UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Farmécia

Disciplina de Trabalho de Conclus&o de Curso em Farmécia

Presenca de bombas de efluxo em isolados clinicos e ambientais de
Acinetobacter spp.

Desiree Padilha Marchetti

Porto Alegre, dezembro de 2010.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Farmécia

Disciplina de Trabalho de Conclus&o de Curso em Farmécia

Presenca de bombas de efluxo em isolados clinicos e ambientais de
Acinetobacter spp.

Académica: Desiree Padilha Marchetti
Orientadora: Gertrudes Corcdo

Co-orientadora: Alessandra Einsfeld Ferreira

Porto Alegre, dezembro de 2010.



Bom mesmo € ir a luta com determinacao,
abracar a vida e viver com paixdo,
perder com classe e vencer com ousadia,
porque 0 mundo pertence a quem se atreve

e a vida é muito para ser insignificante.

(Charlie Chaplin)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer a minha orientadora Gertrudes Corgéo, por
ter me recebido em 2008 com bragos abertos no laboratério 166, e desde entdo me

auxilia no que for preciso.

A minha co-orientadora Alessandra Einsfeld, pelos conhecimentos que me
transmitiu, pelos almogos agradéveis, fofocas interminaveis, incentivo e for¢a, mesmo

quando as coisas pareciam desabar, mas principalmente pela amizade que construimos.

A todos os meus queridos companheiros e amigos do laboratério 166 de
microbiologia: Carolina, Leticia, Giuliano, Natalia, Lauren, Raisa, Maysa, Thaisy,

Lyvia e Gabriela, pela grande ajuda que sempre me deram.

Aos meus colegas de graduacéo, pela forte amizade que construimos ao longo
desses quatro anos e meio, por todas as vezes que me ouviram e me auxiliaram e por
estarem sempre presente, tanto em momentos maravilhosos quanto em momentos néo

tdo bons assim.

A minha familia, por toda a forca, incentivo, por acreditarem e investirem
sempre em mim, em especial minha mée Cinara e meu pai Anibal. Gostaria de
agradecer também a minha irm& Fernanda e meu cunhado Ricardo, que mesmo estando
a muitos quildometros de distancia, sempre estiveram por perto, dispostos a ajudarem no

que fosse preciso.



INDICE GERAL

O Y o g I ] TSR 6
L1, RESUMO ..ttt st st ettt ne e e eneas 7
1.2, INTRODUGAD.......o.oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 8
1.3, METODOS. ...ociiemeiimemieimeisees s esessss s 10

1.3.1. Isolados de Acinetobacter spp. analisados...........cccccovreiiieninnnenn 10
1.3.2. Selecdo das cepas analisSadas.............cceeurererierineie e 11
1.3.3. Concentrac¢do Inibitdria Minima...........ccccooeeeeiinie e 11
1.3.4. Deteccdo Fenotipica do Sistema de Efluxo Dependente da Forca
Proton Motiva NoS iSOladOS. .......c..cuvie i e 12

1.3.5. Extracéo do DNA e deteccdo do gene adeA........ccooveoveverinencniennne. 12
1.3.6. ANAliSE EStALISTICA. ... .veeeeviriee ettt 13
14. RESULTADOS. ...ttt eree 13
1.5, DISCUSSAD.....couivimieireereeiseeesserssesessessssssess s e sesssnesns 17
1.6 CONCLUSAO. ...t sssss st sssssssssss s 21
1.7.  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccocomirmmeneineeinnessias s iesnens 23
1.8, ANEXOS.. ..o et 27
1.8.1, Tabela Lo e 27
1.8.2. TaADEIA 2. ..o 29
1.8.3. Normas para PUDHCACAOD. .........curieireriiiii et e 32



1. ARTIGO

O presente artigo foi elaborado de acordo com as normas da Revista da

Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, apresentadas em anexo no final do trabalho.

Presenca de bombas de efluxo em isolados

clinicos e ambientais de Acinetobacter spp.

Desirée Padilha Marchetti!, Carolina de Souza Gusatti®, Alessandra Einsfeld Ferreira’,

Gertrudes Corcéo®.

! Académica em Farmécia, UFRGS.

Mestranda do Programa de P6s-Graduac&o em Microbiologia Agricola e do Ambiente,
Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude, UFRGS.

*Doutora em Microbiologia Agricola e do Ambiente, UFRGS.

*Professor Associado 111 do Programa de Ps-Graduacéo em Microbiologia Agricola e
do Ambiente, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS.

Endereco para correspondéncia: Sarmento Leite, 500
Porto Alegre, RS, Brasil

Cep: 90050-170

Tel/Fax.: 55 51 33083445

Contato por: desireepmarchetti@gmail.com ; corcao@ufrgs.br



1.1. RESUMO

Acinetobacter spp. € um cocobacilo Gram negativo, considerado um patdgeno
oportunista que esta envolvido em InfecgBes Associadas a Assisténcia & Saude (IAAS).
Esses micro-organismos possuem  diversos mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos, podendo citar a presenga de bombas de efluxo, que expulsam
compostos utilizando a energia préton motiva. Para a deteccdo de bombas de efluxo,
foram realizados testes fenotipicos com 107 isolados de Acinetobacter spp., dentre
estes, 31 sdo isolados de efluente hospitalar e 76 sdo de origem clinica. Foi verificada a
diminuicdo da concentracdo inibitéria minima dos antimicrobiamos ceftazidima,
amicacina, imipenem, digluconato de clorexidina e quaternario de aménio, na presenga
e auséncia do inibidor de bomba de prdton carboxilciadina m-clorofenilhidrazona. Com
0s mesmos isolados também foi realizada a detecgdo do gene adeA, através da técnica
de PCR. Verificou-se que 56 isolados de Acinetobacter spp. apresentavam diminuicéo
de concentracdo inibitéria minima de um ou mais antimicrobianos, na presenca do
inibidor. Através da técnica de PCR foi detectada a presenga do gene adeA em 70
isolados (65%). Através da analise estatistica de McNemar, os testes fenotipicos e
moleculares estéo significativamente relacionados (p<0,01), entdo se pode inferir que 0s
isolados testados possuem, como mecanismo de resisténcia, a presenga de bombas de
efluxo e que este gene esta sendo expresso, ja que o teste fenotipico indicou a expulsdo

dos antimicrobianos.

