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RESUMO

Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa sdo importantes patdgenos oportunistas
responsaveis por inimeras infeccdes e surtos nosocomias, além de possuirem elevada
capacidade para persistir e resistir aos antimicrobianos no ambiente hospitalar. Analise de
Multiplos Locos VNTR (MLVA) foi realizada em 24 isolados de A. baumannii e 39 de P.
aeruginosa. As andlises foram realizadas utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
e eletroforese em gel de agarose a 3,0%, bem como sequenciamento dos fragmentos
amplificados. Oitenta e trés por cento dos isolados foram classificados como extensivamente
resistentes aos antimicrobianos (XDR) e 17 perfis genotipicos (GPA1-GPA17) foram
encontrados nas amostras analisadas. GPA2 foi o mais comumente encontrado (0,96 %),
seguido de GPA15, GPA3, GPAS8, com 0, 72%, 0,48% e 0,48 %, respectivamente. Os demais
genotipos foram Unicos entre as amostras. Sessenta e sete por cento dos isolados de P.
aeruginosa mostrou alta sensibilidade (66,6%) aos antimicrobianos e foram distribuidos em
37 perfis genotipicos (GPP1 - GPP37), revelando uma enorme heterogeneidade genética. Dois
isolados foram agrupados em dois gendtipos (GPP2 e GPP12), e os demais genotipos abrange
uma Unica amostra, sugerindo o evento de multicolonizacdo em P. aeruginosa. Muitas
amostras de ambas espécies, embora isolados de diferentes sitios de infeccdo e setores
hospilar e com um intervalo de semanas e/ou meses, revelaram uma dispersdo clonal,
persisténcia no ambiente hospitalar e aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos,
especialmente em pacientes que estdo internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI).
MLVA mostrou ser uma técnica til e altamente discriminatéria para a caracterizacdo e
diferenciacdo de A. baumannii e P. aeruginosa deste estudo, facilitando a compreensdo da
dindmica de dispersdao em um hospital publico no Brasil.

Palavras-chave: MLVA; infeccbes hospitalares;  resisténcia  antimicrobiana;
multicolonizacéo.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa are considered as opportunistic
pathogens responsible for numerous infections and nosocomial outbreaks, besides presenting
high capacity to persist and resist antimicrobials in the hospital environment. Multiple Locus
of VNTR Analysis (MLVA) was performed in 24 isolates of A. baumannii and 39 P.
aeruginosa obtained from a public hospital in Recife, Pernambuco, Brazil. The analyzes were
performed by using Polymerase Chain Reaction (PCR) and electrophoresis on 3.0% agarose
gel, as well sequencing of the amplified fragments. Eighty-three percent of A. baumannii
isolates were classified as extensively drug resistant (XDR) and 17 genotypic profiles (GPA1
- GPA17) were found between the samples analyzed. GPA2 was the most commonly found
(0.96%), following by GPA3, GPA8 and GPA15, with 0.48%, 0.48% and 0.72% respectively.
The remaining genotypes were unique among the samples. Sixty-seven percent of the P.
aeruginosa isolates showed high sensibility (66.6%) to antimicrobial and were distributed
into 37 genotypic profiles (GPP1 - GPP37), revealing a huge genetic heterogeneity. Only two
genotypes (GPP2 and GPP12) grouping two isolates each, whereas the remaining genotypes
belonged to a single sample. Even strains obtained from a single patient revealed distinct
genotypic profile, pointing to a multicolonization event of P. aeruginosa. On the other hand,
most samples of both species although isolated from different sites of infection and hospital
sectors, with an interval of weeks and/or months, showed clonal spread, persistence in the
hospital environment and increased resistance to antimicrobials, especially in patients
admitted in the Intensive Care Unit (ICU). MLVA proved to be a useful and highly
discriminatory technique for the characterization and differentiation of the A. baumannii and
P. aeruginosa isolates, facilitating the understanding of the dispersion dynamics in a public
hospital in Brazil.

Keywords: MLVA; nosocomial infections; antimicrobial resistance; multicolonization.
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1. INTRODUCAO

A Infeccdo Associada aos Cuidados de Saude (IACS) constitui um grave
problema de salde pablica a nivel mundial. Reconhecida como o evento adverso mais
frequente durante a prestacdo de cuidados, a IACS ocasiona 0 impacto negativo gerado
pela morbidade, mortalidade, custos sociais e econdmicos atingindo populagdes, sistemas
de saude e paises. E considerada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) como uma
epidemia silenciosa, emergindo como um dos maiores desafios da medicina atual. As
IACS incluem-se hoje entre as complicacdes mais frequentes da hospitalizacao.

Dentre os patdgenos responsaveis por provocar infeccdes hospitalares, destacam-
se Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa: especies de natureza ubiqua e
que possuem suscetibilidade diminuida a condi¢cBes ambientais adversas como a
dessecacdo, as solugdes desinfetantes, antissépticas e variagdes de temperatura, 0 que
contribui para o seu potencial de transmissibilidade em ambientes hospitalares.

A dinamica das infecc@es hospitalares causadas por esses microrganismos tornou-
se um desafio para as equipes médicas, devido a facilidade que estas bactérias apresentam
em adquirir mecanismos de resisténcia a diversos agentes antimicrobianos, resultando em
dificuldades na escolha da terapia medicamentosa eficaz e que contribui para a sua
disseminacéo e persisténcia A baumannii e P. aeruginosa no cenario hospitalar.

Diversos métodos moleculares tém sido utilizados para avaliar a heterogeneidade
genética, a disseminagdo clonal e a multicolonizacdo dessas especies. Entretanto, estes
métodos diferem quanto ao custo, tempo de execucdo, poder discriminatrio,
reprodutibilidade, facilidade de interpretacdo e de armazenamento dos resultados em
bancos de dados.

Atualmente, uma das maneiras para realizar a tipagem molecular desses patégenos
é por meio da Andlise de Multiplos Locos do Numero Variavel de VNTR (MLVA). Esta
analise baseia-se na variacdo do nimero de repeticdo de cada isolado, sendo uma técnica
discriminatoria, econdémica, reprodutivel e de facil portabilidade entre os laboratérios,
além disso, tem proporcionado um elevado nimero de informagdes para estudos
epidemioldgicos e de rastreamento de infeccBes causadas por A. baumannii e P.

aeruginosa.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Acinetobacter baumannii

2.1.1 Caracteristicas gerais

O género Acinetobacter spp., pertencente a familia Moraxellaceae, € composto por
bacilos Gram-negativos, ndo fermentadores de glicose, catalase positiva, oxidase negativa,
aerobicos estritos, pleomdrficos e imdveis (GORDON; WAREHAM, 2009; DURANTE-
MANGONI; ZARRILLI, 2011; HOWARD et al., 2012; FIESTER; ACTIS, 2013).

Este género contém 32 espécies taxonomicamente distintas, a maioria das quais sao
organismos ambientais. Apenas trés espécies sdo patogénicas ao homem (Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter pitti e Acinetobacter nosocomialis), todas fenotipicamente muito
similares com uma espécie ambiental, Acinetobacter calcoaceticus, e, portanto, agrupadas no
chamado complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (MUNOZ-
PRICE; WEINSTEIN, 2008; DURANTE-MANGONI; ZARRILLI, 2011). Diante das
similaridades fenotipicas destas espécies, diversos métodos moleculares tém sido
desenvolvidos para identificacdo gendmica dos isolados, como a analise do gene 16S e do
grupo de enzimas oxacilinase (OXA) — 51 (DURANTE-MANGONI; ZARRILLI, 2011;
HOWARD et al., 2012).

O patdgeno mais prevalente em amostras clinicas do género Acinetobacter é A.
baumannii (Figura 1) (CERQUEIRA; PELEG, 2011), um patdgeno oportunista e ubiquo que
requer nutrientes minimos para sua sobrevivéncia, além de ser altamente resistente aos
agentes antimicrobianos (CISNEROS et al., 1996). Seus habitats naturais sdo a dgua e o solo,
porém também podem ser isolados de comidas, artrépodes e do ambiente. Em humanos,
colonizam, principalmente, a pele, feridas e o trato respiratorio e gastrointestinal (MUNOZ-
PRICE; WEINSTEIN, 2008).

Essa bactéria pode persistir em ambiente comunitario e hospitalar, entretanto, a
maioria das infec¢es causadas por A. baumannii sdo adquiridas em meio hospitalar
(McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012). Esse patogeno afeta criticamente pacientes com
alteracdes da barreira cutanea ou do trato respiratorio (FIESTER; ACTIS, 2013), produzindo
infeccOes diversas, como pneumonia, bacteremia, endocardites, infecgdes da pele e dos
tecidos moles, infecc@es do trato urinario e meningites (McCONNELL; PACHON, 2012).
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Figura 1: (A) Cepas de A. baumannii apés o crescimento a 37°C em meio agar Luria-Bertani. (B)
Células de A. baumannii crescidas em caldo Luria-Bertani. A seta indica uma célula individual de A.
baumanni.
Fonte: Howard; O’Donoghue; Leator, 2012.

2.1.2 Patogenicidade

Apesar de extensas pesquisas sobre o potencial de viruléncia deste microrganismo
emergente, ndo esta totalmente elucidado os mecanismos envolvidos no estabelecimento e
progressdo das infec¢des (GORDON; WAREHAM, 2009; HOWARD; O’DONOGHUE;
SLEATOR, 2012).

Em geral, acredita-se que o sucesso desse patdgeno esteja atribuido a diversos fatores,
como: (a) habilidade para aderir, colonizar e invadir as células epiteliais humanas; (b)
habilidade para formar biofilmes e resistir a dessecacédo de superficies abidticas (dispositivos
médicos e superficies ambientais, por exemplo) (Figura 2); (c) variabilidade de mecanismos
de resisténcia, que sdo facilmente regulados, quando necessério; e, por fim, (d) facilidade em
adquirir material genético de outros microrganismos através da transferéncia horizontal de
genes, com a finalidade de promover a sua sobrevivéncia mediante pressdo seletiva dos
antimicrobianos (CERQUEIRA; PELEG, 2011).
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Figura 2: Viséao geral da dindmica entre os pacientes, A. baumannii e o ambiente hospitalar.
Fonte: Adaptado de Dijkshoorn; Nemec; Seifert, 2007.

Um fator significativamente importante no potencial patogénico dessa bactéria é a
presenca da OmpA, uma proteina da membrana externa. Essa proteina liga-se as celulas
epiteliais e mitocondriais das células do hospedeiro. Uma vez ligada a mitocondria, induz a
disfuncdo mitocondrial e subsequente liberacdo de uma molécula proapoptética, citocromo c.
Tais reacdes contribuem para o dano e apoptose da célula humana, principalmente as células
das vias respiratorias (HOWARD; O’DONOGHUE; SLEATOR, 2012; McCONNELL,
ACTIS; PACHON, 2012). Adicionalmente, desempenha um papel na adesdo e invaséo das
células epiteliais, contribuindo para a disseminacdo de A. baumannii durante a infeccdo, além
de colaborar com a permanéncia e crescimento desse patdgeno em sangue humano
(McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012). Outra funcio marcante é a sua participacio na
formacgao de biofilmes (HOWARD; O’ DONOGHUE; SLEATOR, 2012), que sdo complexos
multicelulares, compostos por células proximas uma das outras que ficam aderidas a uma
matriz extracelular, constituida de carboidratos, acidos nucléicos, proteinas e/ou outras
macromoléculas (McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).

A formacéo de biofilmes ndo é simplesmente uma adesdo acidental de células
bacterianas em uma superficie. E uma série de eventos moleculares que as células mantém
sob forte regulagdo (GADDY; ACTIS, 2009). Em A. baumannii essa formacgdo esta

fenotipicamente associada com a producdo de um exopolissacarideo mucoéide capsular
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(composto de ramnose, manose, glicose e acido glicurénico), a presenca de fimbrias, proteinas
da membrana externa e a secre¢do de macromoléculas, como os polissacarideos e os acidos
nucléicos (JOLY-GUILLOU, 2005; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; GADDY;
ACTIS, 2009; HOWARD; O’'DONOGHUE; SLEATOR, 2012).

