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RESUMO

A emergéncia de infecgdes associadas a novos genotipos de Acinetobacter baumannii resistente
aos antimicrobianos reflete um desafio de grandes proporgdes. Assim, a deteccdo e o conhecimento
de suas caracteristicas, tanto epidemioldgicas quanto moleculares, é de fundamental importancia
para o desenvolvimento de estratégias de tratamento, prevencdo e controle. Este trabalho teve como
objetivos determinar a diversidade de mecanismos de resisténcia, avaliar a produg@o de biofilme
através de técnicas fenotipicas e microscopia eletronica de varredura (MEV) e investigar a
disseminacdo clonal e os Sequence Types (STs) predominantes em amostras multirresistentes de A.
baumannii de origem clinica (aspirado traqueal, n=17) e ambiental (superficie, n=6), isoladas na
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de Adultos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU). Adicionalmente, uma amostra clinica (clone A) e uma ambiental (clone H)
tiveram seu genoma completo sequenciado com andlise parcial de seus resistomas. Todas as
amostras foram submetidas a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para detec¢do dos genes
ISAbal e sua associagdo ou ndo com as oxacilinases (OXA-51 e OXA-23), genes das proteinas de
membrana externa (PME) carO e pme33-36 e genes que codificam a expressdo das bombas de
efluxo AdeABC (adeB), AdeFGH (ade(G) e AdellK (ade/). A confirmagdo da resisténcia a
tigeciclina e aos carbapenémicos foi feita pelo método do Etest®. A maioria das amostras foi
caracterizada como extensivamente resistente (XDR) com concentragdes inibitorias minimas
(CIMs) muito elevadas para tigeciclina e carbapenémicos. A associacdo I[SAbal/OXA-51,
[SAbal/OXA-23 e a presenga de carO e pme33-36 foram observadas em 91,3%, 52,2%, 82,6% e
100% das amostras, respectivamente. Quanto aos genes adeB, adeG e adeJ, sua presenca foi
constatada em todas as amostras analisadas. Avaliou-se também o consumo de Imipenem,
Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina (DDD/1000 pacientes-dia), no periodo de janeiro
de 2011 a dezembro de 2012. Observaram-se varia¢gdes no consumo desses antimicrobianos,
durante o periodo investigado. De acordo com os perfis clonais obtidos através da técnica de Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE) foram selecionadas dez amostras de A. baumannii para as
analises por PCR em tempo real (qPCR), andlise fenotipica da producdo de biofilme e Multilocus
Sequence Typing (MLST). Apds avaliagdo por qPCR, somente o gene adeB foi considerado
hiperexpresso. Os resultados do MLST demonstraram disseminagdo policlonal, identificando oito
STs e cinco complexos clonais (CCs), com predomindncia dos CCs 113, 229 e 109. Todas as
amostras de A. baumannii avaliadas aderiram a superficie de poliestireno ndo modificada e
produziram biofilme, sem diferenga significativa entre isolados clinicos e ambientais. As imagens
de MEV confirmaram a capacidade de adesdo e a presenca de matriz extracelular visivel. Nosso
estudo encontrou uma ampla variedade de complexos clonais relacionados com A. baumannii XDR
carreando o gene blaoxa-s frequentemente associado com ISAbal (Tn2008) como o principal
mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos, além da hiperexpressdo da bomba de efluxo
AdeABC. A compreensdo dos mecanismos de resisténcia e do potencial patogénico deste micro-
organismo ajuda a explicar sua persisténcia no ambiente hospitalar e pode fornecer ferramentas para
melhorar o tratamento de infecgdes graves, assim como para aprimorar as medidas de controle e
prevencdo dessas infecgdes.

Palavras-chave: A. baumannii, multirresisténcia, carbapenémicos, biofilmes bacterianos, qPCR,
MLST.



ABSTRACT

The emergence of infections associated with new antimicrobial-resistant Acinetobacter
baumannii genotypes represents a major challenge. Thus, the detection and knowledge of its
epidemiological and molecular characteristics have fundamental importance for the development of
treatment, prevention, and control strategies. This study aimed to determinate the diversity of
resistance mechanisms, to evaluate the biofilm production through phenotypic techniques and
scanning electron microscopy (SEM), and to investigate the clonal dissemination and the
predominant Sequence Types (STs) in multiresistant strains of 4. baumannii from clinical (tracheal
aspirate, n=17) and environmental (surface, n=06) origin, isolated at the Adult Intensive Care Unit
(ICU) of the Clinical Hospital of the Federal University of Uberlandia (HC-UFU). Additionally,
one clinical (clone A) and one environmental (clone H) strain had their complete genome sequenced
with partial analysis of their resistomes. All strains were submitted to polymerase chain reaction
(PCR) for the detection of ISAbal genes and their association or not with oxacillinases (OXA-51
and OXA-23), genes of outer membrane proteins (OMPs) carO and pme33-36, and genes encoding
AdeABC (adeB), AdeFGH (ade() and AdellK (adeJ) efflux pumps. Confirmation of tigecycline
and carbapenem resistance was done by the Etest®. Most of the strains were characterized as
extensively drug-resistant (XDR) with very high minimal inhibitory concentrations (MICs) for
tigecycline and carbapenems. The association of ISAbal/OXA-51, ISAbal/OXA-23 and the
presences of carO and pme 33-36 were observed in 91.3%, 52.2%, 82.6% and 100% of the strains,
respectively. The genes adeB, adeG and adeJ were observed in all strains analyzed. The
consumption of Imipenem, Meropenem, Tigecycline and Polymyxin B/Colistin (DDD/1000
patients-day) was also evaluated in the period from January 2011 to December 2012. Changes in the
consumption of these antimicrobials were observed during the period investigated. According to
clonal profiles obtained by the Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) technique, ten A.
baumannii strains were selected for analysis by real-time PCR (qPCR), phenotypic analysis of
biofilm production and Multilocus Sequence Typing (MLST). Only adeB gene was considered
hyper-expressed. MLST results demonstrated polyclonal dissemination, identifying eight STs and
five clonal complexes (CCs), with predominance of CCs 113, 229 and 109. All A. baumannii
evaluated strains adhered to the unmodified polystyrene surface and produced biofilm, with no
significant difference between clinical and environmental isolates. SEM images confirmed the
ability of adhesion and the presence of a visible extracellular matrix. Our study found a wide variety
of clonal complexes related to XDR A. baumannii carrying the blaoxa-2; gene frequently associated
with ISAbal (Tn2008) as the main mechanism of carbapenems resistance, in addition to the over
expression of the AdeABC efflux pump. The understanding of the mechanisms of resistance and the
pathogenic potential of this microorganism helps to explain its persistence in the hospital
environment and can provide tools to improve the treatment of serious infections, as well as, the
measures of control and prevention of these infections.

Keywords: A. baumannii, multiresistance, carbapenems, bacterial biofilms, qPCR, MLST.
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1- INTRODUCAO

A deteccdo de patdgenos epidemiologicamente importantes como Acinetobacter baumannii,
circulantes em ambiente ou populagdo, € o conhecimento de suas caracteristicas tanto
epidemiologicas quanto moleculares, sdo de fundamental importincia no desenvolvimento de
estratégias de tratamento, prevencdo e controle de infec¢des, além de contribuir para a previsdao de
surtos (GORDON; WAREHAM, 2010).

A. baumannii é um problema crescente para a populac¢do hospitalizada principalmente nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), particularmente em individuos imunocomprometidos
(DJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; CAMP; TATUM, 2010; SANDIUMENGE; RELLO,
2012; DOI; MURRAY; PELEG, 2015), uma vez que infecgdes causadas por esse micro-organismo
estdo associadas com maior morbidade, mortalidade, tempo de internacdo e custos (DIJKSHOORN;
NEMEC; SEIFERT, 2007; PEREZ et al., 2007; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; GORDON;;
WAREHAM, 2010; LIU et al., 2014; MARAKI et al., 2016). A sua importancia clinica esta
associada com a erradicagdo dificil, considerando que as op¢des para tratamento de infecgdes
graves como pneumonias associadas a ventilagdo mecanica (PAVs) s@o limitadas devido ao
aumento da incidéncia de amostras multirresistentes (MDR), extensivamente resistentes (XDR) e
pan-resistentes (PDR) no ambiente hospitalar (KARAGEORGOPOULOS et al, 2008;
MARAGAKIS; PERL, 2008;: MICHALOPOULOS; FALAGAS, 2008; VALENCIA et al., 2009;
KAYE; POGUE, 2015; HE et al., 2016; TSIOUTIS et al., 2016; GUPTA et al., 2017).

A dificuldade no tratamento de infecgdes graves por bacilos Gram-negativos extensivamente
resistentes levou ao retorno da utilizacdo de polimixinas (polimixina B e colistina) em nivel
mundial, como opg¢do no tratamento dessas infecgdes (STEIN; RAOULT, 2002; FALAGAS;
MICHALOPOULOS, 2006; BISWAS et al., 2012; LIU et al., 2014; ATS, 2005; GARNACHO-
MONTERO et al., 2014, GIRARDELLO et al.,, 2017). As amostras de A. baumannii XDR
permanecem em grande parte suscetiveis a colistina na maioria dos paises (GARNACHO-
MONTERO et al., 2003), mas o seu uso excessivo ou inadequado estd associado a emergéncia de
cepas resistentes (KARAISKOS; GIAMARELLOU, 2014). Por outro lado, taxas elevadas de
resisténcia sdo relatadas cada vez mais para outros antibioticos, como, por exemplo, a tigeciclina

(SUN et al., 2013; KARAISKOS; GIAMARELLOU, 2014).
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A rapida emergéncia e disseminagdo de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos
nos hospitais € um problema de grande propor¢do e a causa ¢ multifatorial, incluindo: pressdo
seletiva devido ao seu uso inapropriado e empirico e a disseminacdo de amostras com estes
fenotipos € facilitada pela transmissdo cruzada pessoa-a-pessoa, em fungdo da baixa adesdio as
praticas basicas de prevengdo e controle de infecgdes pelos profissionais de saude (DYAR,
PAGANI; PULCINI, 2015). No Brasil, essa questdo ¢ também significativa devido a alta densidade
de uso de antibidticos, particularmente da classe dos B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, e
também de fluorquinolonas (MOREIRA et al., 2013; PORTO et al., 2013; DANTAS et al, 2014,
DANTAS et al., 2017).

Na tentativa de monitorar as amostras resistentes, estudos avaliam a relagdo entre o uso
excessivo de antibidticos e a sele¢@o de amostras resistentes através da Dose Diaria Definida (DDD)
(HARBARTH et al., 2002; ONG et al., 2011). O DDD ¢ considerado um bom marcador para
avaliagdo do consumo de antimicrobianos, permitindo comparar taxas de micro-organismos € seus
fenotipos de resisténcia. Adicionalmente, inimeros estudos confirmam a relevancia do nimero de
DDD por 1000 pacientes-dia como uma unidade de medida para comparar uso de antimicrobianos
entre diferentes paises e regides (MONNET; MOLSTAD; CARS, 2004).

E consenso que a resisténcia bacteriana é um fator importante no aumento dos indices de
mortalidade em pacientes criticamente doentes (AZEVEDQ, 2005), e que as infec¢des por amostras
resistentes vem aumentando expressivamente, tornando-se um problema de saude publica, atraindo
a atengdo de oOrgdos governamentais nacionais e internacionais como: Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Organizagdo Mundial de Saude (OMS), CDC (Centers for
Diseases Control and Prevention), associagdes de Controle de Infec¢cdo Relacionadas a Assisténcia
a Saude, além da industria farmacéutica internacional (HAMBRAEUS, 2006). Neste contexto,
destaca-se a importancia clinica de A. baumannii, considerando seus niveis crescentes de
resisténcia, sua capacidade de resistir a desinfecg¢@o, persistir por longo periodo de tempo em
superficies e produzir biofilme, o que contribui para sua sobrevivéncia tanto no hospedeiro quanto
no ambiente hospitalar (VILA; MARTI; SANCHEZ-CESPEDES, 2007; KEMPF; ROLAIN, 2012).

O fenotipo de resisténcia as multiplas drogas em A. baumannii ¢ mediado por todos os
principais mecanismos de resisténcia, incluindo modificagdo de sitio alvo, inativagdo enzimatica,
efluxo ativo e diminui¢do no influxo de drogas (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007). A
resisténcia pode ser intrinseca, devido a producdo de cefalosporinases, codificada

cromossomicamente, além da baixa permeabilidade de membrana, ou adquirida, apds a
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transferéncia de genes ou mutagdo nos genes estruturais ou regulatérios (YOON; COURVALIN;
GRILLOT-COURVALIN, 2013). Além disso, apresenta capacidade de sobreviver por longos
periodos em superficies inanimadas, tais como equipamentos hospitalares (LIU et al., 2014).

Atualmente, no Brasil, o principal problema no tratamento de infec¢des graves causadas por
A. baumannii MDR ¢ a produgdo de B-lactamases, que hidrolisam os antibioticos carbapenémicos
como imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, e as cefalosporinas de amplo espectro como
ceftazidima e cefepime (MICHALOPOULOS; FALAGAS, 2008; GALES et al., 2012). Como os
carbapenémicos sdo usualmente as drogas de escolha no tratamento dessas infec¢des, varios
trabalhos relataram o aumento da taxa de resisténcia a esses antimicrobianos em varias regides do
mundo (POIREL; NORDMANN, 2006; MICHALOPOULOS; FALAGAS, 2008, PELEG;
SEIFERT; PATERSON, 2008; KEMPF; ROLAIN, 2012). Na América Latina, dados do SENTRY
demonstram que essa resisténcia vem aumentando de forma significativa, com taxas variando de
12,6 a 71,4% (GALES et al,, 2012). Além do aumento na incidéncia dessas amostras, varios estudos
relatam que A. baumannii é o responsavel por grande parte dos casos de PAV nos paises em
desenvolvimento, América do Norte e Europa (CHASTRE; FAGON, 2002; ARABI et al., 2008;
GRGURICH et al., 2012; KOULENTI; TSIGOU; RELLO, 2016).

O mecanismo de resisténcia mais relevante presente em A. baumannii é a produgio de f-
lactamases adquiridas, incluindo serina e metalo-p-lactamases, as quais conferem resisténcia aos
carbapenémicos (QUEENAN; BUSH, 2007). Essas enzimas sdo um grupo heterogéneo de f3-
lactamases, do qual fazem parte a classe A (penicilinases), B (metaloenzimas) e D (oxacilinases) de
Ambler, que hidrolisam imipenem e meropenem, além de outras penicilinas e cefalosporinas
(QUEENAN; BUSH, 2007). As carbapenemases do tipo oxacilinases (OXA) s@o mundialmente
reconhecidas como o principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter
spp., especialmente no ambiente hospitalar (CARVALHO et al., 2009; WOODFORD; TURTON;
LIVERMORE, 2011; LABARCA et al.,, 2014).

Nessa espécie, as oxacilinases sdo classificadas em seis subgrupos principais: OXA-23-
“like” (OXA-23, OXA-27 e OXA-49), OXA-24-“like” (OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40 ¢
OXA-72), OXA-58, OXA-51-“like”, esse ultimo constituindo uma familia de enzimas
cromossomais tipicas de 4. baumannii (WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006) usadas como
marcador taxonomico da espécie (HERITIER et al., 2005), OXA-143, detectada em amostras de
sangue recuperadas de pacientes internados em UTI brasileira e, atualmente, disseminada, porém

restrita ao Brasil (HIGGINS et al., 2009; HIGGINS et al., 2013), e OXA-235, recentemente descrita



22

em isolados nos Estados Unidos e México (OXA-235-“like”, OXA-235, OXA-236 ¢ OXA-237)
(HIGGINS et al., 2013). No Brasil, a OXA-23 ¢ a principal oxacilinase responsavel pela resisténcia
aos carbapenémicos nos hospitais (DALLA-COSTA et al., 2003; CARVALHO et al., 2009;
MARTINS et al., 2009; MOSTACHIO et al., 2009; ROYER et al., 2015), e em 2010 este fenotipo
foi detectado em amostras de origem ambiental (GIRLICH; POIREL; NORDMANN, 2010).

