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RESUMO

Introducio: Acinetobacter baumannii representa uma séria ameaga clinica, tanto por seu papel
como um importante patdogeno em Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Satde (IRAS),
quanto pela escassez de opcdes terapéuticas, devido a sua alta capacidade de adquirir resisténcia
antimicrobiana e persisténcia no ambiente hospitalar, agravada pela habilidade de formagao de
biofilme. Objetivo: Analisar e comparar a formagao fenotipica de biofilme por cepas clinicas
de A. baumannii, assim como a presenca de genes de viruléncia associados ao biofilme.
Metodologia: Foram avaliadas seis cepas clinicas de 4. baumannii previamente caracterizadas,
obtidas de pacientes internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU), durante os anos de 2015 e 2016. A formagdo fenotipica de biofilme foi avaliada
através das técnicas de adesdo, produ¢ao de biomassa por cristal violeta e contagem de células
viaveis, e a deteccdo dos genes de viruléncia (bfmS, bap, csuk, csuA, adeH, pgaA, abal, ptk,
plcD) através da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional. Resultados:
Todos as cepas exibiram resisténcia aos carbapenémicos e apresentaram capacidade de aderir a
superficie inerte. Adicionalmente, apresentaram um ntimero superior de células viaveis apos 24
horas de incubagdo. A producao de biofilme, avaliada pelo ensaio de cristal violeta, revelou que
50% dos isolados testados foram capazes de formar biofilme. A andlise da amplificagdo dos
genes de viruléncia por PCR indicou que todos os isolados carreavam pelo menos sete dos nove
genes testados, sendo os mais prevalentes bfinS (sistema de regulacdo), csuE (montagem de
pili), ptk (formagao de capsula) e plcD (fosfolipase), presente em todos as cepas. Conclusio:
O presente estudo, apesar de nao encontrar relagdo entre a formacao de biofilme, o perfil de
resisténcia das cepas analisadas e a presenca dos genes de viruléncia testados, levanta questoes
importantes sobre o tema. A habilidade de formar biofilme, associada com a presenca de
diferentes genes de viruléncia, pode contribuir para a emergéncia e a disseminagdo de fenotipos
adaptativos no ambiente hospitalar. Aprofundar a andlise génica e seus mecanismos de

regulagdo seria essencial para aprimorar a compreensao desses fenomenos.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; biofilme; viruléncia; PCR.



ABSTRACT

Introduction: Acinetobacter baumannii represents a serious clinical threat, both due to its role
as an important pathogen in Healthcare-associated infections (HAIs) and the lack of therapeutic
options, as to its high capacity to acquire antimicrobial resistance and persistence in the hospital
environment, increased by its ability to form biofilm. Objective: To analyze and compare the
phenotypic biofilm formation of clinical strains of A. baumannii, as well as the presence of
biofilm-associated virulence genes. Methodology: Six previously characterized clinical strains
of A. baumannii, obtained from patients admitted to the Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU) during the years 2015 and 2016, were evaluated. Phenotypic
biofilm formation was assessed using adhesion techniques, biomass production by crystal violet
staining, and viable cell counting, while detection of virulence genes (bfmS, bap, csuE, csuA,
adeH, pgaA, abal, ptk, plcD) was performed using conventional Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique. Results: All strains exhibited resistance to carbapenems and demonstrated
the ability to adhere to inert surfaces. Moreover, they exhibited a higher count of viable cells
following 24 hours of incubation. Evaluation of biofilm formation, conducted through the
crystal violet assay, indicated that 50% of the tested isolates were capable to form biofilm.
Analysis of virulence gene amplification via PCR revealed that all isolates carried at least seven
out of the nine tested genes, with the most prevalent being bfinS (regulatory system), csuE (pilus
assembly), ptk (capsule formation), and plcD (phospholipase), which were present in all strains.
Conclusion: Despite not finding a relationship between biofilm formation, the resistance
profile of the analyzed strains, and the presence of the tested virulence genes, this study raises
significant matter in this field. The capacity for biofilm formation, coupled with the presence
of different virulence genes, could potentially foster the emergence, and spread of adaptive
phenotypes within hospital settings. Delving deeper into gene analysis and its regulatory

mechanisms is imperative for enhancing comprehension of these phenomena.

Keywords: Acinetobacter baumannii; biofilm; virulence; PCR.
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1. INTRODUCAO

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) representam um grande
desafio para a saude publica no Brasil e no mundo, contribuindo para o aumento das taxas de
morbidade e mortalidade entre os pacientes afetados (LEONCIO et al., 2019). Essa questdo ¢
especialmente preocupante entre segmentos mais vulneraveis da populacdo, como idosos,
criangas e individuos imunocomprometidos, que exercem pressdo adicional sobre os sistemas
de saude (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017). Além disso, as IRAS frequentemente estdo
associadas a patogenos altamente resistentes a antimicrobianos, comprometendo a eficacia dos
tratamentos médicos e favorecendo a disseminacao de cepas resistentes (URZEDO et al., 2020).

