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RESUMO

Introducido: A persisténcia e a capacidade de sobrevivéncia de Acinetobacter baumannii
multirresistente formador de biofilme em diversos ambientes hospitalares o tornaram uma das
principais causas de Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) em todo o mundo.
Objetivos: Investigar os determinantes de viruléncia, resisténcia e o perfil clonal, além de analisar
a producao fenotipica de biofilme em isolados clinicos de Acinetobacter baumannii provenientes
de pacientes hospitalizados em um centro de assisténcia terciaria localizado no estado de Minas
Gerais.

Materiais e Métodos: Foram analisadas nove cepas clinicas de A. baumannii coletadas no periodo
de dezembro de 2021 a dezembro de 2023. Dados demograficos, clinicos e a evolucao dos pacientes
foram obtidos dos prontudrios médicos. A formagao fenotipica de biofilme foi avaliada através das
técnicas de adesdo, producdo de biomassa por cristal violeta e contagem de células viaveis,
enquanto a deteccao de genes de viruléncia e resisténcia (basG, basJ, plcD, hep, tssM, bfmS, bap,
csukE, csuAd, adeH, pgaA, abal e ptk, blaoxa-s1 € blaoxa-23) foi feita através da Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) convencional. A tipagem molecular foi realizada por Eletroforese em Gel de
Campo Pulsado (PFGE).

Resultados: Todas as cepas foram classificadas como multirresistentes, exibindo resisténcia aos
carbapenémicos e algumas a colistina. A maioria dos pacientes avaliados eram mulheres idosas
com comorbidades, fazendo uso de dispositivos invasivos e tratadas previamente com antibioticos,
e foi observada uma taxa de mortalidade de 88,9%. A produgdo de biofilme foi observada em
44,4% das cepas, independentemente do perfil de resisténcia. Todos os isolados carreavam pelo
menos 10 genes de viruléncia, com predominancia dos genes basG, basJ, plcD, bfmS, csuE, adeH
e pgaA (100%). O gene blaoxa-s1 estava presente em todas as cepas, enquanto o gene blaoxa-23 foi
identificado em sete delas (66,7%). A diversidade clonal foi evidenciada pelos quatro pulsotipos
(A-D) detectados, juntamente com a identificacdo dos clones A e B.

Conclusio: Este estudo destaca a presenca de 4. baumannii em pacientes graves, com uma
frequéncia importante de cepas multirresistentes produtoras de biofilme que carreavam varios
genes de viruléncia, além de uma diversidade de pulsotipos identificados. Estratégias de preven¢ao
e controle de infec¢des sdo cruciais para conter a disseminagdo desses isolados em ambientes

hospitalares.



Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; viruléncia; biofilme; PCR; Eletroforese em Gel de

Campo Pulsado.



ABSTRACT

Introduction: The persistence and survival of biofilm-forming multidrug-resistant Acinetobacter
baumannii in various hospital settings has made it one of the leading causes of Healthcare-
associated Infections (HAIs) worldwide.

Objectives: To investigate the determinants of virulence, resistance. and clonal profile, as well as
to assess the phenotypic production of biofilm in clinical isolates of Acinetobacter baumannii from
hospitalized patients in a tertiary care center located in the state of Minas Gerais, Brazil.
Materials and Methods: Nine clinical strains of 4. baumannii collected from December 2021 and
December 2023 were examined. Demographic and clinical data, along with the patient's clinical
outcomes, were obtained from the medical records. Phenotypic biofilm formation was assessed
using the adhesion, crystal violet biomass production and viable cell count techniques, while the
detection of virulence and resistance genes (basG, basJ, plcD, hep, tssM, bfmS, bap, csuFE, csuA,
adeH, pgaA, abal and ptk, blaoxa-s1 and blaoxa-23) was performed using conventional Polymerase
Chain Reaction (PCR). Molecular typing was carried out by Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(PFGE).

Results: All the strains were classified as multidrug-resistant, showing resistance to carbapenems
and some to colistin. Most of the patients evaluated were elderly women with comorbidities, using
invasive devices and previously treated with antibiotics, and a mortality rate of 88.9% was
observed. Biofilm production was observed in 44.4% of the strains, regardless of the resistance
profile. All the isolates carried at least 10 virulence genes, with a predominance of the basG, basJ,
pleD, bfmS, csuE, adeH and pgaA genes (100%). The blaoxa-s1 gene was present in all the strains,
while the blaoxa-23 gene was identified in seven of them (66.7%). Clonal diversity was evidenced
by the four pulsotypes (A-D) detected, along with the identification of clones A and B.
Conclusion: This study highlights the presence of 4. baumannii in critically ill patients, with an
important frequency of biofilm-producing multidrug-resistant strains carrying several virulence
genes, as well as a diversity of identified pulsotypes. Infection prevention and control strategies

are crucial to mitigate the spread of these isolates in hospital settings.

Keywords: Acinetobacter baumannii; virulence; biofilm; PCR; Pulsed-Field Gel Electrophoresis.
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1. INTRODUCAO

As Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) representam uma das principais
preocupacdes em relagdo a qualidade dos servigos e a seguranca dos pacientes no Brasil e no mundo
(CAVALCANTE et al., 2019). Acinetobacter baumannii ¢ um dos principais agentes causadores
de IRAS, classificado como Prioridade 1 pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS), e
considerado uma ameaca global devido a capacidade de adaptagdo e plasticidade em adquirir novos
mecanismos de resisténcia e viruléncia, impactando negativamente nas taxas de morbidade e
mortalidade (WHO, 2017; KYRIAKIDIS et al., 2021; SHADAN et al., 2023).

A. baumannii é um cocobacilo oportunista, Gram-negativo, aerobico, pertencente ao género
Acinetobacter, que abrange mais de 70 espécies, sendo essa a mais patogénica entre elas
(UPMANYU et al., 2022). E um microrganismo de dificil erradicacio, considerando as opg¢des de
tratamento limitadas devido ao aumento da incidéncia de cepas multirresistentes (MDR),
extensivamente resistentes (XDR) e pan-resistentes (PDR) no ambiente hospitalar (KYRIAKIDIS
etal., 2021; MAGIORAKOS et al., 2012). 4. baumannii também tem grande facilidade de adquirir
elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons, e ¢ resistente a desinfec¢dao e
dessecacdo, podendo causar infecgdes graves como pneumonia associada a ventilagdo mecanica
(PAV), bacteremia, infec¢@o do trato urinario (ITU) e meningite (HARDING et al., 2017).

O fendtipo 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¢ao no influxo de drogas (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; LEE
et al., 2017). Ainda hoje, o mecanismo de resisténcia mais relevante presente em 4. baumannii € a
producdo de PB-lactamases, especialmente da classe D (oxacilinases/OXA), que hidrolisam os
carbapenémicos (LEE et al., 2017; RAMIREZ et al., 2020).