Indices elevados de resisténcia aos carbapenémicos devido a expressio de genes que
codificam as carbapenemases da classe D requerem um promotor forte como a sequéncia de
inser¢do movel ISAbal (ZONG et al, 2008). Essas sequéncias de inser¢do funcionam como
promotores dos genes blaoxa-siiike © blaoxa-asiike quando se localizam antes dessa sequéncia,
resultando em hiperexpressdo génica, consequentemente, elevando os niveis de resisténcia aos
carbapenémicos (RUIZ et al., 2007). ISAba2, 1SAba3 e ISAba4 também foram identificados
adjacentes aos genes blaoxa-ss € blaoxa2z em amostras de A. baumannii e estdo associados com
reducdo da suscetibilidade a esse antibiotico (POIREL; NORDMANN, 2006; LEE et al., 2011). As
ISs mais frequentemente associadas aos genes de carbapenemases em MDRAB sdo ISAbal,
1SA4ba2, 1SAba3, 1SAba4 e 1S18 (VILLALON et al., 2013; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016).

Além da presenca de OXA carbapenemases, a alteragdo na permeabilidade das proteinas de
membrana externa (PME) ou porinas e a hiperexpressdo de bombas de efluxo também sio
mecanismos de resisténcia importantes em A. baumannii. A diminui¢do ou perda de trés PME,
proteina de 33-36 kDa, de 29 kDa chamada de CarO (carbapenem-associated outer membrane
protein) e de 43 kDa, foi descrita em amostras de A. baumannii resistentes ao imipenem
(LIMANSKY; MUSSL, VIALE; 2002; FERNANDEZ-CUENCA et al., 2003; SIROY et al., 2005;
VILA; MARTI; SANCHEZ-CESPEDES, 2007, GORDON; WAREHAM, 2010). Ha evidéncias
que a porina CarO pode ser responsavel pela resisténcia ao imipenem quando da ruptura do gene,
resultando na falta de formagdo de poros na membrana externa, se houver mudangas na composigao
de aminoécidos nas isoformas CarOa e CarOb, que podem alterar a porina, contribuindo para
reducdo na afinidade pelo antimicrobiano, e na redug@o da expressdo do gene carQ (FONSECA et
al., 2013; NOVOVIC et al., 2015).

A hiperexpressdo de bombas de efluxo € outro mecanismo relevante em A. baumannii.
Atualmente, sdo descritas seis familias de sistema de efluxo: ATP binding cassette (ABC); major
Jacilitator superfamily (MFS); resistance-nodulation-division (RND);, multidrug and toxic
compound extrusion (MATE); small multidrug resistance (SMR) e drug/metabolite transporter
(DMT) (VILA; MARTI; SANCHEZ-CESPEDES, 2007). A hiperexpressio de trés bombas
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pertencentes a familia RND, a saber: AdeABC (MAGNET; COURVALIN; LAMBERT, 2001),
AdeFGH (COYNE et al, 2010), e AdelJK (DAMIER-PIOLLE et al., 2008), estdo associadas com a
multirresisténcia neste micro-organismo (COYNE; COURVALIN; PERICHON, 2011). O sistema
de efluxo AdeABC foi o primeiro a ser descrito, sendo o mais conhecido (RUZIN; KEENEY;
BRADFORD, 2007), e ¢ responsavel por conferir resisténcia a aminoglicosideos, tetraciclinas,
fluoroquinolonas, cloranfenicol e trimetoprim (MAGNET; COURVALIN; LAMBERT, 2001) além
de tigeciclina (PELEG; ADAMS; PATERSON, 2007; RUZIN; KEENEY; BRADFORD, 2007,
RUZIN; IMMERMANN; BRADFORD, 2010). O sistema AdeFGH tem como substratos
cloranfenicol, clindamicina, fluoroquinolonas, trimetoprim, tetraciclina, tigeciclina e sulfonamida
(COYNE et al,, 2010), e a bomba AdelJK contribui para resisténcia a B-lactamicos, cloranfenicol,
tetraciclinas, eritromicina, fluoroquinolonas, acido fusidico, novobiocina, e trimetoprim (DAMIER -
PIOLLE et al., 2008).

Apesar do grande numero de trabalhos relatarem a associagdo entre surtos hospitalares de A4.
baumannii e resisténcia a antibiodticos, os fatores determinantes da viruléncia e patogenicidade deste
micro-organismo requerem mais investigagdo (LONGO; VUOTTO; DONELLI, 2014). H4 evidéncias
que a capacidade de formagdo de biofilme € um dos principais fatores de viruléncia comuns a um
grande numero de amostras clinicas, incluindo de A. baumannii (RODRIGUEZ-BANO et al., 2008;
KING et al., 2009; EUKELKAMP et al., 2011; ESPINAL: MARTI: VILA, 2012; GURUNG et al.,
2013).

E conhecido que amostras clinicas de A. baumannii apresentam capacidade de sobreviver
por longo periodo de tempo em superficies abiodticas e secas, como demonstrado por Jawad e
colaboradores (1998), que evidenciaram que essa capacidade, relacionada a formacao de biofilme, ¢
uma caracteristica comum entre as amostras de Acinefobacter, principalmente naquelas recuperadas
de cateteres ou de corrente sanguinea.

Biofilmes sdo comunidades bacterianas nas quais as células se aderem umas as outras e a
uma superficie viva ou inerte. Estas células estdo envolvidas por uma matriz de polimero
extracelular composta principalmente por polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos (LAPPIN-
SCOTT, BASS, 2001; FLEMMING; WINGENDER, 2010; FLEMMING et al., 2016). O biofilme
de Acinetobacter desempenha um papel importante em doengas como fibrose cistica, peritonite, e
infecgOes de corrente sanguinea e trato urinario associado a cateteres, devido a sua habilidade de
colonizagdo e multiplicagdo no lumen destes dispositivos invasivos (GADDY; ACTIS, 2009). O

tratamento de infecgdes por estas amostras € especialmente complicado, uma vez que utilizando
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uma variedade de mecanismos, bactérias em biofilmes podem ser de 10 a 1000 vezes mais
resistentes aos antibioticos quando comparadas as mesmas células planctonicas (MAH; O'TOOLE,
2001; GIRARD et al., 2010; HENGZHUANG et al,, 2011). Além disso, a frequéncia crescente de
resisténcia aos antibioticos entre as bactérias formadoras do biofilme torna o tratamento ainda mais
dificil (KWON et al., 2008). O conhecimento detalhado sobre a formagdo de biofilme e bactérias
capazes de produzi-lo € necessario para o tratamento de infec¢des relacionadas. Além disso, a
determinagdo da diversidade genética pode ser util na prevengdo da disseminag¢do de micro-
organismos causadores de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude e para implementacdo de
procedimentos preventivos e medidas de controle.

Os métodos de tipagem molecular sdo fundamentais para determinar se 0s micro-organismos
epidemiologicamente relacionados sdo também geneticamente relacionados, auxiliando na detecgio
de surtos, pela presenca de genes de resisténcia e de amostras clonais, possibilitando a identificagdo
da transmissdo cruzada e de fontes de infecg¢do, e consequentemente no monitoramento e controle
das infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (SINGH et al., 2006).

A téenica de Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) ¢ considerada o padrdo ouro para
muitas espécies, por sua reprodutibilidade e poder discriminatério (HAMOUDA et al., 2010). E
uma técnica adequada no estudo de isolados de ambiente epidemiologico quanto a relagdes
temporal e espacial (ADAMS-HADUCH et al., 2011). Atualmente, técnicas de sequenciamento
como Multilocus Sequence Typing (MLST) também s3o utilizadas na tipagem de amostras
hospitalares, em fun¢do da sua facilidade, rapidez e capacidade de analise evolutiva das espécies,
permitindo a comparacdo dos resultados de diferentes periodos, institui¢des e paises, ao longo do
tempo (MAIDEN, 2006; ADAMS-HADUCH et al., 2011).

Varios métodos de tipagem molecular sdo utilizados para a caracterizagdo epidemiologica de
A. baumannii, proporcionando diferentes niveis de discriminagdo (TOMASCHEK et al., 2016).
Apesar da técnica de PFGE ainda ser considerada como o método de escolha quando se trata de
analise de surtos (SEIFERT et al., 2005; ADAMS-HADUCH et al., 2011), o MLST ¢ outro método
frequentemente utilizado, que simplificou significativamente a analise de parentesco entre as
amostras e foi projetado para estudar estruturas populacionais de patogenos bacterianos (URWIN;
MAIDEN, 2003). Dois esquemas de MLST foram desenvolvidos para A. baumannii, sendo o
primeiro difundido por Bartual e colaboradores (esquema de Oxford) (BARTUAL et al., 2005)

enquanto o segundo foi desenvolvido no Instituto Pasteur (esquema Pasteur) (DIANCOURT et al.,
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2010). Ambos trabalham com sete genes housekeeping e té€m trés genes em comum (TOMASCHEK
et al., 2016).

Ha trés linhagens clonais distintas de A. baumannii descritas, que por sua distribuigdo
geografica foram nomeadas de clones europeus I, IT e III (DIJKSHOORN et al., 1996; VAN
DESSEL et al., 2004). Quando se tornou evidente a sua distribui¢do global, passaram a ser
chamadas de clones internacionais (CI) 1, 2 e 3 (DIANCOURT et al., 2010). A maioria dos surtos
notificados até o momento envolvem o CC92, correspondente ao CI2, e o CC109, correspondente
ao CI1 (KARAH et al,, 2012; TOMASCHEK et al., 2016).

A disseminagdo mundial do gene blaoxaaz estd associada a clones especificos,
principalmente o CC92, que ¢ o maior e mais disseminado complexo clonal do banco de dados do
MLST de A. baumannii, e 0 CC109 (KARAH et al., 2012; CLIMACO et al., 2013; HUANG et al.,
2016). Estas amostras pertencentes ao CC92 foram identificadas em muitos paises do mundo,
incluindo Australia, Estados Unidos, China, Italia, Franga, Taiti, Vietnd, Coréia do Sul, Tailandia e
Africa do Sul (KARAH et al,, 2012; CLIMACO et al., 2013; MEDEIROS; LINCOPAN, 2013).

Nos paises latino-americanos, os perfis alélicos do MLST de A. baumannii ndo foram
relacionados com o CC92, predominante em todo o mundo, mas tem sido comumente relatadas
como pertencentes ao CC113 (GROSSO et al., 2011; MARTINS et al., 2013; STIETZ et al., 2013).
No Brasil, as amostras resistentes aos carbapenémicos também foram identificadas como
pertencentes a outro complexo clonal internacional, denominado CC109 (MARTINS et al., 2012;
CLIMACO et al., 2013).

As novas tecnologias de sequenciamento, denominadas de tecnologias de sequenciamento
de nova geragdo, estdo evoluindo rapidamente. O sequenciamento completo do genoma tornou-se
uma ferramenta importante na tipagem bacteriana e mais recentemente, comparagdes de genoma
completo produziram informagdes sobre a evolugdo da patogenicidade em A. baumannii e no
género Acinetobacter, revelando ampla diversidade no conteudo de genes, incluindo variagdo nos
determinantes de resisténcia e viruléncia (WRIGHT et al., 2014; HOLT et al., 2016). Também, essa
técnica molecular oferece informagdes quanto a surtos, redes de transmissao, € melhor compreensao
da evolucdo filogenética de agentes infecciosos (SNITKIN et al., 2012; FITZPATRICK; OZER;
HAUSER, 2015, MATHERS et al., 2015).

A avaliagdo dos determinantes de resisténcia de amostras de A. baumannii ¢ de grande
relevancia epidemiolégica, sobretudo no ambiente hospitalar, em fungdo de sua importancia

crescente, particularmente de amostras com altos indices de resisténcia aos [-lactdmicos
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(antibidticos amplamente prescritos na pratica clinica) e detectados previamente por nossa equipe
(MOREIRA et al., 2013; DANTAS et al., 2014; ROYER et al., 2015; DANTAS et al., 2017).
Atualmente, as amostras de A. baumannii recuperadas de nossa instituigdo se apresentam com
indices de resisténcia aos carbapenémicos e tigeciclina alarmantes, porém a andlise da sua
disseminag¢do, bem como producdo de biofilme e sequenciamento do genoma completo ainda ndo
foram estudados. O presente estudo propde responder algumas questdes ainda ndo completamente

esclarecidas sobre a epidemiologia desse agente.

2- OBJETIVOS

Considerando a necessidade de realizar estudos que permitam compreender melhor os
mecanismos de resisténcia e a capacidade de formagdo de biofilme em Acinetobacter baumannii,

foram propostos os seguintes objetivos:

e Confirmar a resisténcia das amostras a tigeciclina e carbapenémicos por Etest”;

e Determinar a presenca dos genes ISAbal, 1SAball/blaoxaasike € 1SAballblaoxasi, das
proteinas de membrana externa (PME) carO e pme33-36 e os genes adeB, adeG e ade.J das
bombas de efluxo AdeABC, AdeFGH e AdellK, e sua relagdo com aumento na
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e resisténcia aos carbapenémicos;

e Analisar o consumo de Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina,
através da dose diaria definida (DDD) por 1000 pacientes-dia;

e Avaliar a expressdo génica dos sistemas de efluxo AdeABC, AdeFGH e AdelJK e da porina
CarO por qPCR;

e Determinar, por MLST, o sequence type (ST) e os complexos clonais dos pulsotipos obtidos
através do PFGE;

e Analisar a formagdo de biofilme em amostras clinicas e ambientais de 4. baumannii através
de técnicas fenotipicas bem como por microscopia eletronica de varredura (MEV);,

e Determinar a sequéncia completa do genoma de uma amostra clinica (clone A) e uma
ambiental (clone H) de A. baumannii, com anélise de seus resistomas e depositar o genoma

no GenBank (NCBI).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo e amostras bacterianas

Durante o desenvolvimento da dissertagdo de mestrado, de abril de 2011 a junho de 2012,
foi realizado um estudo de coorte prospectivo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de Adultos do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) onde foram coletadas
amostras de Acinetobacter baumannii resistentes e suscetiveis aos carbapenémicos, de aspirado
traqueal e de ambiente (n=55). A partir dessa vigilancia foram selecionadas 23 amostras de A.
baumannii para avaliagdo nessa pesquisa, sendo 17 de aspirado traqueal e seis de ambiente, as quais
apresentaram reduzida sensibilidade aos carbapenémicos. As amostras controle e testes
caracterizadas previamente e que foram utilizadas nos experimentos estdo descritas nas tabelas 1 e

2, respectivamente.