A presenca de fimbrias e a producdo de proteinas associadas ao biofilme (BAP)
contribuem para iniciar o processo de producdo do biofilme, e posterior adesdo da bactéria
em determinadas superficies. Quando as fimbrias aderem-se as superficies, iniciam a
formacdo de micro coldnias, seguidas pelo completo desenvolvimento da estrutura desse
complexo multicelular. BAP esté@o presentes na superficie das células bacterianas e também
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e maturacdo do biofilme,
estabilizando-o em superficies bidticas e abidticas (HOWARD; O’DONOGHUE;
SLEATOR, 2012). Essa habilidade de A. baumannii em formar biofilmes e aderir-se em
objetos inanimados e determinadas superficies explica a alta prevaléncia dessa bactéria no
ambiente hospitalar (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Uma caracteristica dessa espécie é a capacidade de obter e utilizar fontes contendo
ferro o que possibilita sua sobrevivéncia tanto no hospedeiro quanto no ambiente. Essa
bactéria secreta uma variedade de moléculas envolvidas na aquisi¢do de ferro, incluindo o
sideroforo acinetobactina, e também produz um sistema de utilizacdo de heme (GORDON;
WAREHAM, 2009). O ferro além de auxiliar no controle da formacéo de biofilmes, também
desempenha um importante papel na expressao diferencial de genes bacterianos, alguns dos
quais sdo cruciais para a viruléncia de microrganismos patogénicos (GADDY; ACTIS, 2009).

Esse patdgeno também produz um lipopolissacarideo O, que atua em sinergismo com
o exopolissacarideo capsular, blogueando o sistema complemento do hospedeiro,
consequentemente evitando o contato desse sistema com a parede celular bacteriana, e dessa
forma, mantendo por mais tempo o microrganismo nos fluidos humanos (JOLY-GUILLOU,
2005).

Outras proteinas chaves que contribuem para a viruléncia de A. baumannii sdo a
fosfolipase D e C. Enquanto a fosfolipase D é importante para a resisténcia bacteriana, evasao
ao sistema imune do hospedeiro e patogénese, a fosfolipase C aumenta a toxicidade as células
epiteliais. Juntamente com OmpA e as fimbrias, as fosfolipases também auxiliam na adeséo
do agente patogénico aos epitélios (HOWARD; O’ DONOGHUE; SLEATOR, 2012).

Considerando que A. baumannii é frequentemente multirresistente aos
antimicrobianos, a identificagdo dos fatores que influenciam a viruléncia poderd auxiliar na

caracterizacdo dos isolados de baixo e alto potencial virulento. Com isso, pacientes de alto
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risco poderdo ser tratados precocemente e medidas preventivas deverdo ser tomadas,
evitando, dessa maneira, infecgdes cruzadas, e consequente aumento da morbidade e
mortalidade por esse microrganismo (JOLY-GUILLOU, 2005).

2.1.3 Impacto clinico de infec¢des causadas por A. baumannii

Acinetobacter baumannii € um patdégeno humano de extrema importancia, capaz de
causar infecgdes comunitérias e hospitalares (FOURNIER; RICHET, 2006), que merece
destaque devido ao nuamero de infecgdes que pode acarretar, a sua rapida emergéncia e
disseminacdo global, alta resisténcia aos antimicrobianos (MARAGAKIS; PERL, 2008;
GORDON; WAREHAM, 2009; McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012), além da sua
elevada resisténcia a dessecacao e aos desinfetantes (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Embora possa estar presente na comunidade, a maior prevaléncia de infec¢bes
causadas por esse microrganismo ocorre no ambiente hospitalar, acometendo especialmente
0s pacientes que estdo internados em UTI (MUNOZ-PRICE; WEINSTEIN, 2008).
Caracteristicas especificas dos pacientes tais como: idade avancada, supressao imune, traumas
ou queimaduras, e condicdes a que estdo submetidos como cateterismo, traqueostomia,
ventilacdo mecanica, alimentacdo enteral, e tratamento prolongado com antimicrobianos séo
fatores de risco para colonizacdo e infeccdo por essa espécie (Figura 2)
(KARAGEORGOPQOULOS; FALAGAS, 2008; MUNOZ-PRICE; WEINSTEIN, 2008).
InfeccOes por esse patdgeno estdo diretamente relacionadas com o aumento da morbidade e
com o prolongamento da internacdo no hospital (MARAGAKIS; PERL, 2008).

A pneumonia adquirida no hospital representa umas das manifestacdes clinicas mais
comuns de infeccbes causadas por essa bactéria. Essa infeccdo ocorre tipicamente em
pacientes que estdo recebendo ventilagdo mecanica em unidades de terapia intensiva (Figura
3) (McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).

Outra infeccdo causada comumente por A. baumannii é a bacteremia, proveniente
principalmente de infec¢des do trato respiratorio inferior e de dispositivos intravascular, além
de infec¢es de feridas e do trato urinario, em menor proporcao (Figura 3) (JOLY-GUILLOU,
2005; McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012). E elevada a taxa de mortalidade por
infeccBes dessa natureza, variando de 28 a 43% (McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).

Esse microrganismo também pode causar infec¢bes da pele, feridas e tecidos moles,
principalmente na populagdo militar, substancialmente nos militares que estdo em operagdes
de guerra (Figura 3) (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; McCONNELL; ACTIS;
PACHON, 2012). Além disso, esse patdgeno é bem conhecido pela intensa colonizagio e
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infeccdo em unidades de queimaduras, representando um grave problema para os pacientes
que estdo internados nessas instituicdes, devido a sua dificil erradicacéo, proveniente da sua
elevada resisténcia aos antimicrobianos (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Algumas patologias também podem ser causadas por essa bactéria, embora em menor
proporcdao, como endocardites, meningites, peritonites, artrites, osteomielites e ceratites
(FOURNIER; RICHET, 2006; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; WIECZOREK et al.,
2008; MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).
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Figura 3: Impacto clinico provocado por A. baumannii, os fatores que contribuem para este microrganismo
persistir no ambiente, colonizar e infectar o hospedeiro.
Fonte: Adaptado de Dijkshoorn; Nemec; Seifert, 2007.

2.1.4 Epidemiologia

Acinetobacter baumannii é ubiquo na natureza e pode ser encontrado no solo, agua,
animais e humanos (FOURNIER; RICHET, 2006). Raramente é encontrado como membro
da microbiota normal da pele. Estima-se que, no maximo, 3% da populacdo microbiana da
pele seja colonizada por essa bactéria (HOWARD; O’'DONOGHUE; SLEATOR, 2012). Esse
patdgeno oportunista também pode ser encontrado em alimentos e artropodes (FOURNIER,;
RICHET, 2006).

Um estudo realizado no Reino Unido descobriu que 30 de 177 legumes estavam

contaminados com Acinetobacter, sendo A. baumannii a espécie mais prevalente. Em um
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trabalho similar realizado em Hong-Kong, vegetais também apresentaram indices elevados
(53%) de contaminagéo por esse microrganismo (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Curiosamente, um estudo realizado com moradores de rua na Franga revelou um alto
indice de Acinetobacter (21%) em amostras de piolho, sugerindo um novo reservatorio
potencial para esse agente patogénico (HOWARD; O’ DONOGHUE; SLEATOR, 2012).

Além disso, € preocupante a colonizacdo desse microrganismo em instituicdes de
cuidados de saude. A infeccdo com A. baumannii usualmente acomete pacientes em estado
grave internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), e devido a sua alta taxa de
resisténcia aos antimicrobianos torna-se dificil a sua erradicacdo, refletindo em indices
elevados de mortalidade, de 26% a 68%, entre esses pacientes (MARAGAKIS; PERL, 2008).
No ambiente hospitalar, também é frequente a presenca de surtos com contaminacdo de
cortinas, equipamentos respiratorios, umidificadores, macanetas das portas, espanadores e
teclados de computadores (MARAGAKIS; PERL, 2008).

Paises da Europa, como Inglaterra, Franca, Alemanha, Italia, Espanha e Holanda tém
apresentado frequentes surtos hospitalares com A. baumannii. Outro problema recente que 0s
paises europeus estdo enfrentando, € a intensa resisténcia aos carbapenémicos, principalmente
na Turquia, Grécia, Italia, Espanha e Inglaterra (Figura 3) (PELEG; SEIFERT; PATERSON,
2008).

Figura 4: Paises que relataram surtos de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii. A cor vermelha
significa surtos notificados antes de 2006, e o amarelo significa surtos notificados desde 2006.
Fonte: Peleg; Seifert; Paterson, 2008
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Em 2003, um estudo realizado em um navio situado no Golfo Pérsico com soldados
feridos provenientes dos Estados Unidos, revelou que 4,1% de toda a infeccdo de pele e
tecidos estavam relacionados com A. baumannii (HOWARD; O’ DONOGHUE; SLEATOR,
2012).

Na Guatemala, Acinetobacter tem sido a segunda maior causa (17%) de pneumonias
associadas a ventilacdo mecanica, seguida apenas por P. aeruginosa que lidera essa infec¢do
com 19% (MUNOZ-PRICE; WEINSTEIN, 2008). A taxa de mortalidade é bastante elevada
em infecgdes deste tipo, variando de 40 a 70% (McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).

Marra e colaboradores analisaram 2.563 casos de infec¢fes da corrente sanguinea em
16 hospitais brasileiros em 2011. Os resultados revelaram que A. baumannii é a quarta causa
(12,5%) de infeccOes dessa natureza no Brasil, sendo Sthaphylococcus aureus (15,4%) o
patdgeno mais comum, seguido de Staphylococcus Coagulase Negativa (CoNS) e Klebsiella
spp. (13,2%).

Em 2012, outro estudo foi realizado no Brasil por Martins e colaboradores, em cinco
hospitais abrangendo apenas pacientes internados em UTI. Nesse estudo foi demonstrado que
a maioria dos isolados de A. baumannii (66,4%) estava presente no trato respiratorio inferior,

e em menor propor¢do no sangue (9,67%), urina (8,4%) e em culturas de feridas (6,99%).

2.1.5 Genoma

O genoma de A. baumannii apresenta um tamanho de 3.48 a 4.22 Mb, com contetdo
GC variando de 38.9% a 39.3%, além de possuir aproximadamente 4.010 genes que codificam
3.956 proteinas (Figura 5) (SMITH et al., 2007).
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Figura 5: Mapa circular do genoma de A. baumannii.
Fonte: Smith et al., 2007.

Todos os isolados dessa espécie contém pequenas regides genéticas altamente

conservadas que codificam proteinas com funcdes envolvidas na replicacdo, transcri¢éo e
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traducdo do DNA, bem como em varias vias metabolicas (ZHU et al., 2013). Essas regioes
abrangem diversos fatores de viruléncia partilhados pela maioria dos isolados, representando,
assim, determinantes de patogenicidade intrinsecas (IMPERI et al., 2011). Além disso, esse
microrganismo também possui no seu genoma uma classe D de oxacilinase intrinseca,
pertencente ao grupo de enzimas oxa-51 que constitui mais de 40 sequéncias variantes. A
natureza ubiqua dos genes oxa-51 nessa bactéria tornou este gene um marcador genético
importante na identificagdo desse microrganismo (HOWARD et al., 2012).

Adicionalmente, A. baumannii apresenta regides acessorias relativamente grandes nas
suas sequéncias genémicas, com numerosos determinantes de resisténcia aos antimicrobianos
e também de viruléncia, provavelmente adquiridos por processos de transferéncia horizontal
de genes (McCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).

Notavelmente, essa bactéria apresenta capacidade para adquirir e reorganizar
determinantes genéticos que desempenham um papel critico na sua patogenicidade, como 0s
sistemas de aquisicdo de ferro, heme e acinetobactina (McCONNELL; ACTIS; PACHON,
2012).

