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RESUMO

Acinetobacter baumannii é uma bactéria gram-negativa frequentemente associada a IRAS
(infeccdes relacionadas a assisténcia em saude) representando um desafio crescente na saude
publica devido a sua resisténcia a multiplos antimicrobianos. Acinetobacter baumannii pertence
ao grupo “ESKAPEE” (acrénomo para Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp
e Escherichia coli) que é composto por seis patdgenos com multirresisténcia e viruléncia.
Notavel por sua capacidade de formar biofilmes, que sdo estruturas complexas de células
aderidas a superficies, e pela diversidade de clones circulantes que complicam o controle das
infeccBes. Além disso, a formacdo de Smalls colony variants (SCVs) tem sido associada a uma
maior viruléncia e resisténcia. Este trabalho tem como objetivo analisar a formacéo de biofilmes
e a ocorréncia de SCVs em diferentes clones resistentes e sensiveis de A. baumannii, bem como
investigar a presenca do gene bap, associado & formagdo de biofilmes. Os biofilmes foram
desenvolvidos em condicgdes estaticas em placas de 6 pocos a 37°C por 24 h. Os resultados
demonstraram que cepas de A. baumannii resistentes a colistina produzem maior densidade
celular de biofilme [5,02 x 10 UFC/mL] do que cepas sensiveis [4,9 x 10° UFC/mL] (p =
0,0173). Inclusive, as cepas resistentes de A. baumannii produzem uma maior frequéncia de
geragdo de SCVs [5,4 x 10?] quando comparados aos isolados sensiveis [1 x 10%] (p = 0,0226).
Foram identificados 3 clones de A. baumannii, onde o clone 2 foi capaz de gerar maior densidade
de células no biofilme sob pressdo de concentragdo subinibitdria de colistina [1,29 x 10%
UFC/mL], quando comparado aos clones 1 e 3 [5,22 x 10 UFC/mL, 1,79 x 10! UFC/mL]
respectivamente (p = 0,033) e (p = 0,021). Ademais, a presenca do gene bap foi observada em
todos os isolados de A. baumannii analisados, sugerindo seu papel crucial na adeséo e
persisténcia desse patdgeno. Portanto, a formacao de biofilmes em A. baumannii com densidades
celulares muito altas representa um desafio significativo para o tratamento das IRAS, e a
disseminacdo global dos clones mundiais acentua essa problematica, o que evidencia a
necessidade urgente de desenvolver estratégias eficazes de controle e prevencédo, sendo crucial
intensificar a pesquisa sobre os mecanismos de resisténcia e desenvolver novas abordagens

terapéuticas, além de implementar medidas rigorosas de vigilancia em ambientes de salde.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. SCVs. Biofilmes. Diversidade clonal.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a gram-negative bacterium frequently associated with HAIs
(healthcare-associated infections) and represents a growing public health challenge due to its
resistance to multiple antimicrobials. Acinetobacter baumannii belongs to the “ESKAPEE” group
(acronym for Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp and Escherichia coli) which is composed
of six pathogens with multidrug resistance and virulence. Notable for its ability to form biofilms,
which are complex structures of cells adhered to surfaces, and for the diversity of circulating clones
that complicate infection control. In addition, the formation of Smalls colony variants (SCVs) has
been associated with increased virulence and resistance. This study aimed to analyze the formation
of biofilms and the occurrence of SCVs in different resistant and sensitive clones of A. baumannii,
as well as to investigate the presence of the bap gene, associated with biofilm formation. The
biofilms were developed under static conditions in 6-well plates at 37°C for 24 h. The results
demonstrated that colistin-resistant A. baumannii strains produce higher biofilm cell density [5.02 x
10! CFU/mL] than sensitive strains [4.9 x 10 CFU/mL] (p = 0.0173). In fact, resistant strains of
A. baumannii produce a higher frequency of SCV generation [5.4 x 10"2] when compared to sensitive
isolates [1 x 10] (p = 0.0226). Three clones of A. baumannii were identified, where clone 2 was
able to generate higher cell density in the biofilm under subinhibitory colistin concentration pressure
[1.29. 10 CFU/mL], when compared to clones 1 and 3 [5.22 x 10! CFU/mL, 1.79 x 10** CFU/mL]
respectively (p = 0.033) and (p = 0.021). Furthermore, the presence of the bap gene was observed
in all A. baumannii isolates analyzed, suggesting its crucial role in the adhesion and persistence of
this pathogen. Therefore, the formation of biofilms in A. baumannii with very high cell densities
represents a significant challenge for the treatment of HAIs, and the global dissemination of clones
worldwide accentuates this problem, which highlights the urgent need to develop effective control
and prevention strategies, with it being crucial to intensify research on resistance mechanisms and
develop new therapeutic approaches, in addition to implementing rigorous surveillance measures in

health settings.

Keywords: Acinetobacter baumannii. SCVs. Biofilms. Clonal diversity.
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INTRODUCAO

Acinetobacter baumanni ¢ um cocobacilo gram-negativo nosocomial, ndo fermentador,
aerobico, imovel, catalase positivo, oxidase negativo e ndo exigente (IBRAHIM, S. et al 2021).
Cresce na maioria dos meios utilizados na rotina laboratorial, como o agar MacConkey, agar
Sangue e triple soy agar (TSA) (TAKAGY, E. H. 2011). E ubiquo na natureza e foi encontrado
como parte da microbiota, garganta e flora retal, bem como em alimentos e piolhos do corpo
(GIAMARELLOU, H. et al 2008). Pertencente ao complexo Acinetobacter calcoaceticus-
Acinetobacter baumannii (ACB) que compreende a espécie majoritariamente ambiental A.
calcoaceticus e as espécies clinicamente importantes A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A.
seifertii e A. dijkshoorniae, sendo A. baumanni a mais relevante clinicamente por apresentar um

reservatorio complexo de genes de resisténcia (ALVES, R.L. 2022).

Em seres humanos € considerado patdgeno oportunista, infectando predominantemente
pacientes hospitalares, especialmente em casos de pneumonia associada ao ventilador, infec¢bes
da corrente sanguinea, infecgdes do trato urinario e meningite (MEA, H.J. et al 2021). Nos EUA,
estima-se que aproximadamente 12.000 infec¢Bes por A. baumanni ocorram anualmente, com
500 mortes associadas a essas infec¢Ges (NASR, P. 2020). Enquanto isso, no Brasil, cerca de 70
a 80% dos isolados de A. baumanni de um estudo mostraram-se resistentes a carbapenémicos,
possuindo ligacdo com 50.000 a 100.000 mortes por infeccdes causadas pelos seis patdgenos
prioritarios pela World Health Organization (WHO, 2017; TACONELLI, E. et al 2017). Desde
entdo, surtos foram relatados em todos os principais continentes, com infec¢des causadas por
isolados multirresistentes (MDR) chegando a 44% (MEA, H.J. et al 2021). Devido essa
reputacao, alguns orgdos como Centro Europeu de Prevencédo e Controle de Doencgas (ECDC),
a Sociedade de Doencas Infecciosas da América (IDSA), a World Health Organization (WHO)
e o Centro de Controle e Prevencdo de Doengas da América (CDC) declararam em 2019 A.
baumanni MDR uma ameaga critica para a saude global promovendo-a de um nivel de ameaca
“sério” para “urgente” (MEA, H.J. et al 2021).

A. baumannii tem varios mecanismos de resisténcia, incluindo a produgdo de enzimas f-
lactamases, e modificadoras de fluorquinolonas, aminoglicosideos e polimixinas (ANVISA,
2020). Outros mecanismos ndo enzimaticos como bombas de efluxo, defeitos de permeabilidade

e modificacbes de locais-alvo também estdo presentes em A. baumanni. Esse acumulo de



11

mecanismos de resisténcia, além da sua capacidade de formacdo de biofilmes, diminuiu
gradualmente o nimero de classes de antimicrobianos disponiveis para tratar tais infeccbes
(LEE, C.R. et al 2017).

O biofilme microbiano se caracteriza pela adesdo de microrganismos a suportes solidos,
como estratégia de sobrevivéncia através da producao de substancias exopoliméricas e alteracdes
fenotipicas das células que imobilizam e protegem as células bacterianas (YAN, J. & BASSLER,
B.L. 2019). Desta forma, induz uma fraca absorcao e difusdo dos antimicrobianos através de sua
matriz, favorecendo o processo de resisténcia bacteriana (ROSA, L.N. et al 2021). Em cepas
mucoides a producdo de biofilme é considerada maior, sendo o acido alginico o principal
exopolissacarideo produzido (STAPPER et al 2004), enquanto que as cepas ndo mucoides
possuem um potencial menor de formacéo de biofilme, e ha prevaléncia dos exopolissacarideos
Psl e Pel (OLIVEIRA, 2018).

A formacdo dos biofilmes se da por uma Gnica espécie microbiana ou entdo por varias através
da formacdo de um aglomerado de microrganismos (FERREIRA, 2013). Sua formacdo e
desenvolvimento ocorrem em etapas, sendo elas: (i) adesdo das celulas a superficie; (ii)
maturacdo, onde ocorre a producdo de polimeros; e (iii) reproducdo celular até o
desprendimento, onde pode ocorrer a liberacao de células do biofilme, as quais podem voltar ao
seu estado plancténico (DONLAN, 2002).

Nos biofilmes as células se comunicam através de um mecanismo denominado quérum
sensing (QS). Quérum sensing refere-se a um fendmeno de comunicacdo celular existente em
bactérias, onde ao se atingir uma certa densidade populacional mudancas no padrdo de expressao
génica, e consequentemente da fisiologia das células séo disparadas (PEREIRA, 2014). Vérios
componentes celulares em A. baumannii regulam a formagé&o de biofilme, incluindo detecgéo de
quorum, apéndices bacterianos e componentes de superficie bacteriana (matriz
exopolissacaridica contendo proteinas e DNA). Além dos componentes celulares, sinais
extracelulares especificos, como falta de nutrientes, concentracdo de cétions livres, pH e
temperatura, afetam a formacdo do biofilme (CHOUDHARY, M.; SHRIVASTAVA, R;
VASHISTT, J. 2022)

Dentre as proteinas que medeiam a capacidade de A. baumanni formar biofilmes, ha a
proteina codificada pelo gene bap, que desempenha um papel importante na adesdo intercelular,
no acumulo de células bacterianas e no estabelecimento do biofilme (ALIRAMEZANI, A. et al

2016). Ainda, essa proteina é altamente imunogénica, originando um aumento do nivel de
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anticorpos quando administradas em camundongos, podendo ser um importante alvo terapéutico
(BIERHALS, C.G. et al 2018). Algumas observagdes também mostram que a proteina A da
membrana externa (OmpA) de A. baumannii desempenha um papel parcial no desenvolvimento
de biofilmes, assim como os pili, que medeiam sua fixacdo (YANG, C.H. et al 2019). Os genes
sdo agrupados na forma de um operon csu, cujos produtos formam uma estrutura de feixe
semelhante a pilus em A. baumannii (CINCAROVA, L. et al 2016).

Para tratamento das infeccOes causadas por A. baumanni sdo geralmente utilizados
antimicrobianos carbapenémicos (LEE, C.R. et al 2017). No entanto, fatores como 0 aumento
do numero de infecgdes por A. baumanni, bem como a ampla utilizacdo de antimicrobianos de
forma irracional, tém contribuido para um crescimento na taxa de resisténcia de A. baumanni
aos antimicrobianos utilizados na pratica clinica (MOTA, F.S.; OLIVEIRA, H.A.; SOUTO,
R.C.F. 2018), sendo as polimixinas e a tigeciclina op¢des de ultimo recurso para tratamento de
infeccdes por A. baumanni resistente aos carbapenémicos (CRAB) (LI et al 2006). Varios genes
de resisténcia ja foram relatados em A. baumanni, como algumas p-lactamases de classe A, C e
D, e as metalo-B-lactamases (LEE, C.R. et al 2017). Além da resisténcia causada pela a¢do de
enzimas, outros mecanismos, como as bombas de efluxo é considerada um importante fator de
resisténcia bacteriana nas infec¢@es por A. baumannii, ja que alteram o sitio alvo de ligacdo do
antimicrobiano (ROY, S. et al 2022).

Devido essa resisténcia, apenas algumas opc¢des de antimicrobianos eficazes estéo
disponiveis para tratar infeccfes A. baumannii MDR, como as terapias combinadas, incluindo
colistina/imipenem,  colistina/meropenem,  colistina/rifampicina,  colistina/tigeciclina,

colistina/sulbactam, colistina/teicoplanina e imipenem/sulbactam (LEE, C.R. et al 2017).

A maioria dos isolados de A. baumannii MDR ou XDR (extensivamente resistente a
medicamentos) pertencem a dois clones disseminados globalmente, GC1 e GC2, conhecidos
inicialmente como “clones europeus” e descritos pela primeira vez na década de 1970 (HOLT,
K. et al 2016). Até os dias atuais, estudos demonstram a ocorréncia de pelo menos nove clones
globais bem sucedidos de A. baumannii (GC1-GC9) (SHELENKOV, A., AKIMKIN, V.,
MIKHAYLOVA, Y. 2023). A disseminagdo desses clones esta diretamente correlacionada a
resisténcia a maltiplos antimicrobianos, principalmente em ambientes hospitalares, onde surtos
tém sido frequentes (TAKAGI, E. H. 2011).

Nove clones de A. baumannii ja foram descritos até hoje, no entanto, dados sugerem que

GC2 parece ser a linhagem clonal mais difundida e relacionada a resisténcia aos carbapenémicos
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(HAWKEY, J. et al 2018). Apesar disso, outras linhagens clonais, como GC4 e GC5 ja foram
descritas em paises europeus, e da América do Sul (SHELENKOQOV, A., AKIMKIN, V.,
MIKHAYLOVA, Y. 2023). Por sua vez, GC6, descrito pela primeira vez na Italia em 2006,
apresentou resisténcia a todos os antimicrobianos testados, exceto a colistina (MAY ANSKIY N.
ET AL 2017; SHELENKOQOV, A., AKIMKIN, V., MIKHAYLOVA, Y. 2023). Os primeiros
isolados da linhagem GC7 representaram o grupo mais prevalente na Bolivia e Uruguai, apesar
de hoje ja terem sido relatados em diferentes regiées do mundo (HIGGINGS, P. G. et al 2010).
Enquanto isso, clones de A. baumannii GC8 e GC9 foram relatados como isolados Unicos até
entdo (SHELENKOV, A., AKIMKIN, V., MIKHAYLOVA, Y. 2023; MULLER, S. C. D. 2019).

Além das diferentes linhagens clonais, A. baumanni esta diretamente ligado a formacao de
Small Colony Variants (SCVs), que sdo variantes de pequenas colbnias translicidas que
constituem uma subpopulacdo de bactérias de crescimento lento, auxotréficas com
caracteristicas fenotipicas e patogénicas distintas (AHMAD, 1. et al 2019). Crescem em agar
sangue como colonias ndo pigmentadas ou com pigmentacdo pontual, e seus principais testes
bioquimicos geralmente ndo sdo reativos (MELTER; RADOJEVIC, B. 2011). Clinicamente, séo
mais capazes de persistir em células de mamiferos e sdo menos suscetiveis a antimicrobianos,
podendo causar infeccdes latentes ou recorrentes, em especial em pacientes com fibrose cistica,
osteomielite e infeccOes relacionadas ao dispositivo, como tubos endotraqueais e ventilagdo
mecénica (PROCTOR, R.A. et al 2006; NOAMAN, K. A. et al 2023). Especialmente em A.
baumanni a formacdo desse tipo de col6nia est4 associada a variagdes na morfologia celular,
motilidade de superficie, formacdo de biofilme, resisténcia a antimicrobianos e viruléncia
(AHMAD, I. et al 2019), podendo causar confusdo aos microbiologistas e levar a falsa
identificacdo e falha no tratamento de infecgdes por SCVs (NOAMAN, K. A. et al 2023).

Diante do exposto, esse projeto tem como objetivo determinar a diversidade clonal, os perfis
de formacdo de biofilme e SCVs com e sem pressdo de concentragdes subinibitorias de
polimixina E (colistina) em isolados clinicos de A. baumanni e complexo ACB de modo a
garantir dados robustos e terapias eficazes para a populacdo com os resultados obtidos
(MURRAY, C.J.L. et al 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/therapeutic-procedure
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2 JUSTIFICATIVA

A. baumanni é um dos patdgenos mais frequentemente isolados em infeccbes de pacientes
hospitalizados, principalmente aqueles acometidos por infec¢des do trato respiratorio, como as
pneumonias, em especial aqueles que fazem uso de equipamento auxiliar para respiracao, além

de infeccBes da corrente sanguinea, infeccdes do trato urindrio e meningite.

A. baumannii apresenta uma grande diversidade clonal em ambientes hospitalares e também
comunitarios, o que é de fato uma grande preocupacédo de salde publica, uma vez que a mesma
vém acrescida de frequentes relatos de resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos (MDR),
e também uma possivel panresisténcia, isto é, resisténcia a todos antimicrobianos disponiveis no
mercado (PDR). Fato esse, que foi comprovado pela WHO em 2024, onde A. baumanni
resistente a carbapenémicos foi classificado como prioridade critica na lista de Agentes

prioritarios para o desenvolvimento de novos antimicrobianos para tratamentos.

Essa resisténcia € muitas vezes relacionada a capacidade dos diferentes clones de A.
baumanni formarem biofilmes, uma vez que 0 mesmo diminui a absorcao e impede a difuséo do
antimicrobiano pela célula bacteriana, favorecendo entéo o processo de resisténcia. Além disso,
outros mecanismos, como por exemplo, a capacidade de A. baumanni formar SCVs permite uma
maior resisténcia aos antimicrobianos, ja que essa subpopulacdo bacteriana apresenta
caracteristicas fenotipicas distintas que as tornam mais resistentes a certos tratamentos, como

também tornam maior sua probabilidade de sobrevivéncia em ambientes hostis.