PALAVRAS-CHAVE: Acinetobacter spp, bombas de efluxo, CCCP, concentragéo

inibitdria minima, resisténcia bacteriana.



1.2.  INTRODUCAO

Acinetobacter spp. € um cocobacilo Gram-negativo ndo fermentador, aerébico,
classificado como um patdgeno oportunista envolvido frequentemente em Infeccdes
Associadas a Assisténcia & Salde (IAAS) ocorridas em unidades de tratamento
intensivo (UTI), podendo causar bacteremia, pneumonia e infec¢fes do trato urinario
em pacientes hospitalizados™? . Estes micro-organismos sio muito versateis, crescendo
em condicOes variadas de temperatura e pH, e tais propriedades explicam a capacidade
dos mesmos persistirem em condi¢cbes Umidas ou secas no ambiente hospitalar,
contribuindo assim para a sua transmissdo®. O tratamento de infecgdes causadas por
Acinetobacter spp. € dificultado devido & resisténcia intrinseca desse micro-organismo a
varias classes de agentes antimicrobianos”.

Biocidas, incluindo anti-sépticos e desinfetantes, sdo muito utilizados em
hospitais e outros servigos de saude para a esterilizacdo de equipamentos médicos e de
ambientes hospitalares. Em particular, os desinfetantes desempenham um papel
importante no controle e prevencdo de InfeccBes Associadas a Assisténcia a Sadde’.
Antimicrobianos, desinfetantes e metais pesados geralmente sdo langados ao mesmo
tempo na agua e podem exercer uma atividade seletiva, bem como um dano ecolégico
as comunidades de ambientes aquéticos, resultando em uma maior resisténcia aos

antimicrobianos®.

A resisténcia a certos tipos de antimicrobianos pode ser atribuida devido ao
sinergismo entre a reducdo da entrada da droga (principalmente pela diminuigdo da
permeabilidade da membrana externa) e a expulséo da droga (via bombas de efluxo, que
se encontram expressas de maneira constitutiva), 0 que se resume em uma menor
suscetibilidade aos antimicrobianos’. Isto, somado a outros mecanismos de resisténcia,
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tais como a produgéo de enzimas e alteracdo do sitio de acdo, gera um fenétipo de
multirresisténcia®.  Aminoglicosideos, eritromicina, cloranfenicol, trimetropim,
fluoroquinolonas, alguns [-lactdmicos e tambeém, recentemente, tigeciclina sdo
considerados substratos para bombas de efluxo. Estes antimicrobianos agindo como
substratos, podem aumentar a expressdo dos genes que codificam essas bombas,

acarretando um perfil de multirresisténcia’.

As bombas de efluxo correspondem a uma classe de transportadores envolvidos
na captacdo de nutrientes essenciais e ions, excrecdo de produtos do metabolismo
bacteriano e de substancias toxicas, além de participarem em processos de comunicacéo
entre células, com o meio ambiente e também estd relacionado & patogenicidade

bacteriana (durante a colonizagé@o e sobrevivéncia do micro-organismo no hospedeiro)

79

O sistema de efluxo de multidrogas tem sido agrupado em seis familias:
superfamilia cassete de ligacdo de ATP (ABC), superfamilia dos facilitadores principais
(MFS), familia resisténcia-nodulagdo-divisaio (RND), familia de extrusdo de
multidrogas e compostos toxicos (MATE), familia de baixa resisténcia a multidrogas

(SMR) e superfamilia dos transportadores drogas/metabélitos (DMT) %,

O principal sistema de efluxo envolvido nos mecanismos de resisténcia
pertence ao grupo dependente da forga proton motiva, visto que 0s mais importantes séo
da familia RND, MFS e SMR. Em Acinetobacter baumannii, a resisténcia aos
antimicrobianos est4 associada com as familias MFS e RND™. Esta Gltima consiste em
um sistema tripartido, denominado AdeABC*, o qual foi identificado em cepas de A.

baumannii em 2001’. AdeA é uma proteina transmembrana, adeB é um transportador e



adeC é uma proteina de membrana externa’. Os trés genes (adeA, adeB, e adeC) que
codificam estes trés componentes de efluxo sdo contiguos no genoma e orientados
diretamente, o que sugere a formagédo de um operon, e precedidos por dois genes

regulatérios, adeR e adeS™.

Um ensaio fenotipico com o qual € possivel detectar este mecanismo
corresponde a utilizagdo de um préton-iondforo chamado de carboxilciadina m-
clorofenilhidrazona (CCCP) como inibidor dos sistemas de efluxo®?. Estas moléculas
interrompem o gradiente de prétons na membrana o que acarreta em diminuigdo da
energia disponivel para o transporte. Dessa maneira, 0s antimicrobianos ndo podem ser
expulsos pela bomba AdeABC®™,

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenga de bombas de efluxo em
isolados clinicos e de efluente hospitalar de Acinetobacter spp., através de testes
fenotipicos, utilizacdo o inibidor de bomba de prétons CCCP e a deteccdo do gene

adeA.

1.3. METODOS
1.3.1. Isolados de Acinetobacter spp. analisados

Neste estudo foram utilizados isolados clinicos de Acinetobacter spp. coletados
em quatro hospitais de Porto Alegre, RS, Brasil e isolados de amostras de efluente de
trés hospitais.