Tabela 1. Linhagens controle utilizadas nos experimentos

Linhagem controle Experimento
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Etest”
Escherichia coli ATCC 25922 Etest”
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Microdiluicdo em caldo
Acinetobacter baumannii POA 4-28 (ISAbal/blacxa 2z 1ie) PCR
Acinetobacter baumannii 3-409 GHC (IS4bal/blacxa.s1) PCR

Acinetobacter baumannii ATCC 19606 PCR; gPCR; Biofilme




Tabela 2. Caracteristicas das amostras testes avaliadas nos experimentos

Data de Genotipo de

Amostras Origem Perfil de resisténcia Perfil PFGE"
isolamento Oxacilinase’
1 Aspirado traqueal 09/05/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC  blaoxss / blaoxsns A
2 ASpiradO traqueal 11/08/2011 CPM, CIP, GEN, IPM, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_zf A
3 Aspirado traqueal 19/08/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC  blaoxas’ / blaoxanss A
4 Aspirado traqueal 29/08/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC  blaoxas’ / blaoxanss A
5 Aspirado traqueal 14/10/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC  blaoxas’ / blaoxanss D
6 Aspirado traqueal 31/12/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC  blaoxas’ / blaoxanss A
7 Aspirado traqueal 17/01/2012 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC  blaoxas’ / blaoxanss A
8 ASpiradO traqueal 11/02/2012 APS, CPM, CIP, GEN, IPM, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_zf A
9 Aspirado traqueal 17/03/2012 APS; CPM; CIP; TGC blaoxas 1 Plaoxans C
10 Aspirado traqueal 03/05/2012 APS: CPM; CIP; IPM blaoxas / Plaoxanss” B
11 Aspirado traqueal 19/06/2012 APS; CPM; CIP; IPM; TGC blaoxas / Plaoxanss” A
12 Aspirado traqueal 25/06/2012 AMI; APS; CPM; CIP; IPM; TGC blackas ™ | blackans C
13 Aspirado traqueal 02/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blackas ™ | blackans A
14 ASpiradO traqueal 27/06/2012 APS, CPM, GEN, IPM, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_zf G
15 Superficie 18/10/2011 APS, CPM, GEN, IPM, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_zf H
16 Superficie 18/10/2011 APS, CPM, GEN, IPM, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_zf H
17 Superficie 18/10/2011 APS, CPM, GEN, IPM, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_zf H
18 Superficie 07/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC blaoxa.s1 | blaoxa G
19 Superficie 15/02/2012 APS, CPM, GEN, IPM, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_zf H
20 Superficie 11/05/2012 APS, CPM,IPM blaOXA_51+ / blaOXA_zf E
21 ASpiradO traqueal 22/02/2012 CPM, CIP, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_23' G
22 Aspirado traqueal 10/01/2012 CPM; CIP; TGC blackas ™/ blacxans F
23 ASpiradO traqueal 26/12/2011 APS, CPM, CIP, TGC blaOXA_51+ / blaOXA_23' G

“Todas amostras negativas para os genes blaoxa.a, blaoxa sse blaOXA_MIbPFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis; AMI, amicacina; APS, ampicilina-sulbactam;
CPM, cefepime ; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina; IPM, Imipenem; MER, meropenem; TGC, Tigeciclina.
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3.2 Definicoes

Acinetobacter baumannii multirresistente (MDR): resisténcia a pelo menos um agente
antimicrobiano dentro de 3 ou mais categorias: Aminoglicosideos (gentamicina,
tobramicina,amicacina e netilmicina), Carbapenémicos antipseudomonas (imipenem, meropenem e
doripenem), Fluorquinolonas antipseudomonas (ciprofloxacino e levofloxacino), Penicilinas
antipseudomonas/Inibidores de  P-lactamases  (piperacilina-tazobactam, ticarcilina-acido
clavulanico), Cefalosporinas de espectro ampliado (cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidima e
cefepime), Inibidores da via do Folato (sulfametoxazol-trimetoprima), Penicilinas/Inibidores de [3-
lactamases (ampicilina-sulbactam), Polimixinas (colistina e polimixina B), Tetraciclinas

(tetraciclina, doxiciclina, minociclina) (MAGIORAKOS et al., 2012) (ANEXO I).

Acinetobacter baumannii extensivamente resistente (XDR): resisténcia a pelo menos um agente
antimicrobiano incluindo todas as categorias mencionadas, podendo ser excluida até duas categorias

(MAGIORAKOS et al., 2012) (ANEXO 1),

Dose Diaria Definida de antimicrobiano por 1000/pacientes-dia (DDD/1000 pacientes-dia)

Foram selecionados para calculos das densidades de uso por 1000 pacientes/dia os seguintes
antibidticos: Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina, conforme
recomendando pela Organizagdo Mundial de Saade (WHO, 2000). A densidade de uso (DDD por
1000 pacientes-dia) foi obtida pela férmula:

DDD = Consumo de antibioticos em gramas
Dose diaria definida (NNIS, 2004)

DDD/1000 pacientes-dia = DDD x 1000
N° de pacientes-dia

"Pacientes-dia: P x L x T
P = Periodo de tempo em observagio, em dias.
L = Leitos disponiveis na unidade.

T = indice de ocupagdo no tempo considerado (%).
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Para o calculo do DDD, o relatorio de consumo dos antimicrobianos na UTI de Adultos foi

obtido na farmacia do HC-UFU.
3.3 Confirmacio da resisténcia a tigeciclina e carbapenémicos por Etest”

As 23 amostras de A. baumannii foram testadas pelo método de Etest® (bioMérieux,
Durham, NC, USA), para determinar a concentra¢do inibitoria minima (CIM) para os
carbapenémicos (imipenem e meropenem) e tigeciclina. Uma suspensdo de cada amostra de A.
baumannii em caldo Tryptic Soy Broth (TSB), ajustada a escala 0,5 de McFarland, foi semeada em
placa de agar Mueller-Hinton com auxilio de swab de modo a obter crescimento confluente.
Quando a superficie do agar estava completamente seca foram aplicadas as fitas de Etest” e as
placas incubadas a 37°C por 24 horas. Os resultados foram analisados conforme as recomendagdes
do CLSI (2015). Pela inexisténcia de dados sobre tigeciclina para Acinetobacter spp., foram usados
os pontos de corte propostos pelo Food and Drug Administration (FDA) listados para
Enterobacteriaceae, a saber: <2, 4 e >8ug/mL para amostras suscetiveis, intermediarias e resistentes,
respectivamente. Amostras de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Lscherichia coli ATCC

25922 foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.
3.4 Deteccio de resisténcia a tigeciclina pela técnica de Microdilui¢io em caldo (MD)

As concentragdes inibitorias minimas (CIMs) foram determinadas para todas as 23 amostras,
seguindo as normas padronizadas pelo CLSI (2015) e os pontos de corte propostos pelo FDA. O
antimicrobiano tigeciclina (Tygacil®) foi dissolvido no diluente apropriado e, a partir da solugio
estoque, foram feitas dilui¢des para obtencdo da solucdo inicial adequada. O ensaio foi preparado
em duplicata em diferentes periodos de tempo. 100ul. do antimicrobiano preparado a uma
concentragdo acima da concentracdo inicial desejada na microplaca de 96 pogos, foi colocado na
primeira coluna. Adicionalmente, 100uLL de caldo Mueller-Hinton (CMH) foi pipetado em todos os
demais pogos, exceto os da primeira coluna. A seguir, foi realizada uma dilui¢do seriada do
antimicrobiano (256pg/mL — 0,125ug/mL), sendo pipetado 100uL do volume da primeira coluna e
passada para os pogos das colunas seguintes com homogeneizagdo em todos os pogos. Depois dessa
etapa, foi adicionado 80uLL de CMH em todos os pogos e, por fim, 20uL das suspensdes bacterianas
preparadas segundo a escala 0,5 de McFarland. Apds inoculagdo, as placas foram fechadas e
incubadas a 35+2°C por 18 a 20 horas. Como controle de esterilidade foi utilizada uma coluna sem

adi¢do da suspensdo bacteriana, e como controle negativo do ensaio foi utilizada a cepa ATCC
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29212. A leitura das microplacas foi realizada em local com boa iluminag@o, através de observacao

macroscopica do crescimento bacteriano.
3.5 Técnicas moleculares

As reagdes em cadeia da polimerase (PCRs) para os genes das sequéncias de inser¢do
ISAbal, 1SAball/blaoxa-asike € ISAball/blacxa.si, para os genes codificadores das proteinas de
membrana externa (PME) de 29 kDa (carQ) e 33-36kDa (pme33-36), e para os genes adeB, ade( ¢
adeJ das bombas de efluxo AdeABC, AdeFGH e AdelJK, respectivamente, foram feitas para as 23
amostras incluidas no estudo, enquanto as técnicas de qPCR e MLST foram realizadas para 10 das
23 amostras de acordo com os perfis clonais detectados pela técnica de Pulsed Field Gel

Electrophoresis (PFGE).

3.5.1 Extraciao de DNA das amostras de A. baumannii

A extrag@o por lise térmica foi realizada segundo o protocolo de Jin e colaboradores (2009),
com pequenas modificagdes. Amostras de A. baumannii foram cultivadas overnight, a 37°C, em
agar “Trypticase Soy Agar” (TSA) e 5 a 6 colonias foram transferidas para tubos eppendorf com
500uL. de agua ultrapura e entdo vortexadas. A suspensdo resultante foi entdo fervida a 100°C por
10 min em banho-maria, o sobrenadante com DNA extraido transferido para outro tubo,

quantificado por espectrofotometria (Nanodrop®) e conservado a -20°C até a utilizacgo.

3.5.2 Deteccao génica do elemento de insercio ISAbal e das associagdes ISAbal/blagxa s e
ISAbal/blaox 23.ike

Em todas as amostras incluidas no estudo para avaliar a presenga do gene que codifica o
elemento de insercdo ISAbal e das associagdes ISAbal/blaoxa.s1 € 1SAballblaoxazztike foram
realizadas técnicas de PCR com primers consensos para cada gene, utilizando reagentes para um
volume final de reacdo de 25ul., conforme descrito no quadro 1. Os primers utilizados nas reagdes

estdo listados na tabela 3.



32

Quadro 1. Reagentes para realizacdo da PCR

Reagentes Volume  Concentracao final
Produto da extragdo de DNA (10 ng/uL) 2 uL 0,4 ng/Ul
primer forward (10 uM) 0,75 uL 0,3 uM
primer reverse (10 uM) 0,75 uL 0,3 uM
GoTaq® Green Master Mix, 2x 12,5 uL 1x
Agua ultrapura autoclavada q.s.p. 25 uLb n.a.

Tabela 3. Primers utilizados para a amplificacio dos genes ISAbal, 1SAbal/blaoxaz3-ike ©

ISAbal/blacxa-si na reagdo de PCR

Temperatura Tamanho do

Gene alvo Primer Sequéncia (53° - 3°) anelamento amplicon

0 b

IS4pal R CGACGAATACTATGACAC 2
St SNOMICGORTTI
ISdbatblaoss® g TGGATTGEACTTCATCTTGG 45

'Segal et al., 2005; “Turton et al., 2006; F = Forward: R = Reverse.

A amplificacdo foi realizada no termociclador Eppendorf Mastercycler”, programado de
acordo com as seguintes condigdes: desnaturacio inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos
com desnaturag@o a 95°C por 30 segundos, anelamento a temperatura especifica de cada primer por
1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

A eletroforese correu a 100V, por cerca de 60 minutos, em agarose 1,5%, no tampdo de
corrida TBE (Tris, Acido bérico e EDTA) [0,5x]. O gel foi corado com 5uL de SYBER® Safe
(Applied Biosystems®) para cada 100mL de tampdo e fotografado utilizando o sistema de

fotodocumentacio L-Pix EX (Loccus Biotecnologia®).
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3.5.3 Deteccao dos genes codificadores das proteinas da membrana externa (PME) de 29 kDa

(car0) e 33-36kDa (pme33-36) por PCR

Os primers utilizados nas reagdes estdo descritos na tabela 4. A amplificag@o, analise dos
produtos da reagdo, eletroforese e documentacdo do gel foram realizadas como descrito

anteriormente.

Tabela 4. Primers utilizados para amplificagdo dos genes das proteinas de membrana externa por
PCR

. A ime s Temperatura Tamanho do
Gene alvo Primer Sequéncia (5° - 3°) anclamento (°C)  amplicon (pb)
1 F CATCGATGGCACTAACATGG
pme33-36 R AGTGTGACCACCCCAAACAT 00 175
carC? F CATATGAAAGTATTACGTGTTTTAGTG 55 750
R GGTACCTTACCAGTAGAAGTTTACACC

"Mostachio et al., 2012; “Lu et al., 2009; F = Forward; R = Reverse.

3.5.4 Detec¢ao dos genes adeB, adeG e adeJ das bombas de efluxo AdeABC, AdeFGH e
AdelJK por PCR multiplex

Os primers utilizados na reacdo estdo descritos na tabela 5. A amplificacdo, analise dos
produtos da reagdo, eletroforese e documentagdo do gel foram realizadas como descrito

anteriormente.

Tabela S. Primers utilizados para amplificagdo dos genes adeB, ade(G e adeJ na reagdo de PCR

Temperatura Tamanho do

Pri éncia (5’ -3’
Gene alvo rimer Sequéncia ( ) anclamento (°C) amplicon (ph)
deB! F TTAACGATAGCGTTGTA sal
R ACCTGAGCAGACAATGGAATAGT
5 F CTTGCATTTACGTGTGGTGT
adeG R GCTTTTCTACTGCACCCAAA 52 201
F ATTGCACCACCAACCGTAAC
adeJ' 463
R TAGCTGGATCAAGCCAGATA

"Lin et al., 2009; “Yoon; Courvalin; Grillot-Courvalin, 2013; F = Forward: R = Reverse.

3.5.5 qPCR (PCR Quantitativa em Tempo Real)

3.5.6 Quantificacdo da expressio génica

Através da técnica de qPCR, utilizando-se os pares de primers descritos na tabela 6, foi

realizada a quantificacdo da expressdo dos genes adeB (AdeABC), adeG (AdeFGH) e adeJ
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(AdelJK), que codificam componentes dos sistemas de efluxo da superfamilia RND (Resistance
Nodulation Division), e do gene codificador da PME de 29 kDa (carQO), e comparados com a
expressdo da cepa A. baumannii ATCC 19606. O gene rpoB foi utilizado como controle endogeno
da reacdo para normalizacdo dos dados de expressdo transcricional dos genes alvo. Previamente a
reacdo foi realizado o teste de eficiéncia dos primers. Os ensaios foram realizados no Laboratério

de Patologia Molecular e Biotecnologia (CREDESH — UFU).

Tabela 6. Primers utilizados nas reagdes de qPCR

Gene Sistema de efluxo Primers Sequéncia (5° - 3%)
ou Proteina alvo

adeB’ AdeABC adeB F CTTGCATTTACGTGTGGTGT
adeB R GCTTTTCTACTGCACCCAAA

adeG' AdeFGH adeG F TTCATCTAGCCAAGCAGAAG
adeGR CCTGCTAATGGTAGGGTTAAG

adeJ’ AdelJK adeJ F GGTCATTAATATCTTTGGC
adeJ R GGTACGAATACCGCTGTCA

carO’ PME 29kDa carOF GCAATGGCAGATGAAGC
carOR TAAAGCACCACCGTAACC

rpoB’ - rpoB F TCCGCACGTAAAGTAGGAAC
rpoB R ATGCCGCCTGAAAAAGTAAC

"Yoon; Courvalin; Grillot-Courvalin, 2013; *Cardoso et al., 2016.

3.5.7 Extracio de RNA

O RNA total dos isolados foi obtido a partir de uma suspensdo bacteriana na concentragio
de 1 x 10’ células e extraido utilizando o PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies™™), seguindo
as recomendagdes do fabricante. A seguir, foram quantificadas em relagdo a sua concentracio,
expressa em ng/ul, através da medida de absorbancia a 260 nm em espectrofotometro
(NanoDrop®), e, concomitantemente, foram analisadas quanto a pureza determinada pela razio
A260/280, e aquelas que se situassem dentro do limiar entre 1,9 e 2,1 foram consideradas puras e

armazenadas a -80 °C para posterior processamento e analise.

3.5.8 Sintese do cDNA

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de um volume de 10pL. do RNA total
extraido, partindo de uma concentracdo de RNA de 12,5ng/uLL e volume final de 30uL, utilizando o
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High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™), seguindo as instru¢des do
fabricante. O volume final da reagdo de transcri¢do reversa foi de 20uL., sendo 2ul. de tampao de
reagio da enzima, 0,8uL de dNTP, 2uL de primers randémicos, 1pL da enzima MultiScribe™
Reverse Transcriptase, 4,2ul. de 4gua livre de nuclease, 10ul. de RNA.

