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RESUMO

Acinetobacter sp. € um patégeno oportunista de importancia clinica frequentemente
relacionado com infec¢Bes em diversos sitios do corpo humano e é capaz de adquirir
mecanismos e genes de resisténcia a agentes antimicrobianos com facilidade. Os
compostos de quaternario de amoénio (QAC) sdo largamente utilizados como anti-
sépticos e desinfetantes em ambientes hospitalares, no entanto, tém apresentado
problemas de resisténcia por bactérias Gram-negativas, como por Acinetobacter sp. A
presenca do gene gacEAI confere resisténcia ao QAC, sendo este gene encontrado em
integrons de bactérias Gram-negativas e pode ser responsavel por este perfil de
resisténcia. No presente estudo 29 isolados de Acinetobacter baumannii
multirresistentes, 22 de origem clinica e sete de efluente hospitalar, foram testados
quanto a presenca do gene gacEAI através da realizacdo da técnica de PCR. Os mesmos
isolados foram testados em estudo anterior quanto a presenca de bomba de efluxo e os
resultados comparados ao da presencga do gene gacEA1. Verificou-se a presenca do gene
em 13 isolados, sendo que em cinco destes isolados, gacEA1 pode ser o fator essencial
para resisténcia ao QAC e nos demais o perfil de resisténcia foi associado também a
presenca de bomba de efluxo. Além disso, em cinco isolados néo foi identificado nem a
presenca do gene, nem da bomba de efluxo, de forma que, estes devem ter outros
mecanismos de resisténcia ao quaternario de amonio. Desta maneira, pode-se inferir que
a presenca do gene gacEAI possivelmente estd associada a resisténcia ao QAC nos
isolados que o apresentaram.

Palavras chaves: Acinetobacter baumannii; composto de quaternario de aménio; gene
qacEAL.



1. INTRODUCAO GERAL

A significancia das bactérias patogénicas encontradas no meio ambiente e que
causam doencas em humanos sempre foi relevante, pois acarreta infec¢cbes em todo o
mundo. Atualmente muitas destas bactérias responsaveis por diversos tipos de infecgdes
sdo caracterizadas por um perfil de multirresisténcia a antimicrobianos utilizados na
rotina do tratamento, tornando-o ainda mais dificil.

O aumento da resisténcia a antimicrobianos e também a compostos desinfetantes
tem causado preocupacdo aos 6rgdos de salde publica em todo mundo. Bactérias que
antes apresentavam uma patogenicidade questionadvel, hoje sdo vistas como causadoras
de infeccBes importantes. Um dos grandes problemas é o uso inadequado de agentes
antimicrobianos que pode promover esta selecdo de bactérias resistentes.

A disperséo de bactérias multirresistentes no ambiente é um fator importante para
a disseminacdo da resisténcia, facilitando a introducdo de genes de resisténcia em
ecossistemas bacterianos naturais. Um dos meios mais envolvidos nesta disseminacéao é
o meio hidrico como os efluentes hopitalares, onde a auséncia de um tratamento
adequado de esgoto hospitalar proprociona este fato.

Um dos microorganismos presentes em efluentes hospitalares é o género
Acinetobacter sp., um cocobacilo Gram-negativo, ndo fermentador, aerdbico
considerado um patdgeno oportunista de importancia clinica que afeta principalmente
pacientes imunocomprometidos, podendo ocasionar infeccbes em diversos sitios do
corpo humano. Eles sdo comumente associados a colonizacdo da pele de pacientes

hospitalizados e tém sido associados com infecgdes graves, como infeccdes causadoras



de pneumonia, bacteremia urinaria, infecccdes do trato urinario, infecces de feridas e
meningite mundial (Misbah et al., 2005).

Dentro deste género, a espécie Acinetobacter baumannii se destaca pela sua
presenca em surtos de infeccGes nosocomiais que se tornaram freqlientes em hospitais
em todo o mundo, causando alta mortalidade se ndo devidamente controlados. Estes
microrganismos sdo muito versateis, crescendo em amplas faixas de temperatura e pH, e
tais propriedades explicam a capacidade dos mesmos persistirem em condi¢fes umidas
ou secas no ambiente hospitalar, contribuindo assim para a sua transmisséo (Abbo et al.,
2005).

Além disso, Acinetobacter sp. tem uma capacidade inata de aceitar prontamente
DNA exogeno, incluindo determinantes genéticos para a resisténcia aos antimicrobianos.
A sua capacidade intrinseca para desenvolver rapidamente multirresisténcia
antimicrobiana e para sobreviver em longo prazo sobre superficies secas também pode
desempenhar um papel crucial nas infeccdes adquiridas em hospitais (Kawamura-Sato et
al., 2010).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser atribuida devido ao sinergismo entre a
reducdo da entrada da droga (principalmente pela diminuicdo da permeabilidade da
membrana externa) e a expulsdo da droga (via bomba de efluxo), o que se resume em
uma menor suscetibilidade aos antimicrobianos (Magnet et al., 2001). Isso somado a alta
capacidade de adquirir fatores genéticos de resisténcia e a sua resisténcia intrinseca
contribuem para a persisténcia de Acinetobacter sp. multirresistentes no ambiente
hospitalar.

