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RESUMO

Leite GC. Determinacdo dos efeitos das combinacoes antimicrobianas contra isolados
de Acinetobacter baumannii multidrogas resistentes com avaliacdo dos mecanismos de

resisténcia. [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Acinetobacter baumannii € um importante agente de infec¢des relacionadas a assisténcia
a saude, principalmente nas unidades de terapia intensiva no Brasil, sua resisténcia a
antimicrobianos vem aumentando nas ultimas décadas e as opc¢des para o tratamento sao
restritas. Em 2011, no HC-FMUSP, ocorreu um surto de infec¢do por A. baumannii
resistente a todos os antibidticos e desde entdo isolados resistentes a todas as classes de
antibidticos vém sendo identificados no hospital. O estudo investigou o efeito de
combinagdes antimicrobianas contra 20 isolados clinicos de A. baumannii, sendo sete
isolados resistentes (2011 a 2012) e treze sensiveis a colistina (2002 a 2004), obtidas do
banco de cepas do LIM-54 com diferentes mecanismos de resisténcia. Foram realizados,
concentracdo inibitéria minima dos antibidticos, avaliacdo da clonalidade por Pulsed-
field gel electrophoresis, deteccio de mecanismos de resisténcia por reacdo de
amplificacdo em cadeia da polimerase, andlise de proteinas da membrana externa e
baseado na clonalidade e o sequenciamento total do genoma de quinze isolados.
Sinergismo foi investigado usando os métodos de checkerboard e time-kill. Para
monitorizacdo da expressao do sistema regulatério PmrCAB e dos genes responsaveis
pela biossintese do lipopolissacarideo, foi realizada reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa. Todos os isolados foram resistentes ao meropenem e a rifampicina. OXA-
23 e OXA-143 foram as carbapenemases mais frequentes. Quatro isolados mostraram
perda de uma proteina de membrana externa denominada OMP 43kDa. Os isolados
sensiveis a colistina pertenciam a diferentes clones e Multilocus Sequence Types, também
apresentaram o maior efeito sinérgico com fosfomicina-amicacina. A resisténcia a
colistina foi associada com a superexpressao do gene pmrA. Seis isolados resistentes a
colistina, pertenciam ao Complexo Clonal 113 e o maior efeito sinérgico foi observado
com combinacgdes de colistina-rifampicina seguido de colistina-vancomicina. Foram
encontrados diferentes genes de viruléncia envolvidos com formacdo de biofilme,

aderéncia, producdo de enzimas e captacao de ferro.

Descritores: Acinetobacter baumannii; sinergismo; resisténcia microbiana a

medicamentos; sequenciamento; colistina; carbapenémicos.



ABSTRACT

Leite GC. Determination of antimicrobial combinations effect against Acinetobacter
baumannii multidrug-resistant isolates with evaluation of resistance mechanisms.

[Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016.

Acinetobacter baumannii is an important agent of infections related to health care,
especially in intensive care units in Brazil, its antimicrobial resistance has increased in
recent decades and the options for treatment are restricted. In 2011, in the HC-FMUSP,
there was an outbreak of A. baumannii infection resistant to all antibiotics and since then
isolates resistant to all classes of antibiotics have been identified in the hospital. The study
investigated the effect of antimicrobial combinations against 20 clinical isolates of A.
baumannii, seven isolates colistin resistant (2011-2012) and thirteen colistin sensitive
(2002-2004) from LIM-54 strains bench with different resistance mechanisms. Minimum
inhibitory concentration of antibiotics, clonality evaluation by pulsed-field gel
electrophoresis and detection of resistance mechanisms by polymerase chain reaction,
outer membrane protein analysis and based on clonality, the whole genome sequencing
of fifteen isolates were performed. Synergism was determined using checkerboard and
time-kill methods. For expression monitoring of the regulatory system PmrCAB and the
genes responsible for the biosynthesis of lipopolysaccharide, it was performed
quantitative polymerase chain reaction. All isolates were resistant to meropenem and
rifampicin. OXA-23 and OXA-143 were the most frequent carbapenems. Four isolates
showed loss of one outer membrane protein called OMP 43kDa. Colistin susceptible
isolates belonged to different clones and Multilocus Sequence Types; it also showed the
greatest synergistic effect with fosfomycin-amikacin. The colistin resistance was
involved in overexpression of the pmrA gene. Six colistin-resistant isolates belonged to
Clonal Complex 113 and higher synergistic effect were observed with colistin-rifampicin
followed by colistin-vancomycin combinations for these isolates. We found different
virulence genes involved in biofilm formation, adhesion, enzyme production and iron

uptake.

Descriptors: Acinetobacter baumannii; synergism; drug resistance, microbial; sequence;

colistin; carbapenems.
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1. INTRODUCAO

Um dos principais problemas de satude publica, na atualidade, é a escassez de
alternativas para tratar infec¢des por bactérias multirresistentes e uma das causas de
resisténcia aos antimicrobianos (ATB) € o uso excessivo e inadequado destes compostos
nos hospitais (FALAGAS, 2014; KARAISKOS, 2014). O conhecimento detalhado dos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, se faz necessdrio tanto para melhor
adequacdo do tratamento das infec¢des, quanto para o desenvolvimento de novas opcoes
terapéuticas (PARK, 2016b; KRESSE, 2007).

Alguns estudos destacam o importante papel de bactérias ndo-fermentadoras no
panorama de multirresisténcia, principalmente em relacdo as infec¢des nosocomiais;
dentre essas, Acinetobacter é um dos géneros de grande importancia, devido ao nimero
de isolados nos laboratérios de microbiologia e por frequentemente demonstrarem
resisténcia intrinseca e resisténcia adquirida (VILLALON, 2013; YOON, 2013).

Diferentes métodos ajudam na avaliacdo dos mecanismos de resisténcia e
patogenicidade, entre eles estudos de sequenciamento gendémico, porém, mesmo com o
aumento das pesquisas o desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas e a

diversificacdo gendmica de A. baumannii ainda ndo sdo claros (LI, 2015).

1.1.  Caracteristicas gerais de Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii faz parte do grupo de cocobacilos Gram-negativos nao-
fermentadores amplamente distribuido no ambiente hospitalar, sendo muito eficaz em
colonizar seres humanos e de dificil erradicacio (CHERKAOUTI, 2015). A. baumannii é
uma importante causa de infec¢des adquiridas nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI),
em particular, infecgdes do trato respiratério e infeccdes de corrente sanguinea
(GORDON, 2010a; YING, 2015).

A incidéncia de infec¢do por essa bactéria € alta e os fatores de risco incluem,
permanéncia prolongada em UTTIs, procedimentos invasivos, imunossupressao decorrente
do uso de quimioterdpicos, tratamento com antimicrobianos de amplo espectro,

ventilacio mecanica, queimaduras e procedimentos cirtrgicos (FIGUEIREDO, 2009;

BEN, 2011).
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Sua importéncia clinica, principalmente nos dltimos anos, tem sido impulsionada pela
capacidade de se autorregular ou adquirir resisténcia (PELEG, 2008). Vérios fatores
favorecem o desenvolvimento de multirresisténcia em isolados de A. baumannii, entre
eles, a capacidade de sobreviver por longos periodos de tempo no ambiente hospitalar,
potencializando sua disseminacdo (CHERKAOUI, 2015; FALAGAS, 2006). Isso ocorre
devido a baixa exigéncia nutricional para o crescimento e a capacidade de multiplicar-se
em diferentes niveis de temperaturas e pH (OPAZO, 2009).

Na ultima década, A. baumannii emergiu como um importante patdégeno nosocomial
em todo o mundo, por causa de sua notdvel capacidade de desenvolver resisténcia ao
amplo espectro de agentes antimicrobianos (CORTIVO, 2015). Consequentemente as
infeccdes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS), também aumentaram (PARK, 2016a;
KIM, 2014). As IRAS sao dificeis de tratar devido a resisténcia intrinseca deste agente a
antimicrobianos, além disso, isolados de A. baumannii adquiriram uma grande variedade
de resisténcia aos antibidticos e sofreram mutacdes genéticas, localizados no cromossoma
ou plasmideos (ZARRILLI, 2009; OU, 2015). No entanto, esta ndo € a tnica razio pela
qual antibiéticos falham, a formacao de biofilme € uma outra forma eficaz para bactérias
sobreviverem na presenca de antibidticos (SINGHAI 2012).

A resisténcia aos antimicrobianos tem sido identificada como um importante
problema de satide ptblica mundial (BRICENO, 2010). Segundo a Organizagio Mundial
da Saude - OMS (2001), entre os fatores associados com o desenvolvimento de resisténcia
a antibidticos estd o uso inadequado dessas drogas, a falta de sistemas de monitoriza¢ao
eficaz, a auséncia de legislacdo para controlar a venda de medicamentos € o uso
indiscriminado de antibidticos.

O problema da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos se apresenta como um
grave complicador da infec¢do hospitalar. Dentre os patégenos multirresistentes, o
tratamento de infec¢des causadas por A. baumannii tem se tornado um desafio, isso
devido a limitada escolha de antibidticos contra este agente (PELEG, 2008), tornando
necessaria combinagdes de vdrias drogas como estratégia terapéutica (BOYD, 2011;
KLASTERSKY, 2014; PARK, 2016a).

No Brasil, A. baumannii tornou-se particularmente problemédtica devido a sua
prevaléncia e a resisténcia a carbapenémicos, geralmente relacionada a oxacilinases

(OXA), envolvendo principalmente os agentes produtores de OXA-23 (CHAGAS, 2015).
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1.1.1. Aspectos epidemiologicos

Acinetobacter baumannii é considerado um micro-organismo ubiquo na natureza e
tem sido isolado a partir do solo, dgua, animais, pele e trato gastrointestinal de seres
humanos sauddveis, além disso, em ambientes hospitalares, algumas espécies t€ém sido
isoladas de objetos inanimados (BARCHITTA, 2009; KIM, 2014).

A. baumannii € um importante agente de infeccdes hospitalares comumente
encontrado em hospitais brasileiros e representa uma ameaca particular para pacientes em
UTIs (LASTORIA, 2014).

De acordo com relatério da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA),
Acinetobacter spp. foi classificado como o quarto patégeno mais prevalente, causando
2159 (11,8%) infeccdes de corrente sanguinea relacionadas ao cateter entre pacientes de
UTI em 2013 (ANVISA, 2013). Infelizmente, taxas de resisténcia aos carbapenémicos
observadas entre esses patdgenos foi extremamente elevada (80,7%) (VASCONCELOS,
2015).

Indices de resisténcia ao imipenem em isolados de Acinetobacter sp. aumentaram de
12,6% no periodo de 1997-1999 para 71,4% no periodo de 2008-2010 (GALES, 2012).
Em 2005, as cepas de A. baumannii multirresistentes no Brasil constituiam 8,8% do total

de infecgdes hospitalares em UTIs (KIFFER, 2005).

1.1.2. Fatores de viruléncia

Acinetobacter baumannii é a espécie de maior importancia clinica do género
Acinetobacter, responsavel por uma série de infecgdes graves em pacientes debilitados e
a prevaléncia de coloniza¢do mostra-se bem elevada, o que sugere uma baixa viruléncia
(PELEG, 2008). Porém, diversos fatores de viruléncia e patogenicidade jé identificados
em A. baumannii podem ter um importante papel nos mecanismos de colonizacdo e
infeccdo. Entre estes, podemos mencionar a capacidade de se manter vidvel por longos
periodos em superficies secas, a aquisicdo de nutrientes essenciais como ferro e zinco, a
adesdo as células epiteliais levando a apoptose e a secrecdo de produtos toxicos causando
danos teciduais (POIREL, 2006; KARAGEORGOPOULOS, 2008; MARTINS, 2012).

Peleg e cols (2012) relatam diferentes genes envolvidos com a viruléncia em A.

baumannii e suas respectivas funcoes, tais como biofilme. A formacdo de biofilme €
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especialmente importante em IRAS, pois o uso de cateteres e ventiladores proporcionam
superficies ideais para aderéncia da bactéria e consequente formacdo do biofilme,
promovendo a colonizagdo e posterior infec¢ao do paciente (DJERIBI, 2012; COELHO,
2006). Esse processo pode ser regulado pela atividade de genes do quorum-sensing, um
sistema de sensoriamento composto por pequenas moléculas que se ligam a proteinas
reguladoras de transcricdo, regulando a expressdo de alguns genes bacterianos, essas
proteinas sdo denominadas N-acil-homoserina, codificadas pelo gene abal em A.
baumannii ( BHARGAVA, 2010).

Também envolvidos com a formag¢do de biofilme estdo, bomba de efluxo AdeFGH
(Figura 1), com papel potencial para a sintese pelo transporte de moléculas auto-indutoras
durante a formacgao do biofilme (HE, 2015) e proteina associada a biofilme (BAP), que
contribui para a formacdo de biofilme e adesdo as células hospedeiras eucaridticas,

codificadas pelo gene bap (BROSSARD, 2012).
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Figura 1. Potencial papel da bomba de efluxo AdeFGH para viruléncia.
FMUSP, Sédo Paulo. Fonte: HE e cols, 2015.

Estudos também relatam que a adesdo das células de A. baumannii a superficies é
mediada pela ativacdo de diferentes sistemas, o sistema Csu fimbrias (csuA/BABCDE)

que estimula a produgdo de pili, estruturas essenciais para as primeiras etapas da formacgao
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do biofilme, proporcionando assim a aderéncia das células as superficies abidticas
(LOEHFELM, 2008), outra caracteristica importante, é a producio de polissacarideos,
pelo operon pgaABCD, que compde a matriz externa da formagao do biofilme, mantendo
a integridade da estrutura (CHOIL, 2009). Além disso, a interacio do pili e do
lipopolissacarideo (LPS) (IpsB, IpxA, IpxB, IpxC, IpxD, IpxL, [pxM) promovendo adesao
as células hospedeiras e permitindo a evasdao do sistema imune do hospedeiro,
desencadeando uma resposta inflamatoéria, pode ser a primeira etapa na colonizac¢do
(VILLEGAS, 2007).

Muiltiplos fatores incluindo OmpA, Omp33-36 e fosfolipase C e D sdo necessdrios
para invasdo celular (RUMBO, 2014). A OmpA e a Omp33-36 interferem na fagocitose
e contribuem para sobrevivéncia de A. baumannii no interior da célula hospedeira, ligam-
se diretamente as células epiteliais e consequentemente desencadeiam a apoptose através
de segmentagdo mitocondrial, € também responsdvel por promover a integridade da célula
bacteriana (CHOI, 2008). Por sua vez, as fosfolipases sdo enzima lipoliticas que catalisam
a clivagem de fosfolipidios.

Alguns autores citam a capacidade de Acinetobacter spp. crescer sob condi¢des de
deficiéncia de ferro, sugerindo a presenca de sideréforo e capacidade de expressar grande
afinidade por sistemas de captacdo de ferro, como acinetobactin, compostos por
sider6foros (CHOI, 2005; JOLY-GUILLOU, 2005). Uma vez dentro das células
hospedeiras, BasD e BauA, proteinas envolvidas na sintese e transporte de ferro
(bauDCEBA basCD), siao necessdrios para a sobrevivéncia do A. baumannii
(CERQUEIRA, 2014). Outra proteina envolvida com a viruléncia em A. baumannii é a
proteina ligadora de penicilina G (pbpG), proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) sdo
mais comumente associados com a ligacdo e inativagao de antibidticos B-lactamicos, no
entanto essa proteina participa das etapas finais da biossintese da camada de
peptidoglicano e, assim, contribuir para a estabilidade da célula bacteriana (JACOBS,
2010).

A regulagado da expressao de caracteristicas de viruléncia é essencial para patogenos.
Virios reguladores de viruléncia tém sido identificados em A. baumannii. GacSA é um
regulador de viruléncia essencial para a doenca (CERQUEIRA, 2014). A mutagdo do
gene gacS sensor de quinase altera a expressdo de genes envolvido na sintese de pili,

motilidade, e formacdo de biofilmes. O sistema regulador de dois componentes BfmRS
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controla também vérios fenétipos, incluindo a formacao de biofilme, adesao as células do

hospedeiro, e resisténcia ao soro humano (LIOU, 2014).

1.2. Mecanismos de resisténcia desenvolvidos por Acinetobacter baumannii

Os alvos da maioria de agentes antimicrobianos sdo localizados na parede celular,
membrana citoplasmética ou dentro do citoplasma. Nas bactérias Gram-negativas a
parede celular pode fornecer uma barreira intrinseca adicional impedindo que as drogas
alcancem seus alvos (DOI, 2015; HARBARTH, 2005). As bactérias podem ser
intrinsecamente resistentes a um antibidtico ou adquirirem resisténcia por meio da
aquisi¢do de genes plasmidiais ou por muta¢des (CHEN, 2009). A resisténcia adquirida
reflete uma mudanca na composi¢do genética de uma bactéria que pode resultar em
atividade antimicrobiana diminuida, mas ndo a perda completa da eficicia da droga
(CHEN, 2009).

Muitos estudos tém associado a resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp
apenas com a presenca de enzimas hidroliticas, subestimando o papel de outros
mecanismos de resisténcia, tais como a alteragdo da membrana externa (MOSTACHIO,
2012).

Espécies de Acinetobacter geralmente apresentam resisténcia a vdrias classes de
antimicrobianos e a resisténcia as cefalosporinas € uma caracteristica comum em A.
baumannii devido a produg¢do da [B-lactamase cromossomica AmpC. Apesar desta
producdo ndo ser induzivel, como em algumas enterobactérias, a superexpressao do gene
ampC € decorrente da sequéncia de inser¢do ISAbal a montante deste gene
(LIVERMORE, 2006). A resisténcia aos carbapenémicos € bastante frequente pela
disseminag@o de certos clones produtores de metalo-B-lactamases e oxacilinases, que
semelhante as AmpC, a expressao das oxacilinases pode ser exacerbada pela inser¢ao da
ISAbal (BOMONO, 2006).

Dentre os principais mecanismos de resisténcia de A. baumannii estao a produgao de
enzimas, mais frequentemente as [-lactamases, alteracdo da permeabilidade da
membrana externa, efluxo do antimicrobiano e alteracdo do sitio de ligagdo da droga
(LIVERMORE, 2002).

O mecanismo de resisténcia as polimixinas ainda ndo estd completamente elucidado,

podendo estar envolvido com alteragdo do LPS (LEE, 2004). Dois mecanismos de
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resisténcia ja foram descritos, um envolvendo a perda de LPS por mutacido de um dos trés
principais genes da biossintese de LPS (IpxA, IpxC, IpxD) e outro pela adi¢do de
fosfoetanolamina ao LPS pela muta¢do do pmrCAB (BECEIRO, 2014).

Acinetobacter baumannii também apresenta resisténcia a outros antimicrobianos
como, por exemplo, rifampicina, tigeciclina e fosfomicina. A rifampicina € um inibidor
da sintese de acidos nucléicos, e atua diretamente nas enzimas que participam do processo
de transcric@o e replicacdo. A resisténcia a este antimicrobiano ocorre por mutacdo em
gyrA (DNA girase) e rpoB (subunidade beta da enzima RNA polimerase), assim como
por impermeabilidade de membrana e bomba de efluxo (MARTINEZ, 2002). Tigeciclina
inibe a traduc¢do de proteinas e impede a sintese de aminoacidos por ligacao reversivel a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano; varios estudos indicaram que a resisténcia a
tigeciclina estd associada com a superexpressao de sistemas de efluxo, particularmente
membros da familia resistance-nodulation-cell division (RND), que inclui o AdeABC,
Adel]lK, e sistemas de efluxo AdeFGH em A. baumannii (SUN, 2013). Quanto a
fosfomicina, € um agente antibacteriano que inibe a primeira etapa da formagao da parede
celular bacteriana, no entanto, apesar de bem elucidada para outros micro-organismos
Gram-negativos, o mecanismo de resisténcia a fosfomicina em A. baumannii nao € clara

(FALAGAS, 2010).

1.2.1. Producio de enzimas p-lactamases

A primeira B-lactamase foi descrita em 1940 por Abraham e Chain antes mesmo do
uso da penicilina para o tratamento de infec¢des bacterianas (BUSH, 1989). Desde entdo,
inimeras B-lactamases foram identificadas e varios esquemas de classifica¢cdo foram
propostos para agrupar estas enzimas de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e
pela andlise de suas estruturas moleculares (BUSH, 1989; BUSH, 2010; LIVERMORE,
1995). As B-lactamases foram divididas de acordo com suas estruturas primdrias em
quatro classes (A a D), segundo Ambler (1980). De acordo com as diferencas em seus
mecanismos cataliticos, estas classes ainda podem ser classificadas dentro de dois grupos:
serina-PB-lactamases (classes A, C e D) e metalo-B-lactamases (classe B) (AMBLER,
1980; BUSH, 1995) ou de acordo com sua preferéncia por determinado substrato
(classificagdo de Bush) (RASMUSSEN, 1997). Segundo Bush (2010) as B-lactamases

podem ser divididas em trés grupos como apresentada no Quadro 1.
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Quadro 1. Classificagdo das f-lactamases de acordo com Bush e cols 2010. FMUSP, Sao
Paulo.

Bush-
Bush- us Inibidas por
Jacob, Jacoby- Classe
y Medeiros Substrato Caracteristicas
grupo molecular CA ou
(2009) grupo T7B EDTA
(1995)
Maior hidrolise de
1 1 C Cefalosporinas Nao Nao cefalqspor{ng; que
benzilpenicilina;
hidrolizam cefamicinas
Hidrdlise de ceftazidime
le NI C Cefalosporinas Nao Nao € muitos outros
oxyimino-f-lactamase
Maior hidrolise de
2* 2a A Penicilinas Sim Nio benzilpenicilina que
cefalosporinas
Penicilinas Hidrdlise similares de
2b 2b A cefalos orin;s Sim Nao benzilpenicilina e
P cefalosporinas
Cefalosporinas Hidrolisa oxyimino-f3-
esPectro lactamase (cefotaxime,
2be 2be A es tgn dido Sim Nio ceftazidime,
monobactafns ceftriaxone, cefepime,
aztreonam)
Resisténcia para dcido
2br 2br A Penicilinas Nao Nio clavulanico, sulbactam e
tazobactam
Cefalosporinas Hidrolisa oxyimino-f3-
espectro lactamase combinado
2ber NI A es tgn dido Nao Nao com resisténcia para
monobac tar’ns acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam
2c 2c A Carbenicilina Sim Nao Hidrolisa a carbenicilina
ce NI A Carbenicilina, Sim Nio Hidrolisa carbenicilina,
cefepime cefepime e cefpirome
2d 2d D Cloxacilina Variav Nio Hidrolisa cloxacilina ou
el oxacilina
Cefalosporinas Varidv Hidrolisa cloxacilina ou
2de NI D espectro ol Nio oxacilina e oxyimino-f3-
extendido lactamase
Variav - Hidrolisa cloxacilina ou
2df NI D Carbapenems el Nao oxacilina e carbapenems
Cefalosporinas qurollse} _
e e A espectro Sim Nio cefalosporinas, inibidas
estendido pelo acido clavulanico,
mas nao aztreonam
Varidy Hidrolisa carbapenems,
2f 2f A Carbapenems el Nao oxyimino-f-lactamase,
cefamicinas
Hidrdélise de amplo
32 3 B (B1) Carbapenems Nio Sim espectro: lqclulndo
carbapenémicos, mas
nao monobactams
B (B3) Carbapenems
Hidrolisam
3b 3 B (B2) Carbapenems Nao Sim preferencialmente
carbapenems
NI 4 DE

Nota: CA — acido clavulanico; TZB — tazobactam; NI — nao incluida; DE — desconhecido.
Fonte: Adaptado de Bush, 2010.
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1.2.1.1. Carbapenemases

Sao denominadas carbapenemases as [-lactamases com capacidade de hidrolisar
principalmente os antimicrobianos carbapenémicos. Essas enzimas podem ser divididas
segundo suas caracteristicas, em dois grupos: as que possuem em seu sitio alvo um
grupamento serino (oxacilinases) e aquelas que possuem em seu sitio alvo um atomo de
zinco (metalo-B-lactamases) (QUEENAN, 2007).

As carbapenemases da classe A de Ambler incluem membros designados SME, IMI,
NMC, GES e a familia das KPCs. J4 a classe D de carbapenemases consiste no grupo
OXA (oxacilinases), frequentemente descrita em A. baumannii, ji a classe B sdo
constituidas por metalo-p-lactamase (IMP, VIM, SIM, SPM, GIM, AIM, KHM e NDM)
(LIVERMORE, 2002), identificada primeiramente em Pseudomonas aeruginosa
(QUEENAN, 2007).

1.2.1.1.1. Oxacilinases

As oxacilinases estdo entre as primeiras P-lactamases detectadas, porém essas
enzimas eram originalmente raras e mediadas por plasmideo (EVANS, 2014). A partir da
década de 1980 surgiram isolados de A. baumannii resistentes a carbapenémicos que
manifestavam [B-lactamases codificadas por plasmideos (OXA-23, OXA-24, OXA-58).
Logo foi verificado que todas as cepas possuiam uma oxacilinase cromossomal (OXA-
51) e algumas poderiam conferir resisténcia a carbapenémicos quando o ambiente
genético a sua volta promovia a expressao (EVANS, 2014).

O primeiro grupo de oxacilinases identificado em A. baumannii foi o grupo OXA-23,
em isolados do Reino Unido em 1985. A producdo da enzima conferia resisténcia a
carbapenémicos e ndo necessitava de outros mecanismos de resisténcia para elevacado da
concentracao inibitéria minima (CIM) (LYON, 1985). O segundo grupo foi identificado
na Espanha em 1997, denominado OXA-24/40 (BOU, 2000), também conferindo
resisténcia aos carbapenémicos.

O maior grupo de oxacilinase identificado at¢é o momento é o grupo OXA-51, a
enzima OXA-51, que nomeia o grupo, foi determinada em 1996 em isolados provenientes
da Argentina, essas sdo intrinsecas de A. baumannii e encontradas naturalmente no

cromossomo da espécie (BROWN, 2005; PFEIFER, 2011).
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Outros grupos de oxacilinases encontrados em isolados de A. baumannii sao o grupo
OXA-58, identificado na Franca em 2003 (POIREL, 2005), e o grupo OXA-143
determinado em isolados de A. baumannii multirresistentes de pacientes brasileiros
(HIGGINS, 2009), esse grupo inicialmente restrito ao Brasil também ja foi identificado
na Coréia do Sul (KIM, 2010).

A mais recente oxacilinase descrita em A. baumannii é a OXA-48, essa enzima
representa um preocupante desenvolvimento de resisténcia a carbapenémicos da dltima
década. Andlises da enzima OXA-48 mostram uma maior atividade contra imipenem do
que contra meropenem (GONCALVES, 2013).

No Quadro 2 estao apresentados os seis grupos identificados em A. baumannii, e suas

respectivas variantes.

Quadro 2. Grupos de oxacilinases identificadas em isolados de A. baumannii e suas
respectivas variantes. FMUSP, Sao Paulo.

Grupo Variantes

OXA-23-like | OXA-23, OXA-27, OXA-49, OXA-73, OXA-102, OXA-103, OXA-
105, OXA-133, OXA-134, OXA-146, OXA-165-0OXA-171, OXA-
225, OXA-239

OXA-40-like | OXA-40, OXA-25, OXA-26, OXA-72, OXA-139, OXA-160, OXA-
207

OXA-51-like | OXA-51, OXA-64, OXA-71, OXA-75, OXA-80, OXA-82, OXA-84,
OXA-86, OXA-95, OXA-98, OXA-100, OXA-104, OXA-106, OXA-
113, OXA-115, OXA-117, OXA-120, OXA-128, OXA-130, OXA-
132, OXA-138, OXA-144, OXA-148, OXA-150, OXA-172, OXA-
180, OXA-194, OXA-197, OXA-200, OXA-203, OXA-206, OXA-
208, OXA-216, OXA-217, OXA-219, OXA-223, OXA-241, OXA-
242, OXA-248, OXA-250, OXA-254

OXA-58-like | OXA-58, OXA-96, OXA-97, OXA-164

OXA-143-like | OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-253, OXA-255

OXA-48-like | OXA-48, OXA-48b, OXA-162, OXA-163, OXA-181, OXA-199,
OXA-204, OXA-232, 0XA-244, OXA-245, OXA-247

Adaptado de EVANS, 2014.