Foram realizadas duas coletas do efluente em cada hospital, nos periodos de
julho de 2006 a setembro de 2007. Os isolados clinicos foram obtidos junto aos

laboratorios de analises clinicas de cada hospital, no mesmo periodo em que foram
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realizadas as coletas de efluente hospitalar. As cepas foram isoladas e identificadas em
um estudo anterior',

Apos isolamento e identificagéo, os isolados foram estocados em caldo BHI com
15% de glicerol e mantidos em freezer a -20°C.
1.3.2. Selecgéo das cepas analisadas

Foram selecionados 107 isolados de Acinetobacter spp., 31 de efluente
hospitalar e 76 de origem clinica, uma vez que estes isolados foram multirresistentes
(resistentes a no minimo duas classes, para os isolados de efluente e a no minimo quatro
classes para os clinicos) quando testados, em um estudo anterior*, quanto ao perfil de
resisténcia aos antimicrobianos amicacina, aztreonam, ceftazidima, cefepime,
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem, piperacilina-tazobactam,
polimixina B e ticarcilina-clavulanato, através da técnica de disco difusdo em Agar
Muller Hinton.
1.3.3. Concentragéo Inibitéria Minima

Para a realizacdo dos testes de determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) foram utilizados os antimicrobianos ceftazidima (CAZ), amicacina (AMI),
imipenem (IMP), e os desinfetantes digluconato de clorexidina e quaternério de
amonio. Os isolados foram semeados em caldo BHI e 230pL desta cultura foram
diluidas em caldo Muller Hinton até 10° UFC mL™ em placas de microtitulagdo. Os
antimicrobianos foram testados nas concentragbes de 512 ug/mL a 1 upg/mL, o
quaternério de amonio nas concentracfes de 0,0625% a 0,0001% e o digluconato de
clorexidina, de 0,2% a 0,0003%, em um volume final de 300uL por pogo. A CIM foi
estabelecida como a menor concentragdo do antimicrobiano que inibia o crescimento

bacteriano®®. Os isolados foram considerados resistentes a amicacina quando suas
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concentragdes inibitrias minimas foram maior que 64 pg/mL, para ceftazidima 32
pug/mL, para o imipenem 16 pg/mL, para o quaternario de amdnio 0,001% e para o
digluconato de clorexidina 0,006% *>*°.
1.3.4. Deteccdo Fenotipica do Sistema de Efluxo Dependente da Forca Préton

Motiva nos isolados

Para detecgdo do sistema de efluxo, foi utilizado um desacoplador da forca
proton motiva, carboxilciadina m-clorofenilhidrazona (CCCP), que diminui a energia
disponivel ao transporte. Fez-se uma curva com diferentes concentraces do CCCP, e a
concentracdo escolhida para o uso foi 30mM, a maior que ndo inibia o crescimento
microbiano. O teste foi realizado em caldo Muller Hinton no volume final de 300 pL,
com 10° UFC mL™? da cultura bacteriana, 30 mM de CCCP e antimicrobiano na
concentracdo determinada, em cada canaleta. A reducédo da CIM de no minimo duas
vezes, em presenca do desacoplador, indica resultado positivo para bombas de
efluxo™*?*3, Para os desinfetantes, esta metodologia somente foi realizada com aqueles
isolados que foram resistentes ao quaternario de aménio e a digluconato de clorexidina,
através da técnica de concentracdo inibitdria minima.
1.3.5. Extracgdo do DNA e detecgdo do gene adeA

Todos os 107 isolados de Acinetobacter spp. utilizados no presente estudo
tiveram seus DNAs extraidos através do método de fervura, segundo Misbah et al
(2005) com algumas alteragdes™’. Os isolados foram cultivados em placa contendo TSA
a 37°C por 24h. Apos a incubacéo, foram selecionadas de duas a trés col6nias que foram
semeadas em ependorfes de 0,5mL contendo 100uL de tampé&o TE (8.2.1) e fervidas por

dez minutos. Apo6s a fervura foi adicionado igual volume de cloroférmio/élcool

isoamilico (8.2.2) na proporcdo de 24:1, as amostras foram centrifugadas a 12000 g
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(Mini centrifuga Eppendorf modelo Spin) por dez minutos, resultando num
sobrenadante contendo DNA bacteriano, o qual foi submetido a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para deteccéo do gene adeA.
Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores adeA-F 5°- ATC TTC CTG

CAC GTG TAC AT -3’ e adeA-R 5’- GGC GTT CAT ACT CAC TAACC -3". O
tamanho esperado para o fragmento era de 513 pb*. As reacbes foram realizadas em
misturas contendo 200uM de dNTP’s, 1 uM de cada primer, 2,5mM de MgCl,, 1
unidade de Taq polimerase, 1x de tampé&o de reacdo de Taq polimerase e 100ng de DNA
bacteriano em um volume final de 15 pL. Foi utilizado um aparelho termociclador
Mastercycler personal (Eppendorf) com as seguintes condi¢des de amplificacdo: um
ciclo inicial de desnaturagdo a 94°C por cinco minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C
por um minuto, temperatura de anelamento de 53°C, extensdo a 72°C por um minuto e
uma extensdo final a 72°C por sete minutos. Os produtos de PCR foram visualizados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, submetidos a corrida eletroforética a
70mV com tampdo TAE 1X por aproximadamente uma hora. Os geis foram
fotografados pelo equipamento KODAK 1D.
1.3.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos para os teste de deteccdo de bomba de efluxo e presenca do gene
adeA, foram analisados no programa Bioestat (2007), através do teste de McNemar,
para analisar a concordancia entre os dois testes. Os resultados foram considerados

significantes quanto p<0,01.