Biocidas, incluindo anti-septicos e desinfetantes, sdo muito utilizados em

hospitais e outros servicos de saude para a contensdo de microrganismos em



equipamentos medicos e ambientes hospitalares. Em particular, os desinfetantes
desempenham um papel importante no controle e prevencdo de Infecgdes Associadas a
Assisténcia a Saude (Kawamura-Sato et al., 2010). Antimicrobianos, detergentes,
desinfetantes e residuos industriais, como metais pesados, geralmente sdo lancados ao
mesmo tempo em corpos d’agua, exercendo uma atividade seletiva neste ambiente.
Desta maneira, o efluente ndo sé constitui uma forma de disseminagdo de organismos
resistentes, mas também se torna uma via pela qual genes de resisténcia sao introduzidos
em ecossistemas bacterianos naturais (Baquero et al., 2008).

A presenca de um gene de resisténcia em seu genoma também pode ser um fator
pelo qual a bactéria adquire um perfil de resisténcia. Os genes de resisténcia geralmente
estdo localizados em integrons, os quais sdo sistemas de recombinacdo naturais que
permitem a captura e expressao de cassetes génicos (Moura et al., 2007). Os integrons
sdo compostos de dois segmentos conservados, o segmento conservado 5’ (5’-CS) e 0
segmento conservado 3’ (3°-CS), separados por uma regido interna variavel na qual
podem ser inseridos genes de resisténcia a antimicrobianos, contribuindo para o fenétipo
de multirresisténcia (Hall et al., 1991). Integrons tém sido encontrados em isolados
clinicos e ambientais de Acinetobacter sp. em todo o mundo, principalmente integrons
de classe 1 que sdo mais comumentes encontrados, e tem-se sugerido que os isolados
multirresistentes podem servir como um reservatdrio de genes de resisténcia (Gallego &
Towner, 2001).

Cassetes génicos compreendem uma fase de leitura aberta e um sitio de
recombinacdo, necessario para sua integracdo no integron (Moura et al., 2007). Estes
cassetes sdo capturados pelos integrons e geralmente contém genes de resisténcia a

antimicrobianos e podem ser disseminados para outros patégenos no ambiente hospitalar
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(Partridge et al., 2009; Gallego & Towner, 2001). Além disso, dependem do promotor
do integron para realizacdo da sua transcri¢do, pois ndo possuem promotor proprio
(Recchia & Hall, 1995).

Os compostos de quaternario de amonio (QAC) sao largamente utilizados como
antissépticos e desinfetantes devido a sua acdo surfactante e a baixa toxicidade, aliado ao
seu poder microbiocida. Esses compostos sdo considerados antimicrobianos de pequeno
espectro de acdo, por atuarem sobre bactérias ndo esporuladas, causando uma perda
estrutural da organizacédo e da integridade da membrana citoplasmatica destas bactérias,
juntamente com outros efeitos prejudiciais para o crescimento bacteriano. Agem também
sobre fungos e virus com envoltério lipidico, inativando-os, ndo sendo, porém, capazes
de inativar esporos bacterianos, micobactérias e virus sem envoltério (McDonell et al.,
1999).

Entretanto, bactérias Gram-negativas tém apresentado resisténcia a QAC
presentes em desinfetantes de uso hospitalar e doméstico, indicando que estas bactérias
adquiriram um possivel mecanismo de resisténcia (Miyagi et al., 2000). Em estudos
anteriores a fim de avaliar a prevaléncia de integrons em varios ambientes naturais,
verificou-se que integrons de classe 1 estavam presentes em 3,8% dos isolados
bacterianos (tanto bactérias Gram-positivas, quanto Gram-negativas) em ambientes
contaminados por compostos de quaternario de aménio (Gaze et al., 2005).

A presenca de um gene de resisténcia ao QAC localizado na regido conservada
do integron € um possivel mecanismo para resistir a acdo microbicida deste composto,
fato este que pode selecionar isolados multirresistente aos antimicrobianos. A resisténcia

de A. baumannii ao composto quaterndrio de amonio propicia a sua selecdo dentre as
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ndo resistentes e promove sua sobrevivéncia em hospitais, bem como em efluentes
hospitalares, que pode proporcionar 0 acometimento de pacientes imunocomprometidos.

Genes de resisténcia a antimicrobianos encontrados em isolados estéo localizados
em integrons que por sua vez sdo constituidos de duas regides conservadas e uma
varidvel. A regido conservada 3" do integron de classe 1 geralmente inclui o gene
qacEAI que confere resisténcia a desinfetantes, o gene sull que promove resisténcia
sulfonamidas e uma fase de leitura aberta (ORF5) de funcao desconhecida (Figura 1). O
gacE41 foi descrito como uma versdo modificada do gene gacE, um gene que codifica a
resisténcia a compostos de quaternario de amonio e corantes tais como brometo de
etidio, localizados em integrons de classe 1 de Gram-negativas (Paulsen et al., 1993).
Desta maneira, bactérias que abrigam estes integrons de classe 1 também sdo resistentes

aos desinfetantes como QAC.

atti1

IR1 < Inti1 qacEA1> sul1 > orfs < tniBA1 < tniA [I]]lR‘

§CS — 3'CS

Figura 1: Estrutura esquematica da composicdo do Integron de classe 1. FONTE:
Mendes et al. (2006).