Diante do exposto e das altas taxas de morbidade e mortalidade causadas por infec¢bes por
A. baumanni (MDR) relatadas em todo o mundo, acredita-se que quanto maior for o
conhecimento em torno dos perfis clonais de formacdo de biofilmes e SCVs, maior e mais
importante se torna o conhecimento acerca das caracteristicas expressas por tais cepas,
favorecendo a realizacdo de medidas eficazes ndo sO para o tratamento correto, mas também

para o controle da disseminacéo de clones resistentes.



15

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Acinetobacter baumannii

3.1.1 Aspectos taxondmicos e caracteristicas gerais

A. baumannii é um cocobacilo gram-negativo, aerébio, ndo-fermentador de glicose, oxidase
negativo, catalase positivo, indol negativo, esculina negativo, nao fastidioso e imdvel (SILVA,
R.N.P 2019). Além de apresentar capsula e fimbrias para adesdo e formacdo de biofilmes
(DARREN, W. et al 2017), é comumente encontrado em ambientes de cuidado a salde
(ABBOTT et al 2013; POGUE et al 2013), em especial em ventiladores mecénicos e maquinas
de didlise, nas fontes de agua, na pele e mucosas dos profissionais de saude e doentes (SILVA,
R.N.P. 2009). Seu cultivo ¢ realizado na maioria dos meios utilizados na rotina laboratorial,
como agar sangue e chocolate formando col6nias planas, por vezes mucdides, de colaracao
branco-acinzentada, com didmetro variando de 1,5mm a 3mm (PELEG et al 2008). Em &gar
MacConkey apresenta-se como ndo-fermentador de lactose (ABBOTT et al 2013).

Figura 1 - A. baumannii em Agar MacConkey.

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Pertencente a familia Moraxellaceae, o género Acinetobacter surgiu em 1911, descrito por
um cientista alem&o, que nomeou-as como Micrococcus calcoaceticus (OLIVEIRA, S.C. 2015).

No entanto, com o passar dos anos, novas bactérias foram descritas e classificadas em ao menos
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31 espécies diferentes de Acinetobacter, como Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii,
Acineobacter. haemolyticus, Acinetobacter junii, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter Iwoffii,
Acinetobacter radioresistens e outras espécies. Recentemente, duas novas espécies foram
descritas e denominadas como Acinetobacter ursingii sp. nov. e Acineotbacter schindleri sp.
nov. (CANGUSSU, C. 2020). Dentre as especies descritas, A. baumannii tém sido a mais
encontrada em amostras clinicas, relacionada em especial as IRAS (WELBER, B.S., HARDING
C.M., FELDMAN M.F. 2015). A. baumannii faz parte de um complexo denominado
complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii (ACB), que além dela inclui
outras 4 espeécies, sendo elas A. calcoaceticus, Acinetobacter pittii, Acinetobacter
dijkshoorniae e Acinetobacter nosocomialis (ROCHA, L. et al 2017), cuja capacidade de
distingdo entre elas é dificil atraves dos métodos usuais. Gragas a essas dificuldades encontradas
na rotina de identificacdo das espécies do complexo ACB, a implementacdo das tecnologias
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene gyrB, tornou-se uma alternativa
promissora (TEIXEIRA, A.B. 2013). A aplicacdo desse tipo de técnica possibilita resultados
rapidos e de baixo custo, nos possibilitando o entendimento da prevaléncia e incidéncia dessas

espécies, além de tratamento assertivo e eficaz.

Embora existam relatos de isolados ocasionais de A. baumannii de fontes ndo humanas,
como animais, piolhos, vegetais, aquicultura e solos, A. baumannii é encontrada principalmente
em ambiente hospitalar, em especial nas unidades de terapia intensiva (UTI) como grande
causador de uma ampla gama de infec¢cbes nosocomiais graves, incluindo infeccdes de pele e
tecidos moles, infec¢des de feridas, infeccdes do trato urinario, meningite secundaria, e em taxas
mais elevadas, pneumonia associada ao ventilador e as infeccdes da corrente sanguinea
(ANTUNES, L.C.S., VISCA, P., TOWNER, K.J. 2014).

A. baumannii possui diversos mecanismos de resisténcia que incluem genes de resisténcia a
antimicrobianos, degradacdo enzimatica de medicamentos, modificacdes de alvos, bombas de
efluxo multidrogas, defeitos de permeabilidade e formacéo de biofilmes (LEE, C-R. et al 2017).
Além disso, varios fatores de viruléncia foram identificados por analises gendmicas e
fenotipicas, incluindo porinas de membrana externa, fosfolipases, proteases, lipopolissacarideos
(LPS), polissacarideos capsulares, sistemas de secrecdo de proteinas e sistemas quelantes de
ferro (LEE, C-R. et al 2017). Gragas a isso, A. baumannii hoje pertence ao grupo “ESKAPEE”
(acrénomo para Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp e Escherichia coli)
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composto por seis patdgenos com multirresisténcia e viruléncia (ZONTA, F.N.S. et al 2020).
Além disso, em 2024 a WHO publicou uma lista global de bactérias com resisténcia a
antimicrobianos que devem ter prioridade na investigacdo de novos farmacos para tratamento, e
em primeiro lugar como prioridade critica temos A. baumannii resistente a carbapenémicos
(WHO, 2024).

Em 2019 a resisténcia microbiana foi elencada como uma das dez ameagas a satde global e
atualmente mata cerca de 700 mil pessoas todos os anos por infec¢des ndo trataveis, causadas
por patdgenos resistentes (ZONTA, F.N.S. et al 2020). Ate 2050, a previsdo € de que bactérias
resistentes a antimicrobianos poderdo tirar a vida de 10 milhGes de pessoas ao ano, ou seja,

morrerdo mais pessoas por ano devido a infecgdes bacterianas que por cancer (ICTQ, 2023).

3.1.2 Epidemiologia

Além de ser uma espécie amplamente distribuida, a disseminagéo global de A. baumannii
tém sido impulsionada por varias linhagens denominadas “clones internacionais de alto risco”
(IC) ou “clones globais” (CG), descritos desde a década de 1970 (SHELENKOV, A,
AKIMKIN, V., MIKHAYLOVA, Y. 2023).

Esses clones estdo muitas das vezes relacionados a surtos hospitalares, devido a tendéncia
de A. baumannii estar envolvida nesses ambientes (AEDH, A. 1. et al 2023). Por isso, conhecer
o maximo do “inimigo”, ou seja, possuir as ferramentas para realizar efetivamente a vigilancia
epidemioldgica, investigar a disseminacdo de cepas, clones ou linhagens de alto risco e elucidar

0s mecanismos de aquisicao e transferéncia de resisténcia a antimicrobianos € fator fundamental.

Inicialmente, os clones globais carregavam genes que conferiam resisténcia apenas a
aminoglicosideos, sulfonamidas e tetraciclinas (HAMED, S. M. et al 2023). No entanto, com o
passar do tempo e devido ao acumulo de varios mecanismos genéticos de resisténcia,
sublinhagens também resistentes a outros antimicrobianos, incluindo carbapenémicos, clones
globais como GC1, GC2 e GC3, ha muito tempo conhecidos, acumularam resisténcia a outros
antimicrobianos (CASTANHEIRA M., MENDES, R.E., GALES, A.C. 2023).

Embora nove clones de A. baumannii tenham sido descritos até hoje, dados sugerem que
GC2 parece ser a linhagem clonal mais difundida e relacionada a resisténcia aos carbapenémicos

(HAWKEY, J. et al 2018). A grande preocupacao neste caso € que geralmente essa resisténcia



18

¢ mediada pelas B-lactamases de classe D que hidrolisam os carbapenémicos OXA-23, OXA-
24/40 e OXA-58 em A. baumannii (CHAN, K. W. et al 2022). O clone GC3, considerado um
dos principais clones do passado, parece ser menos frequente, apresentando poucos relatos em
todo 0 mundo, e relacionados a origem ndo humana (KLOTZ, P. et al 2019). Os clones GC1 e
GC2 foram relatados em todos continentes, confirmando sua distribuicdo e afirmando sua
atribuicéo a clones globais (SHELENKOV, A., AKIMKIN, V., MIKHAYLOVA, Y. 2023).

Outras linhagens clonais, como GC4 e GC5 ja foram descritos em paises europeus, e da
América do Sul, como Brasil, Argentina, Chile e Paraguai (SHELENKOQOV, A., AKIMKIN, V.,
MIKHAYLOVA, Y. 2023). Curiosamente, GC5 demonstrou ter um aspecto mais amplo de
determinantes de resisténcia antimicrobiana que GC4, visto a presenca de presenca de enzimas
modificadoras de aminoglicosideos e muta¢des nos genes constitutivos pmrAB que podem ser
responsaveis pela menor suscetibilidade a polimixinas (ROMANIN, P. et al 2019; GERSON, S.
et al 2020). Além disso, GC5, ¢ considerado o segundo clone mais frequente, atrds apenas de
GC2, e ¢ considerado endémico na América Latina (RANA-MIRAGLIA, L. et al 2020).

Por sua vez, GC6, descrito pela primeira vez na Italia em 2006, apresentou resisténcia a
todos os antimicrobianos testados, incluindo carbapenémicos, porém foram suscetiveis a
colistina. Descrito em paises europeus, Brasil e EUA, tém sua ocorréncia principalmente em
paises como Russia, Bielorrussia, Itdlia e outros da América do Sul (MAYANSKIY, N. et al
2017; SHELENKOV, A., AKIMKIN, V., MIKHAYLOVA, Y. 2023). Além disso, apresenta
alta capacidade de formacao de biofilme, maior resisténcia a dessecagdo e maior capacidade de
adesdo/invasao de células hospedeiras, favorecendo sua difusdo e persisténcia (FONSECA, E.L.
et al 2020).

Os primeiros isolados da linhagem GC7 representaram o grupo mais prevalente na Bolivia e
Uruguai, apesar de ja ter sido relatado em diferentes regies do mundo, incluindo Europa, Asia
e América do Norte e do Sul (HIGGINGS, P. G. et al 2010). As cepas desta linhagem também
demonstraram melhor aderéncia e uma formacdo de biofilme significativamente maior na
auséncia de antimicrobianos (SHELENKOV, A., AKIMKIN, V., MIKHAYLOVA, Y. 2023).
Higgings e colaboradores (2020) identificaram dois isolados GC7 que abrigavam principalmente

0 gene bla oxa-23 beta-lactamase entre pacientes ucranianos feridos na guerra.

Enquanto isso, clones de A. baumannii GC8 foram relatados como isolados Gnicos na India,
Afeganistdo, Alemanha, Bangladesh, China e Filipinas (SHELENKOQOV, A., AKIMKIN, V.,
MIKHAYLOVA, Y. 2023). Em hospitais bualgaros, A. baumannii resistente a maultiplos



19

medicamentos também foi associado a disseminacdo de GC8, juntamente com GC1 e GC2
(HIGGINGS, P. G. 2023). Curiosamente, em isolados filipinos, o gene da carbapenemase bla

npm-6 TOi encontrado exclusivamente em trés genomas GC8 (CHILAM, J. et al 2014).

Por fim, o clone mais recentemente indentificado (GC9) em isolados de A. baumannii foi
descrito na Bélgica, Egito, Italia e Paquistdo, carregando os genes bla npwm-1, bla oxa-23, bla now-
1 e bla oxa-23, respectivamente (MULLER, S. C. D. et al 2019). Outros isolados que codificam
bla oxa-e4, bla npm-1 € bla vim-1 também foram descritos em outras regides do mundo (Espanha,
Arabia Saudita e Tunisia), o que indica que mesmo essa linhagem sendo mais especifica do
Oriente médio e norte da Africa, ela apresenta ampla distribuicdo global e geralmente inclui
metalo-beta-lactamases (SHELENKOV, A., AKIMKIN, V., MIKHAYLOVA, Y. 2023).

Um novo candidato, GC10 ja vém sendo discutido, uma vez que dados de Shelenkov e
colaboradores (2023) demonstram que a estrutura clonal de A. baumannii ndo pode ser fixada
de uma vez por todas, e que essa espécie bacteriana evolui sob pressdo de antimicrobianos e
através de outros fatores ambientais, ocasionando na perda de importancia de clones ja

existentes, mas também no surgimento de novos clones ainda ndo descritos.

3.1.3 Formacdao de biofilme

Dentre todos os determinantes de viruléncia, a formacdo de biofilmes tornou-se uma das
principais caracteristicas patogénicas de A. baumannii (MOUBARECK, C.A.; HALAT, D.H.
2020).

Biofilmes sdo colecGes de microorganismos caracterizados por células aderidas a um
substrato e embedidas por uma matriz de substancias poliméricas extra-celulares, como 0s
exopolissacarideos (EPS), proteinas, acidos nucléicos e outras substancias (CABRAL et al
2011). Sua funcdo nada mais é que fornecer a bactérias um meio de sobreviverem a ambientes
agressivos, a resistir a agdo de antimicrobianos e também a variabilidade de pH, radiagédo UV,
temperaturas extremas, dessecacéo, falta de nutrientes e imunidade do hospedeiro (HOYLE &
COSTERTON, 1991). O modo de crescimento do biofilme pode aumentar a resisténcia
antimicrobiana (RAM) por um determinado patégeno em até 1000 vezes (MENDES, S.G. et al
2023). A partir disso, existe uma diversidade de mecanimos que cooperam para uma RAM
elevada em biofilmes, como por exemplo, as interagdes com antimicrobianos, que podem
alimentar a transferéncia horizontal de genes (LOCKHART, J.S., BURET, A.G., MORCK,
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D.W. 2020). Essa transferéncia & muitas das vezes relacionada a exposi¢do a concentragdes
inibitorias sub-minimas (sub-CIMs) de antimicrobianos (MENDES, S. G. et al 2023).

Figura 2 - Representacdo grafica da formacéo de biofilme em A. baumannii.
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Fonte: Adaptado de Mendes et al., 2023.
https://doi.org/10.1007/s10096-023-04677-8

Alguns autores ja demonstraram que cerca de 80-98% dos isolados de A. baumannii sdo
produtores de biofilme (KRZYSCIAK, P. et al 2017). Em outro estudo, realizado com 100
isolados clinicos de A. baumannii, pode-se observar que todos apresentaram capacidade de
formar biofilme, e inclusive, 58% destes apresentaram alta capacidade de formacéo
(ZEIGHAMI, H. et al 2019). Além disso, outro estudo realizado por Rao (2008) também revelou

que 68% dos isolados de A. baumannii eram produtores de biofilme.

Segundo Espinal, Marti & Vila (2011) e Greene e caloboradores (2016) células formadoras
de biofilme de A. baumannii clinicamente isoladas foram capazes de sobreviver a dessecacao
por um tempo duas vezes maior que quando comparadas com suas células ndo formadoras de
biofilme. Consequentemente, observou-se que o biofilme de A. baumanni esta presente em
diversos dispositivos médicos, como cateteres, tubos endotraqueais de respiradores, frascos de
tubos de dialise, aco inoxidavel e superficies de policarbonato (GADDY & ACTIS 2009;
GREENE et al 2016). Outro estudo, descobriu que, apesar da dessecacéo e da falta de nutrientes,

cinco cepas clinicas isoladas de A. baumannii mantiveram a viruléncia em superficies como


https://doi.org/10.1007/s10096-023-04677-8
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plastico, vidro e até mesmo jalecos de laboratério (CHAPARTGUI-GONZALEZ et al 2018).
Com tal persisténcia hospitalar, é natural que A. baumannii seja o0 responsavel por inimeros
surtos de infeccdes por bactérias multirresistentes em ambientes hospitalares (HING, J.; MEA,
P.V.C.; YONG, E.H.W. 2021).

Sd&o varios os genes que podem estar relacionados a formacao de biofilmes em A. baumannii,
dentre eles o de maior importancia é o gene bap, uma vez que, apds a ligagéo inicial a superficies
abidticas e a montagem dos pili, ocorre a sintese da proteina de adeséo a superficie da proteina
associada ao biofilme (BAP), que desempenha um papel significativo na iniciacdo e maturacao
do biofilme (GADDYS, J.A.; ACTIS, L.A. 2009). Em um estudo realizado por Azizi e
colaboradores (2016) , ap6s analise molecular e expressdo do gene bap, observou-se que 64%
dos isolados com atividade de biofilme forte a moderada continham o gene.

3.1.4 Formacao de SCVs

As Smalls Colony Variants (SCVs) séo uma subpopulacdo bacteriana de crescimento lento
(geralmente precisam de 48 a 72 horas para se tornarem visiveis em placas de agar), formada
sob uma certa pressdo seletiva, incluindo pH extremo, estresse pelo frio, limitacdo nutricional,
exposi¢do a concentracdes subinibitdrias de antimicrobianos ou desinfetantes e localizagdo ou
sobrevivéncia nas células hospedeiras (TUCHSCHERR, L.; LOEFFLER, B.; PROCTOR, R.A.
2020). Trata-se de colbnias pequenas (geralmente 10 vezes menor que a cepa do tipo selvagem),
com estabilidade fenotipica variavel, caracterizadas pela reducdo de sua pigmentacdo (SENDI,
P.; PROCTOR, R. A. 2009).