Além dos mecanismos de resisténcia, a viruléncia das cepas também contribui para sua
persisténcia e disseminacdo nos hospitais, assim como possibilita a colonizagdo e invasdo das
células do hospedeiro (MOUBARECK; HALAT, 2020). Para ocorrer a interagdo patdgeno-
hospedeiro, ¢ necessario que o microrganismo secrete proteinas (toxinas) através de estruturas
presentes em sua parede celular. Dentre vérias vias de secre¢@o disponiveis, destaca-se o sistema

de secrecao do tipo VI (SST6) (WEBER et al., 2017).



O SST6 ¢ uma estrutura complexa que pode exportar proteinas efetoras no meio
extracelular e/ou transloca-las diretamente no citoplasma das células eucaridticas hospedeiras
através do contato, tendo um papel central na patogénese ¢ competi¢do bacteriana (KIM et al.,
2017; REPIZO et al., 2019). Este sistema apresenta estrutura similar a cauda de um bacteridéfago
T4, e possui uma placa de base (composta de TssAEFGK), uma estrutura estabilizadora ligada a
membrana (TssMJL), uma bainha contratil (TssBC), uma proteina de reciclagem da bainha
citoplasmatica (TssH) e uma agulha injetavel (Hcp/TssD) que € coberta por uma ponta perfurante
(VgrG/Tssl) (FITZSIMONS et al., 2018; REPIZO et al., 2019; PAZOKI et al., 2021). As proteinas
TssM, Hep e VgrG servem como marcadores moleculares de um sistema de secre¢do funcional.

Outro mecanismo indispensavel para a patogénese de 4. baumannii € a presenca de sistemas
de captagdo de ferro, essenciais para a sobrevivéncia das bactérias (SHADAN, et al., 2023). De
forma geral, os mecanismos bacterianos de aquisi¢ao de ferro incluem: captura e extragdo de ferro
heme de hemoproteinas; expressdo de transportadores para a absor¢do de ferro ferroso livre;
sequestro de ferro da transferrina e lactoferrina por meio de proteinas receptoras na superficie
celular; e/ou através da secrecdo de sideroforos, pequenas moléculas de ligacdo de ferro
(SHELDON; SKAAR, 2020). O sider6foro Acinetobactina ¢ o sistema mais bem caracterizado em
A. baumannii e, por ser um mecanismo de alta afinidade, permite a obtengao de ferro quando ha
baixa disponibilidade do metal e necessidade de disputa com células do hospedeiro (COOK-LIBIN
etal., 2022). A biossintese deste sider6foro depende da presenca e expressao de varios genes, dentre
eles o basG e bas] (HASAN; CHOI; OH, 2015).

Adicionalmente, algumas enzimas, como as fosfolipases, sdo consideradas importantes
fatores de viruléncia em A. baumannii. As fosfolipases mais bem descritas neste patogeno sao as
pertencentes as classes A, C e D, apresentando atividade lipolitica ao afetar a integridade das
membranas celulares (MOUBARECK; HALAT, 2020). As 3 classes clivam os fosfolipidios em
diferentes posic¢des, resultando na liberagdo de acidos graxos e outros componentes lipidicos: a
fosfolipase A hidrolisa os 4acidos graxos do esqueleto do glicerol, a fosfolipase C atua na liberagao
do grupo fosfato apos a fosforilagao, enquanto a fosfolipase D cliva o grupo fosfato, gerando
segundo mensageiros como o acido fosfatidico, capaz de modular a resposta imunologica do
hospedeiro, assim como contribuir para a persisténcia do microrganismo no soro humano (STAHL

etal., 2015; MOUBARECK; HALAT, 2020).



Outro mecanismo crucial de viruléncia de 4. baumannii ¢ o biofilme, caracterizado pela
formagao de uma matriz de exopolissacarideos autoproduzidos que envolvem um conjunto de
microrganismos (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013). Essa estrutura permite a adesao do
patogeno a uma variedade de superficies, tanto bidticas quanto abidticas (MEA et al., 2021;
CHOUDHARY et al., 2022). A capacidade de formar biofilme contribui significativamente para a
resisténcia e sobrevivéncia de 4. baumannii em ambientes hospitalares e dispositivos médicos,
aumentando o risco de infecgdes e surtos (LONGO; VUOTTO; DONELLI, 2014).

A formacao do biofilme em A. baumannii ¢ influenciada por proteinas codificadas por
diversos genes essenciais ¢ que incluem: o sistema de montagem CsuA/BABCDE, regulado por
um sistema de dois componentes (BfmS/BfmR); a proteina de membrana associada ao biofilme -
Bap; Abal, que faz parte do sistema de quorum sensing (QS); o operon pgaABCD, que ¢ essencial
para aderéncia célula-célula; a bomba de efluxo adeFGH, desempenhando um papel importante na
resisténcia antimicrobiana; e a proteina tirosinoquinase PTK, responsavel pela formacao da capsula
bacteriana (ROY et al., 2023; MENDES et al., 2023; UPMANYU et al., 2022). O ambiente
também desempenha um papel crucial na formacao do biofilme. Fatores como pH, temperatura,
concentragdo de nutrientes e presenga de metais podem modular a expressao de genes relacionados
ao biofilme e influenciar na sua formacao e estabilidade (UPMANYU et al., 2022). Além disso, a
comunicacdo celular, através do sistema quorum sensing, desempenha um papel na coordenacao
do comportamento celular bacteriano durante a formacao do biofilme, permitindo uma resposta
coordenada as mudancas no ambiente e a formacgao de biofilmes robustos e persistentes (LONGO;
VUOTTO; DONELLI, 2014; COLQUHOUN; RATHER, 2020).

Assim, dados sobre a disseminagao de isolados multirresistentes de 4. baumannii e suas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas, incluindo os genes associados a viruléncia conforme
demonstrado no Quadro 1, fornecerdo insights pertinentes sobre as particularidades desse
patdgeno, além de contribuir para orientar potenciais intervengdes que possam impactar o

prognostico dos pacientes.

Quadro 1. Genes associados a viruléncia em A. baumannii

Gene Produto génico Funcao Referéncia
Gene de biossintese de CONDE-PEREZ et
basG Absorc¢ao de Ferro
acinetobactina al.,2021
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Gene de biossintese de

CONDE-PEREZ et

basJ Absorcdo de Ferro
acinetobactina al.,2021
Auxilia na invasao de MENDES et al.,
pleD Fosfolipase células hospedeiras; sistema 2023; ZHU et al.,
de secregdo 2022
. FITZSIMONS et
hep Associada ao SST6 Proteina estrutural do T6SS
al.,2018
. FITZSIMONS et
tssM Associado ao TSST6 Proteina estrutural do T6SS
al.,2018
Formagao ¢ manutengao do
bfmS Sistema de regulagdo BfmRS biofilme em superficies ROY et al., 2022
inanimadas
. . Aderéncia; formacdo e ABDELAZIZ et al.,
bap Proteina associada ao biofilme )
maturacdo do biofilme 2022
) Montagem de pili e DE BREU et al.,
Sistema de transporte € montagem
csuk . ) formagdo de biofilme em 2009; ABDELAZIZ
de pili (fimbrias) ) o
superficies abidticas et al., 2022
) Montagem de pili e DE BREUJ et al.,
Sistema de transporte € montagem )
csuA . ) formagdo de biofilme em 2009; ABDELAZIZ
de pili (fimbrias) ) o
superficies abidticas et al., 2022
Associada a bomba de
. efluxo; codificacdo de
adeH Sistema de efluxo ) SHAN et al., 2022
proteina relacionada a
resisténcia a antibioticos
Estimula a formacéo de
) polimeros dos principais
pgaA Polissacarideos ) MEA et al., 2021
componentes da matriz
extracelular
) . Regulacdo do sistema
abal Sistema de comunicagdo celular MENDES et al., 2023
quorum sensing
" Gene associado a formagao de Polimerizacdo e montagem | KHOSHNOOD et al.,
pt
capsula da capsula 2022