O ciclo de temperaturas adotadas no termociclador Eppendorf Mastercycler® obedeceu as
seguintes condigdes: anelamento inicial a 25°C por 10min, seguido de extensdo a 37°C por 120min.
As amostras foram entdo incubadas a 85°C por Smin para a inativagdo da enzima e mantidas a 4°C
até¢ a retirada do aparelho. O cDNA foi mantido a -20° C antes de prosseguir com o PCR

quantitativo.

3.5.9 Reacio de qPCR

A quantificag@o relativa da expressdo dos genes estudados foi realizada pela técnica de
gqPCR, cujo principio do método baseia-se na detec¢do da fluorescéncia no tubo de reagdo a medida
que duplas fitas de DNA s3o geradas. A reagdo de PCR em tempo real foi preparada utilizando o
kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™) para um volume final de 12.5uL,
contendo 10pmol/uL. de cada primer (anteriormente descritos na tabela 6) e 2ul. do cDNA
([1,25ng/uL]). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em triplicata, em dois ensaios
independentes, acompanhadas de um controle de auséncia de contamina¢do de material genético,
utilizando o termociclador 7300 Real Time PCR system (Applied Biosystems™), com a seguinte
programagdo: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos por 95°C por 15 segundos, 60°C
por 60 segundos. Apds o alongamento final, as amostras foram submetidas a uma variagcdo de
temperaturas de 50 a 95°C, com um aumento gradual de 0,5°C/s para determinagdo da temperatura
de dissociagdo, especificidade dos primers e possiveis produtos inespecificos, garantindo a
formagdo de um unico produto (Gnica sequéncia de DNA) de acordo com as informagdes técnicas

do fabricante.

3.5.10 Analise da expressao génica

Considerando uma eficiéncia de 100% dos primers, a expressdo relativa dos genes-alvo foi
obtida pelo método do Ct (threshold cycle) comparativo, também denominado delta delta Ct (2°
A% " segundo Pfaffl (2001) e Livak & Schmittgen (2001). Neste modelo matematico, o valor de
ACt foi obtido pela subtra¢do do valor de cada gene-alvo pelo valor da média de Ct do gene rpoB
(controle interno); o valor de AACt foi obtido pela subtra¢do do valor da média de Ct da amostra

desconhecida pelo valor da média de Ct da amostra de referéncia (ATCC 19606). O valor da
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Quantificacdo Relativa final (QR) foi obtido pela elevacdo negativa do valor de AACt na base 2 (2°
A% Dessa maneira, o resultado da expressio relativa indica quantas vezes um gene é expresso em
uma amostra, em relagdo a expressdo desse mesmo gene para a cepa utilizada como referéncia
(ATCC 19606). Os sistemas de efluxo AdeABC, AdeFGH e AdellJK foram considerados
hiperexpressos quando os niveis transcricionais de adeB, adeG e adeJ foram pelo menos 4 vezes
maiores em relagdo a expressdo dos genes na amostra de referéncia ATCC 19606 (YOON;
COURVALIN; GRILLOT-COURVALIN, 2013). A redugdo na expressio da porina carO foi

considerada positiva quando sua expressdo foi de > 2 vezes em relagdo a cepa ATCC 19606

(FONSECA et al., 2013).

3.5.11 Caracterizacio das amostras bacterianas pela técnica de sequenciamento de multiplos
loci - Multilocus Sequence Typing (MLST)

As amostras de A. baumannii previamente avaliadas pela técnica de PFGE foram tipadas
pela técnica de sequenciamento de MLST, segundo esquema desenvolvido pela Universidade de

Oxford (https://pubmlst.org/abaumannii/) (BARTUAL et al., 2005). O método ¢ baseado na

amplificacdo e sequenciamento de fragmentos internos de 7 genes housekeeping de A. baumannii:
Citrate synthase (gltA), DNA gyrase subunit B (gyrB);, Glucose dehydrogenase B (gdhB);
Homologous recombination factor (recA), 60-kDa chaperonin (cpn60);, Glucose-6-phosphate
isomerase (gpi), RNA polymerase sigma fator (rpoD).

A metodologia foi realizada seguindo orientagdes do website
(https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers_Oxford.shtml), utilizando os primers e condigdes
descritas na tabela 7. Os alelos e STs obtidos de cada amostra avaliada foram comparados com os

alelos e STs de todas as linhagens disponibilizadas no banco de dados MLST para A. baumannii.

Tabela 7. Primers utilizados para amplificagdo e sequenciamento dos genes housekeeping para analise

por Multilocus Sequence Typing

" . . s Temperatura Tamanho do
Gene alvo Primer Sequéncia (5° - 3°) snelamento (°C)  amplicon (ph)
it Citrato F1 AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC 61 777
& Citrato R12 GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
— awB F TGAAGGCGGCTTATCTGAGT 55 504
awB R GCTGGGTCTTTTTCCTGACA
gdhB sec F ACCACATGCTTTGTTATG
774
gdnB gdhB sec R GTTGGCGTATGTTGTGC 52
RA1 CCTGAATCTTCYGGTAAAAC
recA 57 425

RA2 GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC


https://pubmlst.org/abaumannii/
https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers_Oxford.shtml
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cpn60_F GGTGCTCAACTTGTTCGTGA

Bt cpn60 R CACCGAAACCAGGAGCTTTA . e
l_ opi F GAAATTTCCGGAGCTCACAA 55 456
& gpi R TCAGGAGCAATACCCCACTC
_— rpoD-F ACCCGTGAAGGTGAAATCAG 55 7
rpoD-R TTCAGCTGGAGCTTTAGCAAT

"Referéncias dos primers MLST: Universidade de Oxford. Disponivel em Acinetobacter baumannii MLST website:
(https://pubmlst.org/ abaumannii/).

3.5.12 Purificacio e sequenciamento

Apds a amplificagdo dos genes housekeeping, realizou-se uma segunda eletroforese em gel
de agarose. Depois da visualizagdo das bandas correspondentes, estas foram recortadas do gel com
auxilio de um bisturi, e submetidas ao procedimento de purificacio utilizando-se o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

O sequenciamento genético foi realizado pela empresa ACTGene Analises Moleculares
LTDA, utilizando de 30 a 60 ng do DNA obtido apds purificagdo. Os resultados foram analisados
utilizando o programa Geneious 9.1.3 e comparados com os dados disponiveis no website

https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers_Oxford.shtml. A  constru¢do dos grupos de

similaridade entre os STs foi realizada pelo goeBURST  (diponivel em:

http://goeburst. phyloviz.net/).

3.6 Avaliacio da producio de Biofilme

Os ensaios de producdo de biofilme foram realizados com sete amostras clinicas (pulsotipos
A, B, C, D, F, G) e trés ambientais (pulsotipos E, G, H) selecionadas de acordo com os diferentes
pertis clonais obtidos previamente atraves da técnica de PFGE. Como controle positivo foi utilizada
a cepa A. baumannii ATCC 19606 e como controle negativo apenas o meio de cultura sem inoculo
bacteriano. A pesquisa de biofilme foi realizada segundo o protocolo proposto por Rodriguez-Bafio
e colaboradores (2008) com algumas modificagdes, conforme descrito abaixo. Todos os

experimentos foram realizados em tréplica e em 3 ensaios independentes.

3.6.1 Preparacio do indculo bacteriano

Uma coldnia bacteriana de cada amostra teste de A. baumannii foi suspensa em 20 mL de

caldo TSB, seguindo-se incubagdo a 37°C, durante 18 horas (overnight), sob agitacdo a 120 rpm.


https://pubmlst.org/
https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers_Oxford.shtml
http://goeburst.phyloviz.net/
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3.6.2 Ensaio de adesio a superficie inerte

A suspensdo celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi lavada duas
vezes em solugdo salina estéril (20mL NaCl 0,9%, 7800 rpm, 10 minutos) e diluida para uma
concentracdo celular de aproximadamente 107 células/mL em caldo TSB. 200 uL dessa suspensio
de células foram transferidas para microplaca de poliestireno estéril com 96 pogos, utilizando-se 3
pogos para cada amostra testada. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C sob agita¢do a 120
rpm. Apo6s o periodo de adesdo, os pogos foram raspados para remoc¢do das células aderidas
(scrapping). Diluig¢des seriadas foram realizadas e as suspensdes celulares plaqueadas em agar TSA

para enumeracdo das células.

3.6.3 Contagem de células viaveis no biofilme

Foram realizados dois ensaios diferentes para formacgio de biofilme, um para enumeragio de
células viaveis do biofilme e outro para quantificagdo de biomassa. A suspensdo celular obtida pelo
crescimento overnight (~10° células/mL) foi diluida para uma concentragio celular de
aproximadamente 10’ células/mL. Para cada amostra, 200 pL dessa suspensio de células foi
inoculada em 3 pogos da microplaca de poliestireno estéril. Apos 24 horas de incubagdo, 0s pogos
foram raspados para remoc¢do das c€lulas aderidas (scrapping) por tempo determinado (1 minuto e
30 segundos). Dilui¢des seriadas foram realizadas e as suspensdes celulares plaqueadas em Agar

TSA para enumeragio das células.

3.6.4 Producao de biomassa

Para os ensaios de quantificacdo de biomassa por cristal violeta, cada bactéria teste foi
inoculada em 8 pogos da placa. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob agitagdo a 120
rpm. Os biofilmes foram lavados duas vezes com soluc¢do salina estéril e, em seguida, os pogos
foram preenchidos com metanol por 15 minutos para fixagdo do biofilme. Apos esse periodo, o
metanol foi descartado e as placas secas em posi¢do invertida a temperatura ambiente. Em seguida,
200 pL. de uma solucdo de cristal violeta 1% foram adicionados em cada pogo por 5 minutos. Os
pogos foram lavados vigorosamente com agua destilada estéril e secos a temperatura ambiente. 200
uL de solucdo de acido acético 33% foram adicionados a cada pogo para solubilizar o corante. A
microplaca foi incubada por 10 minutos. 100 pL da solugdo de cristal violeta solubilizada foram
transferidos para nova placa e a absorbancia avaliada em leitor de microplacas a 570 nm com

solucdo de acido acético 33% como branco.
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3.6.5 Classificacao do biofilme

Apos o experimento de quantificagdo da biomassa por cristal violeta, as amostras foram
classificadas nas categorias de ndo produtor, fraco produtor, moderado produtor e forte produtor de

biofilme, de acordo com os critérios descritos por Saxena e colaboradores (2014) (Tabela 8).

Tabela 8. Critérios para classificagdo da producdo de biofilme

Valor médio da DO Producao de Biofilme
DO;' <DO.* Nao produtor
DO¢ <DO; £2 x DO, Fraco produtor
2x DOc <DO; <4 xDOc¢ Moderado produtor
4 x DO, < DO; Forte produtor

Valor de cut-off da densidade ética (DO): média da DO controle negativo + 3x
desvio padriio; 'DO; da amostra; DO, do controle negativo.

3.6.6 Formacio de biofilme em esferas de vidro e analise por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEYV)

As amostras Abl3, clinica, e Abl5, ambiental, foram selecionadas para a analise da
arquitetura dos biofilmes bacterianos em esferas de vidro por MEV, apos resultados individuais nos
ensaios de adesdo e formag@o de biofilme em placas de poliestireno.

Seguiu-se o mesmo procedimento do ensaio de formagdo de biofilme, porém, para MEV,
foram inseridas duas esferas de vidro padronizadas de 0,5 cm de didmetro para cada amostra, uma
por pogo. Apds formagdo de biofilme, as esferas foram fixadas em solugdo de
glutaraldeido/paraformaldeido 2,5% a 4°C por 18 horas; lavadas em solugdo PBS (pH 7,4) por trés
vezes; armazenadas em solugdo de tetroxido de 6smio 1% por 2 horas a temperatura ambiente;
lavadas novamente em solugdo PBS (pH 7.4) por trés vezes; desidratadas em alcool 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100% (3 vezes), por 20 minutos cada, a temperatura ambiente, e em
seguida levadas ao procedimento de secagem (ponto critico). As esferas foram metalizadas com
ouro na espessura de 20 nm, visualizadas e fotografadas utilizando o microscopio eletronico de
varredura CARL ZEISS MOD EVO MAI10 disponivel no Laboratério de Microscopia da Faculdade
de Engenharia Quimica da UFU (FEQ-UFU).
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3.7 Sequenciamento e montagem do genoma

O sequenciamento completo do genoma foi realizado em uma amostra clinica (clone A) e

uma ambiental (clone H) de A. baumannii.

3.7.1 Preparo do DNA genémico e sequenciamento

Inicialmente, a extracdo de DNA das amostras selecionadas foi realizada através do kit
comercial PureLink® Genomic DNA mini Kit — Invitrogen (Applied Biosystems by Life
Technologies Co, Foster City, CA, USA), conforme as instrugdes do fabricante. O sequenciamento
foi realizado a partir da plataforma NextSeq 500 (Illumina) utilizando leituras paired-end de 150 pb
no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP-GENIAL) do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo.

3.7.2 Montagem dos dados

Os arquivos gerados a partir do sequenciamento foram submetidos a uma montagem de
novo (sem o uso de um genoma de referéncia) utilizando os programas Geneious 9.1.3 e Velvet
5.0.1, gerando sequéncias contiguas (contigs) que foram avaliadas usando métricas classicas
descritas por Salzberg e colaboradores (2012).

Os contigs foram comparados com dados genomicos do banco de nucleotideos ndo
redundante do NCBI, a partir do algoritmo megablast do programa BLAST 2.2.28 (ALTSCHUL et
al., 1990). Além disso, foi possivel identificar contaminantes e separar produtos pertencentes ao
cromossomo e/ou plasmideos, baseando-se no melhor Hif de BLAST e gerando conjuntos de
contigs. Posteriormente, foi aplicada a metodologia hibrida descrita por Cerdeira e colaboradores

(2011), com modificagdes.

3.7.3 Analises in silico

A metodologia in silico foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Cerdeira e
colaboradores (2011), e se baseia no tratamento de dados, montagem, anotagdo, validacdo da
montagem, fechamento de gaps in silico de genomas bacterianos.

O Sequence Type das amostras foi determinado a partir de uma ferramenta on-line
denominada MultiLocus Sequence Typing (MLST 1.8), acesso em
https://cge.cbs.dtu.dk/servicessMLST/. Adicionalmente, os genes de resisténcias e viruléncia foram
identificados utilizando-se a ferramenta on-line ResFinder 2.1

(https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/) e VirulenceFinder 1.4


https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/
https://cge.cbs.dtu.dk7/services/ResFinder/
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(https://cge.cbs.dtu.dk//services/VirulenceFinder/), respectivamente. Foi determinado também o
grupo de incompatibilidade do plasmideo por comparagdo da sequéncia da origem de replicagdo
com o banco de dados depositados no NCBI utilizando-se o algoritmo BLASTn do BLAST em
conjunto com o PlasmidFinder. Regides contendo repeti¢des invertidas, elementos mdveis e origem
de replicagdo do plasmideo, foram identificadas usando o programa Geneious 9.1.3 e o programa
ISFinder.

A anotagdo automatica dos genomas foi inicialmente realizada utilizando-se o Geneious
9.1.3, e os dados finais do genoma foram submetidos e anotados por um banco de dados de dominio

publico (NCBI de genomas bacterianos).
3.8 Comité de ética

As amostras de A. baumannii utilizadas nesse estudo fazem parte da colecdo do Laboratério
de Microbiologia Molecular, com aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da UFU sob o numero

de protocolo 228/11 (Anexo II).
3.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism 5.0°. Os ensaios
quantitativos foram comparados por meio de analise de variancia simples (One way ANOVA) ou
pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando como pds-testes os testes de comparagdo multipla de
Bonferroni ou Dunn's, quando apropriado. Todos os testes foram realizados com intervalo de

confianga de 95% e foi considerado significativo quando p<0,05.

