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RESUMO

Os patdgenos pertencentes ao complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ACB)
sdo considerados oportunistas e emergentes, responsaveis por ocasionar diversas
enfermidades, acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos e internados
em unidades de tratamento intensivo. As opcdes terapéuticas para o tratamento de
infeccOes ocasionadas por estes patdgenos sdo restritas, uma vez que estes apresentam
frequentemente resisténcia a maioria dos antimicrobianos. Além disso, essas bactérias
podem ainda formar células persisters, que constituem uma pequena populacdo de
células suscetiveis capazes de tolerar concentracfes letais de antimicrobianos
bactericidas e outros agentes estressores. Este fenotipo esta associado a falhas na terapia
antimicrobiana, especialmente nas infec¢Ges cronicas e recorrentes. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de células persisters formadas por isolados
do complexo ACB frente a exposi¢cdo ao meropenem e/ou a polimixina B, na condi¢do
de biofilme e em cultivo planctbnico, assim como analisar estas células
morfologicamente e identificar padrGes de expressdo de proteinas que pudessem estar
envolvidos na formacdo e manutencdo da persisténcia. Para tanto, 20 isolados clinicos
foram caracterizados quanto a capacidade em formar biofilme em superficie de
poliestireno, e a suscetibilidade ao meropenem e a polimixina B, que foi avaliada por
meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) a estes farmacos.
Todos os isolados foram submetidos a exposicdo ao meropenem em diferentes
concentragcfes acima da CIM, enquanto que cinco foram expostos a polimixina B para a
avaliacdo da presenca de células persisters. Para todos os experimentos, a fim de
estimar a fracdo de células remanescentes, aliquotas foram removidas em tempos
determinados, efetuando-se diluicdes decimais seriadas e semeadura pela técnica da
gota em &gar nutriente. Células persisters, em diferentes frac6es, foram encontradas nos
cultivos de todos os isolados, tanto em biofilmes como na condicdo plancténica, apos a
exposicao por 48 h ao meropenem e a polimixina B, sendo as fracbes mais elevadas
encontradas na condicdo de biofilme para ambos os antimicrobianos. As diferentes
concentracfes de meropenem avaliadas ndo influenciaram os niveis de células
persisters; entretanto, frente a exposicao a polimixina B, a fracdo de células mostrou-se
dependente da concentracdo empregada. Apos exposicdo a polimixina B por 24 h, foi
observada retomada de crescimento das células sobreviventes, que foram avaliadas

novamente quanto a suscetibilidade a este antimicrobiano, mantendo-se suscetiveis com



CIM de 1 pg/mL, bem como foi verificada a integridade do antimicrobiano no
sobrenadante destes cultivos por ensaios cromatograficos, demonstrando que 0 mesmo
ndo sofre degradacdo apds 48 h de exposi¢do. Entretanto, quando se associou
meropenem a polimixina B em diferentes concentracdes, além de néo ter sido observada
a retomada de crescimento das células remanescentes, ocorreu a erradicacdo das células
persisters de um isolado de A. baumannii (Acb-1) cultivado em fase exponencial tardia.
Além disso, a técnica de Nano-Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas em Tandem foi empregada para a identificacdo e quantificacdo relativa de
proteinas possivelmente associadas a persisténcia em A. baumannii, apds a exposi¢do ao
meropenem. Diferentes padrfes de expressdo foram identificados entre as celulas
persisters presentes em cultivo plancténico e em biofilme, sugerindo que a regulacéo da
persisténcia possa ser realizada por mecanismos diferentes. Observou-se expressdo
aumentada de proteinas envolvidas nos processos de divisdo celular e replicacdo de
DNA, especialmente no cultivo plancténico, em concordancia com a presenca de
divisdo celular observada nas imagens obtidas a partir da microscopia eletrénica de
varredura nesta condicdo de cultivo. O aumento de expressdo da glicose desidrogenase
(GDH), NADH desidrogenase (NDH-1), succinato desidrogenase e ATP sintase
indicam a transferéncia de elétrons a partir da reacdo catalisada por GDH para a cadeia
de transporte de elétrons como uma possivel fonte de energética para as persisters,
corroborando a observacdo da presenca de divisdo celular observada no cultivo
planctdnico. Em contraste, proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos, bem
como os principais fatores de elongacdo apresentaram expressao diminuida em células
persisters de Acb-1, sugerindo que a sintese proteica esteja reduzida, mesmo que muitas
proteinas tenham sido identificadas com expressdo aumentada. Muitas proteinas
relacionadas a membrana apresentaram a sua expressao aumentada, indicando possiveis
alteraces em sua composicao e funcdo, embora proteinas relacionadas ao metabolismo
de lipideos tenham apresentado expressdo diminuida. A analise protebmica das céelulas
persisters, sobretudo, mostrou que estas células podem ser fisiologicamente distintas
quando cultivadas em condicOes diferentes, bem como ao longo do tempo em uma
mesma condic¢do. Desta forma, considerando os distintos comportamentos do Acb-1
quando exposto isoladamente ao meropenem ou a polimixina B, bem como quando
exposto a estes farmacos ao mesmo tempo, pode-se concluir que cada antimicrobiano

pode ter atuado como um diferente estressor, possivelmente, levando a e/ou



selecionando mecanismos de tolerancia diferentes entre as persisters, o que possibilitou

a sua erradicacao quando os farmacos foram combinados.

Palavras-chave: persisténcia; infecgdes cronicas; complexo  Acinetobacter

calcoaceticus-baumannii; biofilme; meropenem; polimixina B.



ABSTRACT

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ACB) complex comprises opportunistic aiu
emerging pathogens that are responsible for several diseases, mainly affecting
immunocompromised patients and those hospitalized in intensive care units.
Therapeutic options for ACB infections are restricted, since these microorganisms are
often resistant to most antimicrobials. In addition, these bacteria may also form persister
cells, which constitute a small population of susceptible cells able to survive lethal
concentrations of bactericidal antimicrobials and other stressors. This phenotype is
associated with failure in antimicrobial therapy, especially in chronic and recurrent
infections. Therefore, the aim of this study was to evaluate the presence of persister
cells from ACB complex isolates exposed to meropenem and/or polymyxin B, in
biofilm and planktonic cells, as well as to analyze these cells regarding their
morphology and identify expression patterns of proteins possibly involved in the
formation and maintenance of persistence. For this, 20 clinical isolates were
characterized for the ability to form biofilm on polystyrene surface, and for meropenem
and polymyxin B susceptibility, by the assessment of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). All isolates were exposed to meropenem at different
concentrations above the MIC, while five isolates were exposed to polymyxin B for the
assessment of the persisters presence. For all experiments, in order to estimate the
fraction of remaining cells, aliquots were removed at determined time points, followed
by serial decimal dilutions and drop plating technique on nutrient agar. All isolates
presented persisters at different proportions, in both culture conditions when exposed to
meropenem or polymyxin B after 48 h. The higher fractions were verified in biofilm for
both antimicrobials in comparison with planktonic cultures. Meropenem concentrations
did not influence persisters levels. However, after polymyxin B exposure, persister cells
fractions were dependent on the concentration employed. After 24 h polymyxin B
exposure, a growth resumption of surviving cells was observed. These cells were again
evaluated for susceptibility to this antimicrobial, remaining susceptible with MIC of 1
png/ mL. Moreover, integrity of polymyxin B in the supernatant of the cultures was
verified by chromatographic assay, demonstrating that polymyxin B is not significantly
degraded after 48 h exposure. On the other hand, when meropenem and polymyxin B
were associated at different concentrations, no resumption of cell growth was observed,

as well as this combination was able to eradicate persister cells from A. baumannii



(Acb-1) cultured in late exponential phase. Furthermore, Nano-Liquid Chromatography
Coupled to Tandem Mass Spectrometry was employed for the identification and relative
quantification of proteins possibly associated with persistence in A. baumannii, after
exposure to meropenem. Different patterns of expression were identified between
persister cells present in planktonic and biofilm cultures, suggesting that persistence
may be regulated by different mechanisms. Proteins involved in the cell division and
DNA replication were overexpressed in planktonic persisters, in agreement with the
electron scanning microscopy images that presented dividing cells in this culture
condition. Overexpression of glucose dehydrogenase (GDH), NADH dehydrogenase 1
(NDH-1), succinate dehydrogenase and ATP synthase indicates the electron transfer
from the GDH-catalyzed reaction to the electron transport chain as a possible energy
source for persisters, supporting the presence of cell division observed in planktonic
culture. Conversely, proteins involved in amino acid metabolism, as well as major
elongation factors were underexpressed in Acb-1 persister cells, suggesting that protein
synthesis is reduced, even though many proteins were overproduced. Increased
expression of several membrane-related proteins has also been observed, indicating
possible changes in its composition and function, although proteins related to lipid
metabolism were underexpressed. Overall, proteomic analysis of the persister cells
showed that these cells could be physiologically distinct when cultured under different
conditions, as well as overtime in the same condition. Therefore, considering the
different behaviors of Acb-1 when exposed alone to meropenem or polymyxin B, as
well as when exposed to these drugs in combination, it was concluded that each
antimicrobial might act as a different stressor, possibly leading and/or selecting distinct
tolerance mechanisms among persisters, which enabled their eradication when the drugs

were combined.