Sua ocorréncia esta muitas vezes relacionada a infeccdes cronicas e recidivantes, como
osteomielite, infec¢des relacionadas ao dispositivo e infecgdes por fibrose cistica (FC) (ZHOU,
S. etal 2022). Além disso, as SCVs apresentam resisténcia aumentada a muitos antimicrobianos,
incluindo aminoglicosideos, sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclinas e ciprofloxacino
(TUCHSCHERR et al 2020; ZHENG et al 2021). Mesmo com tamanha preocupacéo, sabe-se
que as SCVs ndo sdo totalmente reconhecidas entre os profissionais de saude. Inclusive, o uso
de procedimentos laboratoriais padrdo de rotina para detectar SCVs é dificil devido as
caracteristicas fisioldgicas, metabdlicas e morfoldgicas atipicas dessas colénias (KAHL, B.C.;
BECKER, K.; LOFFLER, B. 2016). Além disso, testes de diferenciagdo (coagulase, catalase e

testes bioquimicos) e sistemas de identificacdo comerciais sao dificultados pela diminuigédo do
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metabolismo dessas variantes, e consequentemente produzem resultados falso-negativos
(KAHL et al 1998; KAHL, B.C. 2014).

Durante os Ultimos anos, a incidéncia de SCVs foi relatada ndo apenas em diversos tipos de
infecc¢des clinicas humanas, como também na medicina veterinaria (ATALLA et al 2008) e em
campos da microbiologia alimentar (KARATZAS et al 2007; ONYANGO et al 2007). Apesar
de n&o descrita sua ocorréncia em A. baumannii, sua formagéo parece ser um mecanismo natural
de sobrevivéncia de muitas espécies bacterianas, incluindo P. aeruginosa, Burkholderia cepacia,

Burkholderia pseudomallei, Salmonella, Enterococcus faecalis e E. coli (KAHL, B.C. 2014).

Sabe-se até entdo que 0s mecanismos mais avancados que levam ao fenétipo de SCVs sédo
aqueles descritos para SCVs dependentes de hemina e menadiona, que surgem apds tratamento
com aminoglicosideos (KOHLER et al 2003; BALWIT et al 1994; KAPLAN e DYE, 1976;
PELLETIER et al 1979; MILLER et al 1978). Outros mecanismos incluem, SCVs dependentes
de timidina, SCVs com auxotrofismo de CO», SCVs induzidas dentro de células eucarioticas,
SCVs induzidas por quinolonas, SCVs induzidas por triclosan, SCVs induzidas por estresse pelo
frio e SCVs induzidas por alta pressdo hidrostatica (HHP) (KAHL, B.C. 2014). Inclusive, outra
caracteristica importante deste grupo é que algumas SCVs podem ser distinguidas pela
suplementacdo com um substrato especifico num meio quimicamente definido, ou seja, sua
suplementacdo pode causar ou ndo a reversdo do crescimento para seu fendtipo normal (KAHL,
B.C. 2014).

Dentro da biologia molecular, vérios estudos ja analisaram a expressao e transcricdo de
importantes genes de viruléncia e reguladores de SCVs e os compararam com fenotipos
isogénicos normais, e todos eles foram caracterizados por uma regulacdo negativa do ciclo do
TCA e do regulador global agr (VON EIFF et al 2006; KOHLER et al 2003; SEGGEWISS et
al 2006; KRIEGESKORTE et al 2011; MOISAN et al 2006).

Um fato comum e marcante das SCVs é a sua ligacdo com o aumento da formacdo de
biofilme, conforme mostrado para SCVs dependentes de hemina e menadiona (MITCHELL et
al 2008; MITCHELL et al 2010). Todas essas caracteristicas descritas anteriormente levam a
reducdo da viruléncia das SCVs, mas a uma capacidade aumentada de infecgdo persistente
(KAHL, B.C. 2014), uma vez que SCVs que se encontram no interior das células hospedeiras
sem provocar uma forte resposta do hospedeiro, funcionam como um reservatorio para infecges

persistentes, conforme descrito por Tuchscherr e colaboradores (2010).
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Sdo limitadas as opcdes de tratamento para infecgdes por SCVs. Isso gracgas as caracteristicas
especiais das SCVs com baixa taxa metabdlica e replicacdo lenta, além de sua resisténcia aos
antimicrobianos (KAHL, B.C. 2014). Em um estudo onde foi realizada uma comparacao
sistematica de agentes anti-estafilococicos dirigidos contra as SCVs de Staphylococcus aureus e
seus fenotipos normais, pode-se observar a poténcia e eficacia de determinados antimicrobianos
contra as SCVs, sendo as fluorquinolonas, moxifloxacina e a oritavancina os antimicrobianos que
demonstraram melhores resultados para a morte intracelular de SCVs de S. aureus (NGUYEN
et al 2009). Outras substancias como as fluoroquinolonas e a tomatidina, um produto vegetal,
inibiram a replicacdo de SCVs (IDELEVICH et al 2011; MITCHELL et al 2011).

3.1.5 OQutros fatores de viruléncia de A. baumannii

3.1.5.1 Capsula

A cépsula € um dos principais determinantes de viruléncia em A. baumannii (figura 3).
Composta por unidades de acUcar repetitivas e bem embaladas que criam uma barreira contra
condi¢cdes ambientais, como secura e desinfeccdo, e rea¢fes do sistema imunolégico, como
fagocitose (MOUBARECK, C.A.; HALAT, D.H. 2020). Além de proteger contra a acao de
alguns antimicrobianos (GEISINGER, E.; ISBERG, R.R. 2015).
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Figura 3 - Capsula de A. baumannii.
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Fonte: adaptado de BMC Microbiol 20, 285 (2020), https://doi.org/10.1186/s12866-020-01971-9.

Legenda: O halo que circunda as células dos isolados capsulados representa a capsula (setas pretas).

3.1.5.2 Fimbrias

A.baumannii é capaz de formar estruturas de superficies, como os pili (figura 4), que
desempenham papel importante na adesdo a superficies bidticas e abidticas, facilitando a
formacéo do biofilme bacteriano, a colonizagéo do hospedeiro e invasdo (HOMENTA, H. et al
2014).

Os pili em bactérias gram-negativas sao classificados em cinco familias diferentes com base
na maquinaria de biogénese: (i) os pili tipo 1V, (ii) os pili de secrecdo tipo 1V conjugativos, (iii)
fibras curli, (iv) os pili tipo V, e (v) o pili do acompanhante-apresentador (CU)
(RAMEZANALIZADEH, F.; OWLIA, P.; RASOOLL, I. 2020). Quatro agrupamentos de genes
que codificam pili tipo | foram identificados em A. baumannii, destes, 0 agrupamento csu
(A1S_2213-2218) que codifica Csu pilus, € responsavel pela fixacdo e a formacéo de biofilme
em superficies abioticas, enquanto os pili tipo IV estdo envolvidos na motilidade de espasmos
(AHMAD, I. et al 2023).
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Figura 4 - Pilus de A. baumannii ATCC 17978.
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Fonte: Journal of Microbiology, Immunology e infection, v.55, i.1, p.69-79, 2022,
https://doi.org/10.1016/j.jmii.2021.01.008.

3.1.5.3 Inducdo de morte celular em células eucariéticas

As infeccbes bacterianas podem provocar diversas respostas no hospedeiro, como por
exemplo a morte celular eucariotica, que pode se manifestar de diferentes formas, sendo elas

apoptose, necrose ou piroptose (COSTA, P.S. 2017).

A apoptose é um tipo de morte celular programada, ndo-inflamatéria, ATP-dependente, e
morfologicamente caracterizada por uma vesiculacdo da membrana plasmatica, encolhimento
celular, condensacao da cromatina, e fragmentacao nuclear (HOSSAIN & FAKRUDDIN, 2012).

A apoptose celular pode ser desencadeada por duas vias diferentes, a via intrinseca (mediada
pela mitocdndria) e a via extrinseca (mediada via receptor) (FRANCA, R.O. 2015). Durante o
processo apoptatico, acontece um importante fato, que € a externalizacdo da fosfatidilserina, um
componente dos fosfolipideos da face interna da membrana plasmaética, que redistribui-se e se
externaliza para fora da membrana nas fases iniciais da apoptose, atuando como um sinalizador
celular (COSTA, P.S. 2017). Para a deteccdo da fosfatidilserina na superficie das células, a
anexina A5 juntamente com o iodeto de potassio (IP) podem ser utilizados como um ligante
marcador, uma vez que ela se liga fortemente e especificamente a fosfatidilserina durante o
processo de morte celular, e também para determinar se as células séo viaveis, apoptoticas ou
necroticas (ZHANG et al 2013; COSTA, P.S. 2017).

Diversas sdo as espécies bacterianas que tém sido relatadas como indutoras de apoptose,
devido a diferentes mecanismos, que incluem a producéo de toxinas bacterianas ou a expressao

de fatores de patogenicidade que interagem diretamente com os compostos-chave da maquinaria
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celular (RUMBO et al 2014). Krzyminska e colaboradores (2012) apresentaram evidéncias de
que linhagens do complexo ACB induzem apoptose em células epiteliais, através de adesdo as
células e através de citotoxicidade mediada pelo contato.

A. baumannii é capaz de promover a apoptose de células eucaridticas, uma propriedade
atribuida a atividade de OmpA, que quando transferida para mitocondria e nucleos, induz as vias
de morte celular eucaridtica através da liberacdo do citocromo C (BONIN, R.F. 2011).
Juntamente, uma resposta imune é mediada por Thl, que regula a sintese de 6xido nitrico
indutivel (iNOS) atraves de uma via mediada pelo receptor Toll-like (TLR)-2 (GORDON e
WAREHAM, 2010). Além disso, essa proteina OmpA esta envolvida também na adesdo e
invasdo de células epiteliais interagindo com a fibronectina do hospedeiro, e se ligando ao fator
H no soro humano, permitindo que A. baumannii sobreviva ao sistema de complemento (SILVA,
L.C.A. 2022).

Por outro lado, a necrose caracteriza-se como um processo acidental, acompanhado de
processo inflamatério e ndo depende de ATP. Além disso, ocorre através da ruptura da
membrana, inchaco e liberacdo de conteudo intracelular. Pode ser acionada por sinais de perigo,
como desestabilizacdo lisossomal, liberacdo de calpainas e deplecdo de ATP, geralmente
induzidos por infec¢Oes bacterianas (COSTA, P.S. 2017).

Enquanto isso, a piroptose assemelha-se a apoptose, uma vez que trata-se de um mecanismo
programado, coordenada pelo inflamassoma e acompanhada pela ruptura da membrana,
fragmentacdo do DNA e liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, incluindo IL-1 e IL-18
(COSTA, P.S. 2017). A piroptose é desencadeada a partir de padr6es moleculares associados a
patogenos (PAMPS) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) gque sdo reconhecidos
por proteinas NLR, que iniciam o processo de montagem do inflamassoma para ativar caspase-
1 (ASHIDA et al 2011).

3.1.5.4 Vesiculas

Muitas espécies bacterianas gram-negativas demonstram habilidade de secretar vesiculas de

membrana externa (OMVs) durante o crescimento bacteriano. Essas vesiculas aprisionam varios
componentes periplasmaticos, como as proteinas de membrana externa (OMPS), atuando como

veiculo para o transporte dessas moléculas até o tecido das células hospedeiras (JIN et al 2011).
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Como varios desses componentes sdo fatores de viruléncia, como os lipopolissacarideos, as
proteinas de membrana externa, proteinas periplasmaticas, proteinas citoplasmaticas e 0 DNA
ou RNA, as OMVs sdo essenciais durante o estabelecimento da infec¢do, por concentrar e
transportar essas moléculas (ZUSHENG LI, CLARKE, A.J., BEVERIDGE, T.J. 1998). Segundo
Bonin (2011) 26 OMPs derivadas de OMVs ja foram identificadas em A. baumannii, como

AbOmpA, responsavel por sua aderéncia e invaséo nas células epiteliais.

As OMVs possuem um papel essencial no contexto dos biofilmes. O modo de crescimento
dos biofilmes determina que diferentes espécies de bactérias vivam proximas umas das outras,
partilhando diferentes processos metabdlicos, tornando-se dependentes umas das outras
(BEVERIDGE et al 1997). Além disso, de acordo com Bonin (2011) a acumulacéo de certas
OMPs esta associada a habilidade de A. baumannii produzir quantidades significativas de

biofilme.

Figura 5 - Vesiculas de membrana em biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: FEMS Microbiol Rev, v. 20, 1. 3-4, 1997, p. 291-303.

https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.1997.tb00315.x

Quando em contato com o sitio-alvo nas células-alvo, o conteddo dessas OMVs pode ser
liberado e desencadear processos bioquimicos por meio de trés mecanismos descritos: i) lise
proximal, difusdo e internalizacéo, ii) fusdo, iii) endocitose (MANNING & KUEHN, 2010). No
primeiro mecanismo, as OMVs sofrem uma lise espontanea, permitindo a difusdo de seu
contetido, e por conseguinte, sua internalizacdo na célula-alvo (LOPES, A. S. 2017). J& no
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mecanismo de fusdo, observou-se que o contetdo das vesiculas foi diretamente depositado em
células-alvo e estava presente na membrana externa de bactérias e células hospedeiras
(KADURUGAMUWA & BEVERIDGE, 1999). O terceiro mecanismo, trata-se da endocitose
de células eucarioticas, que resulta na entrada total das OMVs para o interior das células (KULP
& KUEHN, 2010).

Uma observacéo interessente realizada por Manning e Kuehn (2011) foi o0 aumento da taxa
de liberacdo de OMVs em resposta a acdo de antimicrobianos que atuam diretamente na
membrana externa de bactérias gram-negativas, diminuindo sua concentragdo no momento da

acdo contra as bactérias.

Portanto, as OMVs podem ser consideradas um mecanismo bacteriano de resposta ao
estresse (GARCIA, M.W. 2018). No entanto, outros fatores — secrecao, transporte, aquisi¢céo de
nutrientes — também desempenham papel importante para o estabelecimento e manutencdo deste
mecanismo de defesa e resisténcia bacteriana (KULKARNI e JAGANNADHAM, 2014).

3.1.5.5 Proteinas de membrana externa (porinas)

As porinas (OMPs) sdo proteinas de membrana externa que agem como canais de entrada
transportando moléculas para o interior da célula bacteriana (PEREIRA, D.C.R. 2013). Estas
desempenham multiplas fun¢des, atuando por exemplo, como alvos potenciais para a adesao a
outras células e também na ligacdo de compostos bactericidas a superficie de bactérias gram-
negativas (FRANCA, R.O. 2015).

A. baumannii ttm em si poucas porinas quando comparadas a outras espécies gram-
negativas, o que explica de certa forma sua resisténcia antimicrobiana intrinseca (PEREIRA,
D.C.R. 2013). Essas proteinas ndo somente influenciam na viruléncia de A.baumannii, mas
também desempenham um papel significativo nos mecanismos de resisténcia (FRANCA, R.O.
2015). Por exemplo, reducgdes na expressdo de porinas podem favorecer a resisténcia a novos
antimicrobianos, uma vez que levam a degradacdo enzimatica de farmacos como
carbapenémicos e cefalosporinas (LAVIGNE et al 2013; POULOU et al 2013; BAROUD et al
2013).

Em A. baumannii a principal OMP é uma proteina monomérica, nomeada OmpAb ou HMP-
AB (“Heat-modifiable protein”), pertencente a familia OmpA-like (PEREIRA, D.C.R. 2013). A
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proteina HMP-AB € a maior porina descrita em A. baumannii. Esta porina possui cerca de 35
kDa, e permite a entrada de B-lactdmicos e sacarideos para o interior da célula bacteriana
(ANTUNES, J.B. 2018).

Segundo Lin e colaboradores (2014), diversos estudos identificaram um numero de OMPs
envolvidos na resisténcia a carbapenémicos em A.baumannii. Observou-se que a perda de uma
proteina de membrana externa de 29kDa, mais tarde descrita como CarO, contribui para a
resisténcia ao imipenem (MUSSI et al 2007; CATEL-FERREIRA et al 2011). Mais tarde, Catel-
Ferreira e colaboradores (2012) constataram que OprD oferece sitios de ligacédo especificos para
a ligacdo de ions de ferro e magnésio, permitindo a adaptacdo de A. baumannii ao estresse.
Enquanto isso, Tiwari e colaboradores (2012) observaram que OmpW de 21 kDa estava

envolvida na resisténcia a carbapenémicos em isolados resistentes de A. baumannii.

Apesar de todos estudos e dados obtidos, sabe-se atualmente que a diminuicéo da expressado
de porinas por si s6 ndo é suficiente para causar resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii, mas sim quando ocorre em simultaneo a outros mecanismos, como bombas de efluxo
e producdo de carbapenemases (ANTUNES, J.B. 2018).

3.1.5.6 Sistema de aquisicdo de micronutrientes

A aquisicdo de micronutrientes como ferro, zinco e manganés é essencial para a espécie A.
baumannii, pois é importante para a interacdo patégeno-hospedeiro, na reproducédo bacteriana e

consequentemente no sucesso da patogénese (LAW; TAN, 2022).

O ferro é um micronutriente essencial para que as bactérias infectem e multipliquem nos
tecidos e fluidos corporais do hospedeiro. Em mamiferos, o ferro geralmente encontra-se ligado
a proteinas como transferrina, lactoferrina, e ferritina, limitando dessa forma sua disponibilidade
sérica (HASAN; CHOI; OH, 2015). No entanto, A. baumannii consegue driblar essa reacdo do
hospedeiro através da producgéo de acinetobactina, principal sideréforo da espécie, e que possui
como funcédo a obtencéo de ferro por meio de sua quelacdo (KATSUBE et al 2017; KIM et al
2021). Alem disso, A. baumannii expressa varios genes relacionados a aquisicao de ferro, como
0 basA-J que sdo responsaveis pela sintese desses siderdforos, barA/B que realizam o efluxo e

bauF responsavel pela captacio do ferro apés sua quelacdo (CONDE-PEREZ et al 2021).
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O zinco (Zn) funciona como um catalisador para reacdes enzimaticas. O mecanismo para
aquisicdo de zinco de alta afinidade (ZnuABC) é regulado pelo regulador de captacéo de zinco
(Zur) (NAIRN et al 2016). Quando os niveis intracelulares de zinco encontram-se baixos ou
entdo ha a presenca da calprotectina, Zur permite a captacéo e a liberagdo do complexo zinco-
histidina (His-Zn), que se transforma na forma biodisponivel através da acdo de ZigA e histidina
amonia liase (HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018).

