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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um patdgeno oportunista associado ao aumento de
InfeccBes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS). O uso combinado de antimicrobianos
¢ uma alternativa para o tratamento de infeccbes por A. baumannii multidroga-resistentes
(MDR), contudo nem sempre eficazes, por apresentarem efeitos colaterais e toxicicidade para
as células, sendo necessérias alternativas para o tratamento. Estudos mostram resultados
promissores da terapia empirica com prepara¢cdes imunoglobulina intravenosa (IGIV) e
antimicrobianos para infeccdes bacterianas, utilizando a acdo direta da IgG, invés da
reposicdo do sistema imunolégico. O objetivo deste estudo foi verificar, em isolados clinicos
de A. baumannii, a acdo da combinacdo de antimicrobianos (meropenem, amicacina e
colistina) e descrever as possiveis alteragdes ultraestruturais induzidas in vitro pela IGIV com
e sem soro humano em associa¢ao com o0s antimicrobianos. A Concentracao Inibitoria minima
(CIM) dos antimicrobianos foi determinada em dez isolados de A. baumannii, seguida pela
analise por checkerboard. Quatro isolados foram selecionados e submetidos & 4mg/mL de
IGIV isoladamente e em combinacdo a diferentes sub-CIM sinérgicas dos antimicrobianos.
Posteriormente, foram processados para microscopia eletrénica de varredura (MEV). Foi
determinada a taxa de fagocitose e a capacidade de ligacdo da IGIV a célula bacteriana para
dois isolados da A. baumannii submetidos a IGIV humana isoladamente e em combinacéo
com diferentes sub-CIM sinérgicas dos antimicrobianos. Por fim, estes isolados foram
submetidos a IVIG e aos antimicrobianos, juntamente com soro humano e processados para
MEV. Nove isolados exibiram resisténcia ao meropenem, dois isolados foram intermediarios
a colistina e quatro isolados apresentaram susceptibilidade intermediaria para amicacina.
Foram observadas concentragfes sinérgicas em cinco dos dez isolados avaliados nas
combinacBes de meropenem/amicacina e meropenem/colistina. Quando submetidas a IGIV e
a sub-CIM de meropenem, amicacina e colistina, as células bacterianas apresentaram
alterac6es morfoldgicas, como alongamento celular, rugosidade de membrana, ruptura celular,
divisdo celular incompleta, presenca de “bolhas” na superficie celular e “depressdao” na
membrana. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa nas taxas de fagocitose. Os
isolados bacterianos também apresentaram alteraces morfologicas quando submetidos a
IGIV/Soro humano isoladamente e em combinagdo com antimicrobianos, como: alteracdo na
forma, enrugamento, depressdo da membrana e principalmente ruptura celular com
extravasamento de material citoplasmatico. Os isolados apresentaram, visualmente, diferenca

na ligacdo da IGIV a célula bacteriana, com maior florescéncia no isolado sensivel ao



meropenem, amicacina e colistina. Entre os tratamentos, ndo foram observadas diferencas na
ligacdo da IGIV a célula bacteriana. A acdo combinada da IGIV com meropenem, amicacina
e colistina frente isolados MDR de A. baumannii causa diversos danos a célula bacteriana, e
quando associados ao soro humano, pode ser verificada uma grande destruicdo de células.
Possibilitando observar in vitro que a IGIV associada ao meropenem, amicacina e colistina
pode ser alternativa promissora no combate de infec¢des por A. baumannii MDR, visto danos
morfolégicos causados, similares aos danos provocados pelas combinagdes de
antimicrobianos, alem de IVIG ndo apresentar efeitos colaterais e toxicidade as células
humanas. Assim, estes dados ddo suporte a continuacéo do uso empirico e estimula analises in

vivo com IGIV em busca de novas opgdes terapéuticas para IRAS.

Palavras-chaves: Acinetobacter baumannii. Imunoglobulinas Intravenosas. Anti-Infecciosos.

Microscopia Eletronica de Varredura. Imunofluorescéncia Indireta.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen associated with Health Care
Related Infections (HAI). The combined use of antimicrobials is an alternative for the
treatment of infections by multidrug-resistant A. baumannii (MDR), however they are not
always effective, presenting side effects and toxicity to human, requiring alternatives for the
treatment. Studies have shown promising results from empirical therapy with intravenous
immunoglobulin (IVIG) and antimicrobial for bacterial infections, using the direct action of
IgG. The objective of this study was to verify, in clinical isolates of A. baumannii, the
combined action of antimicrobials (meropenem, amikacin and colistin) and to describe the
possible ultrastructural changes induced in vitro by IVIG with and without human serum in
association with antimicrobials. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the
antimicrobials was determined in ten isolates of A. baumannii, followed by the analysis by
checkerboard. Four clinical isolates were selected and submitted to 4mg/mL of IGIV alone
and in combination with different synergistic sub-MICs of the antimicrobials. They were
processed for scanning electron microscopy (SEM). The rate of phagocytosis by and the
capacity to bind IGIV to the bacterial cell were determined for two isolates, submitted to
human IGIV alone and combination with synergistic sub-MICs of antimicrobials. These
isolates were subjected to IVIG and antimicrobials, now together with human serum, they
were processed for SEM. Nine bacterial isolates exhibited resistance to meropenem, two
isolates were intermediate to colistin and four isolates showed intermediate susceptibility to
amikacin. Synergistic concentrations were observed in five of the ten isolates in the
combinations of meropenem/amikacin and meropenem/colistin. When subjected to IVIG and
sub-MIC of meropenem, amikacin and colistin, bacterial cells showed several morphological
changes, such as cell elongation, membrane roughness, cell rupture, incomplete cell division,
presence of “bubbles” on the cell surface and “depression” on the membrane. There was no
statistically significant difference for the phagocytosis rates. Bacterial isolates also showed
changes in cell morphology when subjected to IVIG/human serum alone and in combination
with antimicrobials, such as: change in shape, wrinkling, membrane depression and mainly
cell rupture. The isolates visually showed a difference in the binding of IGIV to the bacterial
cell, with greater flowering in the isolate sensitive to meropenem, amikacin and colistin.
Among the treatments, no differences were observed in the binding of IGIV to the bacterial
cell. The combined action of IGIV with meropenem, amikacin and colistin against MDR

isolates from A. baumannii causes several damages to the bacterial cell, and when associated



with human serum, a great destruction of cells can be verified. In addition, enabling to
observe in vitro that IGIV associated with meropenem, amikacin and colistin is highly
promising alternative to fight infections by A. baumannii MDR, given the morphological
damage caused, which was similar to the damage caused by the combinations of
antimicrobials, in addition to the fact that IVIG has no side effects and no toxicity to human
cells. These data support the continuation of empirical use and stimulate in vivo analyzes with

IGIV to search for therapeutic options for HAISs.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Intravenous Immunoglobulins. Anti-Infective Agents.
Scanning Electron Microscopy. Indirect Immunoflorescence.
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1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumbannii € um importante patégeno hospitalar, sendo considerado
um microrganismo oportunista frequentemente encontrado causando as infecgdes nas ultimas
décadas, levando ao aumento da morbidade e mortalidade por Infec¢cbes Relacionadas a
Assisténcia em Saude (IRAS) (FUJIKURA et al., 2016; FAM et al., 2017; AHMED et al.,
2019).

Dentre as infec¢fes associadas a A. baumannii, incluem: pneumonia, bacteremia,
endocardite, infecgdes da pele e dos tecidos moles, infec¢bes do trato urinario, meningite,
entre outras, além de estar envolvido em infecgdes através da contaminacao de equipamentos
hospitalares (MARTINS; BARTH, 2013; MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013; FAM et
al., 2017; MAIFIAH et al., 2017; AHMAD et al., 2019).

Devido ao frequente isolamento de A. baumannii de pacientes hospitalizados e sua
grande capacidade de causar graves infeccdes, esta espécie bacteriana recebeu o status de
"patdgeno humano chave”. No entanto, quando se refere aos fatores de viruléncia das cepas
de A. baumannii, ndo foi relatada a capacidade de produzir toxinas potencialmente virulentas,
sugerindo que o sucesso em causar infeccGes estd vinculado a estratégia de colonizar o
ambiente e resistir a acdo de agentes antimicrobianos (TAITT et al., 2014; AHMED et al.,
2019).

A alta incidéncia de isolados multidroga-resistentes (MDR) de A. baumannii torna
desafiador o tratamento de infeccGes causadas por esta espécie, devido a diminuicdo das
opcOes terapéuticas disponiveis, pois, além do aumento da taxa de morbimortalidade, ainda
eleva os gastos financeiros com a assisténcia a saude, visto a permanéncia prolongada do
paciente em instituicGes de salde e ainda elevando o risco de entrada em uma era pos-
antibiotica (RUSSO et al., 2010; MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013; TAITT et al.,
2014.; LEITE et al., 2015; FUJIKURA et al., 2016; SALLAM; ABOU-AISHA; EL-AZIZI,
2016; FAM et al., 2017; AHMAD et al., 2019).

Com o constante aumento da resisténcia de isolados de A. baumannii impossibilita que
haja um comportamento clinico padrdo para o tratamento destas infeccbes (MARAGAKIS;
PERL, 2008). Os antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos compdem o arsenal
terapéutico desde seu descobrimento na década de 1940 (OLIVEIRA et al., 2006), sendo,
amicacina a apresentar maior espectro de acdo nesta classe. Podendo ser usado em infeccGes
por bacilos Gram-negativos resistentes a gentamicina e na terapia empirica de IRAS por A.

baumanni (ANVISA, 2007; NCBI, 2019). Os carbapenémicos sdo comumente considerados
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0s antimicrobianos mais seguros e eficientes, assumindo um grande papel no tratamento de
graves infeccOes causadas por bactérias MDR (ARROYO et al., 2011; BREILH et al., 2013;
VOULGARI et al., 2013; FAM et al., 2017). Contudo, o0 aparecimento de isolados resistentes
aos carbapenémicos tem reduzido consideravelmente as opcOes terapéuticas atuais
(ZARRILLI et al., 2009; BREILH et al., 2013; VOULGARI et al., 2013; FAM et al., 2017).

Estudos tém proposto a combinagdo de antimicrobianos com diferentes agdes sob a
célula bacteriana, para tratamento de infec¢des. Sendo demonstradas alteracdes morfoldgicas
induzidas in vitro em células bacterianas de diferentes espécies submetidas a sub-
concentraces inibitorias minimas (sub-CIM) de antimicrobianos (DIAZ-VISURRAGA,;
CARDENAS; GARCIA, 2010; VERAS et al, 2015; SCAVUZZI et al 2016).

Os beta-lactamicos, como carbapenémicos, em combinacdo com outra classe de
antimicrobianos, ainda tem mostrado eficiéncia no tratamento das infeccdes causadas por A.
baumannii com baixa a moderada resisténcia (FOURNIER; RICHET, 2006). No entanto, para
cepas pan-resistentes, a colistina pode ser utilizada como farmaco de escolha, principalmente
em infec¢bes mais severas (FAM et al., 2017). Porém, a alta taxa de pacientes apresentando
efeitos colaterais, principalmente o comprometimento da funcdo renal, tornou inadequado o
uso das polimixinas. Aumentando assim, a necessidade de novas opgdes para o tratamento de
infeccdes por isolados resistentes de A. baumannii (FAM et al., 2017; MAIFIAH et al., 2017;
OMS, 2018; SERIO et al., 2018, VAARA, 2019).

Neste contexto de alta incidéncia de isolados MDR de A. baumannii, diversos estudos
tém proposto novas estratégias de tratamento para estas infec¢des. O tratamento empirico com
imunoglobulina G intravenosa humana (IGIV) associada aos antimicrobianos para infecgdes
bacterianas vem sendo utilizado e tem revelado resultados promissores, podendo ser uma forte
alternativa para a terapia de infeccGes resistentes. (SALCEDO et al., 1997; LAUPLAND,
2002; TANAKA et al., 2010).

Um estudo in vitro utilizando uma cepa Pseudomonas aeruginosa resistente a
carbapenémicos comprovou que a IGIV ocasionou alteracdes na morfologia celular de forma
mais rapida e intensa, como a formacéo de esferoplastos, perda de material citoplasmético e
coagulagdo das células bacterianas, em comparacdo a submissdo da mesma cepa ao
meropenem (TANAKA et al, 2010). No entanto, ainda ha duvidas sobre a atividade biologica
in vitro da associacdo de antimicrobianos e IGIV sobre isolados MDR de A. baumannii.

Assim, este estudo visa contribuir dando suporte a terapia combinada da IGIV humana
com antimicrobianos, diminuindo os conflitos referentes a acdo e uso destas preparacdes em

infeccdes bacterianas, como alternativa terapéutica para tratamento de IRAS causadas por A.
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baumannii. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi determinar a acdo da combinagdo de
antimicrobianos e descrever quais alteragcGes ultraestruturais causadas em isolados
multidroga-resistentes de A. baumannii, provenientes de IRAS, quando submetidos a IGIV

isoladamente e em combinacdo com colistina, meropenem e amicacina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21  MORFOLOGIA E ESTRUTURA DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

Bactérias (do latim, bacteria, singular: bacterium) sdo micro-organismos
relativamente simples e de uma Unica célula (unicelulares). Como o material genético nao é
envolto por uma membrana nuclear, as células bacterianas sdo chamadas de procariotos,
palavra grega significando pré-nicleo. O tamanho da maioria das bactérias podem variar de
0,2 22,0 um de didmetro e de 2 a 8 um de comprimento (FIGURA 1). Elas possuem algumas
formas bésicas: cocos esféricos, bacilos em forma de bastdo e espiral. Algumas espécies
bacterianas, como A. baumannii, sdo ovais e tdo parecidas com 0s cocos que sdo chamados de
cocobacilos (TRABULSI; ALTERTHUM; 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

FIGURA 1- Estrutura celular de bactérias Gram-negativas

Membrana plasmatica —

contendo DNA

Parede celular

Membrana
plasmatica

Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2012

O citoplasma da célula bacteriana é uma solucdo aquosa limitada pela membrana
plasmatica. E nele estdo imersas particulas insollveis essenciais a ceélula bacteriana
(ribossomos e nucledide). O DNA bacteriano ou nucledide, situado no citoplasma e nédo
delimitado por membrana, é composto por fibrilas de DNA de dupla hélice na forma de uma

unica molécula de aproximadamente 1mm de comprimento (linearizada) e peso molecular de
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2 a 3x10° d. Pode existir também DNA circulares, menores que 0S Cromossomos que S&0
capazes de conferir vantagens seletivas as bactérias que ao possuem, estas estruturas séo
denominadas de plasmideos (KONEMAN, 2008; TRABULSI; ALTERTHUM; 2008;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O termo Gram origina-se do nome de Hans Christian Gram, que em 1984 desenvolveu
0 método de coloragdo que possibilitou dividir as células bacterianas em dois grupos: Gram-
positivas e Gram-negativas (KONEMAN, 2008; TRABULSI; ALTERTHUM; 2008). Este
método consiste em diferenciar estes dois grupos com base na suas caracteristicas morfo
tintoriais, observadas ap0s tratamento com os reagentes: cristal violeta, lugol, alcool e fuccina
(TRABULSI; ALTERTHUM; 2008).

A. baumannii pertence ao grupo das bactérias Gram-negativas. As bactérias que fazem
parte deste grupo possuem menor espessura da parede celular, porém estruturalmente mais
complexa que as Gram-positivas. A existéncia de uma membrana citoplasméatica, membrana
externa, um espago periplasmatico e uma menor camada de peptideoglicano na parede da
célula as diferenciam das estruturas observadas nas bactérias Gram positivas (FIGURA 2),
conferem a bactéria uma barreira hidrofébica adicional dificultando a penetracdo do cristal
violeta-lugol, facilitando a descoloracéo dos pelo alcool e permitindo a coloragdo pela fuccina
(coloracdo avermelhada) (KONEMAN, 2008; TRABULSI; ALTERTHUM; 2008).

FIGURA 2 - Parede celular bacteriana
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Fonte: https://pt.khanacademy.org/science/biology/bacteria-archaea/prokaryote-structure/a/prokaryote-structure
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A membrana externa da célula Gram-negativa consiste em lipopolissacarideos (LPS),
lipoproteinas e fosfolipideos. E possui vérias fun¢Ges especializadas. Sua forte carga negativa
e um fator importante na evasdo da fagocitose e nas acdes do complemento (causa lise de
células e promove a fagocitose), dois componentes das defesas do hospedeiro. A membrana
externa também fornece uma barreira para alguns antibiéticos (p. ex., penicilina), enzimas
digestivas como a lisozima, detergentes, metais pesados, sais biliares e certos corantes
(MADIGAN, 2010; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Membrana plasmatica
(citoplasmatica) (ou membrana interna) é uma estrutura fina situada no interior da parede
celular, revestindo o citoplasma da célula. A membrana plasmatica dos procariotos consiste
principalmente de fosfolipidios, que sdo as substancias quimicas mais abundantes na
membrana, e proteinas (MADIGAN, 2010; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O periplasma (espaco periplasmatico) compreende o espaco entre as membranas
externa e plasmatica. Além do peptideoglicano, este local contém proteinas e enzimas
degradativas, tais como: Enzimas hidroliticas (proteases, nucleases e lipases) responsaveis
pela quebra de macromoléculas, enzimas capazes de inativar drogas, tornando a células
resistentes a elas e proteinas transportadoras de solutos que participam do transporte de
substancias para o interior da célula (KONEMAN, 2008; TRABULSI; ALTERTHUM; 2008).

Varios procariontes sintetizam polimeros organicos que sdo depositados para fora da
parede celular e sdo chamadas de substancias poliméricas extracelulares, como a cépsula
polissacaridica (camada que fica ligada a parede celular como um revestimento externo de
extensdo limitada e estrutura definida) (TRABULSI; ALTERTHUM; 2008). Existem ainda
outras estruturas celulares que sdo geralmente encontradas bactérias Gram-negativas, como
flagelos (estrutura responséavel pelo movimento celular) e apéndices filamentosos protéicos
que ndo sdo flagelos, estruturas conhecidas como fimbrias (ou pélos) (KONEMAN; 2008,
TRABULSI; ALTERTHUM; 2008).

2.2 Acinetobacter baumannii

Ndo se sabe o momento exato em que ocorreu 0 primeiro isolamento de um
microrganismo do género Acinetobacter. Os cocobacilos Gram-negativos que provavelmente
eram Acinetobacter foram isolados no ano de 1914 e, repetidamente, durante a decada de
1940, mas foram anteriormente referidos como Polimorfia mima (agora Acinetobacter
Iwoffii), Herellea vaginicola (agora Acinetobacter baumannii ou A. calcoaceticus), Bacterium

anitratum, B5W e Moraxella Iwoffii. Como mostrado na literatura, até recentemnete,
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distinguir entre A. baumannii e A. calcoaceticus era dificil, provavelmente refletindo a troca
na identificacdo destas duas espécies (WONG et al., 2017).

Desde o0 ano de 1986, a taxonomia do género Acinetobacter foi modificada varias
vezes. A classificacdo original de espécies Unicas de Acinetobacter calcoaceticus foi
abandonada (LIN; LAN, 2014). O género Acinetobacter contém 34 espécies formalmente
nomeadas. Entre as espécies de importancia clinica, inclui-se: Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter pittii e Acinetobacter nosocomialis em conjunto, formam o “"complexo A.
baumannii”, sendo intimamente relacionados. Sdo considerados importantes patdgenos
hospitalares e responsaveis pela maioria das infecgdes clinicamente significativas. Estas trés
espécies de importancia clinica, em conjunto com outras espécies do género Acinetobacter
spp., estdo intimamente relacionadas, e também sdo comumente encontradas no ambiente
natural. Estas espécies juntamente com a Acinetobacter calcoaceticus, sdo agrupados sob o
termo "complexo A. calcoaceticus - A. baumannii” ou complexo ACB (KONEMAN et al.,
2008; KIM et al., 2014, FUJIKURA et al., 2016).

A identificacdo de espécies de Acinetobacter spp. € um desafio para taxonomia,
devido as espécies intimamente relacionadas e a dificil distincdo com tracos fenotipicos e
métodos quimiotaxondmicos. Sendo necessario para a identificacdo e confirmacdo das
espécies deste género, 0 uso de sistemas automatizados ou sistemas comerciais, como 0
VITEK ou sistema API, respectivamente (KIM et al., 2014, LIN; LAN, 2014).