4- RESULTADOS

Durante o periodo de maio de 2011 a junho de 2012, foram selecionadas aleatoriamente 23
amostras de A. baumannnii, 17 recuperadas de aspirado traqueal de 16 pacientes com PAV por 4.
baumannii internados na UTI de Adultos do HC-UFU e seis de superficies ambientais (mesa de
cabeceira, n=1; grade da cama, n=5). Dezenove amostras foram resistentes e quatro sensiveis aos

carbapenémicos. Os resultados preliminares estdo resumidos na figura 1.


https://cge.cbs.dtu.dk//services/VirulenceFinder/
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Acinetobacter baumannii
Amostras clinicas (n=17) e de ambiente (n=6)
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Sequenciamento do genoma completo
Amostras selecionadas clones Ae H
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Figura 1. Organograma representativo dos testes realizados nas amostras clinicas ¢ de ambiente de A. baumannii.
#Hiperexpressdo de adeB.

As caracteristicas das amostras utilizadas no estudo estdo descritas na Tabela 2. Observou-se
que todas apresentaram o gene blaoxa-si, utilizado como marcador taxonémico de espécie, e 20, das
23 amostras analisadas, apresentaram o gene blaoxa3. Entre as 23 amostras submetidas
previamente a técnica de PFGE (ROYER et al., 2015), foram identificados oito gendtipos (A — H),
sendo o gendtipo A (n=9; 52,9% das amostras clinicas) e o H (n=4; 66,6% das amostras de
ambiente) os mais frequentes.

Baseado nos testes de sensibilidade aos antibidticos, nove antibiotipos (R1-R9) foram
determinados entre as 23 amostras, com seis classificadas como do antibiotipo R1 e sete do
antibiotipo R6, todas correspondentes com o perfil XDR. No total, a maioria (18/23; 78,3%) das
amostras apresentaram-se como XDR (Tabela 9).

A tabela 10 caracteriza as amostras de A. baumannii quanto aos seus determinantes de

resisténcia, incluindo a presencga dos genes de oxacilinases e sua associagdo ou ndo com a sequéncia
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de insercdo ISAbal, presenca dos genes para porinas € bombas de efluxo, além da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) para carbapenémicos (imipenem/meropenem) e tigeclicina através da
metodologia do Etest®. A maioria (6/7; 85,7%) das amostras classificadas como do antibiotipo R6
apresentaram todos os genes de resisténcia avaliados. A presenca da sequéncia de inser¢do ISAbal
foi frequente, presente em 78,3% (18/23) das amostras testadas. A associagdo ISAbal/OXA-51 e
[SAbal/OXA-23 foi observada em 21 (91,3%) e em 12 (52,2%) amostras, respectivamente. Todas
as amostras ambientais analisadas apresentaram o elemento de inser¢do ISAbal ligado tanto ao
gene blapxa-s1 quanto ao gene blaoxa-2s.

Foi detectada por PCR a presenca dos genes das PME, carO e pme33-36, com frequéncias
de 82,6% (19/23) e 100%, respectivamente. A presenca dos genes que expressam as bombas de
efluxo AdeABC (adeB), AdeFGH (ade() e AdelJK (adeJ) foi evidenciada em todas as amostras
analisadas (Tabela 10).

De acordo com os perfis de resisténcia liberados pelo sistema automatizado VITEK 2%,
apesar de cinco amostras ndo apresentarem CIM para meropenem por essa técnica, podemos
confirmar que 14 amostras clinicas comportaram-se como resistentes aos carbapenémicos,
considerando o resultado para o imipenem, enquanto trés foram sensiveis (Tabela 11). Esses
resultados foram confirmados pela técnica de Etest™, exceto para a amostra 9/AT. As seis amostras
de ambiente foram resistentes aos carbapenémicos, com CIMs muito elevadas. Comparando os
resultados obtidos nos dois testes para tigeciclina, as amostras analisadas pelo VITEK 2%
mostraram discrepancia em 10 deles, ou seja, o resultado foi liberado como sensivel pelo VITEK
2% mas foram resistentes pelo Etest®. A fim de confirmar esses resultados, foi realizada a

microdilui¢do em caldo (MD) para tigeciclina, teste considerado padrdo outro, e todas as amostras

foram classificadas como resistentes a este antimicrobiano (Tabela 11).
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Tabela 9. Origem e caracteristicas das amostras de A. baumannii, contendo a classificagdo de acordo com o resistograma e o fendtipo MDR e XDR

Data de Gendétipo de

Amostras Origem Perfil de resisténcia Resistograma XDR*/MDR" Perfil PFGE*
isolamento Oxacilinase®
1 Aspirado traqueal 09/05/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blackas | blackans A
2 Aspirado traqueal 11/08/2011 CPM; CIP; GEN; IPM:; TGC R4 XDR blackas ™ | blackans A
3 Aspirado traqueal 19/08/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blackas ™ | blackans A
4 Aspirado traqueal 29/08/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blackas ™ | blackans A
5 Aspirado traqueal 14/10/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blackas ™ | blackans D
6 Aspirado traqueal 31/12/2011 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blackas ™ | blackans A
7 Aspirado traqueal 17/01/2012 AMI; APS; CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R1 XDR blackas ™ | blackans A
8 Aspirado traqueal 11/02/2012 APS: CPM; CIP; GEN; IPM; TGC R2 XDR blackas ™ | blackans A
9 Aspirado traqueal 17/03/2012 APS; CPM; CIP; TGC R7 MDR blackas ™ | blackans C
10 Aspirado traqueal 03/05/2012 APS; CPM; CIP; IPM; TIG R5 XDR blacxa.si | blaoxass' B
11 Aspirado traqueal 19/06/2012 APS:; CPM; CIP; IPM; TGC RS XDR blackas ™ | blackans A
12 Aspirado traqueal 25/06/2012 AMI; APS; CPM; CIP; IPM; TGC R3 XDR blaoxas / Plaoxanss” C
13 Aspirado traqueal 02/02/2012 APS: CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaoxas / Plaoxanss” A
14 Aspirado traqueal 27/06/2012 APS: CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blackas ™ | blackans G
15 Superficie 18/10/2011 APS: CPM: GEN:, IPM; TGC R6 XDR blaogs.s,” / blaoxass' H
16 Superficie 18/10/2011 APS: CPM: GEN:, IPM; TGC R6 XDR blaogs.s,” / blaoxass' H
17 Superficie 18/10/2011 APS: CPM: GEN:, IPM; TGC R6 XDR blaogs.s,” / blaoxass' H
18 Superficie 07/02/2012 APS; CPM; GEN; IPM; TGC R6 XDR blaoxas / Plaoxanss” G
19 Superficie 15/02/2012 APS: CPM: GEN:, IPM; TGC R6 XDR blaogs.s,” / blaoxass' H
20 Superficie 11/05/2012 APS: CPM: IPM: TIG RS MDR blaogs.s,” / blaoxass' E
21 Aspirado traqueal 22/02/2012 CPM: CIP; TGC R9 NAO-MDR blaogss:” / blaoxasy G
22 Aspirado traqueal 10/01/2012 CPM; CIP; TGC R9 NAO-MDR blaoxas / blaoxass F
23 Aspirado traqueal 26/12/2011 APS: CPM; CIP; TGC R7 MDR blaoxas” | blaosssy G

*MDR, multirresistente; bXDR, extensivamente resistente; “Todas amostras negativas para os genes blaoxa o4, blaoxa ss € blaoxa143; dPFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis. AMI, amicacina;
APS, ampicilina-sulbactam; CPM, cefepime ; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina; IPM, Imipenem; MER, meropenem; TGC, Tigeciclina.
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Tabela 10. Caracteriza¢do molecular dos determinantes de resisténcia e avaliagdo das Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) para carbapenémicos e tigeclicina
em 23 amostras de A. baumannii, recuperadas de aspirado traqueal e ambiente, da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de adultos, do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU)

Genes de

a b b f .
Agl:is;:;s / Genes de resisténcia Genes de porinas bo:il'[l::;so de CI{)B:IC(;IB%/EIIII;) CIMT((;;L(ngmL) CIMT%%/mL) Plfll;f (1;1Edge
13/AT blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 >256 64 A
15/SP¥ blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 96 64 H
17/SP* blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 48 64 H
20/SP* blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 24 64 E
2/AT blaoxa sy blaoxass, 1SAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG, ade] 24/>32 >256 64 A
16/SP* blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 24/>32 96 64 H
18/SP* blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 16/>32 64 64 G
19/SP* blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 12/32 48 64 H
1/AT blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 12/16 >256 64 A
9/AT blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 4/3 8 64 C
5/AT blaoxa s1; blacxa 2z, ISAbal/OXA-23; I1SAbal/OXA4-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 8/12 48 64 D
3/AT blaoxa s1; blacxa s, ISAbal; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 >256 64 A
12/AT blaoxa s1; blacxa s, ISAbal; ISAbal/OXA-51 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 24 64 C
8/AT blaoxa s1; blacxa s, ISAbal; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 24/32 64 64 A
6/AT blaoxa s1; blacxa s, ISAbal; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 16/24 256 64 A
11/AT blaoxa s1; blacxa s, ISAbal; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 8/6 >256 64 A
14/AT blacxas1; blaoxans; ISAbal/OXA-23 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 256 64 G
4/AT blaoxas1; blaoxans, 1SAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 >256 64 A
10/AT blaoxas1; blaoxans, 1SAbal/OXA-51 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ >32/>32 32 32 B
7/AT blaoxas1; blaoxans, 1SAbal/OXA-51 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 16/>32 24 32 A
23/AT blagxas1, ISAbal; ISAbal/OXA-51 33-36kDa adeB; adeG;, adeJ 1/3 128 64 G
21/AT blaoxa.s1; ISAbal; ISAbal/OXA-51 carQ;, 33-36kDa adeB; adeG, ade] 0,75/3 6 64 G
22/AT blaoxa.s1; ISAbal carQ; 33-36kDa adeB; adeG, ade] 3/6 8 64 F

“Todas amostras negativas para 0s genes blaoxa.zs blaoxass © blaoxai4s; bConcentrag;ﬁo Inibitéria Minima - Etest®; ‘Imipenem (0,002 - 32pug/mL); dMeropenem (0,002 - 32pg/mL);
*Tigeciclina (0,016 - 256ug/mL); ‘Concentragdo Inibitéria Minima - Microdiluigio em caldo (0,125 — 256pg/mL); EPulsed Field Gel Electrophoresis; "AT, Aspirado traqueal; 'SP, Superficie; /,
mesa de cabeceira; X, grade da cama.
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Tabela 11. Concentragdes inibitorias minimas (CIMs) para carbapenémicos e tigeciclina obtidos através de analise pelo sistema automatizado VITEK
2% Etest® e microdiluicio em caldo (MD), para amostras de A. baumannii de origem clinica e ambiental

] VITEK 2°/CIM*(ug/mL) Etest®/CIM*(ng/mL) MD'/CIM*(ng/mL)
Amostras Origem - — - - T —— —
Imipenem Meropenem  Tigeciclina ~ Imipenem Meropenem Tigeciclina Tigeciclina®
1 Aspirado traqueal >16 ND° >8 12 16 >256 64
2 Aspirado traqueal >16 ND ND 24 >32 >256 64
3 Aspirado traqueal >16 ND >8 >32 >32 >256 64
4 Aspirado traqueal >16 ND >8 >32 >32 >256 64
5 Aspirado traqueal >16 ND 2 8 12 438 64
6 Aspirado traqueal >16 >16 >8 16 24 256 64
7 Aspirado traqueal >16 >16 2 16 >32 24 32
8 Aspirado traqueal >16 >16 2 24 32 64 64
9 Aspirado traqueal >16 >16 2 4 3 8 64
10 Aspirado traqueal >16 >16 1 >32 >32 32 32
11 Aspirado traqueal >16 >16 ND 8 6 >256 64
12 Aspirado traqueal >16 >16 2 >32 >32 24 64
13 Aspirado traqueal >16 >16 ND >32 >32 >256 64
14 Aspirado traqueal >16 >16 2 >32 >32 256 64
15 Superficie -- -- -- >32 >32 96 64
16 Superficie -- -- -- 24 >32 96 64
17 Superficie -- -- -- >32 >32 48 64
18 Superficie -- -- -- 16 >32 64 64
19 Superficie -- -- -- 12 32 48 64
20 Superficie -- -- -- >32 >32 24 64
21 Aspirado traqueal <l 1 2 0,75 3 6 64
22 Aspirado traqueal 4 4 1 3 6 8 64
23 Aspirado traqueal <1 1 2 1 3 128 64

*CIM, concentragfo inibitéria minima; "ND, nfio determinado; “Imipenem (0,002 - 32ug/mL); “Meropenem (0,002 - 32ug/mL); “Tigeciclina (0,016 - 256pg/mL);, 'MD, Microdiluigio em caldo, %0,125 —
256ug/mL).
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Os dados de consumo de Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina, na

UTI de Adultos do HC-UFU, expressos como Dose Diaria Definida (DDD) por 1000 pacientes-dia,

no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012 estdo na tabela 12. O consumo destes

antibidticos, durante o periodo investigado, variou nos intervalos avaliados, entretanto, o uso de

meropenem, tigeciclina e polimixina B/colistina aumentaram consideravelmente a partir de agosto

de 2012, o que nio foi observado para o imipenem.

Tabela 12. Dados de consumo dos antibioticos Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina
B/Colistina, na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de Adultos do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), expressos como Dose Diaria Definida (DDD) por
1000 pacientes-dia, no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012

DDD/1000 pacientes-dia

Més/Ano Imipenem Meropenem Tigeciclina Polimixina B/
Colistina

janeiro/11 52,4 98,7 0,0 45,5
fevereiro/11 83,3 54,2 7,1 25,4
marco/11 50,8 91,1 20,4 14,7
abril/11 35,8 71,7 0,0 3,0
maio/11 433 76,6 16,7 41,9
junho/11 59,4 78,3 5,6 15,2
julho/11 41,4 158,6 2,7 39,8
agosto/11 90,1 168,0 5,4 19,0
setembro/11 51,1 101,9 27,2 50,7
outubro/11 98,1 218,5 28,0 41,6
novembro/11 96,4 162,2 0,0 8,1
dezembro/11 130,9 94,1 7,5 24,7
janeiro/12 163,2 157,8 0,0 37,3
fevereiro/12 64,0 156,5 0,0 39,7
marc¢o/12 99,5 117,7 20,4 34,0
abril/12 85,3 83,3 52,8 44,8
maio/12 112,1 92,7 32,8 68,8
junho/12 283 83,1 11,7 19,6
julho/12 82,0 187,9 0,0 51,2
agosto/12 115,9 269,9 31,2 103,6
setembro/12 53,9 206,4 63,3 105,2
outubro/12 78,2 256,5 102,2 76,7
novembro/12 61,1 204,7 86,7 55,6
dezembro/12 55,9 184,7 66,7 222
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A distribuigdo espacial/temporal das 23 amostras recuperadas de A. baumannii da UTI de
Adultos, com base nos perfis clonais, é apresentada na figura 2, assim como as demais amostras
clinicas e de superficie ndo tipadas por PFGE, mas resistentes aos carbapenémicos. Observou-se
uma frequéncia maior de amostras resistentes aos carbapenémicos associadas & PAV na UTI [ e 11
quando comparadas com as demais, assim como na distribuicdo dos clones. O clone dominante

detectado (clone A) estava disseminado em toda a UTI, independente da data do isolamento.
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De acordo com os perfis clonais obtidos através da técnica de PFGE (clones A — H),
representativos de amostras clinicas e ambientais, foram selecionadas dez amostras de 4. baumannii
para as analises por PCR em tempo real (qPCR), andlise fenotipica da producdo de biofilme e
MLST, cujas caracteristicas estdo apresentadas na tabela 13.