1.4, RESULTADOS
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O teste de concentragdo inibitdria minima para amicacina foi realizado com os 107
isolados, pois todos apresentaram resisténcia frente ao antimicrobiano, na técnica de
disco difusdo. Dos 76 isolados clinicos testados para amicacina, 21 isolados (28%)
obtiveram diminuigdo da concentracdo inibitéria minima quando foi adicionado o
CCCP, inibidor da bomba de préton. Em contrapartida, dos 31 isolados de efluente,
apenas 16% tiveram sua CIM diminuida na presenga do CCCP, o que corresponde a
cinco isolados.

Para a realizacdo do teste de concentragdo inibitéria minima utilizando a
ceftazidima, foram utilizados 34 isolados clinicos e 31 de efluente hospitalar, os quais
eram resistentes ao antimicrobiano pela técnica de disco difusdo em &gar e sabidamente
nao possuiam o gene blapxa2s, 0 qual foi detectado em um estudo anterior**, pois
estudos afirmam que na presenca de enzimas com a capacidade de hidrolisar -
lactamicos, o sistema de efluxo torna-se um mecanismo secundario para a resisténcia
antimicrobiana'®. Foi verificado que 50% dos isolados clinicos (17 isolados)
apresentaram diminuicdo de sua concentragdo inibitoria minima, na presenca do CCCP,
j& na analise feita com os 31 isolados de efluente hospitalar, esta diminuicdo pode ser
observada em 18 isolados, o que corresponde a 58% do total.

Para o imipenem, o teste foi realizado com os mesmos 34 isolados clinicos
utilizados para ceftazidima (que também eram resistentes ao imipenem, segundo a
técnica de disco difusdo), considerando-se a mesma justificativa citada anteriormente.
Em contrapartida, somente trés isolados de efluente, os Unicos resistentes, foram
analisados. Verificou-se que 76% dos isolados clinicos analisados apresentaram

diminuicéo de sua CIM na presenca do inibidor da bomba de prétons. Todavia, entre 0s
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trés isolados de efluente testados, somente um apresentou diminuigdo de sua
concentragdo inibitéria minima.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da diminui¢cdo da concentragdo
inibitéria minima, na presenca do inibidor CCCP, dos trés antimicrobianos amicacina,
ceftazidima e imipenem para 37 isolados, pois somente estes foram testados para os trés
antimicrobianos e entraram na analise estatistica.

Os testes de concentracéo inibitdria minima para os desinfetantes quaternario de
amonio e digluconato de clorexidina foram realizados somente com os isolados que
tiveram a CIM do imipenem, ceftazidima e/ou amicacina diminuida na presenga do
inibidor CCCP, totalizando 56 isolados (15 de efluente e 41 clinicos).

Os isolados foram considerados resistentes ao quaterndrio de amdnio quando
suas concentragdes inibitorias minimas foram superiores a 0,001% *°. Dos 15 isolados
de efluente testados, 11 apresentaram resisténcia ao desinfetante (73,3%), e dos 41
isolados clinicos testados, 29 foram resistentes, o que corresponte a 70,7% (Tabela 2).
Somando-se todos os isolados de Acinetobacter spp. testados para o quaternario de
amonio, o percentual de resisténcia foi igual a 71%. Com os isolados resistentes (n=40),
foi realizado o teste de concentracdo inibitdria minima na presenca do inibidor de
bomba de préton CCCP. Frente a este inibidor, 82% dos isolados de efluente e 59% dos
isolados clinicos apresentaram diminuicéo de pelo menos duas vezes nas suas CIM.

Através do teste de CIM para o digluconato de clorexidina, pdde-se observar que
a maioria dos isolados mostrou-se sensivel ao desinfetante, sendo que apenas trés
isolados clinicos foram resistentes. Os isolados que apresentaram a CIM superior a
0,006% foram considerados resistentes™. E importante ressaltar que dois destes trés

isolados também foram resistentes ao quaterndrio de amonio. Com os trés isolados
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resistentes foi realizado o teste de CIM na presenca do CCCP, e observou-se que suas
concentragdes inibitérias minimas diminuiram mais de mil vezes na presenca do
inibidor (Tabela 2).

Apos a realizacdo dos testes fenotipicos para a deteccdo de bombas de efluxo,
utilizando o inibidor de bomba préton CCCP, foi realizada a deteccdo do gene adeA. A
principio, o PCR foi realizado somente para os 56 isolados (15 de efluente e 41 clinicos)
considerados “possiveis candidatos” quanto & presenca do gene, uma vez que tiveram a
concentracao inibitéria minima de um ou mais antimicrobianos (amicacina, ceftazidima,
imipenem, digluconato de clorexidina e quaternario de aménio) diminuida na presenca
do CCCP. Foi verificada a presenga do gene adeA em 36 dos 56 isolados, destes, 10
eram de efluente e 26 eram isolados clinicos. Posteriormente, a técnica de PCR foi
realizada com o restante dos isolados, aqueles que n&o obtiveram diminui¢do da CIM na
presenca do inibidor (n=51), totalizando 35 isolados clinicos e 16 de efluente. A
presenca do gene foi detectada em 34 dos 51 isolados, onde 23 sdo clinicos e 11 de
efluente.

Considerando todos os 107 isolados de Acinetobacter spp. testados no presente
trabalho,verificou-se a presenca do gene adeA em 70 isolados (49 clinicos e 21 de
efluente), o que corresponde a 65%.

Foi realizado o teste estatistico de McNemar para comprovar a concordancia
entre as duas metodologias utilizadas no trabalho, a fenotipica e a molecular, na
detecgdo de bombas de efluxo em Acinetobacter spp. Apenas 37 isolados que foram
testados em todos os testes e com todos os antimicrobianos entraram na analise. A partir

de uma tabela de contingéncia, pode-se verificar que o resultado positivo no teste
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fenotipico estd significativamente relacionado com presenga do gene adeA, o qual

codifica a proteina transmembrana, do sistema de efluxo AdeABC (p<0,01).

