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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um patdgeno oportunista, geralmente resistente a
muitos antimicrobianos, que causa surtos de infec¢cdes hospitalares. Assim, a
sua habilidade de formar biofilme pode explicar a capacidade de sobreviver no
ambiente hospitalar e em utensilios médicos. O objetivo desse estudo foi
avaliar a capacidade de duas cepas clinicas de A. baumannii obtido de
hospitais de Porto Alegre, Brasil (abC e abH) e uma cepa controle ATCC 19606
(abA) formar biofilme e realizar a andlise transcricional dos genes
possivelmente envolvidos na produ¢cdo e manutengédo do biofilme: bap, abal
ompA, bfmRS, csuAB, pgaA, pilZ, wspR, eal, eagg, IscRSU e csdA. A
capacidade de formacado de biofilme foi avaliada pelo método cristal violeta em
superficie plastica a 25°C e 37°C nos meios LB, LB + 1% glicose, urina pura e
LB + 10% sangue de carneiro. A analise transcricional foi feita por real time
PCR. A cepas AbH, AbC e AbA foram fortes formadoras de biofileme em LB e
LB+glicose a 25 e 37°C. Em LB+sangue, as cepas AbH e AbA foram fortes
formadoras e AbC foi fraca formadora de biofilme. Em urina, a cepa AbH foi
moderadamente formadora, AbC e AbA foram fracas formadoras de biofilme.
Os genes wspR, pgaA, ompA, bap, abal de AbA, csdA de AbH e o operon
IscRSU foram superexpressos em biofilme; os genes eagg de AbH, pilZ e
csuAB foram inibidos e os genes bfmRS, eal, eagg de AbA, csdA de AbA e
abal de AbH ndo possuiram uma variacdo significativa na expressao durante o
biofilme. Portantanto, a regulacédo positiva dos genes wspR, pgaA, ompA, bap,
csdA e do operon IscRSU é um indicio de sua importancia na formacao e
manutencao do biofilme por esse patégeno.

'Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia do
Ambiente, Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. ( 101 p.) Dezembro, 2012.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen which causes a wide
range of nosocomial infections, being usually multirresistent to drugs. Their
ability to form biofilm can explain the feature of surviving inside hospital
environment and on medical devices. The aim of the present study was to
evaluate the ability of two clinically isolated MDR A. baumannii strain, obtained
from a general hospital of Porto Alegre, RS, Brazil (AbH and AbC), and the
reference ATCC 19606 strain (AbA), to form biofilm and to analyze the relative
expression of genes putatively involved in biofilm formation: bap, abal ompA,
bfmRS, csuAB, pgaA, pilZ, wspR, eal, eagg, IscRSU e csdA. The biofilm
formation capability was evaluated by the crystal-violet staining method on
plastic surfaces at 25°C and 37°C using the broth LB, LB + 1% glucose, pure
urine and LB + 10% sheep blood. The trancritional profiling of the genes was
analyzed through real time PCR methodologies. The strains AbH, AbC e AbA
were strong biofilm producers in LB e LB+glucose at 25 and 37°C. In the broth
LB+blood, the strains AbH and AbA were strong biofilm producers and AbC was
week biofilm producer. In urine, the strain AbH was moderated producer, AbC
and AbA were week biofilm producers. The genes wspR, pgaA, ompA, bap,
abal from AbA, csdA from AbH and the operon IScCRSU were overexpressed in
biofilm; the genes eagg de AbH, pilZ e csuAB were suppressed and the genes
bfmRS, eal, eagg from AbA, csdA from AbA e abal from AbH did not vary their
expression significantly during the biofilm condition. In conclusion, the factors
wspR, pgaA, ompA, bap, csdA and of the operon IscRSU, that were positively
regulated, appear to have an important role during the process of biofilm
formation by A. baumannii.
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1. INTRODUCAO

Acinetobacter spp. € um cocobacilo Gram negativo, que nas ultimas
décadas tem sido caracterizado como um importante patégeno nosocomial
(Bergogneberezin & Towner, 1996). Infec¢cbes adquiridas em ambientes
hospitalares causadas por Acinetobacter spp. envolvem principalmente o trato
respiratério, trato urinario e feridas podendo progredir para septicemia. Este
patégeno atinge especialmente pacientes severamente doentes internados em
UTlIs (Dijkshoorn et al., 2007). Possivelmente, uma das principais razbes para a
difusdo e persisténcia dos surtos € a contaminacdo do ambiente hospitalar
(Joseph et al.,2010).

Nos ultimos anos, tem sido reportados inimeros surtos de infeccdes
hospitalares envolvendo Acinetobacter spp. multi-resistentes a antibiéticos em
diversas partes do mundo (D'Arezzo et al., 2009; Dent et al., 2010; Livermore et
al., 2010; Rosenthal et al., 2010), e em alguns lugares cepas pan-resistentes
tem sido identificadas (Valencia et al., 2009), sendo o Acinetobacter baumannii
a principal espécie associada. Na cidade de Porto Alegre, os primeiros relatos
aconteceram no ano de 2004, e em 2008 foi constatado um surto causado por
A. baumannii resistente aos carbapenémicos (Breier & Martins, 2008;Ferreira
AE et al., 2011). Acinetobacter baumannnii possui capacidade de sobreviver na

maioria das superficies ambientais (Jawad et al., 1998; Schreckenberger et al.,



2007; Dijkshoorn et al., 2007). A habilidade potencial desse patdgeno de formar
biofilme, pode explicar sua proeminente resisténcia a antibidticos e
propriedades de sobrevivéncia (Tomaras et al., 2003).

Os estudos sobre a formacdo de biofiime e sobre os genes
responsaveis pela sua regulacdo tém aumentado, mas ainda pouco €
conhecido. As proteinas até entdo identificadas e relacionadas com a formacao
de biofilme em A. baumannii sdo: Bap, Abal, Bla-pgri, OmpA, CsuABCDE,
BfmRS e PgaABCD (Gaddy & Actis, 2009).

Analisando o genoma de A. baumannii, foi verificada presenca dos
genes WspR, eal, eagg e pilZ. A proteina WspR, que possui dominio GGDEF
com atividade diguanilato ciclase, forma um mensageiro secundario c-di-GMP
que interfere nas funcdes de viruléncia aguda e inibe varias formas de
motilidade, controlando a troca entre estilo de vida planctdénico para a forma
séssil em biofilme (D'Argenio et al., 2002; Hengge, 2009). As proteinas com
dominio EAL tem atividade de fosfodiesterase que clivam a molécula de c-di-
GMP, cessando o0s sinais que influenciam na formacdo de biofilme,
aumentando a motilidade das células, além de aumentar a viruléncia de
bactérias patogénicas (Hisert et al., 2005; Hengge, 2009; Branchu, et al., 2012).
A proteina EAGG, faz parte do grupo de proteinas que possui ambos 0s
dominios EAL e GGDEF, provavelmente influenciando tanto na formacgéo
guanto na clivagem de c-di-GMP (Hengge, 2009). As proteinas com dominio
PilZ interagem com c-di-GMP, sendo ativadas por essa molécula, e assim vao
interagir com outras proteinas relacionadas com a motilidade e expressao de

exopolissacarideos (Hengge, 2009; Pratt et al., 2007).



Além disso, A. baumannii possui 0 operon iscRSU e o gene csdA em
seu genoma. As proteinas IscCRSU séo responsaveis pela formacdo do cofator
[Fe-S], importante nas reacfes de oxirreducdo da célula. IscR é responsavel
pela regulacdo do operon, IscS € a cisteina dessulfurase que fornece enxofre
para a formacédo do cofator - mesmo papel desempenhado por CsdA — e IscU
realiza a unido do ferro com o enxofre (Py & Barras, 2010). Ainda, a
importancia de IscS e IscU para formacdo de biofilme ja foi verificada em

Escherichia coli (Yun & Outten, 2008).

1.1 - Objetivo geral
Avaliar a capacidade de formacdo de biofilme por amostras clinicas de
Acinetobacter spp. em diferentes condicbes de crescimento, bem verificar a
expressao dos genes envolvidos no processo.

1.2 — Objetivos especificos

A — Avaliar a capacidade de formacdo de biofilme de cepas de
Acinetobacter spp. obtidas em hospitais da cidade de Porto Alegre, realizando
experimentos in vitro em placas de poliestireno testando diferentes meios
crescimento e temperaturas de 25 e 37°C;

B — Observar a diferenca na expresséo dos genes wspR, eal, eagg,
pilZ bap, abal, ompA, csuAB, bfmRS, pgaABCD, iscR, iscS, iscU entre as
células de vida livre e as células do biofilme por PCR em tempo real (real time
PCR).

C — Verificar a presenca do gene wspR pela amplificacdo do gene,

utilizando a técnica de PCR e posterior clonagem do produto da amplificacéo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Género Acinetobacter

O género Acinetobacter spp. é um cocobacilo Gram-negativo,
aerébio estrito, ndo-moével, catalase positivo, oxidase negativo e ndao
fermentador. Sao bactérias mesdfilas, apresentando crescimento 6timo entre
temperaturas de 20 e 35°C e crescem em meios de culturas complexos, como
agar nutriente e agar triptona de soja, sem a necessidade da adi¢do de fatores
de crescimento. Geralmente apresentam colbnias pequenas, as vezes
mucoides, de forma arredondada, lisas, opacas e com coloracdo de amarelas
palidas a brancas acinzentadas (Bergogneberezin & Towner, 1996;
Schreckenberger et al., 2007).

As espécies de Acinetobacter spp. estdo amplamente distribuidas na
natureza. Podem formar parte da microbiota cutdnea, podendo também ser
encontradas na cavidade oral de adultos saudaveis, embora sua presenca em
pessoas ndo hospitalizadas seja normalmente baixa (Somervil & Noble, 1970;
Griffith et al., 2006).

No género Acinetobacter spp. ha 25 genomoespécies (grupos com
DNA homodlogos), porém, somente 11 espécies foram nomeadas, entre elas o

Acinetobacter baumannii (Schreckenberger et al., 2007). Algumas espécies de



Acinetobacter spp. tém sido associadas em surtos de infec¢des adquiridas em
ambientes hospitalares (IAAH) como Acinetobacter espécie gendbmica 3,
Acinetobacter espécie genémica 13TU e A. baumannii (Dijkshoorn et al., 1993;
Dijkshoorn et al., 2007; Tjernberg & Ursing, 2007; Wisplinghoff et al., 2008; Van
Den Broek et al., 2009; Park et al., 2010).

2.2 —Importéncia clinica

Acinetobacter spp. é geralmente considerado um microrganismo néo
patogénico em individuos saudaveis, mas pode causar infec¢cdes graves em
individuos imunocomprometidos (Dijkshoorn et al.,, 2007). A manifestacéo
clinica causada por A. baumannii mais importante é a infeccao respiratéria em
pacientes internados em unidades de tratamento intensivo (UTIs). A pneumonia
adquirida na comunidade, fora do ambiente hospitalar, embora incomum,
também ocorre atingindo principalmente pacientes idosos, com alguma doenca
cronica. Esse patégeno também pode causar bacteremia, meningites,
infeccbes urinarias e infeccbes em feridas. Ainda ha relatos de neonatos
internados em UTIs que adquiriram infecgdo por A. baumannii resultando em
bacteremia (Litzow et al., 2009; Howard et al., 2012). O uso de cateteres, tubos
endotraqueais, ventilacdo mecanica, a presenca de doencas malignas, traumas
e queimaduras, parecem estar entre os fatores de predisposi¢do (Cisneros e
Rodriguez-Bano, 2002; Ressner et al., 2008; Romanelli et al., 2009).

Até o momento, existem poucos fatores de viruléncia conhecidos
para Acinetobacter spp. Dentre os quais podemos citar: a) a presenca de uma
capsula polissacaridica formada de L-ramanose, D-glicose, e D-manose que

torna a superficie das linhagens mais hidrofilicas; b) fimbrias, que permitem a



bactéria se aderir as células epiteliais humanas; c) a producdo de endotoxina in
vivo, sendo esta possivelmente responsavel pelos sintomas da doenca
observados durante septicemia e d) a presenca da proteina OmpA na
membrana externa com efeito citotéxico (Smith et al., 1990; Echenique et al.,
1992; Actis et al., 1993; Bergogneberezin & Towner, 1996; Leone et al., 2007;
Jin et al., 2011; Howard et al., 2012).

Na ocasido da ocorréncia de surtos, por exemplo, 0s pacientes
infectados com Acinetobacter spp. geralmente apresentam colonizacdo da
pele, possuindo um papel importante na contaminacdo das maos da equipe
hospitalar durante a manipulacdo do paciente, e assim contribuindo com a
difusdo e persisténcia dos surtos pela co-transmissdo entre os individuos
(Markogiannakis et al., 2008; Barchitta et al., 2009; Joseph et al., 2010). Além
disso, uma das caracteristicas deste género, que tem chamado atencéo, € a
sua capacidade de sobreviver na maioria das superficies ambientais, uma vez
gue este tem sido isolado de surtos a partir de diversos locais no ambiente
hospitalar, incluindo cama, cortina, mobilia e equipamentos hospitalares
(Roberts et al., 2001; Van Den Broek et al.,, 2006; Barchitta et al., 2009;
Kohlenberg et al., 2009). Uma provavel explicacdo para sua persisténcia
ambiental e para a reincidéncia das infec¢cdes pode estar vinculada a sua
capacidade de formacéo de biofilme.

A capacidade que esse microrganismo possui de adquirir resisténcia
aos antimicrobianos usualmente utilizados na terapéutica € um sério problema
de saude publica, pois torna o tratamento das infecgbes extremamente dificil. A

resisténcia aos agentes antimicrobianos pode ser mediada por diferentes



mecanismos como: modificagdes dos sitios alvos, inativagdo enzimatica (B-
lactamases, oxacilinases), bombas de efluxo ativo e diminuicdo do influxo de
drogas (Dijkshoorn et al., 2007). Antes da década de 70, as infeccdes
causadas por A. baumannii eram tratatadas com o0s antibibticos
aminoglicosideos, B -lactamicos e tetraciclina. Com o aumento das cepas
resistentes a esses antimicrobianos, os carbapenémicos tém sido a terapia de
escolha para o tratamento. Atualmente ha o surgimento de cepas resistentes
aos carbapenémicos (AbMDR), restantando poucas opc¢des terapéuticas como
colistina e polimixina B (Kempf, et al. 2012).