Com os avanc¢os na taxonomia molecular bacteriana, tem sido proposto um ndmero de
métodos gendmicos fingerprinting, incluindo electroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
ribotipagem e técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tais como: anélise
de DNA polimoérfico amplificado ao acaso, PCR baseada em sequéncia palindrémica
extragenética repetitiva (rep-PCR), analise da restricdo do DNA ribossdmico amplificado,
impressdo digital de espacador de RNA e analise do polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado. Além disso, novos métodos, como o espacador intergénico
ribossémico 16S-23S, o gene 16S rRNA, o gene rpoB e a analise da sequéncia do gene gyrB,
foram desenvolvidos para identificar e distinguir com mais precisdo e confiabilidade as
espécies de Acinetobacter (KIM et al., 2014; LIN; LAN, 2014).

O género Acinetobacter é formado por coco-bacilos pertencentes a subclasse y-
Proteobacteria, familia Moraxellaceae, compreendendo um grupo heterogéneo de
microrganismos aerébios Gram-negativos, ndo hemoliticos, e que sdo normalmente
encontrados em formac6es dipldides ou cadeias de comprimento varidvel. Acinetobacter spp.

apresentam-se como ndo fermentadores de glicose, lactose, oxidase negativa, catalase



26

positiva, indol negativa e nitrato negativo. Apds 24 horas de incubacdo em &gar sangue, as
coldnias apresentam entre 0,5 a 2um de didmetro, sdo translicidas a opacas (nunca
pigmentadas), convexas e inteiras. A maioria cresce bem em agar MacConkey e produz uma leve
cor rosada (FIGURA 3) (KONEMAN et al., 2008; AL-AGAMY et al., 2014; KIM et al., 2014;
LIN; LAN, 2014).

FIGURA 3 - Acinetobacter baumannii cultivado em &gar MacConkey.

=

Fonte: American Society for Microbiology (2005).

Acinetobacter spp. sdo onipresentes em ambientes naturais, como solo e &agua,
podendo ser encontrados, ocasionalmente, como comensais na pele, na garganta e nas
secre¢Bes de individuos saudaveis (KONEMAN, 2008, KIM et al., 2014). Anteriormente
acreditava-se que as espécies de Acinetobacter ndo eram um patégeno comum humano, e que
fossem uma causa incomum de infeccdo (KIM et al., 2014). Contudo, sabe-se que espécies
deste género sdo comumente encontradas, sendo A. baumannii, a espécie mais isolada do
género no ambiente hospitalar e em pacientes hospitalizados (KIM et al., 2014; LIN; LAN
2014).

Acinetobacter baumannii é a principal espécie causadora de infeccdo do complexo A.

calcoaceticus - A. baumannii, sendo considerado um grave patégeno hospitalar, tornando-se
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cada vez mais comuns infeccGes causadas por esta espécie bacteriana nas ultimas décadas e
levando ao aumento da morbidade e mortalidade por IRAS. Este microrganismo faz parte do
grupo ESKAPE, composto por bactérias patogénicas que emergiram por sua capacidade de
causar graves infeccbes em pacientes hospitalizados e escaparem da acdo dos
antimicrobianos, além de demonstrarem novas formas de transmissdo e patogénese (TIWARI,
2018). Este grupo foi denominado coletivamente de ESKAPE, que sé&o as letras iniciais das
espéecies bacterianas que compdes o grupo, pela Infectious Diseases Society of America
(IDSA). As especies bacterianas que forman o grupo ESKAPE inclui Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e espécies de Enterobacter spp. (BOUCHER et al., 2009, TIWARI, 2018).

As infeccbes produzidas por Acinetobacter baumannii incluem: pneumonia
(hospitalares e adquiridas na comunidade), bacteremia, endocardite, infecgdes da pele e dos
tecidos moles, infeccbes do trato urindrio e meningite (PASANEN et al., 2014,
ELHOSSEINYA; ELHEZAWYB,; ATTIAA, 2019). Em maior parte dos casos, acredita-se
que as infeccBes sdo adquiridas apds a exposicdo ao A. baumannii, que persiste em
contaminar equipamentos hospitalares ou por contato com o pessoal de saude, que tenham
sido expostos ao microrganismo através do contato com um paciente colonizado. No entanto,
apesar da crescente importancia clinica de infeccGes por A. baumannii, relativamente pouco
se sabe sobre os fatores que contribuem a sua patogénese (MCCONNELL; ACTIS;
PACHON, 2013; AL-AGAMY et al., 2014).

Dados mostram que a taxa de mortalidade por infeccBes de corrente sanguinea
associado ao patdégeno A. baumannii é de aproximadamente 25%, dependendo do estado
imunolodgico do paciente e local de atendimento. Apresentando taxas de mortalidade que
variam de 5% em pacientes em enfermarias gerais a 52% em pacientes sob cuidados
intensivos (FUJIKURA et al., 2016). Ja em pacientes com infeccdes cronicas do trato
urinario, bacteremia, pneumonia e paciente graves em UTI, a taxa de mortalidade registrada
varia entre 2 e 10% (PRIYADHARSINI; GIRIJA; PARAMASIVAM; 2018).

Algumas caracteristicas sdo determinantes na patogénese envolvendo isolados de A.
baumannii sdo a formacdo de biofilme, que considerado o principal fator de viruléncia, a
ativacdo da proteina A da membrana externa associada a apoptose em células humanas,
sistema de captura de ferro, fosfolipases, lipopolissacarideos, polissacarideos capsulares,
sistemas de secrecdo de proteinas e um sistema de deteccéo de quérum (KIM et al, 2014, LEE
etal. 2017).
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2.3  TERAPEUTICA PARA O TRATAMENTO DE INFECCOES POR Acinetobacter

baumannii

Visto sua propensdo para desenvolver resisténcia aos antimicrobianos, as estratégias
de tratamento atuais para infec¢des por A. baumannii sdo muito limitadas, ndo existindo um
comportamento clinico definido para comparar os regimes de tratamentos dos pacientes,
aliada ao ndo desenvolvimento de novos farmacos para tratar estas infec¢bes. Para infeccBes
por A. baumannii suscetivel, geralmente permanece um numero suficiente de agentes
antimicrobianos seguros e eficazes que podem ser usados para tratamento, tendo os beta-
lactdmicos como as principais escolhas antibacterianas por responderem com eficacia a
terapia (MARAGAKIS; PERL, 2008; VIEHMAN; NGUYEN; DOI, 2014, WONG et al.,
2017).

Porém, devido a crescente resisténcia aos antimicrobianos, os carbapenémicos se
tornaram uma opcao terapéutica critica para tais infecces. Para os carbapenémicos (como
todos beta-lactdmicos), o melhor preditor de eficcia € o tempo em que as concentraces
séricas de carbapenémicos permanecem acima da concentracdo inibitoria para o isolado
bacteriano. A infusdo prolongada de carbapenémicos pode maximizar o tempo acima da CIM,
otimizando assim os resultados, particularmente para patégenos resistentes. (MARAGAKIS;
PERL, 2008, WONG et al., 2017).

Infelizmente, as taxas de resisténcia a carbapenémicos em infec¢des por A. baumannii
vém crescendo drasticamente em todo mundo. Para cepas resistentes a carbapenémicos, o
arsenal de antimicrobianos é bastante limitado (WONG et al., 2017). Esta diminuicdo da
suscetibilidade aos carbapenémicos impulsionou a busca de novas abordagens terapéuticas
alternativas. Além deste desafio, quando A. baumannii adquire resisténcia aos
carbapenémicos, muitas vezes ha resisténcia a todos os outros agentes comumente usados na
clinica de infeccOes, como cefalosporinas, penicilinas e quinolonas (DOI; MURRAY;
PELEG, 2015). As cepas que sdo extensivamente resistentes a farmacos podem permanecer
susceptiveis a alguns antimicrobianos como polimixinas (colistina ou polimixina B),
aminoglicosideos e tigeciclina. Portanto, os regimes de tratamento poderao incluir pelo menos
uma dessas duas classes de agentes com ou sem um segundo agente, a depender de cada caso
(DOI; MURRAY; PELEG, 2015, ANVISA, 2019).

A combinacdo de dois farmacos com atividade individual contra determinado
microrganismo tem como objetivo resultar em uma combinagdo farmacoldgica mais potente.

Porém, para muitas combinagdes, verifica-se que isso pode ndo acontecer. Quando dois
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farmacos com atividades diferentes sdo combinados contra 0 mesmo patégeno, eles podem
interagir para aumentar a eficicia da combinacéo (sinergismo) ou diminui-la (antagonismo).
Alternativamente, os farmacos podem ndo interagir (indiferente), ou também o efeito da
combinacdo consistir simplesmente na soma dos efeitos de cada farmaco utilizado
individualmente (aditividade) (GOLAN et al., 2009).

2.3.1 Aminoglisideos

Os aminoglicosideos sdo parte importante do arsenal terapéutico desde seu
descobrimento na década de 1940. Os estudos que culminaram com o descobrimento desta
classe de antimicrobianos iniciaram-se no ano de 1939 no Departamento de Microbiologia da
Unidade de Agricultura Experimental da Universidade Rutgers de New Jersey nos Estados
Unidos. Em 1943, ap6s examinar varios actinobactérias de solo, isolaram uma cepa de
Streptomyces griseus, que produzia uma substancia que inibia o crescimento do bacilo da
tuberculose e de diversos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. A partir de
entdo, no ano de 1944, a estreptomicina foi isolada, seguida pela descoberta de uma série de
novas substancias com potencial antibacteriano, produzida por actinomicetos, assim como 0s
aminoglicosideos semissintéticos, amicacina e netilmicina derivados da canamicina e
sisomicina, respectivamente (FIGURA 4) (OLIVEIRA et al., 2006, GOLAN et al., 2009,
KRAUSE et al., 2016).

FIGURA 4 - Estrutura quimica dos aminoglicosideos
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Os aminoglicosideos ligam-se a fragdo 30S alterando a forma dos ribossomos,
inibindo a sintese protéica ou produzindo proteinas defeituosas. Para atuar, este
antimicrobiano deve primeiramente ligar-se a superficie da célula bacteriana e posteriormente,
deve ser transportado através da parede por um processo dependente de energia oxidativa
(ANVISA, 2015).

Os principais usos dos aminoglicosideos sdo para diversas infeccbes, entre elas:
septicemias, infeccbes do trato urinario, endocardites, infeccGes respiratorias e intra-
abdominais, meningites em recém-nascidos, infeccbes oculares e de articulagdes,
osteomielites, dentre outras. Esta classe de antimicrobianos apresenta grande atividade contra
bacilos e cocos Gram-negativos aerébios, além de bactérias Gram-positivas e micobactérias.
A amicacina possui 0 maior espectro de acdo do grupo, sendo utilizada em infeccdes por
bacilos Gram-negativos resistentes a gentamicina e na terapia empirica de IRAS, além de ser
util na terapia das micobacterioses, em casos especificos de infeccbes por Mycobacterium
tuberculosis ou Mycobacterium fortuitum e Mycobacterium avium (ANVISA, 2015).

2.3.2 Carbapenémicos

Os carbapenémicos sdo uma classe de antimicrobianos beta-lactamicos que substituem
um atomo de carbono por um de enxofre e acrescentam uma ligacdo dupla ao nucleo de
penicilina (FIGURA 5). Atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana e possuem um
espectro de atividade mais amplo (TORTORA, 2005). Dentre os beta-lactamicos de amplo
espectro, os carbapenémicos foram introduzidos no ano de 1985 e continuam sendo o agente
mais importante para o tratamento de infec¢fes causadas por A. baumannii MDR (ZARRILLI
et al., 2009). Os carbapenémicos imipenem, meropenem e ertapenem sdo os antimicrobianos
disponiveis atualmente na pratica clinica nos EUA, Europa e Brasil, apresentando amplo
espectro de acdo para uso em infeccdes sistémicas e sdo estaveis a maioria das R—lactamases
(ANVISA, 2019).
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FIGURA 5 - Estrutura quimica dos carbapenémicos.
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Os carbapenémicos eram comumente considerados como antimicrobianos de ultimo
recurso e assumem um grande papel no tratamento de graves infecgdes causadas por bactérias
MDRs (BREILH et al., 2013; VOULGARI et al., 2013). Ao longo da ultima década, o
aparecimento de isolados resistentes aos carbapenémicos tem sido de grande relevancia por
reduzir as opcdes terapéuticas atuais, portanto, deixando poucos ou, em alguns casos,
nenhuma opcdo terapéutica ideal (VOULGARI et al., 2013; LEE et al., 2017).

Atualmente, existe grande interesse em duas moléculas para tratamento de infec¢des
causadas pelo A. baumannii MDR (FAM et al., 2017). Os beta-lactdmicos, em combinacgao
com outra classe de antimicrobiano, tém demonstrado eficiente tratamento na infecgdo
causada por A. baumannii com moderada resisténcia ao imipenem. Porém, para cepas pan-
resistentes, a colistina permanece como farmaco de escolha. Este antimicrobiano tem sido
usado com sucesso no tratamento de infecgdes severas, tais como meningites, bacteremia ou
pneumonia. No entanto, a deterioragdo da funcdo renal é o principal efeito colateral, com a
prevaléncia variando de 19 a 27% (FOURNIER; RICHET, 2006; FAM et al., 2017,
DAFOPOULOU et al., 2019, RODRIGUEZ et al., 2019).



32

2.3.3 Polimixinas

As polimixinas sdo decapeptideos policatiénicos ciclicos, produzidos pela bactéria
Bacillus polymyxa, caracterizados por um anel heptapeptideo, alta porcentagem de acido 2,4-
diaminobutirico (Dab) e um acido graxo ligado ao peptideo através de uma ligacdo amida. O
anel se completa através dos grupos a-amino e carboxil do residuo do Dab na posicdo 4. A
colistina (polimixina E) diferencia-se da polimixina B pela presenca do aminoacido D-leucina
no lugar de D-fenilalanina na posicédo 6 (FIGURA 6) (ADAMS et al., 2009, KIM et al., 2014).

FIGURA 6 - Estrutura quimica das polimixinas.
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O colestimetato de sddio (CMS) é um derivado da colistina obtido através da reacdo
com formaldeido e bissulfito de sédio. Este derivado é menos potente em comparagdo com 0
composto original e parece causar menos efeitos colaterais. Apos a administracdo, o CMS ¢é
convertido em colistina in vivo e ambas as formas circulam pelo organismo. Um estudo prévio
sugeriu que o CMS fica inativa e seu efeito bactericida depende da metabolizagéo in vivo para
formar colistina, que seria o Gnico composto ativo (MENDES; BURDMANN, 2009).

Dada a mudanca no perfil de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias Gram-
negativas MDR, especialmente A. baumannii, levando a limitagdes das opgdes terapéuticas, 0
uso de polimixinas B ou polimixinas E (colistina) retornou para a maioria das infec¢bes por
Acinetobacter spp. Colistina age destruindo a membrana celular bacteriana, aumentando sua
permeabilidade e levando a morte celular. E um antimicrobiano eficaz contra espécies de
Acinetobacter e seu efeito depende da concentracdo de uso. Existem relatos sobre resisténcia

as polimixinas, possivelmente como um resultado das alteracdes da membrana externa ou um
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mecanismo da bomba de efluxo. Estudos relatam a cura ou melhora pela colistina numa taxa
de 57 a 77% de pacientes em estado grave com infeccdes de Acinetobacter MDR, incluindo
pneumonia, bacteremia, septicemia, infeccdo intra-abdominal, e infeccdo do sistema nervoso
central (MARAGAKIS; PERL, 2008; LEITE et al., 2015; VAARA, 2019).

2.4  RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EM Acinetobacter baumannii

A. baumannii tem emergido globalmente como um patégeno nosocomial de grande
importancia clinica, devido ao aumento do nimero de infeccbes em humanos acometidos por
isolados desta espécie (TURTON et al, 2006; 2007; SKIEBE et al., 2012; MCCONNELL;
ACTIS; PACHON, 2013; KIM et al., 2014; LEITE et al., 2015).

Infecgbes por A. baumannii afetam particularmente pacientes que se encontram em
unidades de queimados e nas unidades de terapia intensiva, muitas vezes causando surtos e
geralmente apresentando resistentes a maioria dos antimicrobianos disponiveis. Ha relatos de
aumento da prevaléncia deste microrganismo MDR em hospitais de muitos paises, incluindo
o Brasil, Reino Unido, Franca, Espanha, Portugal, Itdlia, Grécia, lIsrael, Bulgaria, EUA e
Russia, com surtos ocorrendo em varios hospitais (TURTON et al., 2006; 2007; SKIEBE et
al., 2012; MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013, VIEIRA; PICOLI, 2015).

Acredita-se que a sua competéncia em resistir em ambientes hospitalares esteja ligada
a sua capacidade de formar biofilmes e adquirir resisténcia aos antimicrobianos, assim
contribuindo para a sua sobrevivéncia nesse ambiente (MCCONNELL; ACTIS; PACHON,
2013; KIM et al., 2014). Por estas razdes, espécies do género Acinetobacter sdo
frequentemente encontradas na pele e no trato respiratério e urinario de pacientes
hospitalizados (MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013, WONG et al., 2017).

Os mecanismos de resisténcia mais encontrados em isolados do género Acinetobacter
para escapar e sobreviver a acdo dos antimicrobianos inclui a resisténcia antimicrobiana
intrinseca, enzimas de degradagdo antimicrobiana, bombas de efluxo, modificacdo alvo e
perda de porina (FIGURA 7). O mais importante mecanismo, no entanto, é a grande
capacidade para adquirir resisténcia a antimicrobianos, levando para MDR e até mesmo
Pandrug resistence (PDR) (KIM et al., 2014).



34

FIGURA 7 - Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos por Acinetobacter baumannii.
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A rapida capacidade de aquisicdo de genes de resisténcia codificados em elementos
genéticos mdveis, como plasmideos, transposons e integrons, constituem grande problematica
envolvendo infeccBes por isolados de A. baumannii, devido ao aumento da resisténcia
fenotipica e MDR destes isolados que, em alguns casos, sdo resistentes a todos ou quase todos
0s antimicrobianos beta-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas (FOURNIER; RICHET,
2006; KIM et al., 2014). A grande incidéncia de MDR em isolados de A. baumannii torna
desafiador o tratamento de infeccBes causadas por esses isolados bacterianos, devido a
diminuicdo crescente de opcdes terapéuticas disponiveis, levando ao risco de entrada em uma
era pos-antibidtico iminente (RUSSO et al., 2010).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) forneceu um alerta sobre A. baumannii
resistente a carbapenémicos, que assegura o seu lugar na categoria “critica” de infecgdes. Um
fato pouco conhecido sobre o A. baumannii € sua rdpida evolucdo da forma MDR a forma
extensivamente resistente (XDR) a antimicrobianos, e que recentemente foi elevado ao status
de Pandroga resisténcia (PDR). A resisténcia inata, juntamente com a capacidade de
acomodar fatores de resisténcia extrinseca, contribuiu para o ressurgimento desse patdégeno
com o maximo potencial (PRIYADHARSINI; GIRJA; PARAMASIVAM; 2018).
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2.4.1 Resisténcia a carbapenémicos

Mecanismos que conferem resisténcia aos beta-lactdmicos ja foram relatados em A.
baumannii. Os principais mecanismos encontrados sdo a producdo de enzimas beta-
lactamases, alteracGes na proteina da membrana externa, a producédo de proteinas de ligacao a
penicilina e aumento da atividade das bombas de efluxo. No entanto, 0 mecanismo mais
prevalente de espectro estendido de resisténcia a cefalosporina e carbapenémicos em A.
baumannii é a degradagdo enzimatica por f-lactamases. A classe Ambler A, B, C ¢ D B-
lactamases conferem vérios fenotipos de resisténcia, tais como B-lactamases de espectro
estendido (ESBLs), metalo-p-lactamases (AL-AGAMY et al., 2014, KIM; 2014).

A maioria dos isolados de A. baumannii envolvidos em surtos infecciosos séo
altamente resistentes aos diferentes antimicrobianos disponiveis, incluindo, cada vez mais, a
resisténcia aos carbapenémicos, como 0 meropenem e imipenem, que sao farmacos de escolha
em infeccOes graves causadas por este microrganismo (TURTON et al., 2006; 2007).

Carbapenemases tém sido cada vez mais relatadas em espécies de enterobactérias e
também em Acinetobacter spp. ao longo dos ultimos 10 anos em todo o mundo. A incidéncia
de infeccGes causadas por bacilos Gram-negativos resistentes a carbapenémicos isolados em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) também aumentou, representando um problema global.
Surtos nosocomiais e infecgbes endémicas em UTIs sdo comuns, devido uso generalizado de
antimicrobianos de amplo espectro e dispositivos médicos colonizados por estas especies,
bem como um aumento no nimero de pacientes imunocomprometidos (KIM et al., 2014).