Por sua vez, infeccBes provocadas por esse patdgeno tornam-se cada vez mais
problematicas, devido ao numero elevado de genes de resisténcia encontrados em isolados
clinicos. Alguns isolados sdo resistentes a todos os antimicrobianos conhecidos
(MARAGAKIS; PERL, 2008). Essa resisténcia surge por uma combinacdo de mudancas
genéticas e de pressao seletiva. Trés classes de alteragdes genéticas contribuem para a
aquisicdo de um fendtipo de resisténcia: transferéncia horizontal de genes, amplificacdo de
genes (por duplicacdo e/ou aumento da expressdo), e mutacdo dos genes ou dos seus
promotores (resultando em perda ou aumento de funcdo) (ADAMS et al., 2011). A capacidade
de A. baumannii para adquirir mecanismos de resisténcia a antimicrobianos tem permitido
gue este microrganismo persista em ambientes hospitalares e facilitou o surgimento global de
isolados multi drogas resistente (MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).

No geral, a analise do genoma de A. baumannii confirma a natureza multifatorial e
combinatdria de fatores de viruléncia desse microrganismo (IMPERI et al., 2011). Essa
bactéria ganhou uma posicéo de lideranca entre os patdgenos oportunistas, e a sua propensao
para adquirir material genético exdgeno, sugere que eventos de transferéncia horizontal de
genes podem ocorrer com espécies filogeneticamente relacionadas que estejam
compartilhando o mesmo nicho ecoldgico, tais como ambiente hospitalar ou superficies de

pele e mucosas de hospedeiros colonizados (IACONO et al., 2008).
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2.2 Pseudomonas aeruginosa
2.2.1 Caracteristicas gerais

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo gram-negativo, aerdbico, ndo formador de
esporos, pertencente a familia Pseudomonadaceae (WHO, 2006). Mede de 1 a 5 um de
comprimento e 0,5 a 1 pum de largura. Possui flagelos polares e fimbrias, pequenos filamentos,
aderidos a sua superficie, o que Ihe confere intensa motilidade (Figura 6 (KIPNIS; SAWA;
WIENER-KRONISH, 2006). E um patdgeno oportunista e ubiquo presente em muitos
cenarios ambientais e que pode causar infecgdes em plantas, animais e humanos. A habilidade
de sobreviver em minimas condi¢Ges nutricionais e de suportar uma variedade de condic¢des
fisicas tem permitido a este microrganismo persistir tanto em ambiente comunitario quanto
hospitalar (MATHEE et al., 2007; LISTER; WOLTER; HANSON, 2009).

Figura 6: Microscopia eletronica de bacilos de P. aeruginosa.
Fonte: http:// http://www.pseudomonas.com/.

Para a identificacdo bioquimica da espécie, devem ser consideradas algumas
caracteristicas metabdlicas: P. aeruginosa é nao fermentadora de carboidratos, é produtora de
3 citocromo-oxidase, utiliza o nitrato em substituicdo ao oxigénio como aceptor final de
elétrons, produz Arginina dehidrolase e Ornitina-descarboxilase (MENEZES et al., 2004) e
sintetiza um exopolissacarideo mucoide, o alginato (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH,
2006). Além disso, essa espécie produz pigmentos fluorescentes e sollveis em dgua, como a
piocianina e a pioverdina. A piocianina é produzida por mais da metade dos isolados clinicos,
apresenta-se azul ou verde em pH neutro ou alcalino, sendo a origem do nome aeruginosa
(GIAMARELLOU, 2002).

A transmissdo da P. aeruginosa pode acontecer pelo contato direto entre pessoas
contaminadas e via reservatorios ambientais (GASPAR et al., 2013). Esta bactéria é
responsavel por infec¢bes graves, na maioria das vezes, nosocomiais, e geralmente acomete

individuos imunocomprometidos, principalmente agueles com neutropenia e queimaduras
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graves, além de ser o patdgeno mais comum encontrado nas vias aéreas de pacientes com
Fibrose Cistica (FC) (LYCZAK; CANNON; PIER, 2000; KIPNIS; SAWA; WIENER-
KRONISH, 2006; WOODWARD et al., 2010; GASPAR et al., 2013; GELLATLY;
HANCOCK, 2013).

2.2.2 Patogenicidade

Normalmente, todos os casos de infec¢do por P. aeruginosa estdo associados com o
comprometimento da defesa imune do hospedeiro, que o predispde a uma variedade de
infeccbes bacterianas e fangicas. H& uma gama de doencas humanas causadas por P.
aeruginosa, dentre elas destacam-se a bacteremia em vitimas de queimaduras graves, infeccéo
pulmonar cronica em pacientes com FC e ceratite ulcerativa aguda em usuarios de lentes de
contato gelatinosas de uso prolongado (LYCZAK; CANNON; PIER, 2000).

A patogenicidade desse microrganismo estd associada a sua capacidade invasiva e
toxigénica e apresenta um carater multifatorial, em que é determinada por inimeros fatores
de viruléncia durante o processo infeccioso (LIVERMORE, 2002). Dentre eles destacam-se
os fatores de viruléncia da superficie das células bacterianas (flagelo, fimbrias,
lipopolissacarideo e alginato), fatores de viruléncia secretado (piocianina, pioverdina,
proteases, elastases, fosfolipideo C e exotoxina A) e o sistema de secrecao tipo 111 (KIPNIS;
SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

Esse patdgeno possui um unico flagelo polar e numerosas fimbrias pequenas tipo 4
também localizadas no pélo da célula (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Ambas as estruturas
protéicas sdo responsaveis pela motilidade da espécie (KIPNIS; SAWA; WIENER-
KRONISH, 2006; GELLATLY; HANCOCK, 2013). O flagelo é o principal meio de
motilidade da bactéria, movimenta-se em forma de hélices ou parafusos, enquanto que a
motilidade mediada pelas fimbrias, deve-se a propriedades contracteis destas estruturas, o que
permite que a bactéria se espalhe ao longo de superficies hidratadas. Esta Ultima caracteristica
facilita a rapida colonizacdo das vias aéreas (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

Adicionalmente, o flagelo e as fimbrias também desempenham um papel crucial na
fase de adesdo e colonizacgéo de P. aeruginosa. Durante a infeccéo, a bactéria pode se aderir
as células epiteliais do hospedeiro através da ligacdo do flagelo e das fimbrias, que sdo
importantes adesinas, a um glicolipideo de membrana, o asialo GM1, iniciando, desta forma,
uma forte resposta inflamatdria (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; GELLATLY;
HANCOCK, 2013). Estudos tem demonstrado claramente que as bactérias deficientes em

qualquer uma destas estruturas tém viruléncia reduzida, tanto na sua capacidade de persistir
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quanto na capacidade para difundir-se pelo organismo do hospedeiro (LYCZAK; CANNON;
PIER, 2000).

Além disso, P. aeruginosa possui uma membrana externa composta principalmente
de lipopolissacarideo (LPS), que associa um dominio hidréfobo, lipidio A, a uma cauda
hidrofilica composta de polissacarideos especificos “O”. As variagcdes nas cadeias deste
polissacarideo sdo a base para a identificacdo antigénica dos sorotipos da espécie. O LPS
também desempenha um papel de adesdo na bactéria através da ligacdo ao asialo
GM1(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

Um exopolissacarideo mucoide, o alginato, também produzido por essa espécie,
realiza um papel similar ao LPS, funcionando como uma adesina, ancorando a bactéria para
colonizar o epitélio respiratorio (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006). A infeccdo
inicial provocada por essa bactéria é causada pela producédo de toxina (PALLERONI, 1998)
e usualmente envolve uma cepa ndo-mucoide, que é capaz de penetrar nas mucosas do
hospedeiro através da atividade flagelar e apresentam-se sensiveis a antibioticoterapia
(GASPAR et al., 2013). Em contrapartida, quando a infec¢do ndo € identificada e tratada
precocemente, sobretudo em pacientes com FC, evolui para a forma cronica e em resposta as
reacOes inflamatdrias do hospedeiro a bactéria aumenta a sintese de alginato. Esta sintese
exacerbada de alginato (biofilme) protege a bactéria da fagocitose, respostas imunes do
hospedeiro e do tratamento com antimicrobianos, tornando a cepa resistente (KIPNIS;
SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; GASPAR et al., 2013).

Numerosos efeitos patogénicos da P. aeruginosa sao produzidos pela Piocianina, um
pigmento azul-esverdeado secretado por esta bactéria que confere uma coloracdo peculiar as
suas colonias. Este metabdlito causa estresse oxidativo ao hospedeiro, interrompe o transporte
de elétrons mitocondrial, induz a apoptose em neutréfilos, bem como inibe a fagocitose dos
corpos apoptoticos pelos macrofagos (Figura 7) (GELLATLY; HANCOCK, 2013).

Outro fator de viruléncia secretado por este patdgeno oportunista € a pioverdina, um
siderdéforo quelante de ferro, que regula a secrecdo de outros fatores de viruléncia, como a
exotoxina A e uma endoprotease (Figura 7) (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

A disseminacdo da P. aeruginosa pelo hospedeiro também é parcialmente dependente
da producdo de elastase bacteriana, secretada pelo sistema de secrecdo tipo Il e outras
proteases, secretadas pelo sistema de secre¢éo tipo | (LYCZAK; CANNON; PIER, 2000;
KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006). Esse microrganismo produz duas elastases,
LasA e LasB (GELLATLY; HANCOCK, 2013), que degradam as proteinas colageno e nao-
colageno, e rompem a integridade da membrana basal do hospedeiro (LYCZAK; CANNON;
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PIER, 2000). A elastase, também desempenha um papel crucial na patogénese das infec¢oes
respiratorias provocadas por P. aeruginosa através da ruptura do epitélio respiratério,
aumentando assim a permeabilidade epitelial e facilitando o recrutamento de neutrofilos, além
de diminuir a resposta imune do hospedeiro por clivar proteinas surfactantes A e D do trato
respiratorio, aumentar os niveis de IL-8 e inativar o receptor 2 de proteases (Figura 7)
(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

Vérias proteases, como a protease alcalina e a protease 1V, uma protease serina,
também sdo secretadas por esta bactéria. Estas proteases tem papel estabelecido em infecgdes
oculares e em sepse, onde podem degradar imunoglobulinas e fibrinas, além de romper células
epiteliais (Figura 7) (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; GELLATLY;
HANCOCK, 2013).

Através do sistema de secrecdo tipo I, a P. aeruginosa também secreta outros fatores
de viruléncia, como a Fosfolipase C e a Exotoxina A. Ambos sdo secretados no espaco
extracelular. A Fosfolipase C participa da patogénese das lesdes pulmonar aguda e de
inflamacdes. Assim como a elastase, parte do efeito patogénico da Fosfolipase C é devido a
inativacdo surfactante (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; GELLATLY;
HANCOCK, 2013). Além disso, podem suprimir a resposta oxidativa dos neutréfilos dos
hospedeiros. O outro fator de viruléncia secretado pelo sistema de secrecéo Il é a exotoxina
A, responsével por deprimir o sistema imune do hospedeiro (KIPNIS; SAWA; WIENER-
KRONISH, 2006) (Figura 7).
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Figura 7: Esquema dos Sistemas de Secrecdo tipo | e 11 de P. aeruginosa.
Fonte: Adaptado de Kipnis; Sawa; Wiener-Kronish, 2006.
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A capacidade toxigénica de P. aeruginosa depende do sistema de secrecéo tipo I,
que insere toxinas diretamente na célula hospedeira, através de um apéndice em forma de
agulha que forma um poro na membrana das células afetadas, permitindo a translocacgdo de
proteinas efetoras da bactéria para o hospedeiro (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH,
2006). Esse sistema é o maior determinante de viruléncia desse patdgeno e sua expressao esta
frequentemente associada com graves infecgdes invasivas e com o0 aumento da mortalidade
em pacientes infectados (GELLATLY; HANCOCK, 2013). S&o quatro as toxinas conhecidas,
ExoY, ExoS, ExoT e ExoU, que sdo expressas variavelmente em diferentes isolados (Figura
8) (LYCZAK; CANNON; PIER, 2000; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006;
GELLATLY; HANCOCK, 2013).
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Figura 8: Esquema dos fatores de viruléncia de P. aeruginosa, destacando o sistema de secrecao tipo Il1.
Fonte: http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:Paeruginosa_path.png

2.2.3 Impacto clinico de infec¢Bes causadas por P. aeruginosa

As infecgOes causadas por P. aeruginosa estdo associadas a um alto padrdo de
mortalidade e sdo dificeis de serem erradicadas do sangue ou de tecidos infectados, porque
esses microrganismos sdo altamente virulentos e tém uma suscetibilidade limitada aos
antimicrobianos (LOUREIRO et al., 2002).