Numerosos estudos descrevem a ocorréncia de AbMDR em todo
mundo (Dent et al., 2010; Ho et al., 2010; Kulah et al., 2010; Livermore et al.,
2010; Wadl et al., 2010; Howard et al., 2012; Landman et al., 2012; Mataseje et
al.,, 2012) e em alguns lugares cepas pan-resistentes (resistentes a todos
antimicrobianos) foram identificadas (Valencia et al., 2009; Kempf et al., 2012;
Marais et al., 2012). As infeccdes por AbMDR estdo associadas com o
aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes internados (Falagas &
Karveli, 2007; Lee et al., 2012).

No Brasil, as infeccdes comecaram a ser relatadas a partir da
década de 90. Atualmente diversos surtos de infec¢cdes hospitalares
envolvendo AbMDR tém sido descritas, causando grande preocupagdo aos
profissionais de saude ao redor do pais e ocasionando a interdicdo de algumas
UTIs (Levin et al., 1996; Sader et al., 2001; Furtado et al.,2011; Toledo et al.,
2012). Em Porto Alegre, o primeiro relato de caso de infeccdo por AbMDR

ocorreu em 2004, e até o ano de 2008 mais de 500 casos foram detectados,



envolvendo surtos em 16 hospitais (Martins et al., 2009; Matrtins et al., 2012).
Em 2010, o Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) fechou por 72 horas,
a UTIl Neonatal devido a presenca da bactéria Acinetobacter spp.
(http://www.radioguaiba.com.br/Noticias/?Noticia=231305).

2.3 — Biofilme

Biofilmes sédo populacbes bacterianas inclusas em uma matriz,
aderidas umas as outras e/ou as superficies (Costerton et al., 1995). Eles se
desenvolvem preferencialmente em superficies inertes, ou em tecidos mortos
(Costerton et al., 1978), mas estes também podem se formar em tecidos vivos.

O desenvolvimento do biofilme pode ser dividido em pelo menos
quatro estagios: i) ligacdo reversivel; ii) ligacao irreversivel; iii) maturacao e iv)
desprendimento (Figura 1). As células que se desligam do biofilme retornam ao
modo planctdnico de crescimento, fechando o ciclo de desenvolvimento do
biofilme. Bactérias em cada estagio do biofilme séo fisiologicamente distintas
das células em outros estagios. Esses processos nao sdo necessariamente
sincronizados em todo biofilme, mas sdo geralmente localizados de modo que
a qualqguer momento uma pequena area na superficie possa conter biofilme em

cada estagio de desenvolvimento (Stoodley et al., 2002).
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Figura 1: (A) Estagios da formacgéo do biofilme bacteriano: 1) ligacédo reversivel inicial;

2) ligacao irreversivel; 3 e 4) maturacdo e 5) dispersdo (Adaptada de MBW:Role of Biofilm

Matrix in Structural Development). (B) Série de imagens cofocais de um biofilme tiradas de

diferentes profundidades da base do biofilme canto superior esquerdo, até o top, canto direito

inferior (Adaptada de Lewandowski, 2000).

Condicoes externas desencadeiam alteracdes na expressao de um
subconjunto de genes requeridos para a formagcdo do biofilme. Quando
inseridas no biofilme, as células bacterianas expressam genes em um padrao
qgue difere profundamente daquele verificado na vida plancténica (Sauer et al.,
2002). Dentre eles, verificam-se fatores envolvidos em processos de
metabolismo celular, traduc&o génica, transporte de membrana e/ou regulacao

génica (Whiteley et al., 2001; Stoodley et al., 2002). Mesmo em biofilmes que
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apresentem uma uUnica espécie bacteriana, suas células sdo heterogéneas com
respeito a expressao génica devido a limitagdes de difusdo dentro do biofilme,
resultando em variacdo local do pH, disponibilidade e concentracdo de

nutrientes e oxigénio que modificam a superficie do substrato (Jefferson, 2004).

Os biofilmes contem substancias poliméricas extracelulares (EPS)
que circundam as bactérias residentes. Essa caracteristica o diferencia das
bactérias que simplesmente se ligam a substratos. O EPS microbiano pode ser
altamente diverso na composi¢cdo quimica e pode incluir proteinas substituiveis
ou insubstituiveis, polissacarideos, acidos nucléicos e fosfolipideos (Stoodley et
al., 2002). Ele confere as bactérias resisténcia a forcas de cisalhamento e

fagocitose por células inflamatorias e aos antibidticos (Jefferson, 2004).

Apos a adeséo irreversivel, com consequente producdo de EPS,
ocorre a maturacdo do biofilme resultando na geracdo de uma arquitetura
complexa com canais, poros, e redistribuicdo de bactérias longe do substrato
(Davies et al., 1998). As bactérias formam estruturas tipo pilares, com canais
por onde a agua pode transportar 0s nutrientes para seu interior, 0 que mantém
as células individuais em condi¢cdes 6timas em muitos locais no biofilme, e
também por onde os residuos saem, como um sistema circulatério primitivo,
gue demonstram um grande nivel de diferenciacdo. Um biofilme geralmente &
composto por uma camada de superficie de cerca de 10 um de espessura, com
pilares que se estendem em até 200 um acima. A principal conseqiiéncia
dessa arquitetura é que 0s nutrientes sado entregues profundamente na

comunidade complexa (Stoodley et al., 2002). Outra caracteristica das
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bactérias em um biofilme é a comunicagédo célula-a-célula, ou do inglés quorum
sensing (QS), o qual permite as bactérias coordenarem suas atividades e
agruparem-se nessas comunidades que as beneficiam (Stickler & Morris,

1998; Kjelleberg & Molin, 2002).

Portanto, sua estrutura permite que 0S organismos consigam
sobreviver em ambientes até entdo hostis as células bacterianas. Dessa forma,
conseguem suportar privagdo de nutrientes, mudancas de pH, radicais de
oxigénio, desinfetantes e antibidticos melhor que as células plancténicas
(Stoodley et al., 2002). Como consequéncia as células bacterianas se
perpetuam nos ambientes onde estdo fixados por um longo periodo, se a

limpeza n&o for devidamente realizada.

Além disso, a natureza crbnica de certas infeccbes pode ser
consequéncia do desenvolvimento de um biofilme (Costerton et al., 1999;
Jefferson, 2004). Os especialistas do centro de controle e prevencao de
doencas, do inglés, Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos
EUA estimam que 65% das infec¢Oes bacterianas envolvam biofilme (Lewis,
2007). No Brasil, a ANVISA ciente da relevancia da formagé&o de biofilme como
fonte de infeccdes hospitalares, lancou um Informe Técnico n° 01/09 com
Principios Béasicos para Limpeza de Instrumentos Cirargicos em Servigcos de
Saude. Estudos demonstraram que em hospitais brasileiros a ventilacdo
mecanica também é um importante fator de risco possivelmente pelo biofilme
aderido, além dos biofilmes formados em cateter venoso central (Camargo, et

al., 2005; Storti et al., 2007; Antunes et al., 2010).
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As células bacterianas sésseis liberam antigenos e estimulam a
producdo de anticorpo, mas 0s anticorpos nao sao eficientes em matar as
bactérias no biofilme (Cochrane et al., 1988). Dessa forma, infeccbes por
biofilme sdo raramente resolvidas pelas defesas do hospedeiro, mesmo em
individuos imunocompetentes. Assim, a terapia antimicrobiana reverte os
sintomas causados pelas células plancténicas liberadas do biofilme, mas falha
em erradicar o biofilme. Por essa razdo infeccbes causadas por biofilme
geralmente mostram sintomas recorrentes, ap0s ciclos de terapia com
antimicrobiano, até que a populacdo seéssil seja cirurgicamente removida do
corpo (Costerton et al., 1999).

2.4 — Formacéo de biofilme por Acinetobacter baumannii

A capacidade de formar biofilme pode explicar a proeminente
resisténcia a antibiéticos e propriedades de sobrevivéncia ambiental de A.
baumannii. Algumas publicacdes mostraram que isolados clinicos dessa
bactéria sdo capazes de se aderir e formar estruturas de biofilme em
superficies abidticas como vidro (Vidal et al, 1996) e plastico (Tomaras et al.,
2003; Li et al., 2007), havendo uma ligacao entre a formacao de biofilme e a
capacidade de se aderir a células epiteliais humanas (Lee et al., 2006; Lee et
al., 2008; Gaddy et al., 2009). Um acréscimo na producdo de biofilme é
observado quando as células se encontram em meio minimo com quelante de
ferro, assim como aglomerados mais densos foram observados na superficie
liquido-ar (Tomaras et al., 2003; Marti et al., 2011).

A formacéo de biofilme em instrumentos médicos fornece um nicho para

a bactéria, a partir dos quais elas podem colonizar pacientes e dar origem a
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bacteremias ou infeccbes do trato respiratério (Dijkshoorn et al., 2007).
Isolados clinicos de A. baumannii demonstraram sua habilidade de sobreviver
em condicbes de dessecamento em superficies abioticas (Gaddy & Actis,
2009), e resistir a desinfeccdo (Rajamohan et al., 2009). King et al. (2009)
encontraram uma associacdo entre a producao de biofilme e resisténcia sérica.
Parece haver alguma interacdo entre esses fatores, que pode ser o fato da
resisténcia sérica ajudar a bactéria a formar quantidade de biofilme abundante,
uma vez que sobrevive na presenca da resposta imune do hospedeiro; ou as
substancias secretadas para formar biofilme, como o EPS, podem contribuir
para resisténcia.

Dentre 0os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos do biofilme
bacteriano, podemos citar: 1) a possibilidade do EPS do biofilme agir como um
adsorvente, reduzindo a quantidade de antibidtico dentro do biofilme; 2) a
estrutura do biofilme age como uma barreira de penetracdo; 3) o biofilme
bacteriano aumenta a expressao dos genes que codificam as bombas de efluxo
na parede celular e 4) a presenca de uma subpopulagcéo bacteriana dormente e
agrupada a qual é protegida da morte induzida por antibiéticos (Gaddy & Actis,
2009).

A relacdo entre a capacidade de formacdo de biofilme e as cepas
AbMDR é controversa. Alguns estudos demonstraram que isolados clinicos de
AbMDR apresentavam uma elevada capacidade para formar biofilme, havendo
uma associacao significante entre multirresisténcia e o biofilme (Shin et al.,
2008; Rao et al. 2008), fato que dificultaria muito o tratamento dos pacientes e

a desinfeccao ambiental para coibir os surtos por AbMDR. Por outro lado,
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outros estudos constataram que amostras sensiveis a antibidticos foram
maiores produtores de biofilme, do que as linhagens resistentes a drogas,
sendo ainda observado um significante decréscimo na formacéao de biofilme em
linhagens resistentes a certos tipos de antimicrobianos, como a colistina. Além
disso, nédo foi verificada correlacéo entre a producao de biofilme e a gravidade
da doenca, somente observou-se um aumento na producéo de biofilme com o
tempo de infeccéo no paciente (Wroblewska et al., 2008; King et al., 2009).

2.5 — Regulacdo da formacdo de biofilme em Acinetobacter
baumannii

Até o momento, pouco € conhecido sobre o0s mecanismos
envolvidos na regulagédo da producdo do biofilme em A. baumannii. Dentre as
proteinas relacionadas a formacéo de biofilme em microrganismos, destacam-
se as seguintes: Biofilm-associated protein (Bap), Autoinducer synthase (Abal),
Bla.per1, Outer membrane protein A (OmpA), Chaperone-usher pli assembly
system (CsuABCDE), Poly-B-1,6-N-acetylglucosamine producer (PgaABCD) e
Proteina Diguanilato Ciclase (Gaddy e Actis, 2009) .

Estudos relataram uma série de proteinas que apresentam um aumento
na expressao durante a formacdo de biofilme. Dentre as proteinas mais
expressas em células do biofilme estdo: a NAD- malatodesidrogenase (MDH),
TonB-dependente, enzima tipo | aminoglicosideo acetiltransferase
(responsaveis pela resisténcia a antibioticos) e exonuclease lll. As proteinas
relacionadas a sinalizagéo celulares mais expressas foram: Aldo/ceto redutase
e uma histidina quinase sensora que € parte de um sistema de transducéo de

sinal com dois componentes (TCSTS). Dentre as proteinas expressas somente
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nas células do biofilme destacaram-se: UDP-galactose 4-epimerase (GalE), N-
acetilmuramoil-L-alanina amidase, e a proteina diguanilato ciclase contendo
também um dominio EAL (associado com atividade fosfodiesterase), uma
diguanilato ciclase somente com o dominio GGDEF, e um dominio PAS que
age como sensor de luz, oxigénio, redox. (Galperin, 2004; Shin et al., 2009).

2.5.1 — Proteina Bap

Membros da familia das proteinas associadas com a formacdo de
biofilme (Bap) séo definidos como proteinas de alto peso molecular que estao
presentes na superficie da bactéria e conferem a ela a capacidade de formar
biofilme. As Bap foram primeiramente descritos em Staphylococcus aureus e
depois foram detectados em outros estafilococos coagulase negativos como S.
epidermides (Lasa & Penadés, 2006).

Assim como em estafilococos, a Bap de A. baumannii € uma
proteina de superficie de 8621 aminoacidos, 854 KDa e homodloga a proteina
Bap primeiramente descrita em S. aureus. Segundo estudo realizado por
Loehfelm et al (2008) ela possui uma estrutura similar as adesinas bacterianas,
estando envolvida na ligacdo as células de epitélio bronquial humano normal e
células natural killer humanas normais in vitro, porém ndo esta envolvida na
internalizacdo ou invasdo as células. Nesse estudo, os autores também
observaram que Bap pode funcionar como uma adesina intercelular sendo
possivel se ligar a outras proteinas Bap ou realizar ligacdes com carboidratos,
de maneira a suportar a integridade da estrutura madura do biofiime de A.

baumannii em poliestireno. Desse modo possui importadncia no
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desenvolvimento e maturacdo do biofilme, porém ndo tem funcdo nas fases
inicias de aderéncia as superficies abidticas (Loehfelm et al., 2008).