O manganés (Mn) é utilizado como um cofator redox ativo para enzimas (SILVA, M.C.B.
2022. Varios sdo os transportadores de Mn ja descritos em células bacterianas, sendo que 0s
mais conhecidos sdo os transportadores de cassete de ligacdo de Mn ATP (ABC) e a familia de
proteinas de macrofagos associados a resisténcia natural (NRAMP) de transportadores de Mn
(JUTTUKONDA; CHAZIN; SKAAR, 2016). J& se sabe que A. baumannii utiliza uma acao
combinada de importacdo de manganés e metabolismo da ureia, porém, o mesmo ndo foi
completamente elucidado (HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018).

De forma geral, a restricdo bacteriana a esses compostos leva a inibi¢cdo do crescimento
bacteriano e redugdo de sua viruléncia (OLIVEIRA, W.S. 2023).

3.1.5.7 Sistema de secrecdo de proteinas

Os microrganismos possuem sistemas de secrecao de proteinas que transportam substancias
do exterior para o interior do seu organismo, como também do interior para o exterior (CUNHA,
J.P.N. 2019). Em A. baumannii, a secrecdo de proteinas através de estruturas de superficie celular
é essencial para sua interacdo com o ambiente e com os tecidos do hospedeiro, tornando-se um

alvo potente para o desenvolvimento de antimicrobianos e vacinas (GRANDI, G. 2010).

Os sistemas de secrecdo Type 1 secretion system (T1SS), Type 2 secretion system (T2SS),
Type 5 secretion system (T5SS) e Type 6 secretion system (T6SS) sdo os principais sistemas de
secrecdo de proteinas identificados na espécie A. baumannii (CUNHA, J.P.N. 2019; HARDING,
C.M. et al 2017).

O T1SS é um sistema tripartite formado por transportador de ligacdo de ATP, proteina de
fusdo a membrana e componente de membrana externa (CUNHA, J.P.N. 2019). Em
Acinetobacter spp. T1SS é homdlogo ao sistema prototipico TolC-HIyD-HIyB de E. coli para

exportacdo da hemolisina HIyA, e sua funcdo é secretar efetores desdobrados diretamente do
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citoplasma para o ambiente extracelular (KORONAKIS, V. et al 2000; HARDING, C.M. et al
2017).

O T2SS é um complexo multiproteico, composto por 12 a 15 proteinas, compreendendo
quatro subconjuntos: um pseudopilus, um conjunto de plataforma de membrana interna, um
complexo de membrana externa e uma secrecdo ATPase (CAMPOS, M. et al 2013; CUNHA,
J.P.N 2019). Sua funcionalidade € a exportagdo de proteinas do espago periplasmético para o
meio extracelular ou para a superficie externa de muitas bactérias gram-negativas, como A.
baumannii (SANDKVIST, M. 2001).

O T5SS ¢é o sistema de secrecdo mais simples e mais difundido em microrganismos gram-
negativos (CUNHA, J.P.N. 2019), sendo importante para a formacao de biofilmes, ligacdo a
proteinas da matriz extracelular/membrana basal e adesdo de células de A. baumannii ao
colageno tipo IV, bem como para a sobrevivéncia da espécie em um modelo murino de infeccéo
(BENTANCOR, L.V. et al 2012).

O T6SS ¢é o sistema de secrecdo mais exaustivamente estudado em Acinetobacter sp. e
funcionalmente identificado em A. nosocomialis, A. baumannii, e A. baylyi (WEBER, B.S. et al
2013). Em A. baumannii, T6SS é necessario para sua viruléncia (REP1ZO, G.D. et al 2015).

De forma geral, os sistemas de secrecdo de proteinas sdo importantes para patogénese
bacteriana gracas a seu papel na biologia e na viruléncia de membros clinicamente relevantes do

complexo ACB, como a espécie A. baumannii.

3.1.5.8 Fosfolipases

A fosfolipase é uma enzima lipolitica essencial para 0 metabolismo dos fosfolipidios e é um
fator de viruléncia em muitas bactérias (FLORES-DIAZ, M. et al 2016). Em A. baumannii,
quatro classes de fosfolipases (Al, PLP, PLC e PLD) foram identificadas (STAHL, J. et al 2015).

Estas fosfolipases diferem no tipo de reagéo que catalisam (FIESTER, S.E. et al 2016). A
fosfolipase Al cliva especificamente os fosfolipidios através da hidrolise da ligacdo acil éster
graxo na posicdo sn -1 da porgéo glicerol (ISTIVAN, T.S., COLOE, P.J. 2006), as PLP sdo
hidrolases acil lipidicas inespecificas que clivam a ligacdo acil éster de um fosfolipideo
(RYDEL, T.J. et al 2003), as PLC sdo enzimas que clivam o grupo principal fosforilado do
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fosfolipideo, enquanto as PLD sdo transfosfatidilase que apenas clivam depois do fosfato (LEE,
C-R. etal 2017).

De acordo com Jacobs e colaboradores (2010) a interrup¢do de um dos dois genes PLD
presentes em cepas de A. baumannii resultou na reducdo da resisténcia ao soro humano, na
diminuicao da capacidade de invasdo de células epiteliais e na diminuicdo da viruléncia em um
modelo murino de pneumonia. Sabe-se ainda que, muitas das fosfolipases codificadas em A.
baumannii ATCC 19606 tem possiveis implicacfes na citolise e na liberagdo final de contetdo
intracelular rico em ferro (FIESTER, S.E. et al 2016). Além disso, um estudo demonstrou que
de forma especifica o papel de uma fosfolipase C e uma fosfolipase D tem sido associado a
atividade citolitica da linha celular epitelial do carcinoma hipofaringeo FaDu e a sobrevivéncia
sérica e a invasdo em ceélulas BEAS-2B epiteliais bronquicas humanas e células Hela,
respectivamente (CAMARENA, L. et al 2010; JACOBS, A.C. et al 2010).

Em conjunto, essas observacdes evidenciam em A. baumanni um envolvimento na
citotoxicidade e na invasdo de células epiteliais, assim como sugerem um papel potencial na

viruléncia dessa espécie.

3.1.6 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

3.1.6.1 Producéo de beta-lactamases

Os antimicrobianos beta-lactdmicos — penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos — compartilham uma estrutura (anel beta-lactdmico) e um mecanismo de acao
onde ocorre a inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, através da inibicdo da Gltima etapa
da sintese de peptideoglicanos (GOODMAN&GILMAN, 2019). S&o varias as aplicacOes
terapéuticas dos beta-lactamicos, assim como 0s mecanismos de resisténcia associados a seu uso
indiscriminado, onde uma cepa sensivel pode adquirir resisténcia por meio de mutagdes, que
reduzem a afinidade das PLPs (proteinas ligadoras de penicilina) pelo antimicrobiano, ou até
mesmo resultar em alteracGes nos canais de porina especificos responsaveis pela difusdo do
farmaco pela célula bacteriana (FARIAS, D.V. et al 2022).

Um dos mecanismos mais importantes de resisténcia a antimicrobianos em A. baumannii é

a producéo de enzimas beta-lactamases, cujos genes sao geralmente transportados em elementos
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geneticos moveis (LEUNGTONGKAM, U. et al 2018). As beta-lactamases, segundo Ambler
(1980) sdo agrupadas em quatro classes com base na sequéncia de aminodcidos, incluindo: A,
B, C e D (ANTUNES, N.T., FISHER, J.F. 2014). Inclusive, a ampla distribuicdo de A.
baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) devido a diversos mecanismos genéticos foi
documentada (IBRAHIM, M.E. 2019).

As beta-lactamases de classe A possuem um grupo serina no sitio de acdo, e por isso levam
0 nome de serino-beta-lactamases. Essa classe engloba as penicilinases, a maioria das beta-
lactamases de espectro estendido (“Extended-Spectrum B-Lactamases” - ESBL), e as serino-
carbapenemases (“Klebsiella pneumoniae carbapenemase” - KPC). Entre as enzimas ja relatadas
em A. baumannii, ttm-se TEM-1, TEM-2, TEM-92, SHV-1, SHV-5, SHV-12, CTX-M-2, CTX-
M-15, SCO, PER-2, VEB-1 e CARB, e algumas carbapenemases, como GES-14 e KPC-2
(ANVISA, 2020).

As enzimas de classe B sdo chamadas de metalo-beta-lactamases (MBLS). Sdo caracterizadas
por apresentarem um ou dois a&tomos de zinco em seu sitio de acdo, e sdo capazes de hidrolisar
grande parte dos beta-lactamicos, possuindo alta atividade contra os carbapenémicos, além de
possuirem resisténcia aos inibidores de beta-lactamases, como sulbactam e clavulanato
(SOARES, C.R.P. 2022). Alguns dos genes MBLs ja evidenciados em A. baumanni sdo aqueles
que codificam as enzimas NDM-1, GIM, SIM, SPM, IMP-1, IMP-10 e VIM (ANVISA, 2020).

Por sua vez, as enzimas da classe C sdo denominadas como AmpC beta-lactamase. Inclusive,
a superexpressao de uma cefalosporinase cromossémica do tipo AmpC, também chamada de
ADC (cefalosporinase derivada de Acinetobacter), pode ser o mecanismo mais comum de
resisténcia aos beta-lactdmicos, e gera um fendtipo de resisténcia a ampicilina, cefalotina,
piperacilina, cefotaxima e ceftazidima (GENTELUCI, G.L. 2020).

As B-lactamases de classe D ou oxacilinases (OXA) possuem uma serina em seu sitio de
acdo. Essas enzimas OXA podem ser classificadas em oito subgrupos distintos, dos quais OXA-
23-like, OXA-24-like, OXA-40-like, OXA-51-like e OXA-58-like e OXA-143-like foram
identificados em A. baumannii a nivel cromossomal (IBRAHIM, M.E. 2019). Outras enzimas ja
encontradas na espécie sao OXA-37, OXA-64, OXA-65, OXA-67 OXA-69, OXA-70, OXA-88,
OXA-120, OXA-132 e OXA-219 (LEE, C.R. etal 2017; ANVISA, 2020), sendo OXA-23 beta-
lactamase e OXA-51 beta-lactamase as enzimas mais comuns encontradas em A. baumannii
resistente a carbapenémicos (CRAB) (IBRAHIM, M.E. 2019).
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3.1.6.2 Enzimas modificadoras de aminoglicosideos

Os aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina, amicacina, netilmicina, canamicina,
estreptomicina, paromomicina e neomicina) sdo antimicrobianos inibidores de sintese protéica
que se ligam ao ribossomo bacteriano (MURRAY, 2014). S&o utilizados para tratar infeccdes
graves por bactérias gram-negativas aerébicas, como em casos de meningite por A. baumanni
resistente a beta-lactamicos (GOODMAN&GILMAN, 2019).

Um dos mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos em A. baumannii sdo as
modificacbes de enzimas que afetam as proteinas no ribossomo bacteriano, conferindo uma
resisténcia marcante a sua acdo (TEWARI et al 2018). Essas modificacBes sdo ocasionadas pela
acao de trés classes principais de enzimas modificadoras de antimicrobianos: acetiltransferases
(AAC) ( 3)-la (aacC1l) , fosfotransferases (APH) (3')-Via (aphA6) e nucleotidiltransferases
(ANT) (2")-1a (aadB) e ANT(3”) -la (aadAl) (CUNHA, J.P.N. 2019). Os genes que codificam
essas enzimas podem ser adquiridos por meio da troca de plasmideos, transposons ou integrons
de classe 1, podendo atuar sozinhos ou em combinagdo com outros mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos (EICHENBERGER & THADEN 2019).

As enzimas aminoglicosideo-acetiltransferases causam a acetilacdo dos grupos -NH2 dos
aminoglicosideos nas posicfes 1, 3, 2' e 6' usando acetil coenzima A como substrato doador
(VETTING, M.W. et al 2005). J& as enzimas aminoglicosideo-fosfotransferases fosforilam os
grupos hidroxila presentes na estrutura dos aminoglicosideos nas posicoes 4, 6, 9, 3', 2", 3" e 7"
com a ajuda do ATP (WRIGHT, G.D.; THOMPSON, P.R. 1999). Por fim, as enzimas
aminoglicosideo-nucleotidiltransferases sdo classificadas em 5 grupos, e transferem um grupo
AMP do ATP para um grupo hidroxila nas posi¢bes 2", 3", 4', 6 e 9 da molécula de
aminoglicosideo (SHAW, K. et al 1993).

Estudos demonstram que, enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AME) e bombas de
efluxo sdo as principais fontes de resisténcia aos aminoglicosideos entre os isolados de A.
baumannii, onde seus genes que codificam esses mecanismos de resisténcia aos
aminoglicosideos podem ser distribuidos como elementos moveis (KISHK, R. et al
2021). Inclusive, a associacao de enzimas com bombas de efluxo sdo muito comuns e geralmente
sdo codificadas pelo operon adeabc (ANVISA, 2020).
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3.1.6.3 MutacGes em genes cromossémicos de fluorquinolonas

As fluorquinolonas (ciprofloxacino, delafloxacino, levofloxacino, moxifloxacino,
norfloxacino e ofloxacino) sdo antimicrobianos bactericidas que tém como alvo a DNA-girase
(gram-negativas) e a topoisomerase 1V (gram-positivas) (GOODMAN&GILMAN, 2019). Sao
amplamente utilizadas para tratar infecgdes graves do trato urinario, prostatite, infeccGes
sexualmente transmissiveis, infecgdes gastrintestinais e abdominais, infecces respiratorias e

infeccBes dos 0ssos, articulacdes e tecidos moles (ALOS, J-I. 2009).

Em A. baumannii, o principal mecanismo de resisténcia envolve mutacdes nos genes
cromossémicos (gyrA, gyrB, parC e parE) que codificam a DNA-girase e a topoisomerase 1V,
ou ainda por transporte ativo do farmaco para fora da bactéria, 0 que denomina-se bomba de
efluxo (ANVISA, 2020). Também ja foi descrita a resisténcia mediada pelos genes gnrS, gnrA
e gnrB (HOOPER, D.C.; JACOBY, G.A. 2015; VENKATARANAMA, G.P. et al 2022).

As bombas de efluxo apresentam alta frequéncia em Acinetobacter spp., destacando-se o
sistema de efluxo AdeABC e AdeM, também responsavel pela resisténcia aos aminoglicosideos,
eritromicina, cloranfenicol, trimetoprim, cefotaxima e tetraciclina (POOLE, 2004).

3.1.6.4 Mutacbes no sistema de dois componentes PmrA/PmrB das polimixinas

As polimixinas (polimixina B e polimixina E (colistina)) representam um grupo de
antimicrobianos elaborados por cepas de Bacillus Polymyxa (MENDES, C.A.C.; BURDMANN,
E.A. 2009). E uma das classes antimicrobianas mais antigas, desenvolvida a mais de 50 anos, e
logo em seguida descomercializada devido seus efeitos toxicos. No entanto, com o surgimento
de microorganismos gram-negativos multirresistentes, sua volta ao mercado e a terapia clinica

foi necessaria.

Seu mecanismo de acdo se baseia na sua interacdo com os fosfolipideos causando uma
desorganizacdo na estrutura das membranas celulares bacterianas (GOODMAN&GILMAN,
2019). Seu uso é condicionado a diversos tipos de infeccdes (pneumonias, queimaduras,
infecgdes Osseas, infeccbes ginecologicas, meningite, fibrose cistica, endocardite e bacteremia)

em especial as otites, porém, limitado a infec¢des graves por patdgenos resistentes a outras
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terapias efetivas, como A. baumannii resistente a carbapenémicos (ROSA, L.N. et al 2021;
OMS, 2017; RODRIGUES, A.P.F. 2016).

Embora a resisténcia a polimixinas ainda seja pouco relatada, seu aparecimento ja foi
relatado e documentado em diversos artigos a nivel mundial, causando preocupacdo e uma
problematica envolvendo principalmente os géneros Acinetobacter e Klebsiella (ANVISA,
2020). Sua resisténcia esta associada a mutacdes no sistema de dois componentes PmrA/PmrB,
com consequente modificacdo do lipideo A, atraves de varias substituicoes, delecdes e insercdes
de nucleotideos em todos seus trés genes biossintéticos (IpxA , IpxC ou IpxD) que causam
mudancas de quadro ou resultam em proteinas truncadas que prejudicam a biossintese do lipideo
A (NOVOVIC, K.; JOVCIC, B. 2023), levando a perda completa ou modifica¢fes do LPS, alvo
principal das polimixinas (OLAITAN, A.O.; MORAND, S.; ROLAIN, J.M. 2014).

Além disso, em 2015, foi descrito pela primeira vez um mecanismo de resisténcia mediado
por plasmideo, o gene mcr-1 em isolados e E. coli na China (DOI&CARVALHARES, 2017).
Desde entdo, diversas variantes do gene mcr (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mer-4, mcr-5, mer-6, mcr-7,
mcr-8, mcr-9) ja foram descritos, 0 que ocasionou grande preocupacao, devido ao maior e mais
rapido potencial de disseminacdo deste gene entre diversas espécies bacterianas (DOI
&CARVALHARES, 2017).