Pouco se sabe sobre a ocorréncia de genes qacE/EA1 e sobre a correlagdo desses
genes com a resisténcia ao QAC. Porém em estudo anterior em relacdo a analise de
isolados clinicos multirresistentes a antimicrobianos, foi relatado que o gene gacE41

sozinho estava presente em 81% dos isolados, indicando uma alta prevaléncia de
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integrons (Kicken, et al., 2000). Devido a este problema de satde publica que vem se
desenvolvendo, é de grande importancia o estudo da causa desta resisténcia para

posterior controle dessa disseminacdo das bactérias multirresistentes.
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RESUMO

Acinetobacter sp. € um patégeno oportunista de importancia clinica frequentemente
relacionado com infec¢es em diversos sitios do corpo humano e é capaz de adquirir
mecanismos e genes de resisténcia a agentes antimicrobianos com facilidade. Os
compostos de quaternario de amoénio (QAC) sdo largamente utilizados como anti-
sépticos e desinfetantes em ambientes hospitalares, no entanto, tém apresentado
problemas de resisténcia por bactérias Gram-negativas, como por Acinetobacter sp. A
presenca do gene gacEAI confere resisténcia ao QAC, sendo este gene encontrado em
integrons de bactérias Gram-negativas e pode ser responsavel por este perfil de
resisténcia. No presente estudo 29 isolados de Acinetobacter baumannii
multirresistentes, 22 de origem clinica e sete de efluente hospitalar, foram testados
quanto a presenca do gene gacEAI através da realizacdo da técnica de PCR. Os mesmos
isolados foram testados em estudo anterior quanto a presenca de bomba de efluxo e os
resultados comparados ao da presencga do gene gacEA1. Verificou-se a presenca do gene
em 13 isolados, sendo que em cinco destes isolados, gacEA1 pode ser o fator essencial
para resisténcia ao QAC e nos demais o perfil de resisténcia foi associado também a
presenca de bomba de efluxo. Além disso, em cinco isolados néo foi identificado nem a
presenca do gene, nem da bomba de efluxo, de forma que, estes devem ter outros
mecanismos de resisténcia ao quaternario de amonio. Desta maneira, pode-se inferir que
a presenca do gene gacEAI possivelmente estd associada a resisténcia ao QAC nos
isolados que o apresentaram.

Palavras chaves: Acinetobacter baumannii; composto de quaternario de aménio; gene
qacEAL.

15



2.2 INTRODUCAO

O aumento relativo de bactérias patogénicas multirresistentes encontradas no
meio ambiente tem causado preocupacgdo aos orgaos de saude publica em todo mundo.
Bactérias que antes apresentavam uma patogenicidade questionavel, hoje séo vistas
como causadoras de infeccbes importantes. Muitas destas bactérias sdo caracterizadas
por um perfil de multirresisténcia a antimicrobianos utilizados na rotina do tratamento,
tornando-o ainda mais dificil. Um dos grandes problemas € o uso inadequado de agentes
antimicrobianos que podem promover o surgimento de bactérias resistentes, bem como a
dispersdo das mesmas, principalmente em meio hidrico como efluentes hospitalares,
onde a auséncia de um tratamento adequado de esgoto hospitalar proporciona este fato.

Um dos microrganismos presentes em efluentes hospitalares sdo os membros do
género Acinetobacter sp., um cocobacilo Gram-negativo, ndo fermentador, aerébico
considerado um patdgeno oportunista de importancia clinica que afeta principalmente
pacientes imunocomprometidos, podendo ocasionar infec¢fes em diversos sitios do
corpo humano. Eles sdo comumente associados a colonizacdo da pele de pacientes
hospitalizados e tém sido associados com infeccdes graves, como infec¢bes causadoras
de pneumonia, bacteremia urinaria, infecccdes do trato urinario, infecces de feridas e
meningite mundial [12].

Entre este género, a espécie Acinetobacter baumannii se destaca pela sua
presenca em surtos de infecgbes nosocomiais que se tornaram frequentes em hospitais
por todo o mundo, causando alta mortalidade quando ndo devidamente controlados.
Estes microrganismos sd8o muito versateis, crescendo em condi¢Ges variadas de

temperatura e pH, e tais propriedades explicam a capacidade dos mesmos persistirem em
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condi¢cbes umidas ou secas no ambiente hospitalar, contribuindo assim para a sua
transmisséo [1].

Biocidas, incluindo anti-sépticos e desinfetantes, sdo frequentemente utilizados
em hospitais e outros servicos de saude para a esterilizacdo de equipamentos medicos e
de ambientes hospitalares. Entre eles, os compostos de quaternario de aménio (QAC)
sdo largamente utilizados como antissépticos e desinfetantes devido a sua baixa
toxicidade, aliado ao seu poder microbicida. Estes produtos sdo geralmente eliminados
ao mesmo tempo na agua de forma inadequada e sem cuidados, exercendo uma
atividade seletiva para as bactérias resistentes [9,2].

Apesar do seu poder microbiocida, o QAC tem apresentado problemas de
resisténcia por bactérias Gram-negativas em desinfetantes de uso hospitalar e doméstico,
indicando que estas bactérias adquiriram um possivel mecanismo de resisténcia [13]. A
presenca de um gene de resisténcia ao QAC localizado na regido conservada do integron
é um possivel mecanismo para resistir a acdo microbicida deste composto. A resisténcia
de Acinetobacter baumannii ao composto quaternario de amoénio propicia a sua selecao
dentre as ndo resistentes e promove sua sobrevivéncia em hospitais, bem como em
efluentes hospitalares, que podem proporcionar 0 acometimento de pacientes
imunocomprometidos.