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abdelaziz%20NA%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abdelaziz%20NA%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abdelaziz%20NA%5BAuthor%5D
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo investigar os determinantes de viruléncia, resisténcia e o perfil
clonal, além de analisar a produgao fenotipica de biofilme em isolados clinicos de Acinetobacter
baumannii provenientes de pacientes hospitalizados em um centro de assisténcia terciaria

localizado no estado de Minas Gerais.
2.2. Objetivos Especificos

e Analisar as carateristicas demograficas, clinicas e a evolu¢do dos pacientes acometidos por
infec¢des graves causadas por A. baumannii;

e Analisar e comparar a formagao fenotipica de biofilme por cepas clinicas de 4. baumannii
através das técnicas de adesdo, producdo de biomassa por cristal violeta e contagem de
células viaveis;

e Avaliar a presenca de genes de viruléncia basG, basJ, plcD, hcp, tssM, bfmS, bap, csuE,
csud, adeH, pgaA, abal e ptk, e de resisténcia blaoxa-s1 € blaoxa-23, nas cepas clinicas de
A. baumannii através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional;

e Investigar a relagdo entre a formagdo fenotipica de biofilme e a presenga dos genes de
viruléncia relacionados;

e Identificar o perfil clonal dos isolados clinicos de A. baumannii através da técnica de
Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE);

e Relacionar os padrdes de resisténcia aos antibidticos com os pulsotipos obtidos pela técnica

de PFGE.

3. METODOLOGIA
3.1. Cepas bacterianas

Foram avaliadas neste estudo nove cepas clinicas de Acinetobacter baumannii obtidas de
pacientes internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU),

no periodo de dezembro de 2021 a dezembro de 2023, e recuperadas do Setor de Microbiologia do
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Laboratdrio de Anélises Clinicas do HC-UFU. As cepas foram selecionadas a partir de dados
preliminares como perfil de resisténcia e sitio de infecg¢do (Tabela 1).

As bactérias recuperadas foram sub-cultivadas em agar Brain Heart Infusion (BHI),
utilizando a técnica de esgotamento, para a obtencao de culturas puras e posteriormente,
armazenadas em criotubos com caldo BHI acrescido de 15% de glicerol, seguindo-se incubagdo a
37°C durante 18 horas (overnight). A suspensdo resultante foi estocada a temperatura de -80°C até

utiliza¢ao nos demais experimentos propostos (KONEMAN et al., 2001).

Tabela 1. Caracterizagdo das cepas clinicas selecionadas para o estudo

Sitio de Unidade de

Cepa  Data de Isolamento Perfil de Resisténcia
Infeccado  Internacao

H17 20.12.2021 Sangue SE APS; CFP; CIP; IMP; MER

HO05 18.03.2022 Sangue UTI APS; CPM; CIP; GEN; IMP; MER

H26 27.03.2022 Sangue UTI APS; CPM; CIP; GEN; IMP; MER

H19 04.04.2022 Sangue ONCO APS; CPM; CIP; IMP; MER

H11 16.04.2022 Sangue SE APS; CPM; CIP; IMP; MER

H14b 29.04.2022 Sangue PS APS; CPM; CIP; IMP; MER

U23 09.06.2023 Urina CM AMI; COL; GEN; MER

C12 17.06.2023 ST PS AMI; COL; MER; TIG"

C27 19.06.2023 ST PS AMI; COL; MER

ST, secregdo traqueal; UTI, Unidade de Terapia Intensiva; ONCO, Oncologia; SE, Sala de Emergéncia; PS,
Pronto Socorro; CM, Clinica Médica; AMI, amicacina; APS, ampicilina/sulbactam; CFP, cefoperazone; CPM,
cefepime; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina; IMP, imipenem; MER, meropenem; *TIG, tigeciclina, este
antimicrobiano ndo consta nas categorias estabelecidas por Magiorakos e colaboradores (2012); COL, colistina.

3.2. Defini¢oes

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  B-lactamases (piperacilina-tazobactam, ticarcilina-acido

clavulanico), Cefalosporinas de espectro ampliado (cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidima e
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cefepime), Inibidores da via do Folato (sulfametoxazol-trimetoprima), Penicilinas/Inibidores de f3-
lactamases (ampicilina-sulbactam), Polimixinas (colistina e polimixina B), Tetraciclinas

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

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

categorias (MAGIORAKOS et al., 2012).

Acinetobacter baumannii pan-resistente (PDR): resisténcia a todos os agentes em todas as

categorias antimicrobianas mencionadas (MAGIORAKOS et al., 2012).
3.3. Caracteristicas demograficas e clinicas

As variaveis demograficas, clinicas, fatores de risco e evolugao dos pacientes cujos isolados
foram incluidos neste estudo, foram avaliadas por meio da analise do banco de dados disponivel

no Laboratdrio de Microbiologia do HC-UFU e dos prontuarios médicos.

3.4. Avalia¢ao da producio de biofilme

As 9 cepas clinicas de Acinetobacter baumannii foram selecionadas para a realizacdo dos
ensaios de producao de biofilme. Como controle positivo foi utilizada a cepa A. baumannii ATCC
19606 e como controle negativo apenas o meio de cultura (caldo TSB) sem inoculo bacteriano. A
pesquisa de biofilme foi realizada segundo o protocolo proposto por Rodriguez-Bafio e
colaboradores (2008) com algumas modificagdes, conforme descrito a seguir. Todos os

experimentos foram repetidos em trés ensaios independentes.

3.4.1. Preparaciio do inéculo bacteriano

Uma coldnia bacteriana de cada cepa teste de A. baumannii foi suspensa em 20 mL de caldo
TSB (Tryptic Soy Broth), seguindo-se incubagdo a 37°C, durante 18 horas (overnight), sob agitacao
a 120 rpm.