No Brasil, o primeiro caso de mcr-1 detectado em humanos ocorreu no estado do Rio Grande
do Norte, em uma cepa de E. coli (OLIVEIRA, F.A. 2020). E apesar da grande diversidade de
genes mcr ja descritos, a grande maioria dos relatos no Brasil estdo relacionados ao mcr-1 (RAU,
R.B. et al 2019). No entanto, outras variantes de mcr, como o mcr-3 e mcr-5 ja foram descritas
(KIEFFER, N. et al 2018; FERNANDES, M.R. et al 2018). Neste sentido, a resisténcia a
colistina mediada por plasmideos codificada por genes mcr foi reconhecida como um importante
impulsionador da rapida disseminacdo por transferéncia horizontal de genes entre bactérias
gram-negativas, incluindo A. baumannii (KHUNTAYAPORN, P.; THIRAPANMETEE, K,
CHOMNAWANG, M.T. 2022).

3.1.6.5 Sistemas de bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo denominadas como uma classe de transportadores envolvidos na
captacdo de nutrientes e ions, na excre¢do de produtos produzidos pelas células bacterianas, e
nos processos de comunicacgéo entre as células (MAGNET, S.; COURVALIN, P.; LAMBERT,
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T. 2001). Sdo compostos por proteinas de membrana externa, associada a uma proteina de
membrana interna, que tém como funcéo proteger as células de efeitos toxicos. Em determinadas
situacOes, podem ser hiperexpressas e contribuir para a resisténcia aos antimicrobianos, ejetando
uma quantidade significativa desses farmacos para fora da célula bacteriana, impedindo sua
atividade (PISSULIN, C.; SIQUEIRA, C.; GIRARDELLO, R. 2021).

Dentro do sistema de bombas de efluxo ha seis familias que o compdem: superfamilia cassete
de ligacdo de ATP (ABC), superfamilia dos facilitadores principais (MSF), familia resisténcia-
nodulacdo-divisdo (RND), familia de extrusdo de multidrogas e compostos toxicos (MATE),
familia de baixa resisténcia multidrogas (SMR) e superfamilia dos transportadores de drogas e
metabolitos (DMT) (PISSULIN, C.; SIQUEIRA, C.; GIRARDELLO, R. 2021).

Em A. baumannii, a resisténcia aos antimicrobianos esta associada as familias MFS e RND,
onde a Ultima consiste em um sistema tripartido, denominado AdeABC, e esta associada a
resisténcia a aminoglicosideos, betalactamicos, cloranfenicol, eritromicina e tetraciclinas, sob
controle de um sistema regulatério com dois componentes, codificado pelos genes adeRS
(GORDON et al 2010; RUZIN et al 2007). Segundo Oliveira (2015), outro sistema RND j& foi
caracterizado em A. baumannii, denominado AdelJK. Este sistema possui especificidade de
substrato, favorecendo compostos anfifilicos e contribuindo sinergisticamente com AdeABC
para a resisténcia a tigeciclina (FRANCA, R.O. 2015). Outro estudo ainda cita que, pelo menos
nove sistemas tenham sido descritos em A. baumannii, no entanto, os sistemas tripartidos
AdeABC, AdeFGH e AdelJK foram os principais associados a perda de susceptibilidade aos
antimicrobianos (JIMENEZ-CASTELLANOS, J-C., et al 2023).

A familia de transportadores MSF é a segunda mais importante em relacdo a A. baumannii,
onde um nimero de bombas de efluxo incluindo TetA, CmIA , MdfA, CrA e AmvA, que medeia
a resisténcia a diferentes tipos de antimicrobianos ja foram caracterizadas (LIN et al 2014). Entre
esses antimicrobianos, a resisténcia a tetraciclina (TetA e TetB) e a monociclicina (TetB), assim
como o sistema CmlA, o qual expulsa o cloranfenicol foram relatadas (HUYS et al 2005;
FOURNIER et al 2006).

Ainda em A. baumannii, outro estudo relata a presenca de mais duas familias (MATE e
SMR) relacionadas a sua resisténcia (FRANCA, R.O. 2015). Nesse sentido, uma bomba
pertencente a familia MATE, denominada como AbeM foi identificada em isolados clinicos de
A.baumannii conferindo resisténcia a fluoroguinolonas e imipenem (DENG et al 2014). Além
disso, de acordo com Abdi e colaboradores (2020), a superexpressao desta bomba resulta em um
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incremento de mais de 4 vezes nas CIMs de ciprofloxacina, norfloxacina, ofloxacina,
gentamicina, triclosan, daunorrubicina, doxorrubicina, brometo de etidio e rodamina 6G. Além
disso, gera um aumento reprodutivel de 2 vezes nas CIMs de canamicina, cloranfenicol,
eritromicina, trimetoprima e tetrafenilfosfonio (TPPCI) (SU, X.Z. et al 2005).

Outros genes pertecentes as familias ABC e SMR relacionados a resisténcia aos
antimicrobianos em A. baumannii também ja foram relatados (ABDI, S.N. et al 2020). Apesar
de que em bactérias gram-negativas, existem apenas casos raros de bombas de efluxo de
medicamentos da familia ABC. Enquanto isso, em um estudo sobre uma suposta bomba de
efluxo de drogas da familia SMR, codificada cromossomicamente, denominada AbeS, de uma
cepa de A. baumannii multirresistente, demonstrou que a delecdo do gene abeS em A. baumannii
confirmou seu papel na resisténcia deliberada a estes complexos (SRINIVASAN, V.B,;
RAJAMOHAN, G.; GEBREYES, W.A. 2009).

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar os perfis de formacdo de biofilmes e formagdo de SCVs com e sem pressdo de
concentracdes subinibitdrias de colistina em diferentes clones de Acinetobacter spp.

4.2 Objetivos especificos

e Confirmar a identificagdo da espécie A. baumannii através da presenca do gene gyrB pela
técnica de PCR;

e Determinar a diversidade clonal de todos os isolados através da amplificacdo de segmentos
de DNA pela técnica de PCR-RAPD;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima de colistina (CIM) de todos os isolados;
e Quantificar a densidade celular dos biofilmes de todos os isolados;

e Analisar a formacdo de SCVs com e sem pressdo de concentragdes subinibitorias de colistina

em diferentes clones de A. baumannii e outras espécies do complexo ACB;
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e Determinar a presenca do gene bap, associado a formacdo de biofilmes em diferentes

isolados de A. baumannii e outras espécies do complexo ACB;

e Confirmar a espécie das SCVs por meio da presenca do gene gyrB pela técnica de PCR.

5. METODOLOGIA

5.1 Amostras bacterianas

a) Amostras — Grupo 1

A obtencdo dos isolados deste grupo (n=24) foi aprovada pelo Comité de Etica CAAE —
01402312.6.0000.5149 (ANEXO 1) através de solicitacdo do Prof. Dr. Vandack Alencar Nobre
Jr e da Prof.2 Dr.2 Simone Goncalves dos Santos para realizagdo de projeto anterior (“Fatores de
viruléncia e resisténcia de amostras clinicas de Acinetobacter baumannii: caracterizagdo
fenotipica e genotipica e anélise da interferéncia destes fatores na evolugdo e resolugdo dos

processos”) realizado por Franca e colaboradores (2015).

Neste estudo, foram analisados 24 isolados de A. baumanni recuperados a partir de amostras
clinicas, sendo elas, ponta de catéter (36%), aspirado traqueal (28%), hemocultura (24%),
urocultura (8%) e ferida operatoria (4%) de pacientes internados no HC-UFMG, no periodo de

Marco de 2012 a Marco de 2013, localizado na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Para a inclusdo e exclusdo dos participantes neste estudo, foram utilizados os seguintes
critérios, respectivamente: “idade > 18 anos e isolamento de A. baumannii (em culturas clinicas
e em swabs de vigilancia); quando o isolamento de A. baumannii que motivou a potencial
inclusdo no estudo tivesse ocorrido antes da internacdo hospitalar, para pacientes do grupo de
estudo, e pacientes ja colonizados por bastonetes gram-negativos nado-fermentadores,

provenientes de outras instituicdes”.

e ldentificagdo das amostras — Grupo 1

A identificacéo dos isolados foi feita pelo Setor de Microbiologia do HC-UFMG seguindo a

metodologia padronizada no laboratério. Os isolados que foram identificados como A. baumanni
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foram encaminhados ao Laboratério de Biologia Celular de Microorganismos (LBCM) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG, onde foram estocadas em freezer a —80°C, no
meio liquido Broth Heart Infusion (BHI-DIFCO®) acrescido de 15% de glicerol até o inicio

desta pesquisa.

Para a confirmacdo das espécies do complexo ACB, Franca e colaboradores (2015)
realizaram a deteccdo genotipica do gene blaOXA51, sabidamente marcador da espécie, atraves
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex, na qual se detectou ainda a presenca de
outras oxacilinases (blaOXA23, 24, 58), de acordo com a metodologia padronizada no

laboratorio.

o Perfil de Suscetibilidade — Grupo 1

Todos os isolados foram submetidos a detec¢do da concentracdo inibitéria minima (CIM)
pelos métodos de Epsilometer test (E-test®) no Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerébios
contra 0s seguintes antimicrobianos apresentando o respectivo perfil de resisténcia:
Ampicilina/Sulbactam (61,3%), Ceftazidime (71%), Gentamicina (24,2%), Meropenem
(98,4%), Polimixina B (0%) e Tigeciclina (48,4%). Os pontos de corte utilizados foram 0s
definidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014) e pela British Society
for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC, 2014).

b) Amostras — Grupo 2

A obtencdo dos isolados deste grupo (n=18) foi aprovada segundo Carta de Anuéncia do
Nucleo de Pesquisa da Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais — FHEMIG (Processo
n°2270.01.0027733/2019-80 — ANEXO I1) através de solicitacdo da Prof.2 Dr.2 Cristina Sanches
e Prof.* Dr.? Magna Cristina de Paiva para a realizagdo de projeto anterior (“Resisténcia aos
carbapenémicos e investigacdo do efeito sinérgico baseado na minociclina em isolados de

Acinetobacter baumannii”) realizado por Castro e colaboradores (2021).

Neste estudo, foram analisados 18 isolados de A. baumanni resistentes a carbapenémicos
recuperados a partir de amostras clinicas, sendo elas secrecdo de pele (39,13%), secrecao
traqueal (30,43%), ponta de catéter (13,04%), urina (8,69%), sangue (4,34%) e liquor (4,34%)
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de pacientes internados no Hospital Jodo XXIII durante o ano de 2019, localizado na cidade de

Belo Horizonte, Minas Gerais.

e Identificacdo das amostras — Grupo 2

Para a identificacdo fenotipica do complexo A. baumaannii foi utilizado o sistema
automatizado Vitek 2® (bioMeireux, Franga) na instituicdo de origem. Para a confirmacéo da
espécie A. baumannii foi utilizada metodologia de espectometria de massas - Matrix-assisted
laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), de acordo com
as instrucdes do fabricante na Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.
A cepa A. baumannii American Type Culture Collection (ATCC) 19606 foi utilizada como
controle dos testes.

Os isolados bacterianos devidamente identificados, apos verificagdo da pureza em Agar
Mueller-Hinton (Himedia, india), foram armazenados a -20 °C em 2 mL de caldo 68 nutriente
(CN,Micromed, Brasil) acrescido de 20% de glicerol (Dinamica, Brasil) no Laboratorio de

Microbiologia Clinica da Universidade Federal de Sdo Jodo del Rei (UFSJ).

e Perfil de Suscetibilidade — Grupo 2

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (amicacina — AMI, ampicilina/sulbactam-
APS, gentamicina- GEN, piperacilina-tazobactam- PPT, cefuroxima — CFX, cefoxitina- CFO,
ceftazidima- CFT, ceftriaxona- CFR, cefepima- CPM, ciprofloxacina—CIP, imipenem- IMP,
meropenem- MER e tigeciclina- TIG ) foi determinado utilizando o sistema automatizado Vitek
2® (bioMeireux, Franga) e interpretado de acordo com o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2019) no Laboratério de Microbiologia do Hospital Jodo XXIIl, BH-MG.

Para os compostos meropenem (MER) (Aspen, Brasil), polimixina B (B-POL) (Sigma-
Aldrich, USA), polimixina E (colistina) (COL) (USP Reference Standard Colistin Sulfate, MD,
USA), ciprofloxacina (CIP) (Fagron, Brasil) e minociclina (MIN) (Sun Pharmaceutical, india)
foram determinadas as CIMS (concentragBes inibitorias minima) exatas pela técnica de

microdiluicdo em caldo seguindo as orienta¢fes do CLSI (2019).
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As faixas de concentragdo testadas dos antimicrobianos variou de 1-1024 pg/mL para MER
e CIP; 0, 03- 32ug/mL para COL e B-POL e 0,25-256 pg/mL para MIN.

Todos os 23 isolados deste estudo foram classificados como carbapenémicos-resistente.

5.2 Etapa laboratorial

5.2.1 Confirmacao da espécie atraves da presenca do gene gyrB pela técnica de Reacgado

em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a confirmacdo das espécies do complexo ACB, todos os isolados incluidos neste estudo
(Grupo 1 e 2) foram submetidos a uma PCR no LBCM — ICB/UFMG, de acordo com as
condicdes definidas por Higgings e colaboradores (2007) para deteccao do gene gyrB utilizando
os primers spd4F (5-CACGCCGTA AGAGTGCATTA), sp4dR (5-AACGGAGCTT
GTCAGGGTTA) e sp2F (5’-GTTCCTGAT CCGAAATTCTCG) a 56°C de anelamento e
produzindo uma banda de 294pb (sp4F a sp4R) para A. baumannii e outras espécies, e uma
segunda banda de 490 pb (sp2F a sp4R) originaria apenas de A. baumannii, levando a
confirmacdo da espécie (HIGGINGS, P.G. et al 2007). Como controle positivo foi utilizada A.
baumannii ATCC 19606.

a) Extracdo do DNA bacteriano

Para a extracdo do DNA dos isolados de A. baumannii, foram preparados in6culos
bacterianos a partir da adi¢éo de 2-3 coldnias crescidas em &gar BHI (Titan Biotech LTD., India)
a um volume de 5mL de caldo BHI (Neogen Corporation, Michigan). Os mesmos foram
submetidos a incubacdo overnight a uma temperatura de 37°C. Apos incubagéo iniciou-se o
processo de extragdo de DNA de acordo com o protocolo de Seratti e Maniglia (2019), com

algumas modificagdes.
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b) Preparo do Master-Mix

Para preparo do Master-Mix foram utilizados: 2,5uL de buffer (Biotecnologia e Servicos,
pht, Brasil) (10x), 0,5uL de Tag DNA polimerase (Biotecnologia e Servicos, pht, Brasil)
(5Utag/uL), 0,5uL de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (NeoTagq, Brasil) (10mM) e 0,75uL de MgCl,
(Biotecnologia e Servicgos, pht, Brasil) (50mM), 0,5ul de cada um dos primers sp4F, sp4R e
sp2F (Metabion International AG, ESP) (10mM) e 14,25uL de &gua de injecdo, seguindo o
proposto por Higgings e colaboradores (2007), com algumas modificacdes. Cada reacdo ocorreu

com um volume final de 25uL sendo 20uL de Master-Mix + 5uL de DNA bacteriano extraido.

¢) Condicdes para amplificagdo

As condicdes de amplificacdo foram feitas de acordo com Higgings e colaboradores (2007),

com algumas modificagdes.

Apos a PCR, os produtos das amplificacBes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (Life Technologies, Inc., USA) por 30 minutos a 100 volts usando buffer TBE
1x (HIGGINGS et al 2007). Finalmente, o gel foi corado com brometo de etidio (10 mg/mL) e
observado sob luz UV.

Todas as amostras positivas para A. baumannii ou qualquer espécie do complexo ACB foram
utilizadas nas etapas subsequentes.

5.2.2 Caracterizacdo genotipica — Amplificacdo aleatoria de polimorfismo de DNA
(RAPD)

A caracterizacao genotipica foi feita pela técnica de amplificacéo aleatoria de polimorfismo
de DNA (RAPD) usando o primer DAF4 (5’-CGGCAGCGCC-3’) (Integrated DNA
Technologies, IDT, USA) com uma temperatura de anelamento de 50 °C, considerando as
condicdes descritas (GRUNDMANN, H. J. et al 1997; WIEDMANN-AL-AHMAD, M.,
TICHY, H.V., SCHON, G. 1994; RAVI, N.S. et al 2018; GAL, Z. et al 1996), com algumas

modificages.
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a) Preparo do Master-Mix

Para preparo do Master-Mix foram utilizados: 3uL de Tag DNA polimerase (Biotecnologia
e Servigos, pht, Brasil) (1Utaq), 4uL de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (NeoTaq, Brasil) (5mM),
5uL de MgCl; (Biotecnologia e Servigos, pht, Brasil) (50mM), 1uL de Tris-HCI (Vetec, Brasil)
(Merck, Brasil) (1M), 5uL de KCI (Vetec, Brasil) (1M), 2uL de DMSO 100% (Labsynth, Brasil),
10uL de cada um dos primers DAF4 (IDT, EUA) (10mM) e 50uL de agua de injecdo
(GRUNDMANN, H. J. et al 1997; WIEDMANN-AL-AHMAD, M., TICHY, H.V., SCHON, G.
1994; RAVI, N.S. et al 2018; GAL, Z. et al 1996). Cada reacdo ocorreu com um volume final
de 100uL sendo 80uL de Master-Mix + 20uL de DNA bacteriano extraido.

b) Condicgbes para amplificacao

As condic6es de amplificagdo foram definidas de acordo com os autores (GRUNDMANN,
H. J. etal 1997; WIEDMANN-AL-AHMAD, M., TICHY, H.V., SCHON, G. 1994; RAVI, N.S.
et al 2018; GAL, Z. et al 1996), com algumas modificaces.