1.5. DISCUSSAO

Acinetobacter spp. s&o micro-organismos responséaveis por numerosas Infeccbes
Associadas a Assisténcia & Salde ocorridas em diversas partes do mundo. Acredita-se
que a extrusdo ativa de compostos, por meio de bombas de efluxo seja um dos fatores
responséveis pela multirresisténcia desses micro-organismos™.

Estudos demonstram que a inibi¢do farmacoldgica dessas bombas de efluxo
pode ser uma importante estratégia para reverter a resisténcia a determinadas drogas em
espécies de Acinetobacter, e com isso, melhorar as opc¢des de terapia. Até hoje, poucos
inibidores de bombas foram descritos, dentre eles, o fenil-arginina-B-naftilamina
(PABN), o 1-(1-naftilmetil)-piperazina  (NMP) e o carboxilciadina —m-
clorofenilhidrazona (CCCP) **.

Os aminoglicosideos estavam entre as poucas classes de antimicrobianos que
ndo haviam demonstrado resisténcia pela extrusdo ativa de compostos através de
bombas de efluxo, porém este quadro modificou-se quando foi descoberto o sistema
AmrAB-OprA em Burkholderia pseudomalei. Mais tarde, outros sistemas de extruséo
de aminoglicosideos foram descobertos, como o MexXY-OprM em Pseudomonas
aeruginosa, o AcrD em Escherichia coli e 0 AdeABC em A. baumannii 419,

Com a andlise dos resultados deste estudo, pode-se perceber que ha indicagdo de
bomba de extrusdo de aminoglicosideos para os isolados de Acinetobacter spp. testados,
pois verificou-se que 29% dos isolados clinicos e 16% dos isolados de efluente

apresentaram diminuicdo de sua concentracdo inibitdria minima, quando submetidos ao
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teste com amicacina, na presenca do inibidor CCCP. A baixa porcentagem de isolados
positivos para bomba de efluxo no teste realizado com amicacina provavelmente se
deve ao fato de 88,8% dos isolados terem apresentado perfil de sensibilidade a este
antimicrobiano na determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima, o que contraria 0s
resultados segundo a técnica de disco difusdo, uma vez que, considerando esta técnica,
todos os isolados apresentaram resisténcia. A diferenca dos resultados pode estar
associada a erros de leitura do halo de inibigdo, na técnica de disco difusdo. Porém, ao
realizar o teste molecular, verificou-se que 80% dos isolados clinicos, e 40% dos
isolados de efluente, daqueles em que a CIM diminuiu com o inibidor, apresentaram o
gene adeA. Entretanto, Pannek S et al (2006)* observam que houve diminuicdo da
concentragdo inibitéria minima de aminoglicosideos, com a adicdo de um outro
inibidor, o NMP, somente em isolados mutantes, onde o0 gene adeB estava
superexpresso. Um outro estudo, utilizando a cepa de A. baumannii BM4454,
demonstrou que os aminoglicosideos canamicina e amicacina sdo transportados pelo
sistema AdeABC com menos eficAcia do que outros compostos. Isto pode estar
associado a alta hidrofilicidade destes dois antimicrobianos, por possuirem um grande
ndmero de hidroxilas, e assim serem transportados com maior dificuldade’.

Muitos agentes antimicrobianos tém se mostrado substrato para o sistema de
efluxo AdeABC em Acinetobacter spp, no entanto, o efeito desse sistema sobre os
antimicrobianos B-lactdmicos ndo é muito claro, visto que ceftazidima e amoxicilina
ndo parecem ser afetadas por esta bomba'®. Em contrapartida, de acordo com a analise
dos dados deste trabalho, mais da metade dos isolados apresentaram diminui¢do da
concentracdo inibitéria minima quando submetidos ao teste na presenca do CCCP frente

ao antibidtico ceftazidima, e destes isolados, 70% apresentaram o gene adeA. Com 0s
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dados obtidos neste trabalho, pode-se inferir que ha indicativo de bomba de efluxo
conferindo resisténcia ao imipenem, pois verificou-se que 67% dos isolados clinicos de
Acinetobacter spp. apresentaram diminuicdo de pelo menos quatro vezes na sua
concentracdo inibitéria minima na presenca do CCCP, quando testados para o
imipenem. Com a realizacdo do teste molecular, 0 gene mostrou-se presente em 47%
daqueles isolados cuja CIM diminuiu na presenca do inibidor. Este resultado encontrado
pode estar associado ao alto uso deste antimicrobiano na prética clinica para o
tratamento de infecgBes causadas por Acinetobacter spp. Em um experimento realizado
por Hu WS et al (2007)°, cepas mutantes de A. baumanni tiveram sua resisténcia a
imipenem diminuida de quatro a oito vezes, e meropenem diminuida pela metade
quando adicionado o CCCP no teste de concentragdo inibitdria minima.

Enquanto numerosos estudos focam no surgimento de cepas multirresistentes
aos antimicrobianos, poucos examinam a possibilidade da emergéncia de cepas
resistentes a antissépticos e desinfetantes como as responsaveis por surtos de infeccoes
hospitalares, uma vez que estas cepas podem se manter no ambiente hospitalar e nos
equipamentos médicos e se disseminar, aumentando as ocorréncias de surtos nas
Unidades de Tratamento Intensivo?'.