Keywords: persistence; chronic infections; Acinetobacter calcoaceticus-baumannii

complex; biofilm; meropenem; polymyxin B.
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1.1 Introdugéo

Bactérias do género Acinetobacter se apresentam como cocobacilos Gram
negativos usualmente dispostos em pares. Estes microrganismos sdo caracterizados
como ndo fermentadores de agucares, aerdbios estritos, imoveis, catalase positivos e
oxidase negativos (1). Este género é constituido por 51 espécies (2) comumente isoladas
de amostras de solo, 4gua e de humanos. As espécies A. calcoaceticus, A. baumannii, A.
pitti (anteriormente denominada genoespécie 3) e A. nosocomialis (anteriormente
denominada genoespécie 13TU) apresentam elevada similaridade genética e fenotipica,
sendo agrupadas em um complexo denominado A. calcoaceticus—baumannii (ACB) (3,
4). Espécies deste complexo estdo comumente envolvidas em infecgdes respiratdrias,
além de estarem frequentemente associadas a quadros de bacteremia, meningite e
infeccbes de  feridas operatdrias, acometendo principalmente  pacientes
imunocomprometidos e internados em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs) (5-8).
Cepas pertencentes ao complexo ACB constituem grande preocupacdo para a
comunidade médica, uma vez que tém apresentado frequentemente resisténcia a
diversas classes de farmacos antimicrobianos, incluindo aminoglicosideos, beta-
lactdmicos, fluoroquinolonas e tetraciclinas (9, 10). Devido as restritas opcdes
disponiveis para o tratamento de infeccGes ocasionadas pelo complexo ACB, 0 sucesso
terapéutico torna-se bastante dificil, fazendo com que estes patdgenos sejam
responsaveis por elevadas taxas de morbidade e mortalidade em hospitais e em outras
unidades de saude (11-13). A resisténcia simultanea a inUmeros antimicrobianos
encontrada em isolados hospitalares de A. baumannii pode ser atribuida a rapida

capacidade deste patdgeno em acumular e transmitir multiplos mecanismos de
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resisténcia. Aliada a esta caracteristica, a utilizacdo de agentes antimicrobianos de
amplo espectro exerce pressdo seletiva constante, auxiliando o surgimento de isolados
multirresistentes (MDR), os quais possuem grande relevancia clinica para as unidades
hospitalares (14-16), sendo responsaveis por taxas superiores a 80% das infeccdes
ocasionadas por A. baumannii (17, 18). Na regido Sul do Brasil, estudo realizado
durante o primeiro semestre de 2011 demonstrou que isolados de A. baumannii MDR
foram responséaveis por 34,5% dos casos de pneumonia, 17,3% das bacteremias e 10,6%
de infec¢des de sitio cirtrgico (19). Além disso, Martins e colaboradores (20) relataram
elevada incidéncia de A. baumannii MDR em 12 hospitais publicos na cidade de Porto
Alegre, no periodo entre 2007 e 2008.

Os carbapenémicos, antimicrobianos bactericidas que possuem atividade in vitro
contra diferentes bactérias de interesse clinico, geralmente sdo considerados terapia de
escolha para o tratamento de infec¢Bes ocasionadas por A. baumannii (21, 22). Estes
antimicrobianos proporcionam a morte de células bacterianas em crescimento, uma vez
que atuam inibindo a sintese de parede celular. De maneira mais especifica, estes
antimicrobianos atuam introduzindo um grupamento de radical acila em proteinas de
ligagdo a penicilina, o que leva a desestabilizacdo do peptideoglicano e, por
consequéncia, ao rompimento da parede celular bacteriana em decorréncia da presséo
osmotica (23). Entretanto, a resisténcia a esses farmacos tem sido amplamente descrita
(24-28), sendo principalmente mediada pela expressdo de beta-lactamases (29-33).
Dessa forma, outros farmacos, como polimixinas (polimixina B e colistina) e
tigeciclina, tém sido amplamente empregados para o tratamento de infeccOes
ocasionadas por cepas de A. baumannii MDR resistentes tambeém aos carbapenémicos

(34-36).
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As polimixinas sdo caracterizadas como polipeptideos catidnicos, capazes de
interagir com o lipideo A do lipopolissacarideo (LPS) por meio de ligacGes
eletrostaticas. Assim, atuam desestabilizando as membranas interna e externa da célula
bacteriana, proporcionando a ruptura das mesmas e, consequentemente, levando a morte
celular (37). Outro mecanismo proposto para a a¢do das polimixinas € a inducdo da
producdo de radicais hidroxila a partir da reagédo de Fenton (38). Esta reacdo ocorre
quando o superoxido € convertido em peroxido pela acdo da superoxido dismutase
(SOD) presente na célula. Dessa forma, o perdxido é capaz de interagir com o ferro
ferroso (Fe?"), oxidando o ferro e formando radicais hidroxila. A producio de espécies
reativas de oxigénio (ERO) pode ocasionar danos ao DNA, proteinas e lipideos da
célula bacteriana, levando-a a morte (39). Estudo empregando analise protedmica em A.
baumannii demonstrou que elevados niveis de ferro no meio podem propiciar aumento
na formacdo de ERO e, consequentemente, dos danos celulares, assim como maior
atividade de proteinas detoxificantes, incluindo a SOD (40). Entretanto, 0 mecanismo
que leva a producdo de radicais hidroxila ndo foi completamente elucidado em A.
baumannii (38). J& outros farmacos bactericidas sdo associados com inducdo de
resposta ao estresse em E. coli, alterando a producdo de NADH por inibir o ciclo do
acido tricarboxilico e, por consequéncia, levando a uma cadeia respiratoria anémala. A
alteracdo na cadeia de transporte de elétrons estimula a producdo de superéxido e, por
consequéncia, de radicais hidroxila (41, 42). Adicionalmente, foi demonstrado que as
polimixinas podem atuar inibindo de maneira ndo competitiva a atividade da NADH-
quinona oxidoredutase tipo Il (NDH-2) na membrana interna de bactérias Gram-
negativas, sugerindo que a inibicdo de importantes enzimas da cadeia respiratoria pode

representar um dos mecanismos de agéo secundarios das polimixinas (43).
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No entanto, relatos de resisténcia as polimixinas vém se tornando cada vez mais
frequentes (44-49). MutacgBes nos genes pmrA e pmrB sdo responsaveis por resisténcia
a estes farmacos por proporcionarem modificagdes no LPS devido a adicdo de
fosfoetanolamina ao lipideo A. Essas modificacbes reduzem a carga negativa da
membrana celular externa, diminuindo a afinidade do antimicrobiano pelo seu sitio de
ligagéo (50, 51). Mais recentemente, as fosfoetanolamina transferases MCR-1 e MCR-2
foram relatadas como conferindo resisténcia a colistina. Similarmente ao efeito
observado pelas mutagcbes em PmrAB, estas enzimas catalisam a transferéncia da
fosfoetanolamina a glucosamina do lipideo A do LPS, reduzindo a carga negativa do
lipideo A e, consequentemente, a afinidade da colistina pelo LPS. Os genes mcr-1 e
mcr-2 foram detectados em plasmideos carreados por membros da familia
Enterobacteriaceae provenientes de diferentes origens, incluindo animais, alimentos de
origem animal e vegetal, bem como de humanos (52-54), o que implica na possibilidade
de transferéncia deste mecanismo horizontalmente, e possivel selecdo de resisténcia
pelo uso da colistina. Adicionalmente, a perda total do LPS ocasionada por mutacfes
nos genes IpxA, IpxC e IpxD, que codificam para enzimas envolvidas na sintese do
lipideo A, também é descrita como mecanismo de resisténcia as polimixinas (55).

Embora a resisténcia aos antimicrobianos constitua grande preocupacdo pela
dificuldade imposta ao tratamento das infec¢des, outro importante fenétipo relacionado
a ineficacia dos farmacos antimicrobianos, porém menos conhecido e estudado, € a
persisténcia. Esse fendtipo é determinado pela presenca de células persisters, as quais
sdo caracterizadas como uma pequena fracdo da populagdo bacteriana formada
estocasticamente (56, 57), assim como em resposta a indutores, com o objetivo de
adaptacéo a diversas condi¢des ambientais (58). Essas células sdo capazes de sobreviver

ao tratamento com doses elevadas de antimicrobianos, aos quais séo fenotipicamente
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suscetiveis, e & acdo de outros agentes estressores, tais como alteracdo de pH,
temperatura e dessecacdo (59-61). Além disso, o fenoétipo de persisténcia é
caracterizado como transitorio e ndo herdavel, diferenciando-o de resisténcia, que é
determinada pela presenca de modificacdes genéticas especificas, tais como altera¢do na
molécula alvo e sintese de enzimas que inativam os farmacos antimicrobianos,
permitindo a multiplicacdo bacteriana na presenca dos mesmos.