Introducdo | 11

No Brasil, A. baumannii tornou-se particularmente problemdtico devido a sua
prevaléncia e a resisténcia aos carbapenémicos, geralmente relacionado com oxacilinase,
envolvendo principalmente isolados produtores de OXA-23, sendo relatos de surtos
locais desde o final dos anos 90 (CHAGAS, 2014).

Uma variedade de carbapenemases, principalmente a OXA-23, foi identificada em
isolados de A. baumannii na América Latina, incluindo Brasil, Colombia e Argentina
(TOGNIM, 2004). Estudos indicam a emergéncia deste patégeno no Brasil,
especialmente em isolados que apresentam resisténcia aos carbapenémicos (taxa de 25-
45%) através da producdo de OXA-23, detectada em 63% dos isolados (ROSSI, 2011).

Surtos por A. baumannii resistentes a carbapenémicos sdo observados desde 1990
(FERNANDEZ-CUENCA, 2003). O primeiro caso no Brasil foi reportado em 2003 por
Dalla-Costa e cols, depois em 2007 na cidade de Porto Alegre (SCHIMITH, 2010), desde
entdo casos endémicos sdo observados no pais. Pagano e cols (2015) realizaram um
estudo, em Porto Alegre, 5 anos apds o primeiro surto e observaram que os isolados do
estudo atual mantiveram as mesmas caracteristicas que o estudo anterior. Casos de
infeccdo de corrente sanguinea por A. baumannii produtor de OXA-23 em hospital
universitario de Sao Paulo, mostrou letalidade de 61,9% a despeito do uso apropriado de
antibiéticos (FURTADO, 2011).

Outro estudo, realizado por Chagas e cols (2014), investigou a relagdo genética entre
os isolados de A. baumannii resistentes a carbapenémicos de onze estados brasileiros no
periodo de 2008-2011, indicando a presenga do gene blaoxa-23 na maioria dos isolados.

Estudo anterior relatou a presenca de dois grandes agrupamentos, os complexos
clonais (CC) 15 e 79, de A. baumannii multirresistente abrigando o gene blaoxa-23 em
diferentes estados brasileiros. O CC15 foi descrito em nove estados brasileiros (Alagoas,
Distrito Federal, Espirito Santo, Goids, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Norte, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul), pertencentes as quatro regides geograficas
diferentes do pais (CHAGAS, 2014). A carbapenemase OXA-23 também tem sido
associada com clones especificos, principalmente CC92, o qual é o maior e mais
generalizado complexo clonal (CC) no banco de dados Multilocus sequence types
(MLST) A. baumannii sendo identificados em muitos paises (LEE, 2012; NIGRO, 2012;
FU, 2010). Nos paises latino-americanos, perfis alélicos ndo foram relacionados ao
complexo clonal internacional predominante - CC92 (CLfMACO, 2013), o mesmo estudo

relatou cepas de A. baumannii carregando genes blaoxa-23 pertencendo ao CC104 (ST103,
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236,402 e 404), CC109 (ST108, 109, 405 e 406) e CC113 (ST99, 113 € 227). Outros CCs
relatados no pais estdo associados aos ST236 (CC103) e ST233 (CC113), descritos por
Coelho-Souza e cols em 2003.

O papel da presenca de oxacilinases em isolados de Acinetobacter spp resistentes aos
carbapenémicos, vem sendo bastante estudado nos ultimos anos. Entretanto, essa
resisténcia € atribuida, por muitos autores brasileiros, as OXA-23, OXA-58 e OXA-143
(FERREIRA, 2011; DE SOUZA GUSATTI, 2012; MEDEIROS, 2010).

A primeira identifica¢do da enzima OXA-23 no pais ocorreu por ocasido de um surto
de Acinetobacter spp resistente aos carbapenémicos, descrito em Curitiba por Dalla-
Costa, 2003. Outros surtos ja foram descritos, Carvalho e cols (2009) relataram a presenca
do gene blaoxa-23-ike em oito hospitais do Rio de Janeiro, demais mecanismos de
resisténcia descritos em Acinetobacter, entretanto, nao foram explorados nesses estudos.
Estes autores ndo pesquisaram a presenca de sequéncias de insercdo que levam a
hiperexpressdo destes genes, tampouco avaliaram a hidrélise dos carbapenémicos por
essas enzimas. Portanto, considerar as oxacilinases como o principal mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos dos isolados de Acinetobacter, no Brasil, € simplificar a
complexidade deste problema.

Os primeiros casos da presenca de OXA-58 relatados no Brasil, foram em Sao Paulo
e Rio de Janeiro (FIGUEIREDO, 2011). Essa enzima confere resisténcia aos
carbapenémicos, monobactamicos e cefalosporinas de 3* e 4* geracdo (MEDEIROS,
2010).

Estudo conduzido no Hospital das Clinicas da Universidade de Sdao Paulo (HC-
FMUSP) (MOSTACHIO, 2012), no qual foram avaliados 50 isolados de Acinetobacter
resistentes aos carbapenémicos, mostrou que 10%, de um total de cinco isolados,
apresentaram o gene blamp, 18% o gene blaoxa-51-like/0XA-23-like, € SOMente um isolado nao
apresentou o grupamento ISAbal adjacente ao gene codificador da enzima OXA-23.
Observou-se, ainda, que na maioria dos isolados, as proteinas CarO (29 kDa), proteinas
de 33-36 kDa e 43 kDa estavam diminuidas ou ausentes. Trés isolados apresentaram total
auséncia dessas proteinas. Esses dados mostraram que, nos isolados de Acinetobacter spp
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMUSP), a resisténcia aos carbapenémicos foi decorrente da associacdo de mecanismos
de resisténcia e que o papel das carbapenemases pode ter sido superestimado em outros

estudos brasileiros.
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No ano de 2009, foi relatada na Franca uma nova classe de oxacilinase, a OXA-143
em estudo realizado com cepas brasileiras. Essa nova classe possui uma similaridade de
88% com a sequéncia de aminodcidos da OXA-40, 63% de similaridade com a OXA-23
e 52% de similaridade com a OXA-58 (HIGGINS, 2009).

Outra oxacilinase encontrada no Brasil é a OXA-72, relatada esporadicamente, a
enzima faz parte do grupo das OXA-24/40, confere resisténcia a carbapenémicos e

cefalosporinas de 3* e 4* geragcao (WERNECK, 2011).

1.2.1.1.2. Metalo-B-lactamases

Metalo-B-lactamases (MBL) pertencem ao grupo 3 da classificacao de Bush e a classe
B de Ambler, possuem maior eficiéncia em hidrolisar os carbapenémicos quando
comparadas as oxacilinases. Sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, mas
ndo possuem acdo contra o aztreonam. SAo resistentes a acdo da maioria dos inibidores
de B-lactamases (QUEENAN, 2007). Essas enzimas necessitam de zinco em seu sitio alvo
para exercer sua func¢ao hidrolitica, por isso perdem sua atividade na presenca do acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), um quelante de zinco e outros cétions bivalentes
(QUEENAN, 2007).

Muito importante clinicamente, as variantes de MBL adquiridas podem estar
associados a elementos genéticos mdveis, plasmideos e tranposons, sendo facilmente
transferidos entre diferentes cepas da mesma espécie e de espécies diferentes
(QUEENAM, 2007). A primeira MBL foi detectada no Japao em 1991 e denominada
Imipenemase (IMP) (WATANABE, 1991), a segunda familia foi identificada em Verona,
Itdlia e denominada Verona Imipenemase (VIM) (LAURETTI, 1999). Posteriormente
surgiram suas variantes e no inicio do século outras familias foram identificadas, SPM-1
no Brasil (GALES, 2003), GIM-1 na Alemanha (CASTANHEIRA, 2004), SIM-1 em
Seoul (LEE, 2005), AIM na Austrdlia (YONG, 2007), KHM no Japao (SEKIGUCH]I,
2008) e NDM em New Deli, India (YONG, 2009).

No Brasil, o primeiro relato de cepas produtoras de MBL ocorreu em 2002, em
isolados de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos (GALES, 2003), desde entdo ja
foram descritas diferentes classes de MBL (BERTONCHELI, 2008; LARANJEIRA,
2010).
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A mais recente, NDM, tem sido descrita na América Latina desde 2011 (PASTERAN,
2012). Em isolados de A. baumannii, no Brasil, o primeiro relato foi em um hospital de
Londrina, Parana (PILLONETTO, 2014). Um estudo recente relata a presenca de IMP-
10 em isolados de A. baumannii resistente a carbapenémicos em hospital tercidrio de Sao

Paulo, inicialmente reportados em isolados de P. aeruginosa no Japio (CAYO, 2015;

IYOBE, 2002).

1.2.1.2. p-lactamases de Espectro Estendido

A producio de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) tem emergido como um
importante mecanismo de resisténcia a antimicrobianos B-lactamicos (DALMARCO,
2006).

O desenvolvimento de resisténcia as cefalosporinas de terceira geragao foi um grande
avanco na luta contra isolados multidrogas resistentes (MDR). No entanto, devido a
utilizacdo frequente destes agentes, novos plasmideos que codificam B-lactamase capaz
de hidrolisar cefalosporinas de espectro estendido foram relatadas pela primeira vez em
1983 (KNOTHE, 1983).

As ESBL siao mutantes, mediadas por plasmideo e produzidas por bacilos Gram-
negativos resistentes a penicilina, cefalosporinas e monobactimicos, sio comumente
reconhecidas em Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A. baumannii e sao encontrados
em todo o mundo (RAWAT, 2010).

Entre os vérios tipos encontrados, as enzimas derivadas de TEM e SHV, sdo as mais
frequentes. Mutagdes nos genes que codificam B-lactamases TEM e SHV podem expandir
o espectro de atividade dessas enzimas, tornando-as capazes de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas (exceto cefamicinas: cefoxitina e cefotetan), incluindo as de amplo
espectro e o aztreonam (BRADFORD, 2001).

Estudos recentes mostram a presenca de ESBL em isolados de A. baumannii.
Alyamani e cols (2015) reportaram a presenca de TEM (71%) e CTX-M (81%) do grupo
1,2, 8,9 e 25 emisolados de A. baumannii provenientes de um hospital local de Makkah,
Arébia Saudita. A presenca de TEM (20%) e SHV (58%) também foi reportada em estudo
realizado no Iran (SAFARI, 2015). Na China, o estudo conduzido por Yang e cols (2015)
mostrou 96% de TEM e 85% de CTX-M-2 em 44 isolados de A. baumannii MDR de

pacientes hospitalizados em um hospital universitario.
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No Brasil existe apenas um relato de A. baumannii produtor de CTX-M-135, reportado
recentemente por Zago e cols (2016), a ESBL foi detectada em duas amostras
provenientes de urina e secre¢do traqueal no ano de 2009 e em duas amostras de
hemocultura em 2011 e swab retal em 2014, todas de pacientes hospitalizados em UTI de
dois hospitais de Maringa/Parand. O primeiro relato de CTX-M-15 no Brasil ocorreu em

isolados de E. coli de um hospital de Sdo Paulo em 2010 (SEKI, 2013).

1.2.2. Alteracao da permeabilidade da membrana externa

A membrana externa dos Gram-negativos € composta por fosfolipidio e
lipopolissacarideos, moléculas de proteinas de estrutura trimétrica, conhecidas como
porinas ou proteinas de membrana externa (OMP), cruzam a estrutura interna da
membrana formando canais de transporte que permitem a difusdo de substancias
hidrofilicas, por onde passam alguns antibidticos e pequenos nutrientes (VILA, 2007).
Acinetobacter baumannii apresenta permeabilidade diminuida da membrana externa, por
apresentarem menor nimero e tamanho de porinas comparadas aos demais Gram-
negativos, o que explica parte da resisténcia a varios antibidticos (VILA, 2002).

A resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii pode ser mediada por varios
mecanismos, incluindo a impermeabilidade devido a perda de uma das suas principais
porinas como, por exemplo, carO, OprD e OMP33-36 kDa (PELEG, 2008).

Alteragdes da membrana externa decorrentes da diminuicao de proteina de 33-36 kDa
foram mostradas por Costa e cols (2000), esses isolados apresentavam resisténcia para
imipenem e meropenem. Em 2002, Limansky e cols associaram a diminui¢do da proteina
de 29 kDa, denominada CarQO, em isolados clinicos de Acinetobacter com a resisténcia
aos antimicrobianos carbapenémicos. Outra proteina associada com a passagem dos
antimicrobianos carbapenémicos pela membrana externa é a proteina de 43 kDa
(homologa a OprD de P. aeruginosa) essa porina esté ligada com a entrada do imipenem
no interior da célula por meio de um canal eletrostitico que atrai substancias carregadas
negativamente (FERNADEZ-CUENCA, 2003; BISWAS, 2007), o que também € descrito
no estudo realizado por Mostachio e cols (2012), que apresentam a relacdo entre a
resisténcia aos carbapenémicos associada a diminuicdo ou auséncia de proteinas de

membrana externa.
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Estudos prévios contraditérios mostram que a resisténcia a0 imipenem € meropenem
podem ndo estar relacionadas com a auséncia da OprD homdloga (SMANI, 2013) como,
por exemplo, o estudo de Catel-Ferreira e cols (2012) onde foram testadas cepas
selvagens e mutantes de A. baumannii apresentando os mesmos valores de CIM para os
carbapenémicos. Isto sugere que apenas a perda de OprD em A. baumannii ndo é

suficiente para aumentar as CIMs de carbapenémicos.

1.2.3. Efluxo do antimicrobiano

O mecanismo de efluxo é expresso em todas as células com a funcdo de protegé-las
de componentes téxicos. O aumento da expressdao desse mecanismo tem sido associado a
bactérias multirresistentes (VILA, 2007). O sistema de expulsdo necessita de gasto de
energia pela bactéria, porém, ndo ocasiona nenhuma alteracdo ou degradacdo da droga
(KUMAR, 2005).

O primeiro sistema de efluxo descrito em Acinetobacter spp. foi o AdeABC, esse
complexo pertence a familia RND e confere resisténcia a aminoglicosideos,
fluoroquinolonas, cefotaxima, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol, trimetropim e
tigeciclina (COYNE, 2011), esse sistema de efluxo é regulado por um sistema
denominado AdeRS (MARCHAND, 2004; OPAZO, 2009; COYNE, 2011). Huang e cols
(2008) investigaram isolados multirresistentes ndo relacionados geneticamente, sendo
uma delas produtora de OXA-23, na cepa nao produtora dessa carbapenemase foi
determinado que o fendtipo de resisténcia era devido somente a hiperexpressdo da bomba
AdeABC. O mesmo foi demonstrado em 2005 por Héritier e cols, onde uma cepa com
mutacdo no gene regulador da expressao da bomba AdeABC levou a hiperexpressao da
mesma causando diminui¢do da CIM de imipenem e meropenem. Outros dois sistemas
da mesma familia RND, também sao relatados em A. baumannii como responsaveis pelo
efluxo de antimicrobianos, o sistema AdeFGH tem cloranfenicol, clindamicina,
fluoroquinolonas, trimetoprim, tetraciclinas, tigeciclina e sulfonamida como substratos, e
o sistema de efluxo AdelJK, B-lactamicos, cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina,
fluoroquinolonas, 4cido fusidico, novobiocin e trimetoprim, regulados, respectivamente,

pelos sistemas AdeL e AdeN (YOON, 2013).
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1.2.4. Alteracao do sitio de ligacao da droga

O sitio de acdo dos B-lactamicos é uma enzima denominada proteina ligadora de
penicilina (PBP) presente na membrana citoplasmadtica, estas enzimas catalisam a sintese
do peptidoglicano, o principal componente da parede celular bacteriana (SAUVAGE,
2008).

PBPs com baixa afinidade a B-lactamicos ja foram descritas anteriormente, podendo
sofrer alteracdes por mutagdo ou produgdo de PBPs suplementares (LIVERMORE, 1991;
GEHRLEIN, 1991). Cay6 e cols (2011) mostraram em seu estudo a presenca de sete
genes em isolados de A. baumannii que codificam PBP1a, PBP1b, PBP2, PBP3, PBP5/6,
PBP6b, PBP7/8, essas cepas foram isoladas em 1950, mostrando que os genes de PBP
sao altamente conservados em todas as cepas de A. baumannii analisadas. As poucas
mutacdes observadas ndo poderiam estar associadas com a resisténcia a carbapenémicos,
uma vez que foram encontrados em ambas cepas sensiveis e resistentes.

Contudo, alguns autores afirmam que cada antimicrobiano B-lactdmico possui uma
maior afinidade com uma determinada PBP (BUIJS, 2008), e que a resisténcia do A.
baumannii aos antimicrobianos carbapenémicos pode estar associada a diminui¢do da

expressao de PBP2 (GIAMARELLOU, 2008).

1.2.5. Alteracao do lipopolissacarideo

Embora ja foram descartados devido a sua neurotoxicidade e nefrotoxicidade, as
polimixinas tém uma atividade antibacteriana mais eficaz contra a maioria dos patégenos
Gram-negativos, incluindo A. baumannii (LANDMAN, 2008).

As polimixinas sdo um grupo de peptideos policationicos ciclicos que atuam
principalmente sobre a membrana externa dos Gram-negativos levando a rapida alteracao
da permeabilidade da membrana citoplasmdtica e consequentemente a morte celular
(CLAUSELL, 2007).

A interacdo das polimixinas com o complexo da membrana externa de Gram-
negativos ocorre inicialmente por atragdo eletrostdtica da droga com a por¢ao do lipidio
A do LPS (HANCOCK, 1999). As polimixinas ligam-se ao LPS deslocando Mg? e
rompendo as pontes cruzadas entre Mg? e moléculas anidnicas do LPS, levando a

desestruturacdo e ruptura das membranas externas e internas (CLAUSELL, 2007).
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A alteracdo da carga elétrica do LPS, ocorre pelo sistema de dois componentes, este
sistema € constituido por duas proteinas, uma proteina sensor de histidina quinase, que a
estimulos ambientais sofre auto fosforilacdo ativando uma proteina citoplasmatica por
reacdo de transfosforilagdo, que promove ativagdo ou repressdo dos genes alvo
(GOODERHAM, 2009).

Estudos prévios de resisténcia a colistina por A. baumannii relatam a resisténcia por
perda completa do LPS (MOFFATT, 2010) ou mutacdo no l6cus pmr (ADAMS, 2009;
ARROYO, 2011). No operon pmrCAB, o gene pmrB € o sensor de histidina quinase e o
gene pmrA € a proteina reguladora, esse sistema controla a expressao do gene pmrC,
responsavel pela codificacio da fosfoetanolamina, a adicdo de por¢des de
fosfoetanolamina ao lipideo A do LPS reduz a carga negativa da membrana bacteriana, e
assim diminui a ligac@o da colistina carregada positivamente ao lipidio A, promovendo a
resisténcia bacteriana (BECEIRO, 2011).

No entanto, a auséncia total do LPS bacteriano, relatada como mecanismo de
resisténcia as polimixinas em A. baumannii, ¢ devido a mutacdes espontaneas nos genes
codificadores de lipidio A como, IpxA, IpxC ou IlpxD (MOFFATT, 2010).

As mutacdes no gene que codifica LpsB uma glicosiltransferase envolvida na
biossintese do core de LPS também tém sido implicados na resisténcia a polimixinas

(HOOD, 2013).

1.3.  Teste in vitro de combinacoes antimicrobianas

O uso combinado de antimicrobianos € uma pritica comum no tratamento de
infec¢Oes graves, tanto de origem comunitdria como hospitalar, e tem sido investigada a
fim de aumentar a eficacia dos tratamentos (PELEG, 2008).

Uma das técnicas utilizada para avaliacdo do sinergismo € a técnica do tabuleiro,
conhecida como checkerboard, baseada na avaliacdo das CIM das drogas sozinhas e em
combinacdo por meio de cdlculos que determinam o efeito da combinagao (YOON,
2004). Outro método descrito para avaliagao do sinergismo antimicrobiano € o tempo de
morte (time-kill) que avalia a atividade bactericida da droga obtendo dados de poténcia
em fun¢do do tempo, essa avaliacdo ocorre em diferentes intervalos de tempo do ensaio

(BONAPACE, 2000).
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O sinergismo ocorre quando a atividade de dois antimicrobianos, dados
conjuntamente, € superior ao efeito dos dois, individualmente, podendo ocorrer mesmo
quando h4 resisténcia aos antimicrobianos individualmente, pois o conceito implica em
aumento de poténcia microbiolégica da combinacdo, e ndo de cada agente
individualmente. Define-se antagonismo quando héd prejuizo a atividade dos
antimicrobianos e indiferenca quando a adicdo de antimicrobianos ndo altera o

desempenho das drogas isoladamente (RYBAK, 1996). A Figura 2 representa

esquematicamente as definicdes acima relatadas.
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Figura 2. Defini¢des esquematizadas dos efeitos das combinagdes antimicrobianas.
FMUSP, Sao Paulo

Os estudos in vitro, entretanto, sdo questiondveis. Nao ha até o momento critérios do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ou do European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) que definam a metodologia das
combinacdes e a correlagdo dos achados in vitro e in vivo sdo controversas (ZUSMAN,
2013; FAN, 2016). Vdrios fatores podem interferir na correlacdo do resultado in vitro
com a resposta terapéutica. A farmacocinética das drogas utilizadas na terapia combinada,
por exemplo, pode interferir negativamente nessa correlacdo. A concentragdo de cada
uma das drogas no ser humano € varidvel, mas nos estudos in vitro estas propor¢des sao

mantidas fixas. Além disto, as caracteristicas da infeccdo e do paciente também podem
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interferir no resultado da combinacdo (RYBAK, 1996). O efeito sinérgico também pode
estar relacionado com os mecanismos de resisténcia presente no isolado em estudo, sendo
necessario a avaliacio de cada isolado (BONAPACE, 2000).

O termo checkerboard refere-se ao padrao formado por multiplas diluicdes dos dois
agentes antimicrobianos a ser testados, em concentracdes iguais, acima, € abaixo das suas
CIMs contra os organismos em questao (PILLAI 2005). Essa € a técnica mais utilizada
para avaliacao das combinacgdes antimicrobianas por ser de facil execugao e interpretacao.
O método € vantajoso por permitir o teste de vdrias combinacdes em diferentes
concentracdes dos dois antimicrobianos, utilizando pequenos volumes dos mesmos,
porém esse método s6 avalia a atividade inibitdria e ndo a atividade bactericida (PILLAI,
2005).

Uma variedade de métodos para interpretar os resultados do teste de tabuleiro pode
ser usada, porém estes métodos podem conduzir a diferentes resultados e conclusdes.
Entre eles estdo a concentracdo inibitéria fracional (CIF) e o método de two-well
(PILLALIL, 2005).

Bonapace e cols (2002) mostraram o uso de diferentes métodos para interpretar os
resultados por tabuleiro, de acordo com o autor o método de CIF comparado com o teste
de time-kill apresenta 40% de concordancia, enquanto o método de two-well apresenta
70%. A padronizacdio de interpretagcdo € fundamental para diminuir resultados
divergentes.

Também utilizado para avaliar as combinagdes antimicrobianas, o time-kill fornece
dados para avaliacao da atividade bactericida dos antimicrobianos indicando o tempo da
interagdo da droga baseado na contagem de colonias por meio de semeaduras seriadas, é
considerado padrdo-ouro para avaliacdo das combinacdes antimicrobianas (PILLAI,

2005).

1.3.1. Combinacio antimicrobiana contra Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii vem apresentando altos indices de resisténcia a diferentes
antimicrobianos, o que dificulta em muito o tratamento de doencas causadas por esse
agente. Nos ultimos anos alguns estudos avaliaram o efeito sinérgico de antimicrobianos
contra esse patdgeno por meio de diferentes métodos como checkerboard, E-test e time-

kill e demonstraram que o sinergismo entre as drogas foi bastante varidvel e que
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resultados discordantes foram encontrados quando mais de uma metodologia foi utilizada
(LIM, 2008; SHENG, 2011).

Outro achado interessante foi o sinergismo encontrando em combinagdes com
glicopeptideos, que nao tem acdo contra Acinetobacter spp (GORDON, 2010b;
WAREHAM, 2011; SHIELDS, 2011).

Gordon e cols (2010b) estudaram a atividade da vancomicina e da colistina em
combinacdo contra cinco cepas de A. baumannii por meio do método de checkerboard,
de acordo com esses autores o poder de permeabilidade da colistina poderia facilitar a
penetracdo do glicopeptideo através da membrana externa e expor o sitio alvo da parede
celular. No entanto, o sinergismo foi identificado em apenas quatro das seis amostras
analisadas. O mesmo foi afirmado por Wareham e cols (2011) que obtiveram efeito
sinérgico para os cinco isolados (100%) testados.

Shields e cols (2011) avaliaram combinacdes antimicrobianas pelos métodos de E-
test, checkerboard e time-kill em um paciente transplantado tratado com tigeciclina e
colistina, sem sucesso. O melhor resultado in vitro foi com a combinagao entre colistina
e doripenem usando método de checkerboard.

A avaliagdo da vancomicina também foi observada em um estudo mais recente, onde
pacientes pedidtricos foram tratados com combinacdes de colistina-vancomicina e
meropenem, as mesmas combinacdes também foram avaliadas in vitro, mostrando o
potencial de atividade sinérgica de uma estratégia terap€utica incluindo colistina e
vancomicina e fornece novas informacdes clinicas importantes para seu uso potencial
como uma op¢ao terapéutica contra infeccoes de A. baumannii MDR (CECCARELLI,
2015).

Moland e cols (2008), investigaram a atividade da tigeciclina sozinha e em
combinacdo com amicacina e polimixina B contra 3 de 170 isolados de A. baumannii,
pelo método de time-kill, o qual apresentou melhor resultado bactericida para as drogas
em combinacdo quando usadas sozinhas.

A tigeciclina também foi avaliada em combinacdo com diferentes antimicrobianos, o
estudo de Principe e cols (2009) determinou apenas 5,9% de efeito sinérgico entre os
isolados de A. baumannii MDR (n=22) tanto pelo método de checkerboard quanto time-
kill. Park e cols (2016a) mostraram num estudo recente que as interacdes com tigeciclina
apresentaram um alto efeito antagdnico quando combinados com doripenem e colistina.

Ja no estudo de Tan e cols (2011), onde foi avaliado a combinacdo de tigeciclina com
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polimixina B e rifampicina, o efeito sinérgico foi apresentado em 40% das combinagdes
pelo método de time-kill, 17% pelo checkerboard e 2% pelo Etest contra os isolados de
A. baumannii.

Outros estudos de terapia combinada contra isolados de A. baumannii envolvendo
combinacdes similares aos do presente estudo estdo apresentados na Quadro 3.

Virios estudos retrospectivos tém documentado menores taxas de mortalidade apds
infeccdo por A. baumannii MDR, quando usado a terapia combinada de antimicrobianos
(BATIREL, 2014). Ainda ndo é claro se qualquer combinacdo especifica de agentes

proporcionaria beneficio de sobrevivéncia para aqueles com infec¢@o por A. baumannii

MDR.

Desta forma, os estudos necessitam melhor padronizacao entre diferentes métodos in

vitro para determinacdo de sinergismo antimicrobiano contra A. baumannii, assim como

a padronizagdo para os métodos de interpretacao.

Quadro 3. Estudos com combinagdes antimicrobianas contra isolados de Acinetobacter
baumannii. FMUSP, Sao Paulo.