Conhecido por ser um patégeno oportunista, essa espécie coloniza principalmente
pacientes que sofreram traumas ou com alguma quebra das barreiras cutdneo-mucosas, como
ventilagdo mecénica, traqueostomia, cateteres, cirurgia ou queimaduras graves.
Adicionalmente, podem causar infecgdes do trato urinario, do sistema respiratorio, dermatite,
infeccOes dos tecidos moles, bacteremia e uma variedade de infecgdes sistémicas,
particularmente em doentes que estdo gravemente imunocomprometidos (PALLERONI,
1998; LISTER; WOLTER; HANSON, 2009; GELLATLY; HANCOCK, 2013).
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E um importante patégeno respiratorio em pacientes com FC, doenca genética que
apresenta como manifestacfes clinicas principais a doenca pulmonar obstrutiva cronica e a
insuficiéncia pancredtica exdcrina. Apesar da terapia intensiva com antimicrobianos e 0s
mecanismos de defesa do sistema imunitario do hospedeiro, P. aerguniosa tem a capacidade
de sobreviver e persistir durante anos nos pulmdes de pacientes com FC, devido aos seus
mecanismos adaptativos, como a capacidade de formar biofilmes, desenvolver um fenétipo
mucoéide e perder as porinas das membranas (que sdo extremamente importantes para a
difusdo dos antimicrobianos), ou, até mesmo, desenvolver um mecanismo ativo de efluxo de
drogas (GASPAR et al., 2013). Alem disso, essa bactéria causa comumente pneumonia,
principalmente em pacientes com neutropenia, imussuprimidos e que estdo passando por
ventilacdo mecénica (KNOWLES, GILLIGAN & BOUCHER, 1995; BARTH & PITT, 1998;
LISTER; WOLTER; HANSON, 2009).

Uma das caracteristicas de P. aeruginosa em infeccGes respiratorias cronicas € a
elevada prevaléncia de isolados hipermutaveis (OLIVER & MENA, 2010). Estas variantes
sdo encontradas em 30 a 60% de pacientes com FC podendo apresentar um aumento de até
1000 vezes na taxa de mutacdo (OLIVER, 2010).

Essa espécie é especialmente problematica quando acomete pacientes gravemente
hospitalizados em UTI (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009). Uma caracteristica marcante
das infeccBes adquiridas em UTI é a multirresisténcia (SADER et al., 1993; GOLDMANN
& HUSKINS, 1997). Os percentuais de resisténcia sao mais elevados nas amostras isoladas
nestas unidades de tratamento, refletindo maior intensidade de uso de antimicrobianos nesse
ambiente, e, possivelmente, transmisséo de isolados multirresistentes entre os pacientes. As
infecgBes causadas por esse microrganismo séo frequentemente dificeis de tratar devido a sua
viruléncia e resisténcia antimicrobiana (EL SOLH & ALHAJHUSAIN, 2009). Por fim, P.
aeruginosa interage com células hospedeiras desencadeando a formacdo de feridas ou na
deterioracdo adicional das defesas do hospedeiro (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH,
2006).

2.2.4 Epidemiologia
Pseudomonas aeruginosa e cosmopolita em sua distribuicdo, sendo isolada do solo,

de plantas, de animais e de humanos. As minimas necessidades nutricionais, evidenciadas por

sua capacidade de crescer em agua destilada e sua tolerancia a uma ampla variedade de
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condicdes fisicas, incluindo temperatura, contribuem para o sucesso ecolégico dessa espécie
e, em Ultima anélise para seu papel como agente oportunista (KISKA E GILLING, 1999).

Este patdgeno oportunista e ubiquitario tém sido frequentemente encontrado em
diversos sitios hospitalares, como em pisos, grades de cama, pias, em maos dos enfermeiros
(LYCZAK; CANNON; PIER, 2000), além de persistir e multiplicar-se em equipamentos
(GASPAR et al., 2013), principalmente os de terapia respiratéria (LISTER; WOLTER,;
HANSON, 2009), o que sugere que altos padrdes de higiene devem ser aplicados na tentativa
de minimizar o risco de infec¢cdo cruzada (GASPAR et al., 2013). Reservatdrios comunitarios
deste microrganismo incluem antissépticos, sabdes, pias, espanadores, piscinas de fisioterapia
e hidroterapia, banheiras de hidromassagem, solucdes para lentes de contato, umidificadores
de casa, solo e a rizosfera, e 0s legumes (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009).

Pseudomonas aeruginosa é raramente um membro da flora microbiana normal em
humanos. As taxas de colonizacgdo representativas para sitios especificos em humanos sao de
0 a 2% para a pele, 0 a 3,3% para a mucosa nasal, 0 a 6,6% para a garganta, e 2,6 a 24% para
amostras fecais. Entretanto, o rompimento da flora bacteriana normal é frequentemente
observado em pacientes hospitalizados na qual a taxa de colonizacdo pode exceder 50%,
especialmente em pacientes que tenham sofrido traumas, quebra da barreira cutdneo-mucosa
ou que estdo com a imunidade debilitada (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009). Essa taxa
de colonizagdo aumenta com o tempo de permanéncia no hospital e com o uso de
antimicrobianos.

Em pacientes com FC, P. aeruginosa é o agente patogénico de maior prevaléncia e
que infecta 54,4% de toda a populacdo que sofre com essa patologia, sendo que a maioria
(80%) dos pacientes acometidos é jovem com idade aproximada aos 18 anos (GASPAR et
al., 2013).

Nos Estados Unidos, é a segunda causa de pneumonias nosocomiais (LISTER,;
WOLTER; HANSON, 2009), entretanto é a bactéria, entre todos os patdgenos hospitalares,
que lidera casos de pneumonia pediatrica em UTI (JONES et al., 2009); é a terceira causa
mais comum de infecc¢Bes do trato urinario e é o patdgeno mais frequentemente isolado em
infeccBes de sitio cirrgico. No Brasil, é o0 segundo agente patogénico mais isolado em
infeccdes de sitio cirdrgico e o sexto em infecgbes da corrente sanguinea (SADER et al.,
2001).

Estudos epidemioldgicos realizados no Brasil pelo Antimicrobial Surveillance
Program (SENTRY), programa mundial e longitudinal de vigilancia de resisténcia a

antimicrobianos, mostraram que P. aeruginosa foi o patégeno mais frequente (30,1%) isolado
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do trato respiratorio inferior de pacientes com pneumonia internados em hospitais brasileiros
(SADER et al., 2001). Em 2003, Kiffer e colaboradores realizaram um estudo referente a
susceptibilidade de bactérias Gram-negativas envolvidas em infec¢bes hospitalares como
parte do programa MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection).
Este programa realiza um trabalho de vigilancia global, anual e multicéntrico que compara a
atividade de varios agentes antimicrobianos de amplo espectro entre centros médicos que
utilizam carbapenémicos. Neste estudo, P. aeruginosa foi 0 microrganismo mais prevalente
(30,3%) entre os isolados estudados. Recentemente, essa espécie também apresentou maior
prevaléncia (26%) entre os isolados clinicos provenientes de um hospital universitario na
cidade de Recife, Pernambuco (PIRES et al., 2009).

2.2.5 Genoma

O sucesso de P. aeruginosa como um agente oportunista deve-se substancialmente a
sua versatilidade e adaptabilidade codificada no seu genoma. Comparada com muitas outras
bactérias que causam doengcas em humanos, esse microrganismo tem um genoma
relativamente grande, variando de 6.22 a 6.91 Mb (GELLATLY; HANCOCK, 2013).

Quando comparadas as cepas de referéncia, como a PAO1 e PA14, observa-se um
grande nimero de regides conservadas, em torno de 89 a 98%, entre 0 genoma desta espécie
(Figura9) (LEE et al., 2006). A conservacdo notavel de genes que codificam proteinas
associadas com a viruléncia indica que a maioria dos isolados independentemente da fonte,
possuem 0s mecanismos patogénicos basicos necessarios para causar uma grande variedade
de infec¢bes em humanos (WOLFGAN et al., 2003).

Essas estruturas conservadas presentes no genoma da P. aeruginosa sdo interpassadas
por regibes de plasticidade, que sdo especificas de cada cepa, adquiridas através da
transferéncia horizontal de blocos de genes e/ou pela delecdo de segmentos cromossomais
especificos (MATHEE et al., 2007; GELLATLY; HANCOCK, 2013).
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Figura 9: Mapa circular dos genomas das cepas de P. aeruginosa PAOL e PA14.
Fonte: Adaptado de Lee et al., 2006; http://www.pseudomonas.com/

Pseudomonas aeruginosa tem a maior proporcdo (8,4%) de genes regulatorios
observados entre 0s genomas bacterianos sequenciados. Diferindo da Escherichia coli que
apresenta 5,8%, do Bacillus subtilis com 5,3% e do Mycobacterium tuberculis, que possui um
genoma com tamanho similiar ao da P. aeruginosa, porém apresenta uma quantidade bem
inferior de genes regulatorios, em torno de 3% (STOVER et al., 2000). Esta elevada
quantidade de genes regulatérios presentes no genoma da P. aeruginosa poderia explicar a
adaptabilidade desta bactéria a tantos ambientes e a sua impressionante variedade de
mecanismos patogénicos (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

Outra faceta do genoma da P. aeruginosa é o grande numero de genes paralogos, que
surgiram por duplicacdo génica, com a finalidade de criar familias de produtos de genes que
se sobrepdem funcionalmente, mas que tém propriedades distintas ou que sdo regulados de
formas diferentes (GELLATLY; HANCOCK, 2013).

Observa-se, também, um grande numero de genes envolvidos no catabolismo,
transporte e efluxo de compostos organicos, além da producdo de enzimas que conferem
resisténcia aos antimicrobianos (VAHDANI et al., 2012). Essas caracteristicas, em conjunto
com o tamanho e a complexidade do genoma, refletem a adaptacdo evolutiva dessa espécie e

sua resisténcia a um amplo espectro de antimicrobianos (STOVER et al., 2000).

2.3 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

InfeccBes comunitérias e hospitalares provocadas por A. baumannii e P. aeruginosa
apresentam notoriamente um sério desafio terapéutico, sendo essencial a selecdo do
antimicrobiano apropriado para iniciar o tratamento dessas infec¢des, a fim de que o resultado

clinico seja otimizado. Entretanto, a selecdo do antimicrobiano mais adequado é bastante
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complicada, devido a capacidade que esses microrganismos tém em desenvolver resisténcia
a multiplas classes de agentes antimicrobianos, mesmo durante o decurso do tratamento
(MARAGAKIS; PERL, 2008; LISTER; WOLTER; HANSON, 2009).

Estudos revelam que as infeccBes provocadas por isolados multidrogas resistentes
(MDR), que possuem resisténcia a trés ou mais classes de drogas, estdo associadas com 0
aumento significativo da morbidade, mortalidade, necessidade de interveng&o cirurgica, além
do aumento do tempo de internacdo e do custo total do tratamento da infec¢do (LISTER;
WOLTER; HANSON, 2009; ZAVASCKI, et al., 2010).

Essas bactérias apresentam mecanismos de resisténcia bastante similar, e podem
adquirir genes de resisténcia entre si e/ou de outras espécies de microrganismos
(MARAGAKIS; PERL, 2008). A. baumannii e P. aeruginosa apresentam trés mecanismos
principais de resisténcia: intrinseca, adquirida ou adaptativa. Algumas vezes, esses trés
mecanismos podem estar presentes em um mesmo isolado (GELLATLY; HANCOCK, 2013),
tornando a sua erradicacdo um desafio para os médicos (ZAVASCKI et al., 2010).