Através da técnica de qPCR, foi realizada a quantificacdo da expressdo dos genes adeB
(AdeABC), adeG (AdeFGH) e ade.J (AdelJK), que codificam componentes dos sistemas de efluxo
da superfamilia RND (Resistance Nodulation Division), e do gene codificador da PME de 29 kDa
(carO), e comparados com a expressdo da cepa A. baumannii ATCC 19606. A expressdo génica
relativa das amostras testadas em comparagdo a de referéncia esta demonstrada na tabela 14 e na
figura 3. Na tabela 14, baseado no nivel de transcricdo determinado como cut-off para a
hiperexpressdo das bombas de efluxo e da porina, observou-se que somente o gene adeB, que
codifica a produgdo da bomba de efluxo AdeABC, foi considerado hiperexpresso porque apresentou
nivel de transcri¢do 4 vezes maior em relagdo ao observado para o gene na amostra de referéncia.
Houve diferenca significativa nos niveis de expressdo da maioria das amostras em relagdo ao gene
adeB (figura 3B), o contrario observado quando da analise dos genes carO, adeG, e adeJ (figuras

3A, 3C e 3D).



Tabela 13. Caracteristicas das 10 amostras de A. baumannii selecionadas para analises por qPCR, produ¢do de Biofilme e MLST
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1 d
Amostra Origem plrz;f;“ MDR"/XDR® Genes de resisténcia de([;)f)lll'fzas (l;)f)lllrfls):se CIII)B;/[S;LD/g[/;;;) CIN{rg((;;(gj{lmL)
de efluxo
5 Aspirado traqueal D XDR blaoxa.st; blaoxa, ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 car0;33-36kDa  adeB; adeG; ade] 8/12 48
9 Aspirado traqueal C MDR blaoxast; blaoxaqs. 1SAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 car0; 33-36kDa  adeB; adeG, adeJ 4/3 8
10 Aspirado traqueal B XDR blaoxa.ss: blaoxas 1SAbal/OXA-51 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 32
12 Aspirado traqueal C XDR blaoyast; blaoxass I1SAbal; ISAbal/OXA-51 33-36kDa adeB; adeG; adeJ >32/>32 24
13 Aspirado traqueal A XDR blaoxa.sy; blaoxaqs. 1SAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 car0; 33-36kDa  adeB, adeG; adeJ >32/>32 >256
15 Superficie H XDR blaoxa.sy; blaoxaqs. 1SAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 car0; 33-36kDa  adeB; adeG; adeJ >32/>32 96
18 Superficie G XDR blaoxast; blaoxans: I1SAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 car0;33-36kDa  adeB; adeG; ade] 16/>32 64
20 Superficie E MDR blaoxast; blaoxans: I1SAbal; ISAbal/OXA-23; ISAbal/OXA-51 car0;33-36kDa  adeB; adeG; ade] >32/>32 24
21 Aspirado traqueal G Nao-MDR  pig., s ISAbal; ISAbal/OXA-51 car0;33-36kDa  adeB, adeG; ade] 0,75/3 6
22 Aspirado traqueal F Nao-MDR blagxa.si, ISAbal carQ; 33-36kDa  adeB; adeG; adeJ] 3/6 8

“Pulsed Field Gel Electrophoresis "MDR, multirresistente; “XDR, extensivamente resistente; “Concentracio Inibitéria Minima - Etest”; ‘Imipenem (0,002 - 32pg/mL); tMeropenem (0,002 - 32ug/mL);

¢Concentragio Inibitéria Minima - Microdiluigio em caldo; "Tigeciclina (0,125 - 256pg/mL).



Tabela 14. Expressdo génica relativa dos genes adeB, adeG, adeJ e carO nas 10
amostras de A. baumannii em comparagdo a expressdo dos genes na cepa de
referéncia ATCC 19606, analisadas através de qPCR. Ensaios realizados em
triplicata, em dois experimentos independentes.

Amostra Gene

adeB* adeG* adeJ* carQ)’
ATCC 19606 1,027 1,003 1,013 1,036
Ab 05 49,76 0,7633 0,6883 0,8767
Ab 09 57,14 0,7633 0,495 0,8333
Ab 10 9,99 0,9417 1,733 0,9017
Ab 12 56,64 0,835 0,8625 0,8825
Ab 13 51,14 0,8 1,315 0,885
Ab 15 46,42 0,7025 0,988 0,772
Ab 18 54,97 0,8317 1,37 0,6067
Ab 20 8,508 0,925 1,582 0,9117
Ab 21 57,47 0,695 1,332 0,866
Ab 22 17,17 0,7467 1,078 0,89

*Hiperexpressdo com nivel de transcricdo > 4 vezes em relagdo ao observado para o gene na
amostra de referéncia ATCC 19606. "Reducido de expressdo com nivel de transcrigiio > 2 vezes em
relagdo a cepa ATCC 19606.
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Figura 3. Expressdo génica relativa do gene carO e dos genes relacionados as trés bombas de efluxo
(AdeABC, AdeFGH e AdelJK), determinada por qPCR. Os resultados sdo apresentados em relagdo a
cepa ATCC 19606 utilizada como referéncia. Cada amostra foi testada em triplicata, em dois ensaios
independentes. Resultados representam médias com desvio padrdo (barras de erro). *p<0,01;
*%p<0,001, ***p<0,0001, no teste One-way ANOVA e compara¢ido multipla de Bonferroni.
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Para rastrear a origem das 10 amostras de A. baumannii, a tipagem de sequéncias multilocus
dessas cepas foi realizada utilizando o esquema da Universidade de Oxford (PubMLST). A tabela 15
mostra as combinag¢des dos conjuntos de alelos de cada um dos sete /oci analisados, definindo os STs. A
analise dos diferentes alelos mostrou que as amostras pertencentes a0 mesmo complexo clonal (CC)
variaram apenas no locus gpi, sendo consideradas single-locus variant. A partir da analise dos alelos
foi construida a figura 4, que mostra a populacio snapshot dos STs de A. baumannii descritos até o
momento, evidenciando a similaridade entre eles e a indica¢do daqueles detectados neste estudo,
bem como de seus respectivos CCs.

De acordo com o MLST foram determinados oito STs e cinco CCs, distribuidos da seguinte
maneira;: 1) CC113, ST227 (n=2), ST233(n=1) e ST258 (n=1), 2) CC229, STs 1399 e 1489, 3)
CC109, ST 405 (n=2), 4) ST/CC235 e 5) ST/CC231. O ST 1399 ¢ descrito pela primeira vez neste
estudo e foi depositado no banco de dados do MLST, disponivel no endereco eletronico:

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmist _abaumannii_oxford seqdef, acesso em 22/03/17.

As trés amostras do ambiente incluidas nesta analise pertenceram cada uma a complexos
clonais distintos: CC229, CC113 e CC109. Os CCs 109 e 113 foram os Unicos que apresentaram

amostras com mesmo ST tanto de origem ambiental como de espécime clinico.


https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_oxford_seqdef

Tabela 15. Conjunto de alelos de cada um dos sete /oci analisados por MLST (esquema de Oxford), STs e CCs correspondentes

MLST" (Oxford)
Amostra PFGE"

gltA gyrB gdhB recA cnp60 gpi rpoD ST¢ cc’
Ab 05 D 10 12 4 11 4 141 5 405 109
Ab 09 C 1 15 8 10 28 110 32 258 113
Ab 10 B 1 15 2 28 1 263 32 13998 229
Ab 12 C 1 15 8 10 28 99 32 227 113
Ab 13 A 10 12 4 11 4 98 5 231 231
Ab 15° H 10 12 4 11 4 141 5 405 109
Ab 18° G 1 15 8 10 28 99 32 227 113
Ab 20° E 1 15 2 28 1 283 32 1489 229
Ab 21" G 1 15 8 10 28 106 32 233 113
Ab 22" F 1 69 90 2 1 79 30 235 235

Wultilocus sequence typing, "Pulsed Field Gel Electrophoresis, “Sequence Type; “Clonal Complex; “amostras de superficie; ‘amostras sensiveis aos carbapenémicos; ENovo
ST descrito ¢ depositado no banco de dados do MLST, esquema de Oxford, para 4. baumannii (https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst abaumannii_oxford_seqdef).


https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_oxford_seqdef

Figura 4. Diagrama construido utilizando o algoritmo goeBURST ¢ visualizado no software Phyloviz (PHYLOVIZ Online) indicando a similaridade entre os

Sequence Types (STs). Os Complexos Clonais (CCs) ¢ os STs observados no presente estudo estdo ampliados ¢ destacados por cores.
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Na avaliagdo da formag@o de biofilme, todas as cepas estudadas foram capazes de aderir as
placas de poliestireno, entretanto, estatisticamente, apenas as amostras AbOS e Ab13 ndo diferiram
na adesdo quando comparadas ao controle positivo A. baumannii ATCC 19606 (Fig. SA). Em
relagdo ao numero de células presentes no biofilme, as amostras Ab18 e Ab22 mostraram menor
numero de células, e ndo houve diferenga significativa na formac¢do de biofilme entre isolados
clinicos e ambientais. Apesar disso, duas cepas pertencentes ao clone G, uma clinica (Ab21) e outra
ambiental (Ab18), mostraram diferentes comportamentos quando comparados a amostra controle
(Fig. 5B). A produgdo de biofilme também foi avaliada pela determinagdo da biomassa do
biofilme, medida por absorbancia oOptica a 570 nm, utilizando a metodologia com o corante cristal
violeta. As amostras Ab10, Ab20, Ab21 e Ab22 produziram menos biomassa do que a média da

densidade de biomassa das amostras e do controle (Fig. 5C).
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Figura 5. Avaliacdo do nimero de células aderidas, formacdo de biofilme e biomassa em 10 amostras
clinicas ¢ ambientais de 4. baumannii. (A) Numero de células aderidas em placas de poliestireno apos 2 h
de contato; (B) Concentragio celular do biofilme; (C) Biomassa do biofilme expressa como densidade
optica do cristal violeta (DOs7 nm). Resultados representam médias com desvio padrio (barras de erro) de
trés experimentos independentes.*p<0,01; **p<0,001, ***p<0,0001, no teste de Kruskal-Wallis ¢
comparagdo multipla de Dunn. Amostra de Acinetobacter baumannii ATCC 19606 foi utilizada como

controle.
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A média da densidade da biomassa do biofilme das amostras de A. baumannii foi de 0,622
(#0,191). A producdo do biofilme, avaliada pelo método quantitativo, revelou que 50% das
amostras foram classificadas como produtoras moderadas de biofilme e 50% produtoras fracas. Nao
foi encontrada relagdo entre as amostras XDR e MDR e a habilidade de formar biofilme (Tabela

16).

Tabela 16. Producdo de biofilme e multirresisténcia de amostras clinicas e ambientais de A.
baumannii
Amostras D.0." Producio de Biofilme MDR‘/XDR*
A. baumannii ATCC 19606

(controle positivo) 0.7 Moderado B
Ab 05 0,62 Moderado XDR
Ab 09 0,91 Moderado MDR
Ab 10 0,38 Fraco XDR
Ab 12 0.8 Moderado XDR
Ab 13 0,54 Fraco XDR
Ab 15° 0,87 Moderado XDR
Ab 18* 0,72 Moderado XDR
Ab 20° 0,38 Fraco MDR
Ab 21 0,43 Fraco Nio-MDR
Ab 22 0,5 Fraco Nio-MDR

“ Amostras ambientais; "Densidade 6tica (570 nm) = média da D.O. do controle negativo + 3x o desvio padrio do controle
negativo; “MDR, multirresistente; YXDR, extensivamente resistente.

De acordo com os resultados da producdo de biofilme e dos perfis clonais prevalentes
obtidos através da técnica de PFGE, foram selecionadas para a realizagdo da MEV as amostras
Ab13, clinica, produtora fraca de biofilme, pertencente ao clone A, e AblS, ambiental, produtora
moderada, pertencente ao clone H. As imagens de MEV confirmaram a capacidade destas bactérias
de aderir a superficie do vidro, observando-se o crescimento de ambas (figuras 6 e 7), com presenca
de matriz visivel (figuras 6C, 6D, 7B, 7C e 7D), especialmente da segunda, comprovando sua

melhor habilidade de produzir biofilme (Figuras 7B, 7C e 7D).
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10 pm EHT = 5.00kV Signal A = SE1 Date :7 Nov 2016 W EHT = 5.00 kV Signal A = SE1 Date :7 Nov 2016 ﬁ

WD =10.0 mm Mag= 850KX Time :14:56:07 WD = 8.0 mm Mag= 800KX Time :15:45:32

2pm EHT = 500 kv Signal A = SE1 Date :7 Nov 2016 ﬁ 1pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE1 Date :7 Nov 2016 W

WD = 85mm Mag= 15.00K X Time :15:54:56 WD = 8.0mm Mag= 15.00KX Time :15:40:37

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura da formagdo de biofilme da amostra clinica de Acinetobacter
baumannii, Ab13, desenvolvido na superficie de esfera de vidro apos 24 horas de incubagdo. A) Controle
negativo. B), C) e D) Formagao de biofilme e crescimento bacteriano da amostra Ab13.
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10 pm EHT = 5.00kV Signal A = SE1 Date :7 Nov 2016 10 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE1 Date :7 Nov 2016
WD =10.0 mm Mag= 3850KX Time :14:56:07 |—| WD = 9.0 mm Mag= 4.22KX Time :16:26:07

2 um EHT = 5.00 kV Signal A = SE1 Date :7 Nov 2016 1 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE1 Date :7 Nov 2016
i WD = 9.0 mm Mag= 1324KX Time :16:19:47 — WD = 9.0 mm Mag= 20.49K X Time :16:29:20

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura da formag@o de biofilme da amostra ambiental/superficie de
Acinetobacter baumannii, Abl15, desenvolvido na superficie de esfera de vidro apds 24 horas de incubag@o.
A) Controle negativo, B), C) e D) Formagao de biofilme e crescimento bacteriano da amostra Ab15.
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O genoma total pertencente as cepas Ab13 e Abl5 tinha um tamanho de 3,76 Mb e 3,69 Mb,
e geraram um total de 7.694.708 e 9.944.440 reads, respectivamente, produzindo aproximadamente
uma cobertura de sequéncia de 290X e 370X. A analise do sequenciamento do genoma completo
confirmou que a amostra Ab13 (aspirado traqueal, clone A) pertence ao ST/CC231 e a amostra
Ab15 (ambiental, clone H) pertence ao ST405/ CC109. A resisténcia aos carbapenémicos ¢
explicada pela presenca do transposon Tn2008 (ISAbal-blaoxa23), de localizagdo plasmidial
(Figura 8). Ambas as amostras possuem o gene blaoxa.eo, variante do gene blaoxa-siike, codificado
intrinsicamente, e a resisténcia as cefalosporinas de terceira geragdo ocorre pelo aumento da

transcrigdo do gene ampC (blaapc-2s) quando ligado a IS4bal (Figura 9).

Tn2008

|
Ab13

ISAba1l V beta-lactamase OXA-23 : v AAA ATPase -

27pb 104ph

Tn2008

Ab15

ISAba1 v carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase OXA-23 v ATPase ]

27pb 104pb

Figura 8. Representacdo esquematica do Tn2008, localizagdo da ISAbal em regidio adjacente ao gene hlaoxa.os nNas amostras
analisadas.

| 1152pb |
N »

Ab13  [SAbal = class C beta-lactamase (blaADC) — Hypothetical protein —

9pb

1152pb

s

I -
Ab15 ISAba1l r class C beta-lactamase (blaADC) — Hypothetical protein —
9pb

Figura 9. Representagdo esquematica da localizagdo IS4bal em regido adjacente ao gene blaypc.os.