Autor e cols Combinacao Antimicrobiana Pesquisa Ano
Hogg Colistina e rifampicina In vitro 1998
Montero Colistina e rifampicina In vivo 2004
Yoon Polimixina B, imipenem e rifampicina In vitro 2004
Fulnecky Amicacina e colistina Relato de caso | 2005
Petrosillo Rifampicina, ampicilina/sulbactam e Relato de caso | 2005
colistina
Motaouakkil Rifampicina e colistina Ensaio clinico | 2006
Timurkaynak Rifampicina, meropenem, azitromicina, Invitro 2006
doxiciclina com colistina
Biancofiore Meropenem, rifampicina e colistina Relato de caso | 2007
Pantopoulou Colistina e rifampicina In vivo 2007
Pankuch Meropenem e colistina In vitro 2008
Bassetti Rifampicina e colistina Relato de caso | 2008
Song Colistina e rifampicina Relato de caso | 2008
Lee Meropenem, sulbactam e colistina In vitro 2008
Arroyo Tigeciclina e colistina In vitro 2009

continua
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Quadro 3. Estudos com combinag¢des antimicrobianas contra isolados de Acinetobacter

baumannii. FMUSP, Sdo Paulo. (conclusio)
Autor e cols Combinacido Antimicrobiana Pesquisa Ano
Rodriguez Colistina, imipenem e rifampicina In vitro 2010
Sopirala Tigeciclina, imipenem e amicacina In vitro 2010
Pongpech Colistina, imipenem e sulbactam In vitro 2010
Pachon-Ibanez Colistina e rifampicina Invitro e Invivo . 2010
Dizbay Tigeciclina e colistina In vitro 2010
Candel Tigeciclina, meropenem e colistina Relato de caso = 2010
Ozbek Colistina e tigeciclina In vitro 2010
Hornsey Colistina, vancomicina e In vivo 2011
teicoplanina
Liang Colistina e minociclina In vitro 2011
Santimaleeworagun | Colistina, fosfomicina, imipenem e In vitro 2011
sulbactam
Sheng Tigeciclina e colistina In vitro 2011
Peck Imipenem, rifampicina, tigeciclina In vitro 2012
O’Hara Vancomicina, colistina e doripenem In vitro 2013
Lee Colistina e rifampicina In vitro 2013
Ni Tigeciclina, colistina e subactam In vitro 2013
Majewski Rifampicina e imipenem In vitro 2014
Sun Meropenem e rifampicina Invitro e Invivo . 2014
Dong Rifampicina, colistina, sulbactam e In vitro 2014
tigeciclina
Percin Colistina, vancomicina, netilmicina e In vitro 2014
sulbactam
Le Minh Colistina, imipenem, meropenem, In vitro 2015
ceftazidima e ceftriaxona
Vourli Colistina e meropenem In vitro 2015
Park Colistina, tigeciclina e doripenem In vitro 2016a
Bae Colistina e diferentes In vitro 2016

antimicrobianos
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1.4. Justificativa do estudo

Acinetobacter baumannii ¢ um dos patégenos mais frequentemente isolados de
infeccdes nosocomiais principalmente nas UTI no Brasil, sua resisténcia a
antimicrobianos vem aumentando nas ultimas décadas e as opcdes para o tratamento
dessas infeccdes sdo restritas. Recentemente, isolados resistentes a todas as drogas,
incluindo as polimixinas, foram descritos na literatura. No HC-FMUSP, no ano de 2011,
ocorreu um surto de infec¢do por A. baumannii resistente a todos os antibidticos. A
avaliacdo das combinag¢des antimicrobianas € mecanismos de resisténcia as polimixinas
pode ser util para terapia contra esse agente, exigindo assim uma padronizacdo das
técnicas in vitro. Assim como, a avaliacdo da viruléncia de isolados resistentes as

polimixinas pode ser til para compreensao da patogénese desse patogeno.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Principais

= Avaliar o efeito das combinagdes antimicrobianas in vitro, contra isolados de
Acinetobacter baumannii multidrogas resistentes.
= Avaliar os efeitos das combinac¢des antimicrobianas determinadas in vitro contra

isolados de A. baumannii com diferentes mecanismos de resisténcia

2.2.  Objetivos Secundarios

» Identificar mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos por meio do
sequenciamento total dos isolados.

» Identificar o mecanismo de resisténcia de Acinetobacter baumannii a colistina.

» Identificar genes com funcdo de viruléncia por meio do sequenciamento total dos
isolados.

= Identificar as sequéncias multilocus de todos os isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolados bacterianos

Foram obtidos 20 isolados de Acinetobacter baumannii do banco de cepas do
Laboratério de Investigagao Médica — 54 (LIM-54). Treze isolados sensiveis a colistina
foram selecionadas com base na clonalidade, buscando amostras com diferentes perfis
clonais, e quanto aos mecanismos de resisténcia a carbapenémicos estudados previamente
(MOSTACHIO, 2012). Sete isolados resistentes a colistina foram selecionados com base
nas CIM. Todos previamente identificados pelo método manual API20NE (bioMérieux,
Franca), com leituras de 24 e 48 horas e por detec¢io do gene blaoxa-s1.

Os isolados foram provenientes de pacientes atendidos no HC-FMUSP, sendo as
amostras sensiveis a colistina entre o periodo de junho de 2002 a dezembro de 2004, e as
amostras resistentes a colistina entre o periodo de julho de 2011 a janeiro de 2012. Os

dados utilizados para selecao das amostras estdo apresentados na Tabela 1.

3.2. Cultivo e armazenamento

Os isolados estavam armazenados a -80°C, para preservacio celular, em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) acrescido de 20% de glicerol. As amostras foram cultivadas em
agar sangue de carneiro a 5% e incubadas a 37° C por 24 horas no laboratério de

bacteriologia do Instituto de Medicina Tropical.



Tabela 1. Dados prévios utilizados para selecdo dos 20 isolados de A. baumannii. FMUSP, Sao Paulo.
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CIM'(p'g/mL) Proteinas de Membrana
Material Local de COhStHla ‘_’ Genes de resisténcia a Externa — SDS/PAGE Perfil
ID *Ano . . ~ carbapenémicos P
Biologico Internacao ' carbapenémicos — PCR 3336 Clonal
Col  Imi Mero 29kDa kDa  43kDa

1 2002 Sangue E1IMH 2 256 64  ISAbal+blaoxa-si +++ + +++ G
2 2002 Sangue E1IMH 2 32 128  ISAbal+blaoxa-si + + +++ E
3 2003 Sangue UPSM 1 1 128  ISAbal+blaoxa-si +++ + +++ F
4 2003 Sangue UMIN 2 32 128  ISAbal+blaoxa-si, blaoxa-143 + + + E
5 NI Sangue EICO 2 16 64  ISAbal+blaoxa-si +++ + +++ H
6 2002 Sangue EPSM 1 128 128  ISAbal+blaoxa-si, blaoxa-143; blamp + + Ausente F
9 2003 Sangue ETMO 0.5 128 64 ISAbal +bla0XA-51; blaIMp +++ + +++ Gl
11 2004 Sangue EMIN 0.5 64 16 ISAbal +bla0XA-51, blaOXA_23, blaOXA-143 + + Ausente 1
13 2004 Sangue EICO 0.5 64 32 ISAbal+blaoxa-si, blaoxa-143 Ausente  + Ausente El
14 2004 Sangue EICO 0.5 64 64  ISAbal+blaoxa-si, blaoxa-143; blawp + + + D
15 2004 Sangue UIMH 0.5 128 64  ISAbal+blaoxa-si + + + n
18 2004 Sangue ECMG 1 16 16 ISAbal +bla0XA-51, blaOXA_23, blaOXA-143 +++ + +++ J
20 2004 Sangue UQUE 0.5 128 128 ISAbal +bla0XA-51, blaOXA_23, blaOXA-143 + + Ausente K
22 2011 CcvcC E1CH 16 32 32 ISAbal+blaoxa-si NI NI NI NI
23 2012 Swab retal U1CH 16 32 32 ISAbal+blaoxa-si NI NI NI NI
24 2011 CVvC U1CH 32 32 32 ISAbal+blaoxa-si NI NI NI NI
25 2011 Sangue UCNV 604 64 32 ISAbal+blaoxa-si NI NI NI NI
26 2011 Liq. Ascitico U1CH 32 32 32 ISAbal+blaoxa-si NI NI NI NI
27 2012  Sec. Traqueal UNEU 32 64 16  ISAbal+blaoxa-si NI NI NI NI
28 2011 Sangue U1CH 8 32 16  ISAbal+blaoxa-si NI NI NI NI

ID: identificacdo dos isolados; *ano de coleta; CVC: cateter venoso central; Col: colistina; Imi: imipenem; Mero: meropenem; NI: Nao
Informado.
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3.3. Cepas controle

Para todos os ensaios foram utilizadas cepas controle, de acordo com as normas
padronizadas pelo CLSI, 2013 obtidas da American Type Culture Collection (ATCC),

como apresentado no Quadro 4.

Quadro 4. Cepas controle obtida da ATCC de acordo com os experimentos realizados.
FMUSP, Sio Paulo.

Linhagem Controle Experimento

Micro-organismo ATCC

CIM, Agar Diluigao,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Checkerboard

CIM, Agar Diluigao,
Escherichia coli ATCC 25922

Checkerboard

PFGE, PCRq, Membrana
Acinetobacter baumannii ATCC 19606

Externa
Staphylococcus aureus ATCC 29213 CIM

3.4. Antimicrobianos utilizados no estudo

Os antimicrobianos foram preparados considerando sua poténcia e a escolha foi
baseada nas opcdes terapéuticas para tratamento de infeccdes causadas por A. baumannii
no HC-FMUSP, as drogas nao utilizadas para o tratamento das infec¢des causadas pelo
agente foram escolhidas com base na literatura a fim de avaliar o efeito sinérgico das
mesmas. O sulbactam ndo foi selecionado para avaliagdo da combinac¢do antimicrobiana,
porém € objeto de estudo de outro projeto.

Para as combinacdes antimicrobianas foram escolhidas colistina (USP-Reference
Standard Colistin Sulfate, Rockville, MD, USA) e imipenem (Tienam® 500,
imipenem/cilastatina sédica - Merck Sharp Dohme, Whitehouse Station, NJ, EUA), por
serem drogas de ultima opgao terapéutica para tratamento de infec¢des causadas por A.
baumannii; e tigeciclina e fosfomicina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) por nao

serem drogas de op¢Oes terapéuticas contra A. baumannii, porém promissoras para terapia
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combinada. Os quatro antimicrobianos foram testados em combinagdo com as respectivas
drogas: vancomicina, amicacina (Sulfato de Amicacina), gentamicina, rifampicina
(Sigama-Aldrich, St Louis, MO, USA) e meropenem (Meronem® I.V. — AstraZeneca,
Cotia, SP, Brazil).

A concentracdo final da solucdo estoque para cada antimicrobiano foi de 10.000
pg/mL. Para calcular a quantidade necessdria do antimicrobiano foi utilizada a seguinte

equacao:

Peso(mg) = Volume (mL) x Concentra¢do (ug/mL)

Poténcia (ug/mg).

As combinagdes antimicrobianas testadas para o método de checkerboard e time-kill

estdo apresentadas na Figura 3.

Meropenem

Amicacina

Gentamicina Meropenem

Rifampicina Amicacina

COLISTINA

Vancomicina Rifampicina

TIGECICLINA Fosfomicina

Fosfomicina Vancomicina Amicacina

Imipenem Gentamicina Vancomicina

IMIPENEM Rifampicina l Amicacina

Gentamicina l Meropenem

FOSFOMICINA Gentamicina

Rifampicina

Vancomicina

Figura 3. Diagrama das combinagdes antimicrobianas testadas no presente estudo contra
isolados de A. baumannii multidrogas resistentes. FMUSP, Sao Paulo.
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3.5. Determinaciao da concentracio inibitéria minima por microdiluicio em

caldo

As concentragdes inibitérias minimas foram determinadas para todos os isolados,
mesmo com resultados prévios, como andlise confirmatéria, pelo método de
microdilui¢do em caldo, seguindo as normas padronizadas pelo CLSI, 2013.

Cada antimicrobiano foi preparado considerando sua poténcia, assim como o solvente

e o diluente apropriado para cada droga utilizada de acordo com as normas do CLSI.

3.5.1. Preparo das diluicoes em microplacas

A partir da solugdo estoque foram feitas dilui¢des, com o diluente adequado, para
obter a concentracdo inicial desejada. Todos os ensaios foram feitos em duplicata em
diferentes periodos de tempo.

Sendo assim, 50 uL do meio de cultura Caldo Miieller Hinton Cation Ajustado
(CMHCA) foi colocado em todos os pocos da placa de microdiluicio com fundo
arredondado de 96 pogos, exceto na primeira coluna, 100 uL do antimicrobiano preparado
a uma concentragdo acima, da concentracao inicial desejada na placa, foi colocado na
primeira coluna de A a H. Com pipeta multicanal foi realizada uma dilui¢c@o seriada do
antimicrobiano, sendo pipetado 50 uL do volume da primeira coluna e passado para os
pocos das colunas seguintes com homogeneiza¢do em todos 0s pogos para cada coluna
até a coluna 10, deixando os 50 pL restantes na coluna 12, o qual foi designado como
controle de esterilidade, onde ndo foi colocado suspensdo bacteriana para verificar a

ocorréncia de contamina¢ao durante a diluicdo e preparo da droga.

3.5.2. Preparo da suspensao bacteriana

Foi preparado uma suspensdo bacteriana na escala 0.5 de McFarland (~1.8 x 108
UFC/mL) por espectrofotometria com densidade 6ptica de 0.08 a 0.1 em comprimento de
onda de 625nm, essa suspensao foi diluida a 1:100 em CMHCA (~1.8 x 10 UFC/mL). O

mesmo foi realizado para as amostras controle.
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3.5.3. Inoculacao da suspensao bacteriana

Foi adicionado 50 puL da suspensdo bacteriana em todos os pogos da placa exceto na
coluna 12 designada para controle de esterilidade, contendo apenas CMHCA e
antimicrobiano em teste, enquanto a coluna 11 foi designada para controle de
crescimento. Apds inoculacio as placas foram fechadas, homogeneizadas

cuidadosamente, e incubadas a 35 £ 2°C por 18 a 24 horas.

3.5.4. Leitura das concentracdes inibitérias minima

A leitura das placas para determinacdo das CIMs foi realizada com auxilio de um
espelho para leitura de microplacas em local iluminado, de acordo com a observagao
macroscopica do crescimento bacteriano.

Os pontos de corte utilizados para os antimicrobianos na CIM, foram baseados em
critérios estabelecidos pelo CLSI (Quadro 5) para A. baumannii, exceto para vancomicina

que foi utilizado ponto de corte baseado nos critérios para Staphylococcus aureus.

Quadro S. Pontos de corte dos antimicrobianos utilizados para determinacdo da CIM de
acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI (2013). FMUSP, Sao Paulo.

Cepas Controle - ATCC (ug/mL)

ATB P. aeruginosa E. coli S. aureus
(27853) (25922) (29213)
Colistina 0.5-4 0.25-2 -
Imipenem 1-4 0.06-0.25 -
Meropenem 0.25-1 0.008-0.06 -
Tigeciclina 0.03-0.25 - 0.03-0.25
Gentamicina 0.5-2 0.25-1 -
Amicacina 1-4 0.5-4 -
Rifampicina 16-64 4-16 -
Vancomicina - - 0.5-2
*Fosfomicina 2-8 0.5-2 -

*valores para dgar diluicdao
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Os critérios de sensibilidade aos antimicrobianos foram baseados no CLSI (2013)
para A. baumannii com excecao da vancomicina e rifampicina, que foram usados critérios
para Staphylococcus aureus e para fosfomicina, usado critério para Enterobacteriaceae
estabelecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(EUCAST, 2013), os mesmos estao apresentados no Quadro 6.

Quadro 6. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos estabelecidos pelo CLSI e
EUCAST. FMUSP, Sao Paulo.

Perfil de sensibilidade (ug/mL)

ATB Resisténcia
Sensibilidade Resisténcia
Intermediaria
Colistina <2 - >4
Imipenem <4 8 >16
Meropenem <4 8 >16
Tigeciclina <2 4 >8
Gentamicina <4 8 >16
Amicacina <16 32 >64
Rifampicina® <1 2 >4
Vancomicina? <2 4-8 >16
FosfomicinaP® <32 - >32

iCritérios estabelecidos pelo CLSI (2013) para Staphylococcus aureus, °Critérios
estabelecidos pelo EUCAST (2013) para Enterobacteriaceae.

3.6. Agar diluicao

A concentragdo inibitéria minima para a fosfomicina de todos os isolados foi
determinada pelo método de diluicdo em dgar. O procedimento foi realizado segundo
normas do CLSI (2013) submetendo um inéculo bacteriano de concentragdo padronizada
a concentragdes crescentes de antimicrobiano, verificando o crescimento visivel do
micro-organismo apds 20 a 24 horas de incubagdo em estufa a 35 + 2 °C. O controle foi
realizado utilizando-se as cepas de referéncia Escherichia coli ATCC 25922 e

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Foram considerados os critérios de interpretacdio CIM para enterobactérias
estabelecidos pelo EUCAST (Quadro 6) e o ponto de corte para cepas referéncias pelo

CLSI (Quadro 5).

3.6.1. Preparo das placas em concentracoes seriadas

Foram feitas as diluicdes seriadas em tubos falcon, a partir da solugdo-estoque de
fosfomicina, em soro fisioldgico a 0.9%, também foi preparado uma solucdo de D-
glicose-6-fosfato (G-6-P) para uma concentracdo final de 25 pg/mL. Aliquotas de 17 mL
de dgar Mueller-Hinton foram preparadas com 10% menos dgua, autoclavadas e mantidas
em banho-maria a temperatura de 45 a 50 °C. O 4gar liquefeito (17 mL), a fosfomicina
diluida nas respectivas concentragdes (2 mL) e a solu¢do de G-6-P (1 mL) foram
homogeneizados completamente e distribuidas em placas de Petri descartdveis de 90 x
15 mm, previamente identificadas de acordo com a concentragdo, obtendo-se uma
camada de 4gar de 3 a 4 mm de espessura. Apds a solidificacdo do dgar a temperatura
ambiente as placas foram embaladas em filmes plésticos e armazenadas em geladeira a

temperatura de 2 a 8 °C, sendo utilizadas em até 72 horas.

3.6.2. Preparo da suspensao bacteriana

O in6culo dos isolados e das cepas controle, foi preparado em suspensdo direta, com
solucdo salina, de coldnias isoladas selecionadas da placa de dgar sangue de carneiro 5%
de 18 a 24 horas. A suspensdo foi ajustada com auxilio de um espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 625 nm para que sua turbidez coincidisse com a da solug¢do
padrio 0.5 de McFarland, que contém aproximadamente 1.8 x 108 UFC/mL. Os in6culos
foram diluidos 1:10 em solucdo salina esterilizada para obter uma concentragdo de

aproximadamente 10’ UFC/mL.
3.6.3. Aplicacido da suspensao bacteriana na placa
Os in6culos bacterianos (10’ UFC/mL) foram distribuidos em aliquotas de 100 pL em

placa de fundo reto com 96 pocgos, possibilitando a aplicacdo rdpida e simultdnea na

superficie do 4gar.
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As placas de dgar foram marcadas para orientar os pontos de indculo. A inoculacio
nos meios foi realizada utilizando o multi-inoculador de Steer, aplicador contendo 32
pinos com pontas de 3mm que aplicam 2 a 3 pl. de suspensdo bacteriana a superficie do
4gar, assim, o inéculo final em 4gar teve aproximadamente 10* UFC por pino.

Primeiramente foi inoculada uma placa de controle do crescimento (sem
antimicrobiano), a seguir, comec¢ando pela concentragdo mais baixa, foram inoculadas as
placas contendo as diferentes concentragdes de antimicrobiano. Por tltimo, foi inoculada
uma placa de controle de esterilidade para verificar possivel contaminacdo ou
transferéncia significativa de antimicrobiano durante a inoculagao.

As placas inoculadas permaneceram a temperatura ambiente até que a umidade nos
pontos de inoculacdo tivesse sido absorvida, no maximo por 30 min. Em seguida foram

invertidas e incubadas em estufa a 35 £2 °C por 20 a 24 horas.

3.6.4. Leitura da concentracio inibitéria minima por agar diluicao

As placas foram colocadas numa superficie escura, nao refletiva. A CIM foi registrada
como a menor concentracdo do agente antimicrobiano que inibiu completamente o

crescimento, descartando qualquer col6nia ou turvagado leve causada pelo indculo.

3.7. Determinacio da concentracido inibitéria minima da fosfomicina por

microdiluicao em caldo

A concentracdo inibitéria minima para fosfomicina, de todos os isolados, foi também
determinada pelo método de microdiluicao em caldo para padronizagdo do método de
checkerboard.

O antimicrobiano foi preparado considerando sua poténcia, assim como o solvente e
o diluente apropriado para a droga utilizada de acordo com as normas do CLSI para dgar

diluicao.

3.7.1. Preparo das diluicoes em microplacas

A partir da solucdo estoque do antimicrobiano, foram feitas dilui¢des com o diluente

adequado, para obter a concentracdo inicial quatro vezes acima da desejada pois, foi
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adicionado G-6-P em cada poco. Todos os ensaios foram feitos em duplicata em
diferentes periodos de tempo.

Sendo assim, 50 uLL de meio de cultura CMHCA foi colocado em todos os pocos da
placa de microdilui¢ao com fundo arredondado de 96 pocos, exceto na primeira coluna,
onde 100 pL do antimicrobiano preparado, com concentra¢do quatro vezes acima da
concentrac¢do inicial da placa, foi colocado na coluna 1 de A a H. Com pipeta multicanal
foi realizada uma dilui¢do seriada do antimicrobiano, sendo pipetado 50 uL. do ATB da
primeira coluna e passado para os pocos das colunas seguintes com homogeneizacdo em
todos os pogos de cada coluna até a coluna 10, deixando os 50 puL restantes na coluna 12,
o qual foi designado como controle de esterilidade, onde ndo foi colocado suspensdo
bacteriana para verificar a ocorréncia de contaminagao durante a diluicao.

Ap6s a diluicao da fosfomicina, 50 uL de solu¢do G-6-P foi adicionado em todos os
pocos da placa, exceto na coluna 11 (controle de crescimento) para uma concentracao

final de 25 pg/L.

3.7.2. Preparo da suspensao bacteriana

Foi preparado uma suspensdo bacteriana na escala 0.5 de McFarland (~1.8 x 108
UFC/mL) por espectrofotometria com densidade 6ptica de 0.08 a 0.1 em comprimento de
onda de 625 nm, essa suspensio foi diluida a 1:100 em CMHCA (~1.8 x 10° UFC/mL).

O mesmo foi realizado para as amostras controle.

3.7.3. Inoculacao da suspensao bacteriana

Foi adicionado 100 puL da suspensao bacteriana diluida em todos os pogos da placa
exceto na coluna 12, designada para controle de esterilidade, ja a coluna 11 contendo
CMHCA e suspensdao bacteriana foi designada para controle de crescimento. Apds
inoculagdo as placas foram fechadas, homogeneizadas, e incubadas a 35 £ 2 °C por 18 a

24 horas.

3.7.4. Leitura das concentracdes inibitérias minima
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A leitura das CIMs foi realizada com auxilio de um espelho para leitura de
microplacas em local iluminado, de acordo com a observacdo macroscépica do
crescimento bacteriano.

Os pontos de corte e os critérios de sensibilidade foram os mesmos utilizados para o
agar diluicdo, apresentados nos Quadros 5 e 6.

Para confirmacdo dos resultados da CIM, também foi utilizado um leitor de placas

(Absorbance Reader, Tecan — Sunrise).

3.8. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

A eletroforese convencional de moléculas de DNA ¢ realizada aplicando-se amostras
de preparados de DNA em uma matriz sélida de agarose e induzindo estas moléculas a
migrar através do gel sob campo elétrico estético. A separacdo das moléculas através do
gel depende predominantemente do peso molecular dos mesmos, num processo que
utiliza campos elétricos que sdo ativados alternadamente (DURMAZ, 2009).

A técnica foi aplicada para os 20 isolados, mesmo para os isolados sensiveis a
colistina, previamente selecionados de um estudo anterior com diferentes perfis

moleculares.

3.8.1. Preparo da suspensao bacteriana

As amostras foram semeadas em dgar sangue de carneiro a 5% e incubadas por 18-24
horas a 37 °C. Trés a cinco coldnias do crescimento foram inoculadas em 3 mL de caldo
triptona de soja (TSB) e incubadas overnight a 150 rpm em shaker a 37 °C. Microtubos
foram identificados e pesados. O volume do crescimento em TSB foi transferido para os
microtubos pré-pesados, esses foram centrifugados por 20 minutos a 11.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e adicionado 1 mL de solucdo fisiolégica estéril ao sedimento
sendo homogeneizado com vértex. O mesmo processo foi realizado por mais 3 vezes.

Apdés a tultima lavagem, foi retirado totalmente o sobrenadante e o microtubo foi
pesado com o sedimento. Em seguida a massa bacteriana obtida foi calculada e preparada
uma suspensao bacteriana na concentragdo de 100 pg/uL com EDTA 25 mM pH 8.0. A
equalizacdo do volume foi realizada subtraindo o peso do microtubo com sedimento pelo

peso do microtubo vazio.
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3.8.2. Preparo dos blocos de agarose

Ap6s a fundigdo da agarose low melting a 2% em TBE 0.5 x (Tris, Acido Bérico,
EDTA), esta foi deixada no termo-bloco (AccuBlock Digital Dry Bath — Labnet
International) a 56 °C, aquecido previamente. Microtubos, contendo 225 mL de tampao
TEN (TRIS 1 M, EDTA 0.5 M, NaCl 4 M), foram identificados. A esse tampao foi
adicionado 25 pL da suspensdo bacteriana, os microtubos foram homogeneizados em
voértex e colocados no termo-bloco a 56 °C por 1 hora. Foi adicionado a suspensao 70 uLL
de lisozima a 20 mg/mL, em seguida adicionado 350 puL da agarose e homogeneizado
com pipeta. A mistura foi distribuida nos moldes para os blocos e resfriados em geladeira

por 30 minutos.

3.8.3. Extracio do DNA bacteriano

Foram distribuidos 2 mL de tampao EC (EDTA 0.5 M, TRIS 1 M, NaCl, N-lauril-
sarcosyl, BRIJ, Deoxicolato de S6dio) nos pogos de uma placa de cultura de células de
24 pocos, os blocos de agarose foram removidos dos moldes no tampao EC e incubados
por 5 horas a 37 °C sob agitacao suave (75 rpm). Em seguida foi retirado o tampao EC e
adicionado 2 mL de tampao CHEF-TE (EDTA 0.5 M, TRIS-HCIl 1 M), o mesmo foi
retirado e adicionado novamente 2 mL deste tampdo, que foi mantido a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds esse periodo o tampao CHEF-TE foi descartado e
adicionado 2 mL de tampao ES (EDTA 625 mM, N-lauril-sarcosyl 5%) acrescido de 100
pL de proteinase K a 20 mg/mL em cada po¢o e homogeneizado. As placas foram
incubadas a 52 °C overnight.

Retirado o tampao ES os blocos foram lavados 5 vezes com 2 mL de CHEF-TE.
A primeira lavagem ndo teve incubacdo, as demais foram feitas com intervalos de 60
minutos sob agitacao leve (75 rpm). Apds a dltima lavagem foi trocado o tampao CHEF-

TE e as placas guardadas sob refrigeracdo (4 °C).

3.8.4. Restricao enzimatica

Foi adicionado 200 pL de tampao DNS (TRIS 1 M, MgCl) nos pogos de uma placa

de 96 pocos. Com auxilio de uma espatula e bisturi, um bloco de agarose foi cortado ao
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meio e colocados no tampao DNS. Retirado o tampao DNS foram realizadas 5 lavagens
com intervalos de 60 minutos cada. O tampao DNS foi substituido por 100 uL de tampao
com enzima de restricdo Apal (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, USA) e
incubadas a 37 °C por 16 horas.

3.8.5. Preparo do gel de agarose e tampao TBE 0.5 x para eletroforese

Para o pente de 20 amostras, foram preparados 100 mL de agarose 1% com TBE 0.5
X, a percentagem de agarose é determinante para o tamanho dos fragmentos que se
pretende separar. Os blocos, com DNA, assim como o peso molecular de 50-1000 bp
(Lambda Ladder PFG Marker, Biolab, Austria, Europe - GMBH), foram colocados no
pente e em seguida foi distribuido a agarose no molde sem formar bolhas e deixado
solidificar. Foram preparados 2 litros de TBE 0.5 x, com 200 pL de tiuréia 0.5 M, o
tampao foi colocado na cuba para refrigerar e as condi¢des de corrida foram ajustadas
com os dados contidos no Quadro 7. Apds a corrida o gel foi corado em solugdo de
brometo de etidio 1 pg/mL por 20 minutos e fotodocumentado em Alpha Innotech -

Alphalmmage.

Quadro 7. Condigdes de corrida estabelecidas para PFGE de A. baumannii em CHEF
DRIII — BioRad. FMUSP, Sao Paulo.

Tempo
F t
Agarose Switch Volts/ de ragmento
Kb
(%) Time (s) cm | Anglo Corrida Temperatura (Kb)
1 1-30 6 120° 23 horas 13°C <50-300

s: segundos

3.8.6. Interpretaciao do PFGE

Os perfis eletroforéticos gerados foram agrupados utilizando o software de
bioinformdtica Bionumerics versdo 7.1 (Applied Maths). Fragmentos de DNA foram
manualmente curados e normalizados usando o peso Lambda Marker presente em cada

gel. Uma tolerancia de 1.5% e otimizagao de 0.5% foram utilizadas para a comparagao
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de diferentes géis (SEIFERT, 2005). O agrupamento de clusters foi realizado e gerado
um dendrograma pelo método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
(UPGMA) e coeficiente Dice de similaridade.