A persisténcia foi descrita pela primeira vez na década de 40 por Bigger (1944)
(59) em um estudo que expds células de Staphylococcus aureus (anteriormente
denominado Staphylococcus pyogenes) a doses elevadas de penicilina. O nimero de
células persisters identificadas como capazes de sobreviver a penicilina era menor do
que 0,001% da populacéo inicial inoculada (59). A persisténcia tem despertado cada vez
mais interesse entre a comunidade cientifica, tendo sido identificada em diferentes
espécies de microrganismos, tais como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Candida albicans, complexo Burkholderia cepacia, Mycobacterium tuberculosis,
Klebsiella pneumoniae e A. baumannii (62-68), frente a diversos antimicrobianos, sendo
caracterizada como fen6tipo de tolerancia a multiplos farmacos (63, 69, 70). Estudos
demonstraram heterogeneidade na formagéo de células persisters em um mesmo isolado
de E. coli ou de A. baumannii expostos a antimicrobianos diferentes (68, 71), indicando
ndo existir relacdo entre a magnitude da fracdo de células persisters e os farmacos
antimicrobianos aos quais foram expostas (68, 71). Adicionalmente, tem sido verificada
significativa variabilidade no tamanho da fracdo de persisters formada entre diferentes
isolados de uma mesma espécie (68, 71, 72). A presenca de células persisters pode
implicar em falha na terapia antimicrobiana, especialmente em infecgdes cronicas, tais
como tuberculose, infeccdes pulmonares relacionadas a fibrose cistica e infecgdes

recorrentes do trato urinario, uma vez que as células tolerantes permanecem no
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organismo do hospedeiro apés o tratamento. Dessa forma, esse fato torna-se
preocupante, pois a medida que ocorre redugdo dos niveis do antimicrobiano nos sitios
de infecgéo, as persisters sdo capazes de retomar o crescimento, permitindo que a
infeccdo seja restabelecida (73, 74). As infeccOes cronicas séo tratadas por meio de
exposicdo periodica dos pacientes a elevadas concentragdes de antimicrobianos
bactericidas, o que pode levar a selegdo de células mutantes, capazes de produzirem
niveis mais elevados de células persisters, sendo estas consideradas altamente
persistentes (high persisters) (75-77), ou ainda proporcionar a aquisi¢cdo de mecanismos
de resisténcia, promovendo a geracdo de populacfes mutantes resistentes (78). Além
disso, evidéncias demonstram que a terapia antimicrobiana utilizada de maneira
continua poderia implicar na tolerancia a multiplos farmacos, uma vez que a exposicao
continua e prolongada aos antimicrobianos ocasionaria sele¢cdo de mutantes altamente
persistentes (73).

Levando em consideracdo a relacdo entre o fendtipo de persisténcia e as
infeccOes recalcitrantes, a presenca de células persisters é especialmente importante em
biofilmes. Biofilmes compreendem uma associagdo de células bacterianas inclusas em
uma matriz extracelular complexa, organizada e agregada a superficies bidticas e
abiodticas, tais como diferentes tecidos bioldgicos, cateteres, proteses e outros materiais
médicos (79, 80). A matriz extracelular € composta predominantemente por agua e
polissacarideos, e, em propor¢des menores, por proteinas e acidos nucleicos, conferindo
estabilidade e auxiliando na aderéncia do biofilme, o que permite a sobrevivéncia do
microrganismo em condigdes adversas, como as possivelmente encontradas no
ambiente hospitalar (79, 81).

A condicdo de biofilme pode ndo restringir a difusdo de farmacos

antimicrobianos (82); entretanto, impede a entrada de alguns componentes do sistema
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imune (83, 84), protegendo e mantendo as células persisters, que podem atuar como
possivel fonte de novas contaminagfes (77, 85). Estudos realizados com P. aeruginosa
e Staphylococcus epidermidis mostraram que a populacdo de persisters €
significativamente maior na condi¢do de biofilme quando comparada ao cultivo de
células plancténicas em fase logaritmica (62, 86). Essa relacdo pode ocorrer devido a
protecdo fisica proporcionada pela matriz extracelular presente em biofilme (62, 77, 85,
86), bem como pelo fato desta condigdo de crescimento implicar na ativagdo de uma
acdo citoprotetora relacionada a regulacdo da expressdo génica, denominada stringent
response. A stringent response ocorre em decorréncia da privacdo de nutrientes,
ativando genes que codificam proteinas antioxidantes e inibindo genes codificantes de
proteinas pro-oxidantes (87). Além disso, considerando que a formacgdo de células
persisters possa estar relacionada com a fase de crescimento microbiano, estando mais
presentes no final da fase logaritmica, bem como na fase estacionaria e em biofilme,
alguns estudos indicaram a participacdo de sinalizagbes quorum sensing (QS) na
formacdo dessas células, demonstrando que em condi¢des de superpopulacdo, a
participacdo mais significativa do sistema QS pode regular a formacdo das células
persisters (88, 89). Em P. aeruginosa, observou-se aumento significativo na fracdo de
persisters em decorréncia da adicdo de moléculas envolvidas na sinalizacdo QS, como a
piocianina e as acil-homosserina-lactonas, a um cultivo em fase logaritmica (88). Da
mesma forma, em A. baumannii, a adicdo de piocianina associada a antimicrobianos
proporcionou o aumento de 3 a 4 vezes na fracdo de persisters quando comparada
somente com a exposi¢cdo a carbapenicilina e a amicacina (90). Em Streptococcus
mutans, o peptideo CSP (Competence-Stimuling Peptide — peptideo estimulador de

competéncia), outro sinalizador do sistema QS, também demonstrou associagdo com a
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manifestacdo do fenotipo de persisténcia, uma vez que apresenta expressao elevada
neste estado, influenciando positivamente a formac&o de células persisters (89).

Até 0 momento, os mecanismos moleculares relacionados a persisténcia ndo
foram totalmente elucidados. Entretanto, acredita-se que a formagdo de células
persisters ndo envolva um Gnico mecanismo genético, mas sim que este fenotipo esteja
associado a uma série de mecanismos moleculares, os quais atuam de maneira
independente e paralela, ou até mesmo sobrepostos (84). Evidéncia de tal poligenia foi
sugerida a partir de estudos que empregaram técnicas de mutagénese por transposons,
os quais falharam na producéo de isolados completamente tolerantes e da observacao de
heterogeneidade de resposta de um mesmo isolado frente a diferentes antimicrobianos
(72, 91). Estes resultados indicaram que muitos genes relacionados a persisténcia sao
considerados reguladores genéticos globais, que podem afetar a expressdo de outros
genes de maneira simultanea, conduzindo a formacdo de células persisters (77). A
avaliacdo de uma biblioteca de knockout de regides de fase aberta de leitura construida a
partir de isolados de E. coli permitiu a identificacdo de alguns possiveis reguladores
globais: DksA, DnaK, Dnal, YgfA e YigB (92). A DksA atua como moduladora da
RNA polimerase dependente de guanosina tetrafosfato (ppGpp), e a delecdo do gene
dksA implica no decréscimo dos niveis de persisters (92). O ppGpp é formado em
resposta a escassez de carbono e aminoacidos, acarretando a reprogramacao
transcricional caracterizada pela inibicdo da transcricio de RNAr e RNAt e pelo
direcionamento da transcricdo de genes envolvidos na sintese e transporte de
aminoacidos (93, 94). Desta forma, o aumento nos niveis de DksA e/ou ppGpp
contribuiria para a dorméncia (92), o que tem sido associado a persisténcia em alguns
estudos (95-97). A chaperona DnaK é responsavel pelo dobramento de proteinas recém-

sintetizadas e necessita de ATP e de outras chaperonas (DnaJ e GrpE) para exercer sua
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funcdo (98). A DnaK também é capaz de regular genes que induzem a resposta ao
estresse e ao choque térmico por meio da regulacdo da atividade e estabilidade de
fatores sigma alternativos (99, 100). A reducdo da fracdo de celulas persisters foi
verificada em um isolado de E. coli knockout para o gene dnaK, sugerindo
envolvimento deste gene na manutencdo da persisténcia (92). As proteinas YgfA e
YigB sdo consideradas as mais importantes dentre os reguladores globais pelo fato de
sua delecdo implicar em uma maior reducdo nos niveis de células persisters, sugerindo
que eles estejam diretamente relacionados a formacdo e a manutencéo da toleréncia a
antimicrobianos (92). A YgfA estd envolvida na inibicdo da sintese de nucleotideos,
enquanto a YigB é responsavel por bloquear o metabolismo através da reducdo nos
niveis celulares do co-fator flavina mononucleotideo (FMN).