Apos a PCR, os resultados das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% (Life Technologies, Inc., USA), seguindo o método proposto por
(GRUNDMANN, H. J. etal 1997; WIEDMANN-AL-AHMAD, M., TICHY, H.V., SCHON, G.
1994; RAVI, N.S. et al 2018; GAL, Z. et al 1996), com algumas modificacdes.

A analise dos clones foi realizada usando o método de grupo de pares ndo ponderados com
médias matematicas, e a relacdo foi calculada usando o coeficiente Dice baseado em banda com
uma toleréncia de banda de 1,5% e configuracdo de otimizacdo de 1,5% para o perfil inteiro
usando o software PyElph 1.4 que possibilita a analise das bandas diretamente do gel de agarose
(PAVEL A. B., VASILE C. 1, 2012). Um valor de 85% foi escolhido como o limite para o
estabelecimento da relagéo clonal das linhagens (PAVEL A. B., VASILE C. I, 2012).
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5.2.3 Analise da presenca do gene bap, associado a formacao de biofilmes nos diferentes

isolados de A. baumannii e outras espécies do complexo ACB

Para analise da presenca do gene bap foi realizada uma PCR usando o primer F
(ATGCCTGAGATACAAATTAT) (Integrated DNA Technologies, IDT, USA) e primer R
(GTCAATCGTAAAGGTAACG) (Integrated DNA Technologies, IDT, USA) com uma
temperatura de anelamento de 60 °C, considerando as condigOes descritas (AZIZ1, O. et al 2016),

com algumas modificacdes.

c) Preparo do Master-Mix

Para preparo do Master-Mix foram utilizados: 2,5uL de buffer (Biotecnologia e Servicos,
pht, Brasil) (10x), 1uL de Taqg DNA polimerase (Biotecnologia e Servicos, pht, Brasil) (1Utaq),
1uL de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (NeoTaq, Brasil) (5mM), 2uL de MgCl> (Biotecnologia e
Servicos, pht, Brasil) (50mM), 1ul. de cada um dos primers R e F (Integrated DNA
Technologies, IDT, USA) (10mM) e 11,5uL de agua de injecdo (AZIZI, O. et al 2016). Cada
reacdo ocorreu com um volume final de 25uL sendo 20uL de Master-Mix + 5uL de DNA

bacteriano extraido.

d) CondicGes para amplificacédo

As condicdes de amplificacdo foram definidas de acordo com o autor (AZIZI, O. et al 2016),

com algumas modificagdes.

Apbs a PCR, os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% (Life Technologies, Inc., USA) por 30 minutos a 100 volts usando buffer TBE 1x
(AZIZI, O. et al 2016). Finalmente, o gel foi corado com brometo de etidio (10 mg/mL) e
observado sob luz UV.
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5.2.4 Concentracao inibitéria minima (CIM) — Microdiluicdo em caldo

Todos os isolados do Grupo 1 foram submetidos a uma microdiluicdo em caldo para a
determinacdo da CIM para colistina (Antibioticos do Brasil LTDA) seguindo as orientagdes do
BrCast (2023). Os isolados do Grupo 2 foram isentos do teste uma vez que, em estudo anterior

de Castro e colaboradores (2021) a CIM para colistina j& havia sido determinada.

a) Preparo do antimicrobiano colistina

A solucdo do antimicrobiano colistina (0,125ug/mL) foi preparada (ISO 20776-1; CLSI
(2019)), aliquotada em solugdes estoques em microtubos (2 mL), envoltos em papel aluminio e
armazenados em freezer a -20°C até a realizacdo do experimento. A escolha do antimicrobiano
foi baseada nas opgdes terapéuticas utilizadas para tratamento das infec¢bes clinicas por A.
baumannii MDR (RODRIGUEZ et al 2015; ASIF; ALVI; REHMAN, 2018).

b) Preparo dos indculos

Para a determinagdo da CIM exata foram preparados inoculos (5 x 10° UFC/mL) através da
adicdo de 10 uL (in6culo estoque armazenado a -20°C) a 5mL de caldo BHI (Neogen
Corporation, Michigan) overnight. Em seguida, 100uL desse in6culo foi submetido a uma
diluicio seriada (10®), com posterior plagqueamento (diluicdes 107 e 10°®) para contagem das
UFC/mL. A partir desse valor, calculos descritos abaixo foram realizados de modo a conhecer o
volume adequado de cada in6culo para a realizagdo da CIM, de forma que sua concentracéo final
fosse de 5 x 10° UFC/mL, de acordo com o proposto pelo BrCast (2023).

Fator de correcdo (FC) para UFC = contagem das UFCs x diluicdo na qual foi realizada a
contagem

UFC da placa x n (volume a ser adicionado de cada in6culo) = 5mL x (5 x 10° UFC/mL)
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c) Preparo da placa de 96 pocos

Volumes conhecidos, obtidos atraves de formula descrita acima, de cada um dos isolados
foram adicionados aos po¢os de uma microplaca de poliestireno com fundo em “U” de 96 pocos
contendo o antimicrobiano (colistina) a ser testado (20 pL) previamente diluidos em caldo
Mueller-Hinton (Fluka Analytical, US) (100uL), resultando em um volume final de 200 uL. em
todos os pocos. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37° C por 24h.

Os experimentos foram realizados em duplicata, de modo a garantir uma maior
reprodutibilidade dos resultados. Os controles de crescimento (meio mais indculo), controle de
esterilidade do meio (somente meio), e controle de esterilidade do antimicrobiano (somente

colistina) foram realizados.

d) Interpretacdo dos resultados

O resultado foi avaliado pela inspecao visual da turbidez das suspensfes depositadas nos
pocos (figura 6), o que indica crescimento bacteriano. A CIM foi considerada a menor
concentracdo do antimicrobiano onde nédo foi observado o crescimento visivel de A. baumannii
ou qualquer espécie do complexo ACB. As faixas de concentracdo testada do antimicrobiano
colistina variou de 0,25 - 32pg/mL.
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Figura 6 — Concentracéo inibitéria minima de colistina para os isolados de A. baumannii ou qualquer espécie do

complexo ACB.

Fonte: elaborado pelo autor, 2024.

Legenda: Destacados em preto alguns dos isolados de A. baumannii deste estudo (A05, B06, C08, D09 e E10); em
amarelo encontram-se os controles: CM+1 (controle do meio + in6culo), CM (controle de esterilidade do meio) e

CA (controle de esterilidade do antimicrobiano).

5.2.5 Crescimento e quantificagdo da densidade celular dos biofilmes e formacgéo de SCVs

A anélise de crescimento dos biofilmes dos isolados presentes no estudo foi realizada por
meio da quantificacdo de unidades formadoras de col6nias (UFC) apds microdiluicdo seriada e
plagueamento em agar BHI (Titan Biotech LTD., India) conforme proposto por Campos e

colaboradores (2016), com algumas modificagdes.

a) Preparo dos indculos

Para preparo dos indculos, 10uL de todos os isolados foram adicionados em 5mL de caldo
BHI (Neogen Corporation, Michigan) e incubados a 37°C overnight. 100uL de cada um dos
indculos foi submetido a uma diluicdo seriada (1078). 100uL de cada uma das duas Gltimas
diluices (107 e 10°8) foram inoculadas em placas de 4gar BHI (Titan Biotech LTD., India) e
incubadas a 37°C por 24h.
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Apbs incubacdo, realizou-se a contagem das UFC de cada um dos isolados, bem como a
observacdo de sua pureza. A partir desse valor, calculos foram realizados, de modo a conhecer
0 volume adequado de cada um dos inoculos necessario para a realizagdo das etapas

subsequentes compreendendo uma concentracéo final de 1,0 x 108 UFC/mL.

b) Formacéo de biofilmes em placas de poliestireno 6 pocos

Para a analise da formacao dos biofilmes, concentracdes padronizadas (1 x 108 UFC/mL) de
cada um dos indculos foram aplicadas em placas de poliestireno com 6 pocos (Kasvi, China).
Em cada um dos pocos contendo a suspensao, foram adicionados 3mL de caldo BHI (Neogen
Corporation, Michigan). Utilizou-se como controle negativo o caldo BHI (Neogen Corporation,
Michigan) sem indculo bacteriano e, como controle positivo, A. baumanni ATCC 19606.

Incubou-se as placas a 37°C por 24 horas.

Apos incubacdo, realizou-se com o auxilio de uma pipeta a remocdo de bactérias
planctonicas de cada um dos pogos. Em seguida, os pocos foram lavados 3 vezes com 1 mL de
PBS 1X, desprezando o produto da lavagem. Finalmente, foi adicionado 1 mL de PBS e foi
realizada uma fric¢do contra as paredes dos po¢os para que houvesse a liberacdo das células do
biofilme. O produto da fricgio foi entdo submetido a uma microdiluicdo seriada (10®) e 100uL
dos produtos obtidos nos eppendorfs com as diluicdes 1077 e 108 foram submetidos ao plantio
em Agar BHI (Titan Biotech LTD., India), e incubados por 24 horas a 37°C.

Apbs incubacao, realizou-se a contagem das UFC obtidas na placa por meio de contagem
manual e a interpretacdo dos resultados. Fator de correcdo foi aplicado para a diluicdo em que

foi realizada a contagem, de acordo com calculo abaixo:

Contagem das UFC x diluicdo no qual foi realizada a contagem = n de UFC total

¢) Crescimento e quantificagéo das SCVs

Todas as placas anteriormente submetidas a quantificacdo dos biofilmes foram re-incubadas
a 37°C por um periodo de 7 dias. Procedeu-se com a investigagdo das SCVs no terceiro e setimo
dia de incubacéo, se sugestivo, realizou-se o isolamento da colénia para confirmacdo da espécie

através da analise da presenca do gene gyrB.
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As SCVs foram identificadas a partir do seu fenotipo de crescimento em agar BHI (figura 7),
de acordo com criterios definidos: (i) colonias isoladas ~ 10 vezes menores que o fendtipo WT

A. baumannii e (ii) crescimento lento (visivel a partir de 48 horas de incubagao).

Fatores de correcdo para contagem das SCVs foram aplicados para a dilui¢cdo encontrada.

Figura 7 — Smalls colony variants de A. baumannii em Agar BHI ap6s 3 dias de incubagéo a 37°C.

Fonte: elaborado pelo autor, 2024.

d) Crescimento e quantificacdo das SCVs com pressdo antimicrobiana de colistina

Para a quantificacdo das SCVs através de presséo antimicrobiana de colistina, concentragoes
padronizadas (1,0 x 105 UFC/mL) de cada um dos indculos foram aplicadas em placas de
poliestireno com 6 pocos (Kasvi, China) contendo 3mL de caldo BHI (Neogen Corporation,
Michigan). Utilizou-se como controle negativo o caldo BHI (Neogen Corporation, Michigan)
sem inoculo bacteriano e, como controle positivo, A. baumannii ATCC 19606. Por fim,
incubou-se as placas a 37°C por 24 horas.

Apo0s incubacdo, concentracdo subinibitéria de colistina definida através da CIM dos
isolados (0,125ug/mL) foi adicionada em cada um dos pocos, e novamente as placas foram
incubadas a 37°C por 24h. A concentragdo subinibitoria de colistina foi definida através da
metade do valor da menor CIM encontrada para os isolados deste estudo.
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Posteriormente, realizou-se com o auxilio de uma pipeta a remocéo de bactérias planctonicas
de cada um dos pogos. Em seguida, os pocos foram lavados 3 vezes com 1 mL de PBS 1X,
desprezando o produto da lavagem. Finalmente, foi adicionado 1 mL de PBS e foi realizada uma
friccdo contra as paredes dos pocos para que houvesse a liberagdo das células do biofilme. O
produto da fricgdo foi entdo submetido a uma microdiluico seriada (10°®) e 100uL dos produtos
obtidos nos eppendorfs com as diluicdes 107 e 10 foram submetidos ao plantio em Agar BHI
(Titan Biotech LTD., India), e incubados por 72 horas a 37°C.

Durante as 72h de incubacéo, realizou-se a observacdo da presenca de SCVs. Se sugestivo
de SCVs, realizou-se o isolamento da coldnia para confirmacédo da espécie através da analise da

presenca do gene gyrB.

Fatores de correcdo para contagem das SCVs foram aplicados para a dilui¢do encontrada, de

acordo com calculo abaixo.

Contagem de SCVs x diluicdo no qual foi realizada a contagem = frequéncia de geracdo de
SCVs.

5.3 Analise Estatistica

Foi utilizado o programa estatistico SigmaXL. Os experimentos foram realizados com pelo
menos trés réplicas bioldgicas independentes. O teste ndo paramétrico de Mann Whitney-
Wilcoxon foi utilizado para comparagdes dos dados das culturas bacterianas. A significancia
estatistica foi determinada em p <0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

e Confirmacao da identificagdo da espécie A. baumannii

Os isolados bacterianos deste estudo (n=42) foram recuperados de amostras bioldgicas de
pacientes internados, sendo a maioria proveniente de ponta de catéter (12/42) e aspirado traqueal
(11/42).
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Todos os isolados bacterianos foram submetidos a uma PCR para a detec¢édo de gyrB (figura
8) afim de confirmar sua espécie. Apesar de, em estudos realizados anteriormente (FRANCA et
al 2015; CASTRO et al 2021), todos os isolados terem sido classificados como A. baumannii,
pudemos observar que alguns destes (12/42; 28,57%) pertenciam na verdade a outras espécies

do complexo ACB.

O uso de gyrB como método para identificar isolados de Acinetobacter a nivel de espécie
ndo é novo, pois vem sendo utilizado a mais de uma década. Lee e colaboradores (2014)
analisaram 495 isolados de Acinetobacter afim de diferenciar suas espécies, e para isso utilizou
dois métodos de comparacdo, sendo eles uma PCR multiplex gyrB e identificacdo automatizada
pelo Vitek2, obtendo maior preciséo para PCR gyrB (90,5%) que para o Vitek2. Outro estudo
observou um grau de concordancia de 100% entre os resultados obtidos de uma PCR gyrB
quando comparados a Kraken 2 e ANI para identificacdo de A. baumannii (ALBERT, M.J., AL-
HASHEM, G., ROTIMI, V.0. 2022).

Por enquanto, o método de PCR gyrB é reproduzivel e simples de usar, essencial para o
estudo epidemioldgico de cepas clinicas de Acinetobacter (HIGGINGS et al 2007).

Figura 8 - Padrdo de bandas para A. baumannii e espécies do complexo ACB em gel de agarose 1,5% .

AC55 AC54 AC49 AC39 AC37 AC33 AC32 AC30 AC24 CP

Fonte: elaborado pelo autor, 2024.

Legenda: Padrdo de bandas para A. baumannii e espécies do complexo ACB em gel de agarose 1,5% demonstrando
uma banda de 294pb para A. baumanni e outras espécies, e uma segunda banda de 490 pb originaria apenas de A.
baumanni obtidas por meio de PCR utilizando primers direcionados ao gene gyrB (Higgings, P.G. et al 2007). KP:
peso molecular; CN: controle negativo; CP: controle positivo; (AC24, AC39, AC32, AC37, AC49 e AC55):
isolados de A.baumannii; (AC33, AC39 e AC54): isolados do complexo ACB.
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Com a andlise dos resultados, pode-se observar que 71,42% (n=30) dos isolados foram
identificados como A. baumannii, como relatado em Tabela 1. Fato importante, uma vez que a
diferenciacdo de espécies do complexo ACB pode ser desafiadora, pois sdo geneticamente
relacionadas e fenotipicamente muito dificeis de diferenciar uma das outras (HIGGINGS et al
2007).

Tabela 1 - Identificagdo das espécies - Grupo 1 e 2.

Grupo 1 Grupo 2
Cepas Sitios de origem Espécie Cepas Sitios de origem Espécie
A05 Aspirado traqueal A. baumannii  Acl0 Secrecdo de pele ACB
B06 Sangue A. baumannii  Acl2 Secrecdo de pele ACB
Cco8 Aspirado traqueal A. baumannii  Ac24  Secregdo de pele A. baumannii
D09 Ponta de catéter ACB Ac30 Sangue A. baumannii
E10 Sangue A. baumannii  Ac31 Secrecdo de pele ACB
F12 Sangue ACB Ac32 Ponta de catéter A. baumannii
G16 Aspirado traqueal ACB Ac33  Secrecdo de pele ACB
H17 Aspirado traqueal A. baumannii  Ac35 Secrecao traqueal A. baumannii
118 Sangue ACB Ac37 Ponta de catéter A. baumannii
J19 Sangue ACB Ac39 Urina ACB
K21 Sangue A. baumannii  Ac40  Secrecao traqueal A. baumannii
L25 Ferida operatoria A. baumannii  Ac45  Secregéo traqueal A. baumannii
M26  Ponta de catéter A. baumannii  Ac46  Urina A. baumannii
N27 Ponta de catéter A. baumannii  Ac49 Ponta de catéter A. baumannii
P32 Urina A. baumannii  Ac50  Secregéo de pele A. baumannii
Q33 Ponta de catéter A. baumannii  Ac53  Secregéo traqueal A. baumannii
R34 Ponta de catéter A.baumannii  Ac54  Secrecdo de pele ACB
S35 Ponta de catéter A. baumannii  Ac55  Secregéo de pele A. baumannii
T36 Aspirado traqueal A. baumannii
u37 Ponta de catéter A. baumannii
V38 Ponta de catéter ACB
W43 Ponta de catéter A. baumannii
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Y47 Aspirado traqueal A. baumannii

Z48 Aspirado traqueal A. baumannii

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

e Analise da diversidade clonal de todos os isolados

Clones de bactérias circulantes em hospitais representam um desafio significativo para a
salde publica, pois a disseminagcdo de cepas resistentes pode comprometer a eficacia dos
tratamentos e aumentar as taxas de morbidade e mortalidade (MARTINEZ & BAQUERO,
2014).