2.5.2 — Proteina Abal

As bactérias estdo frequentemente envolvidas em atividades
coordenadas dentro do biofilme. Bactérias Gram-negativas produzem N-acil
homoserinas lactonas (AHSL) como moléculas sinalizadoras do sistema
regulatério quorum sensing — mecanismo regulatério que permite a bactéria
fazer decisdes coletivas com respeito a expressdo de genes especificos,
podendo ser genes envolvidos na formacéo de biofilme e viruléncia (Bassler,
1999; Gonzalez et al., 2009; Anbazhagan et al., 2012). O AHSL pode ainda
controlar genes essenciais para colonizacdo de eucariotos em varias espécies
bacterianas (Consterton et al., 1999).

O gene de uma sintase autoindutora de uma linhagem de A.
baumannii, designado abal, direciona a producéo de sinais de uma AHL (Niu et
al., 2008). A mutagdo de abal levou a formacdo de biofilme com estrutura
anormal e até a inibicdo da formacdo do biofilme, demonstrando que a
producdo de AHL direcionada por Abal é requerida para uma formacéo de
biofilme eficiente (Niu et al., 2008; Anbazhagan et al., 2012)

2.5.3 — Proteina OmpA

A proteina da membrana externa A (OmpA) é uma proteina
estrutural transmembrana e a mais abundante da membrana externa de A.
baumannii, sendo também um potencial fator de viruléncia. OmpA de A.
baumannii (AbOmpA) confere integridade celular e, por ser uma porina,

aumenta a permeabilidade a pequenos solutos. A AbOmpA é uma porina
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relativamente impermeavel e contribui para sua resisténcia antimicrobiana
intrinseca, pois € parte da familia de proteinas que serve de canal para os [I-
lactamicos (Choi et al., 2005, Choi et al., 2008).

A proteina AbOmpA também induz a morte de células dendriticas,
responsavel pela iniciacdo e esta envolvida na regulacdo da resposta imune
adaptativa, prejudicando a acéo das células T e assim inibindo a lise bacteriana
pelo complemento (Lee et al., 2007). Isso ocorre via alvo mitocondrial,
induzindo ROS o qual, induzido por estimulos externos, contribui para morte
celular apoptética e necrética (Lee et al., 2010). Sendo o alvo predominante da
imunidade humoral, OmpA recombinante seria constituinte efetivo para uma
vacina imunogénica, protegendo contra infeccdes letais, induzindo anticorpos
guando administrado como imunizag&o passiva (Luo et al., 2012).

Estudos tem demonstrado a grande influencia de AbOmpA nas
vesiculas da membrana externa (OMV). As vesiculas sdo secretadas
naturalmente por bactérias Gram-negativas durante o crescimento e sao
compostas por lipopolissacarideos (LPS), proteinas e fosfolipidios originarios
do espaco periplasmatico e da membrana externa. S8o observadas em uma
variedade de ambientes, inclusive tecidos infectados onde tem um papel na
entrega de toxinas e fatores de viruléncia as células hospedeiras e a inducdo
da resposta imune. Foi demonstrado que AbOmpA empacotada na OMV é
responsavel pela morte celular do hospedeiro. O dominio periplasmatico C-
terminal de AbOmpA interage com o peptideoglicano sugerindo que ela pode
modular a biogénese de OMVSs, pois a ligacdo entre as proteinas da membrana

externa e o peptideoglicano sdo diretamente responsaveis pela produgédo de
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OMV (Moon et al., 2012). A deficiéncia de OmpA aumenta a produgao de OMV
e aumenta sua concentracao de LPS. Assim pode-se deduzir que A. baumannii
secreta OmpA via OMV ja que essa € proteina mais abundante associada com
OMV (Kwon et al., 2009).

O trabalho de Gaddy et al (2009) demonstra que AbOmpA tem um
papel parcial na formacdo de biofilme em plastico e que € absolutamente
requerida para a ligacédo a células epiteliais, processos que séao independentes
da producédo do pili mediado pelas proteinas CsuABCDE. A proteina OmpA
provou ser essencial para a habilidade do A. baumannii se ligar a superficies
bidticas assim como aquelas representadas em células epiteliais alveolares
humanas. Essa proteina tem também um papel na producdo de compostos
citotoxicos desconhecidos que demonstraram ser sensiveis ao calor e a
protease (Gaddy et al., 2009).

2.5.4 — Proteinas CsuABCDE e BfmRS

Estudos demonstraram que A. baumannii possui 0 operon
csuABCDE, que codifica proteinas com func¢des requeridas para a montagem
do filme e formacgéo de biofilme. Os produtos previstos para os genes csuC e
csuD estéo relacionados a proteinas chaperonas necessarias a secre¢ao de
proteinas ancoradas pela membrana externa e envolvidos na montagem do pili
em outras bactérias, respectivamente. Esse tipo de sistema de secrecéo de
proteinas esta envolvido na montagem de uma variedade de estruturas de
superficie que tem um papel na interacdo entre células bacterianas e

superficies abidticas e bidticas (Dorsey et al., 2002).
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Tomaras et al (2003) confirmaram a presenca da estrutura pili-like na
superficie do A. baumannii e as caracterizaram como essenciais para as
primeiras etapas do processo que gera a formacdo de estruturas de biofilme
em superficies plasticas. Ainda, constataram que csuC e csuE pertencem a um
grupamento de genes relacionados com o locus bacteriano que codifica a
producdo de pili e que csuA e csuB parecem codificar a maioria das
subunidades do pili produzido. Entretanto, a producdo desse tipo de apéndice
ndo esta correlacionado com a quantidade e tipo de biofilme formado por
diferentes isolados clinicos em superficies de plastico e vidro (McQueary &
Actis, 2011).

Histidina quinase sensora € parte de um sistema de transducao de
sinal com dois componentes (TCSTS) sendo uma interface de comunicacéo
onipresente distribuido em bactérias. A TSCSTS permite respostas adaptativas
a uma ampla variedade de estimulos ambientais (Shin et al., 2009). Tomaras et
al. (2008) caracterizaram um TCSTS de A. baumannii ATCC19606, a qual foi
nomeado operon bfmRS, no qual bfmS codifica uma quinase sensora e bfmR
codifica um regulador de resposta responsavel por continuar a traducao de
sinais quando é fosforilado por bfmS o que permite que bfmS se ligue a
elementos promotores de genes alvos. Esse estudo constatou que essas
proteinas controlam a expressdo do operon csu e a montagem do pili,
controlando dessa forma a formacdo de biofilme e a morfologia celular. A
proteina BfmMRS regula a transi¢éo da iniciacdo da formacé&o de biofilme para a
maturacdo do biofilme em P. aeruginosa, sendo fosforilada apds 24-72h, a

auséncia dessa proteina leva a uma reducdo da biomassa e espessura do
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biofilme, possuindo importancia em manter a estrutura do biofilme (Figura 2)

(Petrova e Sauer, 2009).

Planktonic
mode of Py
arowth

Reversible Irreversible Maturation-1 Maturation-2

attach

Figura 2: BfmR/S regula o inicio da matura¢éo do biofiime (Fonte: adaptado de

Petrova & Sauer, 2009)

2.5.5 — Proteinas PgaABCD

O Poly-B-1,6-N-acetilglicosamina (PNAG) é um homopolimero,
originalmente descrito em Staphylococcus epidermides (Mack et al., 1996),
sendo apéds identificado em Escherichia coli (Cerca et al., 2007; Sloan et al.,
2007; Vuong et al., 2004). O PNAG é um dos polissacarideos mais importantes
que compde a matriz polimérica externa do biofilme, visto que a integridade da
estrutura do biofilme geralmente depende desse polissacarideo (Itoh et al.,
2008; Choi et al., 2009).

A expressdo do PNAG é controlada pelo operon pgaABCD. Esse
operon esta presente em uma variedade de bactérias e parece ser parte de um
locus obtido através de mecanismos genéticos de transferéncia horizontal
(Wang et al., 2004). As proteinas PgaC e PgaD sédo elementos necessarios

para a biossintese de PNAG, enquanto PgaB €& uma N-desacetilase cuja
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atividade catalitica, junto com PgaA, € necessaria para exportar PNAG do

periplasma, em E. coli (Itoh et al., 2008; Boehm et al., 2009).

2.5.6 — Proteinas ferro-enxofre (IscR, IscS, IscU)

Analisando o genoma de A. baumannii verifica-se a presenca de
proteinas relacionadas a montagem dos cofatores [Fe-S]: o operon isc
(iscRSU). O IscR é o regulador da via Isc de formacédo e associacao do cofator
[Fe-S] em bactérias. Esta proteina possui trés residuos de cisteinas essenciais
e, algumas bactérias também possuem um residuo de glutamina na por¢ao N-
terminal, necessaria para a ligacdo do cofator, sendo este residuo o quarto
ligante. Quando IscR esta preenchida com o cofator [2Fe-2S] (holo-IscR) ela
inibe a expressdo dos genes iscSU, se ligando aos sitios | no promotor isc.
Quando h& pouco cofator associado a proteina IscR(apo-IscR) (IscR né&o
ligado) este ndo se liga ao sitio | do promotor isc permitindo a expressédo de
iscSU e consequentemente um aumento na demanda do cofator (Crack et al.,
2012; Ayala-Castro et al., 2008; Py & Barras, 2010).

E proposto que em baixas concentracbes de Fe e/ou estresse, a
expressao de iscR é ativada, resultando em um aumento significante de holo-
IscR acarretando na ativacdo do operon suf - um diferente sistema de sintese
de cofator [Fe-S] presente em E. coli - pela regulacdo de seu promotor (Figura
3). Entretanto, em A. baumannii o sistema suf ndo foi observado, ficando o
sistema isc responsavel, aparentemente, pela maioria da formacdo dos

cofatores [Fe-S] na célula (Ayala-Castro et al.,2008).

21



CondigBes [2Fe-25] Iqu\
suficientes de Fe m

isc op{on

Sequéncia de

ligacdo IscR tipo |

Baixas conc de Suficiente em
cofatores FeS cofatores FeS
_ — Sintese do
isc operon

cofator FeS

Deplegdo de
Fe/ estresse

oxidativo

.____-‘b “_"-'
_ Apo-IscR =- Influéncia de outros

Sintese do A F 7 / reguladores: OxyR,
- I HIF, Fur

cofator FeS suf operon -

Sequéncia de
ligagdo IscR tipo Il

Figura 3: Sistema regulador do IscR (Adaptado de: Crack et al.,2012).

A proteina IscS é uma cisteina desulfurase dependente de piridoxal
fosfato (PLP) que fornece o enxofre ao cofator [Fe-S]. IscS utiliza L-cisteina
como substrato para formar L-alanina e enxofre que € liberado na forma de
persulfato, impedindo que o enxofre seja liberado na forma sollvel.
Acinetobacter, além de IscS, também possuem outra cisteina desulfurase:
CsdA, que pode ajudar na formacdo do cofator [Fe-S] quando uma alta
demanda é requerida, mas também pode participar na via da transferéncia de
enxofre para outras moléculas dependentes, como a formacgéo de tiamina. As
sequéncias de proteinas de IscS e csdA diferem principalmente em duas

sequéncias consenso, em torno do sitio ativo com residuos de cisteina no
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dominio C-terminal. A forma que o ferro é entregue ao complexo ainda nao
esta clara (Ayala-Castro et al., 2008; Py & Barras, 2010).

A proteina IscU possui trés cisteinas e uma histidina que funcionam
como arcabouco para a formacdo e associacdo do cofator [Fe-S], e ainda a
presenca do acido aspartico proximo a Cysl que funciona como um ligante
transiente necessario para deixar acessivel o cofator [Fe-S] ligado a proteina
alvo. IscU interage com a cisteina desulfurase e a fonte de Fe, provendo um
ambiente quimico e estrutural que facilita a formacdo do cofator [Fe-S] e o
transfere aos alvos apropriados. Primeiro, um [2Fe-2S] se formam por
homodimero de IscU, o qual pode ser transferido para [2Fe-2S] apoenzimas.
Depois de alguns ciclos de adicdo de ferro e enxofre, a forma [2Fe-2S] pode
ser modificada para conter dois [2Fe-2S] por dimero e os dois [2Fe-2S] podem
se unir para formar a forma [4Fe-4S] que é capaz de ser transferido para
apoenzimas [4Fe-4S] (Figura 4). Embora essa reacdo nao seja reversivel a
presenca de oxigénio converte a forma [4Fe-4S] de volta a forma [2Fe-2S],
indicando que a forma [4Fe-4S] seja improvavel de ser mantida sob condi¢cGes

de estresse oxidativo (Ayala-Castro et al., 2008; Py & Barras, 2010).
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Figura 4: Modelo de associacdo do grupamento Fe-S na proteina IscU e transferéncia do

[4Fe—45] protein

cofator para apoproteinas (Fonte: Py e Barras, 2010).

Cofatores [Fe-S] estdo entre os mais ancestrais cofatores presentes
em proteinas. Presentes em todos os organismos vivos, 0s cofatores [Fe-S]
tem funcdo proeminente em mdultiplos processos celulares, como a respiracao,
metabolismo central, regulacdo génica, modificacbes no RNA e reparo e
replicacdo do DNA (Crack et al., 2012).

A sensibilidade desses cofatores a espécies reativas de oxigénio,
ions superéxidos, peréxido de hidrogénio e espécies reativas de nitrogénio
permitem que ele funcione como sensor em situacdes de estresse oxidativo.
Sua importancia parte do principio de sua versatilidade estrutural e reatividade
quimica, flexibilidade nos papéis que tem de transferéncia e armazenamento
de elétrons na catalise quimica redox e ndo redox. Atingem varios estados oxi-
reducdo, podendo atingir potenciais redox muito baixo e entdo reduzir
substratos redox-resistentes (catalise redox); permite que pequenos compostos
se liguem sitios férricos acessiveis com extensiveis propriedades de acido de

Lewis (catélises ndo redox) (Py & Barras, 2010).
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Podem estar ancorados nas diferentes proteinas principalmente nas
formas rémbica [2Fe-2S] ou cubica [4Fe-4S], onde o ferro elemento pode
mudar o estado de oxidacdo de Fe*? para Fe*, enquanto o enxofre se
apresenta sempre no seu estado de oxidacdo S?. Organismos desenvolveram
sistemas multicomponentes que promovem a sintese de proteinas Fe-S,
enguanto protegem o entorno celular dos efeitos potencialmente deletérios dos
fons Fe™?, Fe™ e S? livres (Crack et al., 2012; Py & Barras, 2010).