A produgdo de (p)ppGpp tem sido relacionada & formacdo de persisters em
diversos organismos, onde mutantes incapazes de produzir (p)ppGpp formam niveis
reduzidos destas células tolerantes (57, 87, 101, 102). Como mencionado anteriormente,
em E. coli, a caréncia de aminoacidos leva a sintese de ppGpp, assim como o choque
térmico, via ativacdo da (p)ppGpp sintetase RelA. J& a escassez de carbono, nitrogénio,
fosfato, ferro e &cidos graxos ativam a atividade (p)ppGpp sintetase da enzima
bifuncional SpoT (sintetase e hidrolase) (103). O (p)ppGpp, uma vez produzido, parece
modular a fisiologia bacteriana reprogramando a transcri¢cdo do estado de crescimento
para a homeostasia metabolica e funcéo de sobrevivéncia (104, 105). Entretanto, a base
molecular da contribuicdo deste mensageiro para a persisténcia ainda carece de
elucidacéo e, provavelmente, sinalizacbes complementares tenham papéis importantes
no direcionamento da formacao de persisters (104-106).

As proteinas HU e IHF também foram identificadas como reguladores globais

em E. coli. A delecdo da subunidade HupB ocasionou diminuicdo da fracdo de
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persisters, sendo esta mais acentuada apds a dele¢do das duas subunidades da proteina,
HupAB (92). Efeito contréario foi verificado ap6s mutacdo da proteina IHF, o que
proporcionou niveis elevados de persisters (92). A IHF interage especificamente com
sequéncias de DNA e, diretamente ou indiretamente, é capaz de regular a transcri¢éo de
mais de 100 genes relacionados com diferentes fungdes, incluindo biossintese de
aminoacidos, catabolismo de compostos de carbono, replicacdo de DNA e resposta ao
estresse (107). Por outro lado, a ligagdo da HU ao DNA ¢ inespecifica, e esta proteina
atua como um regulador promovendo e inibindo a ligacdo de diversos fatores de
transcricdo ao DNA (108). Awvaliacdo similar foi realizada por De Groote e
colaboradores (109) em uma biblioteca contendo 5.000 mutantes de P. aeruginosa.
Neste estudo, duas proteinas foram identificadas como possiveis reguladores globais,
AlgR e PilH. Isolados mutantes para essas proteinas apresentaram fracdo elevada de
persisters quando comparados ao controle. AlgR é considerado um importante
regulador de transcricdo requerido para a expressao de diversos fatores de viruléncia em
P. aeruginosa, incluindo formacéo de biofilme, producdo de ramnolipideos e conversao
ao fendtipo mucoide, a partir da superproducdo de alginato (110), enquanto PilH é
responsavel pelo controle da sintese do pili tipo 1V, que esta envolvido na motilidade do
tipo twitching (111).

Além da relacdo de persisters com a resposta ao estresse via DnaK, como
supracitado, a delecdo do gene rpoS, que codifica para um fator sigma alternativo, bem
como dos genes controlados por este em E. coli, proporcionou um aumento drastico nas
fracdes de ceélulas persisters (112). Adicionalmente, a analise transcriptbmica em
isolados de E. coli demonstrou expressdo aumentada de muitos genes associados a
resposta SOS e ao choque térmico na condicdo de persisténcia (63). Da mesma forma,

Wu e colaboradores (113) observaram que mutantes de E. coli que ndo possuem genes
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de resposta ao estresse ou resposta SOS apresentaram niveis reduzidos de células
persisters frente a diferentes antimicrobianos, demonstrando que a resposta ao estresse
parece estar intimamente relacionada com persisténcia.

A produgdo de ERO e, consequentemente, os danos celulares ocasionados pelas
mesmas também tém sido associados ao aumento na formacédo de persisters, indicando
que a protecdo proporcionada por enzimas antioxidantes, tais como catalase (CAT) e
SOD séo importantes para a sobrevivéncia dessas células (65, 90). Este mecanismo foi
observado em isolados do complexo B. cepacia em condicdo de biofilme expostos a
tobramicina, nos quais os genes katA e katB foram deletados, impossibilitando a
producdo CAT, ou ainda, inibindo a acdo de SOD. Essas modificagOes resultaram em
menor protecdo contra ERO, e dessa forma, taxas menores de células sobreviventes
(65). J& em A. baumannii, a adi¢cdo de piocianina a biofilmes induziu a producéo de
ERO, resultando no aumento da atividade de CAT e SOD e, assim, proporcionando
niveis mais altos de persisters (90). Além disso, uma provavel relagdo entre os fenétipos
de resisténcia e persisténcia, é sugerida em estudo que apresenta a superexpressdo da
bomba de efluxo AcrAB-TolC em isolados de E. coli, a qual atua reduzindo a
concentracdo intracelular de ERO, e proporcionando uma maior fragdo de células
sobreviventes (114). A expressdao aumentada de bombas de efluxo como mecanismo
capaz de contribuir para a tolerancia a multiplos antimicrobianos também é descrita em
persisters de E. coli frente a exposi¢do a beta-lactamicos e quinolonas (115).

Os sistemas toxina-antitoxina (TA) estdo entre os principais fatores associados
com a formacéo e manutencdo de persisters, sendo descritos em importantes patdgenos,
incluindo E. coli e M. tuberculosis (113, 116). Estes sistemas foram inicialmente
descritos em plasmideos, onde sdo bastante conhecidos pelo seu papel de perpetuagédo

plasmidial na célula bacteriana (117, 118). Posteriormente, verificou-se que os sistemas
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TA também sdo difundidos em cromossomos bacterianos; entretanto, diferentemente
dos sistemas descritos em plasmideos, o papel fisiologico destes é assegurar a
sobrevivéncia da populagdo bacteriana em resposta ao estresse (118-120).

Os sistemas TA séo classificados em seis tipos de acordo com a natureza da
antitoxina e a interacdo toxina-antitoxina (121). A toxina é responsavel pela inibi¢éo de
importantes fungdes celulares, tais como a replicagdo e a traducdo, formando um
complexo inativo quando acoplada a antitoxina, que € facilmente degradada (77). Em
todos os sistemas, a toxina é uma proteina estavel, enquanto a antitoxina € caracterizada
como RNA nos sistemas | e I1l, ou como proteina nos sistemas 11, IV, V e VI (121-123).
Nos sistemas TA 1l, classe mais associada a regulacdo de células persisters, a toxina
forma um complexo inativo com a antitoxina, onde a degradacdo da antitoxina via
protedlise acarreta em menores quantidades dessa, e assim, permite que a toxina possa
atuar em seus alvos. Essa acdo leva a morte ou inibicdo do crescimento e propagacdo
dos fatores de elongacdo do ribossomo e inativacdo da glutamil-RNAt sintetase) e
replicacéo (inibicdo da DNA girase), bem como em decorréncia da clivagem de regides
especificas de RNA de fita simples (124-126).

A toxina HipA, que compde o sistema TA HipAB, foi a primeira associada a
persisténcia (75). Esta toxina atua diretamente sobre a traducédo, impedindo a ligacdo do
fator de elongacdo Tu, o que leva a reducdo do metabolismo (127, 128). Estudos
também demonstraram que niveis elevados de transcritos das toxinas RelE e MazF,
pertencentes aos sistemas TA RelEB e MazFE, respectivamente, estdo associados com
células persisters de E. coli (129, 130). Estas toxinas séo responsaveis pela reducao dos
niveis de RNA, podendo constituir um importante fator no estabelecimento do fendtipo

de persisténcia (131, 132). Por outro lado, a delecdo dos genes relE e mazF néo
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demonstrou reducdo nas fracOes de persisters, o que indica a possibilidade de
redundancia existente entre os mecanismos reguladores do fen6tipo de persisténcia (77).
Entretanto, a dele¢do de um Unico locus TA, como mgsR do sistema MgsRA ou yafQ do
sistema DinJ-YafQ em E. coli, foi capaz de influenciar a formacao de células persisters
(133, 134).

Em A. baumannii, Jurenaite e colaboradores (135) demonstraram por meio de
ferramentas computacionais a ocorréncia de pelo menos 15 sistemas TA tipo Il. Dentre
estes, cinco foram classificados como funcionais, RelEB, HicAB, HigBA, SpITA e
CheTA, sendo os dois ultimos identificados unicamente em A. baumannii. Os sistemas
RelEB, HicAB e CheTA foram classificados como cromossdmicos, enquanto 0s
sistemas HigBA e SpITA foram encontrados em plasmideos. As toxinas de todos os
sistemas TA detectados em A. baumannii, quando expressas em E. coli, foram capazes
de inibir o processo de traducgdo, ocasionando degradacdo do RNAm em diferentes
niveis. Entretanto, para nenhum dos mddulos foi estabelecido vinculo direto com
persisténcia. Além disso, a prevaléncia dos sistemas HigBA, RelEB e MazEF foi
determinada em estudo realizado com 85 isolados clinicos de A. baumannii MDR,
sendo o ultimo maédulo identificado em todos os isolados (136).