Entre os principais microrganismos associados as IRAS, Acinetobacter baumannii
destaca-se devido a sua plasticidade na aquisi¢ao de mecanismos de resisténcia e viruléncia,
assim como pela capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia em diferentes ambientes, como
superficies e dispositivos invasivos (EZE; CHENIA; ZOWALATY, 2018; CAVALCANTE et
al., 2019). Essa habilidade ¢ uma das principais razdes para sua persisténcia e sucesso como
patdgeno oportunista, podendo causar infecgdes graves em pacientes imunocomprometidos,
sendo as mais frequentes as infec¢des de corrente sanguinea, pneumonia associada a ventilagcdo
mecanica e infec¢des no trato urinario (HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018; GEDEFIE
et al., 2021; TIKU, 2022). A importancia clinica desta bactéria decorre da sua erradicacao
dificil, considerando as limitadas op¢des para tratamento de infec¢des graves em decorréncia
do aumento da prevaléncia de amostras multirresistentes (MDR), extensivamente resistentes
(XDR) e pan-resistentes (PDR) no ambiente hospitalar (KYRIAKIDIS et al., 2021).

O fenotipo de resisténcia as multiplas drogas em A. baumannii ¢ mediado por varios
mecanismos de resisténcia, incluindo a modificacao de sitio alvo, inativagao enzimatica, efluxo
ativo e diminui¢ao no influxo dos antimicrobianos (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007,
LEE et al., 2017). A resisténcia pode ser intrinseca, devido a produgdo de cefalosporinases
codificadas cromossomicamente, além da baixa permeabilidade de membrana, ou adquirida,
apos a transferéncia de genes ou mutacdo de genes estruturais ou regulatérios (YOON;
COURVALIN; GRILLOT-COURVALIN, 2013; IBRAHIM, et al., 2021).

Atualmente, a produgdo de P-lactamases, especialmente da classe D
(oxacilinases/OXA), permanece como o mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos mais
relevante em A. baumannii (RAMIREZ; BONOMO; TOLMASKY, 2020). Diversos grupos
dessas enzimas foram identificados nesse microrganismo, incluindo as intrinsecas, como a

OXA-51, e as adquiridas, como a OXA-23, OXA-58, OXA-24/40, OXA-143 e OXA-235



(HAMIDIAN; NIGRO, 2019). A disseminacao de clones carreando o gene blaoxa-23,
associados a outros mecanismos de resisténcia, como perda de porinas e hiperexpressao de
bombas de efluxo, podem explicar a prevaléncia de isolados MDR, XDR e PDR em surtos no
ambiente hospitalar IBRAHIM et al., 2021).

Além da resisténcia, a viruléncia das cepas, particularmente a capacidade de produzir
biofilme, contribui para sua persisténcia e dissemina¢do nos hospitais. Os biofilmes
caracterizam-se como uma comunidade complexa de bactérias que se aderem umas as outras,
sendo capazes de se ligar a diferentes superficies, sejam elas vivas, como tecidos humanos, ou
inertes, como dispositivos médicos invasivos (MEA; YONG; WONG, 2021). Estas células
aderentes sdo envolvidas em uma matriz de polimero extracelular composta principalmente por
polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipideos (LAPPIN-SCOTT; BASS, 2001;
FLEMMING; WINGENDER, 2010). Esse estilo de vida microbiano permite que as bactérias
suportem condi¢des ambientais hostis, como a escassez de nutrientes, mudanga de temperatura
e dessecacdo (CHOUDHARY; SHRIVASTAVA; VASHISTT, 2022). As bactérias inseridas
dentro de um biofilme podem escapar das respostas imunes do hospedeiro e resistir aos
tratamentos antimicrobianos até¢ 1000 vezes mais do que suas contrapartes planctonicas, as
tornando capazes de causar uma ampla gama de doengas e infec¢des graves (LEWIS, 2021).

Existem diversos fatores de viruléncia envolvidos na formagao de biofilme de A.
baumannii. Tém-se observado que algumas proteinas codificadas por determinados genes,
parecem ser indispensaveis para o €xito desse patdgeno no ambiente e nas interagdes com seus
hospedeiros, tais como: proteinas associadas ao biofilme (bap), pili (csudBCDE), sistema de
regulacdo (bfmRS), sistema de comunicacao celular/quorum sensing (abal), polissacarideos
(pgaABCD), formagdao de capsula (ptk), sistemas de efluxo (adeH) e fosfolipases (plcD)
(Quadro 1) (GADDY; ACTIS, 2009; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018; HUA et al.,
2021; SILVA et al., 2021; TIKU, 2022). Até o momento, permanece incerto como esses fatores
de viruléncia contribuem para a formacao de biofilme e a resisténcia aos antibidticos. A
investigacao dessa relacao ¢ fundamental para aprimorar a compreensdo das interacdes desse
microrganismo no ambiente e com os hospedeiros, podendo resultar em intervengdes potenciais

que impactem o progndstico dos pacientes.