A identificagdo precisa de cada clone presente em diferentes instituicbes de satde é crucial
para a implementacdo de medidas de controle de infec¢des, além de permitir o rastreamento de
surtos e a avaliacdo da eficacia de intervengdes de prevencdo. Através de técnicas de Biologia
Molecular, como a PCR é possivel mapear a diversidade genética dessas bactérias e identificar
seus padrdes de resisténcia (AZIZI, O. et al 2016). Esse conhecimento ndo apenas ajuda na
personalizacdo dos tratamentos, mas também orienta politicas de satde publica e estratégias de
contencdo, promovendo um ambiente hospitalar mais seguro. A medida que novas variantes e
mecanismos de resisténcia surgem, a vigilancia continua e a pesquisa sdo imperativas para

enfrentar essa crescente ameaca.

Durante o desenvolvimento deste trabalho estudamos 42 cepas de d sp., mas realizamos 0
perfil clonal de apenas 23 destas cepas, onde isolamos dois clones de A. baumannii que
correspondem ao cluster 1 (12 cepas) e 2 (7 cepas) respectivamente (figura 9), formados por
cepas sensiveis e resistentes ao antimicrobiano colistina. O clone 3 representado pelo cluster 3
(4 cepas) e formado por cepas do complexo ACB. Através de andlise da figura 9, pode-se
observar a predominancia de dois clones diferentes nos isolados pertencentes ao Grupo 1
advindos do Hospital das Clinicas da UFMG/HC-UFMG e Grupo 2 advindos do Hospital Jodo
XXI111 em Belo Horizonte-MG.
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Figura 9. Padrdo de impresséo digital de DNA obtido usando DAF4 em gel de agarose 2%.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

A identificacdo dos clones especificos de A. baumannii nos permite identificar quais sdo
necessariamente encontrados e se mantém em circulacdo em tais hospitais, favorecendo
primeiramente o entendimento da dindmica de infec¢bes dentro de um ambiente de saulde,
ajudando a detectar surtos e a prevenir sua disseminagdo. Em segundo lugar, a identificacdo
precisa das cepas auxilia na escolha dos tratamentos adequados, especialmente em casos de
resisténcia a antimicrobianos. Além disso, essa informacao é vital para desenvolver estratégias
de controle e prevengdo, como a melhoria de protocolos de higiene e a educagéo de profissionais

de saude.

E importante ressaltar que o pequeno nimero de clones isolados neste trabalho é
consequéncia do fato de que A. baumannii experimentou uma reducdo do tamanho da populagao
recentemente, com pouco tempo decorrido desde entdo para que a diversidade se acumulasse

novamente (DIANCOURT et al 2010). Uma hipdtese seria que a reducdo do tamanho da
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populacdo era uma consequéncia de um nicho ecoldgico estreito de A. baumannii. De fato, esta
espécie parece relativamente encontrada causando infecgdes em humanos e quase nunca
encontrada no solo, enquanto que outras especies de Acinetobacter tém uma distribui¢cdo mais
ampla tanto no solo, quanto como comensais da pele humana (PELEG et al 2008). Assim, como
0 nicho ecologico de A. baumannii € mais restrito do que o de outras espécies, seu tamanho

populacional pode ter sido contraido por mudancas ecoldgicas que reduziram seu habitat.

Considerando o que foi dito acima sobre A. baumannii, sua significAncia clinica,
especialmente nos ultimos 30 anos, foi impulsionada por sua notavel capacidade de regular
positivamente ou adquirir determinantes de resisténcia, tornando-o um dos organismos que

ameacam a atual era dos antimicrobianos.

Em referéncia as cepas pertencentes ao complexo ACB (Grupos 1 e 2) elas permaneceram

no cluster 3 também formado por cepas sensiveis e resistentes a antimicrobianos.

Tal diversidade clonal encontrada em hospitais pode ser atribuida a diversos fatores, como a
alta capacidade de resisténcia a antimicrobianos, a adaptacdo a ambientes hospitalares e a
facilidade de transmisséo entre pacientes e superficies (MARKOGIANNAKIS, A. et al 2008).
Esse microrganismo, frequentemente associado a infecgdes nosocomiais, consegue se
estabelecer e proliferar em unidades de terapia intensiva e outros setores criticos devido a pressao
seletiva imposta pelo uso inadequado de antimicrobianos e a falta de préaticas rigorosas de
controle de infeccdo (PELEG et al 2008). Assim, a circulacdo de um clone especifico torna-se
uma questdo de satde publica, evidenciando a necessidade de medidas efetivas para prevenir a

disseminacdo e gerenciar a resisténcia bacteriana dentro das instituicdes de saude.

e Determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) de colistina

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, neste caso a colistina, foi determinado pela
técnica de microdiluicdo em caldo e sua classificacdo seguiu o que propde o BrCast (2024),

como demonstrado em Tabela 2.
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Tabela 2 - Concentragdo inibitoria minima (CIM) de colistina para os isolados de A. baumannii e outras espécies

do complexo ACB — Grupos 1 e 2.

Grupo 1 Grupo 2

Cepas  Sitios de origem ug/mL Cepas  Sitios de origem ug/Ml
A05 Aspirado traqueal 16R Acl10 Secrecéo de pele 4R
B06 Hemocultura 16R Acl2 Secrecdo de pele 8R
C08 Aspirado traqueal 8R Ac24 Secrecéo de pele 4R
D09 Ponta de catéter 2S Ac30 Sangue 2S
E10 Hemocultura 16R Ac31 Secrecdo de pele 2S
F12 Hemocultura 32R Ac32 Ponta de catéter 2S
G16 Aspirado traqueal 8R Ac33 Secrecéo de pele 4R
H17 Aspirado traqueal 32R Ac35 Secrecdo traqueal 4R
118 Hemocultura 8R Ac37 Ponta de catéter 16R
J19 Hemocultura 16R Ac39 Urina 2S
K21 Hemocultura 32R Ac40 Secrecdo traqueal 1S
L25 Ferida operatoria 2S Ac45 Secrecdo traqueal 0,25S
M26 Ponta de catéter 32R Ac46 Urina 0,5S
N27 Ponta de catéter 4R Ac49 Ponta de catéter 1S
P32 Urocultura 4R Ac50 Secrecdo de pele 1S
Q33 Ponta de catéter 8R Ac53 Secrecdo traqueal 1S
R34 Ponta de catéter 2S Ac54 Secrecdo de pele 4R
S35 Ponta de catéter 32R Ac55 Secrecdo de pele 2S
T36 Aspirado traqueal 32R

u37 Ponta de catéter 2S

V38 Ponta de catéter 1S

W43 Ponta de catéter 4R

Y47 Aspirado traqueal 4R

Z48 Aspirado traqueal 32R

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

A. baumannii é conhecida por provocar infecgdes graves em seres humanos, principalmente

aqueles pacientes debilitados e imunossuprimidos que estdo internados em UTIs (PEREZ et al
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2020). Como observado neste estudo, cepas originarias de amostras bioldgicas como aspirado
traqueal, ponta de catéter e hemocultura obtiveram alto nivel de resisténcia (32R), isso muitas
das vezes gracas a capacidade de A. baumannii formar biofilmes em dispositivos medicos. Frente
a essa problematica, aliada a altas taxas de mortalidade e resisténcia ligadas a essa espécie, a
OMS elencou A. baumannii resistente aos carbapenémicos como prioridade critica no
desenvolvimento de antimicrobianos, devido ao surgimento de cepas multirresistentes e a falta
de medicacdes para tratamento disponivel no mercado (WORLD HEATH ORGANIZATION,
2017).

Neste contexto, entram as polimixinas (polimixina B e polimixina E/colistina), tltima linha
de tratamento para infec¢des por A. baumannii resistente a carbapenémicos. No entanto, com a
alta incidéncia de infeccbes por esta bactéria e a ampla utilizacdo desta classe de
antimicrobianos, resultou no desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, tratando-se de um
grande problema de saude publica (EL-MAHDY, 2014).

Neste estudo, a maioria dos isolados bacterianos apresentou resisténcia a colistina (26/42;
61,90%), sendo que o Grupo 1 apresentou maior porcentagem de isolados resistentes (18/24;
75%) que o Grupo 2 (7/18; 38,9%), onde a faixa de resisténcia encontrada variou de 4R a 32R.
Trata-se de um dado preocupante, uma vez que a resisténcia a colistina foi recentemente descrita,
tendo em vista sua inser¢do no mercado, e também pelo seu potencial em transferir resisténcia
através de um gene plasmideal (mcr), cujo potencial de disseminacéo € maior e mais rapido (DOI
& CARVALHARES, 2017).

e Quantificacdo da densidade celular dos biofilmes

A. baumannii é notoriamente capaz de formar biofilmes, uma caracteristica que contribui
significativamente para sua viruléncia e resisténcia a tratamentos. A formacéo de biofilmes
permite que A. baumannii se fixe em superficies, como dispositivos médicos e tecidos, criando
uma prote¢do contra agentes antimicrobianos e o sistema imunolégico do hospedeiro (GEDEFIE
et al 2021). Por isso, neste estudo, observamos diferencas significativas na quantificacdo da
densidade celular dos biofilmes de A. baumannii e complexo ACB (gréafico 1).
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Graéfico 1 - Quantificagdo da densidade celular dos biofilmes de A. baumannii e complexo ACB.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

De acordo com os resultados em Grafico 1, pdde-se obervar que cepas de A. baumannii
resistentes (R) produzem em média maior densidade celular de biofilmes [5,02 x 10** UFC/mL]
que as cepas sensiveis (S) [4,9 x 101° UFC/mL] (*p = 0,0173). Isso se da muitas das vezes devido
a fatores como estratégia de defesa (MARTINEZ, J. L., BAQUERO, F. 2000), metabolismo
adaptativo (FONG, J. N., YILDIZ, F. H. 2015), prote¢cdo aumentada (DONLAN, R. M.,
COSTERTON, J. W. 2002) e interagdo com outros microrganismos (FLEMMING, H. W.,
WINGENDER, J. 2010).

Algumas bactérias resistentes sdo selecionadas em ambientes onde os antimicrobianos estdo
presentes, levando a um aumento da formacdo de biofilmes como uma estratégia de defesa,
outras podem ter metabolitos ou sistemas de sinalizacdo que favorecem a producéo de biofilmes,
ajudando na sobrevivéncia em condigdes estressantes (metabolismo adaptativo), e outras ainda
formam biofilmes em comunidades mistas, onde podem se beneficiar da troca de genes de
resisténcia e de nutrientes (interagdo com outros microrganismos) (MARTINEZ, J. L.,
BAQUERO, F. 2000; FONG, J. N., YILDIZ, F. H. 2015; FLEMMING, H. W., WINGENDER,
J. 2010). Por fim, biofilmes proporcionam uma barreira fisica que impede a penetracdo de
antimicrobianos e a acdo do sistema imunologico, permitindo que as bactérias resistentes se
estabelecam e proliferem mais efetivamente (protecdo aumentada) (DONLAN, R. M.,
COSTERTON, J. W. 2002).
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Em referéncia ao complexo ACB, ndo encontramos resultados significativos entre cepas ACB
sensiveis (S) [1,25 x 10** UFC/mL] e ACB resistentes (R) [1,92 x 10*° UFC/mL] (ns) no que diz
respeito a densidade celular do biofilme.

Vérios sdo os fatores que podem estimular a formacdo de biofilmes em bactérias, em
especial, A. baumannii, como a aderéncia a superficies solidas (COSTERTON, J. W.,
STEWART, P. S., & GREENBERG, E. P.. 1999), maior oferta de nutrientes (GHAFFAR, A.,
& GHOSH, A., 2016), alto teor de umidade (FLEMMING, H.-W., & WUERTZ, S. 2019),
interacdes inespecificas com outras bactérias (KOLENBRANDER, P. E. et al 2002), alterac6es
nas condicdes fisico-quimicas como pH, temperatura e concentracdes de sal (O'TOOLE, G. A.,
& KOLTER, R., 1998). Outros fatores, como sinalizacdo Quérum sensing (Waters, C. M., &
BASSLER, B. L. 2005), que muitas bactérias utilizam para coordenar a formacéo de biofilmes,
detectando a densidade populacional, e o estresse ambiental (FAGERLUND, A. et al 2016)
quando na presenca de antimicrobianos, também séo fatores que induzem uma maior formacao

de biofilmes em bactérias.

Alguns autores sugerem ainda que esse estresse ambiental se da sob pressdo de
concentragdes subinibitdrias de antimicrobianos. Kaplan (2011), Sato e colaboradores (2018) e
Wang e colaboradores (2010) demonstraram em seus estudos que concentracdes subinibitorias
de varias classes de antimicrobianos podem induzir a formacdo de biofilme em diversas
bactérias. Inclusive, estudos anteriores também determinaram que a formagdo de biofilme
robusto em A. baumannii esté correlacionada com a resisténcia a 5 antimicrobianos comumente
utilizados em hospitais (tetraciclina, sulfametoxazol-trietoprim, gentamicina, ceftazidima e
ticarcilina) (YANG C. H. et al 2019). Em 2024, Bhavya e colaboradores demonstraram que a
exposi¢do a concentragdes sub-MIC de colistina e imipenem alterou a expressdo de genes
relacionados a formacdo de biofilmes, resultando no surgimento de células resistentes a
antimicrobianos, e tais concentragdes sub-inibitérias podem favorecer o crescimento e a
resiliéncia de biofilmes, contribuindo para a disseminagdo de células e a rdpida aquisi¢do de
resisténcia em comunidades microbianas hospitalares. Outros ainda sugerem que biofilmes
tratados com antimicrobianos apresentaram caracteristicas mais virulentas em comparagéo aos
biofilmes convencionais (YAMABE, K. et al 2022).

Em A. baumannii Lin e colaboradores (2020) demonstraram que a adicdo de uma

concentragdo subinibitdria de tigeciclina aumentou sua capacidade de formacéo de biofilme, e
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que essa capacidade varia entre diferentes linhagens da bactéria envolvendo diversos genes, além

de ser influenciada por varios compostos quimicos.

Por isso, neste estudo, utilizamos uma concentracao subinitéria do antimicrobiano colistina
para estimular as colonias de Acinetobacter a produzirem maior ou menor densidade celular de

biofilme. Os resultados obtidos encontram-se em Grafico 2.

Gréfico 2 - Quantificacdo da densidade celular dos biofilmes de A. baumannii e complexo ACB sob pressao de

concentracdo subinibitéria de colistina.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

A colistina € um antimicrobiano da classe das Polimixinas, especialmente eficaz contra
bactérias gram-negativas. Retornou ao mercado nos ultimos anos devido mdltiplos casos de
multirresisténcia aos antimicrobianos, fazendo com que o leque de tratamento para infec¢des
MDR se tornasse cada vez mais escasso (LEE, G.C.; BURGESS, D.S. 2012). Utilizada
principalmente em infecgdes graves e em ambientes hospitalares, a colistina se destaca por sua
capacidade de atuar na membrana celular das bactérias, levando a sua destruicdo (BISWAS, S.
et al 2012). Contudo, seu uso deve ser cauteloso devido a possibilidade de toxicidade renal e ao
desenvolvimento de resisténcia microbiana, o0 que a torna uma opcao frequentemente reservada

para ultima linha de tratamento (NI, W. et al 2019). Nos ultimos anos, a colistina voltou a ganhar
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atencdo em funcdo do aumento da resisténcia a antimicrobianos, ressaltando a importancia de

monitorar sua utilizacdo e eficécia.

Nesse sentido, no Grafico 2 pdde-se observar que col6nias de A. baumannii resistentes (R)
n&o tratadas com colistina produzem maior densidade celular de biofilme [5,02 x 10** UFC/mL]
do que cepas de A. baumannii resistentes (R) tratadas com colistina [1,58 x 10** UFC/mL], no
entanto essa diferenca ndo é significativa (ns). Ao considerar cepas de A. baumannii sensiveis
(S) ao antimicrobiano colistina, quando expostas a concentra¢cdes subinibitérias do mesmo
produzem maior densidade de biofilme [4,6 x 10* UFC/mL] do que cepas de A. baumannii
sensiveis (S) ndo expostas a concentracdes subinibitdrias de colistina [4,9 x 101° UFC/mL] e essa
diferenca é significativa (*p = 0,0136). Dados como esse confirmam o que Kaplan (2011), Sato
e colaboradores (2018) e Wang e colaboradores (2010) relataram em seus estudos ja citados
anteriormente. Outros autores, como Bhavya et al (2024) também revelaram que a exposicéo a
concentragdes subinibitorias de colistina afetou os padrfes de expressdo de genes associados a
biofilme e a formacdo de biofilme. Dados como esse sdo de grande preocupacdo em salde
publica, uma vez que os biofilmes sdo frequentemente responsaveis por infecgdes persistentes
em ambientes clinicos, como em dispositivos médicos e cateteres, contribuindo para
complicacBes em pacientes e prolongando o tempo de internacdo (DONLAN, R. M,
COSTERTON, J. W. 2002). O entendimento e manejo eficaz de infec¢des por biofilmes séo,
portanto, essenciais para melhorar os resultados clinicos e reduzir a carga econdmica sobre os

sistemas de saude.

Em referéncia ao complexo ACB, ndo encontramos resultados significativos em relacéo a
densidade celular dos biofilmes entre cepas ACB sensiveis (S) ndo tratadas com colistina [1,25
x 10! UFC/mL] e cepas ACB sensiveis (S) tratadas com concentragdes subinibitorias de
colistina [6,6 x 10 UFC/mL] (ns) Grafico 2. Além disso ndo encontramos resultados
significativos em relagdo a densidade celular dos biofilmes entre cepas ACB resistentes (R) ndo
tratadas com colistina [1,9 x 10*® UFC/mL] e cepas ACB resistentes (R) tratadas com

concentragdes subinibitdrias de colistina [8,4 x 101° UFC/mL] (ns) Grafico 2.