De uma maneira geral, a regulacdo da persisténcia mediada pelos sistemas TA
pressupdem a inibicdo de importantes processos metabdlicos (77, 125, 132). Entretanto,
discrepéncias sdo encontradas na literatura em relacéo ao estado metabolico das células
persisters. Muitos estudos sustentam a ideia de que estas células s&o metabolicamente
inativas, ditas dormentes, corroborando com a descoberta inicial descrita por Bigger
(1944) (59) em S. aureus, uma vez que a interrupcdo do crescimento celular devido a
reducdo da temperatura de cultivo, assim como devido a remocéo de nutrientes do meio

de cultura proporcionou uma maior fracdo de células persisters frente a exposicdo a
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penicilina. Fortalecendo esses achados, Shah e colaboradores (95) separaram as células
de E. coli metabolicamente ativas daquelas com metabolismo drasticamente reduzido
apos exposicdo a ofloxacina, utilizando um promotor ribossémico acoplado a uma
molécula green fluorescence protein (GFP) por meio da anélise de fluorescence
activated cell sorting (FACS). A partir deste experimento, estes autores sugeriram que
as células persisters, que foram tolerantes a ofloxacina, sdo metabolicamente inativas ou
possuem metabolismo muito reduzido, pelo fato destas apresentarem baixa taxa de
sintese proteica quando expostas ao agente estressor. Neste mesmo contexto, Kwan e
colaboradores (96) também verificaram interrupcdo da sintese proteica em células
persisters de E. coli através do pré-tratamento com trés diferentes compostos:
rifampicina (atua interrompendo 0 processo de transcrigdo), tetraciclina (atua
interrompendo o processo de traducdo), e 0 composto quimico cianeto de carbonila m-
clorofenil hidrozona (interrompe a sintese de ATP). O resultado da utilizacdo desses
pré-tratamentos foi o aumento de 10.000 vezes nos niveis de persisters, quando
comparados a fracdo inicial destas células, demonstrando que estes foram capazes de
induzir a converséo de 80% da populacdo bacteriana inicial em persisters.

Em contraste a estes achados, outros estudos propdem que as células persisters
possuem metabolismo ativo, sugerindo que a persisténcia € extremamente complexa
para ser definida somente como um estado de dorméncia, necessitando estudos
adicionais que auxiliem na caracterizacdo e entendimento pleno das células persisters.
Wakamoto e colaboradores (137), utilizando cultura microfluida de Mycobacterium
smegmatis associada a microscopia, reportaram a presenca de persisters em divisdo na
presenca da pro-droga isoniazida. Além disso, Orman e Brynildsen (138) sugerem que 0
estado de dorméncia ndo € necessario ou suficiente para determinar o fenotipo de

persisténcia em E. coli a partir da utilizacdo de FACS para separar as células com
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metabolismo ativo daquelas com metabolismo inativo ou drasticamente reduzido, apds
exposicao a ampicilina ou ofloxacina.

Recentemente, Conlon e colaboradores (139) demonstraram que a formacéo de
persisters em S. aureus esta associada a reducdo nos niveis de ATP. Essa diminuicado
pode influenciar a atividade de alvos antimicrobianos dependentes de ATP, tais como
topoisomerase, RNA polimerase e DNA girase, proporcionando o aumento na fragdo de
células persisters. Dessa forma, os autores sugerem que os niveis celulares de ATP séo
determinantes na eficacia dos antimicrobianos bactericidas e, possivelmente, explicaria
a tolerancia bacteriana a esses agentes estressores.

Outro importante aspecto a ser considerado na determinagdo da regulacdo da
formacdo e manutencdo do estado de persisténcia € a heranga epigenética, ou seja, a
transmissao de fatores ndo genéticos, tais como niveis de expressao de genes, RNA e
outras biomoléculas, da célula mée para as células descententes. A partir de um modelo
matematico, Day (2016) (140) sugeriu que as persisters possam resultar de uma
combinacdo de heranca epigenética com ruido celular, representando um dos exemplos
mais bem estudados de evolucéao sob heranca epigenética (140).

Tendo em vista a multiplicidade de possiveis mecanismos que podem estar
envolvidos na persisténcia bacteriana, bem como a dificuldade para o sucesso no
tratamento das infecgOes cronicas imposta pela tolerancia aos antimicrobianos, a
erradicacdo das persisters tem se tornado um desafio. A busca por novos compostos e o
emprego da associa¢do de antimicrobianos ja existentes sdo algumas das alternativas
encontradas para garantir a eliminacdo dessas células. A estratégia terapéutica
utilizando simultaneamente elevadas concentragcdes de tobramicina e daptomicina foi
capaz de eliminar células persisters de S. aureus apds poucas horas de exposi¢cdo aos

farmacos (70). A terapia combinada pode constituir uma alternativa interessante e eficaz
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na erradicagéo de persisters, uma vez que muitos estudos demonstram heterogeneidade
nas fracbes de células persisters frente a exposicdo a diferentes antimicrobianos,
incluindo farmacos de uma mesma classe (68, 71, 141). Além disso, a utilizacdo de
antimicrobianos convencionais em regime de dose pulso, empregando concentragdes
elevadas, constitui outra estratégia importante, conforme verificado para Borrelia
burgdorferi, agente da doenca de Lyme, ap0s tratamento com ceftriaxona (142). Neste
estudo, apds quatro exposi¢cBes repetidas do microrganismo a 3 pg/mL do
antimicrobiano (300 vezes a concentragdo inibitéria minima - CIM - do isolado), ndo foi
possivel verificar células sobreviventes (142). Também estdo sendo avaliados
compostos antimicrobianos experimentais como monoterapia ou em associacdo a
farmacos amplamente utilizados na clinica, visando eliminar células persisters. O pro-
farmaco ACD112, anélogo do tilbroquinol, foi capaz de eliminar persisters de E. coli
em cultivo estacionario (143). Além disso, a combinacdo do derivado sintético do
antimicrobiano natural acil-depsipeptideo (ADEP4) e rifampicina foi capaz de erradicar
persisters de S. aureus em biofilme, o que néo foi observado quando utilizado somente
0 ADEP4 (141). O ADEP4 ativa uma protease da familia Clp que atua em polipeptideos
nascentes. Este fato indica que o complexo ADEP4/CIpP tem como alvo células em
crescimento, as quais apresentam sintese proteica ativa (144). Estudo indicou que a
proteina FtsZ, responsavel pela formacdo do anel de divisdo celular, é o principal alvo
de ADEP4/CIpP (145). Em A. baumannii, até o momento, ndo existem relatos de
estratégias capazes de erradicar celulas persisters.

A importancia da elucidagdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
formagéo e manutencdo do fenotipo de persisténcia em A. baumannii € justificada pela
relevancia das células persisters nas infecgdes cronicas e sua estreita relacdo com a

falha na terapia antimicrobiana, bem como pela escassez de dados relacionados a
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persisténcia em A. baumannii. Desta forma, a partir do conhecimento sobre a fisiologia
das células persisters é possivel o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que
tenham como objetivo a erradicacdo destas células, proporcionando assim, o sucesso do
tratamento antimicrobiano e, por conseguinte, a reducdo das taxas de morbidade e
mortalidade nos hospitais e demais unidades de tratamento devidas a infecgdes causadas

por este microrganismo.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de isolados nosocomiais
de A. calcoaceticus-baumannii em apresentar o fenétipo de persisténcia em células
planctonicas e em condicdo de biofilme, frente a exposicdo ao meropenem e/ou a
polimixina B, bem como analisar a expressdo diferencial de proteinas em células

persisters oriundas de cultivos planctonicos e de biofilmes expostos a meropenem.

1.2.2 Objetivos Especificos
1.2.2.1 Determinar a suscetibilidade a polimixina B e meropenem em isolados de A.

calcoaceticus-baumannii;

1.2.2.2 Verificar a capacidade dos isolados de A. calcoaceticus-baumannii suscetiveis a

polimixina B e meropenem em formar biofilme;

1.2.2.3 Avaliar a presenca de células persisters em cultivos planctdnicos de isolados
nosocomiais de A. calcoaceticus-baumannii frente a exposicdo a polimixina B e ao

meropenem;

1.2.2.4 Avaliar a presenca de células persisters em biofilmes formados por isolados
nosocomiais de A. calcoaceticus-baumannii frente a exposi¢cdo a polimixina B e ao

meropenem;
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1.2.2.5 Avaliar a influéncia da combinagcdo de polimixina B com meropenem, em
diferentes concentragcfes, na erradicagdo de células persisters de A. calcoaceticus-

baumannii em cultivo plancténico;

1.2.2.6 Verificar possiveis alteraces na morfologia nas células persisters de A.
calcoaceticus-baumannii por meio de microscopia eletronica de varredura em condigéo

de biofilme e em cultivo planctonico, frente a exposicdo ao meropenem;

1.2.2.7 ldentificar padrdes de expressdo de proteinas possivelmente envolvidos na
formacdo e manutencdo do fendtipo de persisténcia por meio de analise protedmica de
um isolado nosocomial de A. calcoaceticus-baumannii em condicdo de biofilme e

células planctbnicas mediante a exposi¢cao ao meropenem.
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1.3 Aspectos Eticos

O presente estudo foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul — PUCRS em 22 de novembro

de 2013, tendo sido aprovado para execuc¢ao sob o nimero de protocolo 483.469.
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Artigo Cientifico 1

Effects of meropenem exposure in persister cells of Acinetobacter calcoaceticus-

baumannii

Aurtigo cientifico publicado no periédico Future Microbiology em fevereiro de 2017.