Na amostra Ab13, a resisténcia aos aminoglicosideos se justifica pela presenca de uma
enzima modificadora dessa droga (aacA4). Na amostra Ab15, os genes associados a resisténcia aos
aminoglicosideos sdo aacA4;, strA;, strB, e para cloranfenicol e sulfonamidas, floR e sul2,
respectivamente. Em ambas as amostras identificou-se o gene de resisténcia as quinolonas mediado

por plasmideo (PMQR), aac(6’)1b-cr.
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O sequenciamento do gene carQO revelou que as duas amostras analisadas mostraram uma
isoforma proteica diferente daquelas ja cadastradas no banco de dados do NCBI (CarOa e CarOb),
mas com semelhanga de 99% com a cepa SJ22 cadastrada por Sen & Joshi (2015) (nimero de
acesso no GenBank KP658474.1), diferindo apenas em uma alteragdo na posi¢do 218 (substituigdo
de glutamina para lisina; Q218K) (Figura 10). As amostras demonstraram 93% de identidade
quando comparados a cepa de referéncia ATCC 19606 (CarOa; numero de acesso no GenBank
KP658473), suscetivel aos carbapenémicos, devido a presenca de mutagdes pontuais. Também, ndo

houve interrupc¢io génica pela insercdo de IS4bal, portanto ndo ocorrendo inativagdo proteica.
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Figura 10. Alinhamento da sequéncia do gene carO das duas amostras representativas de Acinetobacter baumannii deste estudo (Ab13
¢ Abl5) com as amostras SJ22 (GenBank: KP658474.1) e ATCC 19606 (GenBank: KP658473.1), indicando a homologia ¢ a diferenca
de aminoacidos. O alinhamento foi construido utilizando ClustallV Alignment. O contorno pontilhado indica a regido de mutagio

pontual (Q218K).

5- DISCUSSAO

A emergéncia de infecgdes associadas a novos gendtipos de A. baumannii resistente as
drogas antimicrobianas reflete um desafio de grandes propor¢des considerando a disseminagdo
global de diferentes variantes endémicas e epidémicas, que aumentam a morbidade, mortalidade e
custos associados as infecgdes causadas por esse micro-organismo, representando ameaga
consideravel para a saude publica (DIJKSHOORN; NEMEC, SEIFERT, 2007; PEREZ et al., 2007,
PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; GORDON; WAREHAM, 2010; MARAKI et al., 2016).
Existe grande preocupacdo dos gestores hospitalares quanto ao aumento na frequéncia de amostras

de A. baumannii multirresistentes (MDR) e extensivamente resistentes (XDR), o que dificulta
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consideravelmente o tratamento das infec¢des (MEDEIROS; LINCOPAN, 2013; EL-SHAZLY et
al., 2015; KAYE; POGUE, 2015; LEE et al., 2017; TUAN ANH et al., 2017).

Atualmente, estima-se que 40% dos pacientes hospitalizados recebem tratamento com algum
tipo de antimicrobiano e em, aproximadamente 50% dos casos, este uso ¢ desnecessario
(WANNMACHER et al., 2004; MANDELL et al., 2005). Verificamos na nossa investigagdo que o
consumo de carbapenémicos foi alto, particularmente no ano de 2012, podendo refletir a alta
frequéncia de amostras de A. baumannii contendo o gene blaoxa-23, na UTI Adulto do HC-UFU.
Além dos carbapenémicos, a elevagdo no consumo de colistina foi maior do que o relatado em
outros hospitais, sobretudo naqueles de paises europeus (DUMARTIN et al., 2010; GIANI et al.,
2015). A terapia empirica com antibioticos € frequente, principalmente nas UTIs, exercendo pressido
seletiva e ecologica no ambiente, havendo necessidade de medidas especificas para seu melhor
controle, particularmente em hospitais brasileiros (VITRAT et al., 2014; KARAM et al., 2016).

A resisténcia aos antibidticos em A. baumannii atingiu niveis alarmantes no mundo todo,
particularmente aos carbapenémicos, e as amostras tém-se mostrado suscetiveis apenas as
polimixinas (PENDLETON; GORMAN; GILMORE, 2013; JONES et al., 2014; COSTELLO et al,
2016; JASEMI et al.,, 2016; GAO; LYU; LI, 2017). No Brasil, infelizmente, as taxas de resisténcia
aos carbapenémicos sdo muito altas (80,7%) (ANVISA, 2014) e segundo estudo realizado por Gales
e colaboradores (2012) houve aumento significativo nas frequéncias de resisténcia ao imipenem de
12,6% no periodo de 1997-1998 para 71,4% em 2008-2010, aumento também relatado por Rossi e
colaboradores (2017), que indicaram variagdo de 30 para 70% na resisténcia aos carbapenémicos
em Acinetobacter spp., entre os anos de 2010 e 2014, em hospital de referéncia em Sado Paulo.

O aumento na resisténcia aos carbapenémicos estd associado principalmente a disseminac¢ao
de amostras produtoras de OXA-23 (DALLA-COSTA et al, 2003; CARVALHO et al., 2009;
MARTINS et al, 2009; MOSTACHIO et al., 2009; HIGGINS; LEHMANN; SEIFERT, 2010;
CHAGAS et al, 2014, ROYER et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015), o que pode ser
explicado pela caracteristica desse gene, que pode alocar-se também em plasmideos, justificando
em parte a sua abrangéncia em nivel mundial (BROWN; AMYES, 2006, LABARCA et al., 2014;
KAMOLVIT; SIDJABAT; PATERSON, 2015; NIGRO; HALL, 2016).

No nosso estudo, todas as amostras resistentes aos carbapenémicos apresentaram o gene
blaoxa23 (ROYER et al,, 2015). Além disso, a presenca de elementos de inser¢do especificos, tais
como ISAbal, localizado adjacente aos genes blaoxa, leva a um aumento da regulacdo da sua

expressdo, resultando em diminui¢@o adicional da suscetibilidade aos carbapenémicos (POIREL;
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NORDMANN, 2006: TURTON et al., 2006;: RUIZ et al., 2007; ZONG et al., 2008; TUAN ANH
et al., 2017). Outro aspecto importante da insercdo dessas sequéncias € a possibilidade de facilitar a
transferéncia de genes de resisténcia entre as amostras (VIANA et al., 2016).

Esse estudo detectou a presenca do gene da sequéncia de insercdo ISAbal e sua associagdo
com os genes blaoxa-s1 € blaoxa.23, através da técnica de PCR. Aproximadamente metade das
amostras analisadas apresentaram a associacdo ISAbal/OXA-23, relacionadas com elevada CIM
para carbapenémicos, o que também ¢ observado no estudo de Viana e colaboradores (2016), que
demonstrou o aumento da presenca dessa associagdo entre os anos de 2009 e 2013, de 22 para 73%,
correlacionado com aumento no nivel de CIM para carbapenémicos e variabilidade clonal. A
presenca da sequéncia de inser¢do ISAbal em altas frequéncias em A. baumannii evidencia que essa
sequéncia esta amplamente difundida nessa espécie (VILLALON et al., 2013; PAGANO et al.,
2016). Em algumas das amostras testadas ndo houve a detec¢do do gene ISAbal ou a associagio
ISAbal/OXA-51 ou ISAbal/OXA-23, apesar de apresentarem CIMs elevados. Isso pode estar
relacionado a coexisténcia de outros mecanismos de resisténcia que poderiam justificar esse
resultado.

Duas amostras clinicas, apesar de suscetiveis aos carbapenémicos, apresentaram a
associacdo ISAbal/OXA-51. Essa combinagdo deveria conferir resisténcia aos carbapenémicos,
conforme proposto por Turton e colaboradores (2006). Contudo, assim como no trabalho de
Pagano e colaboradores (2013), nossos dados sugerem que a promog¢do do gene blapxa-s; sem uma
transcrigdo eficiente desse gene ndo seria capaz de conferir resisténcia aos carbapenémicos.

Vale ressaltar que além das oxacilinases ha também as metalo-p-lactamases (MBL), que sdo
menos frequentes em A. baumannii (DA SILVA; DOMINGUES, 2016), mas mais potentes. No
presente estudo, ndo foram detectadas amostras com genes para MBLs. Porém, verificou-se a
presenca simultdnea dos genes que expressam resisténcia a carbapenémicos e a sequéncia de
insercdo ISAbal.

Os nossos resultados sugerem que a combinagdo ISAbal/OXA-23 pode ser um dos
mecanismos de resisténcia mais significativos em A. baumannii em fun¢do da alta frequéncia do
gene e do fendtipo XDR, associados a CIMs elevadas para os carbapenémicos (valores de CIM pelo
Etest® para imipenem e meropenem >32ug/mL). Outro aspecto preocupante observado foi a elevada
resisténeia das amostras a tigeciclina (CIMs >8ug/mL) ap6s realizagdo do Etest®, o que foi
confirmado também em estudos prévios como o de Costello e colaboradores (2016), que relataram

tendéncia crescente na resisténcia a esse antimicrobiano nos anos de 2010 e 2011(4,2% para 10,5%)
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em hospitais da América Latina. No Brasil, ha poucos dados sobre a resisténcia a tigeciclina em
amostras hospitalares de A. baumannii. O trabalho de Pereira (2013) evidenciou frequéncia de
resisténcia a tigeciclina de 5,3%, com resultados obtidos através do sistema automatizado VITEK®
2, valores bem inferiores aos observados na nossa investigagao.

Além disso, nesse trabalho, foram constatadas diferencas nos resultados dos testes de
suscetibilidade aos carbapenémicos e tigeciclina obtidos através do sistema automatizado VITEK®
2 ¢ da técnica de Etest™, com maior sensibilidade quando da deteccdo de resisténcia pela ultima
técnica. Métodos automatizados sdo amplamente utilizados na pratica clinica devido a sua
eficiéncia, entretanto, de acordo com a literatura, a acuracia desses métodos na avaliagdo da
suscetibilidade aos carbapenémicos e a tigeciclina tem sido discordantes (MARKELZ et al., 2011).
Os nossos resultados mostraram uma elevada concordancia entre os testes quanto a resisténcia aos
carbapenémicos, enquanto em relagdo a tigeciclina, observou-se que dez amostras comportaram-se
como suscetiveis pelo VITEK 2° e resistentes pelo Etest”.

De acordo com a literatura, ambas as metodologias (VITEK 2* e Etest™) apresentam
divergéncias quando comparadas com o teste considerado referéncia que ¢ a microdilui¢do em
caldo (MD). Enquanto o método automatizado tende a subestimar os valores, o Etest” tende a
superestima-los (GRANDESSO et al., 2014; MARCHAIM et al., 2014). Em funcdo dessas
discordancias, Zarkotou e colaboradores (2012) recomendam que os resultados liberados pelo
VITEK 2® sejam confirmados por MD ou Etest®. De acordo com Zavaski e colaboradores (2010),
quando a CIM por Etest® for >2pg/ml, um teste confirmatério, como a MD, precisa ser realizado.
No nosso estudo todas as amostras foram avaliadas pela técnica de MD e apresentaram alto nivel de
resisténcia a tigeciclina, o que compromete sua utilizagdo em monoterapia. A tigeciclina tem sido
utilizada para o tratamento de infecgdes por A. baumannii MDR (SCHAFER et al., 2007,
KARAGEORGOPOULOS et al., 2008; STEIN; BABINCHAK, 2012), no entanto, o FDA limita
seu uso as seguintes situagdes: infeccdes de pele complicadas, infec¢des intra-abdominais
complicadas e pneumonia adquirida na comunidade (FDA, 2013).

Um importante aspecto a ser destacado neste trabalho, e que pode explicar os elevados
valores das CIMs para tigeciclina, tanto na metodologia de Etest® quanto na MD, foi o grande
numero de amostras que apresentaram subpopulagdes resistentes dentro da zona de inibigdo
formada pelo antimicrobiano. A heterorresisténcia ¢ definida como a presenga de subpopulagdes
bacterianas com os niveis mais elevados de resisténcia aos antibidticos do que o resto da populagdo

na mesma cultura (EL-HALFAWY; VALVANO, 2015). A espécie na qual a heterorresisténcia tem
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sido reportada frequentemente e para a qual os mecanismos sdo mais bem entendidos € o S. aureus,
poucos trabalhos tratam desse fendmeno em outros micro-organismos (RINDER, 2001; EL-
HALFAWY; VALVANO, 2015). Para A. baumannii, a heterorresisténcia aos carbapenémicos e a
colistina tem sido investigada (POURNARAS et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2009). No caso da
tigeciclina, isso € particularmente importante, ja que seu uso em monoterapia, desconsiderando a
existéncia de subpopulagdes heterorresistentes, conduzird a erradicagdo dos membros mais
sensiveis e selecionard aqueles resistentes (EL-HALFAWY; VALVANO, 2015). No entanto, em
nosso hospital, a maioria dos pacientes criticos sdo tratados com mais de um agente antimicrobiano,
havendo, portanto, menor probabilidade dessa selecdo.

Apesar da carbapenemase OXA-23 ser considerada o principal mecanismo responsavel pela
resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii (KEMPF; ROLAIN, 2012; OPAZO et al., 2012),
esse fendtipo também pode resultar da modificag@o na estrutura primaria ou perda das proteinas de
membrana externa (PME) (porinas), como a proteina de 33-36 kDa e a proteina de 29 kDa
chamada de CarO (NOVOVIC et al., 2015). No caso da PME CarO, na maioria das vezes, as
modificagdes sdo resultado da ruptura do gene por varios elementos de inser¢do (CATEL-
FERREIRA et al., 2011).

Nossos dados evidenciaram que a grande maioria das amostras apresentaram os genes para
ambas as porinas (82,6%, CarO; 100%, 33-36 kDa) e, em relagdo a quantificagdo da expressdo do
gene car(, pode-se observar que a maior frequéncia das amostras apresentou nivel basal de
transcrigdo, assim como a amostra referéncia, ou um baixo nivel de transcrigdo, ou seja, a porina
ndo estava ausente ou com sua fungdo comprometida. Podemos inferir entdo que a proteina CarO
ndo € responsavel pela resisténcia aos carbapenémicos nas amostras avaliadas neste estudo, o
mesmo observado no trabalho de Fonseca e colaboradores (2013), em amostras de A. baumannii
que produzem OXA-23 no Brasil. Estudos recentes tém associado as Omp33-36 e CarO a viruléncia
nesse micro-organismo (FERNANDEZ-CUENCA etal, 2011; RUMBO et al., 2014, CARDOSO et
al., 2016; LEE et al., 2017).

A analise do sequenciamento do gene carO revelou uma isoforma proteica diferente
daquelas ja cadastradas no banco de dados do NCBI (CarOa e CarOb). Observou-se uma muta¢io
pontual na proteina (Q218K), ndo relatada até o momento, ndo sendo possivel, dessa forma,
determinar a sua participacdo exata na resisténcia ao imipenem. Alguns estudos evidenciam que
altera¢des nessa proteina podem diminuir a afinidade ao imipenem, contribuindo para o fenotipo de

resisténcia aos carbapenémicos (VASHIST et al., 2010; FONSECA et al., 2013).
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Conforme mencionado anteriormente, outro mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos
presente nesse micro-organismo € a hiperexpressdo de bombas de efluxo, como aquelas
pertencentes a familia RND (AdeABC, AdeFGH e AdellK) (VILA; MARTI; SANCHEZ-
CESPEDES, 2007). A hiperexpressio principalmente das bombas AdeABC e AdeFGH,
desempenham um papel importante na resisténcia adquirida (COYNE; COURVALIN; PERICHON,
2011; YOON; COURVALIN; GRILLOT-COURVALIN, 2013), enquanto a AdelJK contribui na
resisténcia intrinseca (DAMIER-PIOLLE et al., 2008). Baseado nos resultados do qPCR, observou-
se que apenas o gene adeB foi hiperexpresso. Segundo a literatura (YOON et al., 2015), amostras
que contém a bomba AdeABC, conferem resisténcia a varios antibidticos, incluindo a maioria dos
B-lactdmicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina, macrolideos,
lincosamidas e cloranfenicol. Ruzin e colaboradores (2007) confirmaram o papel da bomba
AdeABC na redugdo da suscetibilidade a tigeciclina pela inativagdo do gene adeB, o que levou a
uma reducdo significativa nos CIMs de 4 para 0,5ug/ml. Assim, juntamente com a presenga da
OXA-23, esta bomba ¢ outro mecanismo importante presente nas amostras analisadas nessa
investigacdo. Entre as 10 amostras de A. baumannii testadas, a maioria delas produziu AdeG e Adel
em nivel inferior ou equivalente ao da ATCC 19606, resultados semelhantes os relatados por
Pagdepanichkit e colaboradores (2016).