Genes de resisténcia encontrados em isolados bacterianos geralmente estdo
localizados em integrons, que por sua vez sao constituidos de duas regides conservadas
(3°-CS e 5°-CS) separadas por uma regido interna variavel na qual freglientemente se
encontram. A regido conservada 3” do integron de classe 1 inclui o gene gacEAI que
confere resisténcia a desinfetantes, o gene sull que promove resisténcia a sulfonamidas e

uma fase de leitura aberta (ORF5) de funcéo desconhecida [15].

17



O gacEA1 é considerado uma versdo modificada do gene gacE, e sdo genes que
conferem resisténcia ao QAC e corantes tais como o brometo de etidio [4]. Foi
demonstrado que o gene gacEA1 pode ter evoluido do gene gacE a partir da insercéo de
um segmento de DNA em sua extremidade 3" entre os codons 94 e 95. O gene gacEAl
estd amplamente distribuido por todas bactérias Gram-negativas devido a sua
localizacdo na regido conservada 3' de integrons de classe 1 [15].

O presente estudo teve como objetivo pesquisar a presenca do gene gacEAL1 em
cepas de Acinetobacter baumannii portadoras de integrons de classe 1, mais
especificamente na regido conservada 3", para justificar a sobrevivéncia das mesmas a

certas concentracdes de produtos quimicos de limpeza contendo quaternario de amonio.

2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 Isolados de Acinetobacter sp. analisados

Os isolados clinicos de Acinetobacter baumannii utilizados no presente estudo
sdo provenientes de quatro hospitais de Porto Alegre, RS, Brasil e as de amostras de
efluente, de trés hospitais também de Porto Alegre e foram isolados e identificados em
um estudo anterior [6]. A coleta dos isolados clinicos bem como de amostras de efluente
hospitalar foi obtida no mesmo periodo, sendo os isolados clinicos recolhidos junto aos
laboratérios de analises clinicas de cada hospital. Ap6s isolamento e identificacdo, todos
os isolados foram estocados em caldo BHI com 15% de glicerol e mantidos em freezer a
-20°C.
2.3.2 Selecgéo dos isolados analisados

Um total de 29 isolados bacterianos pertencentes a espécie Acinetobacter.

baumannii foram selecionadas para este estudo, dos quais 22 sdo isolados clinicos e sete
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sdo isolados de amostras de efluente hospitalar. Os isolados foram selecionados por
serem resistentes a0 composto quaternario de amonio estabelecido através do teste de
concentracdo inibitéria minima (CIM) em caldo realizado em estudo anterior [10]. O
quaternario de aménio foi testado nas concentracdes de 0,0625% a 0,0001%. Os isolados
foram considerados resistentes para o quaternario de aménio quando sua concentracao
inibitéria minima se mostrou maior que 0,001% [5].

Dentre os isolados, dois foram utilizados como controle positivo (1C146 e 1C322)
e trés como controle negativo (1C233 e I1C261) para identificacdo da presenca do gene
gacEAl, de acordo com o valor de concentracdo inibitéria minima que eles
apresentaram.
2.3.3 Extracdo de DNA

Todos os isolados de Acinetobacter baumannii utilizados neste estudo tiveram
seus DNAs extraidos segundo Sambrook et al. (1989) com algumas altera¢bes [20].
Foram cultivados em caldo BHI a 37°C por um periodo de 24h. Ap6s a incubacdo, um
volume de cultura crescida foi aliquotado em microtubos e centrifugada a 13000rpm por
5 minutos. O pellet entdo foi suspendido em 700uL de TES, homogeneizado e
centrifugado novamente a 13000rpm por 5 minutos. Foi adicionado 500ul de TEl e
homogeneizado. Foi adicionado 12,5 pL. de Lisozima e incubada a 37°C por uma hora.
Apos esfriar a temperatura ambiente, as amostras receberam 108uL de SDS 20% a 60°C
e SuL de Proteinase K (20mg/ml) e foram incubadas a 60°C por 15 min. Um volume
igual de cloroférmio/alcool isoamilico na proporcdo de 24:1 foi adicionado e
centrifugado a 13000rpm por 5 minutos, resultando em um sobrenadante contendo o
DNA bacteriano. Ao sobrenadante coletado foi adicionado 8ul NaCl 5M e 500uL de

Isopropanol 100% e deixado, no minimo, dez minutos no gelo. Apds este periodo, a
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amostra foi centrifugada a 13000rpm por 15 minutos e o pellet lavado com 100uL de
Etanol 70% e centrifugado a 13000rpm por mais 5 minutos. Foi retirado 0 maximo de
liqguido da amostra, deixando apenas o pellet a secar a temperatura ambiente para
evaporar todo o etanol. Este pellet é entdo suspendido em 50uL de TE2 e adicionado
10uL de RNAse (10mg/ml), resultando em uma amostra com DNA bacteriano, 0 qual
foi submetido a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do gene

qacEAl

2.3.4 Deteccdo do gene gacEA1 por reacdo em cadeia da polimerase

Para amplificacdo do gene gacEAl foram utilizados os pares de
oligonucleotideos iniciadores: 3CSF2 (5"- TCA GGT CAA GTC TGC TT - 3") em
combinacdo com o oligonucleotideo reverso gac R (5"- GCA GCG ACT TCC ACG
ATG - 3") complementar ao segmento da regido conservada 3°CS do integron de classe
1, na qual esta localizado o gene gacEA1. Como alguns isolados foram negativos para
este par de oligonucleotideos, foram utilizados também os oligonucleotideos gac F (5"-
GGC TTT TTC TTG TTA TCG CA - 3) e gac R (5"- GCA GCG ACT TCC ACG
ATG - 3") complementares ao segmento do gene gacEAl.