Fator de impacto: 3.637 (JCR 2015)
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The Acinetobacter calcoaceticus-bawmannii (ACB) complex has been considered an importane public
health concern responsible for several infections in intensive care unit patients [1). Nowadays, ACB
healtheare-associated infections can be even aggravated by the raising antimicrobial resistance
levels that increased the difficulty imposed on their treatment, including resistance to carbapen-
ems — which have been widely used against these infections [2). However, the ineffectiveness of
antimicrobial wrearments, especially in the avoidance of recalcitrance of chronic infections, may
also be due 1o the bacterial phenotype of wlerance to antimicrobials determined by the presence
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assigned to several molecular mechanisms and global regulators thar can operate independently and
in parallel, or even overlapped [7]. including the 505 response and roxin—antitoxin modules [g-1a].

Persister cells are especially important in biohlms [11], as even antimicrobials thar are able to dif-
fuse in biofilms do not act on these tolerant cells, hindering the trearment of the infection [5.12]. This
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Capitulo 3

Resultados Preliminares

Persisténcia em Acinetobacter baumannii ap06s exposicéo a polimixina B

Resultados preliminares que irdo compor um artigo a ser submetido a um periodico

cientifico.
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Persisténcia em Acinetobacter baumannii apds exposi¢do a polimixina B

Introducéo

A persisténcia bacteriana é determinada pela presenca de células persisters, as
quais sdo caracterizadas como uma pequena fracdo da populacdo capaz de permanecer
vidvel apOs a exposicdo a elevadas concentracBes de antimicrobianos bactericidas,
mesmo sendo fenotipicamente suscetiveis a estes farmacos (1,2). A presenca destas
células esté relacionada a falha na terapia antimicrobiana, especialmente em infec¢des
cronicas e recorrentes, visto que estas sdo capazes de retomar o crescimento apds a
reducdo dos niveis do antimicrobiano, o que pode levar a recidiva do quadro infeccioso
(3,4). A persisténcia ja foi reportada em diferentes microrganismos, incluindo
Acinetobacter baumannii (5-7), frente a diversas classes de antimicrobianos. A.
baumannii é responsavel por ocasionar importantes infeccGes associadas a assisténcia
em saude, acometendo especialmente pacientes debilitados e internados em unidades de
tratamento intensivo, e frequentemente apresenta resisténcia a multiplos farmacos,
dificultando o sucesso do tratamento antimicrobiano, sendo necessaria a utilizacdo de
terapias de ultima escolha, tais como as polimixinas (8-10). Embora a resisténcia as
polimixinas em A. baumannii ndo seja ainda amplamente descrita (11,12), foram
reportadas células persisters a partir de cultivos deste microrganismo em fase
estaciondria ap6s a exposicdo a 15 pg/mL de polimixina B por 6 h, tendo sido
observada grande heterogeneidade entre as fracOes de persisters (5). Levando em
consideracdo este estudo prévio, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenga de
células persisters em isolados nosocomiais de A. baumannii ap6s a exposicdo a

polimixina B por tempo mais prolongado, 48 h, e em outras duas condicdes de cultivo,
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fase exponencial tardia e em biofilme, bem como verificar a influéncia da concentragéo

deste antimicrobiano na fracdo de persisters presente em ambas as condicdes de cultivo.

Material e Métodos

Isolados bacterianos

Cinco isolados clinicos do complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
(ACB) foram cedidos pelo Departamento de Microbiologia do Laboratério de Patologia
Clinica do Hospital Universitario S&o Lucas — Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul (PUCRS), Porto Alegre, RS, Brasil. Estes isolados foram previamente
identificados por meio do sistema automatizado Vitek 2 (bioMérieux Inc., Hazelwood,
MO) e, posteriormente, 0 género Acinetobacter confirmado a partir da reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR) tendo como alvo o gene RNAr 16S (13). Todos os isolados foram
identificados como A. baumannii por meio de PCR multiplex empregando o gene gyrB
como alvo (14), e previamente caracterizados como capazes de formar biofilme em

superficie de poliestireno em diferentes intensidades (7) (Tabela 1).

Suscetibilidade a polimixina B

A suscetibilidade dos isolados de A. baumannii a polimixina B (Sigma-Adrich,
St. Louis, EUA) foi avaliada por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM), utilizando o método de microdiluicido em caldo de acordo com as
recomendacdes descritas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (15).
Os resultados obtidos foram interpretados de acordo com as diretrizes do CLSI 2014

(16).
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Analise da presenca de células persisters em cultivo plancténico

Cultivos em final da fase exponencial de todos os isolados de A. baumannii
suscetiveis a polimixina B foram avaliados quanto & presenca de células persisters
frente a exposicdo a este antimicrobiano. Para tanto, os isolados foram cultivados por 18
h a 37°C em caldo LB. Apds, fez-se a diluicdo 1:30 em LB estéril, sendo novamente
incubados a 37°C por 3 h a fim de atingir o final da fase logaritmica. A concentracdo
inicial de células, em unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL), foi
determinada por meio da técnica da gota em &gar nutriente (Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra) a partir de diluigdes decimais seriadas. Os cultivos foram expostos a 15
pg/mL de polimixina B por 48 h. Aliquotas de 1 mL foram removidas dos cultivos apds
6, 24 e 48 h de exposi¢do ao antimicrobiano, com o objetivo de determinar a fragdo de
células persisters. As aliquotas foram centrifugadas por 7 min a 12.000 rpm e lavadas
com solugdo salina a 0,85% (Nuclear, Diadema, Brasil) para remocdo de residuos do
antimicrobiano e obtencdo dos precipitados celulares. Os mesmos foram ressuspensos
em 1 mL de solugdo salina a 0,85%, diluidos até 10 e semeados através da técnica da
gota ou espalhamento por superficie em &gar nutriente, em triplicata técnica. Os cultivos
foram incubados por 24 h a 37°C para a contagem das col6nias. O experimento foi

realizado utilizando trés replicatas bioldgicas independentes.

Analise da presenca de células persisters em biofilme

Os isolados de A. baumannii previamente identificados como capazes de formar
biofilme e suscetiveis a polimixina B foram novamente cultivados sob esta condigdo
(7), com o intuito de avaliar a presenca de células persisters. Apos 48 h, as células ndo

aderentes foram removidas utilizando lavagens com tampéo salina fosfato (PBS), e a
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concentracdo inicial de células foi determinada em UFC/mL por meio da técnica da gota
em &gar nutriente a partir de diluicdes decimais seriadas. Posteriormente, 200 pL de
caldo LB estéril suplementado com 15 pg/mL de polimixina B foram adicionados aos
pocos da microplaca de poliestireno contendo as células aderentes. Nos intervalos de 6,
24 e 48 h apo6s a exposigdo ao antimicrobiano, a polimixina B foi removida, as células
lavadas com solucdo salina estéril a 0,85% para a remocdo dos residuos do
antimicrobiano e, posteriormente, dissociadas utilizando banho de ultrassom Ultra
Cleaner 1400 A (Unique, Indaiatuba, Brasil) por 10 min. Assim como no cultivo
plancténico, a contagem do numero de células remanescentes foi realizada por meio da
técnica da gota em &gar nutriente, em triplicata, a partir de diluicdes decimais seriadas.
Os cultivos foram incubados por 24 h a 37°C para a contagem das colbnias. O

experimento foi realizado utilizando trés replicatas biologicas independentes.

Influéncia da concentracdo de polimixina B na fragdo de células persisters

Com o intuito de verificar a existéncia de uma possivel relacdo entre a fracdo de
células persisters apos 48 h de exposicdo e a concentracdo de polimixina B, o isolado
Acb-1 foi cultivado até o final da fase exponencial, assim como na condicdo de
biofilme, e exposto a 10 pg/mL, 15 pg/mL ou 30 pg/mL do antimicrobiano, bem como
a condicdo de biofilme também foi exposta a 100 pg/mL. A fracdo de células
remanescentes foi determinada conforme protocolo descrito anteriormente, nos
intervalos de 2, 4, 6, 12, 18, 24 e 48 h para a fase logaritmica, e 6, 24 e 48 h para
biofilme, apds a exposicdo as diferentes concentracdes de polimixina B. O experimento

foi realizado utilizando triplicata bioldgica.
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Confirmacdo da presenca do fenotipo de persisténcia e exclusdo da selecdo de

mutantes resistentes

Com o objetivo de confirmar a presenca do fendtipo de persisténcia, e que nao
houve modificacdo do fendtipo de suscetibilidade dos isolados testados apds a
exposicdo a polimixina B, em ambas as condi¢des de cultivo, as células remanescentes
de todos os isolados de A. baumannii, obtidas apo6s 48 h de tratamento foram cultivadas
novamente na presenga do antimicrobiano, na mesma concentragdo utilizada no ensaio
de persisténcia, bem como a suscetibilidade a polimixina B foi novamente avaliada por
meio da determinacdo da CIM empregando microdiluicdo. Além disso, 0 sobrenadante
do cultivo de fase logaritmica de Acb-1 ap6s 48 h de exposicdo a 15 pg/mL de
polimixina B foi obtido através de mdaltiplas centrifugacdes e utilizado para
determinacdo da CIM deste mesmo isolado, com o objetivo de verificar possivel

degradacédo do antimicrobiano durante o ensaio de persisténcia.

