O género Acinetobacter esta amplamente distribuido no solo e na dgua e tem

emergido como importante patdogeno nosocomial. Até o momento, foram
descritas 27 espécies de Acinetobacter reconhecidas e validadas, 6 espécies
propostas e 28 classificadas como genoespécies. Porém faltam métodos
precisos que identifiquem isolados de Acinetobacter a nivel de espécie. Varios
métodos moleculares tém demonstrado serem adequados para este proposito.
Entretanto, o sequenciamento do gene codificador da subunidade 16S do RNA
ribossomal (rRNA), atualmente utilizado para a identificacao de diversas
espécies bacterianas, mostra falhas na distincao de espécies estreitamente
relacionadas de Acinetobacter, devido a baixa natureza polimorfica do gene
16S rRNA nestas cepas. Estudos demonstram que a analise do gene rpoB, que
codifica a porcao B da RNA polimerase, € um método confiavel e rapido para a

identificacao de espécies de Acinetobacter.

Este trabalho teve como objetivo identificar 16 isolados de origem clinica e 3

de efluente hospitalar de Acinetobacter sp., através da amplificacao e
sequenciamento de um fragmento do gene 16S rRNA e do gene rpoB e

verificar qual € o mais discriminativo.

*A extracao de DNA dos isolados foi realizada por fervura conforme descrito

por Misbah et al. (2005), com modificacoes.

*Para a identificacao das espécies de Acinetobacter foi empregada a PCR de um
fragmento dos genes 16S rRNA e rpoB (FIGURA 1).

*Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e os
amplicons foram purificados utilizando o kit de purificacao (Innsorb Fragment
Clean Up 250) e submetidos ao sequenciamento automatizado (ABI-PRISM

3100 Genetic Analyzer).

A pesquisa da homologia da sequéncia nucleotidica foi realizada

utilizando a ferramenta BLAST, na qual as sequéncias foram alinhadas e
comparadas com sequéncias ja publicadas de diferentes espécies de

Acinetobacter.

FIG. 1: Estrutura esquematica
do gene rpoB e sequéncias
espacadoras de Acinetobacter
e | sp. Eixo X indica a posicao dos
WU T nucleotideos e eixo Y indica a
porcentagem de variabilidade
por 50 nucleotideos (LA SCOLA,
et al., 2006). Circulo vermelho
indica o fragmento amplificado
neste trabalho e os primers
utilizados .
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Nos resultados obtidos através da amplificacao do gene 16S rRNA, 15 isolados

apresentaram 100% de similaridade com a espécie A. baumanni; 1 isolado (IC
269) apresentou similaridade de 100% com as espécies A. baumannii, A. soli,
A. junii, A. venetianus e A. ursingii; 1 isolado (IC 70) teve similaridade maxima
de 96% com as espécies A. baumannii, A. soli, A. beijerinckii, A. radioresistens,
A. lwoffii e A. junii. QObservou-se que a segunda espécie mais proxima
apresentou alto grau de similaridade (98%) em 15 isolados, proximo do ponto
de corte da faixa de similaridade que € de 98,7% a 99% para que a espécie seja
determinada. Dos 13 isolados nos quais o gene rpoB foi amplificado, 12
apresentaram 100% de similaridade com a espécie A. baumanni inclusive os
dois isolados (IC 269 e IC 70) que nao tiveram sua espécie definida pela
amplificacao do gene 16S rRNA e 1 isolado teve similaridade de 99% com a
espécie A. baumanni. Ja para o gene rpoB, a segunda espécie mais proxima

apresentou similaridade de 97 a 96%, nao sendo considerada uma vez que se

encontra fora do ponte de corte (TABELA 1).

TABELA 1: Resultado da analise das sequéncias dos genes 16S rRNA e rpoB.

Identificacdo pelo gene 16S rRNA Identificacao pelo gene rpoB

ISOLADOS Primeira espécie mais proxima Segunda espécie mais préxima Primeira espécie mais proxima Segunda espécie mais proxima
(% similaridade dos nucleotideos) (% similaridade dos nucleotideos) (% similaridade dos nucleotideos) (% similaridade dos nucleotideos)
IC23 A. baumannii (100%) A. haemolyticus (98%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
IC32 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus/ A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
schindleri (98%)
IC53 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus / A. baumannii (99%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
junni/ schindleri/ radioresistens (98%)
IC70 A. baumannii/ soli/ A. venetianus (95%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
beijerinckii/ beijerinckii/
radioresistens/ Iwoffii/
junni (96%)
IC133 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus (98%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
IC 147 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus (98%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis (97%)
IC 186 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus/ junii (98%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
IC 188 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus (98%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii/
calcoaceticus (96%)
IC 220 A. baumannii (100%) * A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
IC 269 A. baumannii/ soli / junni/ A. haemolyticus (97%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
venetianus/ ursingii (100%)
IC 283 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus (98%) ok ok
IC 289 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus/ junii (98%) *E ok
IC 294 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus/ A. baumannii (100%) A. nosocomialis/ pittii (97%)
junni/ schindleri (98%)
IC 299 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus/junii (98%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis (97%)
IC301 A. baumannii (100%) A. haemolyticus (98%) A. baumannii (100%) A. nosocomialis (97%)
IC 302 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus/ junni/
schindleri (98%)
G47 A. baumannii (100%) A. haemolyticus/ calcoaceticus /junni/ ok *x
schindleri (98%)
017 A. baumannii (100%) A. haemolyticus (98%) ok ok
06 %k Xk k Xk k k%

* Isolado ndao apresentou segunda espécie similar.
** |solados cujo resultado do sequenciamento é aguardado.

Os resultados demonstram que pela analise da sequéncia do gene 16S rRNA

nao pode-se distinguir a espécie de Acinetobacter de 2 isolados (IC 269 e IC

70). Tais cepas foram identificadas como pertencentes a espécie A. baumanni

pela analise da sequéncia do gene rpoB. Todos isolados submetidos até o

momento a amplificacdo do gene rpoB, tiveram sua espécie corretamente

definida, com grau de similaridade entre 99 a 100% com a primeira espécie,

enguanto que a segunda espécie mais proxima apresentou similaridade abaixo

do ponto de corte, nao sendo considerada. Desta forma conclui-se que o gene

rpoB apresentou

maior

poder

Acinetobacter estudadas.
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