A resisténcia em A. baumannii a carbapenémicos sdo, geralmente, codificadas por
serina oxacilinases (OXAs; classe D de Amber) blaoxa-23, blaoxa-40, blaoxa-ss € pelas metalo-
B-lactamases e (MBLs; classe B de Amber) genes blayu, blajve, € blagim (KIM et al., 2014).

As enzimas do tipo OXAs ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico e tém sido
encontradas na maioria das regides do mundo, ao passo que as MBLs conferem resisténcia
aos carbapenémicos e os demais beta-lactamicos, com a excec¢do de aztreonam. Resisténcia a
carbapenémicos em isolados de A. baumannii é mais frequente, devido a producdo de OXA,
enquanto a producdo de MBL é mais prevalente em isolados de outras espécies do género
Acinetobacter. Em A. baumannii, o nivel de resisténcia aos carbapenémicos fornecida por
OXAs é consideravelmente menor do que a mediada por MBLs. Em particular, algumas
destas enzimas ndo hidrolisam meropenem (KIM et al., 2014).

Os genes de resisténcia intrinsecos para producéo de B-lactamases sdo encontradas na

maioria dos isolados de A. baumannii, como as cefalosporinases tipo AmpC, expressas em
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nivel basal sem reduzir a eficicia de cefalosporinas de terceira geracdo e as oxacilinases,
representadas pelos subtipos OXA-51 com localizagdo cromossomica e a OXA-69 com
diversas variantes, as quais sdo amplamente estudadas para elucidacdo de sua atividade
carbapenemase (POIREL; NORDMAN, 2006).

Além das OXAs e da AmpC, que conferem resisténcia aos antimicrobianos da classe
dos carbapenémicos, também j& foi detectado em isolados de A. baumannii, o gene blakpc. A
KPC é uma carbapenemase potente identificada inicialmente em isolado de Klebsiella
pneumoniae nos Estados Unidos e depois em outros membros da familia Enterobacteriaceae
e em outras regides geograficas do mundo, devido a sua localizacdo em elementos genéticos
maoveis, como plasmideos, transposons e/ou integrons (ROBLEDO et al., 2010; VOULGARI
et al., 2013). Enzimas KPC estdo entre os B-lactamases mais comuns, mediando resisténcia
aos carbapenémicos. Estas sdo B-lactamases de classe A que além de carbapenémicos,
também conferem resisténcia a outras classes de antimicrobianos, como as cefalosporinas de
espectro estendido (TENOVER et al., 2006). O gene blakec em A. baumannii ja foi
encontrado em paises, como Brasil, Porto Rico e também na Asia (ROBLEDO et al., 2010;
AZIMl et al., 2015, RIBEIRO et al., 2016).

2.4.2 Resisténcia a colistina

Trés mecanismos que conferem resisténcia a colistina sdo conhecidos: (1) perda ou
modificacdo de lipopolissacarideos, especificamente do lipideo A, um componente da
membrana externa, resultando na reducdo da carga negativa da membrana externa; (2)
clivagem proteolitica dos antimicrobianos e (3) ativacdo de uma bomba de efluxo de amplo
espectro. A via mais comumente relatada em A. baumannii é a adicdo de uma fracdo
fosfoetanolamina ao lipideo hepta-acilado A, que reduz a carga negativa do lipidio A e
diminui a afinidade da colistina (ADAMS et al., 2009, VIEHMAN; NGUYEN; DOI, 2014).

Outra hipotese para 0 mecanismo de resisténcia a colistina seria devido a uma mutacao
nos genes que codificam as proteinas Pmr A e B, que sdo relacionados com a expressao
aumentada do sistema e PmrAB e alteracfes da sequéncia de aminoacido. Apesar da
resisténcia adquirida a colistina continuar a ser rara entre isolados clinicos de Acinetobacter
spp., algumas espécies parecem possuir resisténcia intrinseca a colistina, sem resisténcia a
multiplos farmacos (KIM et al., 2014), tendo como uma possivel explicagdo para esse fato, a

perda de lipopolissacarideo da sua membrana externa (TSENG et al., 2016).
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Apesar de raro, ja foram encontrados relatos de isolados de A. baumannii resistentes a
colistina, que sdo frequentemente agentes terapéuticos de ultima linha usados para tratar
infeccdes causadas por bactérias MDR desta espécie (CHEAH et al., 2016; TSENG et al.,
2016). Resisténcia a colistina ja foi vista em alguns paises, como Ird, Estados Unidos, Catar e
no Brasil (ADAMS et al., 2009; ALAEI; AZIEMZADEH; BAHADOR, 2016; LEITE et al.,
2016; SAMAWI et al., 2016).

2.4.3 Resisténcia a aminoglicosideos

Existem trés mecanismos reconhecidos de resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos,
incluindo: ocorréncia de alteracGes dos sitios de ligacdo no ribossomo, alteracdo na
permeabilidade bacteriana e modificacdo enzimatica do farmaco. Os genes que conferem
resisténcia podem estar associados a plasmideos conjugativos e ndo conjugativos, € em
transposons, e parecem ser constitutivos, ndo sendo induzidos pela presenca do
antimicrobiano. O desenvolvimento da resisténcia ao antimicrobiano durante o tratamento
com aminoglicosideos para isolados sensiveis é raro (ANVISA, 2015; KRAUSE et al., 2016,
SERIO et al., 2018).

Os aminoglicosideos se ligam ao RNA ribossémico 16S da subunidade ribossémica
30S e inibem a sintese proteica. A. baumannii produz varias enzimas modificadoras de
aminoglicosideos para adquirir resisténcia a esta classse de antimicrobianos. Existem trés
grupos funcionais de enzimas modificadoras, que incluem acetiltransferases de
aminoglicosideos (por exemplo, AAC (6 ') - Ib), aminoglicosideos fosfotransferases (por
exemplo, APH (3") - Ia) e aminoglicosideos adeniltransferases (por exemplo, ANT (2 ) - 1a).
Enzimas modificadoras de aminoglicosideos comumente encontradas em A. baumannii sao
AAC (6" - Ib, AAC (6" - Ih (conferindo resisténcia a tobramicina e amicacina), AAC (3) -la,
ANT (2 ) - lae APH (3") - la (conferindo resisténcia a gentamicina). Outro mecanismo de
resisténcia aminoglicosideos que esta emergindo é a producdo de 16S ribosomal RNA
metiltransferase, especialmente ArmA. ArmA metila um residuo de guanina no sitio de
ligagdo de aminoglicosideo (site A) de 16S rRNA e protege-lo da ligacdo ao
aminoglicosideos. A. baumannii produtor de ArmA sdo altamente resistentes a gentamicina,
tobramicina e amicacina, e sdo comumente visto entre isolados clones (VIEHMAN,
NGUYEN; DOI, 2014; DOI; MURRAU; PELEG, 2015).
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25  ALTERACOES MORFOLOGICAS BACTERIANAS

O conhecimento sobre a morfologia das células bacterianas € necessario para a
compreensdo  dos provaveis mecanismos de acdo de diferentes  agentes
antimicrobianos sobre a célula bacteriana, podendo estes agir em diferentes estruturas
celulares, como em componentes da parede celular, no citoplasma, vias metabdlicas, enzimas,
no material genético bacteriano, genes que sofreram mutacdo e em produtos génicos que estdo
presentes no patdgeno (DIAZ-VISURRAGA; CARDENAS; GARCIA, 2010; GOLAN et al.,
2014).

As bactérias sdo organismos que freqlientemente contém alvos exclusivos para
intervencdo farmacoldgica. Dependendo do papel do alvo do farmaco na fisiologia bacteriana
podem produzir efeitos bacteriostaticos ou bactericidas. Os farmacos que inibem o
crescimento do patdgeno sem causar a sua morte sdo denominados bacteriostaticos. Esses
farmacos séo dirigidos contra alvos de vias metabolicas necessarias para o crescimento das
bactérias, mas ndo para a sua sobrevida. Os inibidores da sintese protéica (os aminoglicosidios
constituem uma excecdo) exercem, em sua maioria, um efeito bacteriostatico. A eficiéncia
clinica desses farmacos baseia-se na integridade do sistema imune do hospedeiro para
eliminar as bactérias que ndo crescem (mas que permanecem viaveis). Em contrapartida, 0s
farmacos bactericidas matam as bactérias (GOLAN et al., 2014).

Diferentes substancias quimicas podem danificar a parede celular bacteriana ou
interferir na sua sintese, e ainda assim ndo prejudicar as células de um hospedeiro animal, pois
a parede celular bacteriana é composta de substancias diferentes daquelas presentes nas
células eucaritticas. Portanto, a sintese da parede celular é o alvo de algumas drogas
antimicrobianas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Como exemplo dessas substancias,
temos os antibidticos B-lactamicos sdo 0s agentes antibacterianos comumente prescritos e
atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana, pela inativacdo de varias enzimas, como
as PBPs (Proteinas Fixadoras de Penicilina), responsavel pela sintese final do peptideoglicano
e que sdo essenciais para o crescimento e divisdo das células bacterianas (LEGAREE;
CALVIN; ANTHONY, 2007).

Ao submeter diferentes espécies a antimicrobianos, que tem como alvo a parede
celular, as células bacterianas podem sofrer diversas alteracdes na sua morfologia. A alteracdo
na forma da célula, com a formacao de esferoplastos ou células ovdides, a desorganizacdo da
membrana citoplasmatica, a presenca de bolhas ou enrugamento na superficie da célula e

aumento no espaco periplasmatico, sugerindo retracdo do citoplasma (CUSHNIE;
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O'DRISCOLL; LAMB, 2016, SCAVUZZI et al., 2016; FAM et al. 2017). Podendo ocorrer
também alongamento da célula, devido a sucessivas divisdes celulares em que o septo nao foi
formado corretamente. Quando os danos a estrutura da parede celular bacteriana sao severos
demais, pode acarretar a ocorréncia de ruptura da célula com posterior perda de material
citoplasmatico (DIAZ-VISURRAGA; CARDENAS; GARCIA, 2010; TANAKA et al., 2010,
VERAS et al., 2015; CUSHNIE; O'DRISCOLL; LAMB, 2016; SCAVUZZI et al., 2016;
FAM et al. 2017).

Outros antimicrobianos agem no citoplasma da célula bacteriana causando
desorganizacdo do citoplasma. Como também interferindo na replicacdo do DNA bacteriano,
inibindo a sintese protéica ou produzindo proteinas defeituosas (ANVISA, 2007; VERAS et
al., 2015; SCAVUZZI et al., 2016), possibilitando evidenciar a diminuicdo do volume e
compartimentalizacdo do citoplasma, como também condensacdo de ribossomos, a
coagulacao ou destruicdo do DNA (VERAS et al., 2015, SCAVUZZI et al., 2016).

2.6 IMUNIDADE HUMANA A INFECCOES BACTERIANAS

A resposta imunoldgica tem papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos e
se constitui no principal impedimento para a ocorréncia de infecgdes disseminadas,
habitualmente associadas com alto indice de mortalidade. A defesa contra invasdo de
microrganismos € mediada pelos mecanismos efetores da imunidade inata (natural) e
adaptativa (adquirida) (FIGURA 8). O sistema imunologico inato proporciona a defesa inicial,
e o sistema imunoldgico adaptativo proporciona uma resposta mais sustentada e mais forte,
isto ocorre principalmente devido ao grande o numero de linfocitos antigeno-especifico e sua
diferenciacdo. Muitos microrganismos patogénicos ja resistem aos mecanismos de defesa do
sistema imunoldgico inato, fazendo com que a protecdo fique a cargo das respostas
imunologicas adaptativas. As respostas imunologicas adquiridas induzem as células efetoras
que eliminam os microrganismos e as células de memoria que protegem o individuo de
infeccdes subsequentes (MACHADO et al., 2004, ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2012).
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FIGURA 8 - Imunidade humana a infec¢des bacterianas

1. Barreiras naturais contra as infecgdes / Natural barriers against infection
1. Imunidade inata / Innate immunity
1. Moléculas extracelulares (proteina C reativa, complemento) / Extracellular molecules (C reactive protein, complement)
2. Células NK, neutrdfilos, macrofagos / NK cells, neutrophils, macrophages
3. Quimiocinas, citocinas / Chemokines, cytokines
111, Imunidade adquirida / Aquired immunity
1. Anticorpos / Antibadies
2. Citocinas produzidas por células T / Cytokines produced by T cells

Fonte: MACHADO et al., 2004.

Como as bactérias extracelulares sdo capazes de se replicarem no exterior das células
do hospedeiro, algumas barreiras iniciais sao importantes para limitar a infeccdo bacteriana,
contribuindo na expulsdo dos patdgenos. Dentre essas barreiras destacam-se 0s movimentos
peristalticos, a secrecdo de muco do trato gastrointestinal, os movimentos ciliares das vias
aéreas, além de um epitélio integro que atua como uma barreira fisica entre o patégeno e o
tecido do hospedeiro. No caso de bactérias que colonizam o sistema circulatério, essas sdo
removidas pelo bago e figado, uma vez que estes locais sdo ricos em células fagociticas
(células de Kupffer) e a circulacdo sanguinea € lenta, favorecendo assim a eliminacdo das
bactérias extracelulares (COELHO-CASTELO et al., 2009).

Dentre 0s mecanismos da imunidade inata envolvida na eliminacdo das bactérias
extracelulares destacam-se a agdo das defensinas, citocinas e do sistema complemento (via
alternativa ou das lectinas). Quanto a resposta adaptativa, a imunidade humoral é o principal
mecanismo envolvido na eliminacdo das bactérias extracelulares. Os anticorpos, produzidos
contra esses patdgenos, desempenham mecanismos efetores importantes como: 1)
Neutralizacdo; 2) Opsonizagéo favorecendo a fagocitose e 3) a ativagcdo do complemento pela
via classica. Na neutralizacdo contra a bactéria ou contra suas toxinas, os anticorpos (IgG,
IgA) impedirdo a ligacdo dos mesmos a receptores presentes na superficie das células alvos,
neutralizando, assim, a acdo desses microorganismos (MACHADO et al., 2004; COELHO-
CASTELO et al., 2009).

A acdo dos anticorpos pode ser do tipo opsonina, onde as bactérias sao revestidas por
anticorpos do tipo IgG e fagocitadas por macréfagos e neutréfilos, através de receptores para
a porcdo Fc presente nessas células. Apos a fagocitose, as bactérias sdo destruidas no
fagolisossomo. A via classica do sistema complemento também atua. Nesse aspecto a geracédo
e deposicdo de C3b levard a opsonizagdo do patdgeno, seguido pela fagocitose via receptor

presente em macrofagos e neutréfilos; a inducdo de uma resposta inflamatdria, e a formacéo
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do complexo de ataque @ membrana que resultard na lise direta do patégeno. Adicionalmente,
células apresentadoras de antigenos, ap6s a fagocitose e degradacdo antigénica nos
lisossomos, estimulam células TCD* que reconhecem peptideos antigénicos no contexto de
moléculas de MHC de classe II, levando essas células a produzirem IFN-y (potente ativador
de macréfagos), TNF (citocina inflamatdria), que podem favorecer a destruicdo das bactérias
e colaborar com células B para a produgdo de outros isotipos de anticorpos (CARVALHO et
al., 1998, COELHO-CASTELO et al., 2009).

2.7 IMUNOGLOBULINA G INTRAVENOSA HUMANA

Os anticorpos ou imunoglobulinas sdo proteinas circulantes produzidas pelos
vertebrados em resposta a exposicao a estruturas nao proprias conhecidas como antigenos.
Sao incrivelmente diversos e especificos em sua capacidade de reconhecimento de estruturas
moleculares ndo proprias, sendo mediadores priméarios da imunidade humoral contra todas as
classes de microrganismos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). A Imunoglobulina G
(IgG), um isotipo de imunoglobulina, apresenta as seguintes fung¢fes: opsonizacdo, ativacao
do sistema complemento, citotoxidade mediada por células dependente de anticorpo,
imunidade neonatal e auto-inibi¢do do linfocito B (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2012).

Tradicionalmente, a Imunoglobulina G Intravenosa Humana (IVIG) tem sido utilizada
como terapia de reposicao para pacientes com deficiéncias de imunoglobulinas primérias ou
secundarias. Cada vez mais, a IVIG vem sendo utilizada (em doses mais elevadas do que para
a terapia de reposicdo) em certas doencas infecciosas bacterianas ou virais (FERRARA,;
ZUMLA; MAEURER, 2012; MILLER; SCHAUF; SALO, 2016, SALLAM; ABOU-AISHA,
EL-AZIZI, 2016). Uma variedade de modos de acdo tem sido atribuida aos efeitos benéficos
da IVIG, incluindo sua interacdo com a funcdo das células T, células apresentadoras de
antigenos, além de maturacdo das células de apresentacdo com efeito geral sobre as reacoes
inflamatdrias, sendo seu uso avaliado em ensaios clinicos para o tratamento de infecgdes
cronicas refratarias, dificeis de tratar (FERRARA; ZUMLA; MAEURER, 2012).

No Japdo e em outros paises, 0 tratamento com IgG do soro humano e antibioticos
para graves infec¢Oes por diferentes espécies bacterianas tem revelado resultados bem
sucedidos, 0 que motivou a realizagdo de estudos quanto a atividade in vitro da 1gG humana
frente a isolados de diferentes espécies bacterianas, incluindo em P. aeruginosa (TANAKA et
al., em 2010).
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Salcedo et al. (1997) examinaram se o tratamento com IVIG poderia ser eficaz em
pacientes com colite pseudomembranosa grave que ndo respondem a terapia antimicrobiana
padrdo. Neste estudo, os dois pacientes responderam rapidamente demonstrando diminuicao
da diarréia, do desconforto abdominal e da distensdo. Todas as preparacdes de
imunoglobulinas testadas continham IgG contra toxinas A e B do Clostridium difficile que
neutralizou a atividade citotdxica in vitro em concentracdes de 1gG de 0.4-1.6 mg/mL. Neste
estudo, os autores concluiram que a imunoterapia passiva com IVIG pode ser uma Util adicdo
para a terapia antibidtica para colite pseudomembranosa grave e que a antitoxina IgG esta
presente em preparados de imunoglobulina padréo, com atividade neutralizante encontrados
em diferentes concentracOes de 1gG, facilmente conseguidas no soro por administracdo de
IVIG.

O estudo realizado por Laupland (2002) analisou a logica e evidéncias para 0 uso de
IVIG para a profilaxia e tratamento de infec¢des em pacientes adultos em estado critico, em
estudos dos tipos: prospectivo, randomizado e ensaios clinicos controlado com placebo. Estes
estudos demonstraram taxas de incidéncia mais baixa de infeccdo com o tratamento
profilatico com a IVIG, especialmente nos casos de pneumonia pos-cirurgica entre pacientes
criticamente doentes. Porém, esses estudos ndo mostraram diminuicdo significativa da
mortalidade devido a terapia com IVIG e tiveram reducBGes varidveis no uso de
antimicrobianos e no tempo de internacdo em UTI. Este estudo concluiu que o tratamento
com IVIG como adjuvante é promissor, mas € ainda conflitante, necessitando de maior
aprofundamento em suas pesquisas.

Tanaka et al.,, em 2010 realizaram estudo utilizando uma cepa de P. aeruginosa
resistente a carbapenémicos. Demonstraram que apds a incubacdo da cepa com a IVIG no
soro humano diminuiu a contagem de ceélulas bacterianas em comparacdo com o
carbapenémico meropenem, em menos tempo. Também foram observadas nas células
bacterianas, alteraces morfologicas como a formacgdo de células bacterianas redondas,
esferoplastos e protuberancias quando submetido ao meropenem. As células que nao estavam
em fase de crescimento logaritmico ndo apresentaram essas alteragdes morfolégicas. Em
contraste, no tratamento com soro, ocorreu a coagulacdo das células bacterianas apos 1
minuto em ambas as fases, as células sofreram lise entre 10 e 30 minutos induzida pelos
anticorpos presentes no soro. Adicionalmente, quando P. aeruginosa foi incubada juntamente
com soro depletado de IgG, a lise bacteriana e a deposicdo deste anticorpo ndo foram

observadas.
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Saito et al. (2011) também examinaram a eficacia da IVIG em Clostridium difficile
toxin (CDT) - medida pela letalidade e lesdo celular em camundongos BALB/c. Todos 0s
camundongos do grupo controle morreram dois dias apos a injecdo do preparado de CDT. Os
efeitos maximos de IVIG (100 % de sobrevivéncia) foram observados quando os
camundongos foram tratados com IVIG ao mesmo tempo em que a injecdo de CDT. Os
efeitos IVIG estavam intimamente associados com a melhora da permeabilidade vascular
intestinal e danos na mucosa do intestino. Além disso, a reducdo de um marcador de apoptose
(fragmentos de DNA associada a histona) foi demonstrada em camundongos tratados com
IVIG, demonstrando que a IVIG pode ser protetora contra letalidade do CDT, quando
administrada no momento adequado. Estes autores sugeriram também um aumento da
permeabilidade intestinal.