A resisténcia intrinseca é devido, principalmente, a baixa permeabilidade das suas
membranas externas, a expressao constitutiva da bomba de efluxo (Mex), e a producao de
uma [-lactamase cromossdmica induzivel, a AmpC e de oxacilinases (MARAGAKIS; PERL,
2008; ZAVASCKI, et al., 2010; GELLATLY; HANCOCK, 2013).

E estimado que a permeabilidade da membrana externa de P. aeruginosa seja de 10 a
100 vezes menor do que a de outros microrganismos, como por exemplo, E. coli, além de
possuir menor quantidade de canais de porinas, canais, estes, formados por proteinas, tais
como a OprF, OprD e OprB, e que estdo localizados dentro da membrana externa da bactéria,
sendo a porta de entrada de diversos antimicrobianos, como os p-lactamicos (GELLATLY;
HANCOCK, 2013).

Em A. baumannii, as proteinas que compde a sua membrana externa sao a HMP-AB,
CarO e OmpW, sendo a sua maior proteina, HMP-AB, homobloga a OprF de P. aeruginosa.
A baixa permeabilidade das membranas desses dois microrganismos, que limita a taxa de
penetracdo de moléculas de antimicrobianos em suas células, associada a ineficiéncia nos
canais de porina, tornam estas bactérias resistentes a uma gama de antimicrobianos, incluindo
os aminoglicosideos, fluoroquinolonas ¢ os B-lactdmicos (BREINDENSTEIN et al., 2011;
MARAGAKIS; PERL, 2008).

Outro mecanismo relacionado a resisténcia intrinseca € a expressdo constitutiva da
bomba de efluxo (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Uma analise do genoma de P.

aeruginosa revela a existéncia de 12 sistemas de bombas de efluxo, porém apenas a
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funcionalidade de seis sistemas foi confirmada experimentalmente (SCHWEISER et al.,
2003). Essas bombas podem ejetar varios antimicrobianos, como cloranfenicol,
fluoroquinolonas, macrolidos, novobiocina, sulfonamidas, tetraciclinas, trimetoprima, além
de detergentes. Entretanto, representantes das classes das penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos, monobactamicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas e polimixinas
conseguem superar as defesas inerentes a P. aeruginosa e sdo ativos contra a maioria dos
isolados. Todos, no entanto, sdo propensos a serem comprometidos pela resisténcia
mutacional, como por exemplo, mutacdes das enzimas topoisomerases Il e IV que resulta em
resisténcia as flouroquinolonas (LIVERMORE et al., 2002).

A bomba de efluxo usualmente presente em isolados de A. baumannii, é a AdeABC.
Esta bomba confere resisténcia a uma ampla gama de antimicrobianos, como o0s
aminoglicosideos e, quando super expressada, diminui a susceptibilidade as fluoroquinolonas,
tetraciclina, tigeciclina, cloranfenicol, eritromicina, trimetroprima e meropenem
(MARAGAKIS; PERL, 2008; ZAVASCKI et al., 2010).

Além disso, A. baumannii e P. aeruginosa produzem baixos niveis de AmpC, sendo
susceptiveis a terapia com penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. Em contrapartida,
quando a producdo de AmpC é significativamente aumentada, a P. aeruginosa desenvolve
resisténcia a todos os farmacos B-lactdmicos, com exce¢édo dos carbapenémicos. A maneira
como esses mecanismos funcionam néo estdo totalmente elucidados. Mas, acredita-se que a
superproducdo de AmpC aliada a mecanismos de resisténcia adicionais contribuiria
significativamente para a resisténcia desta bactéria aos carbapenémicos (LISTER; WOLTER;
HANSON, 2009).

Esses patdgenos produzem uma enzima denominada oxacilinase. Essa enzima recebe
essa designacdo devido ao seu alto potencial de atividade hidrolitica contra cloxacilina,
oxacilina e metilcilina. Sdo diversas as oxacilinases codificadas por A. baumannii e P.
aeruginosa, dentre elas destacam-se a oxa-50, uma oxacilinase com propriedade
carbapenémica produzida por P. aeruginosa, e a oxa-51, intrinseca de A. baumannii, que
possui propriedades B-lactdmicas, além de aumentar a hidrélise ao imipenem (ZAVASCKI et
al., 2010).

Em adicdo a elevada resisténcia intrinseca, esses patogenos podem apresentar dois
mecanismos de resisténcia adquirida: a transferéncia horizontal de elementos genéticos e a
resisténcia mutacional (ZAVASCKI et al., 2010; BREIDENSTEIN et al., 2011). Elementos
de DNA, incluindo plasmideos, transposons, integrons, profagos e ilhas de resisténcia podem

ser transferidos entre as bactérias via conjugacao, transformacao ou por transducéo, podendo
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conferir resistténcia a um ou mais antimicrobianos (ZAVASCKI et al., 2010;
BREIDENSTEIN et al., 2011; GELLATLY; HANCOCK, 2013).

A resisténcia adaptativa acontece quando condigdes tais como exposigdes a
concentracdes antimicrobianas subinibitorias, formacéo de biofilmes e motilidade do tipo
swarming levam ao aumento da resisténcia. Essas condi¢cdes aumentam a regulacao de genes
que podem conferir resisténcia (BREINDENSTEIN et al. 2011).

2.4 Tipagem molecular em A. baumannii e P. aeruginosa

Nos ultimos anos, verificou-se um aumento significativo no desenvolvimento de
métodos moleculares para deteccdo e caracterizacdo de bactérias patogénicas, aumentando
assim a compreensdo da variabilidade genética inter e intra espécies (GRISSA et al., 2008).

A tipagem molecular utilizada na identificacdo de bactérias patogénicas é util,
particularmente em situacdes epidémicas, pois evidencia a presenca de um clone
predominante ou a policlonalidade, possibilitando avaliar se a transmisséo ocorreu pessoa a
pessoa ou se resultou do uso excessivo de antimicrobianos (SAIMAN et al., 2003; KIM,
2009).

Existem varios métodos diferentes para tipagem molecular de bactérias. Entretanto,
estes métodos diferem quanto ao custo, tempo de execucdo (BOTES et al., 2003), poder
discriminatorio, reprodutibilidade, facilidade de interpretagdo e de armazenamento dos
resultados em bancos de dados (GRISSA et al., 2008).

Segundo Tenover et al. (1995), a tipagem molecular tem possibilitado grandes
avancos no campo da epidemiologia, pois tem facilitado a identificacdo de reservatorios,
fontes de infeccdo e cadeias de transmissdo. Desta forma, a tipagem deve ser aplicada a
isolados que estejam relacionados a pelo menos um dos itens: (1) a uma area especifica na
qual a infeccdo esta ocorrendo; (2) a um periodo comum a uma dada infeccéo, (3) ou a uma
fonte comum de infecgéo.

Diferentes técnicas tém sido empregadas para identificacdo e comparacéao de isolados
bacterianos, sendo a maioria baseada na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (POURCEL
et al., 2005; VU-THIEN et al 2007; HAUCK Y et al., 2012; FU et al., 2013; MARIM et al.,
2013; GOMILA et al., 2013; WOLSKA; KOT, 2013)

Em A. baumannii e P. aeruginosa, vérias técnicas moleculares vem sendo aplicadas
em estudo de tipagem molecular, a exemplo do que pode ser visto nos trabalhos realizados
com Ribotipagem (DENAMUR et al., 1991; CHEN et al.,, 2007), PCR baseado em
fingerprinting (ELAICHOUNI et al., 1994; ERAC et al., 2012), Eletroforese em Gel de
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Campo Pulsado (PFGE) (JOHNSON et al., 2007; TURTON; MATOS; PITT, 2009; WANG
et al., 2013), tipagem com MLST (KRIZOVA; NERMEC, 2010; GOMILA et al., 2013),
Anélise de Sequéncias Relativamente Curtas (CRISPR) (POURCEL et al., 2011; VAN et al.,
2012), além da Analise de Multiplos Locos do Numero Variavel de VNTR (MLVA) (VU-
THIEN et al., 2007; TURTON; MATOS; PITT, 2009; HAUCK et al., 2012). Essas técnicas,
na sua maioria, sdo aplicadas para melhor compreender a epidemiologia da infec¢do causada
por esse microrganismo e/ou para identificacdo de clones multirresistentes, bem como a

existéncia de alguns complexos clonais dentro de populacées distintas (GRISSA et al., 2008).
2.5 Analise do Numero Variavel de Repeti¢cGes em Tandem (VNTR) por meio do MLVA

Atualmente, uma das maneiras para avaliar a heterogeneidade genética e a
disseminacéo clonal das espécies presente em populacdes de A. baumannii e P. aeruginosa é
por meio da Andlise de Mudltiplos Locos do Numero Varidvel de VNTR (MLVA)
(ONTENIENTE et al., 2003; VU-THIEN et al., 2007; HAUCK et al., 2012; POURCEL et
al., 2011). Esta técnica esta sendo utilizada com sucesso em diversas espécies bacterianas,
como Bacillus anthracis (VAN et al., 2007), Yersinia pestis (POURCEL et al., 2004),
Mycobacterium tuberculosis (LIANG et al., 2012), Legionella pneumophila (VISCA et al.,
2011), Sthapylococcus aureus (POURCEL et al., 2009), Coxiella burnetti (SANTOS et al.,
2012), Brucella melitensis e Brucella abortus (JIANG et al., 2013).

Os locos VNTR consistem em sequéncias repetitivas (repeats) (Figura 10) que sofrem
frequentes mutagdes resultando, na maioria das vezes, em altera¢cdes no nimero de repeticoes.
Essas mutacGes ocorrem durante a replicagédo do DNA e podem surgir em combinagdo com
falhas durante o mecanismo de reparo (STRAND et al., 1993). As repeticdes variam em
tamanho, localizacao, complexidade e modo em que se repetem. Quando possuem entre 6 e 9

pb sdo denominadas de microssatélites (BJORN et al., 2005).

-

= i VNTR TGGTGGCGAAGGCGCCGGCCCACGCGCACAAGGAGAAAGGCAGGC

“>~.__ TTCACGAACACGAACACGAACACGAACACGAACACGAACACGAACA

s \
! A
/ A

Repeats

g .-~ AAAACGGTCATGCCGATATCCTCGGTCACTAATCCGGAAGCCCTACG

Figura 10: Esquema representativo destacando as unidades de repeti¢des (repeats) presentes em um loco
VNTR.
Fonte: autor
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Em A. baumannii, Turton et al. (2009) realizaram a analise de 13 locos VNTR, que
apresentaram elevada variabilidade genética, embora apenas oito locos tenham amplificado
nos isolados analisados. Essa técnica esta sendo utilizada rotineiramente, em centenas de
isolados, tendo em vista que fornece informacdes Uteis na identificacdo e diferenciacdo dos
isolados, através de combinacBes com dados epidemiologicos.

Em 2011, Pourcel e colaboradores analisaram 25 isolados de duas institui¢cbes da
Europa e sugeriram um esquema com 10 locos VNTR (Abaum_0017, Abaum_0826,
Abaum_0845, Abaum_ 01988, Abaum_2240, Abaum_2396, Abaum_3002, Abaum_3406,
Abaum_3468 e Abaum_3530). Dois locos, Abaum_0017 e Abaum_3406, apresentaram
problemas na amplificacdo, devido a presenca de bandas duplas e/ou triplas, e amplificacdo
em apenas 50% dos isolados, respectivamente. Diante disso, estes dois locos foram retirados
das andlises dos perfis genéticos. Esse estudo verificou a adequada reprodutibilidade
interlaboratorial dessa técnica e a concordancia epidemiolodgica entre os isolados.

Hauck et al. (2012) analisaram 106 isolados de A. baumannii em 10 locos VNTR, 0s
mesmos utilizados por Pourcel et al. (2011), provenientes de um hospital pediatrico e quatro
hospitais militares franceses. Esses autores demonstraram que a incidéncia crescente de A.
baumannii em infec¢bes hospitalares requer medidas para caracterizar rapidamente 0s
isolados e identificar clones emergentes, sendo a técnica do MLVA (til para tais pesquisas.