As reagdes ocorreram para um volume total de 25 pl, contendo DNA bacteriano
1:5 da amostra, 1x de tampéo Taq de reagdo de polimerase, 2,5mM de MgCI12, 200uM
de dNTPs, 1 unidade de Taq polimerase Sp/uL, 1uM de oligonucleotideo. A reacgdo de
PCR para amplificacdo do gene gacEAI utilizou as seguintes condi¢des para ambas as
combinac0es de oligonucleotideo: desnaturacéo inicial a 94°C por 2 minutos, e 34 ciclos

de desnaturacdo por 1 minuto a 94°C, anelamento do oligonucleotideo por 1 minuto a
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57°C, e extensao por 2 minutos a 72°C e por ultimo uma extensdo final por 10 minutos a
72°C. Foi utilizado o termociclador Mastercycler personal (Eppendorf).

Os produtos da técnica de PCR foram analisados através da eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etideo em uma corrida a 80V por cerca de uma
hora. Os produtos amplificados de 420pb com o par 3'CSF2 e gac R e de 340pb com o
par gac R e gac F, quando presentes, foram visualizadas em luz ultravioleta, indicando a

presenca do gene gacEA1 na seguinte amostra.

2.4 RESULTADOS

A deteccdo do gene gacEA1 pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase com
o primeiro par de oligonucleotideos 3"CSF2 e gacR, para a regido conservada 3" do
integron, foi realizado com os 29 isolados de Acinetobacter baumannii. Apenas um
isolado foi positivo para a presenca do gene de resisténcia ao composto quaternario de
amonio, enquanto os demais ndo amplificaram o fragmento correspondente ao gene,
mesmo com CIM maior que 0,001%.

Uma segunda reacdo em cadeia da polimerase foi realizada com um segundo par
de oligonucleotideos gacF e gacR especificos para a seqiéncia do gene gacEAl.
Verificou-se que para os 22 isolados clinicos testados oito amplificaram, e entre os sete
isolados de efluente hospitalar, cinco amplificaram, indicando que estes isolados
possuem 0 gene de resisténcia ao composto quaternario de aménio. Portanto, foi
verificada a presenca do gene em um total de 13 isolados (Tabela 1). Estes mesmos
isolados foram testados anteriormente quanto a presenca de bomba de efluxo como meio

de resisténcia a antimicrobianos e ao composto de quaternario de amonio através da
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analise da concentracdo inibitoria minima (CIM) na presenca e auséncia do inibidor de
bomba de protons carboxilciadina m-clorofenilhidrazona (CCCP) [10].

Entre os 13 isolados, cinco destes apresentaram o0 gene gacEAI e nédo
demonstraram possuir mecanismo de bomba de efluxo, havendo a possibilidade de
apenas a presenca do gene ser essencial para a resisténcia nestes isolados e 0s demais
puderam ser relacionados com a presenca de bomba de efluxo. Além disso, em outros
cinco isolados ndo foi identificado nem a presenca do gene nem da bomba de efluxo,

indicando outros possiveis mecanismos de resisténcia nos mesmos.

2.5 DISCUSSAO

A maioria dos estudos sobre o aumento da resisténcia de isolados bacterianos se
rettm a andlise de multirresisténcia a antimicrobianos, porém poucos procuram a
possibilidade de surgimento de isolados resistentes a produtos anti-sépticos e
desinfetantes utilizados na rotina de limpeza de um ambiente hospitalar, uma vez que ja
se tem visto uma reducdo das atividades bactericidas de desinfetantes em isolados
clinicos de Acinetobacter sp. [9].

Alguns fatores podem favorecer a aquisicdo de multirresisténcia: o primeiro € a
habilidade de sobreviver no ambiente e em reservatério humano, o segundo é a
aquisicdo de elementos genéticos, como plasmideos, transposons e integrons, e 0
terceiro fator é a resisténcia intrinseca destes microrganismos [21]. Isolados clinicos de
Acinetobacter baumannii tém demonstrado possuir uma capacidade natural para a
aquisicdo de material genetico, o que facilita a aquisicdo de genes de resisténcia e

viruléncia [3].
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Os 29 isolados de Acinetobacter baumannii foram testados para a presenca do
gene de resisténcia a quaternario de amoénio gacEAI com dois pares de
oligonucleotideos. No primeiro PCR com o par desenhado para a regido conservada 3
do integron apenas um isolado apresentou-se positivo. Isso pode ser explicado pela
possibilidade da regido 3" estar truncada e desta forma o oligonucleotideo ndo consegue
se anelar com eficiéncia, uma vez que foram relatados integrons de classe 1 sem a regido
3" conservada, com conseqliente auséncia do gene gacEAI que se encontra neste
segmento, embora sejam integrons nao classicos [19].

