto esta
disseminado a diferentes regiGes geogréaficas, deve ser utilizado o MLST, pois essa técnica
possibilita discriminar melhor espécies que possuem relacbes gendmicas estreitas. O PFGE é
utilizado principalmente para comparagdo dos resultados dentro de um laboratério. Os
métodos PFGE e MLST séo faceis de implementar localmente, mas a vigilancia nacional ou
internacional ainda precisa padronizar melhor essas técnicas (MITSUDA, 2012).

Foi verificado recentemente, através da técnica de PFGE, que trés clones de A.
baumannii predominam em muitos paises europeus desde a década de 1990 (ADAMS-
HADUCH et al, 2011, LOWINGS et al, 2015). Ja foi demonstrada também a propagacao de
clones epidémicos de Acinetobacter entre o Brasil e a Argentina (GALES et al, 2004). No
Brasil, um estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro, mostrou a presenca de dois clones
prevalentes, sendo um deles disseminados em sete hospitais € 0 outro em cinco hospitais
(CARVALHO et al, 2009).

Por MLST ¢ possivel evidenciar a expansdo global de isolados de A. baumannii.
Atualmente sdo descritos dezoito clones espalhados em mais de um continente (KARAH et al,
2012). O clone internacional, 1C2, é de longe o mais amplamente disperso, ja encontrado em
pelo menos 34 paises (KARAH et al, 2012). As infeccbes causadas por A. baumannii
resistente aos carbapenemas tém aumentado dramaticamente na América Latina. Diferente do
panorama mundial, no Brasil, a maioria desses isolados tém sido associados com 0s
complexos clonais CC79/113, CC109 e CC15/104, relatados no Rio de Janeiro e Salvador
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(GROSSO et al, 2011, COELHO-SOUZA et al, 2013, MARTINS et al, 2013, CHAGAS et al,
2014).

1.5  PATOGENICIDADE E FATORES DE VIRULENCIA

Como um agente patogénico, A. baumannii tem tropismo por tecidos Umidos, tais
como membranas mucosas ou areas da pele que sdo expostas através de acidente ou danos
traumaticos. Apds a infeccdo é possivel que haja o aparecimento de bolhas hemorrégicas e um
processo necrosante seguido de bacteremia, que sem tratamento, pode conduzir a septicemia e
morte. InfeccBes por patdgenos como Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e
Enterococcus faecalis, podem contribuir para o agravamento de infeccGes causadas por A.
baumannii, j& que estes co-patdgenos podem causar infeccdo necrosante e com isso, criar um
sitio de entrada para a corrente sanguinea (TURTON et al, 2006a).

Apesar de sua associacdo com infec¢des de pele, A. baumannii é encontrado raramente
como parte da microbiota normal da pele. Um estudo estimou que no maximo 3% da
populacédo séo colonizados pela bactéria (SEIFERT et al, 1997). Por outro lado, Acinetobacter
ja foi recuperado em 22% dos piolhos de pessoas sem-teto, sugerindo que esse seja outro
reservatorio potencialmente importante para este patoégeno (LA SCOLA; RAOULT, 2004).

Quando A. baumannii é isolado de um ambiente hospitalar, principalmente em
Unidade de Tratamento Intensivo (UTI), onde os pacientes sdo doentes cronicos, ha uma
grande preocupacdo. Como a maioria destes pacientes esta imunocomprometido e passam por
um longo periodo no hospital, eles apresentam alto risco de contrairem infec¢bes por A.
baumannii. Pacientes que adquirem dispositivos artificiais, como cateteres, suturas,
ventiladores mecanicos e aqueles que tenham sido submetidos a didlise ou antibioticoterapia
nos ultimos 90 dias, também correm o risco de desenvolver infeccbes por A. baumanni
(MONTEFOUR et al, 2008).

O trato respiratdrio e urinario, sangue, liquido pleural, feridas cirurgicas, pele e 0s
olhos podem ser locais de infeccdo ou colonizacdo (BAYUGA et al, 2002, GUSTEN;
HANSEN; CUNHA, 2002). A. baumannii pode representar uma ameaca a pacientes com
pneumonia que necessitem de ventilagdo mecanica, ja que esse micro-organismo tem a
capacidade de formar biofilmes na superficie do tubo endotraqueal (LORENTE; DEL
CASTILLO; RELLO, 2002).
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Apesar de uma extensa pesquisa sobre o potencial de viruléncia deste patogeno
emergente, pouco ainda se sabe sobre o seu verdadeiro potencial patogénico ou repertorio de
fatores de viruléncia. Enquanto acredita-se que varios fatores podem contribuir para o
potencial de viruléncia de A. baumannii, um fator em particular, a proteina OmpA, membro
das proteinas da membrana externa (OMPs), contribui significativamente para a doenga
provocada por esse agente patogénico. A OmpA de A. baumannii pode se ligar as células
epiteliais e tem como alvo as mitocondrias do hospedeiro. Essa proteina induz o aumento
dessa organela, provocando sua disfuncéo. Isto é seguido pela liberacdo do citocromo C, uma
proteina heme que leva & formacgdo de apoptossomo e consequentemente a apoptose da célula
(CHOI et al, 2008, KIM et al, 2009). OmpA é a proteina de superficie mais abundante no
patdgeno e também esta envolvida na resisténcia ao sistema complemento e a formacdo de
biofilmes, duas importantes estratégias de sobrevivéncia ao estresse e potencialmente um dos
mais importantes fatores de viruléncia que ajudam a promover a sobrevivéncia de bactérias,
tanto dentro como fora do hospedeiro (GADDY; TOMARAS; ACTIS, 2009). Além disso,
OmpA também tem sido associada com a resisténcia antimicrobiana em bactérias Gram-
negativas, em A. baumannii, porém, apenas dois estudos demonstraram o envolvimento dessa
proteina na permeabilidade da membrana celular a B-lactamicos (NITZAN; DEUTSCH,;
PECHATNIKOV, 2002, SUGAWARA; NIKAIDO, 2012, SMANI et al, 2014)

Outras proteinas-chave também foram demostradas como capazes de contribuir para a
viruléncia de A. baumannii como a fosfolipase D e C. Enquanto a fosfolipase D concede
resisténcia aos mecanismos de defesa presentes no soro humano e auxilia na evasdo de células
epiteliais e na patogénese (JACOBS et al, 2010), a fosfolipase C tem capacidade de aumentar
a toxicidade de A. baumannii nos epitélios (CAMARENA et al, 2010).

Por fim, a ligacdo e adesdo a superficies abidticas, como equipamentos médicos e
superficies do ambiente; e bioticas, parecem ser importantes para a patogénese de A.
baumannii. Sinais ambientais, tais como cations metalicos, também desempenham um papel
importante na formacdo de biofilmes, ja que essas moléculas aumentam a capacidade de A.
baumannii aderirem a superficies (GADDY; ACTIS, 2009).

1.6 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Actis%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19327114
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Nas Ultimas décadas, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos de amplo
espectro no ambiente hospitalar, tem se observado a emergéncia de bastonetes Gram-
negativos MDR, inclusive A. baumannii. Por conta disso, dentre os fatores de viruléncia
encontrados nesse micro-organismo, a multirresisténcia a antimicrobianos e a capacidade de
formar biofilme vem sendo cada vez mais estudadas (HUSNI et al, 1999). Como limitadas
opcOes de tratamento estdo disponiveis para infeccdo, a presenca desses micro-organismos em
enfermarias cirdrgicas representa um problema significativo (LEMOS et al, 2013).

Isolados de A. baumannii podem ser definidos como MDR, se eles forem resistentes a
trés ou mais classes de antimicrobianos (MARAGAKIS; PERL, 2008), ou definidos como
panrresistentes (PDR), se forem resistentes a todas as classes de antimicrobianos disponiveis
no mercado (FALAGAS; KOLETSI; BLIZIOTIS, 2006). Em alguns isolados de A.
baumannii, as vezes pode haver co-expressdo de multiplos mecanismos, resultando em
resisténcia total, com excegdo, somente, aos carbapenemas, principalmente, imipenem e
meropenem (CASTANHEIRA et al, 2008). Por conta do aumento da utilizagdo de
carbapenemas no tratamento de infeccBes causadas por A. baumannii, tém sido observados
indices crescentes de resisténcia a essas drogas através de alguns mecanismos.

Na década de 1990, com a emergéncia de isolados de A. baumannii resistentes a
maltiplas drogas (MDR), o uso de polimixinas foi reestabelecido, especialmente no caso de
isolados resistentes aos carbapenémicos. As polimixinas sdo antimicrobianos peptideos
ciclicos carregados positivamente que interagem com a por¢do de lipideos A dos
lipopolissacarideos presentes na membrana externa de bactérias Gram-negativas, levando a
desorganizacdo e ruptura dessa membrana e permitindo a passagem do antimicrobiano através
dela (HANCOCK; CHAPPLE, 1999). Por outro lado, essa classe de antimicrobianos
apresenta graves efeitos adversos, sendo os principais, nefrotoxicidade (principalmente
insuficiéncia renal aguda) e neurotoxicidade. Outros efeitos também sdo descritos, como por
exemplo, alergias, febre e eosinofilia (MENDES; BURDMANN, 2009). No geral, a
resisténcia as polimixinas ainda é rara entre micro-organismos Gram negativos néo
fermentadores. Atualmente, as polimixinas tém sido consideradas a Unica op¢do para o
tratamento de infecgbes graves causadas por A. baumannii MDR (YOUNG et al, 1992,
LEVIN et al, 1999, APPLEMAN et al, 2000, POGUE; COHEN; MARCHAIM, 2015).

1.6.1 Mecanismos de resisténcia associados aos B-lactamicos
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Dentre 0s mecanismos associados a produgao de enzimas B-lactamases, podemos citar:
B-lactamases de Espectro Extendido (ESBLs; classe A de Ambler), metalo-p-lactamases
(classe B de Ambler), AmpC B —lactamases (classe C de Ambler) e oxacilinases (classe D de
Ambler) (AMBLER, 1980, CASTANHEIRA et al, 2008). Além disso, impermeabilidade da
membrana externa associada a perda ou diminuigdo na expressdo de porinas e produgéo de
bombas de efluxo (HIGGINS et al, 2004, PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Essas enzimas sdo capazes de catalisar a hidrélise do anel B-lactamico pela quebra da
ligacdo amida, impedindo que os antimicrobianos inibem a sintese da parede celular
bacteriana (WILLIAMS, 1999). As p-lactamases podem ser encontradas no espaco
periplasmatico de bactérias Gram-negativas e 0s genes que codificam a producdo destas
enzimas podem estar localizados no cromossomo bacteriano ou em plasmideos (BUSH,
1989). Em Acinetobacter as p-lactamases de classe B e D apresentam maior frequéncia e
atividade hidrolitica de carbapenemas, sendo denominadas também como carbapenemases
(POIREL; NORDMANN, 2006).

As B-lactamases de classe A ou ESBLs conferem resisténcia as cefalosporinas de
amplo espectro e aos monobactamicos, podendo conferir também niveis de resisténcia aos
carbapenemas. Geralmente, sdo inibidas pelos inibidores de pB-lactamases como acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam (THOMSON, 2010).

As carbapenemases classe B ou ML conferem alto nivel de resisténcia aos
carbapenemas ¢ aos B-lactdmicos, com excecdo de monobactdmicos (aztreonam). Hidrolisam
eficientemente carbapenemas, mas ndo aztreonam, e sdo inibidas por agentes quelantes, tais
como é&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Além dos carbapenemas, a maioria destas
enzimas hidrolisam cefalosporinas e penicilinas, ja& que 0s micro-organismos possuem
mecanismos de resisténcia aos inibidores de beta-lactamases atualmente disponiveis
(THOMSON, 2010). O mecanismo de hidrdlise ¢ dependente da interagdo dos B-lactamicos
com ions de zinco no sitio ativo da enzima, resultando na caracteristica distintiva da sua
inibicdo por EDTA, um quelante de Zn?* e de outros cations divalentes (WALSH et al, 2005).

As B-lactamases de classe C ou AmpC p-lactamases, conferem resisténcia as
penicilinas, inclusive as suas associagdes com inibidores de [-lactamases (sulbactam,
tazobactam e acido clavulanico), as cefalosporinas de 1% 22 e 3% geragdes e aos
monobactamicos (aztreonam) (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995). A hiperexpressao de

AmpC confere resisténcia a maioria das cefalosporinas de amplo espectro, entretanto
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cefepima e os carbapenemas ndo sdo hidrolisados por esta enzima (PELEG; SEIFERT,;
PATERSON, 2008).

Em relacdo as carbapenemases de classe D ou oxacilinases (OXA), até 0 momento,
mais de 150 variantes distintas dessas enzimas ja foram descritas, contudo apenas 45 exibem a
capacidade de hidrolisar o anel beta-lactamico dos carbapenemas. Dentre os subgrupos
filogenéticos ja identificados, cinco foram descritos em A. baumannii, entre eles estdo: OXA-
23-like, OXA-24-like, OXA-51-like, OXA-58-like, OXA-143-like e OXA-235-like (POIREL;
NAAS; NORDMANN, 2010, HIGGINS et al, 2009, HIGGINS et al, 2013). Todos o0s
subgrupos estdo relacionados a resisténcia adquirida aos carbapenemas, exceto o subgrupo
OXA-51-like que é composto por enzimas intrinsecas de A. baumannii (HERITIER et al,
2005).

Para que 0s genes blaoxa Sejam expressos, muitas vezes € necessaria a presencga de
sequéncias de insercédo (1S). As carbapenemases do tipo OXA, pertencentes aos grupos OXA-
23-like, OXA-51-like e OXA-58-like, frequentemente possuem associagdo com essas Sl.
Vérias Sl ja foram descritas em Acinetobacter, as mais comumente conhecidas sdo as ISAbal,
ISAba2, ISAba3 e ISAba4 (TURTON et al, 2006b, PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008;
MUGNIER; POIREL; NORDMANN, 2009). ISAbal, ISAba2, ISAba3, ISAba4, 1SAbalo,
ISAbal25, 1SAba825 e ISAbal8 ja foram encontradas em isolados de A. baumannii
juntamente ao grupo OXA-23 e OXA-58 (CORVEC et al, 2007, BERTINI et al, 2007,
BOGAERTS et al, 2008, GIANNOULI et al, 2009, EVANS et al, 2010, LEE et al, 2011,
RAVASI et al, 2011). Ja o grupo OXA-51 possui associacdo com ISAbal e ISAba9. Esta
variedade de sequéncias contribui tanto para a resisténcia antimicrobiana, quanto para o
aumento da plasticidade gendmica (FIGUEIREDO et al, 2009b).

1.6.2 Enzimas modificadoras de aminoglicosideos

As enzimas acetiltransferases, nucleotidiltransferases e fosfotransferases caracterizam
suscetibilidade variavel para diferentes aminoglicosideos. Essas enzimas foram encontradas
em isolados de A. baumannii, sozinhas ou na maioria das vezes em combinagdo com outras
enzimas. OS genes destas, podem estar localizados em plasmideos, transposons ou em
associagcdo com integrons de classe | (SEWARD; LAMBERT; TOWNER, 1998).
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Além disso, foram descritas, as 16S rRNA metiltransferases (RMT) (ArmA, e RmtA,
B, C e D) que conferem também alto nivel de resisténcia a todos os aminoglicosideos
disponiveis. Embora os membros da familia RMT ainda nédo tenham sido encontrados em A.
baumannii, o gene armA frequentemente é encontrado em combinagdo com gene blaoxa-23 em
outros micro-organismos (DOI et al, 2007, YU et al, 2007, KIM et al, 2008, CHO et al, 2009).

A inibicdo dessas proteinas induz a um desequilibrio na sintese da parede celular,
resultando na inibicdo do crescimento ou lise osmotica celular (ZAPUN; CONTRERAS-
MARTEL; VERNET, 2008).

1.6.3 Diminuicdo da expressao de porinas (OMPs)

As porinas sdo proteinas capazes de formar canais que permitem o transporte de
moléculas através da bicamada lipidica. Essas proteinas podem agir como alvos potenciais
para adesdo a células e ligacdo de compostos bactericidas na superficie de bactérias Gram-
negativas. As porinas podem desempenhar um papel importante nos mecanismos de
resisténcia, ja que variacdes na sua estrutura ou na regulacdo da expressao sdo estratégias de
sobrevivéncia desenvolvidas por muitas bactérias. Com isso, 0S micro-organismos sao
capazes de diminuir a permeabilidade da membrana externa motivadas por perdas ou
diminuicdo da expressao de proteinas de membrana externa, como as porinas (OMPs, “outer
membrane proteins”’) (ZAVASCKI et al, 2010).

