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ANALISE IN SILICO DE ILHAS GENOMICAS EM ACINETOBACTER
BAUMANNII COM ENFASE A GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

ANALYSIS IN SILIC OF GENOMIC ISLANDS IN ACINETOBACTER
BAUMANNII WITH EMPHASIS ON ANTIBIOTICS RESISTANCE GENES
Jesarela Merabe Silva Freire!
Nyedja Fialho Morais Barbosa 2
Daniela Santos Pontes °

RESUMO

llhas genbmicas (IGs) sdo definidas como grandes regibes do genoma
bacteriano que sao transferidas horizontalmente, e podem conter genes que
codificam funcbes adaptativas como a resisténcia aos antibidticos. A
transferéncia génica horizontal (TGH) € o principal mecanismo responsavel
pela disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos em
procariotos. Em Acinetobacter baumannii, patégeno encontrado principalmente
em ambientes nosocomiais, a presenca das IGs contribui para a diversidade e
evolucdo dessas bactérias e emergéncia de linhagens multirresistentes. A
resisténcia na espécie A. baumannii representa um risco a saude publica.
Diante da escassez de estudos comparativos sobre a presenca de IGs em
diferentes isolados dessa espécie, este estudo teve como principal objetivo
analisar e caracterizar as ilhas gendmicas presentes em diferentes isolados
nosocomiais de A. baumannii considerando a presenca de genes de resisténcia
aos antibidticos e os elementos genéticos méveis. Para as analises das IGs
foram utilizados todos os 82 genomas de A. baumannii disponiveis no servidor
ISLANDVIEWER 4. As IGs foram exploradas em relagcéo a presenca de genes
de resisténcia aos antibioticos, fagos, integrons, sequéncias de insercéo (IS) e
transposons (Tn), além da importancia desses fatores para a disseminacéao e
evolugdo da resisténcia antimicrobiana e adaptacdo e diversificacdo desses
microrganismos. Dos 82 genomas de A. baumannii analisados foram
detectadas 878 ilhas gendmicas abrangendo um total de 21 Mb. Foi observado
gue o tamanho dos genomas de A. baumannii sofre influéncia do nimero e do
tamanho total de ilhas por genoma. Contudo, o nimero de genes de resisténcia
presentes nas IGs por genoma ndo apresentou relacdo direta com o numero e
tamanho total de ilhas por genoma. Dentro das IGs varias proteinas
funcionalmente identificadas representam importantes adaptacdes adquiridas
para evolucdo dessas bactérias, incluindo genes de resisténcia aos
antibioticos. Foram encontrados 621 genes de resisténcia nas IGs analisadas
com prevaléncia dos genes de resisténcia aos aminoglicosideos, sulfonamidas,
beta-lactdmicos e cloranfenicol. Os resultados mostram a diversidade dos
elementos geneticamente méveis identificados e associacdo desses elementos
aos genes de resisténcia, mostrando a importancia dos mesmos no processo
de TGH da resisténcia em ambientes hospitalares. A analise das IGs, mostrou
a importancia dessas regides na aquisicdo de genes de resisténcia pelo A.
baumannii de origem clinica, representando, também, uma fonte de
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2 Mestre, professora, Ciéncias Biolégicas.
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® Doutorado, professora, Ciéncias Biolégicas.
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disseminacdo desses genes para outras espécies bacterianas A presenca de
IGs em A. baumannii é relevante para a compreensdo da multiresiténcia
apresentada por este microrganismo e para o desenvolvimento de novas

drogas.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. llhas gendmicas. Transferéncia
Génica Horizontal.
ABSTRACT