A presenca de bomba de efluxo em Acinetobacter baumannii como um meio de
resisténcia a antimicrobiano ja foi demonstrado na literatura. Em 2001, o sistema
AdeABC de bomba de efluxo, foi identificado em isolados multirresistentes a
antimicrobianos de Acinetobacter baumannii [14].

Os mecanismos moleculares de Acinetobacter baumannii que determinam a
susceptibilidade diminuida a desinfetantes ainda permanecem desconhecidos. Além da
possibilidade de presenca do gene que confere resisténcia, o papel da extrusao ativa e o
envolvimento do sistema de efluxo AdeABC na diminuicdo da suscetibilidade a biocidas
em Acinetobacter baumannii também foi demonstrado por um estudo de Rajamohan G.
et al. (2010). Para isto, Rajamohan testou o efeito do inibidor de bomba de préton
carboxilciadina m-clorofenilhidrazona (CCCP), na suscetibilidade dos biocidas em
isolados clinicos, verificando que a adicdo do composto diminuiu a concentracao
inibitéria minima de varios biocidas, incluindo o composto quaternario de amonio de
duas a doze vezes [18].

Da mesma forma, esta reducdo da CIM a composto de amodnio com a presenca de

CCCP foi observada em alguns isolados clinicos e de efluente hospitalar em estudo

23



anterior, incluindo os isolados analisados neste estudo [10]. Assim, a reducdo da
concentracdo inibitéria minima para QAC devido a adicdo de CCCP nos permitiu
determinar a presenca de bomba de efluxo nestes isolados.

Com os resultados do presente estudo verificamos a presenca do gene gacEAl
responsavel pela resisténcia ao QAC, assim como o uso de bomba de efluxo, que em
conjunto geralmente participam na resisténcia dos isolados de Acinetobacter sp. Na
Tabela 2 estdo apresentados em conjunto os resultados deste trabalho para presenca do
gene de resisténcia para QAC, assim como valores de CIM para o quaternario de aménio
e a diminuicdo da concentracdo inibitéria minima na presenca do inibidor CCCP
determinada em um estudo anterior, bem como o possivel mecanismo de resisténcia
utilizado por estes isolados.

Os cinco isolados que foram considerados resistentes pelo teste de concentracao
inibitéria minima e foram negativos para a presenca de bomba de efluxo e do gene,
podem ser portadores de outros tipos de bomba de efluxo que ndo sdo inibidas por
CCCP, mas podem ser inibidas por outras moléculas inibidoras. Varios inibidores de
bombas foram descritos, dentre eles, o fenil-arginina-p-naftilamina (PABN), o 1-(1-
naftilmetil)-piperazina (NMP) e o carboxilciadina m-clorofenilhidrazona (CCCP), este
ultimo utilizado nos isolados do presente estudo [16].

Uma menor suscetibilidade de bactérias Gram-negativas a compostos
antissépticos quando comparadas a Gram-positivas esta relacionada a presenca da
membrana externa de natureza lipoprotéica que age como uma barreira, limitando a
entrada de muitos tipos de agentes antimicrobianos quimicamente nédo relacionados [13].
Apesar de ndo se conhecer 0 mecanismo exato de resisténcia ao QAC por estas bactérias

parece estar relacionada a uma adaptacdo fisiolégica em resposta a mudancas
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ambientais, onde se acredita que possa envolver uma regulacdo metabolica induzida pela
presenca do biocida, principalmente com alteragfes na membrana externa das células,
uma vez que o modo principal de acdo de QAC contra células microbianas € a interacédo
com as membranas celulares que causam perturbacGes e vazamento do contetdo celular
[13, 8, 11].

Além de expressao de bombas de efluxo, a diminuicdo da expressdo de porinas
foi relatada como parte da resisténcia intrinseca ao QAC demonstradas em bactérias
Gram-negativas [7]. Alteracdes na expressao de porinas, por exemplo, pode ser um
mecanismo de resisténcia ao QAC que resulta na diminuicdo da permeabilidade dos
agentes antimicrobianos através da membrana externa da célula bacteriana, impedindo a
difusdo de moléculas para o interior da célula [17, 13]. Contudo, também ha relatos de
uma resisténcia adquirida, onde mudancas relatadas na susceptibilidade para QAC foram
associadas a hiperexpressdo de bombas de efluxo e a permeabilidade reduzida ou a
estabilizacdo da membrana através de modificacbes em lipopolissacarideos (LSP),
fosfolipidios, ou proteinas de membrana, como em Pseudomonas aeruginosa que se
observou um aumento no conteido do ion Mg+ na composicdo do LPS, fortalecendo as

ligacGes entre eles [7].

2.6 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel verificar a presenca do gene gacEAI de resisténcia ao
QAC em alguns isolados analisados, assim como o da presenca de bomba de efluxo
inibida por CCCP de forma que estes mecanismos estdo envolvidos na resisténcia aos
desinfetantes contendo composto quaternario de amonio. Entretanto, € necessario

pesquisar outros possiveis mecanismos de resisténcia que estes isolados podem
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apresentar para inferir com maior clareza quais 0s mecanimos determinam sua
multirresisténcia. Porém, ndo podemos descartar a importancia destes mecanimos

analisados, ja que estavam presentes na maioria dos isolados de Acinetobacter

baumannii estudados.
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2.8 TABELA 1: Resultado da verificagdo da presenca do gene gacEA1 dos isolados de

Acinetobacter baumannii.