3.4.2. Ensaio de adesao a superficie inerte
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A suspensdo celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi lavada duas
vezes em solugdo salina estéril (20mL NaCl 0,9%, 7800 rpm, 15 minutos) e diluida para uma
concentragio 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 agitagdo a 120
rpm. Apos o periodo de adesdo, os pocos foram raspados para remoc¢do das células aderidas
(scrapping) por tempo determinado (1 minuto e 30 segundos). E em seguida foram realizadas
diluicoes seriadas e as suspensdes celulares foram plaqueadas em agar TSA (Tryptic Soy Agar)

para enumeragdo das células.
3.4.3. Contagem de células viaveis no biofilme

Foram realizados dois ensaios diferentes para formacgao de biofilme, um para enumeragao
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 concentracio celular de
aproximadamente 107 células/mL. Para cada amostra, 200 uL dessa suspensio de células foram
inoculadas em 3 pogos da microplaca de poliestireno estéril. Apos 24 horas de incubagdo, os pogos
foram raspados para remogao das cé€lulas aderidas (scrapping) por tempo determinado (1 minuto e
30 segundos). E em seguida foram realizadas dilui¢cdes seriadas e as suspensoes celulares foram

plaqueadas em Agar TSA para enumeragao das células.
3.4.4. Producao de biomassa

Para os ensaios de quantificacdo de biomassa por cristal violeta, cada bactéria teste foi
inoculada em 8 pocos da microplaca. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob agitacao
a 120 rpm. Os biofilmes foram lavados trés vezes com solu¢ao salina estéril e, em seguida, os pogos
foram preenchidos com metanol por 15 minutos para fixagdo do biofilme. Apds esse periodo, o
metanol foi descartado e as placas foram secas em posicao invertida a temperatura ambiente. Em
seguida, 200 pL de uma solugdo de cristal violeta 0,5% foram adicionados em cada pogo por 5
minutos. Os pogos foram lavados com agua destilada estéril e secos a temperatura ambiente. 200
uL de solucao de 4cido acético 33% foram adicionados a cada pogo para solubilizar o corante. A

microplaca foi incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente. 100 pL da solugdo de cristal
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violeta solubilizado foram transferidos para nova placa e a absorbancia foi avaliada em leitor a 560

nm com solu¢do de acido acético 33% como branco.

3.4.5. Classificacao do biofilme

Apo6s o experimento de quantificagdo da biomassa por cristal violeta, as amostras foram
classificadas nas categorias de nao produtor, fraco produtor, moderado produtor e forte produtor
de biofilme, de acordo com os critérios descritos por Saxena e colaboradores (2014), com

modificagdes (Tabela 2).

Tabela 2. Critérios para classificagdo da producao de biofilme

Valor médio da DO Producio de Biofilme
DO/'< DO Nio produtor / Biomassa indetectavel”
DO <DO; <2 x DO. Fraco produtor
2xDO:<DO; < 4x Moderado produtor
4 x DO, < DO; Forte produtor

Valor de cut-off da densidade o6tica (DO): média da DO controle negativo + 3x desvio padrao;
'DO; da amostra; 2DO. do controle negativo.”A biomassa pode nio ter sido detectada por
limitacdes técnicas (vide discussio).

3.5. Técnicas moleculares

3.5.1. Deteccdo dos genes de viruléncia e de resisténcia pela Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR)

Para avaliar a presenca dos genes de viruléncia basG, basJ, plcD, hcp, tssM, bfmS, bap,
csuE, csud, adeH, pgaA, abal, ptk e plcD, e de resisténcia blaoxa-s1 € blaoxa-23, foram realizadas
as técnicas de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional com primers consensos para
cada gene (Tabela 3). A maioria dos primers para os genes de viruléncia foram desenhados e
validados in silico para este estudo. Foram utilizados reagentes para um volume final de reacao de
25 uL, conforme descrito na tabela 4. Como controle positivo dos ensaios foi utilizada a cepa A.

baumannii ATCC 19606.



Tabela 3. Lista de primers utilizados nesse estudo
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Temperatura Produto
Gene Sequéncia (5°-3°) de anelamento amplificado Referéncia
°O) (pb)
F: AGCGCAAATCGGAATCATGC
basG : 55°C 138 - SKAAR.. 2020
R: TGGCCAGACACACAAATCGA SHELDON; § .
bas) F: GCCCGCAATTTGCATAAAGC ssoc 126 Eete estudo
R: ACCCAAAGACATGAGTGCAC
D F: TGTCATGTTGGTTGGAGCTG . 3 Eete estud
P R: AACGGTGTTGTTGAGCACTG 35°C ste estudo
F: TGCTGAGCGTGTTGAACATT
53°C 142 E
hep R: ACGTTTATCGCCATTTGCAC ste estudo
F: ATGCTTTGGCGCAGTAAGAC
55°C 127 Este estud
TssM R:TCACTTTGTCCACCAGTTGC ste estudo
bfins F: TGCCGTTAGAGCGCAAAATC ss0C 105 Eete estudo
R: TTGCCATTTCATCGCTTCCC
bap F: ACCCAGGTTTGAATGATGGC 550C 75 ESte eStU.dO
R: TTGCTGGGCCTGATGTATTG
CouE F: TCTTTTTAGCGGGCCTGAT ss0C 9 Eete estudo
R: TTTAACGGTGAGTCGGCTTG
Coud F: GCGGGTGAAATCGGAGCTAA S0°C 146 Este estud
R: ACCCCTTTAAAAGCTGTGGT
wdeH F: AGCAAACTCGTGGTGAATGG ss0C 106 Este estudo
R: TTTGCTGCCACCGCTTTTAG
pead F: TTAGAGGGCGTTCAAAAGCG ss0C 137 Este estudo
R: AGCAAACTCGGCCTTTTTCG
bal F: CAAATCCGCCTTCCTCTAGC e 08 Eete estudo
R: TTTGCGCCTTGTTCTCTTGC
Dk F: AGTTGCACGTTCGGTTAACC 5500 197 Este estudo
R: ACCTGCTCAGTTCGCAAAAG
F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blaoxa. 0 353 DFORD et al., 2
O R TGGATTGCACTTCATCTTGG S0°C WOODFORD et al., 2006
blaoxrs F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 45oC 501 WOODFORD et al.. 2006

R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT
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Tabela 4. Reagentes para realizagdo da Rea¢do em Cadeia da Polimerase

Reagentes Volume Concentracio final
DNA! - -

primer forward (10 uM) 0,75 uL 0,3 uM
primer reverse (10 uM) 0,75 pL 0,3 uM
GoTaq® Green Master Mix, 2x 12,5 uL 1x

Agua ultrapura autoclavada q.s.p. 25 uLb n.a.

"Parte de uma coldnia bacteriana isolada.

A amplificagdo foi realizada no termociclador Eppendorf Mastercycler®, programado de
acordo com as seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 95°C por 2 minutos; seguido de 30 ciclos
com desnaturagcdo a 95°C por 30 segundos; anelamento a temperatura especifica de cada primer
por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos.

A eletroforese correu a 90V por cerca de 40 minutos em gel de agarose 1,5%, no tampao
de corrida TBE (Tris, Acido borico e EDTA) [0,5x]. O gel foi corado com 5 uL de SYBER® Safe
(Applied Biosystems®) para cada 100 mL de tampdo e fotografado utilizando o sistema de

fotodocumentagio L-Pix EX (Loccus Biotecnologia®).