Genomic islands (GlIs) are defined as large regions of the bacterial genome that
are transferred horizontally, and may contain genes encoding adaptive functions
such as resistance to antibiotics. Horizontal gene transfer (TGH) is the main
mechanism responsible for the spread of antimicrobial resistance genes in
prokaryotes. In Acinetobacter baumannii, a pathogen found mainly in
nosocomial environments, the presence of Gl contributes to the diversity and
evolution of these bacteria and the emergence of multiresistant strains. The
resistance to the A. baumannii species represents a public health risk. In view of
the scarcity of comparative studies on the presence of Gls in different isolates of
this species, this study had as main objective to analyze and characterize the
genomic islands present in different nosocomial isolates of A. baumannii
considering the presence of resistance genes to antibiotics and the elements
genetics. For the Gl analyzes, all 82 A. baumannii genomes available on the
ISLANDVIEWER 4 server were used. The Gls were explored for the presence
of antibiotic resistance genes, phages, integrons, insertion sequences (IS) and
transposons (Tn), besides the importance of these factors for the dissemination
and evolution of antimicrobial resistance and adaptation and diversification of
these microorganisms. Of the 82 A. baumannii genomes analyzed, 878
genomic islands were detected covering a total of 21 Mb. It was observed that
the size of the A. baumannii genomes is influenced by the number and size of
islands per genome. However, the number of resistance genes present in IGs
per genome was not directly related to the number and total size of islands per
genome. Within the Gls several functionally identified proteins represent
important acquired adaptations for evolution of these bacteria, including
antibiotic resistance genes. We found 621 resistance genes in the Gls analyzed
with prevalence of resistance genes to aminoglycosides, sulfonamides, beta-
lactams and chloramphenicol. The results show the diversity of the genetically
modified elements identified and the association of these elements with the
resistance genes, showing the importance of these elements in the TGH
process of resistance in hospital environments. The analysis of the Gls showed
the importance of these regions in the acquisition of A. baumannii resistance
genes of clinical origin, also representing a source of dissemination of these
genes to other bacterial species. The presence of Gls in A. baumannii is
relevant for the understanding of the multiresistance presented by this
microorganism and for the development of new drugs.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Genomic Islands. Horizontal Gene
Transfer.
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1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii (BOUVET; GRIMONT,1986) € um cocobacilo
gram-negativo (CHANG et al.,, 2015; CHERKAOUI et al., 2015), néao
fermentativo, estritamente aerdbio, ndo movel, catalase positivo e oxidase
negativo. Esses microrganismos pertencem ao Filo das Proteobactérias, familia
Moraxellaceae (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996). Essa bactéria tem
sido isolada de solos contaminados por petréleo, solos agricolas, animais,
humanos, plantas, rios, lagos, esgotos e de superficies inanimadas, e essa
ubiquidade se deve a capacidade que o A. baumannii possui de utilizar
diversas fontes metabdlicas de carbono, permitindo assim, sua sobrevivéncia
nos mais diferentes ambientes (JUNI, 1978; ALSAN; KLOMPAS, 2010;
EVEILLARD et al., 2013); A. baumanni tem emergido como um importante
patdbgeno nosocomial (SARHADDI et al, 2017), sendo encontrado
principalmente em unidades de terapia intensiva (SEWARD; LAMBERT;
TOWNER, 1998; ZANDER et al., 2014; MORADI, 2015). E uma bactéria
oportunista e mais comumente envolvida em infeccbes hospitalares
(DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; ZANDER et al., 2014) sendo
associada a infeccfes de pele, do trato urinario, septicemia, e a doencas como
pneumonia, meningite e endocardite (PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016;
RAZAVI NIKOO; ARDEBILI; MARDANEH, 2017).

A. baumannii destaca-se por sua resisténcia antimicrobiana inata e
adquirida (HIGGINS et al., 2009). E apresenta uma excelente capacidade de
adquirir DNA exogeno, que conferem resisténcia a antibidticos e
patogenicidade, aumentando sua diversidade genética (ZHU et al., 2013).
Atualmente, € possivel encontrar isolados dessa espécie que apresentam
resisténcia a maioria dos antibidticos clinicamente disponiveis (LEE et al.,
2017), causando preocupacdo aos sistemas de saude, devido ao aumento dos
casos de incidéncia das infec¢des hospitalares causadas por A. baumannii e do
rapido aumento e disseminacdo da resisténcia (MORADI et al., 2015; NOWAK
et al., 2017). Em uma lista publicada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) em 2017, A. baumannnii resistente aos carbapenems é a primeira
bactéria na classificacdo critica da lista de patdgenos prioritarios para a
pesquisa de novos antibiéticos
(https:/www.who.int/medicines/publications/global-priority-list-antibiotic-
resistant-bacteria/en/) (TACCONELLI et al., 2018).

O rapido aumento de isolados de A. baumannii multirresistentes, ndo é
apenas resultado do aumento do uso de antibiéticos ou da presenca de genes
intrinsecos de resisténcia, mas principalmente, da excelente capacidade que
eles possuem de adquirir genes através da transferéncia génica horizontal
(TGH). A TGH € um importante mecanismo na evolugédo de bactérias (SOUCY;
HUANG; GOGARTEN, 2015), pois permite a disseminacédo e a aquisicao de
genes que conferem caracteristicas adaptativas, como 0s genes de resisténcia
a antibiéticos (BURMEISTER, 2015). A TGH pode ocorrer por transformacéo,
conjugacao ou transdugédo. A transformacdo é um mecanismo que permite que
a bactéria incorpore DNA livre ao seu genoma. A conjugacao ocorre através do
contato direto entre uma célula doadora e uma célula receptora, e permite a
transferéncia unidirecional de material genético. A transducdo, por sua vez,
ocorre através de um bacteriéfago que transfere o DNA de uma célula para
outra (RAZ; TANNENBAUM, 2010; ARBER, 2014; DAUBIN; SZOLLOSI, 2016).
Através da TGH, a aquisicdo de elementos génicos méveis (MGEs), como
transposons (Tns), integrons e Ilhas genémicas (IGs) (DEYLAM SALEHI et al.,


https://www.who.int/medicines/publications/global-priority-list-antibiotic-resistant-bacteria/en/
https://www.who.int/medicines/publications/global-priority-list-antibiotic-resistant-bacteria/en/
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2017) constitui um importante fator para emergéncia de bactérias resistentes
(TUON; ROCHA; MERLINI., 2015; CHA et al., 2018).