Isolados clinicos

Isolados

Presenca do
gene gacEAl

IC

146

+

IC 322

IC 233

IC 297

IC 261

IC 304

IC 273

IC 264

IC

194

IC

188

IC

123

IC 317

IC 280

IC 266

IC 298

IC

147

IC 205

IC

122

IC 254

IC

104

IC

103

IC 283

Isolados de

efluente
hospitalar

A81

A26

Al6

G9

03

06

018

[+ |+ [+
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2.9 TABELA 2: Correlacao entre os resultados referentes a presenca do gene gacEAI, a

concentracdo inibitéria minima (CIM) para o composto quaternario de aménio e CIM

com adicdo do inibidor da bomba de proton CCCP.

QAC
Isolados ngeSerc%ZO] CIM (%)* CII\/I(;)C):ECP Mecanismo
IC 146 + 0,0156 0,0156 Gene
IC 322 + 0,0156 0,0156 Gene
IC 233 - 0,0001 Sensivel Sensivel
IC 297 + 0,0001 Sensivel Sensivel
IC 261 - 0,0001 Sensivel Sensivel
" IC 304 - 0,0039 0,0039 Outro mecanismo
S IC 273 + 0,0039 <0,001 Gene + Bomba
k= IC 264 + 0,0078 0,0039 Gene + Bomba
© IC 194 + 0,0078 0,0078 Gene
8 IC 188 - 0,0039 0,0009 Bomba
E IC 123 - 0,0156 <0,0001 Bomba
Q IC 317 - 0,0039 0,0039 Outro mecanismo
- IC 280 - 0,0078 0,0039 Bomba
IC 266 - 0,0039 0,0039 Outro mecanismo
IC 298 - 0,0019 <0,0001 Bomba
IC 147 - 0,0039 0,0039 Outro mecanismo
IC 205 - 0,0019 <0,0001 Bomba
IC 122 + 0,0019 <0.0001 Gene + Bomba
IC 254 - 0,0078 0,0039 Bomba
IC 104 + 0,0078 0,0039 Gene + Bomba
IC 103 - 0,0078 0,0039 Bomba
IC 283 - 0,0156 0,0156 Outro mecanismo
A81 + 0,0078 0,0078 Gene
@ « |A26 0,0039 <0,0001 Bomba
2 2% |Alb : 0,0039 <0,0001 Bomba
Sl C = [G9 + 0,0019 <0,0001 Gene + Bomba
S % & |03 + 0,0078 0,0078 Gene
= <= o6 + 0,0019 <0,0001 Gene + Bomba
018 + 0,0019 <0,0001 Gene + Bomba

*Dados obtidos de estudo anterior (Marchetti et. al, 2010).
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3. CONCLUSAO GERAL

Neste estudo foi possivel notar que os isolados de Acinetobacter baumannii
podem apresentar diversos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, ilustrando que
a interacdo entre estes diferentes mecanismos resultam em uma multirresisténcia. Porém
até hoje estes padrdes ainda ndo foram descritos em relacdo a resisténcia a compostos de
quaternario de aménio e a outros desinfetantes. Por este motivo, a busca de um
mecanismo de resisténcia ao QAC € interessante e a avaliacdo da presenca do gene
qacEA1 determina um caminho para melhor compreenséao desta resisténcia.

Através dos resultados obtidos neste estudo foi possivel verificar a presenca do
gene de resisténcia gacEAl ao QAC em alguns dos isolados de Acinetobacter
baumannii analisados, demonstrando que a presenca do gene pode indicar resisténcia,
corroborando com a ideia de resisténcia adquirida geneticamente. No entanto, a maioria
dos isolados indicou uma resisténcia por meio da unido do mecanismo de bomba de
efluxo e presenca do gene quando correlacionados este estudo com uma pesquisa
anterior sobre a presenca de bomba de efluxo em isolado de Acinetobacter baumannii.
Entretanto, mais estudos devem ser desenvolvidos com objetivo de elucidar os
mecanismos de resisténcia a compostos utilizados na limpeza de ambientes hospitalares
como o quaternario de amonio de forma a correlacionar a presenca de um gene gacEA1
a outros meios de resisténcia e relatar com melhor clareza a funcdo genética envolvida

neste perfil multirresistente de isolados de Acinetobacter baumannii.
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of a manuscript for publication.

Nonmember scientists from Brazil and other countries are invited to submit papers for

analysis.

ETHICS:
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following information must be provided: reviewer name, e.mail address, and the home

institution.

USE OF PLANT EXTRACTS IN MICROBIOLOGICAL EXPERIMENTS

Articles that present studies with plant extracts, or other complex substances, will be

accepted only after identification of compounds.

Authors may need, or wish, to use professional language editing services to improve
papers in English and, therefore, overall quality. This assistance is suggested either
before an article is submitted for peer review or before it is accepted for publication.
Non-native English speakers and international authors who would like assistance with

their writing, may likely consider the following options:

e American Journal Experts, English

Editing: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM1

o Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br

e ATO Tradugdes: www.atotraining.com.br
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ORGANIZATION

The Title should be a brief as possible, contain no abbreviations and be truly indicative

of the subject of the paper.