Avaliagéo da integridade da polimixina B

A cromatografia de ultra eficiéncia foi empregada com o objetivo de verificar a
integridade da polimixina B durante o ensaio de persisténcia, de acordo com método
descrito previamente (17). Para isso, o isolado Acb-1 foi submetido ao ensaio em fase
exponencial, como descrito anteriormente. Aliquota de 1 mL do cultivo bacteriano foi
removida imediatamente apés a adigdo de 15 pg/mL do antimicrobiano, bem como apos
6, 12, 18, 24 e 48 h de exposicdo. As aliquotas foram estocadas a -20°C até o término
do ensaio. Posteriormente, as aliquotas referentes a cada tempo de exposicdo a
polimixina B foram filtradas (membrana de PVDF com poro de 0,22 um e didmetro de

13 mm) e 1pL deste filtrado foi injetado no equipamento UHPLC 1290/MS 6460
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TQQQ — Agilent (todos os componentes e o software MassHunter utilizados foram da
Agilent Technologies®). As separacdes cromatograficas foram realizadas utilizando
uma coluna SB-C18 x 50 mm 1,8 um. A velocidade de fluxo de &cido formico a 0,1%
em agua (solvente A): acido formico a 0,1% em fase mdvel de acetonitrila (solvente B)
foi de 0,3 mL/ min com uma temperatura de coluna de 40°C. O gradiente linear passou
de 5% de solvente B para 100% a 2,5 min. A detecgé&o foi realizada utilizando ionizacdo
positiva por eletropulverizagdo e monitorizacdo de reacbes multiplas dos ions de
transicdo. O tempo de retencdo da polimixina B foi de 1,4 min e a energia de coliséo
utilizada foi de 10 V para as transicbes 402> 101 (quantificador) e 402> 241

(qualificador).

Resultados

Todos os isolados de A. baumannii foram caracterizados como suscetiveis a
polimixina B (Tabela 1) e apresentaram células persisters apds 48 h de exposicdo a
polimixina B (15 pg/mL), em cultivo planctdnico e biofilme. O tratamento com
polimixina B foi capaz de eliminar a maior parte da populacdo em fase exponencial,
onde as fracdes encontradas variaram de 0,0025% a 0,1251% da populacdo inicial
viavel; em biofilme, as fracdes de sobreviventes foram mais expressivas, variando de
9,2654% a 17,4657% (Tabela 2).

Também foi observada uma possivel relagdo entre a fracdo de células persisters
obtida apds 48 h de exposi¢do e a concentracdo de polimixina B empregada. Em fase
logaritmica tardia, apos a exposi¢do a 10 pg/mL, 15 pg/mL e 30 pg/mL de polimixina
B, o isolado Acb-1 apresentou fracdes de células remanescentes de 0,0045%, 0,0041% e

0,0005%, respectivamente (Figura 1). Por outro lado, assim como observado na

48



exposicdo a concentra¢do Unica de polimixina B, as fracGes obtidas na condicdo de
biofilme foram maiores quando comparadas as fragBes encontradas no cultivo
planctonico, compreendendo 16,1272%, 11,1382%, 0,9196% e 0,4231 % da populacdo
inicial vidvel ap6s a exposi¢do a 10 pg/mL, 15 pg/mL, 30 pg/mL e 100 pg/mL,
respectivamente (Figura 2).

Interessantemente, foi verificada a retomada de crescimento bacteriano em todos
os isolados ap6s 24 h de exposicdo a 15 pg/mL de polimixina B, em ambas as condi¢des
de cultivo, assim como do isolado Acb-1 ap6s exposicdo também a 10 pg/mL de
polimixina B em cultivo plancténico, e ap6s o tratamento com todas as concentracdes
em biofilme. A partir desta observacao, a integridade do antimicrobiano foi avaliada por
meio de ensaio cromatografico, o qual demonstrou que a polimixina B ndo sofreu
degradacdo apds 48 h em caldo LB (Tabela 3). A concentracdo minima para inibir o
crescimento do isolado Acb-1 utilizando o sobrenadante do cultivo de 48 h apos a
exposicdo a 15 pg/mL ndo apresentou alteracdo em relacdo ao valor inicial, também
demonstrando ndo haver degradacdo do antimicrobiano. O fendétipo de persisténcia foi
confirmado para todos os isolados, visto que as células remanescentes obtidas ap6s 48 h
de exposicdo a polimixina B, tanto em cultivo plancténico quanto em biofilme, ndo
apresentaram alteracdo da CIM, permanecendo suscetiveis ao antimicrobiano quando
cultivadas na presenca da polimixina B.

Levando em consideragdo a importancia da compreensdo da persisténcia em A.
baumannii, aliada aos resultados encontrados ap0s a exposicdo de A. baumannii a
polimixina B, o isolado Acb-1 foi submetido a analise protedmica por meio de nano-
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa. Para tanto, o Acb-1 foi
analisado em ambas as condi¢cdes de cultivo apos a exposicdo a 15 pg/mL de

polimixina, com o intuito de verificar possiveis mecanismos moleculares envolvidos na
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formagdo e manutencédo deste fendtipo. Entretanto, a analise dos dados referentes a este

ensaio ainda ndo foi completamente concluida.
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Tabela 1. Caracterizagéo dos isolados de Acinetobacter baumannii quanto ao material
clinico de origem, a Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) para a polimixina B e a

intensidade de biofilme formado.

Isolado Material clinico CIM (ug/mL) Intensidade de biofilme
Acb-1 Aspirado traqueal 1 Fraca

Acb-4 Urina 1 Fraca

Acb-8 Escarro 0,5 Fraca

Acb-13 Hemocultura 0,5 Moderada
Acb-20 Aspirado traqueal 1 Forte

Tabela 2. Fragdes de células persisters apresentadas por isolados clinicos de
Acinetobacter baumannii apds 48 h de exposi¢do a 15 pg/mL de polimixina B, em

cultivo plancténico e biofilme.

Fracdo de células persisters (%)

Isolado

Cultivo planctbnico Biofilme
Acb-1 0,0041 11,1382
Acb-4 0,0257 10,3597
Acb-8 0,0025 9,2654
Acb-13 0,0414 14,4673
Acb-20 0,1251 17,4657
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Tabela 3. Determinacdo da concentracdo de polimixina B por cromatografia de ultra
eficiéncia, logo apds a adigdo do antimicrobiano ao cultivo (0 h), bem como apds a
exposicdo por 6, 12, 18, 24 e 48 h a 15 pg/mL, em fase exponencial tardia de

Acinetobacter baumannii (Acb-1).

Tempo de exposicéo (h) Concentragéo (pg/mL)
16,2

0

6 13,8

12 14,9

18 14,9

24 18,9

48 18,4
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Figura 1. Curvas de morte de Acinetobacter baumannii ap6s a exposicdo a
diferentes concentragdes de polimixina B em cultivo planctonico. Acb-1 foi
cultivado até o final da fase exponencial e exposto a 10 pg/mL (e), 15 pg/mL (o) e 30
png/mL () de polimixina B (10, 15 e 30 vezes a MIC, respectivamente) por 48 h. Nos
intervalos de 2, 4, 6, 12, 18, 24 e 48 h, aliquotas foram removidas para a determinacao

da fracdo de células sobreviventes.
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Figura 2. Curvas de morte de Acinetobacter baumannii ap6s a exposicdo a
diferentes concentracGes de polimixina B em condicdo de biofilme. Acbh-1 foi
cultivado como biofilme e exposto a 10 pug/mL (e), 15 pg/mL (o), 30 pug/mL (¢) e 100
ug/mL (0) de polimixina B (10, 15, 30 e 100 vezes a MIC, respectivamente) por 48 h.
Nos intervalos 6, 24 e 48 h, aliquotas foram removidas para a determinacao da fracdo de

células sobreviventes.
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6.1 Consideracdes finais

Patégenos pertencentes ao complexo ACB estdo comumente associados a
severas infecgbes (5-8), as quais tem proporcionado elevadas taxas de morbidade e
mortalidade em hospitais e outras unidades de saude (11-13). A presenca de células
persisters pode estar associada ao insucesso da terapia destas infecgdes, principalmente
as cronicas e recorrentes (73, 74), sendo especialmente importantes em biofilmes (62,
86). Desta forma, este trabalho avaliou a capacidade de isolados clinicos de ACB em
apresentar células persisters em cultivos planctdnicos e em biofilmes, frente a exposicéao
ao meropenem e/ou a polimixina B, bem como buscou a compreensdo dos mecanismos
moleculares possivelmente envolvidos na persisténcia neste patdgeno frente a exposicdo
ao meropenem por meio de anlise proteémica.