Quadro 1. Genes associados a formag¢ao de biofilme em A. baumannii

células do hospedeiro.

Gene Produto génico Funcio Referéncia
Auxiliar na formacdo ¢ manutencao
bfinS Sistema  de  regulagdo | 4. pipfilme em superficies abidticas ROY et al.. 2022
(BfinRS) e resisténcia antimicrobiana.
Auxiliar na formacdo de biofilme
Proteina associada ao | promovendo a adesdo das células
bap ) ) o UPMANYU; HAQ; SINGH, 2022
biofilme bacterianas a superficies bioticas e
abidticas.
Sistema de transporte e | Auxiliar na montagem de pili e
. ) . EZE; CHENIA; ZOWALATY, 2018
csuABCDE | montagem de pili | formagdo de biofilme em superficies
. o GEDEFIE et al., 2021
(fimbrias) abidticas.
Sintetizar e transportar de moléculas
) auto indutoras; contribui para a | EZE; CHENIA; ZOWALATY, 2018
adeH Sistemas de efluxo _ _ )
resisténcia do patdogeno a vérios ZHU et al., 2022
antibioticos.
Estimular a formagdo de polimeros
pgaA Polissacarideos dos principais componentes da CHOlI et al., 2009
matriz extracelular.
Sistema de comunicagdo )
abal Regular o sistema quorum sensing. GEDEFIE et al., 2021
celular/quorum sensing
Formacdo do fator de | Tem associacdo com a formacgdo de
ptk ) . . MENDES et al.,2023
viruléncia capsula. capsula e formacdo de biofilme.
] _ Facilitar a invasdo bacteriana nas
pleD Sistema de fosfolipases ZHU et al., 2022
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo analisar e comparar a formagao fenotipica de biofilme
em cepas clinicas de 4. baumannii provenientes de infec¢des graves, além de detectar a

presenca de genes de viruléncia associados ao biofilme.

2.2 Objetivos Especificos

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

e Avaliar a presenca de genes de viruléncia associados ao biofilme de 4. baumannii
(bfmS, bap, csuE, csud, adeH, pgaA, abal, ptk, plcD) pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) convencional;

e Examinar a relacdo entre a formacao de biofilme, o fenotipo de resisténcia a antibidticos

e a presenga dos genes de viruléncia em isolados clinicos de A. baumannii.

3. METODOLOGIA

3.1 Cepas bacterianas

Foram avaliadas seis cepas clinicas de 4. baumannii previamente caracterizadas e
pertencentes a colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia Molecular (MICROMOL)
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), obtidas de pacientes internados no Hospital de
Clinicas da UFU (HC-UFU). As cepas foram selecionadas a partir de dados preliminares como
perfil de resisténcia e sitio de infec¢do. A tabela 1 exibe alguns dados dos isolados clinicos de

A. baumannii estudados.
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Tabela 1. Caracterizacao das cepas selecionadas para o estudo

Data de Sitio de  Diagnéstico de  Unidade de

Cepa . ) . ) . Evolucao Perfil de resisténcia Gendtipo de Oxacilinase
Isolamento Infeccio internacao internacao
Ca d .
Ab78  22/10/2015  Sangue {“)Ziza © UTI Obito IMP, MER blaoxasi™: blaoxazs"
Neoplasia
Ab 84  26/10/2015  Sangue maligna de UTI Obito APS, CPM, CIP, IMP, MER blaoxa-s1": blaoxa-23"
encéfalo
Ab92  08/12/2015 Sangue Adenocarcinoma ONCO Obito IMP, MER blaoxa-s1"; blaoxa-23"
. o AMI, APS, CPM, CIP, IMP, + .
Ab 106 23/02/2016  Sangue Politrauma UTI Obito MER. TIG blaoxa-s1"; blaoxa-23
Ab 114  09/03/2016  Sangue  Oclusdo arterial UTI Obito CPM, CIP, IMP, MER blaoxa-s1": blaoxa-23"
, AMI, AP PM, CIP, IMP
Ab 120 15/03/2016  Sangue Hepatite C CM Obito ’ S,ISIER’ CIp, ’ blaoxa-s1": blaoxa-23"

UTI, Unidade de Terapia Intensiva; ONCO, Oncologia; CM, Clinica Médica; AMI, amicacina; APS, ampicilina/sulbactam; CPM, cefepime; CIP, ciprofloxacina; IMP, imipenem;
MER, meropenem; TIG, tigeciclina.
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3.2 Avaliacao da producao de Biofilme

As seis cepas clinicas de 4. baumannii previamente selecionadas foram utilizadas para
a realizagdo 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 indculo 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.
3.2.1 Preparacao 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 agitacdo a 120 rpm.