3.5.2. Tipagem molecular

As cepas foram tipadas por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) (SILVA et al.,
2024), ap6s a digestdo do DNA gendmico com a enzima Apal (Promega®). Os fragmentos de DNA
foram separados em géis de agarose a 1% (p/v) em tampao TBE [Tris-borato-etilenodiamina tetra-
acético (EDTA)] a 0,5% utilizando o aparelho CHEF DRIII (Bio-Rad, Hercules, CA) com uma
voltagem de 5 V/cm, com pulsos variando de 5s a 35s, por um periodo de 20 horas a 14°C. Os géis
foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta. A analise computacional
foi realizada utilizando o software Gel Analyzer (versdo 23.1) (IZTVAN; IZTVAN, 2022). A
comparagao dos padroes de bandas foi realizada através do método de agrupamento nao ponderado

com médias aritméticas (UPGMA) utilizando o coeficiente de similaridade de Dice. Os padrdes de
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eletroforese em gel de campo pulsado foram definidos como isolados com uma similaridade de

80% ou superior no dendrograma (TENOVER et al., 1995).

3.6. Analise estatistica

Os dados epidemiologicos coletados foram tabulados em uma planilha Microsoft Excel
(Microsoft Corp, Washington). Para a avaliacdo do biofilme, os ensaios quantitativos foram
comparados por meio de analise de variancia simples (One way ANOV A) ou pelo teste de Kruskal-
Wallis, utilizando como pos-testes os testes de comparacdo multipla de Bonferroni ou Dunn's,
quando apropriado. Todos os testes foram realizados com um intervalo de confianca de 95%,
considerando significativo P<0,05. As andlises foram realizadas utilizando-se o programa

estatistico GraphPad Prism® 9.0 (San Diego, CA) .

3.7. Consideracoes éticas

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlandia
(CEP-UFU) aprovou o trabalho sob o nimero de Certificado de Apresentagio de Apreciagdo Etica
(CAAE) 68181322.6.0000.5152 (ANEXO ).

4. RESULTADOS

Dos 9 isolados clinicos recuperados de pacientes internados no HC-UFU e avaliados neste
estudo, 6 foram isoladas de infec¢do de corrente sanguinea, 2 de pneumonia e 1 de colonizagdo do
trato urinario, conforme demonstrado na Tabela 1. Todas as cepas foram classificadas como MDR,
exibindo resisténcia aos carbapenémicos. Dentre elas, trés também apresentaram resisténcia a
colistina (polimixina E). As unidades de internag¢do dos pacientes variaram, abrangendo desde a
sala de emergéncia (SE), clinica médica (CM), pronto socorro (PS), oncologia (ONCO) até¢ a
unidade de terapia intensiva (UTI).

Em relagdo as caracteristicas dos pacientes, a média de idade foi de 65 anos. A maioria era
composta por mulheres (55,6%), com diagndstico de internacdo clinico. 66,7% deles tiveram
historico de cirurgia prévia e haviam sido submetidos a pelo menos um procedimento invasivo,

sendo a sonda nasogéstrica/nasoenteral (SNG/SNE) (66,7%) e o cateter venoso central (CVC)
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(55,6%) os mais comuns. Todos os pacientes apresentaram comorbidades, sendo a nefropatia a
mais prevalente (88,9%). A maioria havia utilizado antibidticos previamente, destacando-se o uso
de glicopeptideos, polimixina B e piperacilina/tazobactam (44,4%). A média de tempo de

hospitalizag@o foi de 37 dias e 8 dos 9 pacientes evoluiram para 6bito (88,9%) (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes
selecionados para o estudo e internados no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), no periodo de
dezembro de 2021 a dezembro de 2023.

Total
Caracteristicas
N=9 (%)

Idade (anos; média + DP¥*) 69,5 +£21,1
Sexo

Feminino 5(55,6)

Masculino 4 (44,4)
Diagndstico de internacio

Clinico 7(77,8)

Trauma 2(22,2)
Cirurgia prévia 6 (66,7)
Procedimentos invasivos

Hemodialise 4 (4,44)

Traqueostomia 2(2,22)

Nutricao Parenteral 1(1,11)
Dispositivos Invasivos

Nutriciao Parenteral 1(1,11)

Ventilacio mecanica 4 (44,4)

Cateter Venoso Central 5(55,6)

Dreno 2(22,2)

continua
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Total
Caracteristicas (Continuacdo)
N =9 (%)

Sonda nasogastrica/nasoentérica 6 (66,7)

Sonda vesical de demora 0 (0,0)
Comorbidades

Cardiopatia 1(11,1)

Nefropatia 8 (88,9)

Diabetes 3(33,3)

Neoplasia 4 (44,4)

Vascular 3(33,3)
Uso prévio de antibidticos

Cefalosporinas 3(33,3)

Carbapenémicos 3(33,3)

Glicopeptideos 4 (44,4)

Fluoroquilonas 0 (0)

Polimixina B 4 (44,4)

Piperacilina/Tazobactam 4 (44,4)

Aminoglicosideos 2(22,2)
Dias de hospitalizacdo (média + DP) 374+27,8
Evolucao

Alta 1(11,1)

Obito 8 (88.9)

*DP: desvio-padrio.

Todas as cepas recuperadas foram utilizadas para a avaliagdo fenotipica da formagao de

biofilme, na deteccdo dos genes de viruléncia associados ao biofilme e de resisténcia por meio da
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técnica de PCR convencional, assim como para a determinacdo da relacdo genética através do
PFGE.

Para o ensaio de biofilme, no periodo de 2 horas, observou-se que todas as cepas de 4.
baumannii avaliadas aderiram a superficie de poliestireno ndo modificada (Fig. 1A). As cepas HOS,
H14b, C12 e C27 apresentaram significativamente mais células aderidas do que o controle (ATCC
19606) (Fig. 1A). Adicionalmente, todas apresentaram um nimero superior de células viaveis apds
24 horas de incubagdo, quando comparadas ao ensaio de adesdo, mas, em sua maioria,
estatisticamente inferior ao controle (Fig. 1B). Em relagdo a quantificacdo da produgao de
biomassa, avaliada pelo ensaio de cristal violeta, foi possivel inferir que as cepas H17, H26, H19,
HI11, H14b, C12 e C27 foram capazes de produzir estatisticamente uma menor quantidade de

biomassa quando comparadas ao controle (Fig. 1C).
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Figura 1. Avaliagdo do niimero de células aderidas, formacdo de biofilme ¢ biomassa em 9 isolados clinicos de
Acinetobacter baumannii. (A) Numero de células aderidas em placas de poliestireno ap6s 2 h de contato; (B)
Concentragdo celular do biofilme; (C) Biomassa do biofilme expressa como densidade optica do cristal violeta
(DOs6onm). Resultados representam médias com desvio padrdo (barras de erro) de trés experimentos independentes.
*p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001, ****p<0,00001, no teste de Kruskal-Wallis e comparagao multipla de Dunn. A.
baumannii ATCC 19606 foi utilizado como controle.
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A média da densidade da biomassa do biofilme das cepas de A. baumannii foi de 0,13 +
0,07. A produgdo de biofilme, avaliada pelo método quantitativo, revelou que 2 isolados (22,2%;
2/9) foram classificados como moderados produtores de biofilme, assim como o controle ATCC
19606, 2 (22,2%; 2/9) foram considerados fraco produtores, e 5 isolados (55,5%; 5/9) nao-
produtores de biofilme (Tabela 6).