Farag et al. (2013) investigaram o efeito in vitro da IVIG na capacidade dos
neutréfilos humanos em fagocitar e matar isolados de S. aureus com perfil de resisténcia a
meticilina (MRSA), utilizando o ensaio de MTT e determinando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO). Também avaliaram a eficiéncia da IVIG na
neutralizagdo da a-hemolisina e coagulase dos MRSA e a capacidade de 1VIG no tratamento e
prevencdo de infecgdes por isolados MRSA em camundongos Swiss albinos, com peritonite.
Demonstraram que a IVIG aumentou significativamente de 30-80% a morte de MRSA por
neutréfilos em todas as concentracdes testadas (0,1-5 mg/mL). Aumentou significativamente
a producdo de ROS e NO, este Gltimo de maneira dose dependente de IVIG. Além disso,
IVIG reduziu significativamente em 10 vezes a atividade hemolitica de MRSA e a sua
capacidade de coagulacdo por 50%. Quando testado in vivo, 0s grupos que receberam IVIG
por infusdo na veia da cauda ndo mostraram melhoria significativa na sua sobrevivéncia,
enquanto que os que receberam o IVIG no mesmo local da infeccdo apresentaram uma

melhoria da sobrevivéncia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Verificar, em isolados clinicos de A. baumannii, a acdo da combinacdo de
antimicrobianos (meropenem, amicacina e colistina) e descrever as possiveis alteracdes
ultraestruturais induzidas in vitro pela IGIV com e sem soro humano em associagdo com 0s

antimicrobianos.

3.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o perfil de resisténcia por Concentracao Inibitéria Minima de A. baumannii
ao meropenem, amicacina e colistina;

e Determinar a acdo da associacdo do meropenem com amicacina e colistina frente A.
baumannii;

e Analisar a variacdo da taxa de fagocitose in vitro dos mondcitos humanos infectados por
A. baumannii submetidos a IGIV isolada e em combinagdo com meropenem/amicacina
e meropenem/colistina em concentragdes sub-sinérgicas;

e Descrever as alteraces ultraestruturais em A. baumannii causadas in vitro pela IGIV
isolada e em combinacdo com meropenem/amicacina e meropenem/colistina em
concentragdes sub-sinérgicas;

e Descrever as alteragdes ultraestruturais em A.baummanii causadas in vitro pela
IGIV/Soro humano isoladamente e em combinacdo com meropenem/amicacina e
meropenem/colistina em concentragdes sub-sinérgicas;

e Verificar a ligacdo in vitro da IGIV a superficie de A. baumannii submetidos ao

meropenem/amicacina e meropenem/colistina em concentra¢fes sub-sinérgicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

41  ISOLADOS BACTERIANQOS

Inicialmente foram utilizados 10 isolados bacterianos da espécie de A. baumannii
provenientes de dois hospitais publicos da regido metropolitana do Recife/PE, nos anos de
2013 e 2014. Todos os isolados foram identificados e seus perfis fenotipicos de resisténcia
aos antimicrobianos foram determinados pelo sistema automatizado VITEK 2 (BioMérieux)
(TABELA 1). Para o estudo foram selecionados isolados por apresentarem diferentes perfis
clonais, genes de resisténcia e viruléncia (CAVALCANTI et al. 2016).

TABELA 1. Caracterizagdo e perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de
Acinetobacter baumannii.

Isolados Hosp. Isolamento Setores Perfis de Resisténcia
54 B Cateter UTI AK, SAM, CPM, CAZ, CRO, CIP, COL, GM, IMI,
MEM
113 A Ponta de cateter uUTI CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL
119 A Sec. Traqueal uUTI CFX, CFX/AX, MEM
165 A Escara uUTI AMOJ/AC, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL
399 A LCR USAN CTX, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, LEV,
NFT
379 Lig. ) uUTI AK, CPM, CAZ, CRO, CIP, GM, IMI, MEM
cav.abdominal
513 A Hemocultura UTlI CTX, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, LEV, NFT
SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, GM,
570 B Sangue UTI IMI. MEM
UTI SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX, XFX/AX, CIP, GM,
808 A LCR pediatrica IMI, MEM
829 A Sec. Regido torax ~ UTQ Adulto CAZ, CRO, CFX, CFX'/\IA;_'(_, CIP, COL, IMI, LEV,

LCR: Liquido Cefalorraquidiano; CTX: Cefotaxima; CPM: Cefepima; CAZ: Ceftazidima; CIP: Ciprofloxacina;
GM: Gentamicina; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; PRL: Piperaciclina; CFX/AX: CefuroximaAxetil; SAM:
Ampicilina; CRO: Ceftriaxona; AMO/AC: Amoxicilina/Acido Clavulanico; COL: Colistina; LEV:
Levofloxacina; NFT: Nitrofurantoina; AK: Amicacina; TN: Tobramicina; TS: Trimetoprim-Sulfametoxazol;
CFX: Cefuroxima.

4.2  ANTIMICROBIANOS E IGIV

Os antimicrobianos meropenem, amicacina e colistina foram adquiridos
comercialmente da Sigma-Aldrich. A Imunoglobulina G Intravenosa Humana (IGIV) é um

pool preparado de IgG policlonal humana, comercialmente disponivel como Endobulin
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Kiovig Imunoglobulina Intravenosa pela Baxter International Inc. Brasil, fornecido como

solucdo injetavel a 10%.
43  CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Foi determinada, para os dez isolados de A. baumannii, a Concentragdo Inibitdria
Minima (CIM) para os antimicrobiano amicacina, meropenem e colistina. Os isolados
bacterianos foram inoculados e reativados em 1 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e
mantidos por 18 h em estufa bacteriol6gica a 37°C. Esta suspensao bacteriana foi comparada e
ajustada a escala 0.5 de McFarland, correspondente a 108 UFC/mL.

Em uma placa de cultura foi realizada a microdiluicdo seriada 1:1 em caldo Mueller
Hinton, adicionando-se o antimicrobiano no primeiro po¢o da placa para atingir a
concentracdo final desejada. A partir deste primeiro poco foi realizada a microdiluicéo
seriada.Por fim, em cada poco da placa de cultura com a microdiluicdo dos antimicrobianos,
foi adicionado, 1L da suspensdo bacteriana ajustada. A placa final foi incubada a 37°C em
estufa por 18 h, sendo posteriormente verificada a presenca de crescimento bacteriano, por
meio da visualizagdo da turbidez, para determinar a CIM.

O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado em triplicata técnica, seguindo as
normas do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2018) e utilizando a cepa de

referéncia de Escherichia coli (ATCC 25922) como controle de qualidade.
4.4 CHECKERBOARD

Para determinar a efeito da associacdo dos antimicrobianos (meropenem com
amicacina e meropenem com colistina) nos 10 isolados de A. baumannii foram realizados
testes de microdiluicdo combinada, em placa de 96 pocgos. As microdiluicdes seriadas
partiram da concentracéo inicial de 2x a CIM para os antimicrobianos, determinadas na etapa
anterior. Porem agora realizada com a associagéo dos antimicrobianos.

Anteriormente a cada experimento os isolados foram reativados. E no momento do
experimento foram ajustados a escala de 0.5 de McFarland e posteriormente diluidos para a
concentracdo em escala de 10° UFC/mL. Em seguida, foi adicionada a suspensdo bacteriana
ajustada em cada poco da placa com a microdilui¢do. Por fim, as placas foram incubadas a +
37°C e avaliadas ap06s 20-24 h. Os testes foram realizados em triplicata técnica e realizados

segundo protocolo descrito por Pillai; Moellering; Eliopoulos, (2005) e Leite et al. (2015).
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Apo6s a incubacdo, qualquer poco apresentando turbidez foi considerado com
crescimento microbioldgico, em seguida, foi calculado o Indice Fracionario de Concentragéo

Inibitdria (ICIF) utilizando a Concentracdo Inibitoria Fracional (CIF) para cada farmaco.

ICIF = CIF A combinado / CIF A + CIF B combinado / CIF B

Os resultados foram interpretados de acordo com Pillai; Moellering; Eliopoulos
(2005): sinergismo se ICIF < 0.5; aditivo se ICIF > 0.5 e < 1; indiferente se ICIF > 1.0e <4; e
antagonismo se ICIF> 4.0.

45  SELECAO DE ISOLADOS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

Para a MEV foram selecionados quatro isolados de A. baumannii utilizando como
critério de inclusdo, as diferentes observacGes das CIM isoladamente e em associacdo: 0
isolado mais resistente (808) aos antimicrobianos avaliados; o isolado mais sensivel (119); o
isolado com diminui¢do da CIM do meropenem, quando combinado com amicacina (322); e o
isolado com diminuicdo da CIM do meropenem, quando combinado com colistina (165)
(FIGURA 9). A selecdo das concentracGes para as etapas seguintes foram: concentragdes sub-
sinérgicas e que também sdo < ao breakpoint para meropenem, amicacina e colistina, segundo
0 CLSI (2018) (TABELA 2).

FIGURA 9 - Organograma da selecdo dos isolados de Acinetobacter baumannii

I
Concentracoes sub-
Selecio de 4 sinérgicas e que também sio
isolados < a0 breakpoint (CLSI,2018).
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Diminuicio da CIM Diminuicio da CIM
N . do meropenem, do meropenem,
* Resistente + Sensivel quando combinado quando combnado

- - CcOm amicacina - com colistina

Fonte: O autor, 2019



TABELA 2: Selecédo dos isolados de Acinetobacter baumannii

Concentrac0es sub-sinérgicas (pug/mL)

Isolados
Meropenem CIM  Colistina CIM Amicacina CIM
119 0.031 0.5(S) 0.062  1(S) 0.062 1(S)
165 4 64 (R) 0.062 1(S) 1 16(S)
808 4 64 (R) 0.250 4(1) 2 32(S)
322 8 128(R) 0.125 2(S) 1 16(S)
CIM — Concentracéo Inibitéria Minima; S — Sensivel; | — Intermediéria; R - Resistente. Interpretagdo

segundo o CLSI, 2018.

46  PREPARACAO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

48

Os quatro isolados de A. baumannii selecionados (TABELA 2) foram reativados e

posteriormente ajustados a escala 0.5 McFarland. Em uma microplaca contendo caldo Muller

Hinton, cada isolado foi submetido separadamente a 4mg/mL de IGIV, meropenem,

amicacina e colistina. Também em associacdo de IGIV com cada antimicrobiano (IGIV +

meropenem, IGIV + amicacina e IGIV + colistina), IGIV com meropenem + amicacina e

IGIV com meropenem + colistina (FIGURA 10). Para cada isolado, foi incluido um controle

sem a presenca dos antimicrobianos ou IGIV. No final, foi adicionada a suspensao bacteriana

ajustada a escala 0.5 de McFarland.

Controle

Fonte: O autor, 2019

FIGURA 10 - Organograma dos grupos experimentais
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4.7 PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS PARA MEV

Os isolados foram submetidos as concentracbes apresentadas na tabela 2.
Posteriormente processados para MEV, objetivando determinar os efeitos ultraestruturais dos
antimicrobianos e IGIV nos isolados de A. baumannii. Para isso, as células bacterianas foram
centrifugadas, lavadas em tampéo fosfato 0.1 M, pH 7.4 e fixadas em Karnovsky (tampé&o
fosfato 0.1M, glutaraldeido 2.5% e formaldeido 4%) por 2 h para posterior processamento de
rotina especifico para MEV de acordo com Veras et al. (2015). As amostras foram

visualizadas em microscopio eletrénico JOEL JSM-5600 LV.

4.8 SELECAO DE ISOLADOS PARA TAXA DE FAGOCITOSE, MEV COM SORO
HUMANO E IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Dois isolados clinicos MDR de A. baumannii foram selecionados com base no perfil
de sensibilidade a meropenem, amicacina e colistina, associados a presenca de alteraces
morfoldgicas: o isolado 808 apresentou resisténcia ao meropenem e resisténcia intermediaria
aos outros antimicrobianos, como também apresentou menor ndmero de alteracdes
morfolégicas. Ja o isolado 119 apresentou sensibilidade aos trés antimicrobianos e a presenca
de mais alteragcdes morfoldgicas, quando ambos foram submetidos a IGIV isoladamente ou

associada aos antimicrobianos, sem a presenca do soro humano.

49 OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO

A obtencdo das células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foi realizado
segundo o protocolo de Lorena et al. (2008). O sangue (50 mL) coletado em tubos com
heparina foi misturado a solugdo salina com fosfato (PBS) pH 7,2 (1:1). Em seguida, foram
distribuidos em tubos Falcon contendo Ficoll-Hipaque (GE HEALTHCARE) e centrifugados
por 30 min a 900 g. Apds a centrifugacdo, as células do PBMC foram retiradas, lavadas e
centrifugadas por 2 vezes (1 vez PBS + 1 vez meio RPMI incompleto). Apos o descarte do
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em meio RPMI completo (RPMI + Soro Fetal

Bovino), diluidas em azul de Trypan para a realizacdo da contagem em Camara de Neubauer.
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410 TAXA DE FAGOCITOSE

Em placas de 24 pocos, contendo em cada po¢o laminulas de vidro redondas de 13
mm, 1x10° de células obtidas do PBMC foram incubadas durante 2 h em atmosfera de 5% de
CO, para adesdo das ceélulas a superficie das laminulas. Posteriormente, as suspensées
bacterianas descritas no subitem 4.6 foram centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI e
ajustadas a concentracéo de 1,5x10° UFC/mL. Em seguida, as suspensdes bacterianas foram
utilizadas para infeccdo das células do PBMC em cada poco. A placa resultante foi incubada
em atmosfera de 5% de CO, por 1 h. Posteriormente a incubacéo, as laminulas foram retiradas
dos pocos coradas e montadas para microscopia Optica. Os resultados foram expressos em

porcentagem de células fagociticas em uma contagem total de 100 células.

411 SORO HUMANO

O soro humano foi obtido da coleta de amostra sanguinea de um doador voluntario. O
sangue foi centrifugado por 5 mim a 3000 rpm para a separacao dos componentes sanguineos
e obtencdo do soro. Para a etapa de microscopia eletronica, os dois isolados descritos no
subitem 4.8 foram submetidos a cada condicdo teste, apresentadas nas concentragOes

presentes na tabela 2, juntamente com 40% se soro humano.

412 ULTRAESTRUTURA DE A. baumanni SUBMETIDAS A IGIV,
ANTIMICROBIANOS E SORO HUMANO

Para a determinacdo dos efeitos da IGIV + soro humano associado aos
antimicrobianos na morfologia dos dois isolados de A. baumannii, estes foram submetidos as
concentracdes de antimicrobianos apresentadas na tabela 2, juntamente com 40% de soro
humano. Em todos os processamentos foram incluidos um controle dos isolados sem a
presenca dos antimicrobianos ou IGIV + soro humano. O processamento das amostras foi

realizado como descrito no subitem 4.7.

4.13 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Para verificar a ligacdo da IGIV com a célula bacteriana de A. baumannii, as

suspensdes bacterianas descritas no subitem 1.9, que foram submetidas a IGIV isoladamente
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ou em combinagdo aos antimicrobianos, foram centrifugadas e ressuspendidas em tampé&o
fosfato a 1M, e ajustadas & concentracdo de 1.5x10° UFC/mL. Foram utilizadas como
controles, as células submetidas somente a IGIV e células ndo-submetidas. O processamento
foi realizado segundo protocolo do ensaio soroldgico de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) do
Instituto de tecnologia e imunobioldgicos (BIO-MANGUINHOS). Foram distribuidos 15 pL
desta suspensdo bacteriana referente a cada teste, em ladminas especificas para
imunofluorescéncia e postas para secar durante 2 h em estufa a 37°C. Em seguida, as células
foram incubadas com anti-lgG conjugada com FITC por 30 min. Posteriormente, foram
lavadas, secas, montadas com prolong Diamond (ThermoFisher) para visualizagdo em

microscopio de imunofluorescéncia Axio (Zeiss).

414 ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0, a analise de variancia (ANOVA) para a
comparacdo das médias entre os diferentes grupos experimentais. Quando os resultados da
ANOVA revelaram diferenca estatisticamente significativa, foram realizados os testes de
significancia de Turkey’s para comparar a taxa de fagocitose produzida por mondcitos
desafiados com bactérias tratadas em relacdo ao controle (sem tratamento), e entre os grupos

testes. Os resultados foram expressos em média. A significancia foi definida por p <0.05.

4.15 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/UFPE) sob parecer favoravel de
nimero CAAE: 39858214.2.0000.5208. Foi coletada amostra sanguinea de doador voluntario
que consentiu sua participagdo neste estudo, por meio de assinatura do Termo de

Consentimento livre e Esclarecido (TCLE).
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5 RESULTADOS

51 ARTIGO 1: ALTERACOES ULTRAESTRUTURAIS CAUSADAS PELA
COMBINACAO DE IMUNOGLOBULINA INTRAVENOSA COM MEROPENEM,
AMICACINA E COLISTINA EM ISOLADOS CLINICOS DE Acinetobacter baumannii

RESUMO

Acinetobacter baumannii é um patdgeno oportunista associado ao aumento da
morbimortalidade em Infeccbes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS). O uso
combinado de antimicrobianos, como meropenem, amicacina e colistina, tém sido utilizados
como alternativa para graves infeccdes causadas por isolados multidroga-resistentes (MDR)
de A. baumannii, devido a reducdo drastica das opcOes terapéuticas, dificultando o
tratamento. Contudo, essas combinacdes nem sempre sdo eficazes para combater isolados
severamente resistentes, sendo necessaria a busca de novas alternativas para o tratamento
destas infecgdes O uso empirico de imunoglobulina G intravenosa humana (IG1V) associada a
antimicrobianos em infec¢Ges bacterianas tem revelado resultados promissores, tendo em
vista a acdo imunomoduladora da IGIV ao invés da reposicdo de imunoglobulina. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi determinar a acdo combinada de antimicrobianos e
descrever as alteracOes ultraestruturais causadas em isolados MDR de A. baumannii quando
submetidos a IGIV isoladamente e em combinagdo com colistina, meropenem e amicacina.
Foi determinada a Concentracdo Inibitéria minima (CIM) dos antimicrobianos (meropenem,
amicacina e colistina) em 10 isolados MDR de A. baumannii, seguida pela anélise por
checkerboard. Foram selecionados quatro isolados de A. baumannii, os quais foram
submetidos a 4mg/mL de IGIV humana isoladamente e em combinacdo com diferentes sub-
CIM sinergicas dos antimicrobianos avaliados. Posteriormente, foram processados para
microscopia eletronica de varredura. Nove isolados bacterianos apresentaram resisténcia ao
meropenem. Para a colistina, dois isolados apresentaram susceptibilidade intermediaria e 0s
demais foram sensiveis. E para amicacina, quatro isolados exibiram susceptibilidade
intermediaria e o0s demais foram sensiveis ao antimicrobiano. Foram observadas
concentragfes sinérgicas em cinco dos dez isolados avaliados nas combinagfes de
meropenem com amicacina e meropenem com colistina.Quando submetido a IGIV e a sub-

CIM de meropenem, amicacina e colistina, as celulas bacterianas apresentaram diversas
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alterac6es morfoldgicas, como alongamento celular, rugosidade de membrana, ruptura celular,
divisdo celular incompleta, presenca de “bolhas” na superficie celular e “depressdao” na
membrana. Os isolados de A. baumannii apresentaram alta resisténcia ao meropenem, sendo
observadas diferentes concentracbes com acgdo sinérgica entre antimicrobianos avaliados.
Além disso, foi possivel verificar in vitro que a IGIV associada a antimicrobianos
meropenem, amicacina e colistina é uma alternativa altamente promissora no combate de
infeccbes por A. baumannii MDR, visto os danos causados na morfologia da célula
bacteriana, os quais foram similares aos danos provocados pelas combinagdes de
antimicrobianos. Assim, estes dados ddo suporte a continuagdo do uso empirico e estimula

andlises in vivo com IGIV para a busca de novas op¢des terapéuticas de IRAS.

Palavras-chaves:

Acinetobacter baumannii. Imunoglobulina intravenosa. Concentra¢do inibitéria minima,

Checkerboard. Microscopia eletronica.