3.2.2 Ensaio de adesao 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, 15 minutos) e diluida para
uma concentragdo celular de aproximadamente 107 células/mL em caldo TSB. 200 pL dessa
suspensao 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 duas horas a
37°C sob agitagdo a 120 rpm. Ap0s o periodo de adesdo, os pocos foram raspados para remogao
das células aderidas (scrapping) por tempo determinado (I minuto e 30 segundos). E em
seguida foram realizadas dilui¢des seriadas e as suspensoes celulares foram plaqueadas em agar

TSA (Tryptic Soy Agar) para enumeracao das células.
3.2.3 Contagem de células viaveis no biofilme

Foram realizados dois ensaios diferentes para formacdo de biofilme, um para
enumeracao de c€lulas viaveis do biofilme e outro para quantificagdo de biomassa. A suspensao
celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi diluida para uma concentragio
celular de aproximadamente 107 células/mL. Para cada amostra, 200 uL dessa suspensio de
células foram inoculadas em trés pocos da microplaca de poliestireno estéril. Apos 24 horas de

incubacdo, os pogos foram raspados para remocao das células aderidas (scrapping) por tempo
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determinado (1 minuto e 30 segundos). E em seguida foram realizadas dilui¢cdes seriadas e as

suspensoes celulares foram plaqueadas em Agar TSA para enumeracao das células.

3.2.4 Producao de biomassa

Para os ensaios de quantificacdo de biomassa por cristal violeta, cada bactéria teste foi
inoculada em oito pocos da microplaca. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob
agitacdo a 120 rpm. Os biofilmes foram lavados trés vezes com solucdo salina estéril e, em
seguida, os pocos foram preenchidos com metanol por 15 minutos para fixagdo do biofilme.
Apos 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 poco por cinco minutos. Os pocos foram lavados com agua destilada
estéril e secos a temperatura ambiente. 200 uL. de solu¢do de acido acético 33% foram
adicionados a cada pogo para solubilizar o corante. A microplaca foi incubada por dez minutos,
a temperatura ambiente. 100 pL da solucdo de cristal violeta solubilizado foram transferidos
para nova placa e a absorbancia foi avaliada em leitor a 560 nm com solugdo de acido acético

33% como branco.

3.2.5 Classificaciao do biofilme

Ap0s 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 producdo de biofilme

Valor médio da DO Producao de Biofilme
DO!'<DO2 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 otica (DO): média da DO controle negativo + 3x desvio
padrdo; 'DO; da amostra; 2DO, do controle negativo. “A biomassa pode ndo ter sido
detectada por limitagdes técnicas (vide discussio).
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3.3.1 Deteccao dos genes de viruléncia pela Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para avaliar a presenca dos genes de viruléncia bfmS, bap, csuE, csuA, adeH, pgaA,

abal, ptk e plcD, foi realizada a técnica de PCR convencional com primers consensos para cada

gene. Os primers foram desenhados e validados in silico, para este estudo (Tabela 3). Foram

utilizados reagentes para um volume final de rea¢do de 25 pL, conforme descrito na tabela 4.

Como controle positivo da reacdo foi utilizada a cepa 4. baumannii ATCC 19606.

Tabela 3. Lista de primers para detec¢ao dos genes de viruléncia utilizados nesse estudo

Temperatura de

Produto

Gene Sequéncia (5° - 3’
1 ( ) anelamento (°C) amplificado (pb)
bfinS F:TGCCGTTAGAGCGCAAAATC 55 105
R: TTGCCATTTCATCGCTTCCC
ba F:ACCCAGGTTTGAATGATGGC 55 75
P R:TTGCTGGGCCTGATGTATTG
esuE F: TCTTTTTAGCGGGCCTGATG 55 99
R:TTTAACGGTGAGTCGGCTTG
csud F:GCGGGTGAAATCGGAGCTAA 50 146
R: ACCCCTTTAAAAGCTGTGGT
adeH F:AGCAAACTCGTGGTGAATGG 55 106
R: TTTGCTGCCACCGCTTTTAG
pgaA F:-TTAGAGGGCGTTCAAAAGCG 55 137
R: AGCAAACTCGGCCTTTTTCG
abal F:TCAAATCCGCCTTCCTCTAGC 52 98
R: TTTGCGCCTTGTTCTCTTGC
ptk F: AGTTGCACGTTCGGTTAACC 55 127
R:ACCTGCTCAGTTCGCAAAAG
pleD F: TGTCATGTTGGTTGGAGCTG 55 113

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

Reagentes Volume Concentracao 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 condigdes: desnaturacgao inicial a 95°C por dois minutos; seguido
de 30 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 30 segundos; anelamento a temperatura especifica
de cada primer por um minuto, extensao a 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por cinco
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 pL de SYBER®
Safe (Applied Biosystems®) para cada 100 mL de tampo e fotografado utilizando o sistema de

fotodocumentagio L-Pix EX (Loccus Biotecnologia®).