A amplificagdo dos genes de viruléncia (basG, basJ, plcD, hcp, tssM, bfmS, bap, csukE,
csuA, adeH, pgaA, abal e ptk) por PCR revelou que todos os 9 isolados clinicos de 4. baumannii
carreavam pelo menos 10 desses genes (Tabela 6). Os genes mais prevalentes foram basG, basJ,
pleD, bfmS, csuE, adeH e pgaA, presentes em todas as cepas. A ocorréncia dos genes hcp, tssM,
csuA e abal foi de 77,7% (7/9), enquanto ptk e bap foram detectados em 88,8% (8/9) dos isolados.
As cepas H17, H26 e H19 apresentaram todos os 13 genes de viruléncia pesquisados. Além disso,
todas as cepas testadas foram positivas para o gene blaoxa-s1, enquanto 3 isolados (H26, HOS e
H14b) foram negativos para o gene blaoxa-23.

Nao foi observada relagdo entre a habilidade de produgdo de biofilme, o perfil de

resisténcia, e a presenca dos genes de viruléncia.
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Tabela 6. Producdo de biofilme, fenétipo de resisténcia e presenca de determinantes de viruléncia e resisténcia em cepas clinicas de A. baumannii

Producao

Cepas DO! de

Fendtipo de

Resisténcia®

Genes de viruléncia

Genes de
resisténcia

biofilme basG basJ plcD hcp tssM bfmS bap csuE csuA adeH pgaA abal ptk blaoxa-si blaoxa2s
ATCC
0,33  Moderado -- + + + + + + + + + + + + + +
19606
Nao
H17 0,008 MDR + + + + + + + + + + + + + +
produtor
HO05 0,25 Moderado MDR + + + - + + + + + + - + + -
Nao
H26 0,02 MDR + + + + + + + + + + + + + -
produtor
Nao
H19 0,0 MDR + + + + + + + + + + + + + +
produtor
Nao
H11 0,006 MDR + + + + + + + + + + + - + +
Produtor
H14b 0,16 Fraco MDR + + + + + + + + + + - + + -
U23 0,37 Moderado MDR + + + + + + + - + + + + + +
C12 0,15 Fraco MDR + + + + + + + - + + + + + +
Nao
C27 0,01 MDR + + + - + - + + + + + + + +
produtor

"Média da densidade 6ptica; 2MDR:multidrug-resistance, multirresistente. + (detec¢do do gene). - (gene nio detectado).
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Para determinar a relacdo genética entre os isolados testados, empregou-se a técnica de
PFGE, que revelou quatro pulsotipos distintos (A-D) (Figura 2). A cepa H17 foi ndo tipavel. As
cepas do ano de 2022 exibiram os pulsotipos B, C, D e o subtipo DI1. Os isolados H19 ¢ H11,
pertencentes ao pulsotipo B, apresentaram mesmo perfil de resisténcia, foram identificados em
intervalos proximos de tempo (cerca de 15 dias de diferenga), e em unidades hospitalares distintas,
ONCO e SE, respectivamente. O subtipo B1 foi identificado em 2023 na cepa U23. Os pulsotipos
C e D, dos isolados H26 e HOS5, respectivamente, foram recuperados de pacientes internados na
UTI em intervalos proximos (menos de 15 dias) durante o ano de 2022. Nesse mesmo ano,
observou-se o subtipo D1 na cepa H14b. O pulsotipo A, encontrado nas cepas MDR C12 e C27,
resistentes a colistina, foi identificado quase simultaneamente no PS em 2023. Além disso,
destacamos a presenga de dois clones, A e B, em amostras de sangue e secrecdo traqueal e de anos

distintos, 2023 e 2022, respectivamente.
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Data de Unidade de

Cepas  Pulsotipo Isolamento  Internacio Sitio de Infeccdo Perfil de Resisténcia

C12 A 17.06.2023 Ps Secregdo Traqueal AMI; COL; MER; TIG

c27 A 19.06.2023 Ps Secregio Traqueal AMI; COL; MER

HI11 B 16.04.2022 SE Sangue AFPS; CPM: CIP; IMP; MER

H19 B 04.04.2022 ONCO Sangue APS; CPM; CIP; IMP; MER
— U123 Bi 09.06.2023 CM Utina AMI; COL; GEN; MER

H26 C 27.03.2022 UTl Sangue APS; CFM; CIP; GEN; IMP; MER

HOS D 18.03.2022 UTl Sangue APS; CPM; CIP; GEN; IMP; MER

H14b D1 29.04.2022 PS Sangue APS; CPM; CIP; IMP; MER

|
80% 100%

Figura 2. Dendrograma resultante de analise dos perfis do Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE), pulsotipo, data de isolamento, unidade de internagdo, sitio de
infeccdo e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de cepas clinicas de Acinetobacter baumannii isoladas de pacientes internados no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). Escala representa as porcentagens de similaridade. PS, Pronto Socorro; SE, Sala de Emergéncia; ONCO, Oncologia;
CM, Clinica Médica; UTI, Unidade de Terapia Intensiva; AMI, amicacina; APS, ampicilina/sulbactam; CPM, cefepime; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina;
IMP, imipenem; MER, meropenem; TIG, tigeciclina; COL, colistina.
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5. DISCUSSAO

A resisténcia antimicrobiana ¢ um desafio significativo para a satide publica em todo o
mundo, devido a sua consideravel repercussao clinica e economica (SERRA-BURRIEL, et al.,
2020). Assim, diante do aumento na incidéncia de cepas de 4. baumannii MDR resistentes aos
carbapenémicos, esse patégeno se tornou Prioridade 1 para a OMS, por ser uma ameaga global e
devido as opgdes limitadas de tratamento para infec¢des graves (WHO, 2017; MOUBARECK;
HALAT, 2020). As polimixinas continuam sendo a ultima opg¢ao terap€utica, mas a emergéncia de
isolados de A. baumannii resistentes a colistina tem sido relatada em todo o mundo (LIN; LAN,
2014). Neste estudo, foram avaliadas cepas MDR, resistentes aos carbapenémicos, ¢ algumas
resistentes a colistina, representando um grande risco aos pacientes e um desafio para o tratamento
das infecg¢des.