Isolados de A. baumannii tém relativamente poucas porinas quando comparados a
outras bactérias Gram-negativas, 0 que pode explicar em parte sua resisténcia antimicrobiana
intrinseca (SATO; NAKAE, 1991).

1.6.4 Producao de bomba de efluxo

Em bactérias Gram-negativas, a membrana externa limita a quantidade de agentes
antimicrobianos que entram na célula e o sistema de efluxo bombeia ativamente agentes
antimicrobianos estruturalmente distintos para fora da bactéria (POOLE et al, 2002). Os

transportadores presentes no sistema de efluxo sdo expressos em todas as células vivas,
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protegendo-as de efeitos toxicos de produtos quimicos organicos. Multirresisténcia bacteriana
tem sido frequentemente associada a superexpressdo desses transportadores (VILA, MARTI,
SANCHEZ-CESPEDES, 2007).

As bombas de efluxo foram agrupadas em seis familias: ABC (cassete ligado ao ATP),
MFES (facilitador maior), RND (resisténcia, nodulacdo e divisdo), MATE (efluxo de
multidrogas e moléculas toxicas), SMR (pequena multirresisténcia) e DMT (transportador
droga/metabdlito). Elas estdo distribuidas tanto em bactérias Gram-negativas, quanto em
Gram-positivas (POOLE et al, 2002). Em A. baumannii, a resisténcia a antimicrobianos
mediada por bomba de efluxo est& geralmente associada com as familias MFS e RND, nessas
familias o transporte de drogas para o meio extracelular ocorre através de antiporte, ou seja
s&o dependentes de forca préton-motriz (VILA, MARTI, SANCHEZ-CESPEDES, 2007).

A producdo de bombas de efluxo contribui substancialmente para a resisténcia a
diversos antimicrobianos (DAMIER-PIOLLE et al, 2008). Além disso, esse é o principal
mecanismo capaz de proporcionar resisténcia a agentes desinfetantes, sendo encontrado
principalmente em isolados MDRs. Para Gram-negativos, resisténcia a desinfetantes também
pode ser codificada pelo gene gackE (WALSH et al, 2005, COYNE et al, 2011).

A presenca de cada fator de resisténcia pode variar entre os isolados. Os isolados
MDR podem possuir um grande numero de mecanismos que conferem resisténcia a diferentes
classes de antimicrobianos, adicionando assim, dificuldades em encontrar agentes

antimicrobianos adequados para tratar a infeccéo.

1.6.5 Outros mecanismos de resisténcia

Outros mecanismos de resisténcia incluem a regulagdo negativa das proteinas de
ligacdo a penicilina (PBPs), que confere resisténcia aos P-lactamicos (FERNANDEZ-
CUENCA et al, 2003), mutacdes na DNA girase e topoisomerase 1V, que confere resisténcia a
fluoroquinolona (RIBERA et al, 2003), proteina ribossomal de protecéo a tetraciclina (TetM)
(VILA et al, 1997), redutase de di-hidrofolato putativa (FolA), envolvida na resisténcia
trimetoprim (MAK et al, 2009) e mutacdes no regulador de dois componentes (PMRA/B)
associado com resisténcia a polimixina (ADAMS et al, 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vila%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17324960
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1.7  BIOFILME

Biofilmes bacterianos tém uma estrutura complexa e arquitetura dindmica e podem se
desenvolver em muitas superficies abioticas (plastico, vidro, metal e sais minerais) e
superficies bidticas (plantas, animais e seres humanos). Apresentam trés etapas no seu
desenvolvimento. O primeiro passo inclui a aderéncia de bactérias plancténicas as superficies.
Esta adesdo inicial pode ser mediada por contatos eletrostaticos ou interacdo de estruturas
bacterianas (como por exemplo, proteinas e carboidratos) com as superficies inertes ou
revestidas com proteinas e carboidratos. O segundo passo é a proliferacdo dos colonizadores
primarios e a maturacdo do biofilme. Durante esta etapa, as bactérias podem se multiplicar
sem soltar células descendentes, ou colonizadores primarios recrutam e agregam membros
planctbnicos das mesmas espécies ou de outras espécies. As bactérias presentes ainda
conseguem produzir substancias poliméricas extracelulares (EPS) que estabilizam a
arquitetura do biofilme. Enfim, numa terceira etapa, membros previamente sésseis do
biofilme maduro se separam e atuam como colonizadores primarios em diferentes locais.
Muitas das propriedades de desenvolvimento do estabelecimento do biofilme, sejam elas
metabdlicas, genéticas e/ou fisicas, a maturacdo e a separacdo sao reguladas por sistemas de
comunicacdo intra-espécies e inter-espécies que reagem a densidade populacional (por
exemplo, regulacdo) (LEMBKE et al, 2006).

A estrutura de um biofilme, constituida por agregados de bactérias e uma matriz
extracelular, em geral apresenta uma complexa rede de canais, que permite a difusdo de
nutrientes para manter o crescimento bacteriano e, ao mesmo tempo, proteger as bactérias de
compostos toxicos e reagentes presentes no ambiente, incluindo aqueles secretados tanto pela
resposta imune inata do hospedeiro, quanto pela adaptativa (MANETTI et al, 2007). Bactérias
embebidas em biofilmes demonstram suscetibilidade reduzida a agentes antimicrobianos. I1sso
ocorre, dentre outros fatores, devido a alta densidade populacional (que altera a expressdo de
diversos genes bacterianos) e a protecdo fisica conferida pela matriz extracelular (HALL-
STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

Cateteres intravenosos, valvulas cardiacas protéticas, proteses articulares, cateteres de
dialise peritoneal, marcapassos cardiacos, implantes cerebrais e tubos endotraqueais s&o
exemplos de dispositivos médicos que possuem um risco intrinseco de acumular biofilmes
(HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004)
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Figura 1: Diagrama demostrando o desenvolvimento de um biofilme em Pseudomonas aeruginosa. Etapas 1 e
2: fixacdo inicial de células a superficie; etapas 3 e 4: desenvolvimento precoce e maturagdo da arquitetura do
biofilme; etapa 5: dispersdo de células individuais do biofilme (STOODLEY et al, 2002).

Biofilm Development

A capacidade de aderir a superficies bioticas e abi6ticas tem sido demonstrada em
varios estudos de A. baumannii (LEE et al, 2008). Baixas exigéncias nutricionais e a
capacidade de aderir a superficies proporcionam a essa espécie uma maior resisténcia a
dessecacdo, permitindo que ela sobreviva cerca de 30 dias em superficies secas. Geralmente,
essa aderéncia resulta no desenvolvimento de biofilmes (COSTERTON et al, 1999).

A capacidade de A. baumannii formar biofilmes lhe permite crescer persistentemente
em ambientes com condicBes desfavoraveis. Foi demostrado que A. baumannii é capaz de
formar biofilmes em superficies abiéticas, incluindo vidro e equipamentos utilizados nas
unidades de cuidados intensivo, e/ ou bidticas tais como, superficies de células epiteliais
(GADDY; ACTIS, 2009). E ainda, favorece sua sobrevivéncia sob condicGes de crescimento
desfavoraveis e durante o tratamento com antimicrobianos, reduzindo significativamente sua
suscetibilidade aos antimicrobianos, representando assim, uma ameaga para pacientes
hospitalizados e um problema clinico significativo para os médicos que tentam escolher o
regime terapéutico apropriado (MARAGAKIS et al, 2008).

Dentre os fatores mais comuns que controlam a formacao de biofilme em superficies
abioticas, podemos incluir a disponibilidade de nutrientes, a presenca de pili, de proteinas de
membrana externa e secre¢des macromoleculares (polissacarideos, acidos nucleicos entre
outros) (GADDY; ACTIS, 2009). O gene csuE foi identificado como sendo importante na
formagéo do biofilme bacteriano, assim como na producdo e montagem de pili (TOMARAS

et al, 2003). Quando ha a fixacdo da pili em superficies abidticas, inicia-se a formacéo de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Actis%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19327114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maragakis%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18444865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Actis%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19327114
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microcolonias e em seguida o desenvolvimento de estruturas de biofilme. Porém, ao contrério
de biofilme em superficies abidticas, estruturas pilus ndo foram relacionadas a adesdo de A.
baumannii as células epiteliais bronquicas (DE BREIJ et al, 2009). Ja a proteina associada ao
biofilme (BAP), estd presente na superficie das células bacterianas e contribui para o
desenvolvimento do biofilme e maturacdo por meio da estabilizacdo do biofilme maduro em
superficies abidticas (como por exemplo, vidro) (LOEHFELM; LUKE; CAMPAGNARI,
2008, GADDY; ACTIS, 2009). Essa proteina ainda estd envolvida na adesdao a célula
eucaridtica, um passo importante na colonizacdo do hospedeiro ou de superficies bidticas
(BROSSARD; CAMPAGNARI, 2012). A montagem de pili e a producdo de (BAP)
contribuem para o inicio de producédo de biofilme e maturagdo ap6s 0 micro-organismo aderir
a superficies (GADDY; ACTIS, 2009).

Em superficies bidticas e abioticas ja foi demostrado que condi¢cdes ambientais, tais
como temperatura de crescimento e a concentracdo de ferro livre extracelular também afetam
a quantidade de biofilme formado nessas superficies. H4 uma diminuicdo significativa na
aderéncia e capacidade de formacdo de biofilmes em superficies abidticas e bioticas (plastico
e células epiteliais do aparelho respiratério humano) quando A. baumanni é cultivado na
presenca de um agente quelante de ferro (LEE et al, 2006, LEE et al, 2008).

A formacéo de biofilmes em plastico, como poliestireno, e principalmente a aderéncia
de A. baumannii as células epiteliais do aparelho respiratério esta diretamente correlacionada
com o nivel de expressdo do gene blarer-1 (RAO et al, 2008, LEE et al, 2008). Como esse
gene também tem um papel importante na multirresisténcia nesse micro-organismo, isso
sugere uma associacdo significativa entre multirresisténcia e biofilmes (LEE et al, 2008).
Deste modo, o biofilme formado por A. baumannii pode aumentar sua capacidade de resistir a
terapias com antimicrobianos, assim como outros tipos de stress ambientais, tais como
desidratacdo e limitada disponibilidade de nutrientes (GADDY; ACTIS, 2009).

Um estudo demostrou que a formagéo de biofilme em vidro pode ser influenciada pelo
polissacarideo extracelular poli-B-(1,6)-N-acetilglucosamina (PNAG), que parece funcionar
como uma adesina dentro do biofilme. A PNAG é regulada pelo I6cus pga e eventualmente

sua producéo influencia no crescimento do biofilme (CHOI et al, 2009).

1.7.1 Aderéncia as células eucariéticas
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A aderéncia das bactérias as células epiteliais € um passo essencial para a colonizacao
e infeccdo (BEACHEY, 1981). A aderéncia bacteriana as células hospedeiras é mediada por
fimbrias ou componentes de membrana. Além disso, muitas bactérias patogénicas sdo capazes
de invadir células ndo fagociticas e evoluir para sobreviver no interior das celulas
hospedeiras. A invasdo celular pelas bactérias contribui para o processo de evasdo da
imunidade humoral, da persisténcia no hospedeiro e da penetracdo nos tecidos profundos. As
bactérias conseguem entrar nas células ndo fagociticas através de dois mecanismos; um
denominado ziper-like e outro, gatilho, que foram inicialmente classificados com base em
diferengas morfoldgicas. O mecanismo ziper-like (entrada mediada por receptor) requer a
interacdo direta entre ligantes bacterianos e receptores da superficie celular do hospedeiro e
ainda envolve o rearranjo do citoesqueleto no local da invasdo. Por outro lado, 0 mecanismo
de gatilho é iniciado pela injecdo de proteinas efetoras bacterianas, essas proteinas regulam a
dindmica e induzem rearranjos do citoesqueleto, como protuberéncias na membrana
(DRAMSI; COSSART, 1998, ALONSO; GARCIA-DEL PORTILLO, 2004).

Estudos de aderéncia de A. baumannii as células epiteliais humanas sdo escassos, a
infeccdo dessas células por esse micro-organismo foi associada a aderéncia e invasdo desse
patdégeno nessas células (CHOI et al, 2008, LEE et al, 2008, LEE et al, 2006), e ainda,
inducdo de morte celular (LEE et al, 2001, SMANI; McCONNELL; PACHON, 2012).

Este patdégeno adere as células epiteliais humanas e também a filamentos de C.
albicans independentemente do pili formado pelo sistema chaperone csu, sugerindo que nédo
existe nenhuma correlacdo direta entre a formacdo de biofilme em superficies abioticas e
bidticas e que existe uma grande variacdo na superficie celular e nas interagdes celulares que
resultam na aderéncia e formagéo de biofilme em diferentes isolados de A. baumannii (DE
BREIJ et al, 2009, GADDY; TOMARAS; ACTIS, 2009).

Evidéncias crescentes sugerem gue essa morte celular envolve ativacdo de caspases, 0
que poderia induzir apoptose das células humanas através da abertura de vias intracelulares
(LEE et al, 2001, CHOI et al, 2005). Além de caspases, a proteina OmpA que é expressa na
superficie da célula bacteriana, também contribui para a adesdo do agente patogénico as

células de diferentes tipos de tecidos.

1.8 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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As infec¢es relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo aquelas adquiridas durante
a prestacao dos cuidados de salde e constituem um grave problema de saude publica mundial,
ja que aumentam a morbidade e a mortalidade entre 0s pacientes, e consequentemente a
duracdo do tratamento da doenca e a elevacdo dos custos envolvidos nesse cuidado (DAL et al,
2010). Nesse contexto, um dos desafios fundamentais para a prevencdo e controle das IRAS é
a dificuldade de contencdo da resisténcia bacteriana. Recentemente, a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) identificou a resisténcia antimicrobiana como um dos trés problemas mais
importantes para a saude humana (BASSETTI; GINOCCHIO; MIKULSKA, 2011) e os
agentes patogénicos MDR mais comuns e graves foram englobados dentro da sigla
"ESKAPE" (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp) (RICE et al, 2008).
Para a vigilancia sanitaria a expansdo da resisténcia microbiana, vem sendo apontada como
um dos maiores problemas de saude publica. Por isso a identificacdo, a prevencéo e o controle
das IRAS representam medidas imprescindiveis para a intervencao sobre o risco em servi¢os
de saude, antes que o dano possa alcancar o paciente de forma indiscriminada. Além disso, a
aplicacdo dos conceitos da vigilancia epidemioldgica a esses eventos evitaveis € o alicerce
para a identificacdo oportuna e obtencdo de informacdes de qualidade para a agdo. Sendo
assim, é essencial que se construa uma rede de dados a partir de informacGes de qualidade,
verdadeiras e representativas da realidade nacional, para que a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), através de programas como o de uso racional de
antimicrobianos e da rede de monitoramento de resisténcia microbiana, possa proteger e
promover a salde da populacgdo brasileira.

Nesse contexto, Acinetobacter baumannii tem recebido cada vez mais atencdo como
patégeno oportunista com grande importancia em IRAS. E considerado um patdgeno
hospitalar persistente, devido a sua ampla distribuicdo nesse ambiente, além de demonstrar
ampla resisténcia a varios antimicrobiano e associacdo crescente com infeccBes entre
pacientes imunocomprometidos e feridos, principalmente em UTIs. O recente aumento na
incidéncia, juntamente com um aumento dramatico no aparecimento de isolados MDR, elevou
significativamente o interesse neste patdgeno (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Outro
fator que pode influenciar no sucesso de A. baumannii como patégeno € sua capacidade de
aderir a superficies abioticas. Micro-organismos associados a biofilmes sdo considerados um
importante problema de saude publica, pois esse mecanismo, além de funcionar como uma

barreira & acdo dos antimicrobianos, pode ser fonte de infecgdo persistente, abrigar micro-
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organismos patogénicos e ainda, permitir mudanga do padrdo de resisténcia aos
antimicrobianos.

Apesar de varios relatos sobre o aumento de infec¢bes por A. baumannii, estudos de
viruléncia, aléem de escassos, estdo focados em um ou apenas alguns isolados. No Brasil, ndo
foram encontrados na literatura muitos estudos que relacionem isolados de A. baumannii a
fatores envolvidos em sua viruléncia e patogenicidade, principalmente em células humanas.
Por este motivo, € importante que se faca um estudo que tenha como foco isolados
reconhecidamente circulantes no Pais, buscando esclarecer alguns mecanismos que

justifiqguem seu sucesso e persisténcia no ambiente hospitalar.
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2 OBJETIVO GERAL

Estudar o polimorfismo genético, a resisténcia a antimicrobianos e os fatores de
viruléncia em isolados de Acinetobacter baumannii coletados de dois hospitais da rede
publica do municipio do Rio de Janeiro entre 2010 e 2011.