Regides maiores do genoma, denominadas IGs, podem ser transferidas
de uma bactéria para outra (MESSERER; FISCHER; SCHUBERT, 2017). As
IGs sdo definidas como segmentos discretos de DNA, e que diferem entre
bactérias estreitamente relacionadas (JUHAS et al., 2009). Sdo sequéncias
grandes de DNA, com um comprimento variando normalmente entre 4,5 kb a
600 kb (LU; LEONG, 2016). Possuem um conteudo diferente de G + C em
comparacdo com o resto do genoma hospedeiro, sdo frequentemente
flanqueadas por genes que codificam RNA transportadores (tRNA), e por
repeticdes diretas (JUHAS et al., 2009; DOBRINDT et al., 2004). Além disso,
sdo conhecidas por transportarem e codificarem fragmentos de outros
elementos genéticos moveis funcionais ou degenerados, como bacteriéfagos,
sequéncia de insercao (IS), Tns, plasmideos e integrases (DOBRINDT et al.,
2004; DARMON; LEACH, 2014; ZHANG et al., 2015; AL-JABRI et al., 2018). As
IGs mdveis podem ser transferidas para um novo hospedeiro como elementos
integrativos e conjugativos (ICEs) e por meio dos profagos (LU; LEONG, 2016).
Ao longo dos anos, varias funcdes adaptativas importantes codificadas por
genes presentes nas ilhas bacterianas foram observadas, e mostraram
contribuir para o estilo de vida Unico das bactérias (HSIAO et al., 2005). As IGs
carregam genes associados a atividades metabdlicas adicionais e codificam
proteinas de superficie celular, de interacdo com o hospedeiro, de ligacdo ao
DNA, relacionadas aos fagos, de resisténcia a antibioticos e metais, e de
simbiose (HACKER; KAPER, 2000; WAACK et al., 2006; ZHANG et al., 2015).

As IGs podem ser subclassificadas pela funcdo que o0s genes
desempenham, como ilhas de resisténcia, ilhas de patogenicidade, ilhas
metabdlicas ou de ilhas de simbiose (JUHAS et al., 2009; SHAH et al., 2014).
As IGs que contém marcadores de resisténcia sdo classificadas como llhas de
Resisténcia (REIs), e possuem grupos de genes que conferem resisténcia a
diversos antibioticos e a metais pesados (PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016;
LIU et al., 2013; LU; LEONG, 2016). Pagano et al., 2016) (Liu et al., 2013)
(LU; LEONG, 2016). Estudos revelaram que os genomas de alguns isolados de
A. baumannii abrigam grandes IGs que apresentam entre 0 grupo génico
adquirido horizontalmente, genes que conferem resisténcia a maultiplos
antibiéticos. (KRIZOVA; DIJKSHOORN; NEMEC, 2011; FARRUGIA et al.,
2013; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016; ZHANG et al., 2017). Além disso, a
presenca dessas ilhas associadas a elementos moveis contribui para
plasticidade genémica de A. baumannii, e também pode explicar em parte a
evolucdo bem sucedida dessa bactéria como um importante patégeno
nosocomial (ROCA SUBIRA et al., 2012).

O aumento de genomas de isolados de A. baumannii sequenciados,
mostrou a presenca de uma extraordinaria variedade de IGs, que contribui para
a diversidade e adaptacdo dessa bactéria (SHAH et al., 2014). A identificacéo
de IGs em A. baumannii € de interesse médico e mundial. Com o crescente e
continuo avango das tecnologias para estudos moleculares, a bioinformatica
tornou-se fundamental para o processamento dos milhares de dados gerados.
Atualmente diversas ferramentas computacionais tém sido desenvolvidas para
identificar e analisar IGs, uma vez que estas constituem importantes
componentes do genoma com papel relevante na adaptacdo e evolucéo
bacteriana (BUSH et al., 2018). O ISLANDVIEWER ¢é considerado uma das
melhores ferramentas disponiveis para analise de IGs em genomas
bacterianos e de arqueias e integra quatro diferentes métodos de predicao
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dessas ilhas (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010; FERNANDEZ-GOMEZ et
al.,, 2012; DA SILVA FILHO, 2018). Considerando que a presenca de IGs
associadas a genes de resisténcia aos antibidticos € uma evidéncia da sua
importancia no desenvolvimento e dispersdo da resisténcia hospitalar, este
trabalho teve como objetivo principal realizar uma analise e caracterizacdo das
IGs encontradas em diferentes isolados nosocomiais de A. baumannii,
disponiveis no programa ISLANDVIEWER 4, com énfase na presenca de
genes de resisténcia a antibidticos. A andlise e caracterizacdo de IGs em
diferentes isolados de A. baumannii nhosocomiais € relevante para uma melhor
compreensao da resisténcia nessa espécie e da emergéncia de isolados
multirresistentes, e as consequéncias que podem advir para saude publica e
ambiental