3.4 Analise estatistica

Para a avaliagdo do biofilme, os ensaios quantitativos foram comparados por meio de
analise de variancia simples (One way ANOVA) ou pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando
como pos-testes os testes de comparagdo multipla de Bonferroni ou Dunn's, quando apropriado.
Todos os testes foram realizados com um intervalo de confianga de 95%, considerando
significativo P<0,05. As andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico

GraphPad Prism® 9.0 (San Diego, CA).

3.5 Comité de Etica

Considerando que as amostras empregadas neste estudo fazem parte do acervo de
culturas do Laboratorio de Microbiologia Molecular (MICROMOL) da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU), a necessidade de aprovacao pelo comité de ética em pesquisa tornou-se

dispensavel.
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4. RESULTADOS

Tanto para a avaliagdo fenotipica da formagdo de biofilme quanto para a detec¢ao dos
genes de viruléncia associados ao biofilme através da técnica de PCR convencional, foram
selecionadas seis cepas clinicas de A. baumannii, isoladas de amostras de sangue de pacientes
internados no HC-UFU, conforme apresentado na tabela 1. Todas as cepas exibiram resisténcia
aos carbapenémicos.

Para o ensaio de biofilme, no periodo de duas horas, observou-se que todas as cepas de
A. baumannii avaliadas aderiram a superficie de poliestireno ndo modificada, com 66,6% (4/6)
dos isolados apresentando taxas de adesdo superiores e estatisticamente significativas em
relacdo ao controle (Fig. 1A). Adicionalmente, apresentaram um ntimero superior de células
viadveis apoOs 24 horas de incubag¢do, quando comparadas ao ensaio de adesao (Fig. 1B). Todas
as cepas exibiram um nimero significativamente menor de células viaveis quando comparadas
ao controle (ATCC 19606) (Fig. 1B). Em relacdo a quantificagdo da producao de biomassa,
avaliada pelo ensaio de cristal violeta, foi possivel inferir que as cepas Ab 78, Ab 106, Ab 114
e Ab 120 produziram uma quantidade significativamente menor de biomassa em comparacao

com o controle (p < 0,05) (Fig 1C).
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Figura 1. Avaliacdo do nimero de células aderidas, formacao de biofilme e biomassa em 6 isolados clinicos de A.
baumannii. (A) Numero de células aderidas em placas de poliestireno apos 2 h de contato; (B) Concentragao
celular do biofilme; (C) Biomassa do biofilme expressa como densidade oOptica do cristal violeta (DO sgonm).
Resultados representam médias com desvio padrao (barras de erro) de trés experimentos independentes.
**p<0,001, ***p<0,0001, ****p<0,00001, no teste de Kruskal-Wallis e comparagdo 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 4. baumanni foi de 0,16 £
0,06. A producdo de biofilme, avaliada pelo método quantitativo, revelou que um isolado
(16,6%; 1/6) foi classificado como moderado produtor de biofilme, assim como o controle
ATCC 19606, dois (33,3%; 2/6) foram considerados fraco produtores, e trés isolados (50%;
3/6) ndo-produtores de biofilme (Tabela 5).

A amplificagdo dos genes de viruléncia (bfmS, bap, csuE, csuA, adeH, pgaA, abal, ptk
e plcD) indicou que todos os seis isolados clinicos de A. baumannii carreavam pelo menos sete
desses genes relacionados a formagao de biofilme (Tabela 5). Os genes mais prevalentes foram
bfmS, csuE, ptk e plcD, presente em todos as cepas. A ocorréncia dos genes bap, csuAd, adeH,
pgaAd e abal foi de 66,6% (4/6), 83,3% (5/6), 83,3% (5/6), 66,6% (4/6) e 16,6% (1/6),
respectivamente. Observou-se a coexisténcia de até oito genes em um mesmo isolado, como
notado na cepa Ab 92, e sete genes nos demais isolados.

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

resisténcia, e a presenca dos genes de viruléncia associados ao biofilme.