2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Confirmar a identificacdo dos isolados oriundos de dois hospitais do Rio de
Janeiro;

o Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e a Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) para polimixina B;

. Verificar a presenca dos genes de oxacilinases, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-sa,
blaoxa-ss € blaoxa-143; € da sequéncia de insercdo ISAbal, através da técnica de reacdo em
cadeia da polimerase e sequenciamento;

. Avaliar o polimorfismo genético dos isolados através da técnica de eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE);

. Detectar a capacidade de diferentes isolados de A. baumannii formar biofilme
sobre uma superficie de poliestireno;

. Descrever a taxa de associacdo (aderéncia e invasdo) de diferentes isolados de
A. baumannii as células epiteliais humanas provenientes da linhagem A-549 e HEp-2 por
microscopia oOptica e ensaio de invasdo bacteriana e contagem das unidades formadoras de
colénia (UFC);

o Investigar o grau de viabilidade das culturas infectadas com A. baumannii por

reacdo enzimética de reducdo do sal metiltetrazolio (MTT).
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3 METODOLOGIA

3.1 ISOLADOS CLINICOS

Foram estudados 92 isolados de Acinetobacter baumannii, coletados de pacientes
hospitalizados em dois hospitais da rede publica do municipio do Rio de Janeiro, no periodo

compreendido entre 2010 e 2011.

3.2 CONFIRMACAO DA IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

A partir dos isolados estocados, previamente identificados através do sistema
automatizada Vitek 2 (BioMérieux Vitek Systems Inc., Hazelwood, MO) utilizando o cartdo
para identificagdo de Gram-negativos (GN, referéncia 21341), foi verificada a pureza desses
isolados, observadas as caracteristicas coloniais em meio de cultura Eosina Azul de Metileno
(EMB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e Agar MacConkey (Gibco®, Invitrogen, Carlsbald,
CA) ap0s incubacdo por 18-24 horas a 37°C e as caracteristicas morfo-tintoriais pela técnica
de coloracdo de Gram. Os isolados também foram identificados através de testes bioquimicos
convencionais como teste de motilidade, utilizacdo do citrato (Simmons), producdo de indol,
oxidacéo e fermentacdo da glicose em meio de Hugh-Leifson, teste da producéo da citocromo
oxidase e crescimento a 42°C, segundo Murray et al (2010).

Os isolados classificadas como sendo do género Acinetobacter foram submetidas a
novo crescimento em Agar Nutriente (NA, Gibco) para realizacdo do estoque. Assim, ap6s
incubagdo por 18-24h, foi realizado o estoque das bactérias em tubos criogénicos contendo 1
mL de Caldo Triptona de Soja (TSB, Gibco) e 20% de glicerol (v/v) a -70°C, e em tubos

criogénicos contendo Agar estoque a temperatura ambiente.

3.3  AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
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Para a avaliagdo da suscetibilidade aos antimicrobianos foi utilizado o sistema
automatizado Vitek 2 (BioMérieux Vitek Systems Inc., Hazelwood, MO) e o cartdo para
suscetibilidade de Gram-negativos aerébios com significado clinico (GN-105), seguindo as
determinacbes do fabricante. Foram testados os seguintes antimicrobianos pertencentes a
diferentes classes: amicacina, gentamicina, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam,
cefotaxima, ceftazidima, cefepima, ciprofloxacina, imipenem e meropenem (Tabela 1). O
indculo bacteriano inserido em cada cartdo correspondeu a turvacao equivalente a escala 0,5
de McFarland (aproximadamente 108 UFC/mL). Entdo, os isolados foram classificados,
segundo critérios de Maragakis e Perl (2008) em ndo-multirresistentes (n-MDR) e
multirresistentes (MDR). Os isolados foram considerados multirresistentes quando
apresentarem resisténcia a trés ou mais classes dos seguintes agentes antimicrobianos:
penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas, aminoglicosideos, quinolonas e polipeptideos. Para
o controle do teste foram utilizadas as cepas de referéncia Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27852.

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada para polimixina B (500.000
Ul) (Eurofarma Laboratorios S.A., Sdo Paulo, SP) utilizando o método de microdiluicdo em
caldo em microplacas de poliestireno (Corning® Costar® - Sigma-Aldrich, catadlogo n°
32190102). A determinacdo do valor de suscetibilidade foi preconizado pelo CLSI (Clinical
Laboratory Standards Institute, 2015). Para esse ensaio, foram escolhidas as seguintes
concentracdes de polimixina B para serem testadas: 64 pg/mL, 32 pug/mL, 16 pg/mL, 8
pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,125 pg/mL. Apos o
crescimento dos isolados a 37°C por 24 h em meio agar nutriente, foram realizadas
suspensdes bacterianas em solugdo salina a 0,85% equivalente a escala 0,5 de McFarland.
Posteriormente, as suspensdes foram diluidas em 1:100 em caldo Mueller Hinton cétion
ajustado pH 7,3 (CMHCA), de modo a se obter uma concentrago final de células de 1,8 x 10°
UFC/mL. Entdo 50 pL de CMHCA foram adicionados em todos os pogos da microplaca,
exceto nos pocos da coluna 1 (A1l-A8). Posteriormente, 100 uL da maior concentracdo do
antimicrobiano (64 pug/mL) foram colocados nos pocos da coluna 1. Depois, 50 pL foram
retirados do 1° pogo (Al) e transferidos para o 2° poco (A2). Em seguida, apds
homogeneizacdo com a pipeta, 50 pL foram retirados do 2° pogo e transferidos para o0 3° pogo
(A3). O procedimento foi repetido sucessivamente ate o pogo All, e em seguida foi repetido
nas linhas seguintes (B-H), para que todos os pogos pudessem ficar com sua respectiva
concentracéo de antimicrobiano. Por fim, a coluna 11 ficou com 100 pL e foi utilizada como

controle de esterilidade da diluigdo do antimicrobiano e a ultima coluna da microplaca (12)
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foi utilizada como controle do crescimento bacteriano, tendo sido inoculados 50 pL de
CMHCA e 50 pL de suspensdo bacteriana diluida. Apos a adicéo das diferentes concentraces
antimicrobianas na microplaca, foram inoculados 50 puL da suspenséo bacteriana diluida em
cada poco da microplaca, sendo um micro-organismo diferente em cada linha (A-H). A
inoculagdo bacteriana dos pocos foi realizada no intervalo de, no méximo, 30 minutos e
posteriormente as placas foram homogeneizadas sobre a bancada em movimento rotatério e
incubadas por 24 h a 37°C. A concentracdo minima inibitéria foi determinada como a
primeira concentracao que ndo apresentou crescimento bacteriano (turvacdo do meio). A cepa
de referéncia Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle do teste e teve que
apresentar CIM de 0,25 - 2,0 pg/mL.

Tabela 1. Classe dos antimicrobianos testados na avaliacdo da suscetibilidade dos isolados de A. baumannii.

Classes Antimicrobianos testados
- Ampicilina e Sulbactam
Penicilinas ) o
Piperacilina e Tazobactam
Cefalosporinas 32 Cefotaxima
geragao Ceftazidima
Cefalosporinas 48 .
N P Cefepima
geragdo
Imipenem
Carbapenemas
Merepenem
. L, Amicacina
Aminoglicosideos .
Gentamicina

Quinolonas
Polipeptideos

Ciprofloxacina
Polimixina B

3.4  PESQUISA DE GENES DE OXACILINASES E SEQUENCIA DE INSERCAO

3.4.1 Obtencédo do acido desoxirribonucleico genémico

O DNA genomico foi extraido utilizando o kit Dnease Tissue Kit (Qiagen, Valencia,

CA), de acordo com recomendacdes do fabricante.
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Para isso foram inoculados 100 pL do estoque bacteriano em 5 mL de TSB, os tubos
foram incubados por 18-24 h a 37°C com agitagdo. Apos incubacdo, foram transferidos 1 mL
do crescimento bacteriano, para um microtubo com capacidade de 1,5 mL, que foi submetido
a centrifugacdo a 24.000 g por 10 min. Apos o sobrenadante ser desprezado, o sedimento foi
ressuspenso em tampdo ATL (do proprio kit) e lisozima (50 mg/mL em agua Milli-Q) por 30
min a 37°C. Entdo foi adicionada proteinase K (20 mg/mL) e tampdo AL (do kit), e o
microtubo incubado a 56°C por 1 h. Apos incubacdo, foi adicionada RNase (10 mg/mL) e
alcool etilico (96-100%). Entdo o conteudo da etapa anterior foi aplicado a coluna QIAmp (do
kit) acoplada ao tubo e centrifugado a 43.000 g por 1 min, a coluna foi colocada em um novo
tubo coletor limpo, sendo adicionado o tampdo AW1, novamente o sistema foi centrifugado a
10.000 g por 1 min. Entdo a coluna foi colocada em um novo tubo, porém foi adicionado o
tampdo AW2 e ocorreu nova centrifugacdo a 84.000 g por 3 min. Apds colocar a coluna em
um novo tubo foi adicionado o tamp&do AE e esse novo tubo levado a centrifugagdo por
27.000 ga 1 min.

Para certificacdo dessa extracdo, o material genético foi visualizado em gel de agarose
0,8% contendo brometo de etidio (0,5 mg/mL) em tampé&o Tris/Borato/EDTA (TBE) 1X. Os
produtos da PCR (4 uL) foram aplicados nos pocos acrescido de 2 ul de tampédo de
carregamento (loading buffer). Assim como um padrdo de DNA contendo fragmentos de
tamanho conhecidos (100 pb DNA Ladder — Invitrogen, Carlsbald, CA). A eletroforese foi
realizada em tampdo de corrida TBE 1X, sob uma corrente de 60 V por 20 min e 90 V por 90
min. Apoés a corrida, o gel foi observado sob luz ultravioleta e registrado com o equipamento

Image Quant 300.

3.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a técnica de PCR foram usados primers especificos para amplificar os genes
rpoB, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaoxa-143 € ISAbal (Tabela 2). O aparelho
utilizado para a realizacdo das reacGes foi o termociclador DNA PTC-200-Peltier Thermal
Cycler (MJ Research, Massachusets, EUA).

Para a anélise em particular do gene rpoB, que codifica a subunidade f da RNA
polimerase (GUNDI et al, 2009), a reagédo de amplificacdo foi realizada em um volume final

de 25 pL contendo 3 puL de DNA adicionados de 0,5 uL. de tampdo Taq DNA polimerase



33

(10X), 0,75 pL de cloreto de magnésio (1,5 mM; MgCl,), 0,5 uL de desoxiribonuleotideo
trifosfatado (0,2 mM; dNTP; dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4 uL de cada primer (0,2 mM,;
Tabela 2), 0,2 pL de Taqg DNA polimerase (5 U/uL) e agua Milli-Q estéril para completar o
volume final da reacdo. As amplificacbes foram realizadas seguindo o programa: pré-
desnatura¢do por 2 min a 94°C; 35 ciclos de 30 segundos a 52°C para desnaturagdo, 45
segundos a 52°C para anelamento ¢ 2 min a 72°C para extensdo; extensao final de 5 min a
72°C.

Foram realizadas reacdes de Multiplex-PCR, para a deteccdo das seguintes sequéncias
génicas: blaoxa23, blaoxa-24, blaoxasi, blaoxass € blaoxa-143 (WOODFORD et al, 2006,
HIGGINS; LEHMANN; SEIFERT, 2010), de acordo com a metodologia descrita por
Woodford et al (2006), com pequenas modificacGes. Para a amplificacdo de regibes
especificas do genoma dos isolados de A. baumannii, a reacdo da Multiplex-PCR foi realizada
em um volume final de 25 pL. A reacdo foi composta de 3 pL de DNA adicionados de 2,5 puL
tamp&o Tag DNA polimerase (10X), 1,5 uL de MgCl; (1,5 mM), 0,5 pL de cada dNTP (0,2
mM), 0,25 L de cada primer (0,2 mM; Tabela 2), 0,2 L de Tag DNA polimerase (5 U/ul) e
agua Milli-Q estéril para completar o volume final da reacdo. As reacdes foram realizadas nas
seguintes condicdes: pré-desnaturacao a 94°C por 5 min, seguido por 30 ciclos a 94°C por 25
segundos, 52°C por 40 segundos, 72°C por 50 segundos e 72°C por 6 min.

Também foi realizada reacdo de PCR para a deteccdo da sequéncia de insercdo ISAbal
(MUGNIER; POIREL; NORDMANN, 2009). Para a amplificacdo dessa regido especifica do
genoma dos isolados de A. baumannii a reacdo da PCR foi realizada em um volume final de
25 pL. As reacdes individuais foram compostas de 3 uL do DNA adicionados de 2,5 pL de
tampdo Tag DNA polimerase (10X), 0,75 pL de MgCl. (3 mM), 0,5 pL de cada dNTP (0,2
mM), 0,4 pL de cada primer (0,2 mM; Tabela 2), 0,2 pL de Tag DNA polimerase (5 U/uL) e
agua Milli-Q estéril para completar o volume final da reagdo. As reacGes foram realizadas nas
seguintes condicdes: pré-desnaturacdo a 94°C por 5 min, seguido por 30 ciclos a 94°C por 1
min, 50°C por 1 min, 72°C por 1 min e 72°C por 5 min.

Os amplicons das reacdes foram detectados através de reacéo eletroforética em gel de
agarose a 1% em TBE 0,4X. Foi empregado um padrdo de peso molecular (100 pb DNA
Ladder - Invitrogen). A corrida ocorreu a 60V durante 20 min e 90V por 40 min. Foram
misturados 2 pL de tampédo de corrida (loading buffer) a 4 uL do produto da PCR. Apos
serem submetidos a solucdo de brometo de etideo (0,5 mg/mL), os produtos da amplificagdo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higgins%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lehmann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seifert%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022220
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foram visualizados com um transiluminador de luz ultravioleta em sistema de captura de
imagens Image Quant300.

Foram utilizados como controles positivo dos genes estudados de cepas de A.
baumannii do acervo interno do Setor Saneantes (rpoB, blaoxa-23, blaoxa-s1 € 1SAbal) e da
colecdo de cultura de Bactérias de Origem Hospitalar (CCBH) do Instituto Oswaldo Cruz

blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss € blaoxa-143.

Tabela 2. Sequéncias nucleotidicas dos primers especificos utilizados na amplificacdo dos genes rpoB, blaoxa-
23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaoxa-143€ ISAbal.

. Tamanho do o
Genes Sequéncia do iniciador (5°—3°) Referéncia
fragmento (pb)
F-TAY CGY AAA GAY TTG AAAGAAG GUNDI et al,
rpoB 400
R-CMA CAC CYT TGT MCC RTGA 2009
F-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA WOODFORD et
b|aox/.\.z3 501
R-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT al, 2006
R-GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA WOODFORD et
blaoxa-24 249
F-AGT TGA GCG AAAAGG GGATT al, 2006
R-TAATGC TTT GAT CGG CCT TG WOODFORD et
b|aox/.\.51 353
F-TGG ATT GCACTT CAT CTT GG al, 2006
F-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG WOODFORD et
b|aox/.\.58 599
R-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC al, 2006
F-TGG CACTTT CAGCAGTTCCT WOODFORD et
blaoxa-143 + 150
R-TAA TCC TGA GGG GGC CAACC al, 2006
MUGNIER;
F-ATG CAG CGCTTCTTT GCA GG POIREL;
ISAbal 390
R-AAT GAT TGG TGA CAA TGA AG NORDMANN,
2009

Legenda: pb, pares de base
R, purina (G ou A); Y, pirimidina (T ou C); M, amino, (A ou C).

35 SEQUENCIAMENTO GENETICO

3.5.1 Purificacdo do produto da PCR
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Somente o produto da amplificacdo do gene rpoB foi purificado. Essa purificacdo foi
realizada utilizando a coluna de purificacdo Purelink PCR purification Kit (Invitrogen),
seguindo as orientacBes do fabricante. Oitenta microlitros do tampdo B2 (do proprio Kit)
foram adicionados a 20 pL do produto da amplificagdo. Essa mistura foi aplicada na coluna
Purelink Spin Column acoplada ao tubo coletor (do kit) e centrifugado a 10.000 g por 1 min.
Apds descartar o sobrenadante, a coluna foi recolocada no mesmo tubo coletor e foi
adicionado o tampéao W1 (do prdprio kit) e centrifugado a 10.000 g por 1 min. O sobrenadante
foi descartado e a coluna recolocada no mesmo tubo coletor e centrifugada. Apds a
centrifugacdo, a coluna foi transferida para um microtubo, sendo adicionado o tampé&o Elution
Buffer no centro da coluna, que foi incubada a temperatura ambiente por 1min. Finalmente o

tubo foi centrifugado a 10.000 g por 2 min e 0 DNA purificado foi estocado a -20°C.