Fragmentos de DNA das cepas representativas de isolados sensiveis de A. baumannii
- ATCC 19606, foram incluidas na analise.

Para definir os perfis clonais e subtipos encontrados, trés niveis de cut off foram
seguidos: isolados com similaridade <80% foram considerados diferentes perfis. Os
subtipos foram definidos a partir dos perfis com coeficiente Dice entre 80-95%. Isolados

com similaridade >95% foram considerados idénticos (SEIFERT, 2005).

3.9. Avaliacao das combinacoes antimicrobianas por checkerboard

O método de checkerboard é uma técnica usada para avaliar combinagdes de
antimicrobianos in vitro. O checkerboard se refere ao padrdo (de tubos ou pocos de
microdilui¢ao) formado por varias diluicdes dos dois antimicrobianos sendo testado, em
concentracdes iguais, acima e abaixo de suas concentracdes inibitérias minimas contra os
organismos que estdo sendo testados. Cada poco da placa de microdilui¢do contém uma

concentracdo Unica das duas drogas que estdo sendo testadas (PILLAI, 2005).

3.9.1. Preparo das diluicoes dos antimicrobianos

Os antimicrobianos foram diluidos, a partir da solucdo estoque, em tubo falcon
contendo 10 mL de CMHCA em concentragdes 4 vezes acima da concentracdo desejada
na placa, em seguida foi realizado uma dilui¢c@o seriada com os demais falcons contendo
5 mL de CMHCA, em ntimero correspondente as colunas e linhas da placa de
microdilui¢do utilizadas para o método.

A técnica de checkerboard foi realizada para os 20 isolados em duplicata, contando

com 25 combinag¢des antimicrobianas por isolado.

3.9.2. Preparo das placas de checkerboard

Foram transferidos 50 uL dos antimicrobianos, previamente diluidos, em cada

concentracdo, para placas de microdiluicao estéreis com fundo arredondado, um dos
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antimicrobianos foi distribuido na horizontal do mais concentrado, na coluna 10, até o
menos concentrado, na coluna 2, um segundo antimicrobiano foi distribuido na vertical,
sendo o mais concentrado da linha A até o menos concentrado na linha G, a ultima linha
(H) e a primeira coluna (1) foi destinada somente para um dos antimicrobianos com o
intuito de determinar o CIM de cada ATB na mesma placa, assim como, foram
determinados na coluna 11 o controle de crescimento, contendo apenas CMHCA e
suspensao bacteriana e na coluna 12 o controle de esterilidade, contendo apenas CMHCA
e o volume da ultima dilui¢do d ATB. Para as placas onde foram testados fosfomicina

foram acrescentados 50 uL de G-6-P em todos os pogos contendo fosfomicina.

3.9.3. Preparo da suspensao bacteriana

O in6culo, tanto dos isolados quanto dos controles, foi preparado fazendo-se uma
suspensao direta, em solucao salina, de colonias isoladas selecionadas numa placa de dgar
sangue de carneiro a 5% com incubagdo de 18 a 24 horas. A suspensao foi ajustada com
auxilio de um espectrofotdmetro para turbidez de solucao padrao 0.5 de McFarland, que
contém aproximadamente 1.8 x 108 UFC/mL. Os in6culos foram diluidos 1:100 em
CMHCA para obter uma concentracio de 10 UFC/mL, 100 pL da suspensdo bacteriana
foi distribuido em todos os pogos da placa, exceto na coluna 12, destinada ao controle de
esterilidade. Para as placas onde foram testados fosfomicina o volume de suspensao

bacteriana diluida foi de 50 uLL em cada pogo.

3.9.4. Leitura do checkerboard

A leitura do checkerboard foi realizada com auxilio de um espelho para leitura de
microplacas em local iluminado, de acordo com a observacdo macroscopica do
crescimento bacteriano.

3.9.5. Interpretacao das combinacoes antimicrobianas

A interpretacdo do efeito sinérgico das combinac¢des antimicrobianas foi realizada por

meio de dois métodos diferentes, o método de two-well e CIF. O método de two-well
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consiste na determina¢do de dois pocos da placa contendo a combinac¢do dos dois ATB

em uma concentracao Unica, para determinagdo dos pocos foi realizado o calculo:

1° Poco:

0.25 x CIM droga A e 0.25 x CIM droga B = po¢o com concentragdo especifica de A+B
2° Poco:

2 x CIM droga A e 2 x CIM droga B = po¢co com concentragdo especifica de A+B

Quando os dois pocos, com as respectivas concentragdes determinada pelo cdlculo,
ndo apresentam turvacdo € considerado sinergismo antimicrobiano, quando somente um
dos pogos apresentam turvacdo o resultado € considerado indiferente e a presenca de
turvacao nos dois pogos tem resultado antagénico (ELIOPOULOS, 1996; MARYMONT,
1981).

Para determinacdo do CIF foram calculadas:

CIF = CIFA + CIFg = CIM (droga A + droga B) + CIM (droga B + droga A)
CIM (droga A) CIM (droga B)

Onde:
CIFA = CIM da droga A em combinacao dividido pelo CIM da droga A sozinha;
CIFg = CIM da droga B em combinacao dividido pelo CIM da droga B sozinha.
O sinergismo foi definido como CIF <0.5, indiferenca como CIF >0.5 - <4 e

antagonismo >4 (GORDON, 2010b).

3.10. Time-kill

Em contraste com a técnica de checkerboard, que normalmente fornece apenas dados
inibitdrios, a técnica de time-kill avalia a atividade microbicida da combinacdo testada.
Por esta razdo, muitas vezes € mais relevante para situagdes clinicas em que a terapia
bactericida € desejavel (PILLAI, 2005).

O estudo foi realizado em duplicata, em diferentes periodos de tempo, com 0s mesmos
antimicrobianos utilizados para determina¢do do CIM e para técnica de checkerboard,

seguindo protocolo modificado descrito por Sheng e cols (2011).
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As concentracdes utilizadas para o ensaio foram determinadas com base no CIM do
método de checkerboard, sendo que foram testadas, para todos os isolados, concentragdes
referentes a 1 x CIM e 0.5 x CIM.

Para os isolados que apresentaram resultados indiferentes no método de time-kill
assim como, para os isolados resistentes a colistina foram também testadas as

concentracdes de 4 x CIM, 2 x CIM, 0.25 x CIM e 0.125 x CIM.

3.10.1. Preparo do teste de time-kill

Para cada isolado foram realizados cinco tubos falcon, de 10 mL cada, contendo
CMHCA juntamente com suspensdo bacteriana na escala 0.5 de McFarland e os
antimicrobianos nas concentragdes do CIM pré-determinadas pelo método de
checkerboard, onde, o 1° tubo apresentava a droga A sozinha, o 2° tubo apresentava a
droga B sozinha, o 3° tubo apresentava a combinacao da droga A e B nas concentracdes
de 1 x CIM, o 4° tubo apresentava a combinagdo da droga A e B na metade da
concentracdo do CIM (0.5 x CIM) e o 5° tubo apresentava somente o isolado na presenca
de meio de cultura para determinacdo do controle de crescimento. Os tubos foram
incubados a 37 °C, em shaker a 150 rpm, e nos periodos de 0 (momento do preparo, sem
incubacdo), 2, 4, 6 e 24 horas uma aliquota de cada tubo foi diluida a 1:10, 1:100 e 1:1000
em salina, para cada dilui¢do, 10 uL foram dispensados em placas de dgar Miller Hinton
e semeados em trés sentidos diferentes. As placas foram incubadas a 37 °C por 20-24

horas para contagem de colonias.

3.10.2. Interpretacio do time-kill

O sinergismo foi interpretado como diminui¢@o > 2 logio na contagem de coldnias da
combinacdo de antimicrobianos quando comparados com o tempo O (primeiro periodo de
incubagdo); o antagonismo foi considerado com aumento >2 logio na contagem de
coldnias e indiferente para aumento ou diminui¢ao <2 logio na contagem de colénias com

a combinacao (PETERSEN, 2006).
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3.11. Reacido em Cadeia da Polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para determinagdo de genes de
resisténcia a carbapenémicos e proteinas de membrana externa. A caracterizagdo
genotipica das amostras de A. baumannii resistentes as polimixinas foram submetidas a
PCR, para detec¢do de determinantes genéticos responsdveis pela biossintese do LPS
(IpxA, IpxC, IpxD) e do sistema regulatério PmrCAB (pmrA, pmrB e pmrC).

A extracdo do DNA gendmico dos isolados bacterianos foi realizada por meio do kit
de extracdo Ilustra Bacteria Genomic Prep Mini Spin Kit - GE® Healthcare, seguindo as
orientacdes do fabricante.

As sequéncias especificas de DNA foram amplificadas por PCR, os pares de
iniciadores, assim como suas respectivas temperaturas de anelamento estdao apresentados
no Quadro 8.

Cada reacgao foi realizada com controle interno positivo, para o determinado gene, e
controle negativo. As reagdes de amplificagdo ocorreram em termociclador Mastercycler
Nexus GSX 1. Os produtos amplificados pela PCR foram submetidos a eletroforese (gel
de agarose 1%, coloragdo com Syber Safer) e fotodocumentado com Alpha Innotech —

Alphalmager.

3.11.1. Amplificacao dos genes de carbapenemases

A deteccdo dos genes codificadores de oxacilinases (OXA-51, OXA-23, OXA-58,
OXA-24 e OXA-143) e metalo-B-lactamases (IMP, VIM, SIM, SPM e NDM) foi
realizada para cada gene separadamente, de acordo com técnicas padronizadas por
Mostachio e cols (2009) para PCR Multiplex nas seguintes condi¢des: desnaturagdo 94°C
por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, a temperatura de
anelamento dos respectivos iniciadores por 45 segundos e 72 °C por 30 segundos, a

extensao final foi realizada a 72 °C por 10 minutos.

3.11.2. Amplificacido dos genes de proteina de membrana externa

A reacdo de amplificacdo dos genes carO e omp33-36 kDa foi realizada em um

volume final de 25 puL contendo 2 uLL de DNA a 20 ng/uL adicionados de tampao 1 x,



Materiais e Métodos | 44

MgCl2 (1.5 mM), dNTP mix de 10 mM (150 uM), iniciadores foward e reverse de 10 uM
(50 nM), Taqg DNA Polimerase (1.5 U/uL) e dgua MiliQ estéril para completar o volume
da reacdo. As condi¢des para amplificagdo do gene carO foram: desnatura¢do 94°C por
5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 50 segundos, 53 °C por 40 segundos e 72°C
por 50 segundos, a extensdo final foi realizada a 72°C por 7 minutos. Para o gene de 33-
36 kDa: desnaturac@o 95 °C por 7 minutos, seguidos de 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto,
60 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, a extensdo final foi realizada a 72 °C por 10

minutos.

3.11.3. Amplificacdo dos genes da biossintese do LPS e do sistema regulatério

PmrCAB

A reacgdo de amplificacdo dos genes da biossintese do LPS (IpxA, IpxC e IpxD), e do
sistema regulatério PmrCAB (pmrA, pmrB e pmrC), foi realizada em um volume final de
25 uL contendo 3 puLL de DNA a 20 ng/uL adicionados de tampao 1 x, MgCl, (1.5 mM),
dNTP mix de 10 mM (200 uM), iniciadores foward e reverse de 10 uM (300 nM), Taq
DNA Polimerase (2 U/uL) e dgua MiliQ estéril para completar o volume da reacdo. As
condi¢Oes para amplificacdo foram: desnaturagdo 94 °C por 5 minutos, seguidos de 40
ciclos de 94 °C por 1 minuto, 50 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto, a extensao

final foi realizada a 72 °C por 7 minutos.
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Quadro 8. Sequéncia de oligonucleotideos e suas respectivas temperaturas de

anelamento utilizadas no estudo. FMUSP, Sao Paulo.

TO

Tamanho

Iniciador Sequéncia de Oligonucleotideos (5°-3) (pb) Referéncia
blaoxas: - F TAATGCTTTGATCGGCCTTG s 353 Woodford
blaoxasi - R TGGATTGCACTTCATCTTGG 2006
blaoxaxs-F GATCGGATTGGAGAACCAGA 56 so1 Woodford
blaoxaxs - R ATTTCTGACCGCATTTCCAT 2006
blaoxa - F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 5 ” Woodford
blaoxax - R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 2006
blaoxass - F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 58 599 Woodford
blaoxass - R CCCCTCTGCGCTCTACATAC 2006
blaoxaiz-F | AGTTAACTTTCAATAATTG 45 c04 Higgins
blaoxaiss -R | TTGGAAAATTATATAATCCC 2009
blaspm -F CCTTTTCCGCGACCTTGATC s 708 Mendes
blaspm - R ATGCGCTTCATTCACGCAC 2007
blasv - F GTACAAGGGATTCGGCATCG s 56 Mendes
blasm - R GTACAAGGGATTCGGCATCG 2007
blap -F TTGGAAAATTATATAATCCC . 188 Mendes
blawp - R CCAAACCACTAGGTTATC 2007
blayiv - F TTTGGTCGCATATCGCAAAG 60 - Mendes
blayiu- R CCATTCAGCCCAGATCGGCAT 2007
blaxpm - F GGCGGAATGGCTCATCACGA 60 375 Chen
blaxpm - R CGCAACACAGCCTGACTTTC 2011
33-36kDa-F | CATCGATGGCACTAACATGG 0 175 Mostachio
33-36kDa-R | AGTGTGACCACCCCAAACAT 2009
carO -F GGTTACGGTGGTGCTTTGTT 53 118 Mostachio
carO -R GGTGCGAAACCAAAACCTAA 2009
IpxA - F TGAAGCATTAGCTCAAGTTT 5 100 Moffatt
IpxA -R GTCAGCAAATCAATACAAGA 2010
IpxD - F CAAAGTATGAATACAACTTTTGAG 5 149 Moffatt
IpxD -R GTCAATGGCACATCTGCTAAT 2010
IpxC - F TGAAGATGACGTTCCTGCAA s 209 Moffatt
IpxC -R TGGTGAAAATCAGGCAATGA 2010
pmrA - F ATGACAAAAATCTTGATGATTGAAGAT s 235 Beceiro
pmrA -R TTATGATTGCCCCAAACGGTAG 2011
pmrB - F GTGCATTATTCATTAAAAAAAC s 145 Beceiro
pmrB -R TCACGCTCTTGTTTCATGTA 2011
pmrC - F ATGTTTAATCTCATTATAGCCA 5 150 Beceiro
pmrC -R TTAGTTTACATGGGCACAA 2011
16S - F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 55 . Mendes
16S -R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 2007

T°: temperatura de anelamento; F: foward; R: reverse.
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3.12. Avaliacao das proteinas de Membrana Externa

Para avaliagdo do perfil de porinas dos isolados resistentes as polimixinas e
carbapenémicos, o extrato de proteinas de membrana externa foi submetido a eletroforese
em gel de poliacrilamida - Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE). O método foi realizado para os sete isolados resistentes a colistina, uma
vez que para os isolados sensiveis ao antimicrobiano os resultados foram adquiridos de
estudo prévio (MOSTACHIO, 2009). Todos foram comparados com uma amostra padrao
sensivel (ATCC 19606) para trés proteinas de diferentes pesos (29 kDa, 33-36 kDa e 43
kDa), seguindo o mesmo padrdo do estudo anterior, onde a auséncia ou até mesmo a
diminuicdo da quantidade de proteina foi relacionada com a resisténcia aos

carbapenémicos.

3.12.1. Extracao das proteinas de membrana externa

Os sete isolados foram cultivados overnight, em 4dgar sangue de carneiro a 5%, e
foram subcultivadas, em duplicata, sendo em 45 mL de BHI e em 45 mL de BHI acrescido
de colistina a 4 pg/mL e mantidas sob agitacdo (150 rpm) a 37 °C. Apds incubacdo de 24
horas os subcultivos foram submetidos a centrifugacdo de 5.000 rpm por 15 minutos. O
sedimento foi ressuspendido com tampao de fosfato sédico (PBS) a 10 mM pH 7,0
acrescidos com inibidor de protease fluoreto de fenil-metil-sulfonila (PMSF) a 1 mM. As
c€lulas foram sonicadas em gelo por 3 ciclos de um minuto cada, com intervalo de um
minuto de resfriamento entre cada ciclo com auxilio de um sonicador. Os restos celulares
foram removidos por meio de centrifugacao a 4.300 rpm por 15 minutos a 4 °C, ou pelo
tempo necessario para que o sobrenadante se tornasse limpido. O sobrenadante foi
transferido para tubos de ultra centrifuga (Ultracentrifuga Beckamm — L8 70M, USA)
contendo 7 mL de PBS a 10 mM pH 7.0 acrescidos de PMSF a 1 mM e centrifugado a
30.000 rpm por 120 minutos para a coleta das fracdes de membrana. O sedimento
resultante foi ressuspendido com 150 uLL de PBS a 10 mM pH 7.0 acrescidos de PMSF a
1 mM. Tratou-se 100 pL dessa suspensdo com 800 puL de sarcosil 2% e incubado a
temperatura ambiente por 20 minutos. Apds centrifugacao de 15.000 rpm por 60 minutos
a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido com 50 uL. de PBS a

10 mM pH 7.0 acrescidos com PMSF a 1 mM e mantidos sob refrigeracdo a 4 °C por 24
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horas para solubilizacdo das proteinas. Em seguida foi armazenado a -20 °C para posterior

analise por SDS-PAGE.

3.12.2. Quantificacao das proteinas de membrana externa

As proteinas de membrana externa foram quantificadas pela metodologia de Bradford
com auxilio do reagente de Bradforf (BioAgency Laboratérios) por espectrofotometria a
595 nm (GeneQuant Pro, GE) e posteriormente tratadas com 2 puL dcido beta-mercapto-
etanol para 10 uL. de proteina. As proteinas foram levadas a fervura por 5 minutos com
tampao de amostra (Tris-HCL 0.5 M, SDS 10%, glicerina 20% e azul de bromofenol
0.01%).

3.12.3. Preparo e corrida do SDS-PAGE

As proteinas foram aplicadas no gel de poliacrilamida de 12.5%, previamente
fabricada (GE Healthcare), em uma concentracao de 20 ng. A corrida foi realizada no
aparelho Multiphor II (GE) a 600 volts, 50 mA e 30 W por aproximadamente 60 minutos.
Os pesos moleculares utilizados como marcadores foram de 97.4 kDa (fosforilase B de
musculo de ratos), 66.2 kDa (albumina sérica bovina), 45.0 kDa (albumina de ovo), 31.0
kDa (anidrase carbdnica bovina), 21.51 kDa (inibidor de tripsina) e 14.4 kDa (lisozima).

Como controle foi utilizado a cepa A. baumannii ATCC 19606, conhecida como
sensivel a carbapenémicos. Apds a eletroforese o gel foi corado pelo kit PlusOne Silver
Staining Kit, Protein (GE, Healthcare) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Para interpretacdo foi analisado, visualmente, a intensidade das bandas onde foi
considerado (+++) para a intensidade de banda igual a intensidade da cepa referéncia,
(++) para intensidade uma vez menor que a cepa referéncia, (+) para intensidade duas
vezes menores que a cepa referéncia e (++++) para intensidade maior que a cepa

referéncia.

3.13. Sequenciamento do genoma total bacteriano por Ion Torrent PGM™

Para determinacdo dos genes com funcdo de viruléncia, genes de resisténcia a

antimicrobianos e para verificacdo de possiveis mutacdes genéticas desses genes foi
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realizado sequenciamento genético total de seis isolados pela tecnologia Ion Torrent
Personal Genome Machine™ (PGM) da Life Technologies segundo a metodologia
descrita por Rothberg e cols em 2011. Os isolados foram selecionados com base no perfil
molecular e dos diferentes niveis de CIM frente aos carbapenémicos e colistina.

Foi utilizado um kit comercial para preparagdo das amostras e o aparelho de
sequenciamento lon Torrent do sistema de multiusudrios da Faculdade de Medicina da
USP.

A metodologia envolvida nesta andlise genomica foi feita no Laboratério de
Investigacdo Médica - 03 (LIM-03) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo.

O processo envolve 3 etapas realizadas de acordo com o protocolo da empresa:

preparo de biblioteca, PCR em emulsao e sequenciamento.

3.13.1. Preparo da biblioteca

Para o preparo da biblioteca foi realizado fragmentagdo enzimdtica do genoma
previamente extraido por kit comercial (Kit de fragmentacdo do Ion Torrent). O DNA
bacteriano foi incubado com enzima especifica por 15 minutos a 37°C. Apds esta etapa,
foi feita a limpeza com 99 uL. de AMPure BEADS® incubados 3 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente 5 minutos em estante magnética. Foi retirado o liquido restante
e as beads ligadas a estante foram lavadas 2 vezes com 500 puL de etanol 70%. Apds
secagem, estas beads foram eluidas com 25 pL. de tampdo Low TE® e novamente
colocado em estante magnética. O proximo passo foi a ligacdo dos adaptadores a amostra
com os reagentes do Kit Library do Ion Torrent (10 uL do tampao da ligase, 2uL. dos
adaptadores, 2 uL de dNTP, 51 uL de 4dgua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato), 2
puL de DNA ligase e 2 uL de polimerase) e incubacio de 15 minutos a 25 °C e 5 minutos
a 72 °C. Foi, entdo, realizada uma nova limpeza por beads magnéticas e os fragmentos
de aproximadamente 200 bp (pares de bases) foram selecionados por corrida em gel de
agarose comercial (E-Gel® - Life Technologies, EUA). Uma reacao de PCR em tempo

real foi realizada para quantificar a amostra antes de seguir para a PCR emulsao.
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3.13.2. PCR em emulsao

A PCR em emulsao foi realizada no aparelho One Touch® (Life Technologies, EUA)
com a fase aquosa contendo 595 puL de dgua, 200 uL de master mix do kit do Ion Torrent,
100 uL de polimerase, 5 uL da amostra eluida e 100 uL de Ion Sphere™. Ao final da
reacdo, o liquido foi recuperado e acrescido de 1 mL de One Touch Wash Solution.

Em seguida, foi iniciado o processo de enriquecimento no aparelho Enriched System
com uma tira de 8 pocos sendo que no primeiro havia 100 uLL de amostra e o segundo 130
pL de uma solucdo de Dynabeads® MyOne™ Streptavidin a 10% (diluido em solu¢do
de lavagem). No terceiro, quarto e quinto pogos havia 300 uL de solu¢do de lavagem, o
sétimo poc¢o 300 uL de solucdao Melt Of (Tween 20 a 10%, NaOH 1M, dgua DEPC) e os
pocos 6 e 8 permaneceram vazios. Ao final do processo, foi recuperado a amostra em um
microtubo de 200 uL que foi centrifugado a 15.500 xg e lavado duas vezes com solucao
de lavagem, restando um volume final de 100 pL. Foram adicionados 5 pL de Ion
Sphere™ Quality Control e 150 uLL de Annealing Buffer. O tubo foi centrifugado a 15.500
xg e o sobrenadante recuperado. O processo foi repetido e nos 15uL restantes foram
adicionados 12 uLL de Sequencing Primer. O tubo foi incubado 2 minutos a 95 °C e 2
minutos a 37 °C.

O chip do tipo 318 foi preparado com uma lavagem com 100 pL de isopropanol e
duas lavagens com 100 uL de Annealing Buffer. Depois de adicionados 3 uL. de Sequence
Polimerase na amostra, foi realizada uma incubag¢ao de 5 minutos a temperatura ambiente
e uma adicao de mais 30 uL de Annealing Buffer a 50%. A solucao foi sonicada em banho
por 10 segundos e 30 pL adicionados no chip duas vezes. O chip foi centrifugado por 4
minutos e, entdo, colocado no aparelho Ion Torrent PGM™ para sequenciamento do
genoma total do micro-organismo. Os dados foram obtidos e analisados em software
especifico (TMAP®, Life Technologies). A sequéncia genética obtida foi comparada com

cepas A. baumannii do Genebank.
3.13.3. Montagem do sequenciamento genomico
A montagem do sequenciamento foi realizada pelo bioinformata da London School of

Hygiene and Tropical Medicine (London, UK). As leituras brutas geradas foram extraidas

do arquivo em formato sff gerado pelo Ion Torrent usando sff extract
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(http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/), com a op¢ao de retirar as sequéncias referentes
aos adaptadores de sequenciamento para gerar um arquivo em formato fastq com as
leituras brutas. As leituras brutas sem adaptadores foram entdao analisadas com o pacote
FASTQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para avaliar a qualidade
das sequencias. O pacote FASTX-toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) foi
entdo usado para trimar as leituras a partir da base 100, efetuando a retirada das bases
com qualidade Phred menor do que 18.

As leituras trimadas foram entdo usadas como entrada para montagens de novo em
paralelo, usando os softwares Mira (CHEVREUX, 1999). Os contigs referentes a cada
montagem foram mesclados em uma montagem de novo usando o software Geneious
7.1.5 (KEARSE, 2012), com parametros muito estringentes de montagem (maximum
gaps per read = 5%; maximum gap size = 2; minimum overlap identity = 97%; minimum
overlap = 100). Os contigs mesclados foram entdo visualmente curados para resolver
ambiguidades pontuais. Os contigs foram ordenados usando o software online Projector2
(VAN HIJUM, 2005) para gerar um scaffold do genoma. Esse scaffold foi entdo
submetido a anotagao automadtica através da plataforma RAST - Rapid Annotation using
Subsystems Technology (AZIZ, 2008), usando como modelo para gene o programa

Glimmer (DELCHER, 1999).

3.13.4. Analise do sequenciamento genémico

A andlise do sequenciamento gendmico foi realizada por meio do Align Sequences
Nucleotide BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e ResFinder 2.0 servers, disponivel
gratuitamente no site http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ através de alinhamento de
sequencias genéticas depositadas no GeneBank (LARSEN, 2012).

Para utilizacdo do BLAST foi necessario o arquivo com a sequéncia do genoma, em
arquivo fasta, e a sequéncia dos genes de interesse, adquiridos pelo GeneBank, para
alinhamento, o arquivo contendo a sequéncia do genoma foi encontrado por meio do
botdo “Browser”, a sequéncia para alinhamento foi colocada no campo especifico,
identificada como “Query Sequence” e entdo selecionado o botdo “Blast”.

O ResFinder € baseado em um banco de dados de mais de 2.000 genes de resisténcia
que abrange 12 tipos de resisténcia a diferentes antimicrobianos, como aminoglicosideos,

beta-lactamicos, fluoroquinolonas, fosfomicina, d4cido fusidico, glicopeptideos,
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macrolideos, lincosamidas, estreptogramina-B, cloranfenicol, rifampicina, sulfonamidas,
tetraciclina e trimetoprim. Por padroniza¢do do programa, apenas os genes com 98% de
identidade aos genes da base de dados do ResFinder foram relatados nos isolados
analisados.

Para executar a andlise dos dados o arquivo com a sequéncia do genoma a ser
analisada foi selecionado utilizando o botdo "Browse", os tipos de agentes
antimicrobianos para identificacdo de resisténcia foram selecionadas em "configuragcao
antimicrobiana", o limiar para a percentagem de identidade entre genes no banco de dados
e genes na sequéncia de entrada foi selecionada em "limite para % ID", o formato de
entrada foi especificado em "tipo de suas leituras" (KLEINHEINZA, 2014), assim 0s genes
que apresentaram uma cobertura e identidade >80% quando alinhadas ao gene de
referéncia, foram considerados positivos.

Outra ferramenta utilizada para anélise do sequenciamento foi o MAFFT (Multiple
Alignment using Fast Fourier Transform), um programa de alinhamento de multiplas
sequéncias de alta velocidade, disponivel gratuitamente em
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/, esta ferramenta € capaz, por meio do alinhamento
com uma sequéncia de referéncia, de indicar as substituicdes de aminodcidos ocorridos
por mutacdes genéticas.

Essa ferramenta foi utilizada para alinhamento dos genes do sistema regulatério
PmrCAB dos isolados resistentes a colistina para detec¢do da substituicio de
aminoécidos. O primeiro passo é onde o usudrio define a entrada das sequencias em
formato fasta, nas etapas seguintes o usudrio tem a possibilidade de alterar os pardmetros

padrdes e finalmente enviar ao servidor (KATOH, 2013).