1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € um importante patégeno oportunista hospitalar, encontrado
em todo o mundo e envolvido em InfeccBes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS),
sendo responsavel por infec¢bes cada vez mais comuns nas Ultimas décadas, levando ao
aumento da morbimortalidade e elevadas taxas de mortalidade, variando de 5% em pacientes
em enfermarias gerais a 52% em pacientes sob cuidados intensivos (FUJIKURA et al., 2016;
FAM et al., 2017; AHMAD et al., 2019).

Os isolados de A. baumannii sdo responsaveis por diversas infeccdes, incluindo
pneumonia, bacteremia, infec¢des do trato urinario, meningite, entre outras (FAM et al., 2017;
MAIFIAH et al., 2017; AHMAD et al., 2019).0 tratamento dessas infeccdes pode ser
dificultado pelo aumento da resisténcia antimicrobiana de A. baumannii, ndo existindo um
comportamento clinico definido para o tratamento das infec¢des causadas por Acinetobacter
spp. multidroga-resistente (MDR) (MARAGAKIS; PERL, 2008; DOI; MURRAY; PELEG,
2016, ELHOSSEINY; ELHEZAWY; ATTIA, 2018). A amicacina é um antimicrobiano da
classe dos aminoglicosideos que apresenta um amplo espectro de acdo, podendo ser usado em
infeccbes por bacilos Gram-negativos resistentes a gentamicina e na terapia empirica de
InfeccOes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) por A. baumannii (ANVISA, 2015). Os

carbapenémicos sdo comumente considerados mais seguros e eficientes, assumindo um
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grande papel no tratamento de graves infec¢des causadas por bactérias MDR (ARROYO et
al., 2011; BREILH et al., 2013; VOULGARI et al., 2013; FAM et al., 2017). Contudo, o
aparecimento de isolados resistentes aos carbapenémicos tem reduzido consideravelmente as
opcodes terapéuticas atuais (ZARRILLI et al., 2009; BREILH et al., 2013; VOULGARI et al.,
2013; FAM et al., 2017).

A acéo de combinagdes de agentes antimicrobianos, como carbapenémicos com outras
classes de antimicrobianos, tem demonstrado eficiéncia no tratamento das infec¢Bes causadas
por A. baumannii com moderada resisténcia, porém o uso combinado nao tem sido eficiente
em isolados MDR (FOURNIER; RICHET, 2006; FAM et al., 2017). Ainda assim, alguns
estudos confirmam que a acdo combinada mesmo ndo sendo efetiva pode provocar alteractes
morfologicas nas células bacterianas quando submetidas as sub-concentragcfes inibitdrias
minimas (sub-CIM) (DIAZ-VISURRAGA; CARDENAS; GARCIA, 2010, VERAS et al.,
2015; SCAVUZZI et al.,, 2016; EALES et al., 2018).J4 para cepas pandroga-resistentes
(PDR), a ultima alternativa que ainda pode surtir efeito como farmaco é a colistina,
principalmente em infeccbes severas, tais como meningites, pneumonia ou bacteremia (FAM
et al., 2017, DAFOPOULOU et al., 2019). No entanto, o surgimento de resisténcia a colistina
e a alta prevaléncia de nefrotoxicidade, seu principal efeito adverso, pode tornar inadequada a
utilizacdo das polimixinas no tratamento de infec¢Bes por A. baumannii, evidenciando assim a
necessidade de busca por novas opcOes para a terapia de infecgbes graves (FOURNIER,;
RICHET, 2006; FAM et al., 2017, RODRIGUEZ et al., 2019).

Alguns estudos visam diferentes estratégias para o tratamento de infecgdes
bacterianas, que pode incluir infeccdes por A. baumanii MDR, sem acarretar severos efeitos
colaterais, como toxicidade de alguns antimicrobianos. A Imunoglobulina G Intravenosa
Humana (IGIV) sdo preparacdes compostas de um pool de Imunoglobulinas G (IgG), que
inicialmente eram utilizadas para a reposicdo de IgG, mas devido a sua funcgdo
imunomoduladora, essas preparacdes vem sendo aproveitada no tratamento de diferentes
infeccBes. As IGIV tém sido associadas a diferentes antimicrobianos no tratamento empirico
de infecgBes graves e vem mostrando resultados promissores; porém, ainda ha duvidas sobre a
atividade biologica in vitro dessa associacédo, frente a isolados bacterianos (SALCEDO et al.,
1997; LAUPLAND, 2002; TANAKA et al., 2010; YE et al., 2018).

Tanaka et al. (2010) realizaram um estudo in vitro utilizando uma cepa de
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos e comprovaram que a IGIV isolada
ocasionou efeitos prejudiciais na morfologia celular de forma mais rapida e intensa, como a

formagdo de esferoplastos, perda de material citoplasméatico e coagulacdo das células
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bacterianas, em comparagdo ao meropenem. No entanto, os efeitos causados pela associacéo
de antimicrobianose IGIV humana, ainda ndo foram esclarecidos. Em uma espécie bacteriana
diferente Farag et al. (2013) verificou que dependente da dose de IGIV, houve um maior
aumento da fagocitose de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) por
neutrofilos. Porém, nestes estudos ndo foram demonstrados os efeitos causados em celulas
bacterianas quando submetidas a IGIV associada com antimicrobianos.

Visto as questbes ainda existentes referentes ao uso da IGIV humana combinada com
antimicrobianos como alternativa terapéutica para tratamento de IRAS por A. baumannii, este
estudo objetivou verificar a agdo da combinacgdo de antimicrobianos e descrever as alteracoes
ultraestruturais induzidas in vitro em isolados MDR de A. baumannii provenientes de IRAS,
guando submetidos a IGIV isoladamente e em combinacdo com colistina, meropenem e
amicacina, visando contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o
tratamento de IRAS.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ISOLADOS BACTERIANOS

Foram utilizados 10 isolados bacterianos da espécie A. baumannii provenientes de
hospitais publicos da regido metropolitana do Recife/PE, nos anos de 2013 e 2014. Todos 0s
isolados foram identificados e seus perfis de resisténcia aos antimicrobianos foram
determinados pelo sistema automatizado VITEK 2 (BioMeérieux). Estes isolados foram
selecionados com base em um estudo anterior e apresentam diferentes perfis clonais, genes de

resisténcia e viruléncia (dados ndo publicados) (TABELA 1).
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TABELA 1.: Caracterizagdo e Perfil de Resisténcia aos Antimicrobianos dos isolados de
Acinetobacter baumannii provenientes de hospitais publicos da regido metropolitana do
Recife/PE, nos anos de 2013 e 2014

Isolados Hosp. Isolamento Setores Perfis de Resisténcia
54 B Cateter UTI AK, SAM, CPM, CAZ, CRO, CIP, COL, GM, IMI,
MEM
113 A Ponta de cateter UTI CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI,MEM, PRL
119 A Sec. Traqueal uUTI CFX, CFX/AX, MEM
165 A Escara uUTI AMOJ/AC, CTX, CPM, CAZ, CIP, IMI, MEM, PRL
322 A LCR USAN CTX, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, LEV,
NFT
379 B Liq. uUTI AK, CPM, CAZ, CRO, CIP, GM, IMI, MEM
cav.abdominal
513 A Hemocultura UTI CTX, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, LEV, NFT
570 B Sangue UTI SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, GM,
IMI, MEM
808 A LCR UTI SAM, CPM, CAZ, CRO, CFX, XFX/AX, CIP, GM,
pediatrica IMI, MEM
829 A Sec. Regido térax ~ UTQ Adulto CAZ, CRO, CFX, CFX/AX, CIP, COL, IMI, LEV,
NFT

LCR: Liquido Cefalorraquidiano; CTX: Cefotaxima; CPM: Cefepima; CAZ: Ceftazidima; CIP: Ciprofloxacina; GM:
Gentamicina; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; PRL: Piperaciclina; CFX/AX: CefuroximaAxetil; SAM: Ampicilina;
CRO: Ceftriaxona; AMO/AC: Amoxicilina/Acido Clavulanico; COL: Colistina; LEV: Levofloxacina; NFT: Nitrofurantoina;
AK: Amicacina; TN: Tobramicina; TS: Trimetoprim-Sulfametoxazol; CFX: Cefuroxima.

2.2 ANTIMICROBIANOS E IGIV

Os antimicrobianos avaliados (meropenem, amicacina e colistina) foram adquiridos
comercialmente pela Sigma-Aldrich. A IGIV policlonal humana comercialmente disponivel
como EndobulinKiovig Imunoglobulina Intravenosa, pela Baxter International Inc. Brasil,

fornecido como solucao injetavel a 10%.

2.3 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Foi determinada, para os dez isolados de A. baumannii, a Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM) para os antimicrobiano amicacina, meropenem e colistina. Os isolados bacterianos
foram inoculados e reativados em 1 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e mantidos por
18 h em estufa bacterioldgica a 37°C. Esta suspensao bacteriana foi comparada e ajustada a
escala 0.5 de McFarland, correspondente a 10® UFC/mL. Em uma placa de cultura foi
realizada a microdiluicdo seriada 1:1 em caldo Mueller Hinton, adicionando-se o
antimicrobiano no primeiro pogo da placa para atingir a concentracdo final desejada. A partir

deste primeiro poco foi realizada a microdiluicdo seriada.Por fim, em cada poco da placa de
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cultura com a microdiluicdo dos antimicrobianos, foi adicionado, 1uL da suspensdo
bacteriana ajustada. A placa final foi incubada a 37°C em estufa por 18 h, sendo
posteriormente verificada a presenca de crescimento bacteriano, por meio da visualizacdo da
turbidez, para determinar a CIM. O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado em triplicata
técnica, seguindo as normas do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2018) e
utilizando a cepa de referéncia de Escherichia coli (ATCC 25922) como controle de

qualidade.

2.4 CHECKERBOARD

A acdo da associagdo dos antimicrobianos nos isolados de A. baumannii foi avaliada
por microdilui¢do seriada em placa de 96 pogos a partir de 2x a CIM dos antimicrobianos
associados. Os 10 isolados foram reativados em caldo BHI e posteriormente os indculos
foram ajustados a escala de 0.5 de McFarland e em seguida diluidos para a concentracdo em
escala de 10° e por fim, foram adicionados 30pL de cultura bacteriana, segundo protocolo
descrito por Pillai, Moellering e Eliopoulos (2005) e Leite et al. (2015). As placas foram
incubadas a +37°Ce avaliadas ap6s 20-24 h, sendo a turbidez o fator indicativo de crescimento
microbioldgico em triplicata técnica. Em seguida, foi calculado o Indice Fracionario de
Concentracao Inibitéria (ICIF) utilizando a Concentragdo Inibitdria Fracional (FIC) para cada
farmaco. Os resultados foram interpretados de acordo com Pillai, Moellering e Eliopoulos
(2005): sinergismo se ICIF < 0.5; aditivo se ICIF > 0.5 e < 1; indiferente se ICIF > 1.0 e <4; ¢

antagonismo se ICIF> 4.0.

2.5 SELECAO DE ISOLADOS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
(MEV)

Para a MEV foram selecionados quatro isolados de A. baumannii utilizando como
critério de inclusdo as diferentes observacGes das CIM isoladamente e em associa¢do: 0
isolado mais resistente aos antimicrobianos avaliados; o isolado mais sensivel; o isolado com
diminuicdo da CIM do meropenem quando combinado com amicacina; e o isolado com
diminuicdo da CIM do meropenem quando combinado com colistina. A sele¢cdo das
concentragOes para as etapas seguintes foram: concentragdes sub-sinérgicas e menor/igual (<)

ao breakpoint para meropenem, amicacina e colistina, segundo o CLSI, 2018.
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2.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS PARA MEV

Os quatro isolados de A. baumannii selecionados foram reativados em caldo BHI por
18 h de incubacgédo e posteriormente ajustados a escala de 0.5 de McFarland. Em placa de
cultura, cada isolado foi submetido separadamente a 4mg/mL de IGIV, meropenem,
amicacina e colistina. Além de submetidos a associacdo de IGIV com cada antimicrobiano
(meropenem, amicacina e colistina), como também submetidos a associacdo da IGIV com
meropenem + amicacina e IGIV com meropenem + colistina. Para cada isolado foi incluido

um controle sem a presenga dos antimicrobianos e/ou IGIV.

2.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os isolados foram submetidos as condicoes descritas no item 2.6 e posteriormente,
foram processados para MEV para verificar as alteracdes ultraestruturais dos antimicrobianos
e IGIV. Apos a reativagdo em caldo BHI, as células bacterianas foram ajustadas a escala de
0.5 de McFarland, submetidas as condicOes-testes descritas no subitem 2.5 e incubadas a
37°C por 8 h. Apds, as células foram centrifugadas, lavadas em tampdo fosfato 0.1M, pH 7.4
e fixadas em Karnovsky (tampéo fosfato, glutaraldeido 2.5% e formaldeido 4%) por 2 h para
posterior processamento de rotina especifico para MEV de acordo com Veras et al. (2015). As

amostras foram visualizadas em microscépio eletrénico JOEL JSM-5600 LV.

3 RESULTADOS
3.1 SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Dos isolados bacterianos avaliados, apenas um apresentou sensibilidade ao
meropenem (isolado 119), sendo os demais descritos como resistentes ao carbapenémico. Para
colistina, dois isolados apresentaram perfil de susceptibilidade intermediaria (isolados 54 e
808) e os demais isolados foram sensiveis. Ja para amicacina, quatro isolados apresentaram
susceptibilidade intermediaria (isolados 113, 570, 808 e 829) e os demais foram sensiveis ao
antimicrobiano (TABELA 2).
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TABELA 2: Concentracdo Inibitéria Minima dos isolados de Acinetobacter baumannii
para 0s antimicrobianos meropenem, colistina e amicacina provenientes de hospitais

publicos da regido metropolitana do Recife/PE, nos anos de 2013 e 2014

CIM(pg/mL™)

Isolados Meropenem Colistina Amicacina
54 64 (R) 4 (1) 16 (S)
113 64 (R) 1(S) 32 ()
119 0.5(S) 1(S) 1(S)
165 64 (R) 1(S) 16 (S)
322 128 (R) 2 (S) 16 (S)
379 128 (R) 2(S) 16 (S)
513 128 (R) 2(S) 2(S)
570 128 (R) 1(S) 32 ()
808 64 (R) 41 32 ()
829 128 (R) 2 (S) 32 (1)

CIM — Concentragdo Inibitéria Minima; S — Sensivel; | — Intermediéria; R - Resistente. Interpretacdo

segundo o CLSI, 2018.

3.2 CHECKERBOARD

Na andlise, foram observadas concentracfes com efeito sinérgico em cinco dos dez
isolados para as combinagcfes de meropenem com amicacina (isolados 54, 113, 513, 570,
829), assim como, para as combinag6es de meropenem com colistina (isolados 113, 119, 165,
570 e 829). Nos isolados 113, 570 e 829 foram observados sinergismo nas duas combinacdes
testadas (TABELA 3). Para os demais isolados testados, em ambas as combinagfes dos
antimicrobianos, foram observadas efeito com acgdo aditiva. Dentre os cinco isolados onde
houve acdo com efeito aditivo para as combinacGes de meropenem com amicacina (isolados
119, 165, 322, 379 e 808) e combinacbes de meropenem com colistina (isolados 54, 322, 379,
513 e 808), os isolados 322, 379 e 808 apresentaram efeito aditivo simultaneamente nas duas
combinagbes (TABELA 3). Em todos isolados foram observadas combinagfes dos
antimicrobianos em concentracbes com efeito indiferente. Nos dez isolados testados, em

nenhuma concentragdo combinada foi observada acéo antagbnica entre os antimicrobianos.
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Tabela 3: Andlise das associa¢des de antimicrobianos por checkerboard nos isolados clinicos
de Acinetobacter baumannii.

CIM combinada (pg/ml™)*

leeleles Mero_pengm e Meroper_]em e
Amicacina Colistina
Mero Amic ICIF Acdo Mero Coli ICIF Acao
54 2 1 0.09 Si 32 0.06 0.51 A
113 1 0.5 0.03 Si 1 0.02 0.02 Si
119 0,25 0.01 0.51 A 0.125 0.0062 0.31 Si
165 32 1 0.56 A 8 0.06 0.18 Si
322 2 8 0.51 A 64 0.5 0.75 A
379 64 8 1.0 A 2 2 1.0 A
513 32 0.12 0.31 Si 64 0.03 0.51 A
570 32 1 0.15 Si 32 0.01 0.26 Si
808 32 8 0.75 A 32 0.5 0.62 A
829 16 4 0.25 Si 4 0.12 0.09 Si

CIM - Concentragdo Inibitéria Minima; Mero — Meropenenm, Amicacina — Amicacina, Coli — Colistina, ICIF - indice
Fracionario de Concentracdo Inibitoria, Si — Sinérgica; A — Aditiva. Interpretacdo segundo Pillai; Moellering;
Eliopoulos, 2005.

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os isolados selecionados foram submetidos & IGIV isoladamente e associada aos
antimicrobianos meropenem, amicacina e colistina e avaliados por MEV, nas concentracdes
sub-sinergicas apresentadas na Tabela 4. Foi observada que as células-controle de A.
baumannii ndo submetidas aos antimicrobianos e IGIV demonstraram morfologia bacteriana
conservada, com preservacdo da forma em cocobacilos e parede celular com aspecto integro
(FIGURA 1A, 2A, 3A e 4A). As alteracGes morfologicas foram visualizadas e determinadas

como qualquer modificacdo apresentada pela célula submetida em comparacdo com o

contrrole.
Tabela 4: Selecéo dos isolados de Acinetobacter baumannii
Concentragdes sub-sinérgicas (ug/mL")
Isolados Meropenem Colistina Amicacina

Sub-CIM M Sub-CIM M Sub-CIM M

119 0.031 0.5(S) 0.062 1(S) 0.062 1(S)

165 4 64(R) 0.062  1(S) 1 16(S)

322 8 128(R) 0.125  2(S) 1 16(S)

808 4 64(R) 0.250  4(I) 2 32(S)
CIM — Concentracao Inibitéria Minima; S — Sensivel; | — Intermedidria; R - Resistente. Interpretacdo segundo o

CLSI, 2018.
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Isolado 808

Este isolado apresentou ser o mais resisténte aos antimicrobianos avaliados. Contudo,
qguando submetido a IGIV associada a sub-CIM de antimicrobianos, apresentou poucas
alteracdes morfoldgicas quando comparado ao controle (FIGURA 1A), sendo evidenciadas
células com morfologia irregular, presenca de ruptura celular com exposicdo do material
citoplasmatico, alongamento e depressao celular. Quando submetido a IGIV isoladamente, o
isolado exibiu ruptura celular, além disso, esta alteracdo também foi visualizada na
combinacdo de: IGIV com meropenem, meropenem com colistina, € meropenem com
colistina. Também foi observado um alongamento celular ocasionado apenas pela submissao
do isolado a meropenem e amicacina, e depressdo na superficie celular quando exposto a

IGIV, meropenem e amicacina (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Eletromicrografia de Acinetobacter baumannii do isolado 808.
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(A) Células ndo tratadas com tamanhos e formas preservadas, com ocorréncia da formacéo de septos e divisdo
celular normal; (B) Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV observa-se ruptura celular (circulo); (C) Células
submetidas a 4 pug/mL de meropenem apresentando ruptura celular (circulo) e alteracdo na forma (estrela); (D)
Células submetidas a IGIV/Meropenem apresentando ruptura celular (circulo); (E) Células submetidas a
0.25ug/mL colistina apresentando alteracdo morfolégica (estrela); (F) células submetidas a 1GIV/Colistina
apresentando alteracdo na forma (estrela); (G) Células submetidas a meropenem e colistina apresentando ruptura
celular (circulo) e alteragdo na forma (estrela); (H) células submetidas a IGIV, meropenem e colistina
apresentando ruptura celular (circulo) e alteracdo na forma (estrela); (1) Células submetidas a 2 mg/uL amicacina
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apresentando ruptura celular (circulo) e alteracdo na forma (estrela); (J) Células submetidas a 1GIV/amicacina
apresentando ruptura celular (circulo) e alteracdo na forma (estrela); (K) Células submetidas a meropenem e
amicacina apresentando e alteracdo morfoldgica (estrela) e alongamento celular (colchete); (L) células
submetidas a IGIV, meropenem e amicacina apresentando ruptura celular (circulo), alteracdo na forma (estrela) e
depressdo na superficie da membrana (quadrado).