3.5.2 Determinacdo das sequéncias nucleotidicas

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

As reacOes foram realizadas em microplacas nas seguintes condi¢des: 1 uL de BigDye
Terminator (Perkin Elmer); 5 pmoles do oligonucleotideo; tampé&o 5x (400 mM Tris-HCI pH
9; 10 mM MgCl>) e 100 — 150 ng de DNA para um volume final de 10 pL. A seguir as placas
contendo as reacdes foram encaminhadas para a plataforma de sequenciamento do Instituto
Oswaldo Cruz (I0OC). Apbs o sequenciamento dos isolados os dados foram analisados pelo
software DNASTAR e posteriormente as sequéncias obtidas foram submetidas ao programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al, 1997), e comparadas a
outras depositadas no GenBank do National Center for Biotecnology Information (NCBI).
Assim, foi verificada a identidade do material sequenciado por meio do grau de similaridade

com sequéncias depositadas no GenBank.



36

36  AVALIACAO DO POLIMORFISMO GENETICO POR ELETROFORESE EM GEL
DE CAMPO PULSADO (PFGE)

A técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) foi realizada de acordo
com o protocolo Pulsenet (NATIONAL CENTER FOR INFECTIOUS DISEASES, 2004),
com algumas modificacgdes, utilizando a enzima de restri¢cdo Apal.

Para o emblocamento das células, a partir de um crescimento bacteriano em AN por
18-24 h/ 35 * 2°C, foi obtida uma suspenséo equivalente a escala 3,0 de McFarland em BSC
(Tris 1 M, pH 8,0; EDTA 0,5 M, pH 8,0). Entdo, apds a ressuspensdo das celulas, foi
adicionada proteinase K (50 mg/mL) e em seguida agarose low melting 1% (Seaken Gold
Agarose), previamente aquecida, para o preparo dos discos. A mistura foi homogeneizada e
distribuida em moldes. Os blocos foram submetidos & tratamento enzimatico contendo
solucéo de lise (TRIS-HCI 50 mM, EDTA 50 mM, pH 8,0 + sarcozil a 1%) e proteinase K (50
mg/mL), e foram incubados por 2 h a 50°C para a extracdo do DNA. Em seguida, o tampéo
de lise foi retirado e os blocos foram lavados 3 vezes com agua Milli-Q por 15 mina50°Ce 1
vez com tampéo TE (Tris, EDTA) nas mesmas condigdes. Os blocos foram ent&o, incubados
com 10 U da enzima de restricdo Apal (Amersham) durante 2 h a 30°C. Para separagdo dos
fragmentos de DNA, foi realizado uma eletroforese de campo pulsado, usando o aparelho
CHEF-DR Ill (Bio-Rad, Richmond, USA) sob as seguintes condicGes: tempo de pulso
crescente de 0,5 a 15 segundos, por 18 h a 6 V/cm, na temperatura de 14°C, com angulo de
120° onde um disco de cada cepa foi depositado nas canaletas do gel de agarose a 1% (p/v;
Gibco) em TBE 0,4 X. Apds a corrida os géis foram corados com brometo de etidio (0,5
mg/mL), observados e fotografados no Image Quant 300. Os resultados obtidos foram
analisados através de andlise visual e dendrogramas confeccionados a partir da foto do gel no
software Gel Compar Il versdo 4.0 (Applied Maths).

3.7 ENSAIO DE FORMACAO DE BIOFILME

A quantidade de biofilme formado pelos isolados de A. baumannii foi medida através

do ensaio de formacao de biofilme em microplacas de poliestireno de 96 pogos (Nunclon™ -
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Nalgene Nunc International, Rochester, N.Y. catdlogo n° 269787), realizado de acordo com
Moskowitz et al (2004), com modificagdes.

A partir do crescimento de 18-24 h a 37°C em AN, 2 a 3 coldnias foram semeadas em
1 mL de Caldo Luria Bertani (LB) por 18-24 h a 37°C. A cultura foi ajustada em uma
turvacdo em LB equivalente a escala 0,5 de McFarland e 100 pL foram transferidos para os
pogos da microplaca de 96 pocos, que foi incubada por 18-24 h a 37°C. Cada isolado clinico
foi testado em triplicata. Pocos contendo apenas caldo LB foram utilizados como controles
negativos. Apos a incubacédo, os pogos foram lavados 3 vezes com 100 pL de agua Milli-Q,
para retirada das bactérias em suspensao. Entdo, o biofilme formado foi corado com 100 pL
de solugdo aquosa de cristal violeta 0,1% e incubado por 30 min a temperatura ambiente,
sendo posteriormente lavado 3 vezes com 100 pL de agua Milli-Q em cada poco, para retirar
0 excesso de cristal violeta. A microplaca foi deixada a temperatura ambiente para secar por
aproximadamente 1 h. A fim de solubilizar o cristal violeta adsorvido, foram adicionados 150
pL de etanol 95% por 15 min a temperatura ambiente. Por fim, a microplaca foi submetida a
espectrofotdmetro e entdo foi medida a absorbancia a 590nm.

A. baumannii ATCC 19606 foi utilizado como controle positivo. Como controle
negativo foram considerados os pocos com meio de cultura ndo inoculado. Também foi
incluida a cepa de Escherichia coli K-12, considerada um fraco produtor de biofilme.

Os biofilmes foram classificados como: ndo produtor de biofilme (DO < DOc), fraco
(DOc¢ < DO < 2x DOc), moderado (2x DOc < DO < 4x DOc) e forte (DO > 4x DOc). Sendo a
densidade optica (DO) obtida apds a leitura dos isolados no espectrofotdmetro e DOc, a média
da DO do controle negativo (STEPANOVIC et al, 2000).

Para a analise estatistica, foi utilizado o teste do valor extremo (Grubbs), onde P

valores < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.8 AVALIACAO DO GRAU DE ASSOCIACAO DE CELULAS EPITELIAIS COM
ISOLADOS DE A. baumannii

A avaliacdo do grau de associagdo das bacterias as células tumorais A-549 e HEp-2 foi
realizada atraves da microscopia Optica. Para as células HEp-2, o grau de associagcdo também

foi avaliado por ensaio de invasdo bacteriana e contagem das unidades formadoras de colénia
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(UFC) e avaliacdo da viabilidade celular por reagdo enzimatica de redugdo do sal
metiltetrazélio (MTT). Cada experimento foi realizado em triplicata.

3.8.1 Cultivo e manutencéo de células epiteliais

Foram utilizadas para os experimentos, células tumorais epiteliais alveolares humanas
(A-549, American Type Culture Collection) e celulas epiteliais de carcinoma laringeo
humano (HEp-2, American Type Culture Collection).

Para o inicio do cultivo das células A-549, as células estocadas em nitrogénio liquido
foram descongeladas e ressuspensas em um volume de 10 mL de meio Dulbecco's modified
Eagle's (DMEM, Gibco) completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1%
de penicilina e 1% de estreptomicina. As células entdo, foram incubadas em garrafas de
cultura de 25 cm? (Nunclon™-Nalgene Nunc International, Rochester, N.Y) em atmosfera
umida contendo 5 % de CO; a 37°C, até obter uma confluéncia de 80%. Apos incubacéo, as
células epiteliais foram desprendidas utilizando 1 mL de tripsina (2,5%) e levadas a estufa por
1 min a 37°C. Em seguida, 9 mL de meio DMEM completo foram adicionados e a suspensao,
centrifugada por 10 min a 730 g. Entdo, o sobrenadante foi descartado, as células foram
novamente ressuspensas em 10 mL de meio DMEM completo. As células que foram
utilizadas nos experimentos foram contadas em camara de Neubauer e em seguida plaqueadas
em placa de 24 pocos (Nunclon™-Nalgene Nunc International, Rochester, N.Y) com
laminulas de vidro. Este estudo foi realizado em colabora¢do com a Dra. Maria Cristina Vidal
Pessolani, sob orientacdo da Dra. Mércia Berredo Pinto e Dr. André Alves Dias do laboratério
de Microbiologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz (IOC).

As células HEp-2, ja foram cedidas plaqueadas (4 x 10* células) em placa de 24 pogos
(Nunclon™), com ou sem laminula de vidro, ou em microplaca de 96 pogos (Corning®
Costar®-Sigma-Aldrich, catadlogo n° 32190102). Este estudo foi realizado em colaboracédo
com o Dr. Edson Elias dos Santos, chefe do laboratério de Enterovirus do I0C, e a técnica

Elaine Maciel da Silva.

3.8.2 Isolados clinicos
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Para este estudo foram selecionados os isolados bacterianos representativos dos clones
prevalentes A (33677) e B (34371); e dos clones esporadicos C (96734), D (99677), E
(97506) e F (30654). Foi também utilizada a cepa de referéncia A. baumannii ATCC 19606.

3.8.3 Preparo dos isolados de A. baumannii

Primeiramente as células bacterianas foram descongeladas e aliquotas foram
inoculadas em Caldo Nutriente (CN, Difco) e incubadas por 18-24 h a 37°C. Apdés
crescimento, foi realizado um novo cultivo em AN, nas mesmas condic¢des. Entdo, a cultura
foi ajustada em uma turvacdo em meio DMEM completo equivalente a 2 da escala McFarland

As células epiteliais, previamente plaqueadas em placas de 24 pogos, foram
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Apos a adi¢do de 450 uL. de DMEM completo
sem antimicrobianos, as células epiteliais foram infectadas com 50 uL do indculo bacteriano.

Jé as células epiteliais presentes em microplacas de 96 pogos, foram centrifugadas e o
sobrenadante foi descartado. Apds a adicdo de 90 uL de DMEM completo sem
antimicrobiano, as células foram infectadas com 10 pL do inoculo bacteriano.

As células infectadas com as bactérias foram centrifugadas a 730 g por 10 min a

temperatura ambiente e incubadas por 2 h a 37°C em 5% de CO..

3.8.4 Microscopia ptica

Finalizada a incubacédo de 2 h, as laminulas foram lavadas com tampéo salina-fosfato
1X pH 7,2 (PBS 1x, LGC Biotecnologia), as células fixadas por 10 min com metanol e
coradas por 30 min com Giemsa. Entdo, as laminulas foram dispostas sobre ldaminas de vidro,
visualizadas e fotografadas no microscopio dptico com lente de imersdo num aumento de 40x
(LEE et al, 2008; SILVA et al, 2013).
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Em cada campo visualizado no microscopio Optico foram contadas as bactérias que se
associaram (aderiram ou infectaram) as células epiteliais humanas. Foi obtido o nimero de
bactérias que se associaram por 300 células HEp-2 ou A-549 + 45,

Para a andlise estatistica, o teste Mann Whitney para variaveis ndo-paramétricas foi
usado, com nivel de significancia de 95%. Esse teste foi aplicado para comparar os valores
das contagens da cepa de A. baumannnii ATCC 19606 por 300 células, com os valores das
contagens de cada isolado representante de cada clone também por 300 células A-549 ou
HEp-2. Além disso, esse teste também foi utilizado para comparar os valores das contagens
da cepa de A. baumannnii ATCC 19606 e de cada isolado representante de cada clone por 300
células A-549, com os valores das contagens da cepa de A. baumannnii ATCC 19606 e de

cada isolado representante de cada clone por 300 células HEp-2.

3.8.5 Ensaio de invasdo bacteriana e contagem das unidades formadoras de colonia (UFC)

O ensaio foi realizado segundo Choi et al (2008), com algumas modificacdes. Apos 2
h de incubacdo a 37°C em 5% CO2, 0 meio de cultura foi removido e os pogos lavados 3
vezes com PBS 1X. Um novo meio de cultura contendo 250 pg/mL de polimixina B foi
adicionado a cada poco e incubado por mais 2 h para matar todas as bactérias extracelulares.
Apds esse tempo, os po¢os foram novamente lavados por 3 vezes com PBS e as células foram
lisadas com Triton X-100 0,1X em PBS 1X por 20 min a 37°C em 5% CO>. A contagem de
UFC foi realizada através de diluigdes sucessivas em solucao salina 0,85%. As diluicGes de
10, 102 e 10 foram plaqueadas em placas de Agar MacConkey e incubadas por 24 h a
37°C. A leitura foi feita nas placas onde houve crescimento.

Nesse ensaio, além da cepa de referéncia A. baumannii ATCC 19606, foi utilizada a
cepa de Yersinia enterocolitica O:3, utilizada como controle positivo para invasdo bacteriana,

gentilmente cedida pela Dra. Dayse Christina VValim do Laboratoério de Listeria do 10C.

3.8.6 Avaliacdo da viabilidade celular por reacdo enzimética de reducdo do sal
metiltetrazdlio (MTT)
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Diferente dos demais, neste experimento foi utilizada a microplaca de 96 pogos. Apos
a incubacdo por 2 h das células previamente infectadas, 20 ul do meio DMEM completo
foram retirados e 20 uL. de MTT (0,2 mg/mL) foram adicionados aos pocos. Entdo as células
infectadas adicionadas de MTT foram incubadas por 4 h a 37°C em 5% de CO e ap0s esse
tempo, foram adicionados 20 ul de dodecil sulfato de sédio 10% (SDS, GE Healthcare,
Uppsala, Suécia). Por fim, foi realizada a leitura da absorbdncia a 590 nm em
espectrofotémetro (SIEUWERTS et al, 1995).

As DO obtidas foram expressas como porcentagens do total de células vidveis para
cada poco, que continha a célula infectada com a cepa A. baumannnii ATCC 19606 e com o
isolado representante de cada clone, em relagcdo aos controles negativos, que continham as
celulas HEp-2 e 0 meio DMEM completo.

Para a anélise estatistica, foi utilizado teste do valor extremo (Grubbs), onde P valores
< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Também utilizamos o teste t
student, com nivel de significancia de 95%, para comparar a porcentagem de viabilidade das
celulas apos serem infectadas com a cepa A. baumannnii ATCC 19606, com as porcentagens

de viabilidade das células apds serem infectadas com o isolado representante de cada clone.

3.9 ASPECTOSETICOS

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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sieuwerts%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8620058
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4 RESULTADOS

41 DISTRIBUICAO DOS ISOLADOS

Dentre os 92 isolados do género Acinetobacter estudados, a maioria foi proveniente do
Hospital Federal dos Servidores do Estado (HFSE) (81,5%; n=75). O restante dos isolados se
originou de pacientes do Hospital Universitario Gaffrée Guinle (HUGG) (Figura 2).

Os isolados de Acinetobacter foram coletados a partir de diferentes sitios, sendo a
maioria dos isolados que haviam sido coletados no HFSE, a maioria foi oriundo de urina
(22,7%; n=17), sangue e cateter (18,7%; n=14, cada) e secrecdo traqueal (16%; n=12),
seguido de ferida e lavado broncoalveolar. N&o foi identificado o sitio de coleta de apenas
1,3% (n=1) dos isolados coletados nesse hospital (Figura 2). Dentre os isolados coletados no
HUGG, a maioria foi oriundo de secrecdo traqueal (41,2%; n=7). Ndo foi identificado o sitio
de coleta de 35,3% (n=6) dos isolados estudados (Figura 3).

Figura 2. Distribuicdo em percentagem dos 75 isolados de Acinetobacter coletados
do HFSE em relagdo aos diferentes sitios de coleta.

1,3%

m Urina

m Cateter

= Sangue

m Secrecdo traqueal

= Ferida

= Lavado broncoalveolar
m Nao identificado




43

Figura 3. Distribuicdo em percentagem dos 17 isolados de Acinetobacter coletados
do HUGG em relacéo aos diferentes sitios de coleta.

m Secrecdo traqueal

m Cateter
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4.2  CONFIRMACAO DA IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Foram realizados testes bioquimicos convencionais para todos os isolados oriundos
dos dois hospitais da rede publica do Rio de Janeiro. Esses testes foram importantes na
primeira etapa da confirmacdo da identificacdo desses isolados. Na Tabela 3, sdo
apresentados os resultados esperados para os testes bioquimicos convencionais relevantes
para a identificagdo de micro-organismos do género Acinetobacter.

Como resultado, todos os 92 isolados que foram previamente submetidos aos testes

bioquimicos foram identificados como Acinetobacter baumannii.

Tabela 3. Resultados esperados nos testes bioquimicos para identificagdo de Acinetobacter baumannii €
espécies relacionadas (MURRAY et al, 2010).