Os mecanismos moleculares de A. baumanni que determinam a sensibilidade
diminuida a desinfetantes ainda permanecem desconhecidos. O estudo de Rajamohan G.
et al (2010)% demonstrou o papel da extrusdo ativa e 0 envolvimento do sistema de
efluxo AdeABC na diminuicdo da suscetibilidade a biocidas em A. baumannii. Para
isto, foi testado o efeito do CCCP em isolados clinicos, verificando que a adicdo do
composto diminuiu a concentracdo inibitéria minima de varios biocidas, incluindo

compostos quaternario de aménio e digluconato de clorexidina, de duas a doze vezes.
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Os trés isolados resistentes a digluconato de clorexidina encontrados neste
estudo apresentaram diminuicdo de mais de mil vezes na sua concentracdo inibitoria
minima, na presencga do inibidor CCCP. A presenca do gene adeA foi verificada nestes
trés isolados, o que confirma a hipdtese de que a clorexidina é um substrato para a
bomba de efluxo. Neste trabalho também verificou-se que 46% dos isolados resistentes
a quaternario de amoénio apresentaram diminuicdo de sua CIM na presenca do CCCP, e
que 69% destes apresentavam o gene adeA. Estudos em bactérias Gram negativas
mostram que as bombas de efluxo possuem um papel importante na resisténcia
intrinseca a desinfetantes, incluindo compostos quaternarios de amonio?.

O gene adeA foi o escolhido para este estudo porque segundo Ruzin A. et al
(2010)%, os trés genes adeA, adeB e adeC s&o cotranscritos e a expressio do gene adeA
reflete a expresséo de todo o sistema de efluxo AdeABC. No presente trabalho, o gene
adeA foi testado para os 107 isolados de Acinetobacter spp. e 65% dos isolados foram
positivos para sua presenga. Através dos testes fenotipicos pode-se inferir que este gene
estd sendo expresso e se relaciona com a resisténcia de Acinetobacter spp. frente aos
antimicrobianos amicacina, ceftazidima, imipenem, quaternario de amoénio e
digluconato de clorexidina.

De acordo com os estudos de Wong EW et al (2009)* a ruptura dos genes ade
resultam em reducdo da CIM de ceftazidima, cefotaxima, gentamicina, amicacina,
ciprofloxacina, amoxicilina e meropenem, para isolados de Acinetobacter spp, exceto
quando se trata do gene adeC, o qual ndo estd relacionado com a resisténcia a esses
antimicrobianos. No presente trabalho foi visto que, ao inibir a bomba de efluxo,
utilizando o CCCP, a CIM dos antimicrobianos ceftazidima, amicacina e imipenem,

além dos desinfetantes digluconato de clorexidina e quaterndrio de ambdnio, foi
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diminuida. Pela analise de McNemar, verificou-se que estes testes fenotipicos estdo
estatisticamente relacionados (p<0,01) a presenca do gene adeA nos isolados testados.
Magnet S et al (2001)" analisaram a ruptura do gene adeB, o qual codifica a
proteina transportadora, em A. baumannii BM4454, e foi verificado que essa proteina é
a que confere resisténcia aos aminoglicosideos, contribuindo também para o fen6tipo de
multirresisténcia aos antibidticos nessas cepas . Entretanto, os resultados de Bratu S. et
al (2008)'® sugerem que a expressdo do gene adeB ndo é um contribuinte importante
para a resisténcia aos aminoglicosideos em isolados endémicos de Acinetobacter, em
Nova lorque, EUA. Também foi visto que a expressdo do gene ndo estd relacionada
com a resisténcia a carbapenémicos e aztreonam, em contrapartida, pode-se associar

esta expressao a suscetibilidade a tigeciclina.

1.6 CONCLUSOES

Analisando os dados obtidos, pode-se concluir que os isolados de Acinetobacter
spp. utilizados no presente estudo possuem bombas de efluxo como um dos mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos amicacina, ceftazidima imipenem, digluconato de
clorexidina e quaternario de amodnio, pois o gene adeA, que codifica a proteina
transmembrana do sistema de efluxo AdeABC, foi detectado por testes moleculares em
65% dos isolados de Acinetobacter spp. Dessa forma, conclui-se também que o gene
adeA esta sendo expresso, ja que no teste fenotipico a inibicdo da bomba de efluxo pelo
CCCP diminuiu a concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos testados. A
presenca de bomba de efluxo foi observada tanto em isolados clinicos como de efluente,

0 que significa que isolados multirresistentes portadores deste mecanismo de resisténcia
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estdo sendo liberados no meio ambiente e podem estar contribuindo para a disseminagéo

da resisténcia neste ambiente.
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1.8. ANEXOS

1.8.1. Tabela 1: Diminui¢do da Concentracdo Inibitéria Minima de amicacina,
ceftazidima e imipenem, na presenca do inibidor de bomba CCCP.
AMICACINA CEFTAZIDIMA IMIPENEM

IC6 64 32 64 64 16 <1

IC 103 <1 <1 8 2 256 2

IC 117 32 32 8 <1 64 4

IC 123 2 <1 256 256 64 <1

IC 146 16 16 512 512 128 64

IC 190 <1 <1 128 8 256 8

IC 199 4 4 128 128 256 64

IC 205 <1 <1 64 <1 16 <1

IC 255 128 128 64 64 2 2

I1C 269 256 128 128 128 16 <1

IC 273 <1 <1 16 <1 64 64
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1.8.1. Continuacdo: Tabela 1: Diminuicdo da Concentragdo Inibitéria Minima de

amicacina, ceftazidima e imipenem, na presenca do inibidor de bomba CCCP.