Por fim, foi analisada a formacéo de biofilmes pelos diferentes clones de Acinetobacter. No
entanto, foram encontrados resultados significativos apenas para os isolados sob presséo
antimicrobiana de colistina. Os resultados encontram-se em Grafico 3, sendo o clone 2 associado

a maior producao de densidade celular de biofilmes, seguido pelos clones 1 e 3, respectivamente.
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Gréfico 3 - Quantificacdo da densidade celular dos biofilmes de A. baumannii e complexo ACB sob pressdo de

concentragdo subinibitoria de colistina nos diferentes clones de Acinetobacter.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

De certa forma, qualquer clone de A. baumannii € motivo de preocupacdo devido a sua

resisténcia a multiplos antimicrobianos e ao potencial de causar infeccGes hospitalares graves.

Neste estudo, identificamos trés clones circulantes nos hospitais HC/UFMG e Jodo XXIII, mas

o clone 2 se destaca por estar associado a uma maior formagéo de densidade celular de biofilmes

(gréfico 3), onde pbde-se observar que o clone 2 produz em média maior densidade celular de

biofilme sob pressdo de concentragdo subinibitoria de colistina [1,29 x 10 ¥* UFC/mL] que os
clones 1 e 35,22 x 10 * UFC/mL] [1,79 x 10 * UFC/mL] respectivamente, e essas diferencas

sdo significativas (p = 0,033) e (p = 0,021). Tal caracteristica é alarmante, pois os biofilmes

tornam as bactérias mais resistentes a tratamentos antimicrobianos e dificultam sua erradicacao,

aumentando o risco de infeccOes persistentes e complicagdes para 0s pacientes. A presenca desse

clone mais virulento eleva a preocupacéo da populagéo e servicos de saude, que podem enfrentar

um maior risco de infecgdes severas e prolongadas.
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e Analise da formacdo de SCVs com e sem pressdo antimicrobiana de colistina nos

diferentes clones de A. baumanni e outras espécies do complexo ACB

Em associacdo a analise da quantificacdo da densidade celular dos biofilmes, foi possivel
analisar a frequéncia de formacdo de SCVs pelas col6nias de A. baumannii e outras espécies do
complexo ACB. Essas SCVs, conhecidas como variantes de pequenas colbnias, sao
subpopulacdes bacterianas, que crescem de forma instavel, lenta e com tamanho reduzido, sendo
aproximadamente 10 vezes menor do que o tamanho ideal das colonias bacterianas Tipo
Selvagem (TS) (KAHL et al 1998). Essas colonias apresentam um metabolismo deficiente,
diferenciando-se das cepas TS, devido aos processos bioquimicos defasados, como na respiracdo
e obtencéo de energia (TRABER et al 2008).

Figura 10. Comparacdo de tamanho entre col6nia normal de A. baumannii e SCVs através de microscopia.

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Neste estudo, a maioria dos isolados foram produtores de SCVs seja por pressdo

antimicrobiana de colistina ou por incubagdo >48h. Os resultados encontram-se no Gréfico 4.
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Gréfico 4 - Analise da frequéncia de formagdo de SCVs de A. baumannii e complexo ACB sob pressdo ou nao de

concentragdo subinibitoria de colistina.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Em referéncia ao Grafico 4 pdde-se observar que col6nias de A. baumannii resistentes (R) a
colistina tém uma maior frequéncia de formagdo de SCVs [5,4 x 10°?] quando n&o submetidas a
concentracdes subinibitorias de colistina que quando sio expostas a colistina [1,2 x 102 ] e essa
diferenca € significativa (*p = 0,025). E interessante notar em Gréafico 4 que as colonias de A.
baumannii sensiveis (S) a colistina tém uma maior frequéncia de formagdo de SCVs quando sao
expostas a concentrac¢des subinibitorias do mesmo antimicrobiano [5 x 10°?] do que quando ndo
sd0 expostas [1 x 102 ] e estas diferencas sdo significativas (p = 0,035). Dados como esse
confirmam o que autores como, Jacobs e colaboradores (2013) e Melter e Radojevi (2010)
sugerem em seus estudos, onde uma pressdo com concentragcbes subinibitorias de
antimicrobianos induzem maior formacao de SCVs. Outros autores sugerem que concentracoes
subinibitérias de antimicrobianos aumentam a frequéncia de geracdo de SCVs, porque
concentragdes subinibitorias dos mesmos estimulam as taxas de mutagdo em bactérias atraves
da resposta SOS que permite a geracdo de SCVs (VESTERGAARD et al 2015). E ndo sé apenas
a exposicdo a concentragOes subinibitorias de antimicrobianos que desencadeiam a ativacdo da
resposta SOS e um aumento temporario na taxa de mutacdo, mas as condigdes apds o contato

com o sistema imunolégico também podem ativar essa resposta SOS (IMLAY et al 1987).
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Portanto, a inibicdo quimica que previne a ativacdo da resposta SOS poderia ser potencialmente
usada como adjuvante para reduzir o surgimento e estabelecimento de SCVs durante uma
infeccdo, uma estratégia que também foi proposta para desacelerar a evolugdo da resisténcia

antimicrobiana em direcdo a varias classes de antimicrobianos (CIRZ et al 2005).

Ainda com a analise do Gréafico 4, ndo encontramos diferencas significativas se
considerarmos a frequéncia de geracdo de SCVs nas cepas do complexo ACB resistentes (R) a
colistina tratados com concentragdes subinibitdrias do mesmo [9 x 108 UFC/mL] em comparagio
com cepas ndo tratadas com colistina [ 1,6 x 10'* UFC/mL] (ns). Também n&o encontramos
diferencas na frequéncia de geracdo de SCVs por cepas do complexo ACB sensiveis (S) a
colistina tratados com concentragdes subinibitérias do mesmo [1 x 10 UFC/mL] em
comparagdo com cepas ndo tratadas com colistina [8,65 x 10! UFC/mL] (ns). Provavelmente,
tanto as cepas resistentes e sensiveis pertencentes ao complexo ACB néo sdo boas formadoras

de SCVs.

Neste estudo observamos também a diferenca na frequéncia de formacdo de SCVs em

coldnias de Acinetobacter resistentes (R) e sensiveis (S) a colistina em Gréfico 5.

Gréfico 5 - Andlise da frequéncia de formagdo de SCVs de A. baumannii e complexo ACB sensiveis (S) e

resistentes (R) a colistina.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).



67

Com isso, em Grafico 5, pode-se observar que colonias de A. baumannii resistentes (R) a
colistina produzem uma maior frequéncia de geragéo de SCVs [5,4 x 10°2] quando comparados
aos isolados sensiveis (S) [1 x 10?] (p = 0,0226). Isso se da porque como sdo colOnias ja
resistentes a colistina, essa exposi¢do a mesma passa a induzir outros mecanismos de resisténcia,
como a formacdo das SCVs, justamente por estar sendo exposta a uma concentragcdo que nao é
clinicamente eficaz para sua destrui¢do. 1sso se da muitas das vezes devido ao uso irracional
destes medicamentos, tratando-se de um dado muito importante, pois reflete a realidade social

que vivemos hoje, especialmente quando falamos em antimicrobianos.

A resisténcia aos antimicrobianos € hoje um problema global crescente que tem sido
associado ao uso irracional desses medicamentos. Progressivamente, o uso indiscriminado e
inadequado de antimicrobianos tem contribuido significativamente para o desenvolvimento de
cepas bacterianas resistentes, e até mesmo multirresistentes, tornando o tratamento dessas
infeccbes cada vez mais desafiador. Essa resisténcia ndo apenas compromete a eficicia de
tratamentos disponiveis, mas também aumenta os custos de salde e 0s riscos para a segurancga
dos pacientes (MELO, PAUFERRO 2020).

No Brasil, 0 uso inadequado de medicamentos muitas vezes esta ligado a falta de organizacgéo
na assisténcia médica. Isso pode levar a situagdes como a polifarméacia, a prescricao
indiscriminada e inadequada de antimicrobianos (OMS, 2010), a falta de orientagdo por
diretrizes, a automedicacao inapropriada e a disponibilidade excessiva de opgdes terapéuticas no
mercado. Esses fatores contribuem para um uso excessivo, ou inadequado de medicamentos,
resultando em prejuizos para a populacdo e em desperdicio de recursos publicos (PORTELA,
2020). Enquanto isso nos Estados Unidos, Fiol e colaboradores (2010) relataram que 0s custos
associados a resisténcia bacteriana chegam a 4 a 5 bilhdes de ddlares por ano, ja no Brasil esse
valor ultrapassa a marca de 1 bilhdo de reais. Dados como esses evidenciam a magnitude do
impacto financeiro e de salde causado pela resisténcia bacteriana e ressaltam a necessidade
urgente de abordagens eficazes para enfrentar esse problema crescente. Ainda considerando o
gréfico 5, ndo encontramos resultados significativos no que se refere a frequéncia de formagéo
de SCVs por cepas do complexo ACB resistentes [1,6 x 10* UFC/mL] e sensiveis [8,65 x 10
UFC/mL] (ns), cepas pertencentes ao clone 3 provavelmente produzem poucas SCVs durante a

formacéo do biofilme.
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e Analise da presenca do gene bap, associado a formacédo de biofilmes nos diferentes

isolados de A. baumannii e outras espécies do complexo ACB

O gene bap, importante fator de viruléncia em cepas de A. baumannii, desempenha um papel
crucial na formacao de biofilmes (AZIZI, O. et al 2016). A expressdo do bap estd associada a
capacidade da bactéria de se colonizar em ambientes hospitalares, contribuindo para a
persisténcia e resisténcia a tratamentos antimicrobianos. Além disso, a presenca desse gene esta
relacionada a infecgbes nosocomiais, uma vez que os biofilmes facilitam a resisténcia do
patbgeno a mecanismos do sistema imunoldgico e a desinfetantes, tornando o combate a
infeccdes mais desafiador (BROSSARD & CAMPAGNARI, 2012). A compreensdo do papel
do gene bap é essencial para o desenvolvimento de novas estratégias de controle e prevencéo de

infecgBes por A. baumannii.

Tendo em vista tal problematica, neste estudo analisamos a presenca do gene bap em

isolados de A. baumannii e complexo ACB (figura 11).

Figura 11. Andlise da presenca do gene bap nos isolados de A. baumannii e complexo ACB.

j19 j18 c8 b6 a5 Ac 45 Ac 40 Ac46 ATCC  Controle(-) PM

- W Y e W W Y W 1500pb

Fonte: elaborado pelo autor, 2024.

Legenda: Padrdo de bandas para gene bap de A. baumannii e espécies do complexo ACB em gel de agarose 1%,
demonstrando uma banda de 1500pb que representa a presenca do gene bap, obtidas por meio de PCR utilizando
primers F e R. PM: peso molecular; isolados clinicos (Ac46, Ac40, Ac4b, a5, b6, c8, j18, j19).

De fato, os isolados resistentes e sensiveis de A. baumannii analisados neste estudo

apresentaram a presenca do gene bap, o que enfatiza a relevancia desse gene na viruléncia e na
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capacidade de formacdo de biofilmes das cepas circulantes em ambientes hospitalares. A
deteccdo do gene bap sugere que esses isolados podem ter um potencial aumentado de adeséo e
colonizagdo, contribuindo para a persisténcia das infeccbes nosocomiais e dificultando a
eliminacdo do patdgeno por métodos convencionais de desinfeccdo e tratamento. Essa
caracteristica reforca a necessidade de monitoramento e estratégias eficazes de controle de
infeccdo, uma vez que a presenca do gene pode estar associada a uma maior resisténcia a

antimicrobianos e a um aumento da gravidade das infec¢Ges causadas por A. baumannii.

Loehfelm e colaboradores (2008) notaram um aumento significativo na expressdo do gene
bap no biofilme de duas cepas clinicas de A. baumannii isoladas em um hospital de Porto Alegre.
Enquanto isso, outros estudos demonstram ainda que 66,2% dos isolados de A. baumannii
continham o gene bap e foram capazes de formar biofilmes bem robustos (BADMASTI et al
2015). De forma geral, assim como evidenciado neste trabalho, estudos tém mostrado que a
expressdo deste gene favorece a adesdo das células a superficie, facilitando a formacao de
comunidades microbianas estruturadas e protegidas (BROSSARD & CAMPAGNARI, 2012).
Dessa forma, torna-se essencial a compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a
formacédo de biofilmes mediada pelo gene bap, por ser fundamental para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficazes e para o manejo de infec¢bes causadas por este

microrganismo resistente.

e Confirmacao da espécie das SCVs por meio da presenca do gene gyrB pela técnica de
PCR

Por fim, para que ndo houvessem duvidas quanto a procedéncia das SCVs, foi realizada uma
PCR gyrB de todas SCVs de Acinetobacter encontradas neste estudo afim de confirmar a espécie
e descartar qualquer tipo de contaminacdo microbiana. Encontramos alguns resultados

interessantes que se encontram em Figura 12.
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Figura 12 - Padrao de bandas para SCVs de A. baumannii e espécies do complexo ACB em gel de agarose 1,5%.

AC35 N27 L25 K21 B6 CN

490pb
294pb

Fonte: elaborado pelo autor, 2024.

Legenda: Padrdo de bandas para SCVs de A. baumannii e espécies do complexo ACB em gel de agarose 1,5%
demonstrando uma banda de 294pb para A. baumanni e outras espécies, e uma segunda banda de 490 pb originaria
apenas de A. baumanni obtidas por meio de PCR utilizando primers direcionados ao gene gyrB (Higgings, P.G. et
al 2007). KP: peso molecular; CN: controle negativo; CP: controle positivo; isolados clinicos (B6, K21, L25, N27,
AC35).

Na Figura 12 podemos observar que, colonias normais de isolados antes identificados como
A. baumanni, agora emitiram um padréo de bandas diferente para SCVs. Trata-se de um fato
curioso, uma vez que nos surgem algumas perguntas frente aos resultados obtidos, como: “SCVs
de A. baumannii apresentam uma inser¢do ou dele¢do no gene gyrB?” ou ainda “Ha além de
mudancas fenotipicas, mudancas também genéticas em SCVs que ainda ndo foram bem
descritas?”. Sdo perguntas que talvez possam ser respondidas pela realizagdo de um
sequenciamento parcial de 16S rRNA desses isolados, o que traria além de respostas, mais
informagdes cientificas sobre essa subpopulacdo bacteriana, onde os dados da literatura séo

ainda muito escassos.

7. CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que cepas resistentes de A. baumannii produzem maior densidade
celular de biofilme que cepas sensiveis, assim como maior geracdo de SCVs, que sdo

reconhecidas por sua resisténcia aumentada e capacidade de persisténcia em ambientes hostis.
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Inclusive, concentracBes subinibitorias do antimicrobiano colistina ndo apenas favorecem a
formacdo de biofilmes em cepas sensiveis de A. baumannii, mas também estimulam o
surgimento de SCVs. Além disso, identificamos a presenca do gene bap nas cepas de A.
baumannii analisadas, que esta diretamente relacionado a uma maior formacdo de biofilmes,
reforcando a importancia desse gene na patogenicidade das infeccdes. Além disso, a
disseminacéo global dos clones mundiais (GC1 — GC9) de A. baumannii, como os 3 identificados
neste trabalho, acentua essa problemaética, uma vez que o clone 2 demonstrou maior capacidade
de formacdo de biofilme quando sob pressdo antimicrobiana de colistina, evidenciando a

necessidade urgente de estratégias eficazes de controle e prevencéo.
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Projeto: CAAE — 01402312.6.0000.5149

Interessado(a): Prof. Vandack Alencar Nobre Jr.
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

" O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 21 de junho de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
"Colonizacdo e infeccdo por bacilos Gram negativos néo-
fermentadores (BGNNF): impacto na morbidade e na mortalidade
analisadas durante a internacido e apés a alta hospitalar" bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano ap6s o inicio do projeto.

Profa. Maria Teéresa Marques Amayal
Coordenadora do COEP-UFM
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ANEXO 11

GOVERNO DO ESTADO DE MINAS GERAIS
FHEMIG Fundacgéo Hospitalar do Estado de Minas Gerais

Carta de Anuéncia — 017/2019

Em principio, concordamos em participar do projeto de pesquisa intitulado “Investigacdo do
possivel efeito sinérgico da minociclina com antimicrobianos das classes das polimixinas,
quinolonas e carbapenémicos em isolados clinicos de Acinetobacter baumannii

multirresistentes” sob a responsabilidade do pesquisador Magna Cristina de Paiva.

Conforme parecer do CEP-UFSJ e do CEP-Fhemig, esta pesquisa ndo requer aprovacao do
Comité de Etica. No entanto, salientamos que o projeto somente sera iniciado em qualquer
uma das Unidades da Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais ap0s aprovacao pela
Geréncia de Ensino e Pesquisa da Fhemig quanto aos aspectos técnicos, de risco estratégico
e de potencial de patentes. Tal decisdo esta baseada na Carta CONEP n° 0212, de 2010.

A Fhemig, enquanto Instituicdo Coparticipante, conhecendo a Resolu¢do CONEP n° 466, de
2012, esta ciente de suas responsabilidades no resguardo da seguranca e do bem estar dos

sujeitos de pesquisa que possam vir a ser nela recrutados por esse projeto.

Belo Horizonte, 27 de agosto de 2019

Aline Branco Macedo
Gerente de Ensino e Pesquisa
Diretoria de Gestao de Pessoas

Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais
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