Isolado 119

O isolado 119 exibiu sensibilidade aos trés antimicrobianos testados. Quando
submetido a IGIV e a sub-CIM de meropenem, amicacina e colistina, o isolado apresentou
inimeras alteracdes em sua morfologia, como: alongamento celular, devido a divisédo celular
incompleta; presenca de bolhas na superficie celular, rugosidade, ruptura celular e depresséao
na membrana (FIGURA 2 A-M). A exposicdo a IGIV isoladamente, além de alterar a
morfologia celular, também causou rugosidade e depressdo na membrana e divisdo celular
incompleta (FIGURA 2B). Esta depressdo também foi verificada na submissao a amicacina
isolada (FIGURA 2J) e quando exposta a combinacdo de meropenem e colistina, provocou

bolhas na superficie da membrana celular (FIGURA 2I).
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FIGURA 2 - Eletromicrografia de Acinetobacter baumannii do isolado 119
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Fonte: O autor, 2018

(A) Células ndo tratadas com tamanhos e formas preservadas, com ocorréncia da formacéo de septos e divisdo
celular normal; (B) Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV observa-se células grumadas com alteracdes
morfolégica (estrela), divisdo celular incompleta (asterisco), ruptura celular (circulo) depresséo na superficie da
membrana (quadrado); (C) Células submetidas a 0.031pg/mL de meropenem apresentando alteragdo
morfolégica (estrela) e enrugamento (seta) na superficie celular; (D) Células submetidas a 1GIV/Meropenem
com alteracdo na forma (estrela), divisdo celular incompleta (asterisco) e enrugamento (seta) na superficie
celular; (E e F) Células submetidas a 0.062 pug/mL de colistina. Observar ruptura (circulo) e alongamento celular
(colchete); (G) células submetidas a IGIV/Colistina apresentando alongamento celular (colchete); (H)
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IGIV/meropenem/colistina apresentando alteracdo na forma (estrela) e enrugamento (seta); (I) Células
submetidas a meropenem/colistina apresentando alteracdo morfoldgica (estrela), presenca de bolhas (ponta de
seta) e enrugamento (seta) na superficie celular; (J) Células submetidas 0.062 mg/uL amicacina. Observar
alongamento celular (colchete) e depressao na superficie da membrana (quadrado); (K) células submetidas IGIV,
meropenem e amicacina apresentando alteracdo na forma (estrela), ruptura (circulo) e enrugamento (seta) na
superficie; (L) Células submetidas a 1GIV/amicacina apresentando alteracdo na forma (estrela), divisdo celular
incompleta (asterisco), ruptura (circulo) e enrugamento (seta) na superficie; (M) Células submetidas a
meropenem e amicacina apresentando ruptura (circulo) e enrugamento (seta) na superficie.

Isolado 322

Para este isolado, que apresentou grande reducdo da CIM do meropenem quando
combinado com amicacina, também foram evidenciadas alteracbes morfoldgicas, tais como:
rugosidade da membrana celular, alongamento e ruptura celular, divisdo celular incompleta e
presenca de bolhas na superficie da célula (FIGURA 3 A-M). A submissdo a IGIV
isoladamente também provocou alteragdo na divisao celular, sendo considerada incompleta
(FIGURA 3B). Quando submetido a IGIV/colistina, ocorreu ruptura celular total (FIGURA
3F). A presenca de “bolhas” na superficie foi induzida pela exposi¢do a meropenem/colistina,

assim como 1GIV/meropenem e IGIV/amicacina (FIGURA 3 G e J).
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FIGURA 3 - Eletromicrografia de Acinetobacter baumannii do isolado 322
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(A) Células ndo tratadas com tamanhos e formas preservadas, com ocorréncia da formacéo de septos e divisdo
celular normal; (B) Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV observa-se divisdo celular incompleta (asterisco); (C)
Células submetidas a 8 pg/mL de meropenem apresentando celular incompleta (asterisco) e alongamento celular
(colchete); (D) Células submetidas a IGIVV/Meropenem apresentando alteracdo na forma (estrela); (E) Células
submetidas a 2 pg/mL colistina apresentando ruptura celular (circulo), alteracdo na forma (estrela) e
enrugamento (seta) na superficie; (F) células submetidas a IGIV/Colistina apresentando ruptura celular (circulo);
(G) Células submetidas a meropenem e colistina apresentando a presenca de bolhas (ponta de seta); (H) células
submetidas a IGIV, meropenem e colistina apresentando alteracdo na forma (estrela) e enrugamento (seta) na
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superficie; (I) Células submetidas a 16 mg/uL amicacina apresentando alongamento celular (colchete), divisdo
celular incompleta (asterisco) e enrugamento (seta) na superficie; (J e K) células submetidas a IGIV, meropenem
e amicacina apresentando alteracdo na forma (estrela), divisdo celular incompleta (asterisco), alongamento
celular (colchete), presenca de bolhas (ponta de seta) e enrugamento (seta) na superficie; (L) Células submetidas
a IGIV/amicacina apresentando alteracdo na forma (estrela), alongamento celular (colchete) e enrugamento
(seta) na superficie; (M) Células submetidas a meropenem e amicacina apresentando alteracdo na forma (estrela),
alongamento celular (colchete) e divisdo celular incompleta (asterisco).

Isolado 165

Este isolado, que apresentou grande diminuicdo da CIM do meropenem quando
combinado com colistina, também apresentou alteragdes morfoldgicas em todas as
submissbes avaliadas. A exposicdo a IGIV e sub-CIM dos antimicrobianos causaram
rugosidade na célula bacteriana e depressdao na membrana, alongamento e ruptura celular
(FIGURA 4 A-L). A submissdo a IGIV isoladamente causou alongamento e ruptura celular,
alteracbes, que também foram visualizadas quando submetido a IGIV/meropenem e
IGIV/colistina (FIGURA 4B). As combinagdes IGIV/meropenem/amicacina e
IGIV/amicacina provocaram depressao na superficie celular (FIGURA 4J e K), além disso, a
submissdo a IGIV/meropenem/amicacina causaram bolhas na membrana celular (FIGURA
4)).



68

FIGURA 4 - Eletromicrografia de Acinetobacter baumannii do isolado 165
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(A) células ndo tratadas apresentando tamanhos e morfologias preservadas; (B) células submetidas a 4mg/uL de
IGIV, note presenga de células alongadas (colchete) e outras apresentando ruptura (circulo) celular; (C) células
submetidas a 4pug/mL meropenem apresentando alteracdo na forma (estrela) e enrugamento celular (seta); (D)
células submetidas a IGI\VV/Meropenem, observe alongamento (colchete) e ruptura celular (circulo); (E) células
submetidas a 0.062 pg/mL colistina observe alongamento celular (colchete); (F) células submetidas a
IGIV/colistina note célula alongada (colchete) e ruptura celular (circulo); (G) células submetidas a meropenem e
colistina, observe presenca de poucas células com enrugamento (seta) e ruptura celular (circulo); (H) células
submetidas a 1GIVV/meropenem/colistina apresentando alteracdo na forma (estrela) e extravasamento celular
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(circulo); (1) células submetidas a 1ug/mL amicacina observe poucas células, algumas com enrugamento (seta)
da superficie e ruptura celular (circulo); (J) células submetidas a IGIV, meropenem e amicacina note células com
alteracdo na forma (estrela), alongamento celular (colchete), depressdo na superficie da membrana (quadrado); e
presenca de bolhas (cabeca de seta) na superficie de algumas bactérias; (K) células submetidas a IGIV/amicacina
é possivel ver alteracdo na forma (estrela) e depressdo na superficie da membrana (quadrado); (L) células
submetidas a meropenem e amicacina note células com alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo).

4 DISCUSSAO

A incidéncia de Acinetobacter spp. resistentes a maltiplos farmacos vem aumentando
em diversas partes do mundo. Isto pode estar correlacionado & sua capacidade em causar
surtos em pacientes com IRAS e colonizar inimeros ambientes, incluindo superficies
abioticas (BREILH et al., 2013; FAM et al., 2017; VAARA, 2019). Esta alta resisténcia aos
antimicrobianos também pode ser observado no presente estudo, no qual foi verificado que
90% dos isolados testados sdo resistentes a meropenem, 40% dos isolados com resisténcia
intermediaria & amicacina e 20% com resisténcia intermediaria a colistina.

Em 2011, Viana et al. realizaram um estudo com 150 isolados de A. baumannii
obtidos de um hospital em Londrina/Parana/Brasil entre 1994-1996 (n = 48) e 2004-2007 (n =
102), onde verificaram o aumento da resisténcia destes isolados a diversos antimicrobianos
utilizados na terapéutica, incluindo meropenem, amicacina e colistina. Segundo os autores, 0
aumento de isolados resistentes ao meropenem passou de 2% para 73%nos periodos
analisados. Ja os aminoglicosideos mostraram baixa atividade in vitro contra isolados de A.
baumannii em ambos os periodos (taxas de resisténcia para amicacina de 79% para 82%;
gentamicina de 75% para 81%; e tobramicina de 73% para 76%) e para colistina, entre 1994-
1996 ndo foram encontrados isolados resistentes, ja entre os anos de 2004-2007, a taxa de
resisténcia foi de 2%. Mostrando gque ao passar dos anos, a resisténcia aos antimicrobianos vai
aumentando e assim diminuindo as opcOes viaveis de antimicrobianos para a terapia,
corroborando assim com 0s nossos achados.

Em 2018, no estudo desenvolvido por Shan et al. na China, foram obtidos 1.104
isolados bacterianos provenientes de 10 hospitais entre 2014 e 2015, dos quais 6% foram
identificados como A. baumannii. Destes, cerca de 70% eram resistentes a meropenem e
amicacina (61%). Recentemente, Jain et al. (2019) analisaram 36 isolados de A. baumannii,
sendo 28 isolados clinicos e 8 isolados ambientais de Nova Deli/india. Houve um alto grau de
resisténcia antimicrobiana em ambos os grupos, onde 96,4% das cepas clinicas era
extensivamente droga-resistente (extensivelydrug-resistant - XDR) e entre as cepas
ambientais, cerca de 50% foram XDR, 37.5% foram MDR e apenas uma cepa foi considerada

sensivel. A resisténcia ao meropenem e imipenem foi observada em 96.4% (cepas clinicas) e
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87.5% (cepas ambientais), sendo que a amicacina, as cepas clinicas exibiram resisténcia em
96.4% e 50% das cepas ambientais, sendo todos os isolados sensiveis a colistina. Assim
como, em trabalhos realizados no Brasil, como o0 nosso estudo, estes dois trabalhos realizados
na Asia demonstra a presence de grande resisténcia em isolados de A. baumannii.

O uso clinico de polimixinas havia sido abandonado, devido a nefrotoxicidade e
porque farmacos de outras classes de antimicrobianos com melhor tolerancia foram
introduzidos. Contudo, em consequéncia da disseminacdo global de cepas bacterianas Gram-
negativas extremamente resistentes aos antimicrobianos de uso, as polimixinas tornaram-se
farmacos essenciais na terapéutica, especialmente para isolados de A. baumannii MDR
(FOURNIER; RICHET, 2006; MAIFIAH et al., 2017; OMS, 2018; VAARA, 2019).

Apesar da colistina ainda apresentar efetividade contra cepas de resisténcia
intermediaria, a heterorresisténcia a colistina tem sido observada in vitro durante a
terapéutica, aumentando preocupacdes no sentido de que a colistina sozinha possa néo ter
atividade suficiente a ser utilizada como monoterapia, pois nem sempre é possivel gerar uma
exposicdo plasmatica para sua acdo, devido a necessidade de altas concentracdes do
antimicrobiano, assim, o uso inconsciente de sub-CIM pode fazer emergir a resisténcia
bacteriana a colistina. A colistina produz efeitos bactericidas rapidos em altas concentraces,
porém toxicos para os pacientes (LEITE et al., 2015; FAM et al., 2017; MAIFIAH et al.,
2017; VAARA, 2019).

Ja existem relatos sobre resisténcia as polimixinas, e este fato tem se tornado um
significativo problema de saude publica mundial, isto pode ser resultado de alteracBes da
membrana externa, ativacdo de bomba de efluxo ou aparecimento de genes moveis. Nas
concentracdes mais baixas, a colistina pode afetar a membrana externa bacteriana e aumentar
a permeabilidade de bactérias Gram-negativas, o que facilita a capacidade de penetracdo de
outros compostos combinados, resultando em potente atividade sinérgica. Mostrando a
importancia do uso combinado de antimicrobianos ou outras substancias pra infeccdes por
isolados MDR (MARAGAKIS; PERL, 2008; ARROYO et al., 2011; LEITE et al., 2015;
FAM et al., 2017; MAIFIAH et al., 2017; OMS, 2018; VAARA, 2019).

Alguns estudos relatam que a combinagcdo de antimicrobianos se tornou uma das
estratégias mais utilizadas no tratamento de graves infeccdes por A. baumannii (CAE et al.,
2017; MAIFIAH et al. 2017). Segundo Bae et al. (2016), ao analisar nove isolados de A.
baumannii (PDR e XDR) resistentes a colistina obtidos na Coréia do Sulentre 2010 a 2012,
verificaram que a combinagdo de colistina com outras classes de antimicrobianos, como

aminoglicosideos, carbapenémicos, penicilinas ou cefalosporinas apresentou maior eficacia
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nos testes de combinagBes. Ja no estudo de Bremmer et al. (2016), também avaliando o uso
combinado in vitro de antimicrobianos, analisaram 76 isolados clinicos de A. baumannii XDR
em Ohio/Estados Unidos. Os autores confirmaram que combinagdes de minociclina-colistina,
doripenem-colistina-minociclina e doripenem-colistina exibiram sinergia em 6.6%, 6.6% e
5.3% dos isolados, respectivamente. A tigeciclina-colistina foi a GUnica combinacdo que nédo
exibiu efeito sinérgico contra quaisquer isolados, havendo antagonismo em 13.2% dos
isolados testados. Minociclina-colistina e doripenem-colistina-minociclina inibiram o
crescimento em pelo menos uma concentragdo em todos os isolados avaliados, demonstrando
que a combinacdo de carbapenémicos ou tetraciclinas com colistina € uma promissora
alternativa para a terapia de infecgdes por A. baumannii.

Fam et al. (2017) realizaram um teste de sinergismo para 32 isolados de A. baumannii
obtidos de pacientes no Egito durante 2014 a 2015.0s resultados mostraram uma reducao nos
valores da CIM de doripenem quando combinados com sub-CIM de colistina em 27 isolados
(84%), mostrando sinergismo entre os dois farmacos, enquanto o antagonismo foi detectado
em cinco isolados (16%). Entre os isolados resistentes a colistina, a combinacdo doripenem-
colistina apresentou 91% sinergismo, enquanto em dois isolados (9%) apresentaram acao
antagonica (BREMMER et al., 2016; FAM et al., 2017), diferindo dos nossos achados, no
aspect de que ndo foram observadas nenhuma combinacdo de antimicrobianos que
apresentasse efeito antagbnico. Porém quanto ao aspecto de possibilitar visualizacdo da
reducdo nos valores da CIM, estes estudos corroboram com 0s nossos achados.

Zhu et al. (2018) realizaram testes de combinagfes de antimicrobianos in vitro para 21
isolados de A. baumannii provenientes de um hospital na China em 2014. Os isolados com
CIM de 16 pg/mL para imipenem (n = 15) apresentaram a¢do sinérgica para a combinagado
imipenem + cefoperazone/sulbactam. Em 14 destes isolados com CIM de 16 pg/mL para
imipenem e um isolado com CIM de 64 pg/mL foi observada sinergia para a combinagédo
colistina + imipenem. As combinagdes de imipenem-fosfomicina mostraram sinergia para 12
isolados com CIM de 16 pg/mL. As combinagdes de (colistina + cefoperazone/sulbactam,
colistina + minociclina, colistina + doripenem e colistina + fosfomicina) ndo apresentaram
sinergia. Estes achados indicam a importancia de se verificar o perfil de suscetibilidade de
isolados bacterianos envolvidos em IRAS para se evitar o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos utilizados no tratamento clinico destas infeccbes (ZHU et al., 2018).0
aumento dessa resisténcia aos antimicrobianos tornou essencial o uso da terapia combinada
em detrimento a monoterapia por antimicrobianos, na tentativa de tornar a antibiotico terapia
empirica eficaz (BREMMER et al., 2016).
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Tendo em vista a problemética de resisténcia em isolados bacterianos, como A.
baumannii e necessidade de busca de novas alternativas para o tratamento de infeccdes
bacterianas, devido ao alto nivel de falha das terapias usuais, novos estudos propondo
estratégias de tratamento devem ser estimulados (BREMMER et al., 2016; FAM et al., 2017;
VAARA, 2019). O tratamento empirico com imunoglobulina G intravenosa humanos (IGIV)
e antimicrobianos para infecgdes bacterianas tem revelado resultados promissores; porém,
ainda existem davidas sobre a atividade dessa associacdo (SALCEDO et al., 1997;
LAUPLAND, 2002; TANAKA et al., 2010; XIONG et al., 2017).

Estudos mostram que quando células bacterianas de diferentes espécies sdo
submetidas a antimicrobianos, estas podem sofrer diversas alteracdes morfoldgicas, como:
alteracdo na forma celular (como a formacdo de esferoplastos ou células ovoides),
alongamento celular, perda de material citoplasmatico e ruptura da parede celular (DIAZ-
VISURRAGA; CARDENAS; GARCIA, 2010; TANAKA et al., 2010, VERAS et al., 2015;
CUSHNIE; O'DRISCOLL; LAMB, 2016).

Tanaka et al. (2010) evidenciaram em P. aeruginosa resistente a carbapenémicos que
in vitro a IGIV causou, de forma mais rapida e intensa, efeitos prejudiciais a conservacdo da
morfologia celular, como a formacdo de esferoplastos, perda de material citoplasmatico e
coagulacdo das células bacterianas, em comparacdo a submissdo da mesmo isolado ao
meropenem. Contudo, no presente estudo foi possivel observar que a combinacdo da IGIV
com meropenem, amicacina e colistina conseguiu provocar em A. baumannii alteracdes e
danos a morfologia bacteriana semelhantes as submissdes combinadas de antimicrobianos,
como: alterag@o na forma, alongamento celular, rugosidade e ruptura de membrana com perda
de material citoplasmaético, presenca de “bolhas” e “depressdo” na membrana. Demonstrando
que ha possibilidade de utilizar frente a isolados bacterianos, a IGIV em combinagdo com um
antimicrobiano, ao invés da combinacdo de dois ou mais antimicrobianos.

Observando as alteragbes morfologicas em isolados de A. baumannii resistentes a
colistina, Fam et al. (2017) evidenciaram que ndo ha diferencas significativas entre células
bacterianas expostas e ndo expostas a colistina, mostrando estrutura celular uniforme e parede
celular intacta, sugerindo que a colistina isolada ndo consegue alterar morfologicamente as
celulas de A. baumannii. Diferentemente dos isolados que mostraram sinergia entre colistina-
doripenem, os autores observaram diferentes alteracbes morfologicas, como arredondamento
e alongamento celular, ruptura celular com extravasamento de material citoplasmatico apds
exposicdo a %2 CIM de doripenem e colistina. Este achado corrobora com nosso estudo, que

mesmo utilizando concentragdes bem a baixo de ¥2 CIM de meropenem e colistina, também
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podemos evidenciar diferentes e diversas alteraces na morfologia da célula bacteriana.
Poérem, como em nosso estudo, como ndo foi encontrado nenhum isolado resistente a
colistina, ainda assim pudemos observer em isolado de A. baumannii com resisténcia
intermediaria a presence de diferentes alteracfes morfologicas, como alongamento e rupture
cellular, quando exposto a colistina.

Xiong et al. (2017) demonstraram por microscopia eletrénica que a exposi¢cdo ao
isotipo de 1gG (TRL-1068) causou ruptura de biofilme no biofilme de A. baumannii. Isso
pode evidenciar que o uso de imunoglobulinas G, além de apresentar eficiéncia agindo em

células planctbnicas, também age sobre a complexa estrutura do biofilme bacteriano.

5 CONCLUSAO

Com base nas alteracbes morfoldgicas visualizadas neste estudo, devido submisséo de
isolados MDR de A. baumanni a IGIV em combinacdo com sub-CIM dos antimicrobianos
meropenem, amaicacina e colistina, ficou evidenciado que estas combinacGes causam
diferentes e sérios danos a morfologia da célula bacteriana, podendo resultar na destruicéo e
morte celular, Sendo assim, o uso de preparacdes de IgG, como IGIV associada a
antimicrobianos para a terapia de infec¢fes por bactérias resistentes, como isolados MDR de

A. baumannii é uma alternativa altamente promissora e seu uso pode ser estimulado.
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5.2 ARTIGO 2 - AC;AO IN VITRO DA IMUNOGLOBULINA INTRAVENOSA HUMANA
EM COMBINAQAO COM ANTIMICROBIANOS E SORO HUMANO FRENTE
ISOLADOS MULTIDROGA-RESISTENTES DE Acinetobacter baumannii.