AMICACINA CEFTAZIDIMA IMIPENEM
Isolado CIM CIM+CCCP CIM CIM+CCCP CIM CIM+CCCP
IC 279 16 16 16 <1 64 64
IC 280 64 32 128 128 16 2
IC 282 64 16 64 64 32 32
IC 283 8 4 >512 >512 32 32
IC 284 8 8 >512 >512 32 16
IC 298 <1 <1 >512 256 256 16
IC 304 <1 <1 256 256 32 <1
IC 306 <1 <1 32 <1 128 <1
IC 311 <1 <1 4 <1 32 <1
IC 312 <1 <1 32 <1 64 <1
IC 317 16 8 128 64 64 4
IC 322 16 16 64 64 256 16
All7h* 16 8 8 8 128 128
Cc22h* <1 <1 8 <1 32 32
o17* <1 <1 32 <1 16 8

Ponto de corte para resisténcia: Amicacina: >64pg/ml; Ceftazidima: >32 pg/ml; Imipenem:> 16 pg/ml.

Legenda:

clorofenilhidrazona; IC: isolado clinico; *isolados de efluente.

CIM: Concentracdo

Inibitéria Minima;

carboxilciadina m-
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1.8.2. Tabela 2: Diminui¢do da Concentracéo Inibitéria Minima dos desinfetantes

Quaternario de amonio e Digluconato de clorexidina, na presenca do inibidor

CCCP.
QA DC

Isolados CIM CIM+CCCP CIM CIM+CCCP
IC 6 0,0078 0,0039 0,0016 NT
IC 23 0,0005 NT <0,0003 NT
IC 28 0,0078 0,0019 0,0016 NT
IC 53 0,0078 0,0078 0,0016 NT
IC 70 0,0078 0,0039  <0,0003 NT
IC103  0,0078 0,0039 0,0016 NT
IC104  0,0078 0,0039 0,0008 NT
IC117  0,0078 0,0009  <0,0003 NT
IC122 00019  <0,0001  <0,0003 NT
IC123 00156  <0,0001  <0,0003 NT
IC133  0,0078 0,0078  <0,0003 NT
IC146  0,0156 00156  <0,0003 NT
IC147  0,0039 0,0039  <0,0003 NT
IC186  0,0009 NT >0,2 <0,0003
IC188  0,0039 0,0009 0,0016 NT
IC190  0,0078 0,0078  <0,0003 NT
IC194  0,0078 0,0078 0,0008 NT
IC199  0,0078 0,0078  <0,0003 NT
IC202  0,0009 NT <0,0003 NT
IC204  <0,0001 NT <0,0003 NT
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1.8.2. Continuacao tabela 2: Diminuicdo da concentracdo inibitéria minima dos
desinfetantes Quaternario de aménio e Digluconato de clorexidina, na presenca do

inibidor CCCP.

QA DC

Isolados CIM CIM+CCCP CIM CIM+CCCP

IC 205 0,0019 <0,0001 <0,0003 NT
IC 254 0,0078 0,0039 0,0016 NT
IC 261 <0,0001 NT <0,0003 NT
I1C 264 0,0078 0,0039 <0,0003 NT
IC 266 0,0039 0,0039 0,0008 NT
I1C 269 0,0078 0,0039 0,0016 NT
IC 270 0,0005 NT <0,0003 NT

IC 273 0,0039 <0,0001 >0,2 <0,0003

IC 279 0,0009 NT <0,0003 NT
1C 280 0,0078 0,0039 0,0016 NT
I1C 282 0,0009 NT <0,0003 NT
IC 283 0,0156 0,0156 >0,2 <0,0003
IC 284 0,0009 NT <0,0003 NT
IC297  <0,0001 NT <0,0003 NT
IC 298 0,0019 <0,0001 <0,0003 NT
I1C 304 0,0039 0,0039 0,0031 NT
IC 306 0,0005 NT <0,0003 NT
IC 311 0,0039 <0,0001 <0,0003 NT
IC 312 0,0009 NT <0,0003 NT
IC 317 0,0039 0,0039 <0,0003 NT
IC 322 0,0156 0,0156 0,0016 NT
Al6* 0,0039 <0,0001 <0,0003 NT
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1.8.2. Continuacdo Tabela 2: Diminui¢do da Concentracdo Inibitéria Minima dos
desinfetantes Quaternario de amonio e Digluconato de clorexidina, na presenca do

inibidor CCCP.

QA DC

Isolados CIM CIM+CCCP CIM CIM+CCCP

A26* 0,0039 <0,0001 <0,0003 NT
A81* 0,0078 0,0078 0,0016 NT
All7h*  0,0078 0,0039 0,0016 NT
C22h* 0,0019 <0,0001 <0,0003 NT
G9* 0,0019 <0,0001 <0,0003 NT
G12* 0,0039 <0,0001 <0,0003 NT
G14* 0,0002 NT <0,0003 NT
G35* <0,0001 NT <0,0003 NT
G47h* 0,0002 NT <0,0003 NT
0o3* 0,0078 0,0078 0,0016 NT
06* 0,0019 <0,0001 <0,0003 NT
o17* 0,0019 <0,0001 <0,0003 NT
018* 0,0019 <0,0001 <0,0003 NT
033* 0,0009 NT <0,0003 NT

Ponto de corte para resisténcia: QA:> 0,001%; DC: >0,006%.

Legenda: QA: quaternario de amodnio; DC: digluconato de clorexidina; CIM:
concentragdo inibitéria minima; CCCP: carboxilciadina m-clorofenilhidrazona; IC:
isolado clinico; *isolados de efluente; NT: isolados ndo testados (os isolados com a

CIM na faixa da sensibilidade ndo foram testados frente ao inibidor).
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1.8.3. Normas para publicagéo:

Formatagéo de Artigo Original

O manuscrito deve ser preparado usando software padrdo de processamento de textos e
deve ser impresso (fonte times new Roman tamanho 12) com espago duplo em todo o
texto, legendas para as figuras e referéncias, margens com pelos menos 3cm. O limite
de palavras € de 6.000 com até 5 inser¢Bes (figuras e tabelas). O manuscrito deve ser
dividido nas seguintes segOes: Carta de envio, enderegada ao editor chefe, resumo
estruturado, palavras-chaves, introducdo, métodos, resultados, discussdo, conclusdes,
agradecimentos e referéncias. AbreviagOes devem ser usadas com moderagé&o.