Tabela 5. Producdo de biofilme, multirresisténcia e presenca de genes de viruléncia associados ao biofilme em
cepas clinicas de 4. baumannii

Producao Fenoétipo Genes
Cepas DO! de de

biofilme Resisténcia bfmS bap csuE csuA adeH pgaA abal ptk plcD
ATCC
19606 0,33 Moderado - + + + + + + + + +
(controle)
Ab 78 0,07 Nio produtor Nao-MDR? + + + + - + - + +
Ab 84 0,31 Moderado MDR + - + + + I _ T n
Ab 92 0,24 Fraco Nao-MDR + + + + + + - + +
Ab 106 0,12 Fraco XDR? + - + - + + + + +
Ab 114 0,04 Nao produtor MDR + + + + + - - + +
Ab 120 0,04 Nao produtor MDR + + + + + - - + +

'Média da densidade optica; "MDR:multidrug-resistance, multirresistente; >XDR: extensively drug-resistant, extensivamente resistente.
+ (deteccdo do gene). - (gene ndo detectado).
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5. DISCUSSAO

A. baumannii ¢ um patdgeno nosocomial que causa infec¢des graves, especialmente em
pacientes criticos, € a disseminagdo de cepas MDR desse microrganismo ¢ motivo de
preocupacao global (HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018). A Organiza¢dao Mundial da
Satde (OMS), no ano de 2017, incluiu 4. baumannii resistente aos carbapenémicos no grupo
critico da lista de bactérias que representam a maior ameaga a saide humana, priorizando os
esforcos de pesquisa e desenvolvimento para novos tratamentos antimicrobianos (WHO, 2017).

Além da resisténcia aos carbapenémicos identificada em todas as cepas analisadas neste
estudo, o que representa um desafio significativo no tratamento de infecgdes causadas por este
patdgeno, a presenca 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 propagacdo de fenotipos multirresistentes no
ambiente hospitalar (VUOTTO et al., 2014; BADAVE; KULKARNI, 2015; DUARTE et al.,
2016). Neste estudo, ao avaliar a capacidade de formagdao de biofilme de isolados de A.
baumannii in vitro, constatamos que 50% dos isolados foram capazes de formar biofilme.
Foram encontrados em outros estudos, taxas de formagao de biofilme superiores, variando de
55a75% (SANCHEZ et al., 2013, DUARTE et al., 2016; CASTILHO et al., 2017).

Todos os isolados testados tém a capacidade de aderir a superficie de poliestireno ndo
modificada, passo considerado essencial, e apresentam ntimero consideravel de células viaveis
apos 24 horas de incubacgao, independente do perfil de resisténcia, confirmando assim uma das
principais caracteristicas dessa espécie. A fim de quantificar a biomassa do biofilme, utilizou-
se, neste trabalho, a metodologia do cristal violeta. A coloragdo em microplacas ¢ um método
amplamente utilizado para andlise da produgdo de biofilme em diferentes bactérias e em
diferentes condi¢des, e o ensaio de cristal violeta ¢ atualmente o mais utilizado para a
quantificagdo de biomassa do biofilme (AZEREDO et al., 2016; OMMEN; ZOBEK; MEYER,
2017).

As cepas Ab 78, Ab 114 e Ab 120 foram caracterizadas como ndo-produtoras de
biofilme, sugerindo possiveis inadequacdes na técnica de coloragdo, especialmente durante a
etapa de lavagem do cristal violeta. Essa etapa, destinada a remover fragmentos de células
mortas e células ndo aderidas, pode inadvertidamente deslocar e remover algumas células
bacterianas sésseis, comprometendo a precisdo dos resultados (AZEREDO et al., 2016). Além
disso, o contato da amostra com uma interface ar-liquido durante a lavagem pode resultar no

desprendimento de um niimero imprevisivel de microrganismos aderidos, podendo subestimar
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ou superestimar os resultados (GOMEZ-SUAREZ; BUSSCHER, VAN DER MEI, 2001;
AZEREDO et al., 2016).

A avaliacao convencional da produgdo de biofilme, realizada apenas por meio do ensaio
de cristal violeta, ndo ¢ isenta de falhas e ¢ limitada, pois fornece estimativa da biomassa e ¢
pouco reprodutivel devido as variagdes nas etapas de lavagem. O presente estudo, além de
realizar esse método, também quantificou o numero de células viaveis no biofilme,
evidenciando que todos os isolados apresentaram uma quantidade consideravel de células apos
24 horas de incubacgao. Alternativas, como o uso de resazurina e safranina, que sao corantes nao
toxicos e mais reprodutiveis, tém sido utilizados em outros estudos com bons resultados,
embora sua aplicagdo neste trabalho tenha sido inviavel devido a restrigdes técnico-financeiras
(AZEREDO et al., 2016; OMMEN; ZOBEK; MEYER, 2017).