Micro-organismos MOT CIT INDOL OF-G ()| Cresc. a42°C
A. baumannii neg + neg O neg +

A. calcoaceticus neg + neg 0} neg neg

A. haemolyticus neg + neg Inerte/O neg neg

A. lwoffii neg neg neg Inerte neg neg

Legenda: MOT, teste de motilidade; CIT, utilizacdo do citrato (Simmons); INDOL, produgdo de indol;
OF-G, oxidacdo e fermentacdo da glicose em meio de Hugh-Leifson; OXI, teste da producéo da citocromo
oxidase; Cresc. a 42°C, crescimento a 42°C.
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Para confimar a identificacdo desses isolados quanto a espécie, houve a necessidade de
se realizar uma identificacdo molecular atraves da amplificacdo por PCR e sequenciamento do
gene rpoB. Através dessa metodologia foi possivel identificar os isolados a nivel de espécie,

sendo todos pertencentes a espécie Acinetobacter baumannii (similaridade de 99 — 100%).

43  AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Os isolados foram classificados em ndo-multiressistentes (n-MDR) e multirresistentes
(MDR), de acordo com o perfil de suscetibilidade as classes de antimicrobianos
(MARAGAKIS; PERL, 2008).

Foram encontrados 6,5% (n=6) de isolados de A. baumannii com perfil n-MDR
(30960, 31711, 31852, 33015, 97253 e 97326). Oitenta e seis (93,5%) isolados apresentaram
perfil MDR e 12 (240, 30794, 30975, 31063, 49147, 52743, 96681, 96734, 97506, 97943,
99677 e 99912) (13%) isolados foram resistentes a todas as classes de antimicrobianos
testadas.

A avaliagdo da suscetibilidade aos antimicrobianos revelou que 94,6% (n=87)
apresentou resisténcia a cefotaxima, 92,4% (n=85) a piperacilina/tazobactam, 90,2% (n=83) a
ciprofloxacina e a cefepima, 87% (n=80) ao imipenem e meropenem, 83,4% (n=77) para
ceftazidima e 82,6% (n=76) a ampicilina/sulbactam. O maior percentual de suscetibilidade foi
observado para amicacina (79,3%, n=73). Para gentamicina a porcentagem de resisténcia foi
de 57,3% (n=53). (Figura 4).

Todos os isolados classificados como n-MDR (n=6) estavam presentes no HFSE e
foram coletados de urina (n=3), cateter (n=2) e ferida (n=1). J& entre os isolados que
apresentaram resisténcia aos carbapenemas (n=80) foi possivel notar que a maioria deles foi
coletado de secrecdo traqueal (22,5%, n=18).

Dentre os isolados que foram classificados como n-MDR, todos foram suscetiveis aos
carbapenemas. Ja entre os isolados MDR (n=86), nenhum apresentou suscetibilidade a esses
antimicrobianos. Dentre os isolados suscetiveis aos carbapenemas (7962, 30159, 30960,
31711, 31852, 33015, 48538, 50061, 97253, 97326, 97432 e 98218), a maioria estava
presente no HFSE, somente um (7962) pertencia ao HUGG (Tabela 4).
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Figura 4. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos testados dos 92 isolados de A. baumannii.
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Legenda: AK, amicacina; CN, gentamicina, SAM, ampicilina/sulbactam; TZP, piperacilina/tazobactam, CTX,
cefotaxima, CAZ, ceftazidima; FEP, cefepima, CIP, ciprofloxacina; IPM, imipenem; MEM, meropenem. Os
isolados que apresentaram resisténcia intermediaria foram considerados resistentes.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados para polimixina B foi
determinada utilizando o método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2015). Por esse método,
observamos um numero reduzido de isolados suscetiveis a esse antimicrobiano (7866, 7868,
8076, 9007, 30159, 30264, 30582, 30634, 30654, 30719, 30763, 30942, 3371, 98250, 99133,
99164 e 99324) (18,5%; n=17). Dentre os isolados suscetiveis, 2 apresentaram CIM de 1
ug/mL e os outros 15, apresentaram CIM de 2 ug/mL. A maioria dos isolados foi resistente a
polimixina B, 81,5% (n=75), apresentando valores de CIM entre 4-64 ug/mL (Figura 5).

Nos isolados suscetiveis a polimixina B (n=17) apenas 4 (7866, 7868, 8076, 9007)
estavam presentes apenas no HUGG. Dentre os isolados que apresentaram resisténcia a
polimixina B (n=75) foi possivel notar que a maioria deles foi coletado de urina (18,8%,
n=15).

Entre os isolados MDR, 80,2% (n=69) apresentaram resisténcia a polimixina B e entre
os isolados resistentes aos carbapenemas, 80% (n=64) também apresentaram resisténcia a
polimixina B. Apenas um isolado apresentou suscetibilidade aos carbapenemas e a polimixina
B (30159).



Figura 5. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados resistentes & polimixina B.
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Tabela 4. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e o nimero de isolados de A.
baumannii incluidos em cada perfil.

. I - . Ne de isolados
Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos o
suscetiveis

AK; CN; SAM; CAZ; IPM; MEM; FEP; TZP; CIP; CTX 5
AK; CN; SAM; CAZ; IPM; MER,; FEP; TZP; CIP 2
AK; CN; SAM; IPM; MER; CIP 1
AK; CN; PB; IPM; MEM 1
AK; CN; SAM; IPM; MER 1
AK; CN; SAM; CIP 1
AK; SAM; IPM; MEM 2

7

AK; CN; PB

AK; CN 16
AK; PB 5
AK; SAM 3
AK; CAZ 8
CN; PB 1
AK 21
CN 4
PB

SAM 1
Auséncia de suscetibilidade 12

Legenda: AK, amicacina; CN, gentamicina, SAM, ampicilina/sulbactam; CAZ, ceftazidima;
IPM, imipenem; MEM, meropenem; FEP, cefepima; TZP, piperacilina/tazobactam; CIP,
ciprofloxacina; CTX, cefotaxima; PB, polimixina B.
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4.4  PESQUISA DE GENES DE OXACILINASES E SEQUENCIA DE INSERCAO

Nos 92 isolados de A. baumannii foram pesquisados 0s genes blaoxa-23, blaoxa-24,
blaoxas1, blaoxa-ss € blaoxa-143, codificadores de oxacilinases e a sequéncia de insercéo,
ISAbal, que estd diretamente relacionada ao aumento da expressdo desses genes de
resisténcia (MUGNIER et al, 2009).

Dos 92 isolados estudados, todos apresentaram o gene blaoxasi € 92,3% (n=85)
apresentaram o0 gene blaoxa23. Ndo foi detectada a presenca de nenhum outro gene de
oxacilinases nesses isolados. J& na pesquisa do gene da sequéncia de insercdo ISAbal, todos
os isolados foram positivos para esse gene.

Nos isolados MDR (n=86), apenas 4 (33314, 34371, 48538 e 50061) (4,7%) nao
possuia 0 gene blaoxa-23. Dentre os isolados resistentes aos carbapenemas (n=80), 97,5%
(n=78) tiveram a presencga confirmada dos 2 genes codificadores de oxacilinases, blaoxa-23 e
blaoxas1, além da sequéncia de inser¢cdo ISAbal. Ainda observamos que dentre os 12
isolados suscetiveis aos carbapenemas, 41,6% (n=5) (31711, 48538, 50061, 97253 e 97326)

foram positivos para o gene blaoxa-23.

45  AVALIACAO DO POLIMORFISMO GENETICO POR ELETROFORESE EM GEL
DE CAMPO PULSADO (PFGE)

Todos os 92 isolados de A. baumannii foram submetidos a analise do polimorfismo
genético através da técnica de PFGE, apds restricdo total do DNA com a endonuclease de
restricdo Apal.

Foi observado um total de 22 clones (A ao U) com 65% de similaridade (Figura 6). O
clone A representado por 30,4% (n=28) dos isolados foi 0 mais prevalente; seguido do clone
B, 18,5% (n=17) dos isolados; clone C e D, 8,7% (n=8) dos isolados, cada; clone E, 7,6%
(n=7) dos isolados; clone F, 6,5% (n=6) dos isolados; clone G, 3,3% (n=3) dos isolados e 0s
demais clones de H ao U foram representados apenas por um pulsotipo 1,1% (n=1) (Figura
6).

Os clones A, B e C estavam presentes em isolados dos dois hospitais estudados, ja 0s

demais estavam presentes em apenas um deles. No HFSE estavam 82,1% (n=23) dos isolados
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pertencentes ao clone A (n=28), 47,1% (n=8) dos isolados do clone B (n=17), 87,5% (n=7)
dos isolados do clone C (n=8) e os isolados pertencentes aos outros 17 clones (D, E, F, G, H,
LJ,K,L,M,N,P,Q,R, S, T, V). Os isolados pertencentes aos clones A, B e C presentes no
HUGG estavam distribuidos da seguinte maneira, 17,9% (n=5) pertencentes ao clone A,
52,9% (n=9) pertencentes ao clone B e 12,5% (n=1) pertencentes ao clone C. E os isolados
representados pelas letras O e U que possuiam apenas um pulsotipo.

Apos correlacionarmos o sitio de coleta dos isolados com os perfis de PFGE, foi
observado que entre os isolados pertencentes aos clones prevalentes A e B, a maioria foi
coletado de secrecdo traqueal, 24,4% (n=6) e 41,1% (n=7), respectivamente. Nos isolados do
clone C, a maioria foi coletado de ferida (37,5%; n=3), nos isolados pertencentes ao clone D,
urina (37,5%; n=3), nos isolados pertencentes ao clone E, sangue e ferida (28,6%; n=2, cada),
nos isolados do clone F, secrecdo traqueal e sangue, (33,3%; n=2, cada), e nos isolados do
clone G, lavado broncoalveolar (66,7%; n=2) (Tabela 5). Nos clones que foram representados
por apenas um pulsotipo (H ao U) os isolados foram coletados de urina, sangue, cateter, ferida

e secrecdo traqueal.

Tabela 5. Distribuicdo do sitio de coleta em relagéo ao perfil clonal dos isolados obtidos por PFGE.

0,
Sitio de Coleta Clones (%)

A B C D E F
Secrecéo traqueal (n=19) 21,4 41,2 25 0 14,2 33,3 0
Urina (n=17) 14,3 11,8 25 375 143 16,7 0
Cateter (n=16) 14,3 11,8 12,5 25 14,3 16,7 33,3
Sangue (n=14) 17,9 59 0 12,5 28,6 33 0
Ferida (n=12) 10,7 17,6 375 125 28,6 0 0
Lavado broncoalveolar (n=8) 14,3 0 0 12,5 0 0 66,7
Nao identificado (n=7) 7,1 11,8 0 0 0 0 0

Obs: Somente foram apresentados os pulsotipos com pelo menos dois isolados.



Figura 6. Dendrograma dos isolados de A. baumannii, construido com o auxilio do Gel Compar Il versdo 4.0 (Applied Maths). Os padrGes das bandas foram detectados
através de eletroforese em campo pulsado (PFGE) apés digestdo do DNA cromossdmico com endonuclease de restrigdo Apal.
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Através do PFGE, dentre os isolados n-MDR (n=6), foi possivel observar que a
maioria deles foi agrupado apenas em clones esporadicos (S, Q, R, M, V). Apenas um isolado
de A. baumanni classificado como n-MDR pertencia ao clone prevalente A (97326). Na
classificagio MDR atribuida a maioria dos isolados estudados, estavam representantes de
diversos clones, tanto prevalentes quanto esporadicos.

Os isolados resistentes aos carbapenemas (n=80) foram agrupados em diversos clones.
Ja os isolados suscetiveis a esses antimicrobianos, que possuiam ou ndo o gene blaoxa-23
(n=12) foram agrupados em 12 clones (A, B, C, H, J, K, L, M, O, Q, R e S). Desses, 3
isolados (30159, 97326 e 98218) pertenciam a clones que também agruparam isolados
resistentes ao imipenem e meropenem (A, B e C).

Os isolados resistentes a polimixina B (n=75) também foram agrupados em diversos
clones. Ja os isolados suscetiveis (n=17) foram agrupados em 7 clones (A, B, C, E, F, G e U).
Quinze desses isolados (7866, 7868, 8076, 9007, 30159, 30264, 30582, 30634, 30654, 30719,
30942, 34371, 98250, 99133, 99164 e 99324) pertenciam a clones que também agruparam

isolados resistentes a polimixina B (A, B, C, E, Fe G).

46  ENSAIO DE FORMACAO DE BIOFILME

Na avaliacdo da formacdo de biofilme pelos isolados, esses foram classificados em
produtores de biofilme forte, moderado, fraco e ndo produtores de biofilme, apds coloracdo
com cristal violeta e solubilizagdo do biofilme com etanol. A média da Densidade Optica
(DO) dos 92 isolados estudados variou de 0,049 a 2,435. O ponto de corte da DO para o teste
foi definido como a DO do controle negativo (DOc) que foi de 0,283, neste estudo. Os
isolados foram agrupados em ndo produtor (DO < 0,283), fraco (0,283 < DO < 0,566),
moderado (0,566 < DO < 1,132) e forte (DO >1,132). Observamos que a maioria dos isolados
foi capaz de formar biofilme 79,3% (n=73), sendo 42,4% (=39) dos isolados capazes de
formar biofilme fraco, 28,3% (n=26) biofilme moderado e 8,7% (n=8) formaram biofilme
forte (6,1%). Apenas 20,7% (n=19) dos isolados ndo foram capazes de formar biofilme. Os

resultados aqui descritos sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Classifica¢do dos isolados de A. baumanni quanto o tipo de producéo de biofilme.
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A maioria dos isolados que formou biofilme (n=73) estava presente no HFSE (83,6%,
n=61), assim como aqueles que ndo formaram biofilme.

Ao relacionarmos a formagdo de biofilme forte com o sitio de coleta dos isolados,
observamos que a maioria dos isolados que apresentou biofilme forte foi coletada de ferida
(58,3%, n=7), sequido de secrecdo traqueal (57,9%, n=11) e cateter (53,3%, n=15) (Figura
8).

Figura 8. Relacéo entre o sitio de coleta e a percentagem dos isolados que formaram biofilme forte.

14,3%

m Secrecdo traqueal
m Ferida
m Cateter
® Lavado broncoalveolar
m Sangue
m Urina
Nao identificado




52

Dentre os isolados classificados como MDR (n=86), a maioria foi de produtor de
biofilme (79%, n=68). Porém a maioria dos isolados n-MDR (n=6) também produziu biofilme
(83,3% n=5), apenas um isolado (31852) que teve essa classificacdo nédo era produtor.

A maioria dos isolados que eram resistentes aos carbapenemas (n=80) foi produtor de
biofilme (78,5%, n=63). J& entre os isolados suscetiveis a esse antimicrobiano (n=12), 83,3%
(n=10) foram capazes de formar e apenas 2 ndo apresentaram essa capacidade (30159 e
31852).

Assim como nos isolados resistentes aos carbapenemas, a maioria dos isolados
resistentes & polimixina B (n=75) foi produtor de biofilme (80%, n=60). Também observamos
gue mais da metade dos isolados produtores (55%, n=33), foram classificados como
produtores de biofilme forte.

Né&o foi possivel correlacionar a formagdo de biofilme com os clones considerados
predominantes, ja que em todos os clones foi observada a presencga de isolados capazes de
formar biofilme. Dentre os isolados que ndo formaram biofilme (n=19), 57,9% (n=11)
pertenciam aos clones prevalentes A e B, os demais pertenciam aos clones esporadicos C, D,
F,GeR.

4.7 AVALIACAO DO GRAU DE ASSOCIACAO DE CELULAS EPITELIAIS COM
ISOLADOS DE A. baumannii

Para avaliacdo do grau de associacdo das bactérias as células epiteliais, foram
selecionados os isolados bacterianos representativos dos clones prevalentes A (33677) e B
(34371); e dos clones esporadicos C (96734), D (99677), E (97506) e F (30654). Além das
cepas de referéncia A. baumannii ATCC 19606 e de Yersinia enterocolitica O:3, utilizada
como controle positivo para invasao bacteriana.

No ensaio para avaliacdo da adesdo das bactérias as células epiteliais humanas por
microscopia Optica, os campos fotografados no microscopio éptico em um aumento de 40X,
foram contados até chegar ao numero total de bactérias associadas por 300 + 45 células
(bactérias/300 células) (LEE et al, 2008).

No ensaio de associacdo as celulas tumorais derivadas de célula epitelial alveolar

humana (A-549), foi possivel evidenciar a adesdo da cepa de referéncia A. baumannii ATCC
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19606 (Figura 10) e dos isolados selecionados, representantes de cada clone (A, B, C, D, E e
F) (Figura 11).