Expressions like "Effects of", "Influence of", "Study on", etc, should be avoided. Care

should be exercised in preparing the title since it is used in literature retrieval systems.

The Abstract should summarize the basic content of the paper. The abstract should be
meaningful without reference to the text. An abstract should not contain references,

tables or unusual abbreviations. Abstracts are reprinted by abstracting

journals and therefore will be read by persons who do not have access to the entire

paper.

The Introduction should provide the reader with sufficient information so that the
results reported in the paper can be properly evaluated without referring to the literature.

However, the introduction should not be an extensive review of the

literature. The introduction should also give the rationale for and objectives of the study

that is being reported.

The Materials and Methods section should provide enough information for other

investigators to repeat the work.

Repetition of details of procedures which have already been published elsewhere should
be avoided. If a published method is modified, such modification(s) must be described in

the paper. Sources of reagents, culture media and equipment (company, city, state,
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country) should be mentioned in the text. Names that are registered trade marks should

be so indicated. Subheading often makes this section easier to read and understand.

The Results section should, by means of text, tables and/or figures, give the results of
the experiments. If a Discussion section is to be included, avoid extensive interpretation
of results but do so in the Discussion section. If Results and Discussion are combined,
then results should be discussed where, in the text, is the more appropriate. Tables and
figures should be numbered using Arabic numerals. All tables and figures must be

mentioned in the text.

The approximate location of tables and figures in the text should be indicated.

The Discussion section should discuss the results in relation to the literature cited.

The References should be numbered consecutively and in alphabetical order, by last
name of the first author. All authors must be cited. References should be cited in the text
by their numbers, with a space between the number of the references (3, 7, 22). Journal
names should be abbreviated according to the style of BIOSIS. All references given in
the list should be cited in the text and all references mentioned in the text should be

included in the list.

Examples:

a. Journal article

Brito, D.V.D.; Oliveira, E.J.; Darini, A.L.C.; Abdalla, V.0.S.; Gontijo Filho, P.P.

(2006). Outbreaks associated to bloodstream infections with Staphylococcus aureus and
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coagulase-negative Staphylococcus spp in premature neonates in a university hospital

from Brazil. Braz. J. Microbiol. 37 (2), 101-107.

b. Paper or chapter in a book

Franco, B.D.G.M.; Landgraf, M.; Destro, M.T.; Gelli, D.S. (2003). Foodborne diseases
in Southern South America. In: Miliotis, M.D., Bier, J.W.(eds). International Handbook

of Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New York, USA, p.733-743.

c. Book

Montville, T.J.; Matthews, K.R. (2005). Food Microbiology - an introduction. ASM

Press, Washington, D.C.

d. Patent

Hussong, R.V.; Marth, E.H.; Vakaleris, D.G. January 1964. Manufacture of cottage

cheese. U.S. Pat. 3, 117, 870.

e. Thesis and Dissertations

Santos, M.V.B. (2005). O papel dos anticorpos contra os componentes da parede
celular de Paracoccidioides brasiliensis na evolucdo da doenca experimental. Séo

Paulo, Brasil, 110p. (M.Sc. Dissertation. Instituto de Ciéncias Biomédicas. USP).
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f. Communications in events (Symposia, Conferences, etc)

Silveira, T.S.; Martins, J.L.; Abreu, F.A.; Rosado, A.S.; Lins, U.G.C. (2005). Ecology of
magnetotatic multicelular organisms in microcosms. XXIIlI Congresso Brasileiro de

Microbiologia, Santos, SP, p. 272.

g. Publication in the web

Abdullah, M.A.F.; Valaitis, A.P.; Dean, D.H. (2006). Identification of a Bacillus
thuringiensis Cryll Ba toxin-binding aminopeptidase from the mosquito Anopheles

qguadrimaculatus. BMC Biochemistry. http://www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16

h. Webpage

U.S. Food and Drud Administration. 2006. Enjoying Homemade Ice Cream without the

Risk of Salmonella Infection.

Available at: http://www.cfsan.fda.gov/~dms/fs-eggs5.html. Accessed 26 May 2006.

References citing "personal communication” or "unpublished data" are discouraged,
although it is recognized that sometimes they must be used. In these cases, they should
be cited in the text and not in the list of references. References consisting of papers that
are "accepted for publication” or "in press" are acceptable. However, references of

papers that are "submitted"” or "in preparation™ are not acceptable.
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TABLES: Each table must be typed in a separate sheet and numbered sequentially in
Arabic number. The title of a table should be placed in the top of it and should be brief
but fully descriptive of the information contained. Headings and subheadings should be
concise with columns and rows of data carefully centered below them. Should be of
sufficient quality to ensure good reproduction. Please, open the following link to see the
requirements to obtain the adequate resolution.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality table.html)

FIGURES: Each figure must be typed in a separate sheet and numbered sequentially in
Arabic number. Data presented in the tables should not be repeated in the figures. The
legend of the figures should be placed at their bottom. Should be of sufficient quality to
ensure good reproduction. Please, open the following link to see the requirements to
obtain the adequate resolution.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality table.html)

PHOTOGRAPHS: Should be of sufficient quality to ensure good reproduction. Please,
open the following link to see the requirements to obtain the adequate resolution.

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality table.html).
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