3.14. Sequenciamento do genoma total bacteriano por MiSeq Illumina™

Posteriormente, para a determinag@o dos genes de resisténcia e genes com funcdo de
viruléncia de outros nove isolados do presente estudo foi realizado, usando a mesma
metodologia de sele¢do anterior, foi realizado o sequenciamento pela metodologia de
MiSeq Illumina™. A metodologia envolvida nesta andlise gendmica foi feita no
Laboratoério de Investigagdao Médica - 15 (LIM-15) da rede premium de multiusuérios da
USP, locado na Faculdade de Medicina da USP sob supervisao da Profa. Dra. Suely K.
N. Marie.
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O DNA total foi extraido com o kit Illustra Bacteria Genomic Prep Mini Spin (GE
Healthcare Bio-Sciences Corp, USA). A qualidade do DNA foi verificada utilizando-se
o espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, Delaware, USA) e a concentragdo do
DNA foi verificada utilizando-se o fluordmetro Qubit® (Thermo Scientific, Delaware,
USA). A integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 1,5%.

Os isolados de A. baumannii selecionados foram submetidos ao sequenciamento total
do genoma pela metodologia de MiSeq Illumina™. As bibliotecas foram preparadas com
o kit comercial Nextera XT Illumina™ de acordo com as instru¢des do fabricante. A
qualidade das bibliotecas construidas foi avaliada em sistema Tape Station (Agilent) e
posteriormente processados na plataforma de sequenciamento MiSeq Illumina™ (corrida
com cartucho V3).

A qualidade dos arquivos gerados no sequenciamento foi avaliada pelos programas
FastQC v. 0.11.3 e Trimmomatic v. 0.33. A montagem do genoma de novo, foi realizada
com o programa Velvet Optimiser v. 2.2.5. Os contigs foram ordenados por Abacas v.
1.3.1 (ZHOU, 2011). A anotagao do genoma foi realizada com o auxilio do programa
Prokka v. 1.11. A andlise do sequenciamento gendmico foi realizada por meio do Align
Sequences Nucleotide BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e ResFinder 2.0 servers,
disponivel gratuitamente no site http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ através de
alinhamento de sequencias genéticas depositadas no GeneBank (LARSEN, 2012).

Posteriormente aos resultados gerados por essas ferramentas, a presenca dos genes foi
confirmada através de curadoria manual das CDSs e seus respectivos genes, através do

programa Artemis 16.0.0.

3.15. Determinaciao do MLST

Multilocus Sequence Typing de bactéria (MLST) € um método de tipagem portétil que
permite comparagdes interlaboratoriais € monitoramento em larga escala da lista
crescente de epidemia nacional e internacional de clones envolvidos em surtos
nosocomiais (MAIDEN, 2006).

A determinacdo dos Tipos de Sequencia (ST) foi realizada por meio do banco de
dados PubMLST Oxford (http:/pubmlst.org/abaumannii/) para os seis isolados

sequenciados. Os alelos adquiridos por meio do sequenciamento gendmico como, cpn60,
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gdhB, gltA, gpi, gyrB, recA e rpoD, foram submetidos ao banco de dados para

determinac¢do dos STs.

3.16. Avaliacao da expressao génica por PCR quantitativo

Para avaliagdo da expressdo do sistema regulatério PmrCAB, assim como expressao
dos genes responsaveis pela biossintese do LPS, foi realizado PCR quantitativo (PCRq),
método baseado no monitoramento da fluorescéncia da amplificacio de DNA ciclo a

ciclo.

3.16.1. Preparo do sedimento bacteriano

O RNA utilizado na PCRq foi extraido de acordo com protocolos descritos
por Adams e cols (2009). Os isolados foram cultivados em 5 mL de caldo BHI sob
agitacdo por 16 horas a 37 °C, em aerobiose. Para as amostras resistentes a colistina um
segundo sedimento bacteriano foi preparado com os isolados cultivados em BHI
acrescidos de colistina a 4 pg/mL. Foram preparados 2 mL de uma suspensdo bacteriana
na escala 0.5 de MacFarland (~1.8 x10® UFC/mL), onde uma aliquota de 1 mL foi diluida
(pelo menos 3 dilui¢des seriadas de 1:100) e a dltima dilui¢do foi semeada (100 uL) em
agar sangue de carneiro a 5%, para verificacdo de possivel contaminagao, e incubada a
37 °C por 18 a 24 horas para contagem das colonias vidveis. A outra aliquota da suspensao
bacteriana foi submetida ao tratamento com o reagente RNA Protect Bacteria (Qiagen,

Valencia, CA) para posterior extracdo do RNA total.

3.16.2. Extracio do RNA

A célula bacteriana foi rompida por tratamento enzimético conforme protocolo do

RNA Protect Bacteria Handbook (Qiagen Valencia, CA; 2005), utilizando proteinase K
e lisozima a 20 mg/mL.

A extragdo do RNA bacteriano foi realizada utilizando-se RNeasy Mini Kit (Qiagen,

Valencia, CA) e a digestdao do DNA foi obtida através da adi¢do de DNAse I (Qiagen,

Valencia, CA), conforme protocolo fornecido pelo fabricante.



Materiais e Métodos | 54

3.16.3. Reacao de amplificacao quantitativa

A quantificacdo do RNA (ng/uL) foi obtida em equipamento NanodropC®
(Uniscience) e a integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a
1.5% em tampdo TBE 0.5 x, feito com dgua ultrapura tratada com DPEC (Invitrogen,
USA).

A quantificacdo dos genes essenciais para biossintese do LPS e genes do sistema
regulatérios, pmrA, pmrB e pmrC, foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa (RT-PCR) one step (de uma etapa) em triplicata. O kit utilizado para
este ensaio foi o Quantifast® SYBR®Green RT-PCR (Qiagen, CA, USA), o qual contém
um corante fluorescente (SYBERGreen) intercalante de DNA que € captado pelo
termociclador a cada novo ciclo da PCR, permitindo que o aparelho desenhe uma curva
de amplificag@o para cada amostra.

O protocolo de amplificacdo constituiu-se de 40 ciclos com desnaturagdo a 95 °C por
15 minutos, e uma unica fase de anelamento e extensdao a 60 °C por 1 minuto. Os
iniciadores foram os mesmos utilizados para PCR convencional. Os experimentos foram
realizados em equipamento StepOne® Real Time (Applied Biosystems, USA) compostos
com controle negativo e ATCC 19606. As reacdes de PCRq para estes genes foram
realizadas de acordo com protocolo previamente descrito por Adams e cols (2009). Foi
utilizado como referéncia o gene 16S RNAr, o qual € caracterizado por alta expressao e

estabilidade.

3.16.4. Analise da amplificacdo

A anélise da amplificacdo génica foi realizada pela quantificacdo relativa, onde o
nimero de cdpias do gene de estudo € determinado baseando-se na curva padrdo do
nimero de copias. O Ct (cycle threshold) € o primeiro ciclo da amplifica¢do, no qual a
copia do DNA ¢ detectada acima da linha basal, com isso, a presenca de fatores
interferentes, associados a estagios tardios da reag¢do, sao minimizados.

A partir dos valores de Ct da reacdo, foi calculado o valor do 2-84C (Livak, 2001):

2-AACt = ( 1 +E)-ACt do gene alvo

(1 +E)-ACt do gene controle
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Onde:

E= eficiéncia da reacdo,

ACt do gene alvo = diferenca entre o valor de Ct do gene alvo (amostra desconhecida) e
do Ct do gene controle,

ACt do gene controle = diferenca entre o valor de Ct do gene de referéncia e do gene
alvo.

2—AACt

O valor de ¢ diretamente proporcional a expressao genética, ou seja, quanto

maior o valor obtido de 22ACt

maior a quantidade de acidos nucléicos na amostra,
consequentemente maior a expressao do gene alvo.

Contudo, o célculo do 2t somente poderd ser utilizado se as eficiéncias de
amplificacdo de gene alvo e do gene controle apresentarem valores muito préximos, de
modo a comprovar a eficiéncia da reacdo, uma vez que os genes alvo e controle foram
amplificados, para a mesma amostra, em diluigdes seriadas. No entanto resulta em
variacdes no valor de Ct, visto que quanto maior a diluicio da amostra mais tardia a
amplificacdo. A partir dos valores de Ct de cada uma das dilui¢des, o termociclador
desenha uma reta formada a partir dos valores de Ct e da concentracdo da amostra em
cada uma das dilui¢Oes. As reacdes que apresentaram inclina¢do da reta (slope) entre -3.1
e -3.9 foram consideradas dentro do padrio de efici€ncia aceitavel.

Sendo assim, a quantificacdo relativa da expressdao dos genes investigados para
isolados de A. baumannii sensiveis a colistina foram comparados com a expressao dos
genes de isolados resistentes a colistina.

Todas as amplificagdes foram realizadas com a curva de dissociagdo (melting), a qual
foi realizada para verificar a especificidade da amplificacdo e confirmar a auséncia de
dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecifico.

Foi realizado uma curva padrdo construida para cada gene do sistema regulatério
PmrCAB e para o gene referéncia 16S, com trés dilui¢des conhecidas, desta forma foi
possivel determinar a eficiéncia de cada ensaio.

Os ensaios foram realizados com amostras sensiveis a colistina € com amostras
resistentes a colistina, que por sua vez foram cultivadas tanto na presen¢a como na

auséncia do antimicrobiano, afim de avaliar possiveis diferencas na expressdo génica.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolados bacterianos

Todos os 20 isolados de A. baumannii obtidos do banco de cepas do LIM-54 eram
provenientes de pacientes hospitalizados no HC-FMUSP. Os isolados foram coletados de

diferentes materiais bioldgicos e os resultados prévios estdo apresentados na Tabela 1.

4.2. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Os isolados de A. baumannii do presente estudo apresentaram alta propor¢ao de
resisténcia. O perfil de sensibilidade, determinado por microdilui¢do em caldo contra os
20 isolados, estdo apresentados na Tabela 2, seguindo os critérios determinados pelo
CLSI e EUCAST, de acordo com o Quadro 6. O antimicrobiano com maior sensibilidade

foi a tigeciclina (95%).

Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima pelo método de microdilui¢do em caldo dos
antimicrobianos incluidos na pesquisa para os 20 isolados de Acinetobacter baumannii.
FMUSP, Sio Paulo.

CIM (ug/mL)
P CoOL IMI MER GEN AMI TIG RIF *FOS VAN
1 2 256 64 32 128 1 4 128 >128
2 2 32 128 32 128 0.5 4 128 >128
3 1 1 128 2 128 1 4 128 >128
4 2 32 128 64 128 0.5 4 128 >128
5 2 16 64 128 64 4 4 128 >128
6 1 128 128 32 128 4 128 >128
9 0.5 128 64 16 128 1 8 256 >128
11 0.5 64 16 2 128 0.5 4 128 >128
13 0.5 64 32 64 128 0.25 4 128 >128
14 0.5 64 64 64 128 0.5 4 128 >128
15 0.5 128 64 64 128 2 2 128 >128
18 1 16 16 2 256 0.5 4 128 >128
20 0.5 128 128 64 256 0.5 4 128 >128

continua
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Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima pelo método de microdilui¢cdo em caldo dos
antimicrobianos incluidos na pesquisa para os 20 isolados de Acinetobacter baumannii.

FMUSP, Séo Paulo. (conclusio)

. CIM (pg/mL)

COL IMI MER GEN AMI TIG RIF *FOS VAN
22 16 32 32 4 256 2 4 64 >128
23 16 32 32 4 256 2 2 128 >128
24 32 32 32 4 512 2 2 64 >128
25 64 64 32 16 512 16 4 32 >128
26 32 32 32 4 128 2 2 64 >128
27 32 64 16 2 2 0.5 4 >256 >128
28 8 32 16 8 256 2 4 64 >128

RES 7 19 20 11 19 1 20 19 20

m®/%) (35%) (95%) (100%) (55%) (95%) (5%) (100%) (95%) (100%)

ID: identificacdo dos isolados; COL: colistina, IMI: imipenem, TIG: tigeciclina, GEN:
gentamicina, AMI: amicacina, MER: meropenem, RIF: rifampicina, *FOS: fosfomicina
(4gar dilui¢do); VAN: vancomicina.

A CIM da fosfomicina para os isolados do presente estudo foi determinada com base
nos métodos de dgar diluicdo com énfase no método de microdilui¢do em caldo,
realizadas em triplicata, sendo a microdilui¢do o método de padronizacdo para avaliagdo
das combina¢des antimicrobianas. Os dois métodos apresentaram resultados coerentes,

apenas um isolado de A. baumannii (isolado 25) apresentou sensibilidade a fosfomicina.

4.3. Identificacao de genes de resisténcia de 20 isolados de A. baumannii por

PCR

A técnica de PCR foi realizada para determinacdo de diferentes genes de resisténcia
a carbapenémicos, o gene blaoxa-si-like, intrinseco a A. baumannii, foi detectado em todos
os isolados (n=20), o gene blaoxa-143-ike €steve presente em 7 isolados (35%), blaoxa-23-
like €m 10 isolados (50%) e o gene blavp em apenas trés isolado (15%). Os genes blaoxa-
24, blaoxa-ss € 0s demais genes de metalo-B-lactamase (SPM, VIM, SIM, NDM) ndo foram
detectados pela PCR. Genes que codificam proteinas de membrana externa como, carO
(29 kDa) e omp33-36 kDa, foram detectados em todos os isolados, assim como genes
responsaveis pela biossintese do LPS (lpxA, IpxC, IpxD) e do sistema regulatério

PmrCAB (pmrA, pmrB, pmrC).
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4.4. Analise das proteinas de membrana externa

A avaliagdo de proteinas de membrana externa foi realizada para os sete isolados de
A. baumannii resistentes a colistina, sendo que, para os isolados sensiveis a colistina os
resultados foram obtidos de estudo prévio (Anexo 2).

A Tabela 3 apresenta, em cruzes, a quantidade das trés proteinas de membrana externa
(kDa) relacionados, tanto ao CIM para os carbapenémicos testados no estudo quanto para

os genes de resisténcia aos -lactamicos detectados na PCR para os 20 isolados.

Tabela 3. Proteinas de membrana externa dos 20 isolados de A. baumannii relacionados
ao CIM dos carbapenémicos e aos genes de resisténcia aos carbapenémicos detectados
pela PCR no estudo. FMUSP, Sao Paulo.

Proteinas de Membrana Concentracao Inibitéria
ID Externa (kDa) Minima (ng/mL) P-lactamase
29 33-36 43 Imipenem  Meropenem (PCR)

1 +++ +++ +++ 256 64 OXA-51

2 + +++ +++ 32 128 OXA-51

3 e+ 4+ e+ 1 128 OXA-51

4 + +++ + 32 128 OXA-51, 143

5 +++ ++++ +++ 16 64 OXA-51

6 + ++ A 128 128 OXA-51, 143; IMP
9 +++ +++ +++ 128 64 OXA-51; IMP

11 + +++ A 64 16 OXA-51, 143, 23
13 A +++ A 64 32 OXA-51, 143

14 + ++++ + 64 64 OXA-51, 143; IMP
15 + + + 128 64 OXA-51

18 +++ +++ +++ 16 16 OXA-51, 143,23
20 + +++ A 128 128 OXA-51, 143, 23
22 ++ +++ +++ 32 32 OXA-51, 23
23 ++ +++ +++ 32 32 OXA-51,23
24 ++ +++ — 32 32 OXA-51, 23
25 ++ +++ — 64 32 OXA-51, 23
26 ++ +++ +++ 32 32 OXA-51, 23
27 ++ +++ +++ 64 16 OXA-51, 23
28 ++ +++ — 32 16 OXA-51, 23

ID: identifica¢do dos isolados; (+++): intensidade da banda igual a cepa padrao, (++):
intensidade da banda uma vez menor a cepa padrao, (+): intensidade da banda duas vezes
menor a cepa padrao, (++++): intensidade da banda maior a cepa padrdo, A: auséncia da
proteina.
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4.5. Perfil molecular dos isolados por PFGE

De acordo com o software BioNumerics versao 7.1 (Applied Maths), foram gerados
trés clusters para os isolados resistentes a colistina e oito clusters para os isolados
sensiveis a colistina (Anexo 1).

A Figura 4 apresenta o dendrograma de avalia¢do da variabilidade genética dos 20
isolados de A. baumannii, com os respectivos perfis clonais dos isolados resistentes e

sensiveis a colistina.

o Unidade CIM (ug'mL)
ﬁDD ? D Isolados Perfil Clonal Ano de Coleta de Internacdo Colistina Imipenem
LI 23 A 2012 UK 16 %
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Figura 4. Dendrograma de avaliac@o da variabilidade genética para os 20 isolados de A.
baumannii de acordo com identificacdo dos isolados e seus respectivos perfis clonais, ano
de coleta, unidade de internac¢do e CIM de colistina e imipenem. FMUSP, Sao Paulo.
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4.6. Determinacao dos efeitos das combinacoes antimicrobianas pelo método

de checkerboard

A avalia¢do do efeito sinérgicos dos 20 isolados de A. baumannii, realizado pelo
método de checkerboard, foi determinado pelos métodos de interpretacdo two-well e CIF.

Das 25 combinagdes realizadas entre os diferentes antimicrobianos, 0 maior nimero
de efeitos sinérgicos encontrado, pelo método de two-well, foram entre fosfomicina-
amicacina (90%) seguidos de colistina-vancomicina (80%), colistina-rifampicina (65%)
e fosfomicina-gentamicina (65%). Pelo método de CIF foram encontrados resultados
sinérgicos somente para os isolados resistente a colistina, sendo para um isolado na
combinacdo de colistina-vancomicina (5%) e para sete isolados na combinacdo de
colistina-rifampicina (35%).

Os resultados das 25 combinagdes realizadas por checkerboard com interpretagao
pelo método de rwo-well estdo representadas na Figura 5. Efeito antagdnico ndo foi

observado em nenhuma combinagdo para ambos métodos de interpretacao.

Efeito das combinag¢des antimicrobianas determinadas por
checkerboard interpretado por two-well
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Figura 5. Efeito das combinacdes antimicrobianas, realizados pelo método de
checkerboard e interpretado pelo método de rwo-well para os 20 isolados de A.
baumannii. FMUSP, Sao Paulo.
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As combinagdes entre imipenem-vancomicina, tigeciclina-rifampicina e
tigeciclina-fosfomicina ndo apresentaram efeitos sinérgicos em ambos métodos de
interpretacao.

Entre os isolados sensiveis a colistina (n=13) a prevaléncia do efeito sinérgico,
pelo método de two-well, continuou entre as combinacdes de colistina-vancomicina
(69%), fosfomicina-gentamicina (77%) e fosfomicina-amicacina (100%).

Pelo método de interpretacao de CIF nao foram encontrados resultados sinérgicos
para os isolados sensiveis a colistina e efeito antagbénico nao foi observado.

Para os isolados sensiveis a colistina, as combinagdes antimicrobianas de
colistina-imipenem, imipenem-vancomicina, tigeciclina-rifampicina e tigeciclina-
fosfomicina ndo apresentaram nenhum resultado sinérgico pelo método de checkerboard.

Para os isolados resistentes a colistina (n=7) o efeito sinérgico, pelo método de
CIF, foi observado somente para as combinagdes entre colistina-vancomicina (14%) e
colistina-rifampicina (100%). Para os mesmos isolados, pelo método de two-well, o efeito

sinérgico foi observado em 16 combinagdes e estdo representados na Figura 6.
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Figura 6. Efeito das combinagdes antimicrobianas, pelo método de checkerboard
interpretado por two-well, para os 7 isolados resistentes a colistina. FMUSP, Sao Paulo.
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4.7. Determinacao dos efeitos das combinacdes antimicrobianas pelo método

de time-kill

O teste de time-kill foi realizado para todos os isolados (n=20) de A. baumannii com
as mesmas combinacdes antimicrobianas utilizadas para o checkerboard, afim de
determinar o efeito das combina¢des antimicrobianas num periodo de 24 horas. O efeito
sinérgico foi observado, pelo time-kill, com uma concentra¢do mais baixa (0.5 x e 1.0 x
os valores de CIM) que utilizado no tratamento clinico (2.0 a 8.0 x os valores CIM).

O efeito sinérgico pelo time-kill foi observado em 84% das 25 combinagdes
antimicrobianas testadas. As combinacdes de tigeciclina com gentamicina, rifampicina,
fosfomicina e vancomicina nao apresentaram efeito sinérgico ente os isolados. Todos os
isolados com efeito sinérgico apresentaram diminuic¢ao de pelo menos 2 logio no segundo
tempo (2 h) do ensaio. Efeito antagdnico nado foi observado para nenhuma combinacao.

Nas combinag¢des antimicrobianas testadas em concentragdes mais altas (4 x CIM e 2
x CIM), todos os isolados apresentaram resultados sinérgicos, exceto os isolados 2 e 23
na combinacdo de tigeciclina-gentamicina e o isolado 18 na combinac@o de colistina-
gentamicina. Para as combinacdes nas concentragdes de 0.25 x CIM e 0.125 x CIM, o
efeito sinérgico s6 foi observado nas combinagdes entre colistina-vancomicina para todos
os isolados.

A Tabela 4 apresenta os resultados dos efeitos determinados pelos métodos de
checkerboard (CIF e two-well) e time-kill para compara¢do entre os dois métodos
utilizados, sendo representado apenas as combinacdes onde foram encontrados maiores
efeitos sinérgicos, observando que o método de time-kill apresenta maior efeito sinérgico
comparado ao checkerboard.

Para melhor compreensdao do efeito das combinacdes antimicrobianas foram
construidas curva de morte de todos os isolados. A Figura 7 mostra a curva de morte de

quatro isolados que representam diferentes efeitos das combinagdes.
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Tabela 4. Comparacio dos resultados obtidos pelos métodos de checkerboard e time-kill nas combina¢des com maior nimero de
efeito sinérgico. FMUSP, Sao Paulo.

Combinacoes antimicrobianas com maior efeito sinérgicos

ID Col+Imi Col+Van Col+Mer Col+Rif Fos+Gen Fos+Ami
AICIF 2well "TK 2CIF 2well "TK °CIF 2well "TK 2CIF 2well "TK *CIF 2well "TK 2CIF 2well "TK
1 151 1 2/2h 071 S 32h 12/ S 2/2h 03/S S 62h 1001 S 3/2h 1501 S 2/2h
2 200 I 22h 1001 S 4/2h 201 1 2/2h 05/S S 32h 201 S 32h 12/ S 2/2h
3 301 I 6/4h 151 I 3/2h 1.01 I 2/22h 05/S S 6/2h 2001 S 62h 12/ S 2/2h
4 151 1 22h 071 I 3/2h 201 S 22h 151 S 32h 201 S 4/2h 121 S 2/2h
5 2001 1 62h 071 S 3/2h 201 1 22h 101 S 2/2h 151 1 32h 151 S 3/2h
6 151 1 2/2h 1501 S 4/2h 121 S 2/2h 1.01 S 4/2h 151 S 4/2h 12/ S 2/2h
9 151 S 22h 151 S 4/2h 201 1 22h 101 I 2/22h 061 S 4/2h 12/ S 2/2h
11 201 1 2/2h 100 S 4/2h 201 1 2/2h 071 I 2/2h 201 1 3/2h 12/ S 2/2h
13 1501 1 6/2h 200 I 42h 201 1 2/2h 101 I 2/2h 151 S 4/2h 151 S 2/2h
14 201 1 2/2h 151 I 3/2h 201 1 22h 1.01 I 2/2h 121 S 4/2h 201 S 2/2h
15 201 1 22h 151 S 42h 201 1 22h 151 I 2/2h 151 S 2/2h 151 S 2/2h
18 151 S 2/2h 200 S 4/2h 201 1 2/2h 121 I 2/2h 2001 1 4/2h 151 S 2/2h
20 201 I 272h 071 S 42h 200 I 2/2h 151 1 2/2h 151 S 3/2h 1.01 S  2/2h
22 071 S 372h 061 S 42h 121 S 6/2h 01/S S 6/2h 201 I  42h 121 S  2/2h
23 06/ S 272h 06/ S 42h 1.1/ S 2/2h 01/S S 52h 201 I  44h 151 S 2/2h
24 1501 S 3/2h 061 S 62h 12/ S 2/2h 01/S S 6/22h 201 I  4/4h 151 S  2/2h
25 221 S 272h 111 S 62h 101 S 6/2h O01/S S 3/2h 071 S 3/2h 151 S  2/2h
26 071 S 2/2h 1.01 S 52h 1001 S 52h 01/S S 62h 201 I 42h 151 S 2/2h
27 121 S 42h 121 S 42h 1001 S 6/2h 01/S S 6/2h 151 S 42h 201 1  2/2h
286 071 S 2/2h 01/S S 42h 101 S 2/2h 01/S S 3/4h 1.0 S 3/2h 201 1  2/2h
S(%) O 45 100 5 80 100 O 50 100 50 65 100 O 65 100 O 90 100

ID: identificacdo dos isolados; Col: colistina; Imi: imipenem; Mer: meropenem; Gen: gentamicina; Ami: amicacina; Rif:
rifampicina; Fos: fosfomicina; I: indiferente; S: sinergismo; h: horas. *CIF (Concentracdo Inibitéria Fracionada): CIF/efeito; bTK

(time-kill): diminuicao log/periodo da contagem.
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Figura 7. Cinética de crescimento em funcdo do tempo de diferentes combinagdes antimicrobianas. A- Fosfomicina com
gentamicina (isolado 3), B- fosfomicina com amicacina (isolado 9), C- tigeciclina com amicacina (isolado 25) e D- colistina com
vancomicina (isolado 26). FMUSP, Sao Paulo.
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4.8. Analise do sequenciamento genémico

A andlise do sequenciamento gendmico, realizada pelo Align Sequences Nucleotide
BLAST e ResFinder 2.0 servers, mostrou a presenca de genes de resisténcia a
carbapenémicos, ndo realizados pelo método de PCR, genes com fun¢do de viruléncia, genes
envolvidos com a resisténcia aos aminoglicosideos, rifampicina e fosfomicina. Os genes
determinados pelo sequenciamento relacionados a resisténcia aos carbapenémicos,
aminoglicosideos e fosfomicina estdo apresentados na Tabela 5.

Para os genes de viruléncia comparados a ATCC 19606, o gene ompA, relacionados a
aderéncia, foi determinado para todos os isolados. Os genes envolvidos na formacdo de
biofilme (adeFGH, bap, csuA/BABCDE, pgaABCD), estiveram presentes em todos o0s
isolados, apenas o isolado 18 ndo apresentou o gene bap. Os genes codificadores das enzimas
fosfolipase C e D (plc, plcd), assim como os genes codificadores de proteinas responsaveis
pela evasdo do sistema imune (I[pxACDLM, IpsB), captacdo do ferro (bauDCEBA basCD) e
estabilidade celular (pbpG) foram identificados em todos os isolados. Genes relacionados ao
quorum-sensing (abal), estiveram ausentes nos isolados resistentes a colistina.

Quanto aos reguladores dos genes de viruléncia, GacSA e BfmRS, foram observadas
substituicdes de aminodcidos nos genes gacS somente dos isolados resistentes a colistina em
E510D, e substitui¢cdes no gene bfinS em N453S de ambos isolados, resistentes e sensiveis a
colistina. Os genes gacA e bfmR ndo apresentaram substitui¢cdes de aminodcidos.

Como andlise complementar da viruléncia, foi analisado os SNPs de dois isolados
resistentes a colistina (23 e 25) em comparacdo com o isolado 28 todos pertencentes ao
ST233; os isolados apresentaram mutagdes em alguns genes relacionados a formagdo do
biofilme, aderéncia e captacdo de ferro. As mutacOes encontradas estdo apresentadas na
Tabela 6.

Os genes envolvidos na sintese do LPS como, /pxA, IpxC e [pxD foram encontrados em
todos os isolados assim como os genes do sistema regulatério PmrCAB.

A sequéncia de insercdo ISAbal foi encontrada a montante dos genes blaoxa-s1 € blaoxa-
23, a sequéncia de insercdo ISAball foi encontrada somente em um isolado sensivel a

colistina.
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Com relac@o a bomba de efluxo foram determinados genes das trés bombas (AdeABC,
AdeFGH, AdelJK) e seus reguladores, pertencentes a familia RND, relacionadas com a
resisténcia de diferentes antimicrobianos.

Entre os genes rpoB e gyrA, relacionados com a resisténcia a rifampicina, foram
determinados para todos isolados sem substitui¢cdo de aminodcidos quando comparados com
a cepa referencia ATCC 19606, pelo MAFFT.