Quando se discute a relagdo entre os fenotipos de resisténcia a antibioticos e a formagao
de biofilme em 4. baumannii, o assunto permanece controverso. Estudos prévios demonstraram
uma correlagdo positiva entre o fendtipo MDR e a capacidade de producao de biofilme
(GURUNG et al., 2013; SANCHEZ et al., 2013; YANG et al., 2019, ROY et al., 2022). No
entanto, nossos resultados contradizem essa associacao, indicando que nao ha relacao entre a
formag¢dao de biofilme e a multirresisténcia nas cepas clinicas avaliadas neste estudo,
corroborando com resultados de outras pesquisas (DE CAMPOS et al., 2016; THUMMEEPAK
etal., 2016; ROY et al., 2022).

Estudos anteriores também apresentaram uma frequéncia elevada desses genes, como o
csuFE, identificado em 100% dos isolados examinados por Zeighami e colaboradores (2019) e
em 85% dos avaliados por Silva e colaboradores (2021). Além disso, os genes bfinS e ptk foram
identificados em 92% e 95% dos isolados estudados por Zeighami e colaboradores (2019),
respectivamente. O gene plcD foi identificado em 100% dos isolados estudados por Zhu e
colaboradores (2022), assim como em nosso estudo. A presenca dos genes csuAd (83,3%) e adeH
(83,3%) em nosso trabalho corrobora com resultados semelhantes aos estudos prévios de Li e
colaboradores (2021) e Zhu e colaboradores (2022). Por outro lado, a ocorréncia dos genes
pgaAd (66,6%) e abal (16,6%) ¢ significativamente inferior aos resultados encontrados em
outros trabalhos (LI et al., 2021; ZHU et al., 2022). Além disso, o gene bap (66,6%) demonstrou
uma prevaléncia similar aquela observada por Thummeepak e colaboradores (2016).

Sabe-se que certos genes de viruléncia desempenham um papel crucial na formagao de
biofilme em A. baumannii. O gene bap codifica uma proteina de alto peso molecular, que
desempenha um papel fundamental nas interagdes entre células, além de ser essencial para a

formacao e maturacao do biofilme em diversas superficies, como polipropileno, poliestireno e
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titanio (LASA; PENADES, et al.,2006). A presenca desse gene em isolados capazes de formar
o biofilme é recorrente em diversos estudos, sendo identificado em 100% dos isolados avaliados
por Silva e colaboradores (2021) e em 92% dos estudados por Fallah e colaboradores (2017),
levando os autores a considerarem que o gene bap ¢ um componente-chave para a formagao do
biofilme. De forma divergente, tanto Thummeepak e colaboradores (2016) quanto nosso estudo
ndo encontraram a presenga desse gene em todos os isolados capazes de produzir biofilme.

Ao avaliarmos a presencga dos genes csuE e csuA, notamos que ambos apresentaram alta
ocorréncia nos isolados, mesmo naqueles classificados como nao produtores de biofilme. A
presenca do gene csuE foi detectada em todos os isolados, enquanto o csuA foi identificado em
83,3% deles, resultados congruentes com achados anteriores em estudos similares (ZEIGHAMI
et al., 2019; SILVA et al., 2021; ZHU et al., 2022). Esses genes sdo considerados essenciais
para a fixagdo das bactérias em superficies abidticas, pois medeiam a montagem do pili, o que
leva a formacao de microcoldnias e ao desenvolvimento do biofilme (TOMARAS et al., 2003).

Em A. baumannii, o quorum sensing ¢ controlado pelo sistema de dois componentes
abal/abaR (OH; HAN, 2020). Ao analisarmos a presenga do gene abal em nossos isolados,
observamos uma incidéncia relativamente baixa (16,6%). Acredita-se que a presenca desse
gene potencialize a capacidade de 4. baumannii em formar biofilme em superficies abioticas,
resultando em uma estrutura mais robusta ¢ em maior producdo de polissacarideos
extracelulares (EPS), o que, por sua vez, aumenta a resisténcia aos antibidticos (ROY et al.,
2022). Nossos resultados contrariam essa observacdo, uma vez que o isolado Ab 106 foi
classificado como produtor fraco de biofilme, além de ser a unica cepa XDR do estudo. A
ocorréncia desse gene em outros trabalhos € mais elevada, sendo identificado em 100% e 70,2%
dos isolados em pesquisas conduzidas por Zhu e colaboradores (2022) e Li e colaboradores
(2021), respectivamente.