A mediana das contagens do nimero total de bactérias/300 células, variou entre 4 e 9
para os 6 isolados de A. baumannii analisados e foi de 7 para a cepa ATCC 19606. O isolado
representante do clone A, apresentou 4 bactérias/300 células, o isolado do clone B, 4
bactérias/300 células, o isolado do clone C, 9 bactérias/300 células, o isolado representante do
clone D, 6 bactérias/300 células, o isolado do clone E, 4,5 bactérias/300 celulas, e o isolado

do clone F, apresentou 5 bactérias/300 células (Figura 9).

Figura 9. Grau de associacdo dos isolados de A. baumannii as células A-549 apds 2 h de infeccdo. Os resultados
estdo apresentados atraves do célculo da mediana das leituras referentes ao nimero de bactérias aderidas por 300
celulas visualizadas.
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Figura 10. Células A-549 infectadas por 2 h com A. baumannii ATCC 19606 fotografadas no microscopio
optico em um aumento de 40x. As setas indicam as células bacterianas.

Figura 11. Células A-549 infectadas por 2 h com A. baumannii fotografadas no microscépio éptico em um
aumento de 40x.

Legenda: (A) Clone A, (B) Clone B, (C) Clone C, (D) Clone D, (E) Clone E e (F) Clone F.
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No ensaio de associagdo as células de carcinoma laringeo humano (HEp-2), também
foi possivel evidenciar a adesdo da cepa de referéncia A. baumannii ATCC 19606 (Figura 13)
e dos isolados selecionados, representantes de cada clone (A, B, C, D, E e F) (Figura 14).

J& a mediana das contagens do numero total de bactérias/300 células HEp-2, variou
entre 7 e 23 para os 6 isolados de A. baumannii analisados e foi de 11,5 para a cepa ATCC
19606. O isolado representante do clone A, apresentou 15 bactérias/300 células, o isolado do
clone B, 13 bactérias/300 células, o isolado do clone C, 7 bactérias/300 células, o isolado
representante do clone D, 7 bactérias/300 células, o isolado do clone E, 11 bactérias/300
celulas, e o isolado do clone F, apresentou 23 bactérias/300 células (Figura 12).

Figura 12. Grau de associacdo dos isolados de A. baumannii as células HEp-2 apés 2 h de infecgcdo. Os
resultados estdo apresentados através do calculo da mediana das leituras referentes ao nimero de bactérias
aderidas por 300 células visualizadas.
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Figura 13. Células HEp-2 infectadas por 2 h com A. baumannii ATCC 19606 fotografadas no microscopio
optico em um aumento de 40x.

Figura 14. Células HEp-2 infectadas por 2 h com A. baumannii coradas fotografadas no microscépio 6ptico em
um aumento de 40x.

Legenda: (A) Clone A, (B) Clone B, (C) Clone C, (D) Clone D, (E) Clone E e (F) Clone F.
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Foi realizada a andlise estatistica das contagens obtidas pela microscopia éptica pelo
teste de Mann Whitney para comparar o grau de associa¢do da cepa ATCC 19606 as células
A-549 com o grau de associacdo dos isolados representantes de cada clone (A, B,C,D,EeF)
a essas células. A mesma analise foi realizada para comparar 0 grau de associacdo da cepa
ATCC 19606 com o grau de associacdo dos isolados representantes de cada clone (A, B, C,
D, E e F) as células HEp-2.

Na avaliacdo da associacdo das bactérias as células A-549, foi possivel observar que o
grau de associacdo do isolado do clone A e do clone F a essas células foi significativamente
menor que o grau de associacdo da cepa A. baumannii ATCC 19606. Nao houve diferenga
significativa no grau de associacdo dos outros isolados (representantes do clone B, C, D e E)
as células A-549 comparados com a cepa de referéncia.

Ja na avaliacdo da associacdo das bactérias as células HEp-2, foi possivel observar que
0 grau de associacdo do isolado do clone C e D a essas células foi significativamente menor
que a associacdo da cepa A. baumannii ATCC 19606. Porém o grau de associa¢do do isolado
do clone F essas células foi significativamente maior que o grau de associacdo da cepa A.
baumannii ATCC 19606. Nao houve diferenca significativa no grau de associacdo dos outros
isolados (representantes do clone A, B e E) as células HEP-2 comparados com a cepa de
referéncia.

Pelo mesmo teste estatistico, comparamos o0 grau de associagdo dos isolados
representantes de cada clone as duas células estudadas (A-549 e HEp-2). Nessa avaliacdo
observamos que houve um grau de associa¢do significativamente maior as células HEp-2 dos
isolados representantes dos clones A, B, E e F comparada com a associacdo desses isolados as
celulas A-549. Para os outros isolados (representantes do clone C e D) ndo houve diferenga
significativa entre o grau de associacao as células HEp-2 e A-549.

Por conta dos resultados obtidos pela analise estatistica, os demais ensaios foram
realizados apenas com a linhagem celular HEp-2.

No ensaio de invasdo bacteriana e contagem das unidades formadoras de col6nia
(UFC) com a ceélula HEp-2, avaliamos o grau de associacao dos isolados representantes de
cada clone (A, B, C, D, E e F), da cepa de A. baumannii ATCC 19606 e Y. enterocolitica O:3
apos 2 h de infeccdo. Esse ensaio foi realizado para avaliar a capacidade dos isolados
invadirem a célula humana, ja que foi utilizada a polimixina B (250 pug/mL) para matar todas
as bactérias extracelulares. Somente os isolados capazes de invadir as células seriam capazes

de crescer no Agar MacConkey apos o plaqueamento das diluicdes sucessivas.
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Apbs o plagueamento, observamos que somente a cepa de Y. enterocolitica O:3,
utilizada como controle positivo para invasdo bacteriana, foi capaz de crescer na placa de
Agar MacConkey. A cepa de Y. enterocolitica apresentou 0,5 x 10° UFC/mL. Esse resultado
sugere que os isolados representantes de cada clone (A, B, C, D, E e F) e a cepa A. baumannii
ATCC 19606 ndo sdo capazes de invadir células humanas.

A avaliacdo da viabilidade celular por reacdo enzimatica de reducdo do sal
metiltetrazolio (MTT) foi realizada para quantificar as células HEp-2 viaveis que sdo capazes
de metabolizar o MTT (MOSMANN, 1983).

A linhagem celular HEp-2 quando infectada com os isolados representantes de cada
clone (A, B, C, D, E e F) e a cepa de A. baumannii ATCC 19606 apresentou uma
porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle, que possuia apenas as células ndo
infectadas. Nesse controle foi considerado que a viabilidade das células HEp-2 era de 100%.
As células infectadas com a cepa A. baumannii ATCC 19606 apresentaram 44,6% de
viabilidade, as células infectadas com os isolados representativo do clone A, B, C,D,Ee F
apresentaram 22,2%, 18,6%, 38,4%, 79,6%, 36,4% e 19,6% de viabilidade celular,

respectivamente (Figura 15).

Figura 15. Porcentagem de viabilidade celular das células HEp-2 infectadas com a cepa de A. baumannii ATCC
19606 e com os isolados representantes de cada clone testado através do ensaio de avaliacdo da viabilidade
celular por reacdo enzimatica de redugdo do sal metiltetrazélio (MTT).
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Foi realizada a analise estatistica das porcentagens de viabilidade celular das células
HEp-2 pelo teste t student, para comparar a viabilidade celular da célula HEp-2 apéds infeccdo
pela cepa A. baumannii ATCC 19606 com a viabilidade celular da HEp-2 apds infeccao pelos
isolados representantes de cada clone (A, B, C, D, E e F).

Observamos diferencgas significativas na avaliagdo nos isolados representantes dos
clones A, B, D e F. Apos a infeccdo da célula HEp-2 pelos isolados dos clones A, B e F,
observamos uma diminuicdo significativa na porcentagem de viabilidade das células HEp-2
comparada com a porcentagem de viabilidade das células HEp-2 apds infeccdo pela cepa de
referéncia A. baumannii ATCC 19606. Apos a infeccdo da célula HEp-2 pelo isolado do clone
D, observamos um aumento significativo na porcentagem de viabilidade das células HEp-2
comparada com a porcentagem de viabilidade das células HEp-2 ap6s infeccdo pela cepa de
referéncia A. baumannii ATCC 19606.
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5 DISCUSSAO

O género Acinetobacter é comumente associado a infeccdes hospitalares ou IRAS,
principalmente em paises em desenvolvimento (BAUMGART; MOLINARI; SILVEIRA,
2010, CIESLINSKI et al, 2013). A espécie A. baumannii comegou a ser um grande problema
na década de 1990 e com o passar dos anos, esse micro-organismo tornou-se um importante
agente causador de IRAS no mundo (MUNOZ-PRICE; WEINSTEIN, 2008) e o mais
frequentemente associado com pneumonia e infec¢Bes de cateter em alguns hospitais publicos
e privados (TOLEDO et al, 2012). A manutencdo de A. baumannii no ambiente hospitalar,
tem sido atribuido a sua resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos e sobrevivéncia por
longos periodos em superficies e equipamentos médicos, mas também a sua associacdo com
transmisséo pessoa-a-pessoa (PILONETTO et al, 2004, JOLY-GUILLOU, 2005, RAKA et al,
2009, MEDELL et al, 2012). Por este motivo, o estudo de isolados de A. baumannii coletados
de ambiente hospitalar bem como seus mecanismos de resisténcia e viruléncia sdo de grande
importancia, ja que esse micro-organismo esta associado a diversos surtos no Brasil e no
mundo (YOUNG; SABEL; PRICE, 2007, VALENZUELA et al, 2007, VALENTINE et al,
2008).

Nosso estudo teve como objetivo avaliar a resisténcia antimicrobiana, polimorfismo
genético e alguns fatores de viruléncia em isolados de A. baumannii coletados de dois
hospitais publicos do municipio do Rio de Janeiro, por um periodo de um ano (abril de 2010 a
abril de 2011).

Os 92 isolados foram previamente identificados por testes fenotipicos através do
sistema automatizado Vitek 2 como pertencente ao complexo A. calcoaceticus - A. baumanni.
Para confirmar a identificacdo dos idolados, foram realizados testes fenotipicos adicionais e
métodos moleculares. Como resultado dessa primeira identificagdo por testes bioguimicos,
todos os isolados foram pertencentes ao género Acinetobacter, e com a identificacdo
molecular, confirmamos a identificacdo desses isolados como A. baumannii. A identificacdo
molecular a nivel de espécie, foi realizada através da amplificacdo por PCR e sequenciamento
do gene rpoB (LA SCOLA et al, 2004).

A identificacdo a nivel de espécie dentro do género Acinetobacter é muitas vezes
problematica. Atualmente as espécies de Acinetobacter sdo identificadas por métodos
moleculares (KARAH et al, 2011, AHMED; ALP, 2015), dentre eles, o sequenciamento do
gene codificador do RNA ribossémico da subunidade 16S (16S rRNA), sendo esse um dos
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mais utilizados para identificacdo bacteriana (CUSTOVIC et al, 2014). Porém sua principal
limitacdo se deve ao fato desse gene ser tdo conservado, que ndo possibilita, no caso de
Acinetobacter, diferenciar todas as espécies (ALVAREZ-BUYLLA; CULEBRAS; PICAZO,
2012). Outros genes que codificam proteinas, incluindo os genes, ompA, recA, gyrB e rpoB,
recentemente, tém sido utilizados para a identificacdo de isolados de Acinetobacter spp. Entre
eles, o gene rpoB, que foi utilizado em nosso estudo, permite diferenciar a maioria das
espeécies desse micro-organismo (GUNDI et al, 2009, KARAH et al, 2011, McCONNELL et
al, 2012, WANG et al, 2014, NAJAR PEERAYEH; KARMOSTAJI, 2015).

Além desses, também existem outros métodos moleculares para identificacdo das
espécies de Acinetobacter, dentre eles a técnica de AFLP, que se baseia na digestdo do DNA
por duas enzimas de restricdo e posterior amplificacdo dos fragmentos pelo uso de
adaptadores aos fragmentos obtidos (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007); e a técnica
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA), que se baseia na anélise dos
fragmentos de restricdo obtidos a partir da restricdo enzimatica do produto resultante da
amplificacdo do DNA codificador do RNA ribossémico da subunidade 16S (DIJKSHOORN
et al, 1998). Porém alguns desses métodos ainda apresentam desvantagens devido a
dificuldades de padronizacdo dos resultados, que ndo podem ser comparados entre
laboratérios, pois além de serem trabalhosas, como por exemplo na técnica ARDRA, pode ser
observada a ocorréncia de multiplos perfis entre diferentes isolados pertencentes a mesma
espécie (DIJKSHOORN et al, 1998, DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007, PELEG,;
SEIFERT; PATERSON, 2008).

Na avaliagdo o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados de A.
baumannii estudados, observamos que 93,5% dos isolados de A. baumannii apresentaram
perfil MDR e 6,5% apresentaram perfil ndo multirresistente (n-MDR), nenhum se mostrou
panresistente. Além disso dentre os antimicrobianos testados, verificamos altos percentuais de
resisténcia aos diversos antimicrobianos como cefotaxima (94,6%), piperacilina/tazobactam
(92,4%), ciprofloxacina e cefepima (90,2%), imipenem e meropenem (87%), ceftazidima
(83,4%). ampicilina/sulbactam (82,6%).

O uso extensivo de antimicrobianos no ambiente hospitalar tem levado ao rapido
aparecimento de isolados de A. baumannii MDR (PEREZ et al, 2007). Este fenébmeno de
micro-organismos MDR tem se tornado um motivo de grande preocupacdo em infeccoes
causadas por A. baumannii (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Em um estudo com isolados coletados na Asia, Europa, América Latina e América do

Norte entre 2001 e 2004, observou-se que aqueles coletados na América Latina apresentaram
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0s maiores percentuais de resisténcia a ciprofloxacina e as cefalosporinas de amplo espectro,
assim como observado em nosso estudo. Nesse mesmo estudo foram relatados numerosos
isolados de A. baumannii PDR em hospitais asiaticos e do Oriente Médio. As taxas de
resisténcia dos isolados nesses locais, durante os anos de 2001 e 2004, ultrapassaram 25%
para imipenem e meropenem, 40% para cefepima e ceftazidima, 40% para ampicilina-
sulbactam e 45% para ciprofloxacina (GALES; JONES; SADER, 2006).

A partir dos isolados coletados no Canada durante 2009 e 2010, apenas 2,7% dos
isolados apresentaram resisténcia aos carbapenemas (MATASEJE et al, 2012). J4& em um
estudo incluindo isolados de Acinetobacter coletados entre 2004 e 2005 de 76 centros nos
Estados Unidos, 39,8% foram resistentes ao imipenem (HALSTEAD; ABID; DOWZICKY,
2007). Na Greécia e em lIsrael foi observado um aumento da resisténcia ao imipenem. Na
Grécia, a proporc¢do de isolados A. baumannii resistentes ao imipenem, coletados de pacientes
hospitalizados entre 1996 e 2007 em hospitais terciarios em vérias regides do pais, subiu de
0% para 85,1% em UTIs, 60,4% enfermarias e 59% enfermarias cirdrgicas (SOULI et al,
2006). Em Israel foi demonstrado que a resitencia de A. baumannii ao imipenem também
aumentou, ja que em 1990, 2% dos isolados eram resistentes e 10 anos depois foi observado
resistencia em 50% dos isolados. Ainda nesse estudo foi constatado que cerca de 10% de
isolados desse micro-organismos eram MDR (SMOLYAKOV et al, 2003).

As taxas de resisténcia ao imipenem, ao meropenem, a ceftazidima, a
piperacilina/tazobactam, a ciprofloxacina e a gentamicina na América Latina parecem estar
entre as maiores do mundo (UNAL; RODRIGUEZ GARCIA, 2005). Foi observado que na
América Latina, as taxas de resisténcia de Acinetobacter ao imipenem aumentaram cerca de
60% em um periodo de 13 anos na Argentina, no Chile e no Brasil (GALES et al, 2012).

Para A. baumannii, foi observada resisténcia de 86% ao imipenem durante 0s anos de
2001-2004 na América Latina (GALES; JONES; SADER, 2006), uma porcentagem que se
aproxima da observada no presente estudo em isolados coletado nos anos de 2010 e 2011
(87%).

Em estudos mais antigos com isolados provenientes de estados brasileiros (Séo Paulo,
Rio de Janeiro, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) foi observada apenas aproximadamente
10% de resisténcia aos carbapenemas (SADER et al, 2001).