O primeiro estudo baseado na andlise dos VNTR em P. aeruginosa ocorreu em 2003
com o trabalho de Onteniente e colaboradores. Nesse estudo, foram selecionados e aplicados
sete locos VNTR em 89 isolados clinicos, os quais foram subtipados em 71 gendtipos
distintos, revelando o alto poder discriminatorio dessa regido do genoma.

Em 2007, Vu- Thien e colaboradores utilizaram um esquema de 15 locos VNTR em
P. aeruginosa isoladas de pacientes com Fibrose Cistica. Enquanto que, Turton et al. (2010)
utilizaram12 locos. Entretanto, este autor, sugeriu um novo esquema simplificado para a
amplificacdo dos locos VNTR em P. aeruginosa com a utilizacdo de oito locos polimérficos
(ms172, ms207, ms209, ms211, ms213, ms214, m217 e ms222) um ndmero reduzido quando
comparados aqueles descritos previamente (ONTENIENTE et al., 2003; VU-THIEN et al.,
2007; TURTON et al., 2009; SOBRAL et al., 2012), porém, sem comprometimento da analise
discriminatoria destas regides. Ambos os estudos demonstraram que o0 MLVA é uma técnica
de genotipagem eficiente que pode ser aplicada ao estudo sistematico de P. aeruginosa.

A aplicacdo dessa técnica também tem proporcionado um elevado numero de
informagdes para estudos epidemioldgicos e de rastreamento de infec¢fes causadas por esse

patogeno. Larché et al. (2012), por exemplo, determinaram a diversidade genética em
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linhagens de P. aeruginosa multirresistentes de dois hospitais franceses. Nesse estudo, foram
identificados cinco clones e comparado seus genotipos com isolados de outros trés paises.

Por outro lado, Sobral et al. (2012), realizando ensaios automatizados com VNTR por
meio de PCR multiplex, genotiparam 83 isolados provenientes de oito pacientes com FC. Os
resultados identificaram a presenca de um genotipo que persistiu durante oito anos de infeccao
cronica, além da presenca de variantes de VNTR, revelando a evolugdo das estirpes ao longo
do periodo de infecgéo.

No Brasil, a analise dos locos VNTR nunca foi realizada nas espécies de A. baumannii
e P. aeruginosa. Diante disso, a proposta deste trabalho foi a aplicacdo do estudo de um
esquema simplificado dos locos VNTR como ferramenta para tipagem molecular desses
patdgenos, a fim de que os resultados obtidos auxiliem na caracterizagdo, verificacdo da

diversidade clonal e persisténcia desses isolados no cenério hospitalar.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:
e Realizar tipagem molecular de amostras clinicas de A. baumannii e P. aeruginosa
isoladas de um hospital publico de Recife, Pernambuco, por meio da anélise dos locos
VNTR.

3.2 Objetivos Especificos:
e Determinar o perfil genotipico de cada cepa.
¢ Investigar a diversidade clonal e persisténcia dessas espécies no ambiente hospitalar.
e Observar a existéncia de polimorfismos intra-repeats e sua correlacdo com 0s
gendtipos de cada isolado.
¢ Analisar as mudancas no perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.
o Verificar se ha existéncia de multicolonizacdo por algum desses microrganismos em

diferentes sitios de infeccdo de um mesmo paciente.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa are considered opportunistic
pathogens responsible for numerous infections and nosocomial outbreaks, besides presenting
the ability to resist antimicrobials, leading to stay in hospital. Multiple Locus of VNTR
Analysis (MLVA) was performed in 24 clinical isolates of A. baumannii and 39 P.
aeruginosa. The analyses were performed by Polymerase Chain Reaction (PCR) and
electrophoresis on 3.0% agarose gel, as well sequencing of the amplified fragments. Eighty-
three percent of A. baumannii isolates were classified as extensively drug resistant and 17
genotypic profiles (GPAL - GPA17) were found between the samples analyzed. GPA2 was
the most commonly found (0.96%), following by GPA15, GPA3 and GPA8 with 0.72%,
0.48% and 0.48% respectively. The remaining genotypes were unique among the samples.
Sixty-seven percent of the P. aeruginosa isolates showed high sensitivity to antimicrobials
and were distributed into 37 genotypic profiles (GPP1 - GPP37), revealing genetic
heterogeneity. Two isolates were grouped into two genotypes (GPP2 and GPP12), and the
remaining genotypes belonged to a single sample, suggesting a P. aeruginosa
multicolonization event. Most samples of both species, although isolated from different sites
of infection and hospital sectors and with an interval of weeks and/or months, showed clonal
spread, persistence in the hospital environment and increased resistance to antimicrobials,
especially those admitted to the Intensive Care Unit (ICU). MLVA proved to be a useful and
highly discriminatory technique for the differentiation and characterization of the A. baumanii
and P. aeruginosa isolates of the study, facilitating the understanding of the dispersion
dynamics in a public hospital in Brazil.

Keywords: MLVA,; nosocomial infections; antimicrobial resistance; multicolonization.
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INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa are important opportunistic
pathogens, capable of persisting in community and hospital environments, due to their ability
to survive under minimum nutritional conditions and tolerate a variety of physical conditions
(Fournier; Richet, 2006; Mathee et al., 2007; Lister et al., 2009). Studies in Brazilian hospitals
have shown that these microorganisms are among the most prevalent of the isolates (Kiffer et
al., 2005; Pires et al., 2009; Marra et al., 2011).

Different laboratories assess the genetic diversity of these species through different
techniques (Hauck et al., 2012). Amplified fragment length polymorphism (AFLP) (Pirnai et
al., 2003; Jin et al., 2009) restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Nowak-Zaleska
et al., 2008), and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Botes et al., 2003; Villalon et al.,
2011), although robust and discriminatory techniques (Sobral et al., 2012), are not easily
compared among laboratories or databases (Hauck et al., 2012). In contrast, Multiple Locus
of VNTR Analysis (MLVA) provides a code for the number of each locus repetition (Pourcel
etal., 2011), which can be easily compared among laboratories (Grissa et al., 2008). This tool
has provided a great deal of information for epidemiological studies and tracking of
infections. Furthermore, it is a reproducible, low cost and little time consuming technique, as
the analysis of the PCR products for most of the loci are assessed on an agarosis gel (Sobral
etal., 2012).

MLVA assays of both species were performed with a reduced number of primers as
compared to those previously described (Onteniente et al., 2003; Vu-Thien et al., 2007;
Turton et al., 2009; Turton et al., 2010; Hauck et al., 2012; Sobral et al., 2012), so that they
could be used for routine laboratory monitoring, but without any loss of discriminant analysis
of these regions.

In this study, six VNTR loci were studied for A. baumannii and for P. aeruginosa in
order to differentiate, characterize, and verify the clonal diversity and multicolonization of

these microorganisms in a public hospital in Pernambuco, Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains studied, culture conditions and DNA extraction
A total of 24 A. baumannii isolates and 39 P. aeruginosa isolates were obtained

spontaneously from patients admitted to a public hospital in Pernambuco, Brazil in 2010.
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The sites of infection of A. baumannii isolates ranged from blood (33.3%), tracheal
aspirates (16.7%), rectal swabs (16.7%) and catheter (12.5%), urine (8.3%) and ascitic fluid
(4.2%). These isolates were obtained from the Intensive Care Unit (ICU) (45.8%), coronary
unit (29.2%), emergency (12.5%), Clinic (8.3%) and neonatal ICU (4.2 %) (Table 1), while
the P. aeruginosa isolates were obtained from urine (25.2%), blood (18%), wound secretions
(18%), tracheal aspirates (12.8%), rectal swabs (7.7%), oral swab (5.1%), bone fragment
(2.56%), tissue fragment (2.56%), bronchoalveolar lavage (2.56%), catheter tip (2.56%) and
tissue of the feet (2.56%).

The isolates were reactivated in BHI (Brain Heart Infusion Broth) (HiMedia) and
incubated at 37 °C for 24 h. Cultures were plated on MacConkey agar selective medium and
incubated for 24 h at 37 °C. Genomic DNA was obtained following the methodology
described by Keim et al. (2000) and adapted by Oliveira et al. (2012).

Antibiotic susceptibility testing

Isolates were phenotypically identified and antimicrobial susceptibility characterized
by the automated equipment BACTEC 9120 (Phoenix - BD). Antibiogram profiles of the
isolates were also established by the disk diffusion method according to CLSI standards
(2013) on Mueller-Hinton agar.

The antimicrobials used in the characterization of isolates of A. baumannii and P.
aeruginosa were the following: cephalosporin (ceftazidime 30ug, cefepime 30ug,
cefotaxime 30ug or ceftriaxone 30pg), combinations of penicillin which is a B-lactamase
inhibitor (piperacillin + tazobactam 100/10ug), carbapenems (imipenem 10ug and
meropenem  10upg), fluoroquinolone (ciprofloxicin  5ug and levofloxacin  5ug),
aminoglycosides (gentamicin 10ug, tobramycin 10ug or amikacin 30ug) and polymyxin
(polymyxin B 300U). In addition, for the isolates of A. baumannii the antimicrobials folate
pathway inhibitor (trimethoprim + sulfamethoxazole 25ug) and tetracycline (tetracycline
30ug) were used, while for the isolates of P. aeruginosa, monobactam (aztreonam 30pg) was
used.

The isolates were classified as multidrug-resistant (MDR) when resistant to one or
more agent in three or more categories; extensively drug resistant (XDR) when resistant to
one or more antimicrobial agent in at least six categories, in other words, resistant to all

except one or two; and non-multidrug-resistant (non-MDR) when susceptible to all
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antimicrobial drugs tested and/or resistant to only one drug or two categories of

antimicrobials (Magiorakos et al., 2012).

Confirmation and identification of A. baumannii

The blaoxa-s1 gene was used to confirm the identification the A. baumannii isolates,
as described by Woodford et al. (2006). For the reactions, 20ng of DNA, 200mM dNTP, 10
mM Tris-HCI, pH 9.0, 50mM KCI, 1.5mM MgCl., 20 pmol of each oligonucleotide and 1U
Taq DNA polymerase (Promega®) were used. The conditions used in the thermocycler
SpeedCycler? (Analytiklena) were the following: 94 °C for 5 min, followed by 30 cycles at
94 °C for 1 min, 55 °C for 1 min, 72 °C for 1 min and a final extension step of 72 °C for 6

min.

Purification and Sequencing of DNA of VNTR loci

Eight loci (Abaum_17, Abaum_845, Abaum_1988, Abaum_ 2240, Abaum_3002,
Abaum_3406, Abaum_3468, Abaum_3530) were selected for isolates of A. baumannii, from
which four (Abaum_17, Abaum_845, Abaum_3406 and Abaum_3468) are considered
microsatellites as they possess repeat units up to 9 pb (Hauck et al., 2012). Concerning the P.
aeruginosa isolates, six loci (ms172, ms209, ms213, ms214, m217 and ms222) were selected,
from which only ms209 is a microsatellite (Vu-Thien et al., 2007).

All isolates were amplified and sequenced using primers described previously by
Hauck et al. (2012) for A. baumannii, and Vu-Thien et al. (2007) for P. aeruginosa. PCR
reactions for the A. baumannii isolates were performed as described by Pourcel et al. (2011)
and for P. aeruginosa as described by Turton et al. (2010).

All amplification products (5ul) were separated by electrophoresis on a 3.0% agarose
gel, under 120 volts for two hours, stained with SYBR Safe (Invitrogen) and images were
captured under UV light by the program Image Analysis 1D, version 3.5 (Kodak Digital
Science). A 100 bp DNA ladder was used as a molecular weight marker (Invitrogen, Brazil).
PCR products were purified using the enzyme ExoSAP-IT® (Affymetrix), following the
user's manual. The purified products were sequenced on an Applied Biosystems 3100

automated DNA sequencer using the BigDye Kit (Applied Biosystems, Brazil).
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Analysis of VNTR loci

The size of each amplicon was measured by GelAnalyzer 2010a
(http://www.gelanalyzer.com/) software. The number of repeat units for the loci with up 9 bp
(Abaum_845, ms207 and ms209) was determined using the Tandem Repeats Finder (TRF)
software (http:// tandem.bu.edu/trf /trf.html) (Onteniente et al., 2003).