Os ensaios de persisténcia mostraram que todos os isolados de ACB
apresentaram células persisters apds a exposicdo a diferentes concentracdes de
meropenem, em ambas as condicBes de cultivo. Células persisters em A. baumannii ja
haviam sido descritas previamente ap0s exposicdo a outros antimicrobianos (68),
sugerindo que a capacidade de apresentar estas células estd amplamente disseminada
entre os isolados nosocomiais do complexo ACB, podendo ser formadas
estocasticamente ou em decorréncia ao estresse ocasionado pela exposicdo aos
antimicrobianos proporcionada pelo ambiente hospitalar, o que constitui uma estratégia
de sobrevivéncia destes microrganismos (56, 58).

Além disso, elevada heterogeneidade nas fracbes de persisters foi observada
entre os isolados quando cultivados em biofilme e em fase exponencial tardia. As

fragdes encontradas na condicdo de biofilme foram mais elevadas quando comparadas
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as obtidas em cultivo planctdnico, o que corrobora com dados reportados em outras
espécies bacterianas (62, 86). Entretanto, esta relacdo nunca havia sido verificada em
ACB. Estes achados podem estar associados & menor eficicia do meropenem em atuar
em biofilme, uma vez que as células nesta condi¢do de cultivo encontram-se, em sua
maioria, em estado de nédo replicacdo ou com baixa taxa de multiplicacdo (23). Assim
como podem estar relacionados com a presenca de moléculas sinalizadoras do sistema
quorum sensing (88-90) ou a outras moléculas e/ou substancias poliméricas
extracelulares, as quais podem participar na regulacdo positiva da formacdo de células
persisters em condi¢cOes de superpopulacdo, uma vez que ndo foi observada correlagdo
entre os niveis de células persisters e a biomassa dos biofilmes.

Os resultados obtidos neste trabalho também demonstraram que o aumento na
concentracdo de meropenem ndo influenciou a fracdo de persisters apés 48 h de
exposicdo, assim como o emprego do regime de dose pulso néo foi capaz de alterar os
niveis de persisters quando comparado com uma Unica exposi¢cdo ao antimicrobiano,
indicando que o aumento nas concentracdes de meropenem testadas pode néo ser capaz
de proporcionar maior eficacia ao tratamento. Além disso, ndo foi observada correlacdo
entre os valores de CIM e as fragdes de persisters, corroborando com dados ja
reportados em A. baumannii frente a exposi¢do a polimixina B e tobramicina (68).

Assim como observado apds a exposicdo ao meropenem, elevada variabilidade
nas fragBes de persisters foi verificada entre os isolados de A. baumannii expostos a
polimixina B em condicdo de biofilme e em fase exponencial tardia, o que também foi
descrito por Barth Jr. e colaboradores (68) apds a exposicdo de cultivos de A. baumannii
em fase estacionaria, a este mesmo antimicrobiano. Entretanto, o tratamento com
polimixina B foi capaz de eliminar a maior parte da populacdo celular em fase

exponencial, apresentando niveis mais baixos quando comparado aos obtidos apds
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exposicdo ao meropenem. Da mesma forma como reportado para 0 outro
antimicrobiano, fragdes mais expressivas de persisters foram detectadas em biofilme
apos exposicao a polimixina B. Diferentemente do que foi observado com a exposi¢éo
ao meropenem, foi verificada uma possivel relacdo entre a fragdo de células persisters
obtida apds 48 h de tratamento e a concentracdo empregada, uma vez que a exposicao a
concentragfes mais elevadas proporcionou reducdo nos niveis de persisters. O fendtipo
de persisténcia apds a exposicdo a polimixina B foi confirmado para todos os isolados e
a possibilidade de presenca de mutantes resistentes foi excluida, bem como a polimixina
B mostrou estar ainda integra ap6s 48 h em caldo LB. Entretanto, foi observada a
retomada de crescimento bacteriano a partir de 24 h de exposicao, indicando possiveis
alteragBes celulares que possam implicar na tolerancia ao antimicrobiano associada a
multiplicagdo celular. Neste contexto, com o intuito de verificar possiveis mecanismos
moleculares envolvidos na formagdo e manutencdo do fenotipo de persisténcia em A.
baumannii, bem como compreender 0s motivos relacionados a retomada de crescimento
observada ap6s exposicdo a polimixina B, persisters oriundas do cultivo do isolado
Acb-1 em fase exponencial e biofilme foram submetidas & analise protedmica.
Entretanto, os resultados deste experimento ainda ndo foram completamente analisados.

A dificuldade imposta pela presenca de células persisters para 0 sucesso no
tratamento antimicrobiano, a variabilidade de mecanismos possivelmente envolvidos na
persisténcia bacteriana e a heterogeneidade observada nas fracGes de células persisters
obtidas em isolados de uma mesma espécie frente a exposicdo a um determinado
antimicrobiano, tém tornado a erradicacdo das celulas persisters bastante desafiadora, o
que tem levado a busca de novas estratégias que atendam a este objetivo (141-143).
Neste contexto, este trabalho também avaliou o efeito da combinacéo de polimixina B e

meropenem em diferentes concentracdes na erradicacdo de células persisters de A.
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baumannii, demonstrando que as combinagOes compostas por concentragcbes mais
elevadas, assim como as combinagdes em que a concentragdo de polimixina B era maior
que a concentracdo de meropenem, foram capazes de erradicar as células persisters de
A. baumannii em fase exponencial tardia, o que ndo foi observado quando estes
antimicrobianos foram utilizados individualmente, destacando o efeito bactericida
sinérgico destes antimicrobianos. A partir destes resultados, também se pode observar
que a combinacgéo destes dois antimicrobianos, em todas as concentracfes testadas, ndo
permitiu a retomada de crescimento bacteriano observada apds 24 h de exposi¢cdo
somente a polimixina B.

A andlise protebmica apresentou diferentes padrGes de expressdo entre as
persisters de A. baumannii provenientes de cultivo planctonico e de biofilme, apds a
exposi¢cdo ao meropenem, bem como ao longo do tempo em uma mesma condicao.
sugerindo que a regulacdo do fen6tipo de tolerancia antimicrobiana neste patdgeno seja
mediada por mecanismos distintos. A superexpressao de proteinas envolvidas nos
processos de divisdo celular e replicacdo de DNA foi especialmante observada em
persisters oriundas de cultivos em fase exponencial tardia, corroborando com as
imagens da microscopia eletronica de varredura obtidas para condicdo de cultivo, que
apresentaram células em divisdo apds diferentes tempos de exposicdo ao meropenem.
Dentro do contexto de persisters serem metabolicamente ativas, propusemos que pelo
menos parte da energia necessaria para a célula seja oriunda da transferéncia de elétrons
da reacdo catalisada por GDH para a cadeia respiratoria, uma vez que foi verificado o
aumento de expressdao de GDH, NDH-1, succinato desidrogenase e ATP sintase. Da
mesma forma, o processo de transcricdo parece estar aumentado nas persisters de Acb-
1, possivelmente relacionada a reprogramacao celular para formacéo e/ou manutencao

do fendtipo de persisténcia. Por outro lado, a sintese protéica parece estar reduzida, uma
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vez que muitas proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos, assim como 0s
principais fatores de elongacdo apresentaram expressdo diminuida em células persisters,
mesmo que muitas proteinas tenham sido identificadas com expressdo aumentada. Além
disso, os dados obtidos também demonstraram aumento na expressdo de Varias
proteinas relacionadas & membrana, embora proteinas relacionadas ao metabolismo de
lipideos tenham apresentado expressdo reduzida. Estes resultados sugerem possiveis
alteracbes na composicdo e funcdo das membranas entre células persisters regulares,
bem como entre as persisters obtidas dentre os diferentes tempos de exposicdo ao
meropenem e as diferentes condic¢@es de cultivo.

Os resultados obtidos a partir da realizagdo deste trabalho mostraram a
capacidade dos isolados de ACB em apresentar células persisters apds a exposi¢do ao
meropenem e a polimixina B, especialmente em condi¢do de biofilme, o que pode
contribuir para a falha do tratamento de infecgdes cronicas e recorrentes. Entretanto,
também pode-se observar que Acb-1 apresentou comportamentos distintos quando
exposto isoladamente ao meropenem ou a polimixina B, bem como quando exposto
concomitantemente a estes farmacos. Assim, conclui-se que cada antimicrobiano pode
ter atuado como um diferente estressor, possivelmente, levando a ativacdo de
mecanismos de tolerancia diferenciados entre as persisters, o que possibilitou a sua
erradicacdo quando os farmacos foram combinados. Desta forma, estes dados
fortalecem a necessidade de elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na
formacdo e manutencdo do fenoétipo de persisténcia em ACB, bem como de conhecer
mais aprofundadamente a fisiologia das celulas persisters de isolados pertencentes a
este complexo, a fim de facilitar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes,
capazes de eliminarem as células persisters, proporcionando sucesso no tratamento

antimicrobiano.
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