2.5.7 — Proteinas responsaveis pelo metabolismo de guanosina
monofosfato dimérica ciclica (c-di-GMP)

As proteinas diguanilato ciclases (DGC) produzem a molécula de
diguanilato ciclico (c-di-GMP) a partir de dois GTPs e fosfodiesterases
especificas (PDEs) que quebram essa molécula em 5 -fosfoguanilil-(3"-57)-
guanosina (pGpG), a qual é posteriormente separado em duas moléculas de
GMP (Figura 5) (Hengge, 2009). A atividade DGC est4 associada ao dominio
GGDEF e a atividade PDE especifica para c-di-GMP aos dominios EAL ou HD-
GYP. Estudos demonstraram que P. aeruginosa possui um sistema de
transducédo de sinal envolvendo proteinas de superficie de membrana (Wsps),
as quais ativam por fosforilacéo a proteina regulatéria (WspR) que apresenta o
dominio GGDEF, ocorrendo assim a producdo de c-di-GMP (Goymer et al.,

2006; Guvener & Harwood, 2007; Wang et al., 2009).
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Figura 5: Estrutura e funcdes fisioldgicas de c-di-GMP (Fonte: Hengge, 2009).

O c-di-GMP é uma molécula solavel que funciona como um
mensageiro secundario em bactérias. Em geral, c-di-GMP estimula a
biossintese de adesinas e exopolissacarideos da matriz em biofilmes (Spiers et
al., 2003), interfere nas funcdes de viruléncia aguda e inibe véarias formas de
motilidade, estando universalmente envolvido no controle da troca entre o estilo
de vida planctdnico movel e o biofilme séssil da bactéria (D'Argenio et al.,
2002).

A notavel multiplicidade de DGCs, PDEs c-di-GMP e componentes
associados a ligacao do c-di-GMP em uma Unica espécie, especialmente em
Proteobacteria, permite a integracdo de uma gama de sinais, e que muitos
processos alvos sejam regulados (Povolotsky & Hengge, 2012).

Quatro tipos de proteinas efetoras c-di-GMP sdo conhecidas, dentre
as quais a familia de proteinas PilZ representa a classe melhor estudada até o
momento (Hengge, 2009; Divel et al., 2012). Amikam et al. (2006)

identificaram o dominio PilZ indicando que esse dominio € parte das proteinas
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ligadoras de c-di-GMP. As proteinas tipo-PilZ identificadas parecem ser ativas
pelo c-di-GMP e funcionam por interacdes proteina-proteina, sendo que suas
funcbes podem ser negativa ou positivamente controladas pelo efetor. A
interacdo proteina-proteina afeta a motilidade em enterobactéria, através
regulacéo da atividade flagelar de E. coli e Salmonella spp., da motilidade por
contracdo de P. aeruginosa (Ryjenkov et al., 2006), regula a producéo da
fimbria tipo 3 através da proteina MrkA (pilina principal) em Klebsiella
pneumonie sendo sua extensao muito importante para conferir a espessura da
capsula (Wilksch et al., 2011; Johnson et al., 2011), da producdo de
exopolissacarideo alginato em Pseudomonas sp. (Merighi et al., 2007), da
expresséo de genes de viruléncia em Vibrio cholerae (Pratt et al., 2007) e da

sintese de celulose de varias bactérias Gram-negativas (Hengge, 2009).
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MATERIAIS E METODOS

3.1 - Amostras bacterianas

As cepas de Acinetobacter sp. utilizadas neste trabalho e testadas
para a formacdo de biofilme, identificacdo e caracterizacdo do gene wspR,
foram gentilmente cedidas pelo Hospital de Pronto Socorro (HPS) e Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) que passaram a ser tratadas como AbH e
AbC, respectivamente. Estas cepas foram isoladas de surtos hospitalares em
2008. Como controle positivo de formacao de biofilme foi utilizada a cepa de
Acinetobacter baumannii ATCC19606, que passou ser tratada como AbA.

Para analise da morfologia colonial, as bactérias foram crescidas em
meio Agar Sangue e meio MacConkey por 24 horas a 37°C. Para a
confirmagéo do género dos isolados foram realizados testes bioquimicos com
meio TSI, teste da catalase, da oxidase e coloracdo de Gram. A pureza das
cepas foi confirmada pela caracteristica morfolégica no meio sélido e pela
coloracdo de Gram. Para a caracterizacdo da espécie foi considerado a
amplificacdo por PCR do gene bfmRS, cujo o primer (bfmRS_F:. &
TTCATAATGATGGCATGGCT 3’ e bfmRS_R: 5° ATCATCTAAACGGGCAAAGG 3)
possui 100% de homologia somente para a espécie A. baumannii - sendo
entdo considerado especifico para esta espécie. Para a mistura da reacao foi

adicionado: 0,2 U de enzima Platinum® TaqDNA polimerase (Invitrogen),



0,25 uM de primer sense e de primer antisense, 3 mM de MgCl,, Tampéao de
reacao 1X, 50 uM de dNTP e 2 uLde DNA total, para um volume final de 20 pL.
As condicOes da reacéo utilizadas foram: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos para a
desnaturacao inicial, 40 ciclos a 94°C por 15 segundos, 55°C por 10 segundos
para o anelamento, 72°C por 15 segundos para extenséo e 1 ciclo de 72°C por

5 minutos para extenséo final, com o auxilio de um termociclador (BioRad).

3.2 — Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O antibiograma foi realizado pela equipe Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, para as trés amostras, pelo método de disco-difusdo em meio
Agar Mieller Hinton e a suscetibilidade foi analisada de acordo com o Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), para 0s seguintes
antimicrobianos testados: amicacina, ampicilina/sulbactam, ampicilina,
ceftazidime,  ceftriaxone, cefuroxime/Na, ciprofloxacina,  doxiciclina,
gentamicina, imipenem, meropenem, sulfametoxazol/trimetroprima,

ticarcilina/clavulanato, Pip/tazobactam, cefepime, cefotaxima.

3.3 — Ensaio de biofilme em microplacas de poliestireno

3.3.1 — Suspensao bacteriana

As cepas de Acinetobacter spp. foram inoculadas em meio LB sdlido
e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés este periodo foi realizada a
padronizacdo dos inéculos de acordo com o protocolo de deteccdo de biofilme
em microplaca pelo método de cristal violeta (Stepanovic et al., 2004). As

colonias crescidas nas placas de LB foram transferidas para uma solucao
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salina até turvacdo de 0.5, de acordo com a escala Mac Farland (1 x 10®
UFC/mL). Dessa maneira foi determinada a suspenséo bacteriana inicial para
cada cepa teste.

3.3.2 — Ensaio de biofilme

O protocolo utilizado para os testes de formacao de biofilme in vitro
foi o descrito por Stepanovic et al (2004), com adaptacOes. Para este teste
foram utilizadas as placas de microtitulacdo de poliestireno com 96 pocos
(8x12) estéreis (TPP® Techno Plastic Products AG) permitindo oito repeticdes
para cada condicao testada.

Entdo, vinte microlitros de cada suspensdo foram transferidos para
0s pogos das microplacas junto com aliquotas de 180 uL de caldo LB ou LB
suplementado com 1% de glicose ou com 10% de sangue de carneiro ou em
urina pura filtrada com membrana de 0,22 um (pH 6,5). Cada meio foi testado
em oito repeticdes para cada amostra. Utilizou-se como controle negativo o
mesmo volume dos meios de cultura, porém ausente de indculo microbiano. As
microplacas foram incubadas a 25°C e 37°C por 24 horas. ApGs este periodo,
foram descartados os contetdos dos pocos com as células planctbnicas e
lavadas as placas trés vezes com salina estéril. Adicionou-se metanol, para a
fixacdo do biofilme e as microplacas foram secas por 16 horas a temperatura
ambiente. A seguir, corou-se 0s po¢os com solucdo de cristal violeta 0,5% a
temperatura ambiente, os quais foram posteriormente lavados com agua e
levemente secos a temperatura ambiente com papel absorvente, para a adi¢cao
de etanol 95% para ressuspender o pellet. A densidade o6ptica (DO) dos

biofilmes bacterianos aderidos foi determinada com o auxilio de um leitor
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automatizado de Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) em
comprimento de onda de 450nm (Stepanovic et al, 2004).

Todas as cepas foram separadas em categorias usando a DO dos
biofilmes bacterianos, como descrito anteriormente por Christensen et al.
(1985) e adaptado por Marinho (2009) com 99% de significancia. As amostras
foram classificadas como: nédo formador de biofilme (DOyjsfime < DOcC-), fraco
formador de biofilme (DOc- < DOpjofime < 2 X DOc-), moderado formador de
biofilme (2 x DOc- < DOpjgsime < 4 X DOc-) e forte formador de biofilme (4 x DOc-
< DOpiofilme)-

3.4 — Analise transcricional dos genes envolvidos na formacao
de biofilme

Para verificar diferencas na expressao dos genes envolvidos com a
formacdo de biofilme foram utilizadas as cepas AbA (controle formacdo de
biofilme) e AbH crescidas na forma plancténica e sésseis.

3.4.1 — Extracdo RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada pelo método brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) modificado para células bacterianas (Salter &
Conlon, 2007). Para as células plancténicas foi coletado 3,0 mL de célula
bacteriana crescidas a 37°C até uma DO -~0,4 (fase exponencial) e
centrifugado por 3 minutos 13000 rpm. O pellet foi ressuspendido em 1,0 mL de
RNAProtect (Quiagen), incubado a temperatura ambiente por 10 min, e ap0s
centrifugado por 10 minutos a 8000 rpm, e o sobrenadante foi descartado. Para
as células do biofilme a extracéo foi realizada de acordo com Smith et al (2010)

com modificagbes, 20 pL uma cultura bacteriana de DO ~0,1 foi adicionada a
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uma garrafa de cultura de célula de 25 mm® a qual continha 5 mL de LB
suplementado com 1% de glicose, incubadas a 37°C por 24 horas. Apoés, as
células plancténicas foram retiradas com o meio de cultura e o biofilme formado
ao fundo foi lavado 3 vezes com 2 mL de salina estéril. Foi adicionado 1 mL de
RNAProtect incubados por 10 minutos, e entdo as ceélulas do biofilme foram
coletadas com raspador de células (TPP® Techno Plastic Products AG) e
colocadas em um microtubo, centrifugadas por 10 minutos a 8000 rpm e o
sobrenadante foi descartado.

Depois de estabilizado com o RNAProtect, os pellets obtidos nas as
duas condicdes foram lavados com 300 pL de TE 1X (Tris 10mM, EDTA 1mM —
pH7,8), centrifugados por 3 minutos a 13000 rpm e ressuspendidos em 100 pL
de TE. A estes pellets foi adicionado 3 pL de lisozima (10 mg/mL) seguidos de
incubacdo por 10 minutos a 37°C, apés as amostras foram centrifugadas
novamente (3 minutos — 13000 rpm). Em seguida, foi adicionado 300 uL de EB-
CTAB e as amostras incubadas & 60°C por 20 minutos. Em cada amostra foi
acrescentado 400 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), agitando em
vortex e centrifugando-se por 12000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi
removida (~300 pL) e transferida para um novo microtubo e 300 pL de
isopropanol foi acrescido, e o microtubo incubado & — 20°C por pelo menos 30
min. Centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos (4°C) e o sobrenadante foi
descartado por inversdo. O RNA foi ressuspendido em volume apropriado
(entre 20 e 50 pL) de dgua deionizada. A extragdo de RNA tanto das células do

biofilme e das células planctonicas foi realizada em triplicata biolégica.
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3.4.2 — Sintese de cDNA

O RNA total extraido de ambas as condi¢cdes foi padronizado de
modo que em 10 pL continha em torno de 1 pg de RNA total, o qual foi
primeiramente tratado com DNase (Fermentas) para eliminar a presenca de
moléculas de DNA total que tenham sido extraidas juntamente com o RNA
total, para néo interferir na amplificacdo pelo RT-qPCR. Apdés o tratamento, 0
RNA total foi utilizado como molde para a sintese do DNA complementar
(cDNA) total, para tanto 10 uM de oligo dT(20) (Invitrogen) e 200 U da enzima
transcriptase reversa M-MLV (Promega), foram adicionadas a 1 ug de RNA,
seguindo as instrucdes do fabricante. Para avaliar a eficiéncia do cDNA, uma
aliqguota de cDNA foi empregado na reacdo de PCR com o primer 16SrRNA.
Uma curva de diluicdo dos cDNAs (1:25, 1:50, 1:100) foi realizada para verificar
gual a concentracdo apresentava melhor eficiéncia na reacdo de RT-qPCR.

3.4.3 — PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

A verificacdo da expressao génica relativa foi realizada através de
experimentos de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR), no Laboratério
de cocos Gram-positivos e microbiologia molecular, UFCSPA, Brasil. Os genes
CSUAB, bfmRS, pgaA, bap, abal, ompA, wspR, eal, eagg, pilZ, iscR, iscS, iscU,
csdA envolvidos com a formagéo de biofilme foram analisados (Tabela 1). Os
genes 16SrRNA, rpoB, rpoD e gyrB foram testados como constitutivos (Tabela
2) para posterior normalizacdo dos dados, por ja serem descritos na literatura
para algumas bactérias (Higgins, et al., 2004; Pyla et al., 2009; Park et al.,

2011; Fernando & Kumar, 2012).
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TABELA 1: Sequéncia dos primers utilizados na analise transcricional por RT-qPCR com os

respectivos tamanhos dos fragmentos de amplificag&o.