The number of repeats for other loci were estimated by the formula described by
Oliveira et al. (2012), using the reference strains of A. baumannii (ATCC 17978) and P.
aeruginosa (PAO1) (Vu-Thien et al., 2007; Hauck et al., 2012). In addition, the repeats above
9 bp of P. aeruginosa were also analyzed by a table placed in the Web site (http://mlva.u-
psud.fr/pseudomonas/). Sizes of intermediate repeats were reported as half (0.5) when these

presented incomplete repetition units or when there were small losses in the flanking region.

Phylogenetic tree analysis of VNTR loci for each species were constructed using a
spreadsheet with the number of repetitions, which was edited into a binary matrix and
analyzed by NTSY Spc 2.02e program. A simple pairing method (Simple Matching) was used
to evaluate the similarity of the samples and unweighted arithmetic mean grouping (UPGMA)

was used for distance calculation and construction of the dendrogram.
Determination of Numerical Index of Discrimination (DI)

The discrimination rate of VNTR loci was calculated using the Hunton and Gaston
discriminatory index. This index shows the probability that two related strains can be
categorized in the same group (Hunter; Gaston, 1988).

RESULTS

Profile of antimicrobial susceptibility and places of isolation of A. baumannii

Twenty isolates of A. baumannii (83.3%) presented XDR profiles, three (12.5%) non-
MDR and one (4.2%) MDR. All were susceptible to polymyxin B.

Eleven isolates (45.8%) were obtained from the ICU, seven (29.1%) from the

Coronary Care Unit, three (12.5%) from Emergency, two (8.3%) from the Clinic and one
(4.1%) from the neonatal ICU.
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Genetic profile of A. baumannii

The gene fragment blaoxas:1 was amplified in all Acinetobacter isolates tested,
indicating that these were all isolated from A. baumannii, including those previously
identified as Acinetobacter spp., Acinetobacer baumannii/calcoaceticus complex and
Acinetobacter lowfii/naemolyticus by the BACTEC (Table 1).

The six VNTR loci tested were amplified in all samples, with the exception of locus
ms2240, which was not amplified in two isolates.

Intra-repeats variations were identified in two loci containing repeating units up to
9bp. Mutations were present in the locus Abaum_845 in one repeat of four isolates with
substitution of a cytosine for adenine (TCTGTTC > TCTGTTA) and the locus Abaum_3468
with substitution of a guanine for adenine (TGATGGT > TGATGAT) in twelve isolates.

The locus Abaum_845 presented a greater degree of polymorphism, where nine alleles
(1 to 28 repeats) were observed, followed by loci Abaum_3468 (5 to 15 repeats) and
Abaum_3530 (3 to 8 repeats) with six alleles, and Abaum_1988 (1 to 5 repeats) with four
alleles, respectively. Abaum_2240 and Abaum_3002 were less polymorphic, both presented
three alleles (0.5 to 4 and 6 to 8 repeats, respectively) (Figure 1).

The A. baumanni isolates were grouped into 17 genotypic profiles (GPA1-GPA17)
and four isolates (3892, 4128, 4325 and 10029) showed the same genotypic profile (GPA2).
The isolates 3892 and 4325 (XDR) were obtained from the same patient in the ICU after a
period of two weeks; these bacteria presented additional resistance to tetracycline and
tobramycin. The isolate 10029 (XDR) was obtained five months after the 4128 isolate
(XDR) and were derived from the Emergency and Coronary Care Unit, respectively (Table
1).

Curiously, the isolates 11403 and 11410 showed distinct genotypic profiles, despite
having been obtained on the same day from a single patient in the ICU with XDR profile, but
coming from different sites of infection (catheter tip and blood, respectively).

The GPAS3 profile grouped two isolates of different origin: the 3923 isolate obtained
from the ICU, and 12696 of the Coronary Care Unit. Both were classified as XDR and the
12696 isolate was collected after an interval of eight months from the isolate 3923, which
enabled the acquisition of resistance to amikacin in the 12696 isolate (Table 1).

The GPAS8 profile grouped the 7616 and 9077 isolates, which were obtained from

different hospital sectors: ICU and routine clinical, respectively. The 9077 isolate showed
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resistance to B-lactams, quinolones and aminoglycosides, except amikacin, unlike the 7616
isolate (Table 1).

The isolates 11410, 12690 and 14819, all XDR, showed the same genotype (GPA15),

even though they were obtained from different patients, sites of infection and hospital sectors
(Table 1).
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Table 1. Identification of Acinetobacter isolates by BACTEC equipment and blaOXA-51 gene, antimicrobial susceptibility, site of infection, hospital sector where

they were obtained and their respective genotypes.

Identification

Identification

Antimicrobial

Isolates Date of Isolation BACTEC blaoxas susceptibility Site of infection Hospital sector Genotypic Profile
3891 12/03/2010 A.baumannii A. baumannii XDR Catheter tip ICU GPAl
3892 12/03/2010 ABC A. baumannii XDR Wound secretion ICU GPA2
4128 18/03/2010 ABC A. baumannii XDR Tracheal aspirates  Coronary Care Unit GPA2
4325 24/03/2010 ABC A. baumannii XDR Tracheal aspirates ICU GPA2
10029 12/08/2010 ABC A. baumannii XDR Blood Emergency GPA2
3923 14/03/2010 ABC A. baumannii XDR Blood ICU GPA3
12696 01/11/2010 A. baumannii A. baumannii XDR Rectal swab Coronary Care Unit GPA3
4253 22/03/2010 ABC A. baumannii XDR Blood Emergency GPA4
4672 05/04/2010 ABC A. baumannii XDR Blood ICU GPA5
4840 06/04/2010 ABC A. baumannii XDR Blood ICU GPA6
5591 26/04/2010 A. baumannii A. baumannii non-MDR Blood Neonatal ICU GPA7
7616 14/06/2010 Iowffii/haé.molyticus A. baumannii non-MDR Wound secretion Clinic GPAS8
9077 20/07/2010 A. baumannii A. baumannii MDR Blood ICU GPAS8
8691 08/07/2010 ABC A. baumannii XDR Tracheal aspirates ICU GPA9
8962 17/07/2010 Acinetobacter spp. A. baumannii non-MDR Ascites fluid Emergency GPA10
9093 20/07/2010 A. baumannii A. baumannii XDR Catheter tip ICU GPAl1l
10864 08/09/2010 A. baumannii A. baumannii XDR Tracheal aspirates  Coronary Care Unit GPA12
11198 18/09/2010 A. baumannii A. baumannii XDR Urine Clinic GPA13
11403 22/09/2010 A. baumannii A. baumannii XDR Catheter tip ICU GPA14
11410 22/09/2010 A. baumannii A. baumannii XDR Blood ICU GPA15
12690 01/11/2010 ABC A. baumannii XDR Rectal swab Coronary Care Unit GPA15
14819 30/12/2010 ABC A. baumannii XDR Urine Coronary Care Unit GPA15
12697 01/11/2010 A. baumannii A. baumannii XDR Rectal swab Coronary Care Unit GPA16
13921 06/12/2010 Acinetobacter spp. A. baumannii XDR Rectal swab Coronary Care Unit GPA17

ABC: Acinetobacter baumannii/calcoaceticus complex
XDR: resistant to > 1 agent in all categories except one or two categories of antimicrobials.
MDR: resistant to > 1 agent in > 3 antimicrobial categories.

non-MDR: sensitive to all classes tested or drug resistant to only one or two categories of antimicrobials.
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Loci VNTR (Abaum)

Genotypic
Isolates 845 1988 2240 3002 3468 3530  profile
A. baumannii 3891 1 2 2 7 6 7 GPA1
A. baumannii 3892 1 2 2 7 8 7 GPA2
|A baumannii 4128 1 2 2 7 8 7 GPA2
A. baumannii 4325 1 2 2 7 8 7 GPAZ
A. baumannii 10029 1 2 2 7 8 7 GPA2
A. baumannii 4253 1 2 2 7 1" 7 GPA4
A. baumannii 12697 1 2 2 7 8 6 GPA16
A. baumannii 3923 1 2 2 7 8 8 GPA3
_:A. baumannii 12696 1 2 2 7 8 8 GPA3
A. baumannii 4672 1 1 2 7 8 8 GPAS
——————————— A. baumannii 10864 1 2 2 7 15 8 GPA12
—t A. baumannii 11410 1 2 2 7 6 8 GPA15
4| A. baumannii 12690 1 2 2 7 6 8 GPA15
A. baumannii 14819 1 2 2 7 6 8 GPA15
A. baumannii 5591 1 2 0,5 7 7 7 GPAY
T A. baumannii 8691 20 2 NA 7 7 8 GPA9
L A. baumannii 11403 17 2 NA 7 5 8 GPA14
] A. baumannii 4840 19 2 2 7 5 3 GPAG&
— A baumannii9093 26 2 4 7 5 5  GPA1
A. baumannii 13921 18 2 2 8 5 4 GPA17
A. baumannii 11198 25 4 4 7 5 6 GPA13
(A baumannii 7616 14 5 2 6 7 5 CPAS
| VA, baumannii 9077 14 5 2 6 7 5 GPAS
1 A. baumannii 8962 28 5 2 6 6 8 GPA10
0.69 077 0.85 0.92 1.00

Similarity coefficient (%)

Figure 1. Dendrogram showing the number of repeats in six VNTR loci (Abaum_845, Abaum_1988, Abaum_3002,
Abaum_3468, Abaum_3530) and the genotypic profiles of Acinetobacter baumannii from clinical isolates.
NA: non-amplified samples.

Profile of antimicrobial susceptibility and places of isolation of P. aeruginosa

The pattern of antimicrobial resistance of the 39 P. aeruginosa isolates was 66.6% non-
MDR, 18% XDR and 15.4% MDR.

Regarding the hospital sectors, eight isolates (20.51%) were from the ICU, seven
(17.95%) from the clinic, five (12.82%) from the neonatal ICU, five (12.82%) from clinical
medicine, five (12.82%) from cardiology, four (10.26%) from the coronary care unit, two
(5.13%) from the surgical clinic, two (5.13%) from the vascular clinic, and one (2.56%) obtained

from general surgery (Table 2).

Genetic profile of P. aeruginosa

All VNTR loci showed polymorphisms. The ms209 and ms172 loci were the
most polymorphic, presenting seven alleles (2 to 9 and 6 to 12 repeats, respectively). On
the other hand, the ms22 locus was the least polymorphic, with only four alleles (0.5 to
3 repeats). The other loci showed variable numbers of repeats: ms213 (0.5 to 5 repeats);
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ms214 (1 to 5 repeats) and ms217 (0.5 to 4 repeats) (Figure 2). Also, the ms209 locus showed
variations in the last repeat (CACGAA—>CACGGT) in 35 isolates (89.7%).

In addition, the 7748, 10864, 11198, 12939 isolates had a nucleotide substituted
at a single repeat (CACGAA > CATGAA). This substitution was also found in five
repeats of the 11352 isolate, three from 9973 and two from the 8542, 6397 and 6509
isolates.

Thirty-seven genotypic profiles were determined among 39 isolates of P.
aeruginosa (Table 2, Figure 2). The isolates 1858 and 4344 were grouped in the
genotype GPP2, the last one was obtained 40 days after the first. During this period, the
isolate 4344 developed resistance to aminoglycosides @mikacin, gentamicin and
tobramycin) and fluoroquinolones (ciprofloxacin and levofloxacin). Although it
acquired specific resistance to certain antimicrobials, the non-MDR profile remained.

The isolates 7748 and 13351 were grouped in the genotype profile GPP12,
obtained from a patient hospitalized in the ICU, and from the medical clinic,
respectively. The profile of antimicrobial resistance remained the same in this time
interval (Table 2, Figure 2). On the other side, isolates 9866, 9868 and 10117, all non-MDR and
obtained from the same patient hospitalized in the neonatal ICU, showed distinct genotypic
profiles (GPP22, GPP23 and GPP28, respectively). Isolates 13254 and 13351, both XDR and
obtained from urine, were also collected from the same patient hospitalized in the medical clinic,
with an interval of two days. However, they presented different genotypes, with the isolate
13254 classified as GPP37 and 13351 as GPP12 (Table 2, Figure 2).