O gene bfmS faz parte um sistema de regulacdo de dois componentes (BfmRS),
envolvido em diversas vias metabolicas em A. baumannii, ¢ esta fortemente associado a
formagdo e manutengdo do biofilme (PEREZ MORA et al., 2023). Em nosso estudo, nao
encontramos relacdo entre a presenga do gene bfimS e a formagao de biofilme. No entanto, ¢
importante destacar que trabalhos anteriores, como o conduzido por Liou e colaboradores
(2014), demostraram que mutacdes nesse gene podem resultar na reducdo da formacdo de
biofilme e na diminui¢do da aderéncia das células a superficies abioticas. Essa hipotese poderia
corroborar com os nossos resultados, visto que, mesmo sendo todos os isolados positivos para
o gene, 3 foram considerados ndo produtores e 2 foram classificados como produtores fracos

de biofilme.
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Outro fator essencial para a viruléncia em A. baumannii é a presenga da capsula, sendo
o gene ptk um dos elementos essenciais na sua biossintese (MENDES et al., 2023). Segundo
Zeighami e colaboradores (2019), acredita-se que esse gene desempenha um papel significativo
na formagao de biofilme em isolados que apresentam multirresisténcia, e a presenca dessa
proteina contribuiria para a formacao de um biofilme forte. Em nosso trabalho, apesar de todos
os isolados apresentarem o gene, ndo conseguimos relacionar esse resultado com a formacgao
fenotipica de biofilme.

Adicionalmente, outros genes importantes como plcD, que codifica fosfolipase com
atividade lipolitica e que desempenha um papel crucial no processo de invasdo celular por 4.
baumannii, e o gene pgaA, que faz parte do locus pgaABCD e que codifica proteinas envolvidas
na sintese de poli-B-(1,6)-N-acetilglicosamina (PNAG), um dos principais componentes da
matriz extracelular, também sdo essenciais para a formac¢ao e manutencao do biofilme (CHOI
et al., 2009). Também, o gene adeH, que faz parte do operon adeFGH, codifica uma bomba de
efluxo multidroga e estd envolvido na sintese e transporte de moléculas auto indutoras (EZE;
CHENIA; ZOWALATY, 2018; ZHU et al., 2022). Neste estudo, observou-se que as taxas de
deteccdo de adeH e plcD foram altas, presentes em 83,3% dos isolados e 100%,
respectivamente, assim como observado no trabalho de Zhu e colaboradores (2022). Em relagao
a detecgdo do gene pgaAd (66,6%), percebeu-se que foi inferior em comparagdo com outros
estudos (SOUZA, 2022; ZHU et al., 2022).

Ao analisarmos os resultados da PCR em associacdo a classificagdo do biofilme,
observamos que apesar de todos os 6 isolados clinicos de A. baumannii carrearem ao menos
sete desses genes, nenhum deles foi classificado como forte produtor de biofilme. Essa
desconexdo entre a presenca genética e a expressao fenotipica pode ser influenciada por uma
variedade de fatores, como a regulagdo negativa de genes, a influéncia do ambiente, ou até
mesmo mutagdes especificas que afetam a funcdo desses genes (LIOU et al., 2014; ROY et al.,
2022). Além de realizar a quantificagdo da biomassa do biofilme por uma técnica diferente do
ensaio do cristal violeta, o uso de ferramentas moleculares, como a PCR quantitativa em tempo
real (RT-gPCR) e o sequenciamento do genoma completo, poderiam contribuir para comprovar
a regulacdo negativa ou a presenc¢a de mutagdes que poderiam estar impactando na modulagao
desses resultados.

As conclusdes desta pesquisa, embora baseadas em um numero limitado de cepas
avaliadas, levantam questdes sobre os mecanismos pelos quais 0s microrganismos mantém um
equilibrio entre a formacdo de biofilme, a resisténcia a antibidticos e o fitness bacteriano,

podendo impactar significativamente em sua aptidao biologica, bem como em sua capacidade
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de sobrevivéncia e competitividade em ambientes hostis. Aprofundar a andlise dos elementos
genéticos moveis e dos mecanismos de regulacdo génica ¢ crucial para aprimorar a

compreensao desses fendmenos.

6. CONCLUSAO

e Todos os isolados de A. baumannii testados t€ém a capacidade de aderir a
superficie de poliestireno nao modificada, e apresentam niimero consideravel de
células viaveis ap6s 24 horas de incubagdo, independente do perfil de
resisténcia;

e Um isolado foi classificado como moderado produtor de biofilme, dois foram
considerados fraco produtores, e trés isolados ndo-produtores de biofilme;

e Emrelacdo a presenca dos genes de viruléncia associados ao biofilme, observou-
se que os genes bfmS, csuE, ptk e plcD foram os mais prevalentes, estando
presentes em todas as cepas analisadas neste trabalho;

e Nao foi possivel estabelecer uma relagdo entre a formacao de biofilme, o perfil
de resisténcia das bactérias analisadas e a presenga ou auséncia dos genes de

viruléncia testados.
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