Quanto a resisténcia a fosfomicina, ndo foi encontrado nenhum gene relacionado ao
sistema de transporte UhpT, ja ao sistema GlpT os genes ndo apresentaram alteracOes de
aminodcidos. Contudo, foi determinado o gene ptsP, sindbnimo ao gene ptsl de E. coli com
grande ndmero de substitui¢des de aminodcido comparado a cepa referéncia ATCC 19606,
também foi determinado o gene cyaA com mutagdes, ambos envolvidos com alteracdo do
nivel de cAMP. Genes codificadores de glutatione-S-transferase (fosA) foram encontrados
em todos os isolados e o gene codificador de epoxide hydrolase (fosX) foi encontrado

somente entre os isolados sensiveis a colistina.
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Tabela S. Genes de mecanismos de resisténcia determinados pelo sequenciamento gendmico total pela metodologia Ion Torrent e
INlumina para quinze isolados de A. baumannii. FMUSP, Sio Paulo.

ID  Cluster ST CC Genes de fes.isténcia a Gel.les df! reﬁisténcia a fe?ilsiz:;a a

(Oxford) carbapenémicos aminoglicosideos fosfomicina
1 G 472 283  blaoxa-si-iike, blamp-iike aacA4, aac(6')-31, aadAl fosA
3 F 236 103 blaoxa-si-like aph(3°)-Vla, aadAl fosA, fosX
4 E 339 St blaoxa-s1-like, blaoxa-143-1ike aadB, strA, strB fosA
6 F 236 103 blaoxa-siiike, blamp-lixe aadAl, aph(3°)-Vla fosA, fosX
11 I 407 St blaoxa-si-ike, blaoxa-23-ike aph(3°)-Via fosA, fosX
13 El 339 St blaoxa-siikes blaoxa-143-ike aph(3')-Vla, aadB fosA
18 J 407 St blaoxa-si-iike, blaoxa-23-ike aph(3°)-Via fosA, fosX
20 K 339 St blaoxa-si-ike, blaoxa-143-1ike aph(3')-Vla, aadB, strA, strB fosA
22 Al 233 113 blaoxa-si-iike, blaoxa-23-iike, blaTeMm-1 aph(3')-Vla, aadAl, strA, strB fosA
23 A 233 113 blaoxa-siiike, blaoxa-23-iike, blaTem-1 aph(3°)-Vla, aadAl, strA, strB fosA
24 Al 233 113 blaoxa-si-ike blatem.i aph(37)-Vla, aadAl, strA, strB fosA
25 A2 233 j13  Dlaoxasiie blaoxaasiie blaoxass oo v daaa ) s, sir fosA

like, DlaTem-1

26 A 233 113 blaoxa-si-ike, blaoxa-23-iike, blaTem-1 aph(37)-Vla, aadAl, strA, strB fosA
27 C 407 St blaoxa-si-ike, blaoxa-23-iike NI fosA
28 B 233 113 blaoxa-siiike, blaoxa-23-iike, blaTem-1 aadAl, strA, strB fosA

ID: identifica¢do dos isolados; ST: Sequence typing; CC: complexo clonal; St: singletons; NI: Nao identificado



Resultados | 68

Tabela 6. Genes de viruléncia com mutacdes dos isolados de A. baumannii resistentes a colistina 23 e 25 comparados ao isolado
28. FMUSP, Sao Paulo.

Mudancas de Nucleotideos

Fator de Isolado 23 Isolado 25 Mudancas de
Genes e A e Produtos ; : oL
viruléncia Tipo de . Tipo de . Aminoacidos
. Variante . Variante
Variante Variante
bap Biofi}me., Hemc?l)./sin—type .calcium—binding domain- NS AT NS ALC
Aderéncia containing protein VI122A
NS G-A
csuD Biofilme Protein CsuD Ausente Ausente NS T-C Q76K
pgaA Biofilme Protein YcdS precursor Ausente Ausente SI A-G
Ausente
SI T-A
. Hemin storage signal peptide protein -
pgaB Biofilme . Ausente Ausente SI A-G Ausente
xylanase/chitin deacetylase
. Hemin storage system HmsR protein - R399T, A400C, R401S,
C Biofil A t A t NS A-C
p&a rotime glycosyltransferase usente usente W402L, V403G, S404K
ABC-t terochelin t rt system,
bauB  Acinetobactin ‘.~ PC CRICTOCHENN LANSpOrt System Ausente  Ausente DL CG-C  A305Q, S307Q, Q321K
periplasmic component
basD Acinetobactin  High-molecular-weight protein 2 Ausente Ausente IN G-GT Ausente
tonB Acinetobactin  TonB-dependent receptor protein NS T-A Ausente  Ausente
NS G-T P30T, T5IN, A94T
NS G-T

NS: Nao-Sindnimo; SI: Sindnimo; DL: Delecdo; IN: Insercao. Abreviagcdes dos aminodcidos: V-Valina, A-Alanina, Q-Glutamina,
K-Lisina, R-Arginina, T-Treonina, C-Cisteina, S-Serina, W-Triptofano, L-Leucina, G-Glicina, P-Prolina, N-Asparagina.
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4.9. Identificacao de mutacio genética no sistema regulatéorio PmrCAB e genes

da biossintese do LPS

Quando comparados entre si, os isolados sensiveis a colistina, 03 e 06 mostraram a
mesma sequéncia de aminodcidos para PmrA, PmrB, PmrC e pertenciam ao mesmo ST103,
no entanto, o isolado 18 mostrou uma sequéncia diferente em comparacdo com outras
sensiveis e pertencia ao ST407. Enquanto os isolados resistentes a colistina, pertencentes ao
ST233 mostraram a mesma sequéncia de aminodcidos para PmrA, PmrB, PmrC entre eles,
porém diferente das sensiveis.

Quando comparado com a ATCC 19606 o PmrA do isolado 18 foi idéntico a cepa
referéncia, porém os demais isolados sensiveis apresentaram quatro de substituicao, I18T;
T44N; E133Q; T67S, enquanto para PmrB e PmrC a substituicio de aminoacidos nao foi
observada.

Substituicdes de aminodcido foram observados em todos os isolados resistentes a
colistina e estdo apresentados na Tabela 7.

Para LpxA ndo foi observada substituicio de aminodcidos para ambos os isolados
sensiveis e resistentes, para LpxC a substitui¢do ocorreu em N287D para todos os isolados e
para LpxD os isolados sensiveis apresentaram substituicdes em Y75D e K117E, e os isolados

resistentes em V3A, Y75D e K117E.
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Tabela 7. Substituicdo de aminoécidos e expressdo dos genes pmrC, pmrA e pmrB dos

1solados de A. baumannii resistentes a colistina. FMUSP, Sao Paulo.

Genes Isolados Aminoacidos substituidos

Expressao (2-44Ct)

pmrA 22 D&2G, S119T 0.94
23 D82G, S119T 0.95
24 Indeterminado 0.88
25 MI12K 0.80
26 D82G, S119T 0.95
27 Sem substituicao 0.01
28 S119T 0.86
pmrB 22 M1V, S14L, G21V, V227A, N440H 0.61
23 G21V, V227A, N440H 1.00
24 Indeterminado 0.59
25 V227A 0.16
26 V227A, N440H 0,71
27 R181C, V227A, R320G, N440H 0,67
28 P127L, V227A, N397H 0.41
pmrC 22 N116D, V2271, N284D 0.88
23 R46Q, N116D 0.93
24 Indeterminado 0.69
25 L26F, N116D, 1343V, P345N, Q346K, H351S, 0.41
S352Q
26 N116D 0.90
27 N116D, R125H, N300D, A370S e V4861 0.16
28 N116D 0.73

Super expressdo foi considerada acima de 0.5 de acordo com 222 Abreviacdes dos
aminodcidos: A-Alanina, D-Aspartato, F-Fenilalanina, G-Glicina, H-Histidina, I-Isoleucina,
K-Lisina, L-Leucina, M- Metionina, N-Asparagina, P-Prolina, Q-Glutamina, R-Arginina, S-
Serina, T-Treonina, V-Valina.
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4.10. MLST determinados nos isolados sequenciados

Por meio da anédlise do banco de dados PubMLST foi determinando cinco tipos diferentes
de ST. Para os isolados sensiveis a colistina foi determinado o ST236 pertencentes ao CC103,
ST472 ao CC283, ST339 singleton, para os isolados resistentes a colistina foi determinado o
ST233, pertencente ao CC113 e o ST407 singleton foi determinado tanto para isolados
resistentes como sensivel a colistina. A Tabela 8 apresenta os ST e CC respectivamente

relacionados com os perfis moleculares de cada isolado.

Tabela 8. Perfil molecular dos isolados submetidos ao sequenciamento do genoma total
(n=15) e seus respectivos ST e CC. FMUSP, Sao Paulo.

Perfil de resisténcia Perfil Sequence Complexo
Isolados ..
a colistina Clonal Type Clonal
01 S G 472 283
03 S F 236 103
04 S E 339 Singleton
06 S F 236 103
11 S I 407 Singleton
13 S El 339 Singleton
18 S J 407 Singleton
20 S K 339 Singleton
22 R Al 233 113
23 R A 233 113
24 R Al 233 113
25 R A2 233 113
26 R A 233 113
27 R C 407 Singleton
28 R B 233 113

S: sensivel; R: resistente
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4.11. Expressao génica do sistema regulatério PmrCAB e dos genes da biossintese

do LPS por meio da PCR quantitativa

A reagdo de PCRq foi realizada utilizando SYBR Green 1. Devido a baixa especificidade
deste corante alguns critérios, como andlise do pico da curva de dissociacdo foram
rigidamente analisados na valida¢cdo do ensaio. Assim, foram consideradas vidveis somente
as amostras com pico unico e dentro do eixo esperado da curva de dissocia¢io (Anexo 3).

A investigacdo do operon PmrCAB de expressdo relativa foi comparada com a cepa
sensivel a colistina (ATCC 19606), a superexpressao foi considerado acima de 0.5 de acordo

com 2—AACI

. A expressdo foi independente da presenca ou auséncia de colistina. Entre os
1solados resistentes a colistina, a superexpressao foi observado para todos os genes do operon
PmrCAB, exceto para o isolado 25 que superexpressou apenas o gene pmrA e o isolado 28
os genes pmrA e pmrC e o isolado 27 que super expressou somente pmrB. Os isolados
sensiveis a colistina apresentaram expressao do PmrCAB <0.50.

A Tabela 7 apresenta a relagdo entre as substituicdes de aminodcidos dos isolados
resistentes a colistina e o nivel de expressao.

Para os genes da biossintese de LPS, a super expressdo estava presente apenas em um
isolado sensivel a colistina e um isolado resistente a colistina, entre os isolados sensiveis, o

isolado 03 super expressou o gene /pxA e para isolados resistentes, 0 23 super expressou o

IpxA e IpxC. A super expressao do gene /pxD ndo foi observada.

4.12. Avaliacao dos efeitos das combinacoes antimicrobianas e dos mecanismos de
resisténcia

A avaliacdo dos resultados das combina¢Oes em comparagdo aos mecanismos de
resisténcia desenvolvidos pelos isolados de A. baumannii demonstrou que entre os isolados
resistentes a colistina o sinergismo é predominante nas combinacdes que envolvem colistina.
Com relacdo aos carbapenémicos a variabilidade de efeitos das combinacdes foi maior
comparada aos demais antimicrobianos testados, porém os isolados que apresentam MBL
parecem apresentar maior efeito sinérgico para as combinagdes antimicrobianas envolvendo

imipenem e para os isolados que apresentam diferentes OXA, o efeito sinérgico € menor.
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Para as combinacdes com aminoglicosideos o efeito sinérgico foi mais frequente entre os
isolados que apresentaram menores nimeros de enzimas modificadoras de aminoglicosideos.
Essa relacdo entre efeito sinérgico e mecanismos de resisténcia nao foi verificada para as
combinacdes envolvendo tigeciclina. J4 para as combinagdes envolvendo fosfomicina, o
efeito sinérgico pode sofrer influencia dos mecanismos de resisténcia as drogas combinadas
a ela. As combinagdes com fosfomicina e aminoglicosideos foram as que apresentaram
melhor resultados, os efeitos indiferentes observador entre fosfomicina-gentamicina estao
entre isolados sensiveis a gentamicina, porém que apresentam maior nimero de enzimas
modificadoras de aminoglicosideos.

A Tabela 9 apresenta os mecanismos de resisténcia de cada isolado e a porcentagem dos

efeitos sinérgicos de cada grupo de drogas combinados.
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Tabela 9. Avalia¢ao dos mecanismos de resisténcia dos 20 isolado de A. baumannii com relagdo aos resultados sinérgicos apresentados para cada grupo de drogas

testados. FMUSP, Sao Paulo.

CIM (pg/mL) OMP Mecanismos de Resisténcia (PCR e sequenciamento) Sinergismo por grupos de ATB (%)
ID PFGE 29 33-36 43 A . Lo - Col Imi Tig Fos Ami
COL IMI MER AMI GEN TIG RIF FOS kDa kDa kDa Carbapenémicos Aminoglicosideos Fosfomicina ®=8) (=6) (n=6) (=5) (n=8)
1 G 2 256 64 128 32 1 4 128 +++  +++  +++  OXA-S1, IMP-1 ZZZ%’ aac(6)31, L iP% cyaA* fosA, 63 67 0 100 63
2 E 2 32 128 128 32 0.5 4 128 + +++  +++  OXA-51 NI NI 50 0 0 80 38
* *
3 F 1 1 128 128 2 1 4 128  +++  ++  +++  OXA-51 aph(3')-Via ;otj;; Cyad’ fosA, 3 17 17 80 38
4 E 2 32 128 128 64 0.5 4 128 + +++ + OXA-51, OXA-143 aadB, strA, strB ptsP*,cyaA*, fosA, 50 0 17 60 38
5 H 2 16 64 64 128 4 4 128 +++ ++++ +++ OXA-5I NI NI 25 17 0 20 13
* %
6 F 128 128 128 32 1 4 128+ + A OXA-51,IMP-1 aadAl, aph(3°)-Via }’Otg; cyad’ fosA, g 50 17 40 50
9 Gl 05 128 64 128 16 1 8 256 +++  +++  +++ OXA-51, IMP-1 NI NI 50 83 0 60 63
11 I 0.5 64 16 128 2 0.5 4 128 + - A OXA-51, OXA-23 aph(3')-Via ;;ii*,cyaA % fosA, o 7 7 20 <
13 El 0.5 64 32 128 64 025 4 128 A o A OXA-51,0XA-143  aph(3')-Via,aadB _ ptsP*cyaA*, fosA, 13 0 17 40 38
14 D 0.5 64 64 128 64 0.5 4 128 P Howx}f:s LOXAI43, NI 13 83 33 60 63
15 1l 05 128 64 128 64 2 2 128 + + +  OXA-51 NI NI 13 17 0 40 38
* *
18 J 1 16 16 256 2 0.5 4 128  +++  +++  +++ OXA-51, OXA-23 aph(3°)-Via ;otj;; Cyad” fosA,  3g 33 17 20 50
aph(3')-Vla, aadB,
20 K 05 128 128 256 64 0.5 4 128 + - A OXA-51,0XAl143 B ptsP*cyaA* fosA, 25 33 17 40 63
OXA-51, OXA-23, aph(3')-Vla, aadAl, « %
2 Al 16 32 32 256 4 2 4 64 Y oy ptsP¥cyaA*, fosA, 50 17 0 20 13
OXA-51,0XA23,  aph(3')-Via, aadAl, o
23 A 16 32 32 256 4 2 2 128 4+ e e o0 i pisP%cyaA*, fosA, 50 17 0 20 13
OXA-51,0XA-23,  aph(3')-Via, aadAl,
24 Al 32 32 32 512 4 2 2 64 S o ity sfr A(B ) pisP%cyaA*, fosA, 50 17 17 20 25
OXA-51, OXA-23, aph(3')-Vla, aadAl, «
25 A2 64 64 32 512 16 16 4 32 FEH bR O s TEM B pisP*, fosA, 50 0 0 60 25
OXA-51, OXA-23, aph(3')-Vla, aadAl, « %
26 A 32 32 32 128 4 2 2 64 Y oy ptsP*cyaA* fosA, 50 33 17 20 38
27 C 32 64 16 2 2 0.5 4 5256 ++  +++  +++ OXA-51, OXA-23 Ausente pisP%cyaA*, fosA, 50 33 33 20 50
OXA-51, OXA-23,
28 B 8 32 16 256 8 2 4 64 ++ +++ +++ aadAl, strA, strB ptsP* cyaA*, fosA, 63 0 17 60 25

TEM

ID: identificacdo dos isolados; OMP: proteinas de membrana externa ([+++]: intensidade da banda igual a cepa padrao, [++]: intensidade da banda uma vez menor a cepa padrao, [+]: intensidade
da banda duas vezes menor a cepa padrdo, [++++]: intensidade da banda maior a cepa padrdo, A: auséncia da proteina); P: presenga; NI: ndo identificado/sem sequenciamento; genes com
mutacao®.
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5. DISCUSSAO

z

A do presente estudo € a avaliacdo da terapia combinada para o tratamento de
infecgdes por A. baumannii multidroga resistente e a andlise de determinantes genéticos
atuantes na resisténcia antimicrobianas e viruléncia por métodos diferenciados como o
sequenciamento genético.

Nos tltimos anos, A. baumannii produtor de oxacilinases tem sido cada vez mais
relatado em paises asidticos (IRFAN, 2011) e em muitos outros paises, incluindo o Brasil,
e estd associado com a resisténcia a carbapenémicos (GROSSO, 2011; CHAGAS, 2014).

Avangos na tecnologia de sequenciamento do genoma revolucionaram o estudo da
resisténcia aos antibidticos. Essas novas ferramentas sdo capazes de avaliar no mesmo
experimento, mecanismos de resisténcia e patogenicidade dos micro-organismos. Tan e
cols (2013) afirmam que alguns métodos laboratoriais podem fornecer informacdes
filogenéticas muito limitadas, e seus resultados podem nao identificar distincao genética
com os mesmos clones e entre clones diferentes. Assim, o sequenciamento do genoma
completo é necessario para andlise epidemioldgica e determinagdo de perfis de resisténcia
a antibidticos.

No nosso estudo os genes de resisténcia e com funcdo de viruléncia, presentes nos
isolados de A. baumannii, foram determinados por andlise comparativa usando
sequencias genéticas depositadas no GeneBank. Alguns autores também utilizam
ferramentas para comparacdo das sequencias genéticas, fazendo uso de genomas
completos ou parciais, dependendo do objetivo do estudo (TAN, 2013; SAHL, 2013;
ZHU, 2013).

Oxacilinases ja relatadas em estudos prévios no pais foram identificadas em nossos
isolados clinicos. Entre os cinco principais subgrupos filogenéticos, os genes blaoxa-s1-
like, localizados cromossomicamente tem sido utilizado como um marcador especifico da
espécie para a identificacdo de A. baumannii (TURTON, 2005; FIGUEIREDO, 2011).
Este gene foi identificado em todos os isolados do estudo, seguidos da ISAbal. Contudo,
a presenca de blaoxa-si-ike nNdo se correlaciona com o nivel de resisténcia a
carbapenémicos pois o gene € regulado pela sequéncia de inserc¢ao (IS) ISAbal, indicando
que a resisténcia a carbapenémicos nao pode ser inferida a partir da detecc@o exclusiva

desse gene (CORVEC, 2007). Em contraste, os genes que codificam OXA-23, OXA-24,
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e OXA-58 sdo consistentemente associadas com a resisténcia ou susceptibilidade
reduzida a imipenem, entre essas, OXA-23, apresenta-se como a mais prevalente em
Acinetobacter spp. em todo o mundo (D’AREZZO, 2011). No Brasil, A. baumannii
tornou-se particularmente problemdtico devido a sua prevaléncia e a resisténcia a
carbapenem, geralmente decorrente de oxacilinase, a maioria envolvendo produtores de
OXA-23 (CHAGAS, 2009).

A OXA-23 foi identificada em 45% dos nossos isolados (n=20). Essa enzima foi
bastante relatada em estudos brasileiros, em especial nas regides sul e sudeste (DALLA-
COSTA, 2003; GROSSO, 2011; CHAGAS, 2014), assim como em outros paises
(ROLAIN, 2016). Estudos anteriores realizados no Brasil revelam um aumento da
incidéncia de surtos hospitalares causadas por A. baumannii MDR, em um estudo
realizado de janeiro de 2006 a setembro de 2007, em oito hospitais no Rio de Janeiro,
mostrou que entre 110 isolados de A. baumannii resistente ao imipenem, 87.3% eram
produtores de OXA-23 (CARVALHO, 2009). Assim como o estudo de Cortivo e cols
(2015) que evidenciou que 87,3% dos isolados de A. baumannii carreavam ambos 0s
genes blaoxa-23-ike € blaoxa-si-ike. Outro estudo brasileiro analisou as caracteristicas
genotipicas de 46 isolados A. baumannii MDR de oito hospitais do Estado do Parand e
descreveu que todos os isolados carreavam o blaoxa-23-like (CIESLINSKI, 2013).

Outra carbapenemase presente nos nossos isolados foi a OXA-143 detectada desde
2004 no pais (HIGGINS, 2009) com trés variantes relatada atualmente (GIRLICH, 2014;
ZANDER, 2014). Alguns estudos brasileiros relatam a presenga da OXA-143, como
reportado por Antonio e cols (2011) que avaliaram 30 isolados de A. baumannii
resistentes a carbapenémicos e mostraram que 70% dos isolados carregavam o gene
blaoxa-143. Por outro lado, Werneck e cols (2011) avaliaram 83 isolados de A. baumannii
resistentes a carbapenémicos de 17 hospitais encontrando o gene blaoxa-143 em apenas
8.4% das cepas. Portanto, a importancia de blaoxa-143 no pais precisa ser mais bem
explorada.

Por meio da andlise do genoma completo também identificamos um gene codificador
de OXA-88, relacionada ao OXA-51, com uma diferenca de 5 a 8 aminodcidos. Essa
oxacilinase foi descrita por KOH e cols (2007) em Singapura, mas ndo havia sido
identificada anteriormente no Brasil. Da mesma forma, estudo conduzido por Liu e cols
(2014), determinou a presenca de genes de resisténcia e grandes variacdes genéticas

relacionadas as ilhas gendmicas em isolados de A. baumannii.
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No presente estudo foi observado a presenca de oxacilinases e metalo-B-lactamase
como IMP em isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos. Contudo, entre
as carbapenemases, as metalo-B-lactamases tem um maior impacto na concentragao
inibitéria minima. As metalo-f-lactamases conferem um elevado nivel de resisténcia e
seus genes podem ser transferidos horizontalmente (WALSH, 2008). No entanto, poucos
estudos relatam a presenca de IMP nos isolados de A. baumannii no Brasil. Acinetobacter
baumannii produtor de IMP-1 tem sido restrito em alguns hospitais do estado de Sao
Paulo (GALES, 2003; MENDES, 2007). Recentemente uma nova classe, IMP-10 foi
reportado por Cayd e cols (2015) em isolados de A. baumannii de um hospital terciario
de Sao Paulo.

Outro estudo de sequenciamento gendmico que determinou diferentes genes
relacionados a resisténcia antimicrobiana em A. baumannii foi realizado por Ou e cols
(2015), nesse estudo foram descritos genes relacionados a bomba de efluxo, também
responsdveis pela resisténcia a diversas classes de antimicrobianos (COYNE, 2010;
ROSENFELD, 2012; YOON, 2013). O mesmo foi observado no estudo atual, por
exemplo, trés conjuntos de sistemas de bombas de efluxo da familia RND (AdeABC,
AdeFGH e AdelJK) e seus respectivos reguladores (AdeRS, AdeN e AdeL).

No presente estudo foram analisadas as trés proteinas de membrana externa mais
comumente relatados em A. baumannii resistentes a carbapenémicos, OMP 43 kDa, 33-
36 kDa e 29 kDa (CATEL-FERREIRA, 2012). A OmpD, de 43 kDa, esteve ausente em
quatro isolados do presente estudo, os respectivos isolados apresentaram CIM elevado
para os carbapenémicos, imipenem e meropenem, e efeito sinérgico de combinagdes com
carbapenémicos ndo foi observado para um isolado que apresentou auséncia tanto da
OMP 29 kDa como da OMP 43 kDa. A relacdo entre proteinas de membrana externa e
efeito das combinagdes antimicrobianas ndo € relatada em estudos de avaliacao do efeito
sinérgico. No entanto a auséncia de proteinas envolvidas com a resisténcia a
carbapenémicos pode estar envolvida com a auséncia de resultados sinérgicos nas
combinacdes com carbapenémicos.

A resisténcia a fosfomicina deste estudo foi interpretada considerando diferentes
mecanismos de resisténcia a fosfomicina de outras espécies Gram-negativas, tais como
E. coli e P. aeruginosa. Mecanismos de resisténcia a fosfomicina nao siao descritos em A.
baumannii. O principal mecanismo de resisténcia a fosfomicina em E. coli ocorre devido

mutacdes nos genes ptsl e cyaA relacionados com o nivel de cAMP (adenosina



Discussao | 78

monofosfato ciclico), que precisam estar associados aos substratos para expressao dos
genes do sistema de transporte. Também a fosfomicina pode inativar a enzima MurA por
ligacdo ao sitio ativo do residuo de Cysl115 (ZHU, 2012). Aqui, a substituicdo de
Vall32Ala de MurA foi identificada em todos os isolados até mesmo no isolado com
menor CIM a fosfomicina.

No presente estudo, foi identificado o gene ptsP com fun¢do sinénima ao pts/ em E.
coli, bem como, o gene cyaA, ambos apresentaram uma grande diferenga da sequéncia de
aminodcidos, quando comparado com A. baumannii ATCC 19606, sugerindo uma
possivel mutacdo que modifica o sistema de transporte da droga, contudo, nenhuma
substituicdo foi observada quando comparado ao A. baumannii MDR-TJ. Também
presente nos isolados do atual estudo estdo as proteinas FosA e FosX, ja relatadas como
responsdveis por resisténcia a fosfomicina em P. aeruginosa (BERNAT, 1997).

Em 2010, segundo dados americanos, 45 e 49% dos isolados de Acinetobacter eram
resistentes a imipenem € meropenem, respectivamente, € a maioria dos isolados,
entretanto, permaneceram sensiveis a colistina (QUEENAN, 2012). Na dltima década
houve o aparecimento de isolados resistentes a colistina, mostrando-se cada vez mais
frequentes, principalmente apds o tratamento de infec¢des por isolados resistentes a
carbapenémicos (CAI, 2012). O que reforca a necessidade de estudos aprofundados do
mecanismo de resisténcia a polimixinas. Entre os ST determinados no presente estudo, o
ST233 (CC113) e ST236 (CC103) ja foram relatados em estudo conduzido por Coelho-
Souza e cols (2013), dois isolados sendo um sensivel e um resistente a colistina,
respectivamente, apresentou-se como singletons (ST407), assim como o ST339, os
mesmos foram descritos por Climaco e cols (2013). De acordo com a andlise por e BURST
os isolados sensiveis a colistina pertenciam ao CC103 e CC283, ja os isolados resistentes
a colistina ao CC113. A este respeito, a maioria dos isolados de A. baumannii OXA-23
reportados na América Latina tém sido comumente relatadas como pertencente aos
mesmos complexos clonais (GROSSO, 2011; MARTINS, 2013; RAMfREZ, 2013;
STIETZ, 2013).

Para entender a relacdo entre mutagcdo e resisténcia a colistina, substitui¢des de
aminodcidos de pmrA, pmrB e pmrC entre isolados sensiveis e resistentes de A. baumannii
foram avaliados. Alguns estudos relataram que a superexpressao dos genes pmrA e pmrB

¢ causada por mutagcdo e estd envolvido com a resisténcia a colistina, no entanto,
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diferentes sequéncias de aminoacidos em isolados de A. baumannii pode ser devido a
diferentes origens genéticas (BECEIRO, 2011; PARK, 2011).

O que reforca nossos resultados onde, tanto os isolados sensiveis como os resistentes
mostraram substituicdes de aminodcidos, e esta substituicdo foi diferente entre os
diferentes tipos de ST. No entanto, a superexpressdo foi observada apenas nos isolados
resistentes a colistina. Estes resultados podem indicar que a substituicado de aminodcidos
seja parcialmente responsavel pela resisténcia, porém, a superexpressao dos genes do
sistema seja essencial para resisténcia, dados consistentes com estudo de Park e cols
(2011).