De acordo com a literatura, os fatores de risco reconhecidos associados as infecgdes por 4.
baumannii incluem procedimentos invasivos, como uso de dispositivos médicos invasivos e da
terapia de hemodialise, hospitalizacao prévia, presenca de comorbidades, idade avancada, tempo
prolongado de internagdo hospitalar e em UTI, uso prévio de antibidticos de amplo espectro,
cirurgias prévias e nutricdo parenteral (DA SILVA et al., 2018; BENAISSA et al., 2023;
GHARAIBEH et al., 2024). Esses fatores também foram observados nos pacientes avaliados neste
estudo, destacando-se a alta mortalidade observada, de cerca de 90%. Outros trabalhos
demonstraram que as estimativas de mortalidade entre pacientes com infecgdes causadas por A.
baumannii variaram de 26,0% a 55,7%, valores inferiores aos observados neste estudo
(FALAGAS; RAFAILIDIS, 2007; DA SILVA etal., 2018; ROSSI et al., 2019; APPANEAL et al.,
2022; ALRAHMANY et al., 2022).

As caracteristicas de A. baumannii como um patégeno multirresistente e invasivo, causador
de uma variedade de infec¢des graves, incluindo pneumonia, sepse, meningite, infeccdes do trato
urinario e de feridas, ressaltam a importancia de se compreender os mecanismos que conferem
resisténcia a esse microrganismo, especialmente aos carbapenémicos (JEAN; HARNOD; HSUEH,
2022). Nossos resultados evidenciaram que de todas as cepas recuperadas de amostras clinicas
diversas carreavam o gene blaoxa-si, reconhecido como marcador da espécie, enquanto 66,7%
apresentaram o gene blaoxa-23, responsavel pela codificacao da principal carbapenemase associada

a uma variedade de surtos em todo o mundo. Esses achados estdo em concordancia com dados
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previamente divulgados na literatura (ROYER et al., 2018; SHARMA et al., 2023). Assim como
de Freitas e colaboradores (2020), que constataram a auséncia do gene blaoxa-23 em cepas
resistentes aos carbapenémicos, sugerimos que uma explicagcdo plausivel pode estar associada a
hiperexpressao de bombas de efluxo ou a perda de porinas. Ambos sao mecanismos descritos que
também contribuem para o aumento da resisténcia bacteriana, sobretudo frente ao meropenem e
imipenem (YOON et al., 2015; NOVOVIC et al., 2015; ROYER et al., 2018).

Além dos mecanismos de resisténcia, a presencga de fatores de viruléncia, como a habilidade
de formar biofilme, associado a sua capacidade de persistir em ambientes hospitalares e
dispositivos médicos, pode desempenhar um papel crucial na emergéncia e propagacao de
fenotipos multirresistentes no ambiente hospitalar (VUOTTO et al., 2014; BADAVE;
KULKARNI, 2015; DUARTE et al., 2016). Neste estudo, ao avaliar a capacidade de formagao de
biofilme de isolados de A. baumannii in vitro, constatamos que 44,4 % dos isolados foram capazes
de formar biofilme. Resultados mais elevados foram encontrados em outros estudos com taxa de
formagao de biofilme variando de 55 a 75% (SANCHEZ et al., 2013, DUARTE et al., 2016;
CASTILHO et al., 2017; EZE et al., 2021).

Todos os isolados testados demonstraram capacidade de aderir a superficie de poliestireno
ndo modificada e apresentaram um nimero consideravel de células viaveis apds 24 horas de
incubagdo, independentemente do perfil de resisténcia. Para quantificar a biomassa do biofilme,
foi utilizada a metodologia do cristal violeta (CV). A coloragdo em microplacas ¢ o método mais
empregado na analise da producdo de biofilme em diversas bactérias e condi¢des, entretanto, ndo
¢ isenta de falhas e limitagcdes (AZEREDO et al., 2017, OMMEN; ZOBEK; MEYER, 2017).

Os isolados H17, H26, H19, H11 e C27 foram identificados como nao-produtores de
biofilme, sugerindo possiveis inadequagdes na técnica de coloragdo, especialmente durante a etapa
de lavagem do CV. Essa etapa, destinada a remover fragmentos de células mortas e células nao
aderidas, pode inadvertidamente deslocar e remover algumas células bacterianas sésseis,
comprometendo a precisao dos resultados (AZEREDO et al., 2017; AMADOR et al., 2021).
Técnicas alternativas, como o uso de safranina e coloragao fluorescente, t€m obtido bons resultados
(AZEREDO et al., 2017, OMMEN; ZOBEK; MEYER, 2017; AMADOR et al., 2021), embora sua
aplicacdo neste trabalho tenha sido inviavel devido a restri¢des técnico-financeiras.

A analise da presenca dos genes de viruléncia, incluindo aqueles associados ao biofilme,

como plcD, bfmS, CsuE, adeH e pgaA, revelou que todos estavam presentes em 100% das cepas
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avaliadas neste estudo, confirmando os resultados encontrados por Zhu e colaboradores (2022),
que identificaram os genes plcD, adeH e pgaA em 100%, 98,7% e 98,7% das cepas investigadas,
respectivamente. Adicionalmente, Li e colaboradores (2021) também observaram significativa
positividade para os genes bfinS (84,6%) e csuE (91,3%), resultados alinhados com os nossos
achados. Em outra pesquisa, Zeighami e colaboradores (2019) destacaram que o gene mais
prevalente foi o csuFE (100%).

Outros genes associados a formacao de biofilme, como csud (77,7%), abal (77,7%), ptk
(88,8%) e bap (88,8%), foram detectados em um numero significativo de isolados examinados.
Porcentagens semelhantes foram descritas em estudos anteriores como de Li e colaboradores
(2021) para os genes csuAd (73,1%) e abal (70,2%), o de Yang e colaboradores (2019) para o gene
bap (79,2%), e o de Zeighami e colaboradores (2019) para o gene ptk (95%).

Virios genes de viruléncia sdo descritos como cruciais na habilidade de formagdo de
biofilme em cepas de A. baumannii. O gene bfmS integra um sistema de regulacdo de dois
componentes (BfmRS), participando de diversas vias metabdlicas em A. baumannii, ¢ esta
fortemente associado a formacao e manutencao do biofilme (PEREZ MORA et al., 2023). Por sua
vez, o gene bap codifica uma proteina fundamental para a formagao e maturacdo de biofilmes em
diversas superficies, além de desempenhar papel crucial nas interacoes célula-célula (ROY et al.,
2022). Os genes csuAd e csuE fazem parte do sistema de montagem de pili csuA/BABCDE e sdo
considerados essenciais para a adesdo das bactérias em superficies abidticas (TOMARAS et al.,
2008; DOLMA et al., 2022). O gene adeH faz parte da bomba de efluxo AdeFGH, conferindo
resisténcia a diversas drogas e contribuindo para a sintese e transporte de moléculas autoindutoras
(ROY et al.,2022). Além disso, o gene plcD codifica uma fosfolipase com atividade lipolitica,
desempenhando papel crucial no processo de invasdo celular por A. baumannii (JACOBS et al.,
2010). Ja o gene pgaA, componente do locus pgaABCD, codifica proteinas envolvidas na sintese
de poli-B-(1,6)-N-acetilglicosamina (PNAG), um dos principais constituintes da matriz
extracelular, essenciais para a formacao e manutenc¢ao do biofilme (UPMANYU et al., 2022). O
gene Abal, integrante do sistema de quorung sensing Abal/AbaR, potencializa a formacao de
biofilme conferindo-lhe uma estrutura mais robusta, com maior produ¢do de polissacarideos
extracelulares e resisténcia (ROY et al., 2022). Também, o gene ptk, um dos elementos essenciais
para a biossintese da capsula, que desempenha um papel significativo na formagao de biofilme

especialmente em isolados multirresistentes (ZEIGHAMI et al., 2019; MENDES et al., 2023).
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Neste trabalho, observamos que mesmo em cepas que carreavam diversos genes de viruléncia, a
habilidade de formar biofilme em superficies de poliestireno ndo foi observada. Isso sugere que
outros fatores, como regulagao negativa de genes, influéncia do ambiente ou mutagdes especificas,
possam afetar suas fungdes (LIOU et al., 2014; ROY et al., 2022).