Além dos genes responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos, ou seja 0s genes para
oxacilinases, porinas e bombas de efluxo, identificamos na populagdo estudada oito STs, agrupados
em cinco complexos clonais diferentes (113, 109, 229, 235 e 231) associados com amostras clinicas
e ambientais de A. baumannii MDR. Os STs 1399 e 1489, pertencentes ao CC229, sdo considerados
single-locus variant (SLVs), diferindo apenas no alelo gpi, assim como os STs 233, 258 e 227,
pertencentes ao CC113. A maioria das amostras analisadas (n=4) pertenceram ao CC113, que esta
disseminado na América Latina e no Brasil (CLiMACO et al., 2013; COELHO-SOUZA et al,,
2013; MARTINS et al., 2013; STIETZ et al., 2013; MARTINS et al, 2015; RAMIREZ et al., 2015;
LEITE et al., 2016). Adicionalmente, foi determinado um novo ST, ST1399, pertencente ao CC229,
e um outro (ST258), ja4 caracterizado previamente, pertencente ao CC113, que n3o possuem
“parentesco” com nenhum ST anteriormente descrito.

Atualmente, o CC92, associado ao gene blaoxa-23, € considerado o complexo clonal mais
disseminado do banco de dados do MLST de A. baumannii (KARAH et al., 2012, ZARRILLI et al.,
2013). Como as amostras produtoras de OXA-23 analisadas neste estudo ndo estavam relacionadas

a esse CC especifico, sugere-se que a disseminagdo desses genes no Brasil deva estar associada a
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mobiliza¢cdo mediada por plasmideos, similares aqueles encontrados em amostras pertencentes ao
CC92 (MUGNIER et al.,, 2010). Entretanto, os mecanismos que favorecem a aquisi¢do e a
disseminagdo de um tipo particular de oxacilinase ndo estdo claros (MAYANSKIY et al., 2017).

No Brasil, merece destaque outro CC identificado em amostras de A. baumannii resistentes
aos carbapenémicos, o CC109, correspondente ao clone internacional 1 (MARTINS et al., 2012;
CLIMACO et al., 2013; MARTINS et al., 2015). No nosso estudo foi detectado o ST405, associado
a este CC, em duas amostras, sendo uma de origem clinica (AbOS) e outra ambiental (Ab15), com
perfis de PFGE distintos, correspondentes aos clones D e H, respectivamente. O contrario foi
observado para amostra Ab18 (clinica) e Ab21 (ambiental) que apresentaram o mesmo perfil clonal
G, entretanto expressaram STs distintos ligados ao CC113.

Os resultados do PFGE mostraram pouca correlagdo com os resultados do MLST, pois em
alguns casos o mesmo ST foi observado em perfis de PFGE diferentes e dentro do mesmo perfil,
STs diferentes. Assim, ndo € possivel afirmar que dentro de um mesmo perfil de pulsed field ha um
unico ST. Isso poderia ser parcialmente justificado pelas diferengas metodologicas das duas
técnicas, ou seja, o PFGE avalia todo o DNA bacteriano enquanto o MLST apenas 7 genes
housekeeping. Os nossos dados evidenciaram uma diversidade de perfis entre as amostras,
independente da técnica de discriminac¢do molecular utilizada (PFGE ou MLST).

Em sintese, a importancia do MLST nesse estudo foi clara pois permitiu a comparagdo dos
nossos resultados com o cenario nacional e mundial quanto a distribui¢do, predomindncia e
mudanga nos STs circulantes em amostras clinicas e ambientais de A. baumannii. Isto pode ser
evidenciado com a descri¢do de um novo ST, bem como STs em comum circulando no ambiente
hospitalar.

O interesse por A. baumannii aumentou rapidamente devido a capacidade que esses agentes
possuem de resistir aos desinfetantes, permitindo sua sobrevivéncia por longo periodo de tempo em
superficies abioticas e secas, além de sua habilidade em formar biofilme (DIJKSHOORN; NEMEC,;
SEIFERT, 2007, ESPINAL: MARTI; VILA, 2012; LONGO; VUOTTO; DONELLI, 2014;
DUARTE et al., 2016). Isso sugere que a formagdo de biofilme pode representar um papel relevante
na disseminag@o de amostras de 4.baumannii no ambiente hospitalar bem como para o sucesso de
bactérias patogénicas causarem infec¢do (VUOTTO et al., 2014). Assim, a presencga de fatores de
resisténcia e viruléncia e a capacidade de formar biofilme podem contribuir para a emergéncia e a
disseminagdo de fendtipos altamente adaptativos no ambiente hospitalar, como foi evidenciado

nesse estudo (LEE et al., 2008; ESPINAL; MARTI; VILA, 2012; SANCHEZ et al., 2013).
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Embora a literatura descreva diferentes modelos epidemiologicos para o estudo de biofilmes
bacterianos, pouca atengdo tem sido dada ao papel significativo da formacgdo de biofilme por esses
patogenos. Nosso trabalho demonstrou variagdo na formag@o de biofilme em 10 amostras ja
caracterizadas quanto ao perfil clonal e genes de resisténcia. Esse trabalho, a exemplo do relatado
por Duarte e colaboradores (2016), mostra que ndo houve relagdo entre a variabilidade clonal e a
produgdo de biofilme, apesar de outros estudos indicarem que esta relagdo esta presente
(SANCHEZ et al., 2013).

Esta amplamente estabelecido, assim como observado na nossa investigacdo, que a
formacgdo de biofilme ¢ prevalente entre amostras clinicas associadas com diferentes sindromes
infecciosas (DONLAN, 2001; SANCHEZ et al., 2013; HOIBY et al., 2015). Amostras recuperadas
de tecidos, 0ssos e do trato respiratorio tem maior capacidade de formagado de biofilme, determinado
por experimentos com cristal violeta, em comparagdo com amostras recuperadas de sangue e urina,
por exemplo (SANCHEZ et al., 2013). Em trabalho realizado por nossa equipe, publicado em 2016
por Batistdo e colaboradores, foi relatada forte produgdo de biofilme em amostras clinicas de
Staphylococcus aureus recuperados do sitio cirargico, o que foi observado em menor frequéncia
naquelas associadas a outras infecgdes. Embora essas relagdes ndo tenham sido avaliadas no
presente estudo, uma vez que as amostras analisadas foram recuperadas de aspirado traqueal e de
ambiente, todas elas foram capazes de produzir biofilme.

As amostras com esse fenotipo sdo resistentes a um maior nimero de antimicrobianos,
incluindo aminoglicosideos, carbapenémicos e cefalosporinas (LEE et al., 2008; SANCHEZ et al.,
2013). Em nosso estudo ndo foi possivel relacionar a produgio de biofilme com a maior resisténcia
as antibidticos em fun¢do do pequeno numero de amostras analisadas, entretanto, observou-se que
aquelas suscetiveis aos carbapenémicos comportaram-se como produtoras fracas de biofilme. A
maioria das amostras foram classificadas como XDR e, duas delas, de um mesmo clone, uma de
origem clinica e outra ambiental, mostraram diferentes capacidades de formagdo de biofilme.
Entretanto, ndo houve diferenca significativa no ensaio em placas de 96 pocos nos dois grupos
(amostras clinicas e ambientais), como observado no trabalho de Obeidat e colaboradores (2014).
Além disso, em geral, quando se trata de amostras clinicas, estudos anteriores demostraram que a
formacdo de biofilme ¢ maior em amostras MDR (LEE et al,, 2008; SANCHEZ et al., 2013;
NAPARSTEK et al, 2014). Em relagdo a esse aspecto, semelhante ao estudo de Batistdo e

colaboradores (2016) e Bocanegra-Ibarias e colaboradores (2015), nenhuma relagdo entre a
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formagdo de biofilme e a multirresisténcia foi encontrada nas amostras clinicas avaliadas nesta
investigagao.

Outro aspecto importante ¢ a adesdo inicial do micro-organismo nas superficies, passo
considerado essencial para a formagdo do biofilme. Infelizmente, a maioria dos estudos publicados
avaliam essa produg@o apenas por experimentos de cristal violeta e/ou agar vermelho Congo (LEE
et al, 2008; ESPINAL; MARTI; VILA, 2012; SANCHEZ et al., 2013; IYAMBA et al., 2016;
PEDROSO et al., 2016), sem mensurar a concentracdo ou adesdo de células do biofilme. Para tanto,
0 nosso estudo € dos poucos no pais a utilizar uma metodologia laboriosa que permite avaliar
estatisticamente a adesdo bacteriana, a quantidade de células no biofilme e a biomassa do biofilme,
e € 0 Unico que mostra essa relacdo em amostras clinicas e ambientais de 4. baumannii.

Como ndo foi encontrada diferenca na produgdo de biofilme em amostras de superficie e
clinicas por testes fenotipicos, realizou-se a MEV a partir de cultura em esferas de vidro de ambas
amostras, para confirmar a hipdtese de que aquelas ambientais tem melhor habilidade na produgéo
de biofilme, com a presenca mais abundante de matriz extracelular. Isso foi confirmado no nosso
estudo. Entretanto, amostras com perfis clonais diferentes, resistentes e/ou suscetiveis aos
carbapenémicos, apresentaram taxas similares de crescimento no biofilme. Este achado pode sugerir
que a capacidade de formagdo de biofilme tem um significado limitado na disseminagdo clonal de
cepas clinicas e ambientais de A. baumannii.

A formagdo de biofilme ¢ um componente importante na viruléncia de varios micro-
organismos associados as infec¢des hospitalares. Em nosso estudo, todas as amostras analisadas
foram produtoras de biofilme em maior ou menor grau, independente do clone circulante. Em
sintese, a dificuldade de erradicar essas bactérias do ambiente, aliada a resisténcia antimicrobiana e
a outros fatores de viruléncia ndo avaliados nesse trabalho, contribuem para sua sobrevivéncia no
ambiente hospitalar e para sua importancia como agente de infecgdes relacionadas a assisténcia a
saude.

Reforcando essa observacdo, o sequenciamento do genoma completo fornece a base para
uma analise gendmica detalhada, que certamente aumenta nossa compreensdo sobre o papel de A.
baumannii no hospedeiro e no ambiente. A partir dos resultados obtidos para as amostras Ab13 e
Ab15, pode-se comprovar que a resisténcia aos carbapenémicos se deve principalmente a presenca
do Tn2008, facilmente propagado entre as amostras, inclusive de clones diferentes como
comprovado em nosso estudo, e também disseminado no mundo todo (WANG; ZONG; LU, 2011;

CHEN et al.,, 2017). Também, a resisténcia intrinseca as cefalosporinas de terceira geragdo ¢ devido
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ao aumento da transcri¢do do gene blapczs, devido a presenca da ISAbal adjacente ao gene,
atuando como um forte promotor, conforme ja descrito na literatura (HAMIDIAN et al., 2013;
KARAH et al., 2016; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Outro mecanismo também detectado
foi a presenca de genes codificadores de enzimas modificadoras de aminoglicosideos, como aacA4
(KARAH et al., 2016; PELEG; SEIFERT; PATERSON; 2008). Além disso, identificou-se o gene
de resisténcia as quinolonas mediado por plasmideo (PMQR), aac(6')1b-cr, dado relevante uma vez
que este gene ¢ bem descrito em membros da familia Enferobactericeae e em P. aeruginosa
(RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011; JIANG et al., 2014; ARAUJO et al., 2016), mas pouco
estudado em A. baumannii (LEE et al, 2016).

6- CONCLUSOES

Os resultados do trabalho mostram a disseminag¢édo de diferentes STs de A. baumannii XDR
produtores de biofilme, contendo a associagdo frequente de /1SAbal/OXA-23, independentemente de
sua origem clinica ou ambiental. Adicionalmente, os resultados obtidos permitem as seguintes

conclusdes:

e Houve alta densidade do uso dos antibidticos: carbapenémicos, tigeciclina e polimixina
B/colistina, particularmente no ano de 2012,

e Alta frequéncia da associacdo [SAbal/OXA-23 relacionada com CIM elevada aos
carbapenémicos nas amostras analisadas;

e A resisténcia aos carbapenémicos ¢ devida a presenga do Tn2008 e hiperproducdo da bomba
AdeABC;

e A resisténcia as cefalosporinas pode ser explicada pela presenga de ISAbal como forte
promotor do gene blaapc.as;

e A substituigdo de uma glutamina por uma lisina na posi¢do 218 (Q218K) da proteina CarO
pode estar associada com a diminui¢do da afinidade ao imipenem,;

e A maioria das amostras pertenceram ao CC113, amplamente disseminado na América
Latina e no Brasil. Adicionalmente, foi determinado um novo ST, ST1399;

e Os resultados confirmam a capacidade de formagdo de biofilme em amostras clinicas de A.

baumannii bem como em amostras ambientais.
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Agentes antimicrobianos e categorias utilizadas para definir A. baumannii multirresistente (MDR),
extensivamente resistente (XDR) e pan-resistente (PDR).

Antimicrobial category

Results of antimicrobial
susceptibility testing
Antimicrobial agent (S or NS)

Aminoglycosides

Gentamicin

Tobramycin

Amikacin

Netilmicin

Antipseudomonal carbapenems

Imipenem

Meropenem

Doripenem

Antipseudomonal fluoroquinolones

Ciprofloxacin

Levofloxacin

Antipseudomonal penicillins
+ [i-lactamase inhibitors

Piperacillin-tazobactam

Ticarcillin-clavulanic acid

Extended-spectrum cephalosporins

Cefotaxime

Ceftriaxone

Ceftazidime

Cefepime

Folate pathway inhibitors

Trimethoprim-sulphamethoxazole

Penicillins + f-lactamase inhibitors

Ampicillin-sulbactam

Polymyxins

Colistin

Polymyxin B

Tetracyclines

Tetracycline

Doxycycline

Minocycline

infection_article.aspx.

Criteria for defining MDR, XDR and PDR in Acinetobacter spp.

MDR: non-susceptible to =| agent in =3 antimicrobial categories.

XDR: non-susceptible to 2| agent in all but €2 categories.

PDR: non-susceptible to all antimicrobial agents listed.

htep://www.ecdc.europa.eu/en/activities/diseaseprogrammes/ ARHAI/Pages/public_consultation_clinical_microbiology

Fonte: Magiorakos e colaboradores (2012).
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ANEXO 11
Aprovagdo do protocolo de pesquisa, registro CEP/UFU 228/11.

~I

Universidade Federal de Uberandia
Pré-Reiltoria de Pesquisa e P6s-Graduagio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP :
Av. Jodo Naves do Avila, n° 2121 - Dloco A — sala 224 - Campus Santa Monica - Uberandia-MG —
CEP 38408-144 - FONE/FAX (34) 3230-4131

ANALISE FINAL N°. 735/11 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU
22811

Projelo Pesquisa: “Epidemiologla ce PAVs por Acinetobacter baumannii resistente ao
imipenem em pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI) de adultos, clinico-
cirirgico, de um hospital universitario brasileira”. . '

Pesquisador Responsével: Paulo Pinto Gontijo Filho

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovagéo do protocolo de pesquisa proposto.

Q protocolo n&o apresenia problemas de ética nas condutas de pesguisa com Seres humanos,
nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/98, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos do Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito do
pesquisa. }

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
documentagao pertinente ao projeto.

c- a aprovagdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
a Resolugdo 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Dala de Entrega de Relatorio Final: dezembro de 2012.

SITUACAO: PROTOCOLO APROVADO

08S.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

Uberlandia, 10 de novembro de 2011.
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Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furlado
Coordenadora do CEP/UFU