The discriminatory index (DI) of the six VNTR loci of A. baumannii and P. aeruginosa
showed a value of 0.956 and 0.9973, respectively, demonstrating the high discriminatory power
of this technique. According to Hunter and Gaston (1988), an index greater than 0.90 can be

interpreted as reliable and is thus, desirable.
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Table 2. General characteristics of Pseudomonas aeruginosa isolates and their genotypic profiles.

Isolates Isolation 23:2:;{;?3 Site of infection Hospital sector Ggr;g%/lglc
1794 12/02/2010 non-MDR Blood ICU GPP1
1858 13/02/2010 non-MDR Blood Surgical Clinic GPP2
4344 25/03/2010 non-MDR Wound secretion Clinic GPP2
3887 12/02/2010 non-MDR Blood Coronary Care Unit GPP3
4167 19/03/2010 MDR Bronchoalveolar lavage Medical Clinic GPP4
4334 25/03/2010 non-MDR Urine Clinic GPP5
5199 15/04/2010 MDR Blood ICU GPP6
5295 17/04/2010 non-MDR Blood General Surgery GPP7
5386 20/04/2010 non-MDR Urine Cardiology GPP8
6397 18/05/2010 non-MDR Urine ICU GPP9
6494 20/05/2010 non-MDR Blood ICU GPP10
6509 21/05/2010 non-MDR Tracheal aspirates Cardiology GPP11
7748 16/06/2010 XDR Urine ICU GPP12
13351 19/11/2010 XDR Urine Medical Clinic GPP12
8271 29/06/2010 non-MDR Wound secretion Clinic GPP13
8511 05/07/2010 non-MDR Wound secretion Clinic GPP14
8542 05/07/2010 non-MDR Tracheal aspirates Coronary Care Unit GPP15
8689 08/07/2010 XDR Tracheal aspirates ICU GPP16
8711 09/07/2010 XDR Bone fragment Medical Clinic GPP17
8872 13/07/2010 non-MDR Tissue fragment Cardiology GPP18
8963 17/07/2010 non-MDR Wound secretion Clinic GPP19
9089 20/07/2010 non-MDR Wound secretion Cardiology GPP20
9437 29/07/2010 non-MDR Urine Surgical Clinic GPP21
9866 09/08/2010 non-MDR Rectal swab Neonatal ICU GPP22
9868 09/08/2010 non-MDR Oral swab Neonatal ICU GPP23
9886 09/08/2010 non-MDR Oral swab Neonatal ICU GPP24
9894 09/08/2010 non-MDR Rectal swab Neonatal ICU GPP25
9929 10/08/2010 MDR Urine Coronary Care Unit GPP26
9973 12/08/2010 non-MDR Wound secretion Clinic GPP27
10117 17/08/2010 non-MDR Swab retal Neonatal ICU GPP28
10671 31/08/2010 non-MDR Tracheal aspirates Medical Clinic GPP29
10864 08/09/2010 XDR Tracheal aspirates Coronary Care Unit GPP30
11198 18/09/2010 XDR Urine Clinic GPP31
11201 17/09/2010 MDR Urine ICU GPP32
11352 21/09/2010 MDR Wound secretion Cardiology GPP33
11822 05/10/2010 MDR Catheter tip Vascular Clinic GPP34
12939 08/11/2010 non-MDR Foot tissue Vascular Clinic GPP35
13041 10/11/2010 XDR Blood ICU GPP36
13254 17/11/2010 XDR Urine Medical Clinic GPP37
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Loci VNTR (ms)

Genotypic

Isolates 209 172 213 214 217 222 profile

P. aeruginosa 1794 4 9 4 4 3 05 PGP1

1 P aeruginosa 6509 5 10 4 4 3 05 PGP11
L P. aeruginosa 10671 3 10 4 2 3 0,5 PGP29

P. aeruginosa 3887 3 9 5 2 3 2 PGP3

! P. aeruginosa 4167 3 " 3 NA 3 2 PGP4
_| L P aeruginosa 8511 3 9 3 4 3 3 PGPI4
P. aeruginosa 9973 8 12 5 4 3 2 PGP27

4 P. aeruginosa 1858 3 12 5 3 4 05 PGP2

| VP, aeruginosa 4344 3 12 5 3 4 05 PGP2
| L P aeruginosa 8689 3 M 5 3 1 05 PGPI6

I P. aeruginosa 10864 [ 11 5 3 1 1 PGP30
P. aeruginosa 11352 9 8 5 3 4 1 PGP33

P aeruginosa 4334 3 11 4 4 2 1 PGP5

|_|— P aeruginosa 5295 3 10 4 4 2 1 PGP7
|_| ! P. aeruginosa 8711 3 M 05 4 2 1 PGP17
P. aeruginosa 8271 3 9 3 4 2 1 PGP13

| 1 . P, agruginosa 5199 3 10 & 5 2 1 PGP6
—_ P aeruginosa 5386 3 10 5 4 2 1 PGP8
P aeruginosa 12939 8 9 5 2 2 1 PGP35
P. aeruginosa 8542 5 10 05 2 4 1 PGP15
— P. aeruginosa 13041 3 10 05 NA 3 1 PGP36

P. aeruginosa 6397 4 110 4 3 1 1 PGP9
P. aeruginosa 9868 4 8 4 2 1 1 PGP23

P aeruginosa 10117 4 8 5 2 0,5 1 PGP28

— P. aeruginosa 11198 4 10 1 5 NA 1 PGP31
P. aeruginosa 8963 3 8 1 5 1 1 PGP19

‘_"_| P. aeruginosa 9437 3 8 4 5 1 05 PGP21
P. aeruginosa 9894 3 12 0,5 5 1 1 PGP25
L P. aeruginosa 11822 2 1" 1 5 1 1 PGP34

P. aeruginosa 9089 3 10 2 5 05 05 PGP20

P. aeruginosa 8872 3 7 3 1 2 NA PGP18
[r— P GErUgIN0Sa 7748 4 7 5 2 1 0,5 PGP12
. P, @eruginosa 13351 4 7 5 NA 1 0.5 PGP12
_‘_| P. aeruginosa 9866 4 7 5 1 1 1 PGP22
P. aeruginosa 9886 3 7 5 1 1 2 PGP24
P aeruginosa 9929 4 7 4 1 1 0.5 PGP26
l_: P. aeruginosa 11201 4 6 4 1 1 05 PGP32
L P. aeruginosa 13254 4 7 4 1 2 0,5 PGP37

P. aeruginosa 6494 2 el 2 3 2 3 PGP10

r T ™ T ™ T ™ ™ T T T T T T ™ T T T T ™ ]
0.71 0.78 0.85 0.93 1.00

Similarity Coefficiet (%)

Figure 2. Dendrogram showing the correlation between the alleles of Pseudomonas aeruginosa clinical isolates with
their genotypic profiles.
NA: non-amplified samples.

DISCUSSION

The isolates previously identified as Acinetobacter spp., Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus complex and Acinetobacter lowfii/haemolyticus complex were all
identified as A. baumannii. In order to distinguish A. baumannii from these other phenotypically
similar species, the presence of the intrinsic enzyme oxacilinase-51 (Durante-Mangoni; Zarrilli,
2011) is necessary.

The data revealed that A. baumannii especially affects patients hospitalized in the ICU,
and their high rate of antimicrobial resistance makes it difficult to eradicate, which may reflect
an increased rate of mortality (Maragakis, Perl, 2008; Munoz-Price; Weinstein, 2008). In
contrast, a profile of antimicrobial susceptibility was observed in most isolates of P. aeruginosa.

Although isolates of P. aeruginosa were obtained from hospitalized patients, it is

suggested that they are of community origin, given that the isolates from the hospital
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environment are mostly multiresistant (Hota et al., 2009). Another factor that may have caused
these high rates of sensitive isolates was the detection of the infection in its early stages
(Palleroni, 1998). In this phase of infection, isolates produce small amounts of biofilm alginate
and present sensitivity to antimicrobial agents (Kipnis et al., 2006; Gaspar et al., 2013).

Furthermore, bacterial resistance is closely related to antimicrobial use in clinical
practice. Prolonged therapy can lead to the development of resistance in microorganisms which
were initially sensitive but as a response of the selective pressure to the antimicrobial it gradually
acquiring resistance. The emergence and dissemination of resistant microorganisms can also be
derived from common mutations in resistance genes and exchange of genetic information
among bacteria through gene transfer mediated by plasmids. Currently, the isolation of
multiresistant A. baumannii and P. aeruginosa is frequent, which leads to the increased use of
potent antimicrobial agents. This proliferation and global spread of multiresistant bacterial
clones could be avoided if efficient laboratory methods in phenotypical detection of emerging
resistance mechanisms were used in clinical practice (Giedraitiene et al., 2011).

Some isolates of P. aeruginosa did not amplify for the loci ms214, ms217 and ms222.
These results may reflect the deletion of part or all elements of the loci, as suggested by Hauck
et al. (2012).

The intra-repeats analysis of VNTR loci under 9bp did not allow for the establishment
of a correlation between the antimicrobial susceptibility profiles and genotypic profiles,
suggesting that this tool for molecular epidemiological studies should be used exclusively to
investigate variation in the number of repetition units.

This study demonstrated that A. baumannii and P. aeruginosa can colonize the
host at more than one site and that different clones can be present in the same patient,
indicating multicolonization events. ICU patients showed different isolates of A.
baumannii, demonstrating that they have high susceptibility to infection and
multicolonization.

Moreover, the identification of the same profiles in different strains of A.
baumannii (GPA2, GPA3, GPA8, GPA15) and P. aeruginosa (GPP2 and GPP12) from
different sites of infection and hospital sectors, with intervals of days or months
between isolation  suggests clonal  dissemination and  persistence of  these
microorganisms in the hospital environment. Furthermore, it was also observed that the

isolates which had the same alleles acquired resistance to specific antimicrobials after
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days and/or months of their isolation. The acquisition of resistance mechanisms and variability
of genotypic profiles may reflect of the ability of A. baumannii and P. aeruginosa to acquire
exogenous genetic material through horizontal gene transfer among strains of the same
species and/or phylogenetically related species that share the same ecological niche
(lacono et al., 2008).

In conclusion, the MLVA technique based on the analysis of six VNTR loci showed that
isolates of A. baumannii and P. aeruginosa obtained at a public hospital in Pernambuco, Brazil,
presented high genetic diversity and multiple sources of infection, suggesting that most of these

are constantly mutating in the hospital environment.
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6. CONCLUSOES

A analise dos locos VNTR por meio da técnica do MLVA mostrou-se uma ferramenta
promissora na identificacdo, diferenciacdo e caracterizacdo dos isolados de A. baumannii e P.
aeruginosa, facilitando a compreensédo da dindmica de dispersdo dessas espécies em um hospital
publico do Brasil.

A disseminacao e persisténcia desses isolados entre os diversos setores hospitalares, deve
ser um reflexo da transmissibilidade por meio dos profissionais de satde, o0 que demonstra a
elevada habilidade que estes patdgenos possuem para sobreviver no ambiente hospitalar, além
de poder multicolonizar os pacientes, principalmente aqueles internados em UTI.

Os resultados apontam que alteracfes genéticas e a persisténcia desses microrganismos,
inclusive em um mesmo paciente, podem ser provenientes de falhas terapéuticas, pressao
seletiva dos antimicrobianos e/ou transferéncia horizontal de genes de resisténcia, podendo
refletir em aumento da morbidade e mortalidade no cenario hospitalar.

Em concluséo, a técnica de MLVA revelou que as cepas de A. baumannii e P. aeruginosa
presentes em um hospital publico de Recife, Pernambuco, Brasil, apresentaram elevada
diversidade genética, sugerindo que a maioria esteja sofrendo constantes mutagdes, embora
exista a persisténcia de alguns clones no ambiente hospitalar.
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