Outros genes de viruléncia também foram identificados nesta pesquisa, destacando-se a
presenca dos genes basG, basJ, hcp e tssM. Observou-se que os genes basG e basJ estavam
presentes em 100% dos isolados testados, enquanto Acp e tssM estavam presentes em 77,7% deles.
Esses achados sdo consistentes com os resultados do estudo conduzido por Zhu e colaboradores
(2022), que demonstraram a presenca do gene basJ em 100% dos isolados, e com o estudo de Hu
e colaboradores (2018), onde o gene Acp foi identificado em 77,9% dos isolados. Os genes basG ¢
basJ estao envolvidos na biossintese do siderdforo acinetobactina, fundamental para a aquisi¢ao
de ferro, o que viabiliza a sobrevivéncia de 4. baumannii em ambientes com escassez desse metal
(HASAN et al., 2015). Por outro lado, os genes hcp ¢ tssM codificam as proteinas homodnimas,
componentes do sistema de secre¢ao do tipo 6 (SST6), que é responsavel por mediar, via interacao
célula-célula, a transferéncia de toxinas letais para outras bactérias, visando autoprotecdo e
competitividade (REPIZO 2019; WEBER et al., 2017; FITZSIMONS et al., 2018).

Estudos epidemiologicos utilizam técnicas moleculares, como o PFGE, para investigar
surtos e determinar o perfil clonal de patogenos, possibilitando comparagdes entre bactérias de
diferentes fontes e auxiliando no controle de infec¢des ao identificar suas origens e rotas de
transmissdo (NEOH et al., 2019). Neste estudo, os resultados da técnica de PFGE revelaram uma
diversidade clonal marcante, evidenciando a prevaléncia e disseminacdo de quatro pulsotipos
distintos (A-D), juntamente com a identificacdo de dois clones, A e B. Esses resultados confirmam
os achados de Bardbari e colaboradores (2020) e Royer e colaboradores (2015), os quais ndo apenas
identificaram diversos pulsotipos, mas também evidenciaram que o ambiente hospitalar ¢
frequentemente colonizado por varios clones de A. bhaumannii, cuja disseminagdo pode ocorrer por
meio de profissionais de saude, equipamentos ou fomites contaminados. Outra constatagdao
relevante foi a detecgdo do pulsotipo A, presente em cepas resistentes a colistina, com um perfil de
resisténcia similar, provenientes de pacientes internados no PS. Com a implementacdo de medidas
de prevengdo e controle, bem como o isolamento dos pacientes, foi possivel restringir o clone a

essa unidade hospitalar. Apesar desse achado, a associagdo entre a tipagem pelo PFGE e os perfis
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de resisténcia aos antibidticos ndo revelou uma conexao direta entre os padrdes de resisténcia e os
outros pulsotipos identificados.

As conclusoes deste estudo, embora baseadas em um nimero limitado de cepas e restrito a
um unico hospital, suscitam questdes relevantes sobre a interagdo entre os mecanismos de
viruléncia e resisténcia, bem como a capacidade de dissemina¢do dos microrganismos em
ambientes hospitalares. Aprofundar a analise genética e os mecanismos de regulacdo génica ¢
fundamental para ampliar a compreensao desses fendmenos. Destaca-se neste estudo a abordagem
de um numero significativo de genes de viruléncia, associados a formagao de biofilme e as
habilidades de sobrevivéncia e competicdo de A. baumannii. Além disso, a diversidade de
pulsotipos e clones identificados sugere que a contaminacdo cruzada entre diferentes ambientes
pode ter sido mediada de forma indireta por meio de ambientes contaminados e profissionais de
saide. Dessa forma, aprimorar a qualidade dos cuidados de satide demanda estratégias de
prevencao bem planejadas e praticas estabelecidas de controle de infecgdes, sendo medidas
essenciais para evitar a propagacao de surtos ou transmissao horizontal de isolados em ambientes

hospitalares.

6. CONCLUSAO

e A maioria dos pacientes avaliados neste estudo eram mulheres idosas, apresentando
comorbidades como nefropatia, e haviam utilizado dispositivos invasivos, especialmente
CVC e SNG/SNE. A maioria também recebeu tratamento prévio com antibiodticos,
destacando-se o uso de glicopeptideos, polimixina B e piperacilina/tazobactam. Esses
pacientes permaneceram internados por mais de 30 dias, e dos 9 avaliados, 8 ndo
sobreviveram;

e Emrelagdo ao ensaio fenotipico de producdo de biofilme, todos os isolados de A. baumannii
testados demostraram capacidade de aderir a superficie de poliestireno ndo modificada e
apresentam numero consideravel de células vidveis apos 24 horas de incubacao,
independente do perfil de resisténcia;

e Dois isolados foram classificados como moderados produtores de biofilme, 2 foram

considerados produtores fracos, e 5 isolados ndo-produtores de biofilme;
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e Todas as cepas foram classificadas como MDR e carreavam o gene blaoxa-si, enquanto
66,7% apresentaram o gene blaoxa-23, responsavel pela codificacio da principal
carbapenemase presente em A. baumannii,

e Em relacdo a presenca dos genes de viruléncia, observou-se que os genes plcD, bfmS, csuF,
adeH, pgaA, basG e basJ estavam presentes em 100% das cepas avaliadas neste estudo;

e Nao foi possivel estabelecer uma relagao entre a formagao de biofilme e a presenga ou
auséncia dos genes de viruléncia testados;

e Dos resultados obtidos através da técnica de PFGE, observou-se uma diversidade clonal,
com a prevaléncia e disseminacdo de quatro pulsotipos distintos (A-D), juntamente com a
identificacdao dos clones A ¢ B.

e Exceto pela associacao observada entre o pulsotipo A e o perfil de resisténcia das duas
cepas avaliadas, a andlise da relacdo entre a tipagem pelo PFGE e os perfis de resisténcia
aos antibidticos ndo evidenciou uma conexao direta entre esses padrdes € os outros

pulsotipos identificados.
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