Mais recentemente, um estudo conduzido no Parana investigou o perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos de isolados de A. baumannii coletados de pacientes e do
ambiente hospitalar, em dois periodos diferentes (1994-1996 e 2004-2007). Como resultado
foi detectado um aumento da resisténcia aos carbapenemas de 2% para 73% (VIANA et al,
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2011). A partir desses resultados € possivel observar o aumento da resisténcia ao imipenem e
meropenem. Comparando 0s nossos resultados do perfil de suscetibilidade aos outros
antimicrobianos testados com os obtidos no estudo de VIANA et al (2011), verificamos altos
niveis de resisténcia em ambos os trabalhos para piperacilina/tazobactam, ciprofloxacina e
ampicilina/sulbactam (VIANA et al, 2011).

Um estudo de 2014, com isolados coletados em varios estados brasileiros observou
que todos os isolados estudados eram MDR. Nesse mesmo estudo mais de 80% dos isolados
possuiram  resisténcia aos seguintes antimicrobianos, ciprofloxacina, cefepima,
piperacilina/tazobactam, ceftazidima, ampicilina / sulbactam, além de imipenem e
meropenem. Para amicacina foi observado maior suscetibilidade, assim como observamos no
presente estudo (CHAGAS et al, 2014).

Outro trabalho realizado no Brasil, também observou altos niveis de resisténcia a
piperacilina/tazobactam, a ciprofloxacina, a cefepima, a ampicilina/sulbactam, ao imipenem e
meropenem (CORTIVO et al, 2015).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos, tem levado ao uso de associacdes de
diferentes agentes antimicrobianos como colistina e rifampicina, imipenem e rifampicina,
imipenem e tobramicina, tobramicina e rifampicina, na tentativa de cura dos pacientes, porém
em muitos casos esgotam-se todas as opcOes de tratamento. A auséncia de tratamentos
eficazes para infecgdes causadas por A. baumannii tem limitado o tratamento muitas vezes ao
uso de antimicrobianos ndo mais utilizados, como polimixina B e polimixina E (colistina),
gue sdo antimicrobianos sintéticos que apresentam efeitos colaterais nocivos aos pacientes,
como acdo nefrotoxica (MARAGAKIS; PERL, 2008).

Em nosso trabalho foi avaliado a CIM da polimixina B frente aos isolados de A.
baumannii. Dentre eles, apenas 18,5% foram suscetiveis a polimixina B. A maioria dos
isolados foi resistente a polimixina B, apresentando valores de CIM entre 4-64 pg/mL.

Nossos resultados diferem de alguns estudos realizados no Ird e México, que mostram
isolados com 100% de suscetibilidade a polimixina B (PLERAYEH; KARMOSTAIJI, 2015).
Em alguns estudos a polimixina B foi o Unico antimicrobiano que mostrou eficacia frente a A.
baumannii (TOGNIM et al, 2004, VIANA et al, 2011, LIU et al, 2014). Além disso, em
isolados coletados na América Latina em 2001, esse antimicrobiano, apresentou excelente
atividade, ja que 96,4% dos isolados eram suscetiveis a esse antimicrobiano. Nesse estudo,
apenas seis isolados foram categorizados como resistentes a polimixina, eles eram
provenientes de trés hospitais brasileiros diferentes e apenas um deles também era resistente
aos carbapenemas (TOGNIM et al, 2004).
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Apesar desses relatos de alta suscetibilidade de isolados & polimixinas, nos ultimos
anos o uso intensivo das polimixinas tem levado a selecdo de isolados de A. baumannii
resistentes a esses antimicrobianos, ja tendo sido relatados taxas de resisténcia de 40,7% na
Espanha e 30,6% na Coreia (KO et al, 2007, ARROYO et al, 2009). Mais recentemente,
isolados de A. baumannii resistentes a polimixina também foram recuperadas no Ird e nos
EUA (BAHADOR et al, 2013, LESHO et al, 2013). Alguns estudos ja previam o aumento da
resisténcia a polimixina, como foi observado em nosso trabalho, Rolain et al (2011)
afirmaram que as taxas de resisténcia aumentariam assim que 0 uso desse antimicrobiano se
tornasse mais comum, como por exemplo no tratamento de infeccdo causadas por A.
baumannii resistentes aos carbapenemas, levando ao desenvolvimento de resisténcia por
adaptacdo a pressdo seletiva exercida pelo antimicrobiano (BARIN et al, 2013).

Fica evidente que o uso racional de antimicrobianos é fundamental para evitar surtos
de A. baumannii MDR, j& que a emergéncia destas espécies normalmente esta associada a
pressdo seletiva do uso prolongado de antimicrobianos de amplo espectro (MAK et al, 2009).
Os carbapenemas ainda estdo entre as drogas de escolha para o tratamento de infeccbes
causadas por A. baumannii, porém o aumento do numero de relatos da resisténcia desse
micro-organismo a estes antimicrobianos, tem se tornado uma grande preocupacdo na
comunidade médica (PEREZ et al, 2007, NICASIO; KUTI; NICOLAU, 2008). Como
alternativa ao uso dos carbapenemas, as polimixinas (B e E) tém sido utilizadas para o
tratamento de infec¢bes graves causadas por A. baumannii MDR. Mesmo com relatos de
isolados desse patdgeno resistente a esses antimicrobianos, as polimixinas tém sido
consideradas a op¢éo terapéutica mais eficaz contra isolados de A. baumannii MDR (POGUE;
COHEN; MARCHAIM, 2015).

Como ja foi descrito, mesmo com o crescente aparecimento de isolados resistentes aos
carbapenemas, esses antimicrobianos ainda sdo uma opc¢do de escolha no tratamento de
infecgBes causadas por A. baumanni MDR. Entre esses antimicrobianos, o imipenem é
considerado mais potente no tratamento dessas infecgdes do que o meropenem. A resisténcia
ao imipenem estd mais associada a expressdo de enzimas oxacilinases, enquanto que a
resisténcia ao meropenem, a expressdao de bombas de efluxo (IKONOMIDIS et al, 2006). A
porcentagem de resisténcia ao imipenem e meropenem nos isolados estudados foi igual,
porém nesse estudo ndo verificamos a expressdo de bombas de efluxo, n6s apenas detectamos
a presenca dos genes que codificam as enzimas oxacilinases.

No nosso trabalho, pesquisamos nos isolados de A. baumannii 0s seguintes genes

codificadores de OXA: blaoxa-23, blaoxa-2s, blaoxas1, blaoxa-ss € blaoxa-143. Ap0s a PCR,
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observamos a presenca do gene blaoxasi em todas os isolados e do gene blaoxa-2ziike €M
93,5% dos isolados. Os genes relativos as outras OXA pesquisadas ndo foram detectadas em
nenhum isolado. Estudos anteriores relataram que além do gene blaoxa-si, intrinseco em A.
baumannii, o blaoxa-23 € 0 mais comumente detectado nesse micro-organismo (KUSRADZE
etal, 2011)

Atualmente, nove principais subgrupos de OXA s&o descritos (POIREL; NAAS;
NORDMANN, 2010). Em A. baumannii, 6 subgrupos filogenéticos dessas enzimas ja foram
descritos (OXA-51-like, OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-58-like, OXA-143-like e
OXA-235), 4 desses subgrupos séo predominantes, incluindo OXA-23, OXA-24/40, OXA-51
e OXA-58-like (WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006, POIREL; NAAS;
NORDMANN, 2010, HIGGINS, 2013). Esses genes podem estar localizados no cromossomo
ou em plasmideos, além disso, podem estar associados com estruturas genéticas, como por
exemplo transposons (MUGNIER et al, 2010).

O gene blaoxa=s1, foi identificado pela primeira vez em isolados de A. baumannii
coletados na Argentina em 1996 (BROWN; YOUNG; AMYES 2005). Esse gene é intrinseco
nesses micro-organismos e € naturalmente encontrado no cromossoma dessa espécie. O
subgrupo de enzimas OXA-51 possui grande nimero de variantes, isso é uma indicacdo de
que os isolados que possuem 0s genes que as codificam, tém sofrido pressdo seletiva
consideravel por conta do uso de antimicrobianos, essas enzimas desempenham um papel
relevante na resisténcia aos carbapenemas (EVANS; AMYES, 2014).

Novos subgrupos filogenéticos de OXA tém sido frequentemente descobertos desde a
primeira descrigéo e caracterizagdo de isolados de A. baumannii com OXA-23 (PATON et al,
1993, POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010). O gene blaoxa-23 tem sido descrito em todo o
mundo (MUGNIER et al, 2010) e de acordo com alguns estudos, a propagacdo desse gene
pode ser devido a elementos mdveis (isto é, plasmideos, transposons, sequéncia de insercao)
(GROSSO et al, 2011, CLIMACO et al, 2013). Entre os paises que tém relatado isolados de
A. baumannii que possuem carbapenemases do tipo OXA-23 estdo, Franca (CORVEC et al,
2007), Alemanha (KOHLENBERG et al, 2009), Bulgaria (STOEVA et al 2009), Roménia
(BONNIN et al, 2011b), os Estados Unidos (ADAMS et al, 2008), Australia (VALENZUELA
et al, 2007), Taiwan (LIN et al, 2011), China (LI et al, 2014), Coreia (LEE et al, 2011),
Singapura (KOH et al, 2007), Italia (PRINCIPE et al, 2014), Espanha (MOSQUEDA et al,
2013), Coldmbia (MARTINEZ; MATTAR, 2012) e o Brasil (CHAGAS et al, 2014). Em

geral, a deteccdo do gene blaoxa-23 nos isolados do nosso trabalho foi maior do que os
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resultados encontrados por outros estudos no exterior (LEE et al, 2013, MAMMINA et al,
2011, LIAKOPOULOS et al, 2012, BONNIN et al, 2011b, HAMMAMI et al, 2011).

No Brasil, o primeiro relato da enzima OXA-23 em isolados de A. baumannii
resistente aos carbapenemas, ocorreu em 2003 (DALLA-COSTA et al, 2003). Apés esse
relato, o gene blaoxa-23 comecou a ser descrito em outros trabalhos. A presenca desse gene
nos isolados brasileiros de A. baumannii resistentes aos carbapenemas variou de 62% a 99%
(FERREIRA et al, 2011, FURTADO et al 2011, MARTINS et al, 2013). Um estudo realizado
em Porto Alegre avaliou dados clinicos e epidemioldgicos de infecgdes por A. baumannii
MDR, durante um ano, em 99% dos isolados foi identificado o gene blaoxa-2s (MARTINS et
al, 2013). Outro estudo brasileiro analisou as caracteristicas genotipicas de isolados de A.
baumannii de oito hospitais no Estado do Parana e relatou que todos os isolados abrigaram o
gene blaoxa-23 (CIELINSKI et al, 2013). Ja em isolados coletados de hospitais do Rio de
Janeiro, observou-se a presenca desse gene em 87% dos isolados (CARVALHO et al, 2009).
Em nosso estudo também observamos a presenca do gene blaoxa-23 na maioria dos isolados
de A. baumanni estudados (93,5%).

Em nosso estudo, também observamos que os isolados resistentes ou ndo aos
carbapenemas, que possuiam o gene blaoxa-23 (93,5%) estavam agrupados nos dois clones
prevalentes (A e B) e na maioria dos clones esporédicos (C, D, E, F, G, I, K, L, N, O, P, T,
U). Diferente de um estudo realizado na cidade de Curitiba, em 2010, que verificou a
presenca de apenas trés clones distintos que agrupavam isolados de A. baumannii com o gene
blaoxa-23, sendo um deles genotipicamente semelhante ao primeiro clone identificado em
1999, que persistiu no mesmo hospital até abril de 2004. Entdo, foi sugerido que a
transferéncia horizontal desse fator de resisténcia era codificada por um gene primordialmente
plasmidial, que desempenhou um papel importante na dissemina¢do do mesmo (SCHIMITH-
BIER et al, 2010).

Outros genes que codificam carbapenemases do tipo OXA ja foram descritos em
isolados de A. baumannii em todo mundo, incluindo o Brasil. As enzimas blaoxa-24/40-iike
(blaoxa-24, blaoxa-2s, blaoxa-26, blaoxa-40 € blaoxa-72) compartilham 60% de homologia com 0s
aminoéacidos das enzimas OXA-23-like (ZAVASCKI et al, 2010). As primeiras enzimas deste
grupo foram originalmente descritas em isolados de A. baumannii coletados na Peninsula
Ibérica e, por um tempo, ficaram restritos a Europa e EUA, sem relatos no Brasil até 2011
(ANTONIO et al, 2011, WERNECK et al, 2011, ZAVASCKI et al, 2010). Apenas o gene
blaoxa-72, do grupo de enzimas OXA-24-like, foi descrito em isolados no Brasil (de SA
CAVALCANTI et al, 2013, WERNECK et al, 2011).
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Os genes blaoxa-ss-iike foram identificados mais recentemente, sdo frequentemente
mediados por plasmideos, e j& foram descritos em isolados que causaram surtos hospitalares
em UTIs de todo o mundo. Além disso, sdo normalmente detectados em isolados de A.
baumannii resistentes aos carbapenemas, porém ja foram encontrados em isolados suscetiveis
(ZARRILLI et al, 2013). No Brasil, existem apenas 2 relatos da deteccdo desse gene
(FIGUEIREDO et al, 2011, de SOUZA GUSATTI et al, 2012). A enzima OXA-143
compartilha 88% de homologia com os aminoacidos das enzimas OXA-24-like, estudos
relatam que essa enzima mostra niveis baixos de hidrolise de carbapenemas, porém ja foi
demonstrado que quando o gene blaoxa-143 é transferido para isolados suscetiveis, hd um
aumento nos niveis de resisténcia aos carbapenemas (HIGGINS et al, 2009). Esse gene até o
momento, foi relatado apenas no Brasil e ainda h& poucos relatos sobre a presenca desse gene
em isolados de A. baumannii (HIGGINS et al, 2009, ANTONIO et al, 2011, GIRLICH et al
2014).

Alguns estudos tém demonstrado a ocorréncia de mais de uma enzima do tipo OXA
presentes em um mesmo isolado (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008, MENDES et al,
2009). Em nosso estudo isso foi evidenciado em 92,3% isolados.

Ap0s a analise dos isolados resistentes aos carbapenemas, foi evidenciado que alguns
deles ndo possuiam o gene blaoxa-23, por isso, sugerimos que essa resisténcia seja mediada
pelo gene blaoxa-s1 (EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013). Este gene normalmente é pouco
expresso, porém, a presenca da sequéncia de inser¢do ISAbal ou ISAba9 pode favorecer o
aumento de sua expressdo. Além do mais, outros mecanismos, como alteracdo de
permeabilidade da membrana ou hiperexpressao de bombas de efluxo também podem conferir
resisténcia aos carbapenemas (TURTON et al, 2006b, FIGUEIREDO et al, 2009a,
FIGUEIREDO et al, 2009b). No entanto, a deteccdo deste gene foi utilizada somente para
identificacdo de A. baumannii e sua associacdo a sequéncias de insercdo ndo foi avaliada
ainda.

Com relacdo a presenca do gene da sequéncia de insercdo 1ISAbal nos isolados de A.
baumannii estudados, observamos que esse gene estava presente em todos os isolados. Ja
dentre os 80 isolados com resisténcia aos carbapenemas, 97,5% tiveram a presenca
confirmada dos dois genes codificadores de oxacilinases, blaoxa-2: € blaoxa-s1, além da
sequéncia de insercdo ISAbal. Em apenas 2 isolados MDR, resistente aos carbapenemas, ndo
foi detectado o0 gene blaoxa-2s.

Em nosso estudo foi verificada a importante correlagéo entre a presenca dos dois

genes codificadores de oxacilinases (blaoxa-23 e blaoxa-s1) € ISAbal. Esta combinagéo pode



68

ser um dos principais mecanismos de resisténcia que a espécie A. baumanni possui, ja que
entre os 92 isolados estudados, 92,4% possuiam essa combinagéo e todos apresentaram perfil
de multirresisténcia a varios agentes antimicrobianos.

As sequéncias de insercdo (SI) desempenham um papel importante na mobilizagédo e
expressdo das enzimas do tipo OXA. Isto € particularmente evidente em espécies de
Acinetobacter, em que sequéncias de insercdo sdo frequentemente identificadas em associagéo
com um gene blaoxa. A SI mais prevalente em Acinetobacter é a ISAbal. Em A. baumannii, a
primeira descricdo de ISAbal foi em 2003 (CORVEC et al, 2003), apesar da identificacdo ja
ter ocorrido em outros micro-organismos (SEGAL; THOMAS; ELISHA, 2003). Os genes
blaoxa-23-like € blaoxa-51-like podem ter sua expressédo aumentada quando associados com a essa
sequéncia de insercdo porgue ela funciona como uma regido promotora para ambos 0s genes
(RUIZ et al, 2007).