RESUMO

A alta incidéncia de isolados multidroga-resistentes (MDR) de Acinetobacter baumannii tem
tornado desafiador o tratamento de infec¢Bes causadas por esta espécie bacteriana, isto devido
a diminuicdo das opcdes terapéuticas disponiveis, fazendo-se necessario 0 uso de
combinacbes de diferentes antimicrobianos para o tratamento dessas infeccGes, como
meropenem, amicacina e colistina. E como resposta as infec¢fes, no corpo humano ocorre a
ativacdo do sistema imunoldgico adaptativo, sendo produzidos anticorpos contra esses
patdgenos, principalmente as imunoglobulinas G (1gG) desempenhando mecanismos efetores
como a neutralizacdo, opsonizacdo, fagocitose e a ativagdo do sistema complemento. Nas
ultimas décadas, alguns estudos vem mostrando o importante papel das IgG no combate de
infeccdes, o tratamento empirico com preparacdes IgG e antimicrobianos para infeccdes
bacterianas tem revelado resultados promissores, onde a acdo direta da 1gG, ao invés da
reposi¢do do equilibrio do sistema imunologico, tem sido o objetivo da terapia. Considerando
a grave problematica causada pelo aumento da multidroga-resisténcia em isolados de A.
baumannii e a busca constante por alternativas terapéuticas para sanar essas infec¢oes, este
estudo visa verificar a taxa de fagocitose por mondcitos humanos infectados por A. baumannii
in vitro, assim como analisar as possiveis alteracdes morfoldgicas induzidas pela IGIV com
soro humano em associagdo a antimicrobianos. Foi determinada a taxa de fagocitose e a
capacidade de ligacdo da IGIV a ceélula bacteriana para 2 isolados da espécie A. baumannii
submetidos a 4mg/mL de IGIV humana isoladamente e em combinacdo com diferentes sub-
CIM sinérgicas dos antimicrobianos meropenem, amicacina e colistina. Posteriormente, estes
isolados foram novamente submetidos e juntamente com soro humano foram processados
para microscopia eletrénica de varredura. N&o houve diferenga estatisticamente significativa
para as taxas de fagocitose nos isolados testados. Os isolados bacterianos apresentaram
alteracdes na morfologia celular quando submetidos a IGIV/Soro humano isoladamente e em
combinacdo com antimicrobianos como: alteragdo na forma, enrugamento, depressdo da
membrana e principalmente ruptura celular com extravasamento de material citoplasmatico.
Os isolados apresentaram visualmente diferenca na ligagdo da IGIV a célula bacteriana, com

maior florescéncia no isolado mais sensivel aos antimicrobianos meropenem, amicacina e
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colistina, ou seja, maior ligacdo da IGIV com a célula bacteriana. Entre os tratamentos néo
foram observadas diferencas na ligacdo da IGIV a célula bacteriana. A acdo combinada da
IGIV com meropenem, amicacina e colistina frente isolados MDR de A. baumannii causa
diversos danos a célula bacteriana. E quando associados ao soro humano, pode ser verificada
uma grande destruicdo de células. Estes resultados podem sugerir a analise do uso de
preparacgdes de 1gG para o tratamento de infec¢des por A. baumannii MDR.

1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii é um patdégeno oportunista, causador de diferentes infec¢des
como pneumonia, endocardite e meningite, sendo responsavel pela maioria das InfeccGes
Relacionadas a Assisténcia em Salde (IRAS) (FAM et al., 2017; MAIFIAH et al., 2017;
AHMAD et al., 2019). A alta incidéncia de isolados multidroga-resistentes (MDR) de A.
baumannii tem tornado desafiador o tratamento, devido a diminuicdo das opcGes terapéuticas
disponiveis (DOI; MURRAY; PELEG, 2016, ELHOSSEINY; ELHEZAWY; ATTIA, 2018),
aumentando as taxas de morbidade e mortalidade, além dos custos para as instituicdes de
salde devido a estas InfeccOes Relacionadas a Assisténcia em Sadde (IRAS).

N&o existe um comportamento clinico padrdo para o tratamento das infeccOes
causadas por A baumannii MDR, fazendo-se necessario o uso de diferentes classes de
antimicrobianos para o tratamento destas infeccdes (ELHOSSEINY; ELHEZAWY; ATTIA,
2018). A amicacina, um antimicrobiano da classe dos aminoglicosideos, apresenta um amplo
espectro de acdo contra bacilos Gram-negativos, incluindo A. baumannii (ANVISA, 2019).
Assim como 0 meropenem, um carbapenémico, comumente considerado mais seguro e
eficiente, assumindo um grande papel no tratamento de graves infeccdes por bactérias MDR.
Porém, 0 aumento da resisténcia bacteriana tem reduzido consideravelmente as opcdes
terapéuticas atuais (BREILH et al., 2013; VOULGARI et al., 2013; FAM et al., 2017). E
como consequéncia desta reducdo, o uso das polimixinas, como a colistina foi retomado,
tornando-se farmacos essenciais na terapéutica de infecgcbes por A. baumannii MDR
(MAIFIAH et al., 2017; OMS, 2018; VAARA, 2019).

O corpo humano utiliza-se da acdo tanto da imunidade inata quanto a adaptativa contra
microrganismos patogénicos (CARVALHO et al., 1998; MACHADO et al, 2004). A resposta
adaptativa, por meio da imunidade humoral € o principal mecanismo envolvido na eliminagao
das bactérias extracelulares. Os anticorpos, produzidos contra esses patdgenos, desempenham

mecanismos efetores importantes como a neutralizagdo, opsonizacao seguido de fagocitose e
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a ativacdo do complemento pela via classica. Os anticorpos, imunoglobulinas G e A (IgG,
IgA) impedirdo a ligagdo dos mesmos a receptores presentes na superficie das células alvos,
neutralizando, assim, a acdo desses microorganismos (MACHADO et al., 2004; COELHO-
CASTELO et al., 2009).

Em vista do importante papel das IgG no combate de infec¢des, o tratamento empirico
com preparacdes IgG e antimicrobianos para graves infecgbes bacterianas tem revelado
resultados promissores, onde a acdo direta da imunoglobulina, ao invés da reposi¢do do
equilibrio do sistema imunologico, tem sido o objetivo da terapia {TANAKA et al., 2010; et
al., 2016; YE et al., 2018). Contudo, ha pouco entendimento a respeito da associacao da IgG
presente em preparagdes de Imunoglobulina G Intravenosa humana (IGIV) in vitro associada
a antimicrobianos contra microrganismos de importancia clinica.

Tanaka et al. (2010) realizaram estudo in vitro utilizando Pseudomonas aeruginosa
resistente a carbapenémicos, demonstrando que a Imunoglobulina G Intravenosa humana
(IGIV) causa alteracdes morfoldgicas prejudiciais a célula bacteriana de forma mais répida e
intensa, quando comparados ao carbapenémico meropenem. Enquanto que Farag et al. (2013)
demonstraram que a IGIV aumentou a fagocitose de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus - MRSA) por neutréfilos, dependente
da dose de IGIV.

Em contrapartida, ao comparar macrdfagos infectados por cepas de MRSA e MSSA
(Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus), Morais et al. (2013) demonstraram que néo
houve diferenca significativa quanto as taxas de adesdo celular e fagocitose de células
bacterianas. Observando os estudos de Morais et al. (2013) e Farag et al. (2013) podemos
evidenciar que a IGIV humana promoveu aumento da fagocitose por células de defesa
humana.

Tendo em vista, a grave problematica causada pelo aumento da multidroga-resisténcia
em isolados de A. baumannii e a busca constante por alternativas terapéuticas para sanar as
infeccOes causadas por este patdgeno, a realizacdo de mais estudos quanto a atividade in vitro
de preparacdes IGIV humana frente isolados obtidos de IRAS de A. baumannii. Portanto, este
estudo visa verificar a taxa de fagocitose por mondcitos humanos e analisar as possiveis
alteracOes ultraestruturais de A. baumannii induzidas pela IGIV com soro humano em

associagdo com antimicrobianos utilizados na pratica clinica.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANTIMICROBIANOS E IGIV

Os antimicrobianos meropenem, amicacina e colistina foram adquiridos
comercialmente pela Sigma-Aldrich. A IGIV policlonal humana comercialmente disponivel
como Endobulin Kiovig Imunoglobulina Intravenosa pela Baxter International Inc. Brasil,

fornecido como solugéo injetavel a 10%.

2.2 ISOLADOS BACTERIANOS

Foram utilizados 2 isolados bacterianos de A. baumannii provenientes de hospital
publico da regido metropolitana do Recife/PE, noa anos de 2013 e 2104. Foram identificados
pelo sistema automatizado VITEK 2 (BioMérieux) e armazenados em solucdo a 20% de
glicerol a temperatura -80°C até 0 uso.

Estes isolados foram triados quanto ao perfil de resisténcia genética e fenotipica, em
outro estudo. Foram selecionados isolados clinicos MDR de A. baumanni com base no perfil
de sensibilidade a meropenem, amicacina e colistina associado a presenca de alteracdes
morfoldgicas quando submetidos aos antimicrobianos. O isolado 808 apresentou resisténcia
ao meropenem e resisténcia intermediaria aos outros antimicrobianos como também
apresentou poucas alteracdes morfologicas. Ja o isolado 119 apresentou sensibilidade aos trés
antimicrobianos e a presenca de mais alteracbes morfoldgicas quando ambos foram

submetidos a IGIV isoladamente ou associada aos antimicrobianos (dados ndo publicados).

2.3 PREPARACAO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

Os dois isolados foram reativados em agar BHI, em seguida colocados em caldo BHI e
incubados em estufa de crescimento bacteriano a 37°C por 18 horas. Posteriormente, em
microplacas contendo caldo Muller Hinton, os isolados foram submetidos a 4mg/ml de 1GIV
isoladamente ou em combinagdo com cada antimicrobiano (meropenem, amicacina e
colistina) separadamente ou associados (meropenem/amicacina e meropenem/colistina) nas
concentragOes sub-sinérgicas apresentadas na TABELA 1. Para todos os grupos testes foram
submetidos controles somente com IGIV ou antimicrobianos isoladamente, assim como
controles sem a presenca de IGIV ou antimicrobianos. Por fim, foi adicionado 2uL de
suspensdo bacteriana ajustada a escala 0.5 de MacFarland, correspondente a 108 UFC/mL.

Posteriormente, as microplacas foram incubadas por 8 horas em estufa bacteriologica para
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realizacdo da taxa de fagocitose, microscopia eletronica de varredura com IGIV + soro

humano e imunofluorescéncia (apenas os grupos com IGIV).

TABELA 1: Concentracdo Inibitéria Mimina dos isolados de Acinetobacter baumannii e

concentragdes sub-sinérgicas para 0s antimicrobianos

Concentrac6es dos antimicrobianos (ug/mL)

ISOLADOS MEROPENEM COLISTINA AMICACINA
CIM Int. Sub-CIM CIM Int. Sub-CIM CIM Int. Sub-CIM
119 0,5 S 0,031 1 S 0,062 1 S 0,062
808 64 R 4 4 I 0,25 32 S 2
CIM — Concentragdo Inibitéria Minima; S — Sensivel; | — Intermediaria; R - Resistente. Int. —Interpretacéo da

CIM segundo o CLSI, 2018.

2.4 OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO
(PBMC)

A obtencdo do PBMC foi realizada segundo protocolo de Lorena et al. (2008). 50 mL
de sangue coletados em tubos heparinizados foi misturado na proporc¢édo de 1:1 a uma solucéo
salina com fosfato (PBS) pH 7.2. Em seguida, o sangue diluido foi distribuido em tubos
falcon contendo Ficoll-Hipaque (GE HEALTHCARE) e centrifugado por 30 min a 900g.
Apbs centrifugacdo, as células do anel contendo o PBMC foram retiradas, lavadas (1 vez PBS
+ 1 vez meio RPMI incompleto) e centrifugadas a 900 g por 2 vezes. Apds descarte do
sobrenadante da Gltima lavagem, as células foram ressuspendidas em meio RPMI completo,

diluidas em azul de Trypan para a realizagdo da contagem em Camara de Neubauer.

2.5 TAXA DE FAGOCITOSE

Em placas de 24 pocos contendo em cada poco laminulas de vidro redondas de 13
mm, 1x10° de células de PBMC foram distribuidas e incubadas durante duas horas em
atmosfera Umida a 5% CO,, para adesdo das células a superficie das laminulas.
Posteriormente as suspensdes bacterianas descritas no subitem 2.3 foram centrifugadas e
ressuspendidas em meio RPMI, e ajustadas & concentragdo de 1,5x10°> UFC/mL. Em seguida,
as suspensdes bacterianas foram utilizadas para infeccéo das células do PBMC em cada poco.
A placa resultante foi incubada em atmosfera umida a 5% de CO, durante 1 hora.
Posteriormente, a incubacéo, as laminulas foram retiradas dos po¢os coradas e montadas em
laminas para microscopia éptica. Os resultados foram expressos em porcentagem de células

fagociticas em uma contagem total de 100 células por laminula.
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2.6 SORO HUMANO

O soro foi obtido a partir da coleta de amostra sanguinea. O sangue foi centrifugado
por 5min a 3000 rpm para a separacdo dos componentes sanguineos. Em seguida, o soro
humano foi utilizado para a etapa de microscopia eletronica de varredura juntamente com 0s

dois isolados bacterianos.

2.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Dois isolados de A. baumannii foram submetidos as concentracfes de antimicrobianos
apresentadas na Tabela 1 (subitem 2.3), juntamente com 4mg/mL IGIV + 40% de soro
humano. Em todos os processamentos foram incluidos um controle de cada isolado sem a
presenca dos antimicrobianos ou IGIV + soro humano. Apds incubacdo a 37 °C por oito
horas, as células foram centrifugadas, lavadas em tampdo fosfato (0.1M, pH 7.2) e fixadas em
Karnovsky (tampdo fosfato, glutaraldeido 2.5% e formaldeido 4%) para posterior
processamento de rotina especifica (VERAS et al., 2015). As amostras foram visualizadas em

microscopios eletrdnicos de varredura JOEL JSM-5600 LV.

2.8 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Para verificar a ligacdo da IGIV com a célula bacteriana de A. baumannii, as
suspensdes bacterianas descritas na Tabela 1 (subitem 2.3) foram submetidas a IGIV
isoladamente e em combina¢do com antimicrobianos (meropenem, amicacina e colistina).
Apos incubacdo a 37°C por 8 horas, os isolados (subitem 2.1) foram centrifugados e
ressuspendidos em tampdo fosfato (PBS) 1 M, pH 7.2, seguido por ajuste a concentracdo de
1.5x10® UFC/mL. Foram utilizadas como controles, as células submetidas somente a IGIV e
células ndo submetidas. Foram distribuidos 15 pL da suspensdo bacteriana em laminas
especificas e postas para secar durante duas horas em estufa a 37 °C. Em seguida, as células
foram lavadas com tampéo fosfato e incubadas com anti-lgG conjugada com FITC por 30
minutos. Depois foram lavadas, secas, montadas com prolong Diamond (ThermoFisher) para

visualizagdo em microscopio AXIO (Zeiss).

2.9 ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0 para a andlise de variancia One way e Two
Way (ANOVA) para a comparagdo das médias entre os diferentes grupos experimentais na
Taxa de Fagocitose. One way Anova comparando todos os tratamentos em cada isolado de

Acinetobacter baumannii.Two way Anova comparando cada tratamento nos dois isolados de
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Acinetobacter baumannii. Em seguida foram realizados os testes de significancia de Turkey’s
para comparar a taxa de fagocitose produzida por mondcitos desafiados com bactérias
submetidas em relagdo ao controle (sem submissdo), € em entre os grupos testes. Os

resultados foram expressos em média. A significancia foi definida por p <0.05.

2.10 Consideracdes Eticas

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/UFPE) sob parecer favoravel de
nimero CAAE: 39858214.2.0000.5208. O soro humano foi obtido a partir da coleta de
amostra sanguinea de um doador voluntario, que aceitou participar do presente estudo por

meio de assinatura do Termo de consentimento livre e Esclarecido.

2.11 FINANCIAMENTO
Este estudo foi financiado pelo Programa Estratégico de Apoio a Pesquisa em Saude-
PAPES VI (Process n0.407826/2012-2), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3 RESULTADOS
3.1 TAXA DE FAGOCITOSE

Quando as porcentagens das taxas fagocitose por mondcitos humanos infectados pelos
isolados 808 e 119 foram analisadas separadamente, a submissdo prévia dos isolados
bacterianos a IGIV e antimicrobianos isoladamente, em diferentes combinacGes néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (FIGURA 1). Ao analisar as taxas de
fagocitoses nos isolados conjuntamente, comparando cada teste de submissdo nos dois
isolados, também ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa para as taxas
(FIGURA 2.)
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FIGURA 1- Taxa de fagocitose com os isolados de Acinetobacter baumannii

808
119

-~
1=

- Sem tratamento

- IGIV

- Meropenem

- Colistina

- Amicacina

- IGIV / Mero.

- IGIV / Colist.

- IGIV / Amic.

- Mero. / Colist.

10 - Mero. / Amic.

11 - IGIV / Mero. / Calist.
12 - IGIV / Mero. / Amic.

[
=1

20 20

O 00— O L 4= b b —

10

Taxa de fagocltose em %

Taxa de fagocltose em %

)

A—,—.—-

o
I

-

AN kB e A D O,0 N
N H RS 0AD 00N

Tratamentos Tratamentos

Fonte: O autor, 2019
Anélise da taxa de fagocitose utilizando One way ANOVA com testes de significdncia de Turkey’s comparando
todos os tratamentos em cada isolado de Acinetobacter baumannii.

FIGURA 2 - Avaliagdo do tratamento na Taxa de fagocitose com os isolados de
Acinetobacter baumannii
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Fonte: O autor, 2019
Analise da taxa de fagocitose utilizando Two way ANOVA com testes de significancia de Turkey’s comparando
cada tratamento nos dois isolados de Acinetobacter baumannii.

3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Isolado 808

Comparando com controle ndo submetido a IGIV, antimicrobianos ou soro humano
(FIGURA 3-A), foi verificado que as células submetidas somente ao soro humano sofreram
alteracbes na sua forma, perdendo a caracteristica morfologica de cocobacilo inerente a
espécie A. baumannii, sendo este o Unico tratamento a causar somente uma Unica alterag&o.

Todos os outros grupos avaliados, incluindo a submissdo somente ao 1GIV/soro, causaram
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ruptura nas células bacterianas, com perda de material citoplasméatico (FIGURAS 3C-M).
Quando submetidos a IGIV e soro humano, IGIV/amicacina/soro humano e
IGIV/meropenem/amicacina/soro humano, além da ruptura celular exibiram alteracdo da
forma celular (FIGURAS 3C, | e M). Ja as células submetidas a colistina/soro humano e
meropenem/amicacina/soro humano, além de ruptura celular e alteracdo na forma
apresentaram enrugamento na superficie celular (FIGURAS 3E e K). No entanto, a submissao
das células a IGIV/meropenem/soro humano também causou depressao na membrana celular
(FIGURA 3G).
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FIGURA 3 - (A-L) Eletromicrografias de Acinetobacter baumannii do isolado 808

Fonte: O autor, 2019

(A) Células ndo tratadas com tamanhos e formas preservadas, com ocorréncia da formacéo de septos e diviséo
celular normal; (B) Células submetidas a 40% de soro humano, apresentando alteracdo na forma (estrela) e
divisdo celular incompleta (asterisco); (C) Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV e 40% de soro humano,
apresentando alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (D) Células submetidas a 4 pg/mL de
meropenem e 40% de soro humano apresentando ruptura celular (circulo); (E) Células submetidas a 0.25ug/mL
colistina e 40% de soro humano apresentando enrugamento (seta) na superficie, alteracdo na forma (estrela) e
ruptura celular (circulo); (F) Células submetidas a 2 pg/uL amicacina e 40% de soro humano apresentando
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ruptura celular (circulo); (G) Células submetidas a 1GIV/Meropenem e 40% de soro humano apresentando
enrugamento (seta) na superficie, alteracdo na forma (estrela), depressao na superficie da membrana (quadrado)
e ruptura celular (circulo); (H) células submetidas a IGIV/Colistina e 40% de soro humano apresentando ruptura
celular (circulo); (1) Células submetidas a 1GIV/amicacina e 40% de soro humano apresentando alteracdo na
forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (J) Células submetidas a meropenem, colistina e 40% de soro humano
apresentando ruptura celular (circulo); (K) Células submetidas a meropenem e amicacina e 40% de soro humano
apresentando enrugamento (seta) na superficie, alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (L)
células submetidas a IGIV, meropenem, colistina e 40% de soro humano apresentando ruptura celular (circulo);
(M) células submetidas a IGIV, meropenem, amicacina e 40% de soro humano apresentando alteragdo na forma
(estrela) e ruptura celular (circulo).