Mutacgdes no gene pmrC podem levar a superexpressdo do mesmo, aumentando
consequentemente a producado de fosfoetanolamina, essa mesma hipotese € suportada por
diferentes autores (SNITKIN, 2013; ROLAIN, 2011). Alguns estudos relataram
substituicdes de aminodcidos similares ao presente estudo. A substituicdo de S119T
presente no gene pmrA dos nossos isolados resistentes a colistina também foram
observados no estudo de Arroyo e cols (2011), assim como a substituicdo e M12K por
O’Hara e cols (2013). A mesma substituicao de A227V no gene pmrB também foi
observada no estudo de Adams e cols (2009). Curiosamente nossos isolados resistentes a
colistina apresentaram substituicao de N116D, a qual ndo € descrita em estudos prévios.

Para avaliar a expressdao dos genes do sistema regulatério PmrCAB nos isolados
resistentes a colistina, foi realizado PCRq. Adams e colaboradores (2009) mostraram que
nos isolados resistentes a colistina ocorreu tanto a superexpressao do gene pmrA quanto
delecao parcial do gene pmrB. A superexpressdao nos genes ocorreu em todos os isolados
resistentes a colistina do presente estudo. Por outro lado, a resisténcia a colistina também
pode ser induzida pelo pH 4cido e, em menor escala, pela suplementacdo de Fe’*, é
possivel que o pmrB interage com outras proteinas reguladoras de resposta (Al-
KHODOR, 2009). Beceiro e cols (2011), também reportaram aumento da expressdo de
pmrA e pmrB em todos os isolados resistentes e observou mudangas no lipidio A com a
superexpressao do pmrC.

Foram escolhidos isolados sensiveis colistina com perfis distintos por PFGE para
observar uma possivel diferenca entre os mecanismos de resisténcia e efeito sinérgico.
Apesar da origem clonal distinta desses isolados, o efeito sinérgico foi semelhante para

os isolados que apresentavam o mesmo mecanismo de resisténcia.
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A avaliacdo da combinacdo antimicrobiana tem se mostrado importante para o
tratamento de infeccdes por bactérias multirresistentes. A natureza e a extensdo da
interacdo de drogas sdo geralmente determinadas em estudos in vitro, alguns métodos sao
utilizados para analisar os dados experimentais da interagdo, ou seja, sinérgico,
indiferente ou antagénicos (ZHAO, 2010). Entretanto, a correlacdo dos achados in vitro
com a resposta clinica ainda precisa ser validada em ensaios clinicos controlados.

Uma variedade de métodos para interpretar os resultados do sinergimos pode ser
usada e estes métodos podem conduzir a resultados diferentes. Bonapace e cols (2002)
analisaram diferentes métodos para interpretar os resultados de checkerboard mostrando
que a concordincia mais baixa foi encontrada entre ensaios de CIF e time-kill, essa
discrepancia entre os dois métodos também foi observada no presente estudo,
considerando a padronizacdo de interpretacdo desejavel para diminuir resultados
discordantes.

Neste estudo o efeito sinérgico foi observado em ambos os métodos, checkerboard e
time-kill, porém com uma discrepancia relevante entre eles. Estudo realizado por Leite e
cols (2015), mostra que o método de time-kill € padrao ouro para interpretacdo da
avaliagdo das combinagdes antimicrobianas contra A. baumannii, assim como para outros
micro-organismos Gram-negativos. No entanto, o presente estudo mostra a presencga de
sinergismo em determinados grupos de antimicrobianos, independente dos métodos de
avaliacdo e € possivel observar que contra isolados resistentes a colistina o sinergismo €
mais frequente quando usado colistina nas combinacoes.

Estudos anteriores, in vitro, mostraram que a propor¢do de sinergismo de
combinacdes entre colistina-carbapenémicos contra A. baumannii atinge > 80%
(ZUSMAN, 2013). Em nosso estudo as combinacdes de colistina-carbapenémicos
mostram altas taxas de sinergismo principalmente contra os isolados resistentes a
colistina.

Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avaliou a combinagdo de
fosfomicina com diferentes classes de antimicrobianos usando time-kill contra isolados
de A. baumannii com diferentes mecanismos de resisténcia. Um estudo, realizado com
oito isolados de A. baumannii provenientes do sul da Tailandia em 2008, avaliou a
combinacdo de fosfomicina com imipenem, colistina e sulbactam usando checkerboard

e time-kill, todos foram sensiveis a colistina e mostrou 12,5% de sinergismo para
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combinagdo de fosfomicina e colistina pelo método de checkerboard
(SANTIMALEEWORAGUN, 2011).

Encontramos frequente efeito sinérgico com fosfomicina e aminoglicosideos contra
isolados de A. baumannii sensiveis e resistentes a colistina no presente estudo. No
entanto, combinacdes com fosfomicina e aminoglicosideos sdo pouco relatados na
literatura. Apenas um estudo mostra a eficicia da combinacdo de fosfomicina com
amicacina, gentamicina e outros antimicrobianas para apenas um isolado de A. baumannii
(KASTORIS, 2010). Outro estudo realizado por Montgomery e cols (2014), avalia a
combinacdo de fosfomicina-amicacina por um sistema de inalacdo contra isolados Gram-
negativos para tratamento de pneumonias e afirmam que o efeito da combinagdo é
promissor para o tratamento. Contudo, o uso de fosfomicina para tratar infeccdes por A.
baumannii é controverso, dados usando fosfomicina intravenosa sdo escassos. A.
baumannii geralmente mostram altos niveis de CIM para fosfomicina e pontos de corte
nao sdo bem definidos pelo CLSI e EUCAST e o uso isolado dessa droga no tratamento
de infec¢des por A. baumannii nao é preconizado. (KARAGEORGOPOULOS, 2012;
MARTINEZ-MARTINEZ, 1996).

Por outro lado, um estudo publicado recentemente, mostrou que os pacientes que
receberam terapia combinada com colistina-fosfomicina tiveram uma resposta
microbioldgica favordvel e menor mortalidade comparada aos pacientes que receberam
colistina sozinha (SIRIJATUPHAT, 2014). Assim, o uso de fosfomicina como terapia
combinada para o tratamento de Acinetobacter spp € promissora in vitro e estudos clinicos
sd0 muito importantes para estabelecer a sua utiliza¢do para o tratamento de infeccdes
causadas por este micro-organismo (SIRIJATUPHAT, 2014).

Existem numerosos dados que suportam a atividade antimicrobiana aumentada
quando polimixinas sdao adicionados a outros agentes antimicrobianos in vitro. Uma
recente meta-andlise concluiu que, contra A. baumannii, esta atividade € mais
pronunciada quando polimixinas estdo combinadas com um carbapenémico, rifampicina
ou glicopeptideos (NI, 2015).

Aqui foi observado que colistina-rifampicina apresentou um dos maiores efeitos
sinérgicos contra isolados resistente a colistina, esta combina¢do € muito reportada contra
isolados de A. baumannii, apresentando alto efeito sinérgico (DONG, 2014; LEE, 2016;
WEI, 2016) porém pouco relatada em isolados resistentes a colistina. A efic4cia das

combinacdes envolvendo colistina contra isolados resistentes a essa droga é apontado
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num estudo bastante recente realizado por Hong e cols (2016), que avaliaram o efeito
sinérgico entre colistina com rifampicina e carbapenémicos. A combinagdo, colistina-
rifampicina, é também sugerida como tratamento de A. baumannii MDR, tanto em
estudos in vitro como in vivo, principalmente relatos de casos (GIAMARELLOS, 2001;
SOUHAIL, 2016). Um estudo prospectivo, randomizado, com pequeno ndmero de
pacientes que apresentou maior cura microbioldgica no grupo da combinagdo colistina-
rifampicina, sendo 71% dos 15 pacientes em comparacdo com o grupo de colistina
sozinha com 59% dos 13 pacientes (AYDEMIR, 2013). Recentemente outro estudo com
combinagdes envolvendo rifampicina evidenciou resultados sinérgicos maiores de 30%
contra 73 isolados clinicos de A. baumannii MDR (BAI, 2015). Existe um estudo
realizado por Li e cols (2007), que mostrou efeito sinérgico para os 17 isolados de A.
baumannii, provenientes de um hospital da Austrdlia entre os anos de 2002-2004,
resistentes a colistina, o autor afirma que é muito provdvel que a membrana externa das
cepas resistentes a colistina tornam-se mais permedveis e que, a susceptibilidade aos
demais antibidticos aumente.

Combina¢des com vancomicina também tem mostrado resultados favordveis contra
isolados de A. baumannii MDR. Diferentes estudos relataram a atividade da combinacao
de colistina-vancomicina contra isolados de A. baumannii (GORDON, 2010;
VIDAILLAC, 2012; O'HARA, 2013). Um deles avaliou seis isolados de A. baumannii
pelo método do checkerboard, sinergismo foi detectado em quatro deles (GORDON,
2010). O outro estudo incluiu apenas trés isolados de A. baumannii resistente a colistina
e mostrou efeito sinérgico para todos os isolados (O’'HARA, 2013). O estudo realizado
por Vidaillac e cols (2012), mostrou que todas as combinacdes testadas incluindo
colistina-vancomicina foram sinérgicas contra isolados de A. baumannii (n = 4) com trés
linhagens distintas. Apesar do efeito sinérgico ser observado na maioria dos isolados
testados, o nimero de amostra nos estudos foi pequeno, fazendo-se necessario uma
avaliacdo em maior nimero de cepas para um resultado mais concreto.

De acordo com estes autores, a colistina poderia romper a membrana externa o que
facilitaria a penetracdo do glicopeptideo através da membrana e expor o sitio alvo da
parede celular (GORDON, 2010; O'HARA, 2013). Outro estudo recente com
combinacdes de colistina-vancomicina apresentou resultados sinérgico para 9/10 isolados
resistentes a colistina (PERCIN, 2014). O efeito sinérgico de colistina-vancomicina é um

resultado interessante, ja que, no ambiente de terapia intensiva, a combinagdo empirica
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para paciente séptico geralmente € um beta-lactimico mais vancomicina e, em hospitais
com altos indices de MDR, polimixina é adicionado ao tratamento. Por outro lado, esta
combinacdo pode envolver riscos, tais como insuficiéncia renal aguda, porém, impacto
na mortalidade ainda ndo foi demonstrada (KALIN, 2012; GARNACHO-MONTERO,
2013). Essa combinacdo promissora, ja foi avaliada em pacientes pedidtricos com
infec¢do grave por A. baumannii MDR, num periodo de dois meses em um hospital
universitirio de Roma, ndo apresentando efeitos adversos apds a administragdo das
drogas combinadas (CECCARELLLI, 2015).

No presente estudo, apesar da elevada sensibilidade a tigeciclina, demonstramos que
poucas combinagdes usando tigeciclina apresentavam efeito sinérgico. Alguns estudos
apontam que as combinag¢des com tigeciclina ndo apresentam diferenca significantes nas
contagens de coldnias mesmo ap6s a adicdo de outras drogas (MUTLU, 2012; DINC,
2013). O efeito sinérgico alcancado, no presente estudo, foi mais comum entre tigeciclina-
amicacina, similar ao estudo anterior, relatado por Peterson e cols (2006), que reportam
56% de efeito sinérgico em combinag¢do com tigeciclina. No entanto, dois estudos
anteriores reportam a reducdo no nimero de contagem de coldnias entre 4-6 horas, nas
combinacdes de tigeciclina-amicacina, seguidos de recrescimento apds esse periodo, o
mesmo perfil foi observado para nossos isolados com efeito indiferente as combinacgdes
com tigeciclina, os autores supdem que uma superexpressao de bomba de efluxo explique
o fendmeno (PRINCIPE, 2009; MOLLAND, 2008).

As combinagdes de colistina-vancomicina, colistina-imipenem, fosfomicina-
amicacina tiveram alta taxa de sinergismo contra os isolados de A. baumannii MDR
produtores de OXA-23. Assim como fosfomicina-amicacina contra A. baumannii MDR
produtores de OXA-143. No entanto, o uso das combinacdes antimicrobianas deve ser
testado em cendrios clinicos pois, as diferencgas na epidemiologia de genes de resisténcia
podem influenciar a eficicia do tratamento de combina¢do de antibidticos. As
discrepancias dos mecanismos de resisténcia entre isolados de diferentes centros podem
explicar, pelo menos em parte, por que esquemas de combinagdo relatado como bem-
sucedida na literatura ndo foram bem-sucedidas entre os nossos ensaios. Fan e cols
(2016), mostraram que nas combinacdes entre colistina e carbapenémicos, por exemplo,
os efeitos sinérgicos sdo maiores contra os isolados que apresentam CIM baixas para
carbapenémicos. Assim como, combinagdes de colistina ndo apresentam vantagens

contra isolados sensiveis a colistina. Zusman e cols (2013) mostraram que a taxa de
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sinergismo de colistina combinado com carbapenémicos contra A. baumannii atingiu
mais de 80%.

No presente estudo foi possivel observar que as combinagdes com carbapenémicos
foram mais sinérgicas para os isolados produtores de metalo-B-lactamase, assim como,
maior sinergismo nas combinagdes com aminoglicosideos para os isolados com menor
nimero de AME. Porém, estudos que correlacionam mecanismos de resisténcia e efeito
sinérgico sao escassos. Um estudo recente afirma que as combinacdes de colistina
mostram-se mais promissoras contra isolados resistentes a colistina, principalmente em
combinacdes envolvendo carbapenémicos, rifampicina e glicopeptideos (BAE, 2016).

Tratando-se da viruléncia, pouco se sabe sobre o verdadeiro repertdrio potencial de
viruléncia ou patogenicidade do A. baumannii. A habilidade de A. baumannii em produzir
biofilme € um dos fatores que contribui para sua sobrevivéncia em ambientes hospitalares,
assim como a produ¢do de enzimas e algumas proteinas que facilitam sua aderéncia e
destruicao celular (PELEG, 2012). Entre os fatores de viruléncia que mais se destacam
em A. baumannii (CHOI, 2005; CHOI, 2008), foram determinados pelo sequenciamento,
genes responsdveis pela integridade celular, aderéncia e formacao de biofilme (ompA,
pgaABCD, csuABCDE, abal,). A OmpA, um membro das proteinas da membrana
externa, foi determinada a contribuir, significativamente, para a doenca que provoca o
potencial do agente patogénico, e contribuir para a apoptose da célula (CHOI, 2005).
Genes responsdveis pela codificac@o de proteinas estruturais do pili desempenham papel
importante na colonizacdo, propagacdo em superficies e formacdo do biofilme
(TOMARAS, 2003). Um mecanismo para a persisténcia A. baumannii em ambientes
hospitalares € a presenca de um gene de adesao, envolvidos na formacado de biofilme e de
pilus, o operon csuABCDE. A sua presenca tem sido associada com a persisténcia de A.
baumannii em superficies abidticas (TOMARAS, 2003). A. baumannii contém o lécus
pgaABCD, a supressdo deste l6cus leva a perda do fendtipo de biofilme, esse l6cus é
responsavel pela codificacdo de polissacarideos que compde a matriz externa do biofilme,
mantendo a integridade da estrutura (CHOI, 2009).

A expressdo de genes com funcdo de viruléncia ndo € eficaz em densidades celulares
baixos, uma vez que ndo consegue escapar ao sistema imune do hospedeiro. Em A.
baumannii, moléculas sinalizadoras de quorum-sensing, codificadas pelo gene abal,
mostra influéncia na formacgao de biofilme, que é um importante fator de viruléncia

responsaveis por sua resisténcia e sobrevivéncia em ambientes abidticos (GADDY,
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2009). Curiosamente, no presente estudo, isolados resistentes a colistina ndo
apresentaram o gene abal.

Diferentes reguladores dos genes de viruléncia ja foram identificados em isolados de
A. baumannii como, por exemplo, GacSA, é¢ um regulador de viruléncia global de dois
componentes essenciais para desenvolvimento de doencas. Mutacdes no gene gacs,
sensor kinase, altera a expressao de genes envolvidos com a sintese de pili, motilidade e
formacdo de biofilme, assim como para o regulador BfmRS, responsavel por controlar
formacdo de biofilme e aderéncia celular (CERQUEIRA, 2014). Curiosamente, nos
isolados do presente estudo, as substituicdes de aminodcidos do gene gacS, estiveram
presente somente entre os isolados resistentes a colistina, e para o gene bfinS substituicao
de aminodcido em todos os isolados.

A comparagdo dos isolados resistentes a colistina mostrou mutacdes em alguns genes
de viruléncia. Apesar do isolado 28 pertencer ao mesmo ST dos demais isolados
resistentes a colistina, este isolado pertencia a um clone diferente e os outros isolados,
apresentam algumas mutagdes nao-sindnimas, principalmente o isolado 25. As mutacdes
presentes nos genes de viruléncia, envolvidos com formagdo de biofilme, aderéncia e
captacao de ferro ndo sdo relatados por outros autores. No entanto, Peleg e cols (2012)
afirmam que as espécies que ndao possuem operons de viruléncia relacionados,
especialmente, ao acinetobactin, podem explicar a sua dificuldade de sobreviver no
modelo murino e a sua associa¢do com uma menor mortalidade em estudos clinicos.
Contudo, diferentes avaliacdes sdo necessdrias para confirmagdo da viruléncia pelo

agente infeccioso.
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CONCLUSAO

As combinacdes antimicrobianas com melhor efeito sinérgico foram observadas
entre colistina-rifampicina, colistina-vancomicina e fosfomicina-
aminoglicosideos, podendo ser uma opcao de terapia combinada e os mecanismos
de resisténcia parecem estar envolvidos com os efeitos sinérgicos.

Combinagdes de diferentes classes de antimicrobianos com colistina apresentaram
grande propor¢do de sinergismo contra isolados de A. baumannii resistentes a
colistina. Por outro lado, combina¢des com carbapenémicos apresentaram maior
efeito sinérgico para isolados que apresentaram metalo-p-lactamases.
Combinagdes com aminoglicosideos foram melhores para isolados que
apresentaram menor nimero de enzimas modificadores de aminoglicosideos e
tigeciclina ndo apresentou bons resultados em combinacio apesar de todas as
cepas serem sensiveis a este antibidtico.

A resisténcia a colistina estd envolvida com a superexpressao do gene pmrA,
porém as mutacdes nos genes do sistema de dois componentes parecem nao se
relacionar com a superexpressao.

A ativagdo de genes nos isolados resistentes a colistina ocorreu
independentemente da presenca da droga, indicando que a superexpressao do gene
€ constitutiva e ndo induzido pela presenca de colistina.

A resisténcia aos aminoglicosideos € decorrente da producdo de enzimas
modificadores de aminoglicosideos.

Fosfomicina mostrou-se resistente por alteracao do sistema de transporte GlpT.
Foram encontrados diferentes genes de viruléncia envolvidos com formagao de
biofilme, aderéncia, producao de enzimas e captagdo de ferro.

Os isolados pertenciam a ST236 CC103, ST233 CC113 e ST472 CC283. Os
ST407 e ST339 eram singleton, todos previamente descritos no Brasil.

Os isolados resistentes a colistina, apesar de pertencerem ao mesmo ST,
apresentaram mutagdes em genes de viruléncia envolvendo formagado de biofilme
(bap, csuD, pgaABC) e também em genes envolvidos com captacdo de ferro

(bauB, basD, tonB).
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7. ANEXOS
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Anexo 1. Eletroforese em gel de campo pulsado realizado com enzima de restri¢ao
Apal para os 20 isolados de A. baumannii. FMUSP, Sdo Paulo. PM: Peso Molecular;
coluna 1: Cepa controle (ATCC 19606); colunas de 2 a 14: respectivos isolados (1, 2,
4,3,6,5,11,9,18, 13, 14, 15 e 20) sensiveis a colistina; colunas de 15 a 21: respectivos
isolados (22, 25, 24, 23, 26, 28, 27) resistentes a colistina.
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Anexo 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida das proteinas de membrana externa. PM
— Peso Molecular (kDa), 11 e 20 — isolados sensiveis a colistina, 22 a 28 — isolados
resistentes a colistina, 22Rcol a 28Rcol — isolados resistentes a colistina cultivados na
presenca de colistina. FMUSP, Sdo Paulo.
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Anexo 3. Curvas de dissociagdo realizadas no estudo para amplificacdo do
gene de referéncia 16S para determinacdo da eficiéncia do ensaio. FMUSP,
Sao Paulo.
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Abstract

The study ilvesfigated the effect of anfibiotic combinations against 20 clinical isolates of A
bawmanni (seven coli stin-resistant and 13 colistin-susceptible ) with different resistance
mechanisms. Clinical data, reatment, and pafient mortality wene evaluated. The following
methods wera used: MIC, PCRs, and outer membrane protein (OMP ) analysis. Synargy
was invesfigated using the checkerboard and time-kill methods. Clonality was evaluated by
PFGE. Based on donality, the whole genome sequence of sk A. bawmanni isolates was
analyzed. Allisolates were nesistant to meropenam, rifampicin, and fosfomydn. OXA-23
and OXA-143 were the most frequent carbapen emases found. Fourisolzies showed loss of
a43kDa OMP The colistin-susceptible isolates belonged o different dones and showed
the highest synangistic effed with fosfomycin-amikacin. Amaong colistin-resistant isolates,
the highest synergisic effiect was obserwed with the combinations of colisfinriampicn fol-
lowed by colistin-vancomycin. All colisin-resistan tisola tes harbored blamp s s e 8nd
belonged o G511 3. Glinical and demographic data were availlable for 18 of 20 patients.
Fourteen rece ived treastment and eightpatients died during reatment The mast frequent
site ofinfection was the blood in 13 of 14 pafients. S5even patients received vancomydn
plus an acfive drug against A. besumannd; however, martality did not differ in this group. The
synargisfic efectwas similar for colisfin-suscep fible isolates of distinct clonal orgin present-
iing with the same resistance machanism. Owverall morality and death during e atment was
high, and despile the high synangism in vitro with vancomycin, death did not differ compar-
iing the use arnotof vancomycin plus an adive drug against A. bawmannil.

Introduction

Infecthons caused by multldrog resistant Acirnetobadter bauritnnt have emerged a5 a sedous
problem throughout the wodd [ 1]. 0d antibdotics, such as fosfomycin and polymyxins, are
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0w oomsklered potential treatmen t alternatives o overcome the lack of new antibiotics [ 2-4].
Studies have demonstrated that fodfomycin is a promising drug, pa sicularly in combination
with othser antimicrobiale for the treastment of infections dise to multidneg -resstant (MDR)
Gram-negative bacilli However, there is concern about its uwse againit A bauman n, dise to
it e fesditance 1o falayein [5-6]. On the other hand, although polymysing B and E
(colistin) are generally active against multidreg- resistant A. baumannit (MDBRAB) [3] and
have been used to treat infections, colistin resistance among A. baumanni has been reporied
and has cleady increated in the last years [4). In this scerario, trestment with combination
therapy, wsing two or more antibaclerial dnegs, appearsio be the only rema ining option [7].

T of the maost Frequent i vitro methods used to evaluate interactions between drugs are
the checerboard technique and time-kill kinetics. The checkerboard method only evaluates
thee inhibsitory activity, ol bactericdal activity. Additionally, it dwws different msulls when
diferent methods of interpretation are wied [8]. This, its results may requine confirmation
using a more dynamic iniemction method such as timekill kinetic sudies. To date, few sudies
have evahsated the an timdenobial combd notions a gainet pan-recitant A baumaren § isoktes
usinng both methods, and correlations between m vitre and in vivo results are often controver-
sial. There is also some comcern 35 to whether the synergistic effect of antibiotics it related to
thee resistance mecha nism or to the donality of isslates, or both [49]. Thus, data on the synergis-
tie effect of antibiotic combdmations and their eficacy in the treatment of infections caused by
Arinetobader are needed.

The objective of this stedy wasto evaluste the in vitroactivity of antibotic combinaticns
againg twenly MO RAB, incuding pan -resstant olstes with differe it resistance mechan i
and domal origine. [n sddition, dinical and demographic data of patients submitted o different
treslinienils g it Uhee dnfection we evaluated.

Methods

Bacteral lsolates

Twenty A. baumannii Bolaes were obtained Fom the bacterial collection of the Laboratory of
Bacteriology (LIM-54) of the Department of [ nfectious Diseases of the School of Medicine,
University of 550 Paula Thirteen isolates were colistin- smsceptible (2t 0.5 mg/L to 2 mg'L) and
seven were colistin- resistant {3t 8 mglL to 64 mg/L). [sokites had been stored at -80°C and were
sisheiltisred on 5% sheep blood g rbebone being tesed.

Susceptibility testing

Minimal Inhibitory Concentrations ( MICs) of colistin (U SP-Reference Standard, Rockville,
MDD, USA), rifampicin, imipenem, gentamycin, amilacin, tigecyeline, fogfomycin, vancomycin
(Sdgma- Aldrich, 5t Lowis, MO, USA), and meropenem (Astm Zeneca, Cotia, SP, Braxil) were
determined using the broth microddution method in duplicate secording to the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLST) protocel [ 10]. Breakpoinis for ibafomycin were used
according to EUCAST criteria for Enterobacteriocane [11]. These antibviotics we e selected
based on local thempewtic protocels wsed at the Hospital das Clinicas of the University of S3o
Paulo. Psewdornoras aeruginess ATCC 27853 and Bwherichia coli ATOC 25922 were used

a5 controls for susceptibility testing. Pan-resistance was defined as resistance to all antimicrobd-

alstested, and multidrog-resistance was defined a8 redstance to st least three antimicrobials
tested.
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Polymerase chain reaction (PCR)

The PCR tech niques for carbapenemate gemes (B oy o Po o Bltog o oo
Bl - 2 Bt et e Bt 1 Bt Bty Bl Bl ), arsd the genes that encode
thee wxinip33-36 paxin aind air() wene perfommed in dispheate; other genes deseribed in A bau-
muarnt wene verified by whole genome sequence. DNA were extracted wiing Mustra bacteda
genomicPrep Mind Spin Kit (GE Healihcare Bio-5ciences Corp, USA)L For each meaction, a pos-
itive inte ol control was wed. The primers wied in the shsdy are lised on Table 1

Analysis of outer membrane proteins

Bacterial cells were ol fed frin overmight Brain Heant Infusion (BHI) culsres of A beu-
muarnt. Extraction of outer membrane proteing as well a8 the analyss of PAGE was perfformed
in duplicate, using a previousy deseribed method [12]. Acinaobacter bauman i ATOC 19606
wat used asa control.

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Olocimality of A. baturvicrin  iaokated was evalissted wsing PEGE with Apal endonuclease (Applied
Bioaystems, Foster City, California, USA) and chromodomal DNA Ultrapure Agarose { Invitro-
gen®, Life Technologies) [13]. Restriction fragments were obtained by sepamtion using a
CHEF DR™I system { Bio-Rad, Hercules, California, USA). Patterns were interpreted accord-
ineg b0 Biomumerics version 7.1 (Applied-Maths, Sint- Marens- Latern, Belgium). Results from
our previous study [ 12] allowed us to select distine cones of colistin-swceplible isolstes, and
o examing the possble different synergistic effects. Aoretobader baumannii ATCC 19606
wiene uied as controls.

Whole genome sequencing

Genomic DMNA was e stracted wsing the [lusira bacteria genomicPrep Mind Spin Kit (GE
Healtheare Bio-Sciences Corp, USA) An lon Toment adapter-ligated library was made follow-
ineg the manufacturer’s lon AmpliSeq Library Kit (Life Technologies). The whole-genome
degiseince wiak determined ui g lon Tormrent Pemons] Genome Technology MachineTM
{PGM) system with a 318 chip (Life Technologies, Foster City, CAJL Raw sequencing reads
were quality-controlled wsing Trimmomatic [14]. Diraft genomes were de nove assembled
using MIRA [15]. Genome annotation was performed using Prakda [16], and rRNA was
identified using RMAmmer [17]. The ResFinder 2 0 server (htipoicge dbed o g services/
BesFinder) was wsed to identify an tlditic reddance genes Comparative analysis were made
usiteg BLAST { www. ekl nih gov blast /) by alignonent and by MAFFT {littp/mafft chee.
1l el e pver) b verify amin o acid replacemert [15].

MLST (Multilocus sequence typing)
MLET was determined by in shcoanalysis of the drafi genomes wsing the A. baumannii MLST

databomse (ptp bl o org's b umanii), and Clomsl Complexes were analyzed by eBURST
sofiware (hitpe feburt mlst net) [19).