Pagina de Titulo: deve incluir o nome dos autores na ordem direta e sem abreviagdes,
graduacgBes mais elevadas possuidas, afiliagdes em instituicbes com endereco académico
do autor correspondente e todos os co-autores e apoio financeiro.

Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo possivel, ndo deve conter
abreviacOes e ndo deve exceder a 200 caracteres, incluindo espacos.

Titulo Corrente: com no méaximo 70 caracteres.

Resumo Estruturado: deve condensar os resultados obtidos e as principais conclusdes
de tal forma que um leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no texto, consiga
entender as implicagbes do artigo. O resumo ndo deve exceder 250 palavras (100
palavras no caso de comunicagOes breves) e abreviagdes devem ser evitadas. Deve ser
subdivido em: Introducéo, Métodos, Resultados e Conclusdes.

Palavras-chaves: trés a seis itens devem ser listados imediatamente abaixo do resumo
estruturado.

Introducéo: deve ser curta e destacar os propositos para o qual o estudo foi realizado.

Apenas quando necessario citar estudos anteriores de relevancia.

32



Métodos: devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores possam
compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por outros.
Técnicas-padrdes precisam apenas ser citadas.

Etica: em caso de experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos
realizados estdo em acordo com os padrdes éticos do comité de experimentacdo humana
responsavel (institucional, regional ou nacional) e com a Declaracdo de Helsinki de
1964, revisada em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de experimentos
em animais, indicar se seguiu um guia do conselho nacional de pesquisa, ou qualquer lei
sobre o cuidado e uso de animais em laboratorio foram seguidas.

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informagéo. Evitar
repetir no texto os dados apresentados em tabelas e ilustragdes.

Discussdo: deve relacionar-se diretamente com o estudo que esta sendo relatado. Néo
incluir uma reviséo geral sobre o0 assunto, evitando que se torne excessivamente longa.
Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente necessarios,
e, no caso de 6rgédos de fomento ndo usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito de
interesse existente durante o desenvolvimento do estudo.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na medida em que aparecem no
texto. Listar todos os autores quando houver até seis. Para sete ou mais, listar os seis
primeiros, seguido por "et al". Digitar a lista de referéncias com espacamento duplo em
folha separada. Referéncias de comunicagOes pessoais, dados ndo publicados ou
manuscritos "em preparagdo™ ou "submetidos para publicagdo™ ndo devem constar da
lista de referéncia. Se essenciais, podem ser incorporados em local apropriado no texto,

entre parénteses da seguinte forma: (AB Figueiredo: Comunicagéo Pessoal, 1980); (CD
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Dias, EF Oliveira: dados ndo publicados). Citagdes no texto devem ser feitas pelo
respectivo nimero das referéncias, acima da palavra correspondente, separado por
virgula (Ex.: Mundo.1,2,3; Vida.30,42,44-50). As referéncias no fim do manuscrito
devem estar de acordo com o sistema de requisitos uniformes utilizado para manuscritos
enviados para periodicos biomédicos (Consulte: http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine).
Os titulos dos periddicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no "Index
Medicus" (Consulte: http://nchi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=journals&TabCmd=limits).
Alguns exemplos de referéncias:

1. Russell FD, Coppell AL, Davenport AP. In vitro enzymatic processing of
radiolabelled big ET-1 in human kidney as a food ingredient. Biochem Pharmacol
1998;55:697-701.

2. Porter RJ, Meldrum BS. Antiepileptic drugs. In: Katzung BG, editor. Basic and
clinical pharmacology. 6th ed. Norwalk (CN): Appeleton and Lange; 1995. p. 361-80.

3. Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of
common illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Figuras: devem preferencialmente ser submetidas em alta resolucédo no formato TIFF.
As figuras devem ser colocadas em arquivos separados, nomeados apenas com O
niamero das figuras (ex.: Figura 1; Figura 2). Certifique-se que as mesmas tém uma
resolugdo minima de 300dpi.

Fotografias: devem ser enviadas com boa resolugdo (minimo de 300dpi) no formato TIFF,
preferencialmente, preparadas utilizando o Adobe Photoshop.

Graficos: criados usando Microsoft Word ou Excel, devem ser salvos com a extensao
original (.doc ou .xls). Eles ndo devem ser copiados ou colados de um programa para

0 outro.
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Mapas e llustracOes: devem ser vetorizadas (desenhados) profissionalmente utilizando
os softwares CorelDraw ou Illustrator em alta resolucéo, e suas dimensdes ndo devem
ter mais que 21,5 x 28,0cm.

Imagens: produzidas em software estatistico devem ser convertidas para o formato
Excel ou PowerPoint. Caso ndo seja possivel, converter o arquivo para o formato TIFF
com resolucéo de 300dpi, e enviar juntamente com o arquivo no formato original.
Legendas: nas figuras, as legendas devem ser digitadas juntas com espagamento duplo
em uma folha separada.

llustragOes Coloridas: devem ser aprovadas pelos editores e as despesas extras para
confeccdo de fotolitos coloridos serdo de responsabilidade dos autores.

Tabelas: devem ser digitadas com espagamento duplo, com um titulo curto e descritivo
e submetido online em um arquivo separado. Legendas para cada tabela devem aparecer
no rodapé da mesma pégina que a tabela. Todas as tabelas devem ter numeracéo
arabica, citadas no texto, consecutivamente. Tabelas ndo devem ter linhas verticais, e
linhas horizontais devem ser limitadas ao minimo, com notas de rodapé logo abaixo.

Tabelas devem ter no méaximo 17cm de largura.
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