Isolado 119

Este isolado apresentou morfologia preservada quando nédo submetido (FIGURA 4A).
Porém, quando submetido ao soro humano, ao soro humano/IGIV ou cada antimicrobiano:
meropenem, amicacina ou colistina isoladamente ou em combinacgdes variadas, apresentou
alteracbes na sua forma original e ruptura celular, com nitida visualizacdo de perda de
material citoplasmatico (FIGURAS 4B-M).
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FIGURA 4 - (A-L) Eletromicrografias de Acinetobacter baumannii do isolado 119

Fonte: O autor, 2019

(A) Células ndo tratadas com tamanhos e formas preservadas, com ocorréncia da formagdo de septos e divisao
celular normal; (B) Células submetidas a 40% de soro humano, apresentando alteracdo na forma (estrela) e
divisdo celular incompleta (asterisco); (C) Células submetidas a 4 mg/puL de IGIV e 40% de soro humano
apresentando alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (D) Células submetidas a 4 pg/mL de
meropenem e 40% de soro humano apresentando alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (E)
Células submetidas a 0.25 pg/mL colistina e 40% de soro humano apresentando alteragdo na forma (estrela) e
ruptura celular (circulo); (F) Células submetidas a 2 pg/pL amicacina e 40% de soro humano apresentando
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alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (G) Células submetidas a IGI\VV/Meropenem e 40% de
soro humano apresentando alteragdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (H) células submetidas a
IGIV/Colistina e 40% de soro humano apresentando alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (1)
Células submetidas a IGIV/amicacina e 40% de soro humano apresentando alteracdo na forma (estrela) e ruptura
celular (circulo); (J) Células submetidas a meropenem, colistina e 40% de soro humano apresentando alteracéo
na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (K) Células submetidas a meropenem e amicacina e 40% de soro
humano apresentando alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular (circulo); (L) células submetidas a IGIV,
meropenem, colistina e 40% de soro humano apresentando alteracdo na forma (estrela) e ruptura celular
(circulo); (M) células submetidas a IGIV, meropenem, amicacina e 40% de soro humano apresentando alteragdo
na forma (estrela) e ruptura celular (circulo).

3.3 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Ao observar as micrografias dos isolados 808 e 119 de A. baumannii conjuntamente, o
isolado 808 apresentou visivelmente menor florescéncia que o isolado mais sensivel, 119, ou
seja, menor ligacdo da IGIV com a célula bacteriana (FIGURAS 5-6). Ja ao verificar
separadamente os dois isolados bacterianos, para o isolado 808, as diferentes submissdes de
IGIV combinadas com cada um dos antimicrobianos meropenem, amicacina e colistina, ndo
apresentaram diferenca visivel da florescéncia nas micrografias analisadas (FIGURAS 5.1-
5.7).

Quando observada a florescéncia no isolado 119, foi visualizado que as diferentes
submissdes de IGIV isoladamente e em combinagdo com os antimicrobianos meropenem,
amicacina e colistina, apresentaram-se visivelmente semelhantes quanto & florescéncia nas
micrografias, demonstrando que ndo houve diferenca na ligacdo da IGIV a célula bacteriana

devido a submissdo aos antimicrobianos (FIGURAS 6.1-6.7).



FIGURA 5 - (1-7) Micrografias de imunoflorescéncia do isolado 808 de Acinetobacter

baumannii com anti-1gG conjugada com FITC
7
Fonte: O autor, 2019

1- Células bacterianas ndo tratadas com IGIV ou antimicrobianos ndo apresentando florescéncia; 2- Células
submetidas a 4 mg/uL de IGIV; 3 - Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV e 4 pg/ml de meropenem; 4 -
Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV e 0,25 pg/ml de Colistina; 5 - Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV e
2 pg/ml de Amicacina. 6 - Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV, 4 pg/ml de meropenem e 0,25 pg/ml de
Colistina; 7 - Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV, 4 pg/ml de meropenem e 2 pg/ml de Amicacina. As
micrografias de 2-7 mostram expressao da florescéncia do marcador anti-1gG conjugada com FITC.
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FIGURA 6 (1-7) - Micrografias de imunoflorescéncia do isolado 119 de Acinetobacter
baumannii com anti-lgG conjugada com FITC

Fonte: O autor, 2019

1- Células bacterianas ndo tratadas com IGIV ou antimicrobianos ndo apresentando florescéncia; 2- Células
submetidas a 4 mg/pL de IG1V; 3 - Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV e 0,031 pg/mL de meropenem; 4 -
Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV e 0,062 pg/mL de Colistina; 5 - Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV
e 0,062 pug/mL de Amicacina. 6 - Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV, 0,031 pg/mL de meropenem e 0,062
pg/mLl de Colistina; 7 - Células submetidas a 4 mg/uL de IGIV, 0,031 pg/mL de meropenem e 0,062 pg/mL de
Amicacina. As micrografias de 2-7 mostram expressdo da florescéncia do marcador anti-lgG conjugada com
FITC.
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4 DISCUSSAO

O sistema imunoldgico é o principal responsavel pela defesa do organismo humano contra
microrganismos infectantes, tanto as barreiras naturais como a imunidade inata e a adaptativa
participam deste mecanismo de defesa (CARVALHO et al., 1998; MACHADO et al, 2004).
As bactérias apresentam estruturas capazes de ativar diretamente a via alternativa do sistema
complemento, sendo fagocitadas por macréfagos e neutrdfilos através da ativacdo de
receptores especificos, num processo chamado de opsonizagdo. A continuagdo da cascata do
sistema complemento, na superficie do patdgeno, resulta na formacao do complexo de ataque
a membrana e na sua lise direta (MACHADO et al, 2004; COELHO-CASTELO et al, 2009).

O tratamento empirico com imunoglobulina G intravenosa humana (IGIV) associada
aos antimicrobianos para o tratamento de infec¢des bacterianas vem sendo utilizado e tem
revelado resultados promissores, como a reducdo da incidéncia de infec¢do apos tratamento
profilatico com a IGIV, e por possuir uma ampla atividade contra diferentes espécies
bacterianas e seus superantigenos, assim como comprovada reducdo no tempo de internacéo
de pacientes em UTIs e enfermarias de hospitais, demonstrando que o uso de IGIV pode ser
uma forte alternativa como adjuvante na terapia de infeccOes resistentes (SALCEDO et al.,
1997; NORRBY-TEGLUND et al., 1998; CAMPBELL, GEORGIOU, KEMP, 1999;
LAUPLAND, 2002; TANAKA et al., 2010; OLIVARES et al., 2017; TARNUTZER et al.,
2018).

Farag et al. (2013), investigando o efeito in vitro da capacidade de neutrofilos
humanos em fagocitar isolados de MRSA submetidos previamente a IGIV, demonstraram
que, diferindo dos nossos achados que ndo encontramos diferenca estatisticamente
significativa na taxa de fagocitose, a IGIV aumentou significativamente a morte por
fagocitose de MRSA por neutrdfilos em todas as concentracbes de IgG testadas (0.1-5
mg/mL) por 30-80% dos valores do controle. Contudo, ndo foram realizados testes para
verificar a taxa de fagocitose em isolados bacterianos quando submetidos a IGIV em
associacdo com antimicrobianos.

Em outros estudos, verificando a atividade opsoénica de células fagociticas contra
diferentes espécies bacterianas, como Streptococus sp., P. aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus sp., A. baumannii, Escherichia coli, Serracia marcescens
submetidas a diferentes preparacdes de IGIV, foi demonstrado que ocorreu aumento
significativo da opsonizagdo dose-dependente. Porém, quando utilizado albumina ou a

preparacéo de IGIV contendo pepsina ndo ocorreu aumento da opsonizacdo (BASMA et al.,
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1998; MIKOLAJCZYK et al., 2004; ONO et al. 2004). Sugerindo que o excipiente da
preparacéo da IGIV pode influenciar na taxa de fagocitose. O que pode ter ocorrido em nosso
estudo, no qual ndo houve variacdo na taxa de fagocitose, contudo também ndo foi avaliada se
ocorreu influencia do excipiente da preparagéo de IVIG.

Segundo Diaz-Visurraga; Cérdenas; Garcia (2010) é importante realizar estudos
utilizando diferentes métodos, quando se trata do uso de preparagdes de 1IgG. Como realizado
no presente estudo, no qual foi verificada a acdo direta da IGIV sobre a célula bacteriana e seu
uso combinado com antimicrobianos. Sendo verificado o efeito que a IGIV causa na
morfologia da célula de A. baumannii.

Outros estudos demonstraram que ndo houve diferencas estatisticas na taxa de
fagocitose em macrdofagos de ratos expostos a MRSA e MSSA, evidenciando assim, como em
nosso estudo, que mesmo diferindo a espécie bacteriana e o padrdo de a um determinado
antimicrobiano, ndo altera a fagocitose por células do sistema imunologico (MORAIS et al.
2013; MORAIS et al. 2014).

Estudos mostram que em concentracdes sub-inibitérias, os antimicrobianos
isoladamente ou em combinacdo podem causar diferentes alteracfes morfoldgicas nas células
bacterinas, como mudanca no formato celular, alongamento celular, ruptura celular com
extravasamento de material citoplasmatico, bolhas, depressdes na membrana e parede celular,
entre outras, demonstrando que diferentes concentracdes sub-inibitérias podem causar sérios
danos a integridade da célula bacteriana, possibilitando a acdo de outras substancias, como
preparagdes de IGIV (CUSHNIE; O’DRISCOLL; LAMB, 2010; DIAZ-VISURRAGA;
CARDENAS; GARCIA, 2010; VERAS et al, 2015; SALLAM et al, 2016;
SCANDORIEIRO et al., 2016; SCAVUZZI et al., 2016; XIONG et al., 2017; SHI et al.,
2017).

As alteracbes morfologicas visualizadas no presente estudo foram principalmente
alteracdes na forma da célula bacteriana e ruptura celular com extravasamento de material
citoplasmatico, ndo possibilitando evidenciar outras alteracdes devido a vasta destruicdo das
células. Sugerindo que devido a presenca da 1gG juntamente com o soro humano pode ter
ativado o complexo de ataque a membrana causando a lise de muitas células (MACHADO et
al, 2004).

Fam et al. (2017) demonstraram que em isolados de A. baumannii quando submetidos
a %2 CIM de doripenem e colistina em concentra¢fes sinérgicas, sdo observadas alteracbes
morfoldgicas na célula bacteriana como, rompimento e destruicdo da parede celular com

liberacdo de material intracelular. Contudo, ndo foram observadas alteracdes morfoldgicas
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nos isolados resistentes a colistina quando submetida a polimixina isoladamente. Este Gltimo
resultado difere do presente estudo, pois no isolado com resisténcia intermediéria a colistina
foram visualizadas alteracdes morfologicas quando submetido a concentracGes sub-sinérgicas
de colistina isoladamente e em combinagdes com o0s antimicrobianos meropenem e amicacina.

Tanaka et al. (2010) ao analisar uma P. aeruginosa resistente a0 meropenem e
demonstraram que a submissdo da cepa a IGIV com soro humano causou diminuigdo de
células bacterianas e presenca de alteracdes morfologicas como a coagulacdo das celulas
bacterianas em ambas as fases de crescimento, lise celular, formacdo de células redondas e
com protuberancias, em comparacdo com meropenem, contudo, em menor tempo.
Adicionalmente, quando a cepa de P. aeruginosa foi incubada em soro depletado de 19G, a
lise bacteriana e a deposicdo deste anticorpo ndo foram observadas. Evidenciando a vital
importancia da presenca do anticorpo na destruicdo das células bacterianas, corroborando
mais uma vez com nossos achados em isolados A. baumannii. J& Xiong et al. (2017)
verificaram o TRL-1068, um isotipo de 1gG, causou rupturas na superficie do biofilme
formado por A. baumannii. Estes estudos demonstraram que as IgG podem provocar
alteracdes morfoldgicas em células bacterianas livres no meio como também quando estdo
associadas em um biofilme.

O presente trabalho evidenciou a ligacdo da 1gG a superficie das células bacterianas de
A. baumannii quando estas foram submetidas a IGIV isoladamente e em combinagdes com
antimicrobianos. Anteriormente havia sido relatada a capacidade de ligacdo da IgG presentes
em preparacbes de IGIV a componentes de células bacterianas de outras espécies como a
proteinas de Escherichia coli e a ligacdo e neutralizacdo da toxina LukAB em isolados de S.
aureus (WOOD et al., 2017; YE et al 2018).

Como exposto anteriormente, o uso de preparacdes de 1gG, como as IGIV para o
tratamento empirico de pacientes ja é bem difundido, porém quanto ao uso in vitro ainda
restavam duvidas (FARAG et al., 2013; LEE; KIM; KIM, 2016, NEGM et al., 2017; ZHANG
et al., 2019). O presente estudo demonstrou que acdo combinada da IGIV com concentracfes
sub-inibitérias de meropenem, amicacina e colistina frente isolados MDR de A. baumannii
causa diversos danos a célula bacteriana. E quando a esta combinacgdo é adicionado o soro
humano, pode ser verificada uma grande destruicéo de células. Estes resultados podem sugerir
a analise do uso de preparacOes de 1gG para o tratamento de infecgdes por A. baumannii
MDR.
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6 CONCLUSAO

Os isolados MDR de A. baumannii apresentam alta resisténcia ao meropenem. No
entanto, quando submetidos ao meropenem/amicacina ou meropenem/colistina, pode-se
verificar a presenca de variadas concentragcdes sinérgicas. Assim como, uma diminuigdo
bastante significativa das concentracfes inibitdrias minimas. Na submisséo de isolados de A.
baumannii a Imunoglobulina G Intravenosa (IVIG) isoladamente e associada ao soro humano,
em combinacdo com meropenem, amicacina e colistina, foi possivel observar diferentes
alteracOes ultraestruturaisas células bacterianas.

Verificou-se também que o isolado de A. baumannii sensivel aos antimicrobianos
avaliados (meropenem, amicacina e colitina) apresentou visualmente maior ligacdo da IGIV a
superficie da célula bacteriana quando submetido a IGIV isoladamente de diferentes
combinag6es dos antimicrobianos.

Dessa forma, percebe-se que a IGIV associada ao meropenem, amicacina e colistina é
uma alternativa altamente promissora no combate de infec¢bes por A. baumannii MDR, que
além de apresentar-se eficaz contra células bacterianas, apresenta também um baixo poder
toxico e reduzido efeitos colaterais. Assim, os dados apresentados neste estudo ddo suporte a
continuagdo do uso empirico e estimula andlises in vivo com IGIV para a busca de novas

opcoes terapéuticas para diferentes IRAS.
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nenhum gasto ou prejuizo financeiro. Porém, caso se sinta prejudicado de alguma
maneira, garantimos que vocé recebera toda assisténcia necessaria. Caso ainda
tenha qualquer duvida sobre esse termo ou sobre a pesquisa, vocé podera entrar
em contato com o pesquisador responsével pela pesquisa, no endereco ou telefone
descritos no inicio deste documento ou também no comité de ética em pesquisa com
seres humanos da Universidade Federal de Pernambuco (endereco também citado
no inicio do documento).

Eu,
(nome completo), RG (numero da carteira de identidade): ,

entendi as informacdes passadas e concordo em participar voluntariamente desta
pesquisa, permitindo que seja coletada uma amostra do meu sangue. Declaro
também que estou ciente de: Que concordei em participar desta pesquisa por minha
livre e espontanea vontade sem nenhum tipo de pressdo. Em caso de alguma
davida, em qualguer momento posso entrar em contato com o pesquisador
responsavel, e se desejar, retirar minha autorizacdo e desistir de participar desta
pesquisa. Declaro também que assinei duas vias deste documento, ficando uma via

original comigo e a outra via permanecendo com o pesquisador responsavel.

Assinatura do voluntario da pesquisa

Assinatura do pesquisador responsavel pela pesquisa

Local e data
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Abstract

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen associated with increased morbidity
and mortality in Healthcare-associated infections (HAI).Combination antimicrobial therapy,
meropenem, amikacin and colistin, has been used as an alternative inmultidrug-resistant
(MDR) A. baumannii infections due to reduced treatment options. However, these
combinations are not always effective and exhibit high toxicity. Empiric therapy of
intravenous immunoglobulin (IVIG) associated with antimicrobials has shown promising
resultsin bacterial infections, considering the immunomodulatory action of 1VIG. Thus, the
aim of this study was to determine the combined antimicrobial action and to describe the
ultrastructural changes caused in ten MDR A. baumannii isolates submitted to IVIG alone and
in combination with colistin, meropenem and amikacin. Minimum inhibitory concentration
(MIC) of antimicrobials and checkerboard were determined. Isolates were submitted to
4mg/mL of IVIG alone and in combination with different synergistic sub-MIC of
antimicrobials tested, and processed for scanning electron microscopy. Nine bacterial isolates
showed meropenem-resistant, two isolates had colistin-intermediate, and four isolates were
considered intermediate to amikacin. Synergism in five isolates for meropenem/amikacin and
meropenem/colistinwere observed. Bacterial cells submitted to IVIG and meropenem,
amikacin and colistin presented several ultrastructural changes, such as cell elongation and
rupture, membrane roughness, incomplete cell division, cell surface “bubbles” and
“depression”. A. baumannii isolates presented high resistance to meropenem and synergism
among evaluated antimicrobials. In addition, it was possible to verify in vitro that IVIG
associated with meropenem, amikacin and colistin is a promising alternative for MDR A.
baumannii infections. Thus, these data support the continued empirical use and stimulate in
vivo analyzes with IVIG to search for new therapeutic options for HAL.

Keywords

Acinetobacter baumannii, intravenous immunoglobulin g, minimum inhibitory concentration,
checkerboard, electron microscopy.
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ABSTRACT: The high incidence of multidrug-resistant isolates (MDR) of Acinetobacter
baumannii has made the treatment of infections caused by this bacterial species a challenge,
due to the reduction of available therapeutic options, making it necessary to use combinations
of different antimicrobials for the treatment, such as meropenem, amikacin and colistin. In
response to infections, occurs activation of the adaptive immune system in the human body.
Antibodies against these pathogens are produced, mainly immunoglobulins G (IgG), acting as
effector mechanisms such as neutralization, opsonization, phagocytosis and complement
system activation. In recent decades, some studies have shown the important role of 1gG
against bacterial infections, empirical treatment with IgG and antimicrobial preparations has
shown promising results, where the direct action of IgG, instead of restoring the immune
system balance, has been the goal of therapy. The serious problem caused by the increase of
multidrug resistance in A. baumannii isolates results in a constant search for therapeutic
alternatives to defeat these infections. So, this study aims to verify in vitro the phagocytosis
rate of the A. baumannii infected human monocytes, as well as to analyze possible
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morphological changes induced by Intravenous Immunoglobulin G (IVIG) with human serum
in association with antimicrobials. The phagocytosis rate and bacterial cell binding capacity of
IVIG were determined for 2 isolates of A. baumannii species submitted to 4 mg/mL of human
IVIG alone and in combination with different synergistic sub-MICs of meropenem, amikacin
and colistin antimicrobials and processed for indirect immunofluorescence. Subsequently,
these isolates were resubmitted and coupled with human serum and processed for scanning
electron microscopy. There was no statistical difference for phagocytosis rates in the isolates
tested. Bacterial isolates showed alterations in cell morphology when submitted to
IVIG/human serum alone and in combination with antimicrobials such as alteration in shape,
wrinkling, membrane depression and especially cell rupture with extravasation of cytoplasmic
material. The isolates visually differed in the IVIG binding IVIG to the bacterial cell, with
higher fluorescence intensity, which corresponds to the highest IVVIG binding, in the isolate
more sensitive to meropenem, amikacin and colistin. No differences between treatments were
observed in the IVIG binding to the bacterial cell. The combined action of IVIG with
meropenem, amikacin and colistin against A. baumannii MDR isolates induced several
bacterial cell damages. And when associated with human serum, a massive destruction of
cells can be observed. These results may suggest the analysis of the use of IgG preparations
for the treatment of A. baumannii MDR infections.

Keywords: Acinetobacter baumannii; Antimicrobials; Intravenous Immunoglobulin; Scanning
Electron Microscopy; Phagocytosis rates; Indirect immunofluorescence.
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