Gene Sequéncia nucleotidica Tamanho do produto (pb)

bfmRS 5 TTCATAATGATGGCATGGCT 3’ 104
5 ATCATCTAAACGGGCAAAGG 3’

abal 5 AATGCCTATTCCCTGCTCAC 3’ 132
5 ATTGCTTCTTGCAGAATTGC 3’

pgaA 5 AGCAGGAGTCCGTCTTGATT 3 103
5 TGCATCAAGGGCTTGTAGAG 3’

CSUAB 5 TGTGACTTGTGACGGAACAG 3’ 141
5 AGGTTTGTACGTGCAGCATC 3’

Bap 5 GATACCACAGCACCAAATGC 3’ 136
5 CTGTGCCTGCTACCACTGTT 3’

ompA 5 AATGGGTGGGTGACAAGATT 3’ 104
5 GGCAACAACTTCGGTATGTG 3’

wspR 5 ATGTCGGAATTGGTTCTTCC 3’ 115
5 TGCCTACCGCACCATAGATA 3’

Eagg 5 ATTCGTAAACGCGGAAGAGT 3’ 140
5 TCGCCGTTTGTATGTTGAAT 3’

Eal 5 CGTTTGGCACTCACTAAACAA 3’ 146
5 GCTGCCGGAATAAACTCTTT 3

pilz 5 GGATTTCACATAAGCAAAGTGG 3’ 95
5 CCGCTCAGCTTCAGCTTTAT 3’

iscR 5 CAACCTCATTAGCCGAGACA 3’ 74
5 AAAGAGCTGAATCTGTGCCA 3’

iscuU 5" CGAAGAAGCACGTTTCAAGA 3 106
5 TGATTGCTTGAGCTTCATCC 3’

iscS 5 CGGCGCATTATATGTACGTC 3’ 97
5" CGCTAAAGTACCAGAACGCA 3’

csdA 5 ACGTCGAATTGTAGCGTCTG 3’ 105

5" GGCACACTGGGTTCACTATG 3’
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TABELA 2: Sequéncia dos primers testados como normalizadores para a analise transcricional

por RT-gPCR com os respectivos tamanhos dos fragmentos de amplificacédo.

Gene Sequéncia nucleotidica Tamanho do produto (pb)

16SrRNA 5" AGAACCTTACCTGGCCTTGA 3 109
5" ATCTCACGACACGAGCTGAC 3

gyrB 5" CTGCGGAATATGCTCGTTTA 3’ 143
5" GCGTGAATCTTGCAGAATGT 3’

rpoB 5 CGGTGGTTCAACTAAACGTG 3 150
5 TCTGCGCTCTTCTCTTTCAA 3

rpoD 5" TCTCGACTTATGCGACTTGG 3’ 127

5" TGACGCGATACACGGTTAAT 3’

A reagédo de RT-gqPCR foi realizada em microplacas de poliestireno
de 96 pocos utilizando o termociclador de PCR em Tempo Real (“Applied
Biosystems 7500). Para a reacao de RT-gPCR utilizou-se o seguinte protocolo:
10 pL de cDNA, 200 nM de cada primer sense e anti-sense; 25 uM dNTPs; 1 x
tampao PCR; 3 mM MgCl,; 0,1 x SYBR Green | (Invitrogen); 0,25 U enzima
Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen) e agua para um volume final de
20uL. Foram utilizadas as seguintes condi¢cfes: passo inicial, para ativacdo da
polimerase e desnaturacdo, de 5 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 15
segundos a 94°C para desnaturacéo, 10 segundos a 60°C para anelamento, e
15 segundos a 72°C para elongacéo. Apos, foi realizada a andlise da curva de
dissociacao para verificar a especificidade da amplificagao.

Os ensaios foram realizados em replicatas (triplicatas biolégicas e quatro

replicatas experimentais) na mesma placa e a reagao feita para 0 mesmo gene
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e para os cDNA de biofilme e cDNAs células planctbénicas. Assim, o threshold
foi determinado ao mesmo tempo para as duas condi¢cdes a fim de analisar os
Cts para cada primer apresentando a mesma eficiéncia de reacgéao.

3.4.4 — Andlise das expressdes relativas

Para andlise de expresséo relativa dos genes envolvidos com a
formacdo de biofilme, os resultados gerados, threshold cycles (Cts), pela
reacdo de RT-gPCR foram analisados pelo método comparativos de Cts, 2724
(Livak & Schmittgen, 2001). Primeiramente os genes constitutivos 16SrRNA,
gyrB, rpoB e rpoD foram analisados com o programa NormFinder, que é um
algoritmo utilizado para identificacdo do melhor gene normalizador entre um
conjunto de candidatos classificando os candidatos de acordo com sua
estabilidade de expressdo (http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm;
Andersen et al., 2004).

Entdo, foi feita uma média dos Cts das replicatas de cada gene para
cada condicdo testada (biofilme e planctdnica), das triplicatas bioldgicas e
quadruplicatas experimentais, e foi calculado o respectivo desvio padrdao. Apés
identificar o melhor gene constitutivo foi feita andlise das expressfées génicas
dos genes testados seguindo os seguintes calculos:

1) ACt = Cr gene testado — CT gene constitutivo, S€NAO 0 desvio padréo calculado
pela formula s = (512 + s,9)Y2.
2) AACt = ACr piofime — ACT planctonica » S€Ndo 0 desvio padrdo o mesmo
gerado para o ACt na condicao de biofilme.

3) 2—AACt
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3.5- Analise estatistica
A analise estatistica relacionada a formacéo de biofilme nos diferentes

meios e temperaturas foi realizada pela Analise de Variancia simples (One way
ANOVA). A analise estatistica entre os AC+s dos biofilme e os AC+s das células
planctdnicas para todos os genes analisados foi realizada pelo programa SAS
System utilizando o modelo linear.

3.6 — Extracdo de DNA total

A extracdo do DNA seguiu o protocolo descrito por Fredricks
&Relman (1998), modificado. Uma aliquota de 5 ml de cultura crescida a 37°C
por 18 horas em caldo BHI foi centrifugada por 5 min a 6000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 3 vezes com 1ml de tampéao
TE-1X, e ressuspendido em 200 pl do mesmo tampéo. Foi adicionado 200 pl
de TE>N (TE-5X + NaCl), 10% do volume de SDS (40 pl) e 5 pl de Proteinase K
[20mg/ml]. Incubou-se, em banho, por 1 hora a 37°C. Adicionou-se 30 pl de
NaCl 5M, 400 pl de fenol-cloroférmio (1:1), centrifugou-se 15 minutos a 14000
rom e a fase aquosa foi coletada e colocada em um outro microtubo. Entéo,
400 pl de fenol-cloroférmio (1:1) foi adicionado, centrifugou-se por 15minutos a
14000 rpm e coletou-se a fase aquosa, a qual foi transferida para um outro
microtubo. Posteriormente, adicionou-se 400 pl de cloroférmio-alcool isoamilico
(9:1), centrifugou-se 15 minutos a 14000 rpm sendo a fase aquosa coletada e
transferida para um outro microtubo, ao qual foi adicionado 1 ml de etanol
absoluto. A amostra foi incubada por 1 hora a -20°C; Centrifugou-se por 15

minutos a 13000 rpm e desprezou-se 0 sobrenadante. O pellet foi
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ressuspendido em 100 pl de TE-1X e 5 yl de RNase. Incubou-se, em banho,
por 30 minutos a 37°C.

3.7 — Amplificacéo e clonagem do gene wspR

Os primers empregado na amplificacdo da regido codificante do
gene wspR, correspondente a um fragmento de DNA de 1230 pb, foram
desenhados utilizando a sequencia referéncia wspR - putative two-component
response regulator de A. baumannii ATCC 17978 disponivel no GenBank pelo
namero GenelD:4919481. Na extremidade 5 do primer sense foi adicionado
um sitio de restricdo para a endonuclease de restricdo Ndel, e na extremidade
5’ do primer antisense um sitio de restricdo para a endonuclease de restricdo
BamHI| (Tabela 3). Estes sitios de restricdo foram incluidos para que o
fragmento de DNA do gene wspR fosse clonado primeiramente no vetor de
clonagem pCR-Blunt, e posteriormente sequenciamento.

A amplificacdo do fragmento de DNA foi realizada pela técnica de
PCR, utilizando: 1 U enzima Tag DNA polimerase, e 0,5 uM de primer sense e
de primer antisense para o gene wspR, 0,25 mM de MgCI2, Tampé&o 1X, 500
uM de dNTP e 2 pLde DNA total a cepa AbH, para um volume final de 20 pL,
com o auxilio de um termociclador (BioRad). ApGs esta etapa, 10 ul da reacéo
foram aplicados em gel de agarose 1% para confirmagdo da presenca do

fragmento de 1230 pb.
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TABELA 3: Sequencia dos primers sense e antisense utilizados para amplificar o gene wspR

de Acinetobacter.

Orientacgéo Sequéncia dos primers
Sense 5" (Ndel) CCACA TTATG ATG AAG TTG CAA GGT TCC AAT 3
Antisense 5 (BamHI) CCAG GATCC TTA AGT TAG ATC TAC AAT TTG 3

Para a clonagem, o fragmento obtido pela reacdo de PCR com o
primer wspR (Tabela 3) foi ligado ao vetor pCR-Blunt (Figura 6) utilizando 4U
da enzima T4 DNA ligase (Promega), 90 ng do amplicon do gene wspR, 1 X
tampdao de ligacdo e 25 ng do vetor pCR-Blunt em volume final de 20 uL. A

reacao foi incubada por 18 horas a 4°C.

M13 Reverse priming site M/‘u\

201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACG CGTTAGAATA
GTIGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGATA AATCCACTGC GCAATCTTAT

Nsil  Hind Il Kpnl SaL‘II EiimH\ Spel
CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT
GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGICACA

EG?H 1 ECTH 1 Pslﬂ EcoRV
GCIGGAATIC AGG CCTGAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG TCC Blunt PCR Product GGACTTAAGA CGICTAT

Not1 Xhol Nsi| Xbal Al T7 promoter/priming site

| I |
TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGC ATCTAGAGGG CCCAATTCGLC CCTATAGTGA
AGGTAGTGTG ACCGCCGGCG AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGGTTARAGC[E GGATATCACT
M13 Forward (-20) priming site

GTCGTATTAC AATTCACTGG CCGTCGTTTT ACRACGTCGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT 470
CAGCATAATG TTAAGTGACC GGCAGCAAAA TGTTGCAGCA CTGACCCTIT TGGGACCGCA

PCR®_Blunt
3.5 kb

Uofweueh

mments for pCR®-Blunt Zeocln

|2 nucleotides

Figura 6: Mapa do plasmidio pCR-Blunt (Invitrogen).
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Para realizar a transformacéo por choque térmico, 10 pL da ligacéo
foram adicionados a 150 pL da cepa de E. coli Topl0 competente e
conservada em ultrafreezer. Para a transformacao por choque térmico, seguiu-
se entdo o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001). A mistura foi
incubada no gelo por 20 minutos, depois o microtubo foi submetido ao choque
térmico em banho maria a 42°C por 2 minutos, seguido de gelo por 10 minutos.
Entdo, adicionou-se 1mL de caldo LB ao microtubo que foi incubado em
agitador orbital a 37°C por 1 hora. Apds, 50 pL da transformacdo foram
semeados em meio seletivo sdélido LB com kanamicina (50 pg/ml), por 16 horas
a 37°C.

A Unica coldnia crescida foi inoculada em 5 mL de caldo LB por 16
horas a 37°C e entdo realizou-se uma extracdo de DNA plasmidial (miniprep)
por lise alcalina e purificacdo em coluna (Plasmid Miniprep - Invitrogen). O
plasmidio contendo o gene wspR foi clivado com as enzimas de restricdo Ndel
e BamHI, para liberar o fragmento de 1230 pb que foi purificado do gel de
agarose com o PureLink® Quick Gel Extraction kit (Invitrogen).

3.8 — Sequenciamento

O gene wspR da cepa AbH clonado no plasmidio pCR-Blunt foi
sequenciado pela empresa Lwdwigbiotec utilizando o sequenciador ABI 3130
(Applied Biosystem) e a sequencia do DNA obtida foi comparada com o gene
de referéncia wspR - putative two-component response regulator (GenelD -

Genbank:4919481) de A. baumannii ATCC 17978.
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4. RESULTADOS

4.1 — Caracterizacéo das cepas de Acinetobacter

As cepas AbA (ATCC 19606), AbH (HPS) e AbC (HCPA), inoculadas
em meio MacConkey apresentaram morfologias coldnias compativeis com
Acinetobacter spp. como superficie lisas, consisténcia mucdides, transparéncia
opacas, pigmento levemente rosadas e forma arredondadas; e em meio Agar
Sangue suas colbnias apresentaram coloracdo acinzentada. Pelos resultados
dos testes bioquimicos as bactérias ndo fermentaram o meio Triple Sugar Agar
(TSI), foram catalase positivas, oxidase negativas e se coraram COmMoO
cocobacilos Gram negativas, a partir desses resultados as trés amostras foram
consideradas compativeis com o género Acinetobacter spp.

Todas as cepas apresentaram o fragmento ~104 pb esperado apo6s
a amplificagdo com primer bfmRS, sendo dessa forma classificadas como

Acinetobacter baumannii.

41



4.2 — Perfil de susceptibilidade

A partir do método de disco-difusdo, a cepa AbA apresentou fenotipo
de resisténcia a ampicilina, ceftriaxona, cefuroxima/Na,
sulfametoxazol/trimetroprima e intermediario a gentamicina, cefotaxima e
cefepime. A cepa AbH apresentou fendtipo intermediario a ceftazidime e
Pip/tazobactam e resisténcia a amicacina, ampicilina/sulbactam, ampicilina,
ceftriaxona, cefuroxima/Na, ciprofloxacina, gentamicina,
sulfametoxazol/trimetroprima, ticarcilina/clavulanato, cefepime e cefotaxima. Ja
amostra AbC apresentou sensibilidade somente a doxiciclina (Tabela 4), sendo

considerada uma cepa multirresistente (Kempf & Rolain, 2012).