Assim como nos observamos a presenca do gene blaoxa-23 em isolados suscetiveis ao
imipenem e meropenem (41,6%), um estudo de 2011, também com isolados coletados no Rio
de Janeiro, observou esse mesmo resultado (CARVALHO et al, 2011). Porém como nds nédo
pesquisamos a associagdo entre os genes blaoxa-2s € ISAbal, essa suscetibilidade possa
ocorrer devido a auséncia de associacdo entre esses dois genes, como foi descrito por
Carvalho et al (2011).

Estudos revelam a presenca dos genes blaoxa-23-ike €m A. radioresistens suscetiveis
aos carbapenemas, nesses micro-organismos esses genes sdo codificados por cromossomos,
sugerindo que esta espécie possa ser uma fonte destes genes (BOO; CROWLEY, 2009,
MENDES et al, 2009).

Esses resultados forneceram evidéncias de que 0 gene blaoxa-23 possa se disseminar
silenciosamente no ambiente hospitalar, a partir de “reservatorios” nao detectados de genes
codificadores de OXA. Os genes codificadores de carbapenemases ndo detectados sdo um
desafio, uma vez que ndo é realizada pesquisa em um isolado suscetivel da presenca desses
genes. As medidas de controle de infec¢bes nos hospitais tém geralmente como alvo apenas
0S micro-organismos resistentes ao imipenem detectados em testes fenotipicos
complementares. O futuro controle da multirresisténcia pode exigir a identificagdo de isolados
MDR e seus reservatorios, utilizando metodos moleculares (CARVALHO et al, 2011).

A capacidade dos isolados de A. baumannii produzir biofilme foi estudada pelo ensaio
colorimétrico de cristal violeta, que indiretamente mede o numero de células bacterianas

baseado na coloracdo da camada de peptideoglicano (MOSKOWITZ et al, 2004).
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Observou-se que a maioria dos isolados estudados foi produtor de biofilme (79,3%),
eles foram classificados em fortes, moderados e fracos produtores de biofilme. A formacéao de
biofilme nesses isolados foi maior do que em alguns trabalhos, que demonstraram essa
capacidade em aproximadamente 62% dos isolados estudados (RAO et al, 2008,
RODRIGUEZ-BANO et al, 2008, BADAVE; KULKARNI, 2015)

Assim como em nosso estudo, Rodriguez-Bafio et al (2008) mostraram que a
capacidade de formar biofilmes em superficies abidticas € comum entre os isolados de A.
baumannii e que um dos sitios mais frequentes de coleta desses isolados é relacionado ao
cateter. Nesse mesmo estudo também foi observada maior formacéo de biofilme em isolados
coletados de infeccdo da corrente sanguinea, esse dado difere dos encontrados em nosso
estudo (RODRIGUEZ-BANO et al, 2008).

NOs observamos que a maioria dos isolados multirresistentes formou biofilme, sendo
essa caracteristica encontrada em diversos estudos (RAO et al, 2008, MONIRI et al, 2010,
GURUNG et al, 2013). Porém, assim como de Breij et al (2010), também observamos que 0s
isolados MDR ndo formaram mais biofilme que os isolados suscetiveis. Vinte um por cento
dos isolados estudados em nosso trabalho, que apresentaram multirresisténcia, néo
produziram biofilme. Em estudos que também investigaram a correlagdo entre biofilme e
multirresisténcia, foi verificado que alguns isolados ndo produziram biofilme, apesar de serem
MDR (RAO et al, 2008, RODRIGUEZ-BANO et al, 2008).

Os isolados suscetiveis ao imipenem e meropenem apresentaram maior capacidade de
produzir biofilme do que isolados resistentes (83,3% e 78,5%, respectivamente). N0ssos
resultados s&o corroborados com resultados de um estudo no qual foram encontrados isolados
produtores e ndo produtores de biofilme dentre os isolados resistentes ao imipenem (RAO et
al, 2008). Além disso, como em nossos resultados, um estudo verificou que a formacéo de
biofilme foi maior nos isolados suscetiveis ao imipenem que nos resistentes (47% e 25%,
respectivamente) (RODRIGUEZ-BANO et al, 2008).

Houve uma grande variacdo na formacdo de biofilme entre os isolados de A.
baumannii, porém nédo foi possivel correlacionar maior formacdo de biofilme com os clones
considerados predominantes, j& que todos em todos os clones foi observada a presenca de
isolados apresentando essa caracteristica. Outros estudos também ndo constataram maior
capacidade na formacdo de biofilme nos isolados dos clones prevalentes, além disso a
formacgéo de biofilme n&o diferiu entre os clones de A. baumannii com maior ou menor

prevaléncia (LEE et al, 2006). Sendo assim, nossos resultados sugerem que a formacgéo de
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biofilme é especifica do isolado e ndo do clone ao qual ele pertence, apenas esse recurso ndo
conseguiria explicar o sucesso de A. baumannii em um hospedeiro suscetivel.

Apesar do grande numero de estudo envolvendo a associacao entre A. baumannii com
0s surtos hospitalares, infeccbes graves e resisténcia aos antimicrobianos, fatores que
determinam a viruléncia e patogenicidade deste micro-organismo precisam ser melhor
elucidados. No entanto, torna-se evidente que a capacidade de formacdo de biofilme, além de
outras caracteristicas desse micro-organismo, pode ser considerada como importante fator de
viruléncia comum a um grande ndmero de isolados A. baumannii (RODRIGUEZ-BANO et
al, 2008, KING et al, 2009, EIJKELKAMP et al, 2011, GURUNG et al, 2013).

Ainda h& poucos trabalhos que pesquisem e avaliem a associa¢do ou adesdo de A.
baumanni as superficies bidticas. A literatura apresenta apenas estudos envolvendo apenas a
adesdo desse micro-organismo a superficies abidticas, como plasticos e vidros (TOMARAS et
al, 2003; EIJKELKAMP et al, 2011). Porém € muito importante que se compreenda a
interacdo desse patdgeno a superficies bidticas para que se possa melhor entender o processo
infeccioso e patogenia de A. baumannii. A adesao bacteriana as células epiteliais € uma das
etapas essenciais para a colonizacdo e posterior infeccdo e pouco se sabe sobre a interacdo
deste patdgeno com essas células. Por conta disso, um dos nossos objetivos foi avaliar a
adesdo de 6 isolados de A. baumannii as células epiteliais A-549 e HEp-2. Foram
selecionados os isolados representativos dos clones A (33677), B (34371), C (96734), D
(99677), E (97506) e F (30654). Nossos isolados foram capazes de se associar a essas células
epiteliais humanas e apresentando graus variados de associacdo de bactérias aderidas ou
internalizadas por células. Através da analise realizada por microscopia 6ptica, sugerimos que
as bactérias estavam aderidas as células e ndo internalizadas. A adesdo de A. baumannii a
diferentes tipos de células respiratdrias humanas ja foi demonstrada em alguns estudos,
indicando que este patdgeno interage com os diferentes componentes do aparelho respiratério
humano (LEE et al, 2006, LEE et al, 2008).

Os isolados foram escolhidos aleatoriamente, sendo que todos foram classificados
como MDR e apresentavam resisténcia ao imipenem e meropenem; Além disso, 2 isolados,
(34371, clone B) e (30654, clone F) eram suscetiveis a polimixina B. Por fim, todos os
isolados também foram capazes de produzir biofilme, sendo quatro classificados como fortes
produtores de biofilme e os outros dois classificados como moderado produtor de biofilme
(30654, clone F) e fraco produtor de biofilme (33677, clone A).

Primeiramente foi avaliado nesse estudo, o grau de associac¢do dos isolados a célula A-

549 por microscopia Optica, essa célula é comumente utilizada para simular a adesdo ao
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pulméo humano e assim, representa um modelo potencial para pneumonia causada por A.
baumannii (GADDY; TOMARAS; ACTIS, 2009). Como resultado, ndo observamos um
aumento significativo na associagdo dos isolados representantes dos clones prevalentes A e B
as células A-549. Pelo contrério, o isolado representativo do clone A apresentou uma
associacao significativamente menor as células que a cepa de referéncia A. baumannii ATCC
19606. Nessa avaliagdo nenhum isolado apresentou uma associacdo significativamente maior
as células A-549 que a cepa de referéncia A. baumannii ATCC 19606 (GIANNOULI et al,
2013).

Também avaliamos o grau de associacao dos isolados a célula HEp-2 por microscopia
Otica, e como resultado observamos um aumento significativo na associagdo do isolado do
clone F as células HEp-2 comparado com a associacdo a cepa de referéncia A. baumannii
ATCC 19606. Além disso, também observamos uma diminuicdo significativa na associacdo
dos isolados dos clones C e D as células HEp-2 quando comparado com a cepa A. baumannii
ATCC 19606. Os demais isolados, representante dos clones A, B e E, ndo apresentaram grau
de associacdo significativamente diferente da associacdo observada pela cepa A. baumannii
ATCC 19606. A partir desse resultado, é possivel notar que apesar do isolado do clone F, ndo
formar biofilme forte em microplacas de poliestireno, ele foi capaz de aderir melhor as células
HEp-2. A ndo correlacdo da formacéo de biofilme em microplacas de poliestireno (superficie
abidtica) com a adesdo as células humanas (superficie bidtica) indica que diferentes
mecanismos estdo envolvidos nestes processos de colonizacéo.

O envolvimento de estruturas como pilus, frequentemente associada a formacdo de
biofilme em superficies &bidticas, também ndo foram relacionadas a adesdo de A. baumannii
as células epiteliais (de BREIJ et al, 2009). Além disso, observamos que os isolados mais
prevalentes ndo aderiram as células epiteliais, como ja foi observado por Lee et al (2006).

O grau de associagdo dos isolados as células HEp-2, no geral, foi significativamente
maior que a associacao as células A-549, por conta disso, os demais ensaios foram realizados
apenas pela infeccdo das células HEp-2.

Os resultados do ensaio de invasdo bacteriana e contagem das unidades formadoras de
col6nia (UFC), sugerem que os isolados de A. baumanni ndo conseguem invadir a célula, ja
que apos a adicdo de polimixina B (250 ug/mL) e plaqueamento ndo foi possivel detectar as
bactérias que conseguiram se internalizar. Diferente do que foi observado na cepa Y.
enterocolitica O:3, ap6s a adi¢do de polimixina B e plaqueamento foi possivel detectar as

bactérias, sugerindo que o antimicrobiano néo teve acdo contra as células bacterianas porque
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elas estavam no interior da célula HEp-2. Esses resultados s&o condizentes com as imagens
observadas utilizando a microscopia Optica.

A partir desses dados também podemos sugerir que a infeccdo de células HEp-2 por A.
baumannii, diferente da infeccdo por Y. enterocolitica O:3, conduz a morte apoptotica sem
invasdo do micro-organismo a essas células, uma evidéncia que esta de acordo com o0s
resultados obtidos apds a infec¢do ou a incubacdo de A. baumannii ATCC 19606 com essas
mesmas células (CHOI et al, 2005, RUMBO et al, 2014)

O ensaio da viabilidade celular por reacdo enzimatica de reducéo do sal metiltetrazolio
(MTT), é utilizado para avaliar a viabilidade celular por reacdo enzimética de reducdo do sal
metiltetrazdlio. Esse método analisa quantitativamente a redugdo do sal de metiltetrazdlio
(MTT) pelo complexo enzimatico piruvato desidrogenase, presente nas mitocondrias, com a
formacdo de um produto final de cristais de formazan que sdo mensurados em
espectrofotometro a 590nm (MOSMANN, 1983). Avaliando resultados obtidos por esse
ensaio, observamos dados condizentes com os observados na avaliagdo do grau de associagdo
dos isolados as células HEp-2 por microscopia optica. A infec¢do dessa célula com isolados
pertencentes ao clone F, induziu uma diminuicéo estatisticamente significativa na viabilidade
da célula HEp-2 comparada com a cepa de referéncia A. baumannii ATCC 19606. Ja a
infeccdo das células HEp-2 com o isolado pertencente ao clone D, induziu um aumento
estatisticamente significativo na viabilidade da célula HEp-2 comparada com a cepa de
referéncia. Porém através dessa avaliacdo foi observado que os clones A e B também
induziram uma diminuicdo estatisticamente significativa na viabilidade da célula HEp-2, o
que ndo foi observado pela avaliacdo do grau de associa¢ao por microscopia optica.

As infecgdes causadas por A. baumannii representam um grande problema de salde
publica, j& que esse micro-organismo possui uma capacidade unica de sobreviver no ambiente
hospitalar e desenvolver resisténcia aos antimicrobianos. No Brasil e no mundo esse micro-
organismo causa surtos hospitalares problematicos e as infeccdes causadas por eles sdo um
desafio terapéutico (FOURNIER; RICHET, 2006, GIAMARELLOU; ANTONIADOU;
KANELLAKOPOULOU, 2008, CERQUEIRA; PELEG, 2011). Por conta desses motivos é
essencial identificar, prevenir e controlar a disseminagdo dessas infeccdes e da resisténcia
microbiana em servicos de saude no Brasil. InformacGes como perfil de resisténcia
microbiana e polimorfismo genético, obtidas nesse estudo, auxiliam na adog¢éo de medidas de
prevencado e controle dessas infecBes. Porém, sdo necessarios mais estudos que como 0 nosso,
fornecam informagdes necessarias que ajudem as comissdes de controle de infeccdo hospitalar

e aos profissionais da area de saude, prevenir ou reduzir a expansao dessas infecgdes.
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6 CONCLUSOES

o Utilizando testes bioquimicos foi possivel confirmar a identificacdo do género
dos isolados estudados. A identificacdo da espécie Acinetobacter baumannii foi realizada
utilizando um método molecular através da amplificacdo por PCR e sequenciamento do gene
rpoB;

o O principal sitio de coleta dos isolados oriundos do HUGG foi secrecéo
traqueal (41,2%; n=7) e o dos isolados oriundos do HFSE foi urina (22,7%; n=17).

. A maioria dos isolados foi classificada como multirresistentes (MDR) (93,4%,
n=86), sendo revelados altos niveis de resisténcia a maioria dos antimicrobianos clinicamente
disponiveis para o tratamento de infecgdes por A. baumannii; dentre os isolados MDR, 93%
(n=80) foram resistentes aos carbapenemas (imipenem e meropenem).

. Através da avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para polimixina
B, também observamos altas porcentagens de resisténcia (81,5%, n=75), isso limita cada vez
mais as opcdes terapéuticas disponiveis para o tratamento de infec¢bes causadas por A.
baumannii;

o A presenca da sequéncia de inser¢do 1SAbal e o do gene blaoxa-s1 foi detectada
em todos os isolados de A. baumanni. Ja o gene blaoxa-23 foi detectado em 93,5% (n=86)
isolados, sugerindo que este seja o principal fator de resisténcia aos carbapenemas;

o Dentre os isolados de A. baumannii, o perfil de multirresisténcia e a presenca
dos dois genes que codificam resisténcia aos carbapenemas foi observada na maioria dos
isolados (93,4%, n=86), isso pode estar relacionado com a transferéncia de genes de
resisténcia no ambiente hospitalar;

. Observou-se através da analise do polimorfismo genético dos isolados de A.
baumannii por PFGE, a presenca de dois clones prevalentes (A e B), que juntos agruparam
48,9% (n=45) dos isolados e a presenca de 20 clone esporadicos (C a U);

o Foram encontrados 12 clones distintos entre os isolados suscetiveis aos

carbapenemas, sendo trés deles (A, B e C) encontrados também entre os isolados resistentes;

o A maioria dos isolados incluidos no estudo (79,3%, n=73) foram produtores de
biofilme;
o O grau de associacdo dos isolados de A. baumannii as células epiteliais de

carcinoma laringeo humano (HEp-2), no geral, foi maior do que o grau de associa¢do as
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células tumorais epiteliais alveolares humanas (A-549). Também foi possivel observar que 0s
isolados eram capazes de aderir as células A-549 e HEp-2;

o Através da avaliacdo do grau de associacdo a célula HEp-2 pelo ensaio de
contagem das unidades formadoras de colonia (UFC) verificamos que os isolados de A.
baumannii sdo capazes de aderir e ndo invadir essas células;

o Os resultados obtidos através da avaliacdo da viabilidade celular por reacéo
enzimatica de reducdo do sal metiltetrazolio (MTT) sdo condizentes com os obtidos pela

microscopia optica.
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