Checkerboard microdilution

The MDER A. baumanmii sokites were exposed to combinations of two drugs, and checker-
board microdilution testing was peribrmed in duplicate and evaluated afier 20-24 hours

of incubation at 35°C. Growth and stedlity controls wene tested in all plates. Colistin, imipe-
nem, afomycin, and tigecycine were combined with amikacin, gentamyein, ffampicin,

PLOS ONE] DOL101 3 foumal pone 0 51270 March 21, 2018 ane
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Tabie 1. DNA sequences of oligonudiecidesused in polymerase chain rescions fo detect carbag i e ik profeins of A

imirmani isolates.

Diligonudiectides Sequence (§-3) Sire {bp) Referenos
b —F TAATGC TTTGATCGECCT TG 3 ]
blagms—A TECATIOCACTTCATC THGG
bila s —F GRTCOGAT TOGAGARC CRGA a1 =]
[ ] ATTTOTEACOE A TTTOC AT
[T ——— GETTAG TTGECC OO TR 2456 2]
by 00— AOTTCACCCRARACOOERTT
bl o wza—F ARGTATTGGOGCTTETGO TG k] ]
biag o a—HR COCCTICTECOC T TACRTAC
bl py a—F RGTTRRCTTTCARTRATTG 604
blagysia—R TTGCARRATTRTA TARTCCC
Basau—F COTTTI GG CTTGATC Tal
bia__,,—R AT TTCRT TCACGC A

bin gy —F GTRACRAGGGRTTCGECRTCG ] [24]
blagu—H CTRCAACCCRTTCCOCRTOG

binpuz—F TTCCAARATTRTATARTCCT 184 24
by z—H CCARROCRACTAGGTTRTC

binyw—F TTICCT GO AT AT OO RARG a2 =]
iy~ CCATTCRGOCCRGRTCGGCRT

[ — COCCEARTCOCTCATCRCGR ars =5
bisyre—R COCRACRCRCCCTGACTITC
ompa3-3—F CATCATECCRCT AR RTCG 178 ]
ompd336—A ACTCTCACCACCC CRRACAT

car0—F COTTACCGTEC TG TITCTT 114 =5
ocarD—R GOTGOGRARCCRA RACCTAR

ot 101 T Ypumal pone 0451 T0E0

vanoemycin, and meropenem at the respective minimum inhibitory concentrations deter-
mdned by microdihution. The antimicrobial sgents were diluted from the stock sohution, and
lefi at concentrations 4 times higher than the final concentration in plate, and then a serial dils-
tion was performed. FICT and 2-well interp retation methods were uied st deseribed by Elio-
poules et al. [20]. FICIs were caloulated as [(MIC of drug A in combination WMIC of drug A
aleine)] + [(MIC of d rigg B i e cmbi sation){ MIC of diug B alome)]. Synergy was defined asa
FICI of <5, indifference asa FICIof »0.5<4, and antagonism asa FICI of 4. The second
method used was the 2-well methed, with syn ergy defined asthe absence of growth in wells
containing 025 x MIC of both drugs and 2 x MIC of both drugs [8, 20].

Time-Kill assay

Time-kill assays were pedformed in duplicate forall solstes at concentrations bated on the
MIC determdimed from the checkedsoard testing of molites as follows: driegs alone and com-
bined at 1 x MIC and 0.5 x MIC. For isolates with indifferent effect and for colistin- resistant
isolates, ey were performed combined at 0,125 x MIC, 0.25 x MIC, 2x MIC, and 4 x MIC.
Time-kill analysis was performed based on a previoudy published method [9]). The tests were
repeated for the thind time with the isolstes that had grown at 24 hours. Symergism was inter-
preted as a = 2 log, , decrease in colony count with the antimicrobial combination when com-
pared to the most sctive single spent. The drug combination was considered to be antagomistic
if thene was a =2 log,  increate in counts, and the combinstion was considered to be ind ifferent

PLOS ONE] DOL101 3 foumal pone 0 51270 March 21, 2018 4716
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if then: was a < 2 ko, incresse or decrease in colony omunt with the combination when com-
pared with the most active drug alone [4].

Clinical and demographic data

The following clinical and demog raphic data from the medical reconds of patients hogpitalized
at Hospital das Clinicas of the University of $30 Paulo, Brazil, were registered: age, gender,
inde dying disenses, dite of infection, length of stay in the Intengve Care Unit, APACHE 1
soore, amnd treatment of A, leumannitinfection (with at least 48 hours of use of a specific anti-
biotic with activity against A. beumarmii). Definiticns fr the infections were those used by the
Centers for [Msease Contra and Prevention [21].

The in vitne antimicrobial combinations of vancomyein phes colistin, and va neomycin plus
imipenenm of menopenem sgaing A baumisrnil were compared wiing demographic dat. We
alan evalusted patient mortality during trestment (if the patient was receiving specific treat-
el fior A Betiirsian ni) aed disring hodpita Heastion & ouloomes. An Bl Info™ database was
built, and results were expressed as means | standard deviation ) or median (interquarnt fle
range), depe nding on normality. Statistical an alysis was not done due to the limited msmber
of patients. All data were analyred anomymaoudy and confide ntially, with approval by the
Research Ethies Committee of the FM-USP (School of Medicine, University of $30 Paulo).

Results

Al X isclstes of A. beaumurnnii were resistant (o mempenem, ffampicin, and fosfomyein. Al
isolates of A. beumanmnii habsored Blaos s, 10 carted the Bio. o0, gene, seven caried
Bl o gy g @l Whiree careied the bl gene. The By, Bayp, and bligp, genes wen ol
identified by PCR. The By, By and bligy genes were oot identified. Sixteen isolates car-
ried the opm33-36 gene and all solates carded the aar() gene. For all the isolates hatoring
Bl o s the combination of colistin-vancomycin wassynergistic. Synergism was present
in B with the cdistin-imipens m combination, and in 80% with fesfomycin-amikacin. For all
thee isolates that hadored By, ;g 0. the fosfomyein-amilacin ¢ ombi nation was sy nergis-
tie, and 85.7% presented synergism for the tigecydine-amikacin combination.

The abseice or decrease of oiter-membrane paoteins of 43 KDa, 33-36 kDa, and 29kDa of
thee 200 isolates were compared with A. baumannii ATCC 19606, Ln four colistin -susceptible iso-
lates, a total shsence of the protein of 43kDa was observed. These four isdates presented with
high MICs for carbapemnen and hathored Bl s b, Bt 1 b, 20 blapgp. Table 2
shows the MIC of the antibiotics tested and the resstince mechanismsof 4. houmannii isdates
determined by PCR and OMP evalustion. The interpretation eriteris e an fmicrolia] suscep -
tikility established by CLSI and EUCAST are shown on 51 Talle

The colistin-auceptible A biumidnmn iaolates duwed eight distinet profles and the oois-
tin-resistant isoltes showed theee distinet profiles by PEGE

There were two distinet ST profilesamong colistin- sussceptible isolates two colistin-suscep-
tile isolates were atsigned to ST236 (0C103), and one to ST406 (singleton) . The three colis-
tin-resistant isolates were aisigned to ST233, a membe rof the CC113. These ST are unrelsted
oy irstermational dlomes I, I, and I (Table 3).

Based on the FICT method, the synergistic effect was observed only inomne isolate forthe
colistin-vancemycin combination, and in all cdistin resistant olstes (n =7) for the colistin-
rifampicin oombinatien

Al the isolates hatboring blagy . o g, displayed a synergistic eflect of the cdistin-vance-
miycin combinstion Fowr wolates of A baumanmnii, in which the protein of 43 kDa was
ahaent, had ahigh MIC for imdpenem, and the ¢ ombinastions with cadha penems were
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Tabie 2. Minimum inhibfiory concentration of antiblotios and resistanos meohanis ms of 20 A. beumannid isolaies.

Isalzies MIC fmglL) PCR {ONAMetallc) OMP (kD)

Col imi Ty Gen Ami Mer CAF “Fos 81 23 143 MP =@ 3336 0
1 2 286 1 - i 64 4 = P A A A P e
2 2 az 0. - L T 4 128 P A A A + e A
a 1 1 1 2 i iza 4 = P A A A P 4 -
4 8 az a8 4 i 1o 4 128 [ A P A - 4t F
5 2 16 4 128 [ 64 4 m P A A A 5 see e
& 1 128 1 - i 1o 4 128 P A P P - - A
g LT 1 16 i 4 8 = P A A [ P P o
1 08 &4 a8 a 158 186 4 128 P P P A - [ A
13 08 64 028 84 1 a2 4 1w P A P A A a4 A
14 08 &4 a8 &4 158 64 4 128 [ A [ [ - o 4
15 08 1m 2 ¥} i 64 2 m P A A A . . -
i@ i 16 a8 2 5 16 4 128 P P P A o 4t e
2 08 1M as 6 2 1 4 m P [ P A . P A
= 16 az 3 4 0 az 4 &4 P P A A - 4t s
= 186 az 2 4 o Az 2 m P [ A A - P o
24 az az 2 4 iz az 2 &4 [ [ A A - 4 P
= 64 64 16 % B2 az 4 » [ [ A A - b b
) az az 2 P 128 az 2 &4 P [ A A - 4 -
= a2 64 as 2 2 16 4 056 P [ A A - e b
= a az 2 a 258 16 4 &4 P P A A - 4 s

ibbresiations: Col: colisii; Imi mipenont Tig: Sigeoydine; Gore gertamydr s, Amic amiloecn; ko c menopenont, B riampicir; Fos: fosiormyan P:
pesanos; OMP: Outer Membrans Pmoeirg MIC: Minimum lnhibitory Conoontetinm

i ddarnpicn, aitera estabished by EUCAST freakpant <0006 mglL),

Foe: fosdarmyon makpant <32 mgll).

doi 01 T Vpumal pone 0151 V00T

igndiflerent. Alw, all isolates predented synerginm bor the fosfomyei-amikacin  nd tigecy-
dine-amikacin combinations.

Table 4 shows the effect of antimicrobial comlbimations by the checkerboand (FICT and
2-well) and time-kill methods of the combina tions tested that showed the largest number for
symergic effect. In these antimicrobial combina tions, synergism was observed in 1009 of io-
Lates by thee time-kill asay. Antsgonism was not ooed

The percentage of synergistic efect using FICI and 2-well forall antimicrobial combinstions
agains A. baumennii solstes isshown on Table 5.

The time kill results confirmed a synergistic effect for all Bolites with a synergistic effect by
checkerboand. The synergistic effect was dhserved for almoest all solaiesby time-lll assay,
except for combinations with tigecycline, whote synergistic effect was observed with tigecyeline
and colistin combinations only for amceptible-colistin solstes. The tigecydine with amilacin
combinatiod oocured againa 17/20 iaolates, and dgee yeline with menspen e g inl len #o-
lates. For fosfomycin combdnations, the synergistic effect was not observed when tested with
vancemycin and with meropenem. Fig 1 showsihe time-kill curve resulis

Forall wolstes there wasa synergistic effect of antibiotic combinations st 2 x MIC and 4x
MIC, except for one isolate using tigecycline-gentamicin and one isolate wsing odistin-genta-
mdein. Forcombinationsat (125 £ MIC and 025 x MIC, the synergistic effect was olserved

only for colistin-vancemye in and colistin- o fampicin
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Tabie 3. D ion of mi hiltd iory conoentration by miorodil ution, resistance genes, and molecular profile of six.A . baumaomi
isolates.
Isolates *MIC jpgiml) MOLECULAR PROFILE
Unit"f'ear Isdaion Col imi Mer Tig Ami Gen R Fos Genes Cheir 5T CC
St
<] Cirical Baoad 1 1 128 1 128 2 4 128 ONAS1, ampl, adeABC, adell, [ 26 10
U 2003 sphiE'} Via
i Nunseey | 2002 Blaod 1 128 128 1 128 2 4 128 C0CA-51, DMA-1 82, ampl, IMIP, c 236 103
adaABC, adel K, aph{3 Vi,
mad Al
18 Nursary Il 2004 Blaod 1 16 16 08 286 2 4 128 OMA-S1, 00Ch-23, QX A-T2, ampl, 1] 20T &
el aABC, adelUK, aphi3 T Via
-] Surgical Rocal % 32 32 2 ME 4 2 128 OMA-S1, O0GA-23, O A2T, ampC, A 233 13
icuanz2 Sy TEM, adaABC, adell, aph @} Via,
and Al strh, sl
- 1 Baoad 64 B4 32 16 S12 16 4 X ONA-S1, O00A-23, OXA-8A, ampl, A2 23 1n
Icua TEM, adaABC, adell, aph{}Via,
aad A1, sivh, sirBl
28 Surgiaal Baad a8 32 16 2 26 A& 4 OA-51, (A2, ampC, TEM, B 233 13
Icu2011 adeABC, adelli, aph{d+Via,
aad A, sl

®Aooarding to CLEL 2013 and EUCAST, 2013, 5t singlatons,

**ICLE ntonsive cang unit

doE 01 7 Vpumal pona 0151 V06003

A wide diversity of OXA-genes (OXA-51, OX A-23, OXA-72, OXA-88, and OXA-182) was
foursd by whole genome sequencing as well as aminogl yooside resistance genesand genes encod-
ifeg 3 series of proteins for the resivt noe-nodul stion- division (RND) famdly and their regul stors
{Table 3). This Whae Genome Sholgun project was deposited at the DDEJ EMBL/GenBank
uider the accesson LWZH 00000000 (AR ), LB MO0 | Ala), LI BNOO0M000)
(Ab18), LMBOGOO0000 (Ab23), LMBPOMO0000 ( Ab25), and LMBOMO000000 (Ab28). The
carbapenem-resi stant isolste with the highest MIC for carbapenem co-harbored OXA types
and IMF. On the other hand, less diversity of OX A genes was fownd amaing colistin- resistant
isolates.

Clinical, demographic, and treatment dats of 18 patients were evaheated. Of these, three
patients were colonized, and one died before the culture result; thus, a total of 14 patients
recetved antibiotic therapy. Eight patients died during treatinent and fve diring hodpitaliza-
tion; therefore, five contimsed in e investigation. The most Fequent site of infection was the
Blood, in 13/14 patients. Seven patients received vancomycin phes specific therapy (colistin and
or ampicillin/sul bectam) againet A. rrumaneit; bowever mortality did not differ for this group
compared with the growp that did not receive vancomycin, despite the high m vitro synergism
of colistin-van camyen (Table 61

Discussion

The combrimations of colistin phes dfampicin, and cdistin phes vancomycin showed the highest
synergistic effect agains coistin-resistant A. beumian i isolates. The synergistic effect in vt
by time-kill analysis occurred at a concentrations kower (0.5and 1.0 x of the MIC vahses) than
those wsed in clinical treatment {2010 8.0 x the MIC valees). Mortality among patients during
trestment of infections due to MDRAB was high, despite high i vitro synergism with vancoe-
myein, contdering the use of vancomycin plusan sctive dreg againg A baumannic
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Tabie 4. Results of the three different methods (RCL 2-well, and time-kill assay) used to evaluais in wio synergism of anfiblofic o ombinations
against 204 . bmumanni isolates.

Isolains Main resuits
Coldimi ColsVan Colsor Cole/Fit Fosslen FossAmi
FICI Zwell "TK PO 2well “TK “FICI Zwell °TK  "ACI 2well “TK “ACI Zwell "TX “FI0 Zwell “TK
1 151 1 2@h o7 2§ ath 124 28§ 28h 43S 2S5  &=h i & aeh 1B 8§ 2mh
] 1 1 2= i T | I 22 as® S azh M S amh 1280 5 omh
a =1 1 &4h 180 1 a=h " 1 2@h Q8% & &2h 2 & &°h 1280 8§ 2mh
4 150 1 2mh ot 1 ash o S amh s S ash M S 4Ph 1280 5 ook
5 21 1 @&=h aml & ash 2 1 2=h A & 22h 1S 1 ash 1A S ash
& 150 1 2mh s S 4mh iz 5 3R A S 4Ph 1B 5 4%h 1280 S ook
E] 15 8§ ah i & 4mh A 1 2=h A I 2°h 0SB & 42h 1280 §  20h
1" 1 1 2= A T | 1 2mh ot 1 2mh 2 I amh 1281 S 2oh
13 150 1 &= 21 1 4= 2 1 2=h A 1 22h 181 & 4%h 180 0§ 20h
14 2 1 2mh s 1 ash o 1 2= A I 22h 1280 & 4%h 20 0§ ok
18 21 1 2mh 18 & 4mh A 1 2mh s 1 2@h 181 & 2h 18 0§ 2h
18 i 8 amh oM T | 1 omh 15En [T~ | I 4%h 184 S 2o%
20 21 1 2mh aml & 42 2 1 2mh s 1 2@h 181 & ash 1A & 2h
23 A7l S  a%h OSSN S 4%k 1381 S ATH OIS S &Th A I 4%h 1281 S8 2mm
23 O&SA S 2oh 0SA 05 4Ph L2 05 20h QIBSS & &2h o I 44h 15 S 2@
24 i1 S  a%h 0&SA 05 &%h 1381 S 50h QXS S &Th A I 4dh 1A S 2om
28 230 08 amh 1280 8 &=h i & &°h OIS & ath AT S5  a%h 180 & 3mh
26 a8l & 2oh 10EA S EDh i S ETh QIS 5 &2h M I 4%h 1A S 2ok
27 i 85 4%h I3l S 4mh A S &%h QIS £ A&Zh 181 5 4mh 2A 1 amh
28 A7EA & 2oh Q12X S 40h 10N S o0h OQIBSS £ AWk oM 5 amh oA 1 2ok
AMbbweviatore: Cal: calstg bni imipanans Mac mernag ; G g woirt; Ami armikeacirs Rit: rlarmpicirs, Fos: fosfamyair | indiflerens, S synergisn
f hiour.
*FIC Fadional khibory Core Indax]: valustaiact
ST {Tirna-#il): log decm asabactercidal affect hour.
o401 7 Yipumal pone 0151 2700004

Different interpretation procedures can be wed to determine the efect of the antimicrobial
combinations, but these methods may lead to different resulis. Therefore, we chose FICTand
2-well, the moat Fequeniy used methods in literature, and the time-kill method, which i con-
sidered the gold-standand [25]. We found different results ¢ omparing 2-well and FICT as dem-
omstrsted by other suthors [ 27]. Bonapace et al [17] demonstrated 3 72% (range 42-97%)
agreement between the time- kill test and Etest, and 51% {mnge 30-67%) between the time-kil
and checkerboand tests. Thus, it seemsithat for clinical purposes, it may be important to con-
firm checkerboand resulis with time-kill testing,

To the best of our knowledge, this isthe first study that evaluated the synergistic effect of
fosfompcin using the time- kIl sy againg well-charactedred colistin-suceptible and resis-

tant A baurnnid isolites We found a synergistic effect with foafomypein a md ami nogl yooside
g ot ol tin -susceptilile and redigant Acmetobicter isolates. However, we could ol evalisite

thee wese of foafomyein in owr patients because it is not yet appooved to be wed as systemic treat-
et in Braxil
A recent study showed that patients who received combination thempy with colistin and

fosfomyein had a significantly more favorable microbiological response and a trend owards
mre Bvicrable clinical outesmes 3nd lower motality than these who received colistin alone
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Tabie §. in witro synergistic effect, according o two different methods (AC and 2-well) of anfimiorobial combl maSons against 20 isdates of multi-
drugresistant Acinetot . o

Anfiblofic Antibiatic tesied in combinaion “T‘:ﬂw} Colll stin-Resistant (n = 7)
nm
*Synargism (k) *Synergism (%)
R 2Well *=Ficl 2Well
Calisin
Imipanam a 15 a 100
Tigaoyding (1] 15 a a
Gortarmyain a = o a
Asmilcacin (1] 15 a 14
Ma oo onem a = a 1040
Vanoamydn (1] L] 14 100
Rifarmpidn = ™ 100 1040
Fasdomyan (1] 54 a a
imipenem
Tigacyding a a a £
Gortarmyain ] 5 a =
Asrilcacin a &5 a 14
Vanocamyan a 1] a ]
Rifampian a k] a a
[Fosdomycin 1] = a a
Tigecydlina
Gantarmycin a a a =
Asrilcacin 1] L] a i4
Mo oponom 1] a8 a -]
Vanoamydn a a a a
Ritampicin a a ] ]
Fasdomycin 1] a a a
[Fosfomydin
Gortamydin 1] o) a £
Amileacin 1] 100 a m
oy o anom 1] = 1] 29
Vanoomydn 1] = a 14
Ritampidn a ] a a

*Synogism is a posifve ineraciors, e comibined efiect of the dugs being aamined is significanty grestor than the expecied msul. The isclxes that
showad na synengisio afiect showed indBemsnos; antag onisen was nof cissresd for any combinaion against any sokie esied.
**FICI—Fractional Inhibisory Conoantrasion indax

doE 01 T Vpumal pone 015127 0.E005

[28-2%]. Nevertheless, the use of fosfomyein to treat infections dise to Adretobacte is contm-
versial Dat wsing intravenous fodomyein are scarce, Acinetobader usually shows high MICs,
and brealgodnts are mol well defined by CLSI [10] or EUCAST [11]. Few studies have evalissted
the symergistic effect of foslomycin combined with colistin againg A. haumdannii [30-31],
which sy vary from 37.5% to 75% [30-31]. Desgpite all limitations, oir data demonstrated a
high rate of synergy of foafomyein-aminoglycoside combinationsa gainst colistin-swscep tible
and resistant Acinefobacter isolates. This suggests that the se combinations may be dlindeally
ugefil
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46 and 128mg/L) Tigaeyclin 1 and 0Smg/L), (D) salse S—Fosiornysin {128 and 64mg /L) Amikacin (64 ard ZmglL).

b0 T Vpumal pone 0151270 001

I the present study, all colistin- resistant A. baumanrii solstes harboring By, oo m.
belonged to CC113 (5T233), This difered from prior repons that identified colistin-resistance
in ST2of the internxtional dosse 11 [32] and $T375 [13] in Baly and in Korea [32-33]. On
thee other hand, the colistin -susceptible A. baumarnmii solstes in our study that ha dored
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Tabie &. Clinical, demographic, and vancomygin fime-4ill s ynergism data of 18 patients colonized and infected by mull drug-resistant Acinetobec-
o baumanni.

Patients N =18 Sunvivingduring trestmentd = § Death during freatment N =8
Ago fyeas), mean (mngs)  (15-68) a8 (16-58) 44 (15-68)
Farmala & 5 1
Undertying diseases
Hematologhc cancer
Cinhasis
Abdarminal sungany
Trauma
Kidrary tmnspian
Orhars

N -

Ironsiva Cam Unit
igpach o ll, modan

= Wl = R R e
R = R = @O

E
uﬂ
o
(i
4
o

Trastod A. beumanni infeciion 14
I it myrangism with vencarmycn plus cdisth by Sma il 14
in vty synangisen with vanoorycin plus irripenam by Sme-idl @
Ramivad wyein plus AL & i 7 2

o O SR W ]
CRE A AP

*Thma odoniation fone bibod specimen mleced by contral venous cashater and two fecal specmens) and ono paien § with a bloodsimam nfecion that
dind baore inastment.

doi i1 Vpumal pone. 451 6006

Blagy u o1 10 belonged to OC103 (ST236). This OChas already been reporied by Coelho-Souza
etal [34]in 2008 in another state of Braril Most OXA-23- produscing A baumarni solites in
Latin America belong to OC113, in contrast with stidies in many countries anend the world
that showed that A bt harbsoring OXA-23 solates were relited to specific clones
el gineg o CO92 [35-42].

OXA-23 and OXA-143 were the most frequent resistance mechanisms found in owr isolates
A. brumanrii hadsoring OXA-23 hasbeen reported in many countries inchuding Braril, and
it is associated with resistance i imipenem [43—47]. This is the fist report of OXA-88 and
(X A- 182 among clinical isolstes of A baumanrni in Braoil OXA-88 sequences differ from
OXA-51 by five to eight amine acids It has been described among dinical isolates in Singapore
[48]). OXA-182 s beenn meported g A o ng isolatesin Ko and mvelsd 9%
nuscleotide identity with Blagy g [49] Other catbapenemase Bund in ourisoates was OXA-
72, already described in Brawil [50-57].

Outer- memborane proteing of 43 kDa previowsly atsociated with cartbapenem resistance in
Acinetobader gpp. [33] were absent in four isolates analyzed in the present stidy. These isdates
showed ahigh MIC for imipensm and an indifferent effect of combina tions with ca fapenem.
However, in all isdates, fosfomycin-amdkacin and tigecy dine-amikacin combinations wene
symerglatic.

I ooar stusdy, the combination of colistin with Afampicin showed the highest synergistic
effect againg colistin-ressant A bauman i, This combination hasalready been suggested for
trestment of MDRAE by both i vitro and in viw studies, mainly in case series [54]. There i

only one prodpective small rndomied trial that showed a higher rate of microbiological cum
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i the colistin and rifampicin combination group (71% of 15 patients) compared to the colistin
group (59% of 13 patients) [35]. However, due to the high incidence of tuberculosis ink ction
ifnooer eowntry, the use rifsmpicin i restricted and not wed to trest A. haumannii infections.

In this study, we detected a synergistic eflect of cdistin associated with vancomycin in 80%
of olates by udig the 2-well method. Th ese resilts were confirmed by the time-lill sy, ood-
sidered the gold standand, Three previous studies reported the activity of a combin tion of
colistin with vancomyein againd MDRAB however, they analyzed a very small number of A.
baumearnii wolites [56-58]. One study evaluated sic A. Brumannii isoates by the checker-
board method [56], and synergism was detected in four. The other sudy incuded only three
colistin- resistant A baurirnnii gobites and showed 3 synergistic effect for all [58]. A study
conducted by Vidails: et al [57] showed that all tested combinations including colistin-vancoe-
e i where sy iergale againg four wolites of A. Brunmidnnii According 1o these sitlors, colis-
tin wiould disrupt the outer membrane and could facilitate ghycopeptide penetmation acnssthe
outer membrane, thus exposing the target site in the cell wall The synergistic effect of cdistin
and vancomycin may be clinically wsefil in the intensive care setting because the empinec com-
bination for septic patients usally inclisdes a beta-lactam phes vancomycin In hoapitals with
high MDR rates, polymyxin is sdded. On the otherhand, this combination may imelve risks
such as acute kidney damage, and its impact on mortlity has oot yet been clearly demaon-
strated [5H]. Although we bund ahigh in viro mie of smergism with vancomycin, death
amding patients who received vancomycin did not differ from that of those who did not receive
it. These resulis could be due to the small member of patie nis evaluated, a5 well as the site of
infection. The types of resists nee mechsn itm among A bruman o isolstes could explain, at
least in part, why combination regimens reported a5 successful in literature we e nol successful
i UUF ARV

Lo e study, althowgh we found a high mte of ssceptibility to tigecydine (only 5% of olates
wiete redatant o this antibiotic), few antilbdotic oombinations g tgee veline showed a gyner-
gistic effect The highest synergistic effect achieved with tigecycline was in combination with
amila cin, similar to a prior study reported by Petersen et al. [4]. Thus, it would seem that tigecy-
cline is mota goosd option o wie in 3 combination to trest infection dwse to A. baumignmii ha tor-
ing OXA-23 and OXA-143, the most fFrequent resistance mechanisms identifed in ourisolates

Our stusdy hoas several imdtations, such as the retrospective design of the study and the mem-
ber of patients evaluated. We tried o evaluste the impact of "im vitre symergism”™ of vanc amycin
on death; however, we only had infrmation on 18 patients, and only seven received van ooy -
cin plus specific treatment againit A baumann . The colistin-resstant solites were cdosely
related, the colistin-susceptible isolates belonged to different cdones, but the smergistic effect
was similar i moliies showing the same redstance mechanitm.

In conchusion, ourstudy demonstrates that colistin plus dfampicin, and colistin plus anoo-
e it dlooviwed the highes symne qintic effect again colistin-redaant A bt isolates.
Amang colistin-swceptible isolates, the highest synergistic effect was achieved with fosfomycin
combined with amikacin or with gentamyein, and colistin combined with dmpicin or with
vanoomycin Momeover, the synergistic effect agains MDRABappears to be related to the resis-
tance mechanism and not to the donality of isclates. Despite the high synergism in vitro with

vaneommyein, maortality of patients did not difler when comparing the wse of mol of vancomyein
plusan active dreg against A. tumarmrii

Supporting Information
§1 Table. Antimicrobial susceptibility established by CLS1 and EUCAST.
{DOC
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