TABELA 4: Analise de sucetibilidade aos antimicrobianos analisados de acordo com o CLSI

(2012) das amostras de A. baumannii.

Antibioticos AbA  AbH  AbC Antibi6ticos AbA  AbH  AbC
Amicacina S R R Gentamicina | R R
Ampicilina/Sulbactam S R R Imipenem S S R
Ampicilina R R R Meropenem S S R
Ceftazidima S I R sulfametoxazol/trimetroprim R R R
Ceftriaxona R R R ticarcilina/clavulanato S R R
cefuroxima/Na R R R Pip/tazobactam S I R
Ciprofloxacina S R R Cefepime | R R
Doxiciclina S S S Cefotaxime | R R
S = sensivel, | = intermediario e R = resistente.

4.3 — Formacao de biofilme

Ambas as cepas foram capazes de formar biofilme em microplacas
de poliestireno em todos os meios testados. Quando crescidas em LB e LB
suplementado com 1% de glicose a 37°C, todas foram classificadas como

fortes formadoras de biofilme (DO > 4x controle negativo). Foi observado que a
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presenca da glicose influenciou a densidade do biofilme formado, considerando
gue as amostras obtiveram valores de DOs maiores no meio suplementado
com 1% de glicose (p= 0,033) sob essa temperatura. Ja, sob a temperatura de
25°C, nao houve diferenca entre as DOs das cepas crescendo nos meios LB e
LB suplementado com glicose (p= 0,354), sendo todas amostras fortes
formadoras de biofiime em ambas as condicbes. No meio LB suplementado
com glicose, ndo houve diferenca significativa entre as DOs dos biofilmes nas
temperaturas de 37 e 25°C (p= 0,738). Por outro lado no meio LB, houve
diferenca significativa entre as DOs sob as temperaturas de 37 e 25°C, sendo
que as DOs observadas pelas cepas crescendo nesse meio foram maiores a
25°C do que a 37°C (p= 0,025). Logo, a glicose influenciou no aumento da
espessura do biofilme a 37°C, mas néao teve efeito a 25°C, e a temperatura de
25°C induziu um aumento de espessura no meio sem adi¢céo de glicose.

No meio LB suplementado com 10% de sangue de carneiro a 37°C,
as cepas AbAe AbH foram classificadas como fortes formadoras de biofilme,
engquanto a cepa AbC como fraca formadora. Na presenca da urina a 37°C, as
cepas AbA e AbC foram fracas formadoras e AbH moderada formadora de
biofilme. Visto que a cepa AbH apresentou maior capacidade de formacao de
biofilme, sempre obtendo as maiores DOs em todos 0s meios e temperaturas
testadas, essa amostra foi utilizada para realizar a andlise transcricional.

4.4 — Analise transcricional

As cepas AbA (controle ATCC 19606) e AbH, foram selecionadas

para a analise transcricional. A condi¢cdo de crescimento bacteriano para a
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avaliacao transcricional foi LB suplementado com 1% de glicose a 37°C, pois
nesse meio e a essa temperatura o biofilme atingiu maior espessura, biomassa.

A raz&o das DOs 260/280 de todos RNAs totais extraidos ficou entre
1,8-2,0, indicando baixo grau de contaminacdo com proteinas durante o
processo. Estes RNAs foram tratados com DNAse e 1lug de RNA foi
empregado para sintetizar o DNA complementar (cDNA). Com o objetivo de
verificar a qualidade do cDNAs produzidos, todos foram submetido a uma
reacdo de PCR utilizando os primer que amplificam a regido conservada do
gene 16SrRNA e onde todos os cDNAs amplificaram um fragmento de DNA de
109 pb. como controle negativo foi testado somente o RNA tratado com DNase,

o qual ndo apresentou amplificacdo de DNA (Figura7).

- —
o4 5 6 7 89101112131415161

FIGURA 7: Produto da amplificacdo por PCR dos cDNAs produzidos utilizando os
primer do gene 16SrRNA em gel agarose 1% corado com brometo de etidio e visualizado em
luz UV. Marcador de peso molecular 1Kb Fermentas (1), cDNAs (2-13), e controle negativo

RNA total tratado com DNase (15) e controle negativo reacdo de PCR (16).

Esses cDNAs foram diluidos 1:25, 1:50, 1:75 e 1:100 e verificou-se
que a diluicdo 1:100 apresentou a melhor eficiéncia, sendo essa diluicdo usada
para todas as amostras nas reacfes RT-gPCR e determinacdo do threshold,

com genes a serem testados.
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Dentre os possiveis genes constitutivos analisados (16SrRNA, gyrB,
rpoB e rpoD), o que apresentou a menor variagao na expressao génica entre
as duas condicdes testadas, obentendo assim a melhor estabilidade, de acordo
com a analise no programa NormFinder, foi o gene gyrB (Tabela 5). A partir
dessa analise, o gene gyrB foi considerado o melhor gene constitutivo e
utilizado para normalizar todos os Cts gerados dos genes e amostras testados

por RT-gPCR.

TABELA 5: Valores de estabilidade dos genes testados como constitutivos analisado pelo

programa NormFinder (Andersen et al, 2004).

Genes Valores de estabilidade
16SrRNA 0,018
gyrB 2 0,007
rpoB 0,011
rpoD * 0,007

"Melhor gene constitutivo.’Melhor combinacao de dois genes.

Foi observada a presenca ou ndo de variacao significativa entre os
ACts dos genes testados das condi¢cdes de vida livre, controle, e de biofilme,
teste (Anexo 1). Nao houve diferenga significativa entre os ACts de biofilme e
de vida livre, para os genes eal e bfmRS de ambas amostras, eagg e csdA de
AbA e abal de AbH (p>0,05). Quando houve diferencga estatistica entre os ACts
(p<0,05) o gene foi considerado como sendo mais expresso (2“' >1) ou

2-AACt

menos expresso ( <1) durante a formacéo de biofilme quando comparado

com a vida livre.
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O gene wspR teve sua expressdao aumentada na condicdo de
biofime nas duas amostras, sendo 2 son = 4,50 e 2% jpa = 2,77. Além
disso, esse aumento na expressao foi maior na amostra AbH, a qual é
resistente a uma gama de antibiéticos, quando comparada com a amostra
AbA (p= 0,0115). Os genes eal de ambas as cepas (2 pon = 0,79 e 224
aoH = 0,91) e eagg de AbA (2°Ct \ua = 0,77) nédo tiveram variacdo significativa
na expressao génica (p>0,05) entre a condi¢do planctbnica e a condicdo de
biofilme. J& o gene eagg de AbH (2! = 0,95) foi menos expresso no biofilme
(Figura 8). O gene pilZ teve sua expressdo diminuida em ambas cepas (244!
apa = 0,19 e 2724C 1 = 0,60) (Figura 8).

Os genes cSUAB de AbA (24%'=0,08) e AbH (2“'= 0,09 ) tiveram
sua expressdo diminuida no biofilme (Figura 8). Contudo o gene que codifica o
sensor de dois componentes, bfmRS, n&o apresentou variagdo significativa na
expressdo entre as duas condicbes (224! apa = 0,75 € 224Ct oy = 0,90),
indicando que ele é sempre expresso da mesma forma (p >0,05), independente
da condicdo de crescimento.

Os genes pgaA (2% ypa = 1,65 e 272% \uh = 1,95), bap (2722 ppa =
2,02 e 22%% \p1 = 1,43) e ompA (24 gpa = 2,35 e 2744C 5\ = 10,39) tiveram um
aumento na expressao génica na condicdo de biofilme. Ainda, o gene opmA
teve expressao mais acentuada na amostra hospitalar AbH, durante o biofilme
guando comparado com o aumento da expressao na amostra ATCC, AbA. Ja

o gene abal foi mais expresso em AbA (24 =

2,09) enquanto que na cepa
clinica AbH (2'AACt = 1,08) né&o variou sua expressao durante as duas

condigbes (Figura 8).
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O operon iscR (2! ppa = 6,01 & 2% ppyy = 4,84), iscS (27 ppa =
3,69 e 224t 1 = 3,63), iscU (274! ppa = 1,48 € 2744C 511 = 6,29) e 0 gene csdA
de AbH (22" ,n = 5,56) tiveram sua expressdo aumentada durante a
formacdo do biofiime (Figura 8). Ja o gene csdA de AbA nao variou a
expressdo entre a vida plancténica e o biofilme. Além disso, iscU foi mais

expresso na amostra AbH.
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Figura 8: Perfil transcricional dos genes wspR, eal, eagg, pilZ, pgaA, ompA, bap, abal, bfmRS,
CSUAB, iscRSU e csdA durante a formacé&o de biofilme bacteriano. Andlise quantitativa por RT-gPCR
de AbA e AbH. Expressdo relativa dos genes possivelmente envolvidos na formacgdo de biofilme

analisados a partir do RNA total (condigdo teste) pelo método de expresséo relativa Z'AACt, onde o RNA

total das células plancténicas foi utilizado como condi¢&o controle. Os valores foram normalizados com o
gene constitutivo gyrB. Os dados estédo apresentados de acordo com o nivel de aumento ou diminuigao

~ . ~ i ~ I -AACt
na expressdo relativa, em comparagcdo com o gene constitutivo ndo mostrando variagcdo (2 =1.0).
Foram utilizadas triplicata biologica e quatro replicatas experimentais para a RT-gPCR. *Indica diferenca

estatistica em uma andlise prévia entre o dados do ACt do biofilme,quando comparados com ACt das
células planctdnicas.
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4.5 — Analise genotipica do gene wspR

Pela andlise da reacdo de PCR com o0s primers projetados foi
identificado a presenca do gene wspR nas 3 cepas de A. baumannii testadas
(Figura 9), indicando que esse gene é provavelmente bem conservado entre as
linhagens patogénicas de A. baumannii. Podemos deduzir que, assim como

para P. aeruginosa, € um gene amplamente distribuido nesse género também.

1,5Kb

1.0Kb 1,23Kb

FIGURA 9: Produto da amplificacdo do gene wspR (1,23 Kb) de Acinteobacter
baunami em gel agarose 1% corado com brometo de etidio. (M): Marcador de peso molecular

(1Kb invitrogen); (1) amostra AbC (2) amostra AbA (3) amostra AbH e (4) controle negativo.

Apos a transformacdo por choque térmico somente um clone
apresentava o vetor recombinante pCR-Blunt::wspR contendo o gene de
interesse confirmado pela clivagem com as endonuclease de restricdo Ndel e

BamHI (Figura 10).
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1,23Kb

FIGURA 10: Clivagem do recombinante pCRBIlunt:wspR clivado com as
endonuclease de restricdo Ndel e BamHI em gel agarose 1% corado com brometo de etidio.
(1) Marcador de peso molecular (1Kb invitrogen), (2) pCRBIunt::wspR clivado com as enzimas
de restricdo Ndel e BamHI; (3) pCRBIlunt::wspR clivado com a endonuclease de restricado Ndel

e (4) pCRBIlunt::wspR clivado com a endonuclease de restricdo BamHI.

A sequéncia de DNA ligada ao plasmideo recombinante
pCRBIlunt::wspR foi sequenciada para verificacdo do grau de homologia do
gene clonado com a sequencia de referéncia wspR - putative two-component
response regulator (GenelD:4919481) de A. baumannii ATCC 17978. O inserto
apresentou 98% de homologia entre a sequencia de nucleotideos e 99% de
homologia entre a sequencia de aminoacidos (Figura 11) com o gene de
referéncia analisando os resultados gerados pelo programa EBI- clustal W.
Pela analise podemos afirmar que o gene clonado é o wspR de Acinetobacter
spp. Pelas andlises primarias no programa ExPaSy, essa possivel WspR de
Acinetobacter baumannii possui 46,5 kD e ponto isoelétrico de 6,10.
(http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam1?D0C7F2@noft@) e

verificando os dominios conservados pelo NCBI verifica-se a presenca do
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dominio

ciclase(Figural2).
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Figura 11: Alinhamento do fragmento sequenciado e traduzido com a sequéncia de

aminoéacidos do gene wspR de Acinetobacter baumannii ATCC 17978 pelo programa EBI
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Figura 12: Dominio conservado da proteina WspR- putative two-component response regulator,

uma diguanilato ciclase de Acinetobacter baumannii ATCC
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5. DISCUSSAO

5.1 — Amostras

Apés a identificacdo bioquimica as cepas HCPA (AbC) e HPS (AbH)
utilizadas no presente estudo, obtidas de dois hospitais de Porto Alegre, foram
classificadas como pertencentes a espécie A. baumannii. Quanto ao perfil de
susceptibilidade das amostras foi observado que a cepa ATCC 19606 (AbA)
apresentou sensibilidade a muitos antimicrobianos; a cepa AbH apresentou
resisténcia a varias classes de antimicrobianos, exceto aos carbapenémicos e
doxiciclina; e a cepa AbC apresentou resisténcia a quase todos
antimicrobianos, inclusive carbapenémicos, exceto resisténcia a doxiciclina,
sendo considerada uma cepa MDR (Kempf & Rolain, 2012).

Como em outros paises, no Brasil ja foram descritas infeccbes
hospitalares causados por AbLMDR em vérios estados do pais (Levin et al.,
1996; Sader et al.,2001; Sader et al., 2005; Furtado et al., 2011; Oliveira et al.,
2012; Toledo et al.,, 2012). Um estudo que avaliou a epidemiologia e
microbiologia de bacteremias hospitalares no Brasil utilizando os dados do
SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological Importance)
Brasileiro, que incluiu 16 hospitais brasileiros e 2.563 pacientes, entre 2007 e
2010, constataram que 11,4% foram causadas com Acinetobacter spp. (Marra

et al, 2011). Na cidade de Porto Alegre, entre 0sS anos



de 2004 e 2008 mais de 500 casos foram detectados envolvendo surtos em 16
hospitais (Breier & Martins, 2008; Martins et al 2009; Martins et al., 2012).

Esse patdégeno possui capacidade de adquirir resisténcia aos
antimicrobianos usados na pratica clinica, e sua resisténcia vem aumentando
com o passar dos anos (Kempf, et al. 2012). Cepas MDR representam um
grande problema, visto que o tratamento das infec¢des se torna extremamente
dificil e infec¢cdes causadas por esse patdgeno, quando ocasionada por cepas
AbMDR, apresentam elevadas taxas de morbidade e mortalidade (Falagas et
al., 2008; Lee et al., 2012). Um estudo realizado por Prates et al. 2011 com 66
pacientes internados na UTI de um hospital de Porto Alegre infectados ou
colonizados por A. baumannii MDR, entre os anos de 2006 e 2008, observou
gue a taxa de mortalidade em 30 dias foi de 47%, tendo como fator de risco
associado a mortalidade o choque séptico e escore de gravidade APACHE Il
(Prates et al., 2011).

Para o tratamento de infeccbes causadas por cepas MDR, como
observado na cepa ADbC, as escolhas terapéuticas possiveis sdo o0s
antimicrobianos tetraciclico tigeciclina, além da colistina e polimixina B
(Mezzatesta et al., 2008; Wood et al., 2003), sendo a doxiciclina (uma
tetraciclina) também eficiente contra cepas MDR (Bantar et al., 2008). Estudos
tem observado que o uso de sulbactam (inibidor de B -lactamases) associado a
ampicilina também é uma alternativa eficiente para o tratamento de algumas
infecgbes por A. baumannii MDR (Kempf, et al., 2012; Higgins, et al., 2004;
Woods, 2002), entretanto as cepas AbH e AbC mostraram-se resistente a esta

combinacao.
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5.2 — Biofilme

Acinetobacter baumannii possui capacidade de provocar surtos de
infeccbes hospitalares recorrentes. Uma das provaveis explicacbes para a
persisténcia no ambiente hospitalar € a sua conhecida capacidade de formar
biofilme em superficies abidticas (Vidal et al.,1996; Rodriguez-Bafio et al.,
2008; Gaddy & actis, 2009). No presente estudo foi observado que as trés
cepas testadas apresentaram capacidade de formacdo de biofilme. No
crescimento a 37°C em meio LB, todas as amostras foram classificadas fortes
formadoras de biofilme, e a presenca da glicose aumentou significativamente a
quantidade de biofilme formado. A influencia da glicose na formacdo de
biofilme é relevante e poderia explicar o fato de que pacientes diabéticos sao
10 vezes mais propensos a desenvolver infeccbes por A. baumannii, do que
individuos ndo-diabéticos (Alsultan et al., 2009). A diabetes é considerada uma
comobirdade que influencia na colonizagéo e infec¢do por esse patégeno, além
de contribuir para o mau prognaéstico do paciente, levando a um maior indice de
mortalidade (Koprnova et al., 2001; Chen et al., 2001; Falagas et al., 2007;
Michalopoulos et al., 2011; Prata-Rocha et al., 2012).

Quando submetidas ao crescimento a 25°C, as cepas apresentaram
um fenodtipo de fortes formadoras de biofilme em LB e em LB suplementado
com glicose. Ao mesmo tempo, as cepas quando crescidas em meio LB
apresentaram biofilmes mais espessos a 25°C quando comparados com as
cepas que cresceram a 37°C. Apesar do numero limitado de amostras desse
estudo e algumas diferencas metodoldgicas, os resultados condizem com 0s

achados por Marti et al. (2011), que analisaram a capacidade de formacédo de
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biofilme de 64 cepas A. baumannii, crescendo em caldo Mueller Hinton, por 72
horas, e observaram que a formacéo de biofilme foi maior a 25°C do que a
37°C (Marti et al., 2011). Portanto, a persisténcia de A. baumannii no ambiente
hospitalar pode ser explicada por sua capacidade de formacao de biofilme nas
superficies abidticas, como plastico e vidro, a temperatura ambiente,
provavelmente resistindo a desinfeccao (Rajamohan et al., 2009).

Entretanto, quando crescidos em LB com suplemento de glicose, as
temperaturas de 25°C e 37°C ndo influenciaram a quantidade de biofilme
formado. Resultados semelhantes foram demonstrados por Breij et al. (2010),
qgue utilizaram o mesmo tempo de crescimento, porém empregaram um meio
minimo M63, temperaturas de 28 e 37°C, e 45 cepas A. baumannii. Assim,
podemos observar que 0 meio de crescimento e a temperatura sdo variaveis
importantes que irdo determinar a quantidade de biofilme formada por esse
patdgeno.

Na presenca da urina, as cepas AbA e AbC foram classificadas
como fracas formadoras e a cepa AbH como moderada formadora de biofilme.
Ja no meio LB suplementado com sangue, AbA e AbH apresentaram fenotipo
de fortes formadoras, e AbC foi moderada formadora de biofilme. A capacidade
de formar biofilme nesses meios é um fato extremamente relevante e sua
importancia deve ser levado em consideracdo na clinica, visto que A.
baumannii causa infec¢cbes no trato urinario e bacteremia em pacientes
imunodeprimidos ou com doencas de base, e tem como um dos fatores
predisponentes de infeccbes o uso de cateter urinario e catetere venoso

central. Assim, as bacteremias associadas ao uso de cateter venoso central
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possuem uma alta taxa de mortalidade e as infec¢des urinarias resultantes do
uso de cateter tem carater recorrente (Jung et al., 2010; Lee et al., 2010; Pour
et al., 2011; Apisarnthanarak et al., 2011; Marra et al., 2011 Dijeribi et al., 2012).

Sabe-se que a maioria das infeccbes hospitalares esta
provavelmente relacionada a biofilmes em cateteres. De fato, os biofilmes se
formam em quase todos os dispositivos médicos de uso interno. Tecidos
obtidos de infec¢Bes cronicas nao relacionadas a aparelhos médicos, também
mostraram a presenca de biofilme bacteriano cercado por uma matriz de
exopolissacarideo. Por essa razao, infec¢des causadas por biofilme geralmente
mostram sintomas recorrentes, apos ciclos de terapia com antibiético, até que a
populacdo séssil seja cirurgicamente removida do corpo. (Costerton et al.,
1999; Hanna et al., 2004).

A cepa AbC multirresistente formou menos biofilme quando
comparado com as cepas mais sensiveis aos antimicrobianos. Esse resultado
difere de alguns estudos que demonstraram que isolados clinicos de AbMDR
apresentam uma elevada capacidade para formar biofilme, havendo uma
associacao significante entre multiresisténcia e o biofilme (Shin et al., 2008;
Rao et al. 2008). Entretanto, nosso resultado é condizente com outros estudos,
0S quais constataram que amostras mais sensiveis a antibiéticos foram
maiores produtores de biofilme (Wroblewska et al., 2008; King et al., 2009).
Uma possivel explicacdo para este fato € que isolados formadores de biofilme
nao sao tdo dependentes de genes e mecanismos de resisténcia a antibioticos,
visto que o proprio biofilme possui capacidade de proteger as células da agéo

antimicrobiana, dessa forma contribuindo para sua sobrevivéncia no ambiente
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hospitalar (Rodriguez-Bano et al., 2008; Wroblewska et al., 2008; Li et al.,
2007).

Portanto, é notdrio que a capacidade desse patdégeno de formar
biofiilme € multifatorial e diversa, assim como adaptavel a natureza da
superficie nas quais as ceélulas estdo interagindo. A elucidacdo dessas
interacbes complexas é importante, ndo apenas para entender melhor a
patobiologia do A. baumannii, mas também para identificacdo de novos alvos
para futuras estratégias antimicrobianas (Gaddy et al., 2009).

5.3 — Analise transcricional de genes envolvidos na formacéo e
manutencédo do biofilme de A. baumannii

5.3.1 — Proteinas responsaveis pelo metabolismo de guanosina
monofosfato dimérica ciclica (c-di-GMP)

As trés amostras possuiam o gene wspR, cuja proteina codificada
apresenta o dominio GGDEF, responsavel pela atividade diguanilato ciclase.
Além disso, 0 gene wspR teve sua expressdo aumentada na condicdo de
biofiilme de AbA e AbH. Ainda, esse aumento na expressao foi maior na
amostra AbH, podendo ser um indicio que essa proteina seja bem conservada
entre as amostras de A. baumannii, sendo o produto gerado pela enzima, a
molécula de c-di-GMP, um importante regulador na mudanca entre a fase
planctonica e a fase séssil, assim como para P. aeruginosa (Hennge, 2009).
Porém, devem ser realizados mais estudos para verificar a atividade dessa
proteina.

O c-di-GMP estimula a Dbiossintese de adesinas e

exopolissacarideos da matriz em biofilmes (Spiers et al., 2003), interfere nas
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funcdes de viruléncia aguda e inibe varias formas de motilidade, estando
universalmente envolvido no controle da troca entre o estilo de vida plancténico
movel e o biofilme séssil da bactéria (D'Argenio et al., 2002). Sendo assim, as
enzimas envolvidas no metabolismo do c-di-GMP podem ser alvos promissores
para drogas anti-biofilme (Povolotsky e Hengge, 2012). Além disso, foi descrito
gue a adicéo de c-di-GMP exdgeno é capaz de inibir a formacéo do biofilme por
varias bactérias patogénicas e seu potencial como adjuvante em vacinas tem
sido demonstrado em experimentos de imunizacdo com ratos (Karaolis et al.,
2005, Ishihara et al., 2009; Yan et al., 2010; Zhao et al., 2011;). Ainda, a
diguanilato ciclase € essencial para a inducdo de biofiime mediada por
aminoglicosideos e esta envolvida com a resposta a cloranfenicol e tetraciclina.
Em E. coli, a alta concentragcdo de c-di-GMP super-regula a producao de
PNAG, aumentando a transcricdo de seu operon, sendo uma pré-condicdo
para a producao de biofilme induzido por antibiético (Boehm et al., 2009; Perez-
Mendoza et al., 2011).

Os genes eal de ambas as amostras ndo apresentaram variagao
significativa na expressao génica entre a condicao planctdnica e a condi¢ao de
biofilme. Esse gene codifica proteinas com o dominio EAL, que provavelmente
tem funcdo de fosfodiesterase, a qual cliva a molécula de c-di-GMP
(Tchigvintsev et al., 2010). A proteina fosfodiesterase DipA de P. aeruginosa
aumenta sua atividade em resposta a mudancas repentinas nas concentracdes
de nutrientes, reduzindo os niveis de c-di-GMP quando comparados com o
biofilme e células planctonicas (Roy et al., 2012). Igualmente, 0 gene eal de A.

baumannii pode variar sua expressdo somente durante variagées bruscas no
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meio em que se encontra, sendo uma possivel explicagdo para eal nao ter

apresentado uma variagcdo em sua expressao nas condicoes testadas.

As proteinas com dominio EAL reduzem os niveis intracelulares de
c-di-GMP, estando associadas com aumento da motilidade e reducdo da
formacdo de biofilme. Proteinas com funcdo fosfodiesterase também
aumentam a viruléncia em infec¢des agudas. Em E. coli, a proteina que possui
dominio EAL designada VmpA somente esta presente na E. coli
enterohemorragica (EHEC) sorotipo O157:H7, estando ausente em E. coli ndo
patogénica (Branchu et al., 2012). Na Salmonella enterica Var. Typhimurium, a
proteina CdgR, que possui dominio EAL, controla diversas funcdes relevantes
na interacdo microrganismo-hospedeiro como a resisténcia ao peroxido de
hidrogénio e resisténcia a morte pelos macréfagos (Hisert et al., 2005). Dessa
forma o estudo de proteinas que possuem dominio EAL e funcdo de
fosfodiesterase em A. baumannii é de grande importancia, pois podem elucidar
possiveis mecanismos de patogenicidade.

O gene eagg de AbA ndo apresentou variagdo na sua expressao.
Por outro lado, o gene eagg de AbH foi menos expresso no biofilme. Esse gene
codifica proteinas com o dominio EAL e dominio GGDEF. Visto que tal proteina
possui 0s dois dominios tanto para formar, como para quebrar a molécula de c-
di-GMP, é plausivel que sua expressao nao varie entre a condicao de biofilme
e de vida livre. Além disso, A. baumannii possui outras proteinas que podem
estar desenvolvendo sua atividade em AbA e AbH, durante a formacédo do

biofilme.
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O gene pilZ teve sua expressao diminuida em AbA e AbH. O
dominio pilZ faz parte de proteinas efetoras ligantes de c-di-GMP. Existe a
possibilidade de haver outras proteinas com dominio PilZ em A. baumannii
desempenhando tal funcdo. Além disso, como a atividade da proteina €
aumentada pela ligacdo de c-di-GMP, essa deve ser a forma de regulacéo
intracelular, ndo havendo uma regulacéo significativa a nivel transcricional. Ao
se ligar com outras proteinas, PilZ afeta a motilidade e expressdo de
exopolissacarideos, possuindo importante funcdo na formacdo de biofilme
mediada por c-di-GMP, além de influenciar na viruléncia (Hengge, 2009; Pratt
et al., 2007).

Os dados obtidos até o momento a respeito dos genes responsaveis
pelo metabolismo de c-di-GMP em Acinetobacter sdo de analises protedmica
(Shin et al., 2009) e de dados depositados em bancos de dados de genes e
proteinas como o GenBank. Esse € o primeiro estudo a analisar os genes
responsaveis pelo metabolismo de c-di-GMP em A. baumannii e sua expressao
durante a formacédo do biofilme. Visto sua importancia na regulacdo celular,
mais estudos devem elucidar as proteinas envolvidas nesse processo em A.
baumannii.

5.3.2 — Proteinas responsaveis pelo pili CsuAB e sistema de
transducé&o de sinal com dois componentes BfmRS.

Segundo Tomaras et al (2003), os genes csuA e csuB, os quais
codificam as proteinas CsuA e CsuB, que sdo subunidades do pili de A.
baumannii, e fazem parte do operon csuABCDE. Nesse trabalho os genes

CSUAB das cepas AbA e AbH tiveram sua expressdo diminuida no biofilme de
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24 horas. O resultado poderia ser explicado, pois a expressao de csuAB pode
ser requerida somente no inicio da formacéo do biofilme sendo sua expressao
inibida nos passos seguintes, visto que tais genes sdo importantes nas
primeiras etapas da formacao de biofilme em superficies plasticas (Tomaras et
al., 2003). Além disso, a producdo desse tipo de apéndice ndo esta
correlacionado com a quantidade de biofilme formado por diferentes isolados
clinicos em superficies de plastico e vidro (McQueary & Actis, 2011).

Este resultado poderia ainda indicar que a expressdo desses genes
pode ndo ser necesséria para a formacédo do biofilme nesses isolados, assim
como constatado no trabalho de Breji e colaboradores (2009) no qual o operon
csUABCDE néo foi necessario para aderéncia a células bidticas. A. baumannii
pode se aderir as superficies bidticas por meio de pili curtos, produzidos
independentemente desse operon, sendo vistos principalmente do lado que a
bactéria se adere a superficie de célula do hospedeiro (Breji et al., 2009).
Também tem sido reportado que nem todas as cepas de A. baumannii
produzem a proteina CsuA/B sugerindo que diferentes isolados clinicos podem
produzir pili com diferentes propriedades fisico-quimicas e funcionais
(McQueary & Actis, 2011).

O gene que codifica o sensor de dois componentes, bfmRS,
apresentou 0 mesmo padrdo de expressao, independente da condicdo de
crescimento. O bfmS, uma quinase sensora, recebe os sinais extracelulares e
guando necessario fosforila bfmR, um regulador de resposta, o qual continua a
traducado de sinais nas células (Tomaras et al. 2008). Assim, o operon bfmRS

regula a transi¢ao da iniciagdo da formacéo de biofilme para a maturacao deste
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(Petrova & Sauer 2009). Portanto, a expressdo constitutiva de bfmRS ressalta
a sua importancia em perceber as condicbes do meio e assim fazer a
sinalizacao intracelular sempre que necessario.

5.3.3 — Proteinas PgaA, Bap e Abal

O gene pgaA apresentou-se superexpresso no biofilme. A proteina
PgaA é importante para a producdo do PNAG, um polissacarideo importante
para formar a camada que protege o biofilme, o EPS. Visto que a integridade
da estrutura do biofilme geralmente depende desses polissacarideos, o
aumento da expressdo desse gene apoia o0s dados da literatura.
Interessantemente, o tratamento com antibiéticos que tenham como alvo o
ribossomo (eritromicina, cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina) parecem
induzir o biofilme através da super-regulacdo de PNAG em E. coli (Boehm et
al., 2009). Esse polissacarideo também apresenta efeitos na interacdo
bactéria-hospedeiro afetando a colonizagéo, viruléncia e evasdo do sistema
imune em infeccBes causadas por espécies Gram-positivas e Gram-negativas,
e também na interacdo com superficies abioticas (Cerca et al., 2007; Sloan et
al., 2007; Vuong et al.,, 2004). Dessa forma, pode ser considerado um
importante fator de patogenicidade de A. baumannii.

A importancia do gene bap também ja foi descrita para a formacéao
de biofilme em A. baumannii. De fato, houve um aumento significativo da
expresséo de bap no biofilme. Bap apresenta uma estrutura similar as adesinas
bacterianas, e pode funcionar como uma adesina intercelular de maneira a
suportar a estrutura madura do biofilme (Loehfelm et al., 2008). As Bap estéo

envolvidas na ligacdo primaria a superficie e também, junto com poli-B-N-
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acetilglucosamina (PNAG), estdo envolvidas na agregacdo célula-a-célula,
influenciando assim na maturacao do biofilme (Latasa et al., 2006). Além disso,
as proteinas Bap podem ser um importante fator de aderéncia a células
eucarioticas por sua propensdo a aumentar a hidrofobicidade superficial da
bactéria, considerado um importante passo na colonizacdo e infeccdo do
hospedeiro (Brossard et al.,, 2011). Ainda, essa proteina € altamente
imunogénica, originando um aumento do nivel de anticorpos quando
administradas em camundongos (Fattahian et al., 2011), podendo ser um
importante alvo terapéutico.

O aumento da expressdo desses genes corrobora os dados ja
descritos na literatura, indicando que para as condicdes testadas eles também
sdo importantes na formagao e na manutencdo do biofilme bacteriano de A.
baumannii.

Por outro lado, o gene abal, o qual direciona a producao de sinais de
uma acil-homoserina lactona (AHL), que funciona como uma molécula
sinalizadora no sistema regulatério quorum sensing (Bassler, 1999; Gonzalez
et al.,, 2009), foi mais expresso em AbA. Porém, a amostra clinica AbH nédo
variou sua expressdo durante as duas condicfes (biofilme e vida planctdnica),
apesar de estudos demonstrarem sua necessidade para a formacéao de biofilme
em A. baumannii (Niu et al., 2008). A proteina Abal apresenta papel importante
em organizar a expressdo de exoproteases, sideroforos, exotoxinas e alguns
metabdlitos secundarios (Bassler, 1999; Gonzalez et al., 2009; Anbazhagan et
al., 2012). Talvez existam outras proteinas responsaveis pela producédo das

moléculas de AHLs, além de Abal, em AbH, ou que outras moléculas do
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quorum sensing possam também estar envolvidas na sinalizacdo dentro do
biofilme.

5.3.4 — Fator de viruléncia OmpA

A proteina transmembrana OmpA funciona como porina,
influenciando na adesdo a superficies e na absorcdo de antimicrobianos. De
fato, ompA foi superexpresso durante a formacdo de biofilme pelas amostras
testadas. Ainda, a expressdo foi mais elevada na cepa hospitalar AbH, que
quando comparado com a cepa AbA (ATCC19606), indicando que poderia
haver uma relacdo entre a resisténcia aos antimicrobianos e a expressao de
ompA.

Estudos demonstraram que a OmpA age como fator de viruléncia
sendo responsavel pela morte celular, resisténcia sérica, adeséo e invasao a
célula hospedeira. A proteina OmpA de A. baumannii (AbOmpA) se liga
diretamente as células eucaribticas e é direcionada até o nucleo através de sua
regido denominada NLS - uma sequéncia peptidica rica em lisina, a qual gera
um sinal de localizacdo nuclear. Essa proteina também foi encontrada em
mitocondrias da célula hospedeira. O direcionamento subcelular de AbOmpA
até a mitocondria induz a apoptose celular pela ativacdo da cascata de
caspases e traducédo de fatores que induzem a apoptose no nucleo (Choi et al.,
2008). Portanto, quando presente no nucleo induz diretamente a citotoxicidade
e morte celular (Choi, 2008; Gaddy, 2009). Acinetobacter baumannii secreta
ompA via OMV, vesiculas, que quando presentes em tecidos infectados
possuem um papel importante na entrega de toxinas e fatores de viruléncia as

células hospedeiras e na inducéo da resposta imune (Moon et al., 2012; Kwon
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et al., 2009). E sabido que AbompA ¢ essencial para A. baumannii se ligar a
superficie bidtica, mas possuindo apenas um papel parcial na formacdo de
biofilme em plasticos (Gaddy et al., 2009). Pela expressdo muito acentuada do
gene opmA na amostra clinica AbH, a qual foi forte produtora de biofilme nos
diversos meios testados, além do aumento da expressdao em AbA, podemos
deduzir que essa proteina possui uma importante funcéo no biofilme quando as
células estédo aderidas a superficies plasticas.
5.3.5 — Proteinas ferro-enxofre (IscR, IscS, IscU)

O operon iscRSU de ambas amostras e o gene csdA de AbH tiveram
sua expressao aumentada durante a formacéo do biofilme. Além disso, iscU foi
mais expressos na amostra hospitalar AbH. Tais genes estdo envolvidos na
formacdo do cofator [Fe-S], de extrema importancia em diferenciados
processos celulares metabolicos e regulatérios. E proposto que em baixas
concentracfes de Fe e/ou estresse oxidativo, a expressdo de iscR é ativada,
resultando em um aumento significante de apo-IscR acarretando na ativacao
do operon suf - um sistema alternativo de sintese do cafator [Fe-S] presente
em E. coli - pela regulagdo de seu promotor, e ndo reprimindo o operon
ISCRSU. Entretanto, em A. baumannii o sistema suf ndo foi observado, ficando
0 sistema isc responsavel, aparentemente, pela maioria da formacdo dos
cofatores [Fe-S] na célula. Assim, a producdo das proteinas IScCRSU e CsdA
provavelmente possuem grande importancia para o biofilme, visto que as
células estdo em condicdes de estresse dentro dele (Crack et al, 2012).

Além disso, a presenca do cofator [Fe-S] tem sido relacionada com a

viruléncia de algumas bactérias, como por exemplo, P. aeruginosa, onde a
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ruptura da regulacédo do suprimento de cofator [Fe-S] atenuou drasticamente a
viruléncia do patdgeno. A proteina IscR controla a formacédo de biofilme em E.
coli, através da regulacdo da expressao da fimbria tipo I. O estudo realizado
por Wu e Outten (2008) mostrou que IscR tem uma importante funcdo na
regulacéo da formacao de biofilme em E. coli, indicando que a delecdo de iscR
leva a uma regulacdo aumentada do operon fimAICDFGH, aumentando a
formacao de biofilme. Além disso, no estudo de Wu e Outten (2008) a delecao
de IscR aumentou a formacédo de biofilme, contudo, em nosso estudo houve
uma superexpressao de IscR, assim poderiamos constatar que essa proteina
mesmo em grande quantidade nao influenciaria negativamente na formacéo de
biofilme em A. baumannii.

Talvez em A. baumannii ndo exista a interacdo de IscR com o operon
fimAICDFGH. Também, esse fato poderia ser explicado pela possivel escassez
de nutrientes e ferro no biofilme que impossibilitaria a formacdo do cofator na
concentracdo necessaria para as células e assim, sem grande concentracao de
[Fe-S], IscR estaria na forma apo-IscR permitindo a expressao de iscS e iscU
importantes para a formacdo do biofilme como observado por Wu e Outten,
(2009) em E. coli, pelo qual a delecdo desses genes inibiu a formacgéo de
biofilme. Além disso, A. baumanni ndo possui o operon suf como a E. coli o
qual é regulado por apo-IscR, ndo havendo a formagédo de cofator de outro
modo a ndo ser pelo operon isc, assim os niveis do cofator ndo subiriam tao
rapido resultando na conformacdo apo-IscR por mais tempo, permitindo a
expressdo de IscSU, necessario para formagdo de biofilme. Portanto, o

resultado € condizente com o aumento de expressdo dessas proteinas nas
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amostras testadas, que além do aumento de IscS e IscU houve também um
aumento da desulfurase CsdA para amostra maior produtora de biofilme, AbH.
Além disso, AbH apresentou uma maior expressao de iscU, assim, poderia
haver uma maior necessidade de formacéo do cofator que influenciaria em uma

maior producédo de biofilme.
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6. CONCLUSOES

As duas amostras clinicas analisadas de pacientes hospitalizados na
cidade de Porto Alegre mostraram-se eficazes formadoras de biofilme em
poliestireno. Da mesma forma, podemos observar que o meio de crescimento e
a temperatura sao variaveis importantes que irdo determinar a espessura do
biofilme formado por A. baumannii. Além disso, as amostras formaram biofilme
em meio suplementado com sangue e em urina. Deste modo, a formacao de
biofilme pode estar relacionada com a patogenicidade de A. baumannii,
principalmente na contaminacdo do ambiente hospitalar e de dispositivos
médicos, sendo um risco para pacientes utilizando cateteres e ventilacao
mecanica e para pacientes diabéticos.

A superexpressdo dos genes wspR, csdA e do operon iscRSU poderia
indicar a sua importancia na formacao de biofilme por A. baumannii, como ja foi
observado para outras bactérias. O aumento de transcricdo dos genes pgaA,
ompA, bap, abal de AbA, apoiam sua importancia na formacao de biofilme por
A. baumannii, como outros grupos ja haviam verificado. A inibicdo dos genes
eagg de AbA, pilZ e csuAB poderia indicar que ndo sao necessarios no biofilme
de 24h. A falta de variagdo na transcricdo dos genes eal, eagg de AbH e abal
poderia indicar que sao sempre necessarios na mesma propor¢cao nao

importando a condicdo de crescimento, planctdénica ou biofilme. Portanto, a



regulacdo positiva dos genes wspR, pgaA, ompA, bap, csdA e do operon
iIsSCRSU é um indicio de sua importancia na formacao e manutencao do biofilme

por esse patdégeno, podendo ser alvos de futuras terapias antimicrobianas.



7. PERSPECTIVAS

Verificar a atividade da proteina WspR em A. baumannii e analisar a sua
importancia para a produgdo de biofilme através de silenciamento génico e
posterior analise fenotipica.

Assim como, pesquisar sobre as demais proteinas estudadas
principalmente a importancia do operon IscRSU para a formagdo de biofilme
por esse patdégeno, pois ndo ha dados na literatura demonstrando essa
relacéo.

Realizar andlise transcricional dos genes testados em outras condicdes
de crescimento, como diferentes meio e temperaturas de formacéo de biofilme,

para verificar se o perfil transcricional se mantém.
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9. ANEXO

LS-Means for Gene*Tratamentos
- +
54 L @ + 9 . - - o o
: Q + f’\ .
& s o . X
= o o © 5 :
= 0+ o2
w le]
- +
7
e Qi
= 5
+
-10
T T T T T T T T \; T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 %, & % 4. 0y O L, L,
sxésf%fo 2 tS’\b?"'S:)'C%'Q’o ;.90 % ;if&“ &C‘ i@ Q?&%%oz,qﬁqve;be{@j?:%b%
g% )\ %\\ g 6, \‘9\& 40\‘7). \‘7} ‘7)\ L e SIX D4 nA,
4&»;0 vy»,oo ORNTXRIR B0
s SRR S UGy Cav Cav e R
Gene
[Tratamentos o Controle + Tratado |

GRAFICO 1: Comparagdo entre os ACts de todos genes testados em cepas de Acintobacter

bamannii (AbA e AbH) sob a forma de vida livre (controle) e em biofilme (tratado).
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GRAFICO 2: Diferenca na expressdo dos genes testado entre as duas amostras AbA (ATCC) e
AbH (HPS), obtido na analise estatistica. Indicando que os genes wspR, ompA, abal, csdA e
iscU possuem diferenca significativa de expressdo entre as duas amostras.
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