2 METODOLOGIA
2.1 Levantamento de dados

Neste trabalho, 82 isolados da bactéria A. baumanni foram coletados. Todos os
82 genomas de A. baumannii disponiveis no banco de dados do programa
computacional ISLANDVIEWER4 foram selecionados para este trabalho. Os
genomas e as IGs foram obtidos diretamente no ISLANDVIEWER4 durante o
periodo de levantamento de dados (agosto de 2018). O ISLANDVIEWER4 é
um software de acesso livre de previsdo e analise de ilhas genémicas, e
também funciona como banco de dados de IGs de genomas de bactérias e
arqueas (DHILLON et al., 2015; BERTELLI et al., 2017). Essa ferramenta
integra quatro métodos para identificacao e visualizacao de IGs: IslandPick que
se baseia em uma abordagem genbmica comparativa, o IslandPath-DIMOB
gue se baseia no viés de nucleotideos e na presenca de genes de mobilidade,
o SIGI-HMM que baseia-se no viés de uso de codons e o Islander baseado na
presenca de genes tRNA e tmRNA (RNA transferéncia-mensageiro) como
sitios de integracdo de IGs (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2012) (BERTELLI et
al., 2017). A ferramenta fornece uma plotagem interativa de cada genoma e
das IGs preditas pelo método ou métodos selecionados, sendo possivel obter
informacdes dos genes encontrados naquela ilha com o nimero de acesso no
NCBI. As IGs coletadas foram baseadas nos dados fornecidos pelos métodos
integrados no ISLANDVIEWER4 e dessas, apenas as ilhas com tamanho = 9.5
kb foram selecionadas, critério estabelecido em estudo anterior (FERNANDEZ-
GOMEZ et al., 2012). Os arquivos de saidas referentes aos dados coletados
foram armazenados em arquivo do Excel (Fig.1).

2.2 Caracterizagcao dos Genomas completos

Para a caracterizacdo dos genomas, foi realizada uma consulta ao
GenBank de acordo com o numero de acesso do genoma no NCBI fornecido
no ISLANDVIEWER4. Foram levantados dados sobre a origem do genoma
(hospitalar ou ambiental), o pais no qual a bactéria foi isolada, e em qual
hospedeiro foi encontrado, e o tamanho dos genomas. O GenBank é um
banco de dados publicos acessado através da plataforma NCBI (National
Center for Biotechnology Information), disponivel através do site
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, e disponibiliza sequéncias de varios genomas

(Fig.1).
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2.3 Caracterizacao das llhas Genémicas preditas pelo ISLANDVIEWER 4

Foram baixadas as sequéncias de nucleotideos e de proteinas
referentes a todas as ilhas com tamanho = 9.5 kb preditas pelo método
integrado no ISLANDVIEWER 4, a partir dos 82 genomas de A. baumannii.
Um levantamento de dados foi realizado para obtencao de informacdes sobre
as IGs como tamanho das ilhas, quantidade de ilhas por genoma, e também, a
presenca de genes de resisténcia encontrados dentro das IGs. Essas
informacbes foram obtidas no ISLANDVIEWER4 e analisadas
guantitativamente utilizando o programa computacional Excel, a fim de
organizar e filtrar os dados coletados dos preditores em relacdo as ilhas
gendmicas dos isolados de A. baumannii (Fig.1).
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Figura 1 — Fluxograma das etapas e programas utilizados no trabalho

Levantamento de dados -
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!
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baumannii—
INTEGRONEINDER

2.3.1 Levantamento e caracterizacdo dos genes de resisténcia presentes

nas IGs

Foi realizado o levantamento de todos os genes, identificados como de
resisténcia, dentro das IGs das espécies A. baumannii selecionadas neste
trabalho. Os genes foram classificados quanto o mecanismo de acéo e a classe
de antibiéticos que apresentam resisténcia de acordo com o banco de dados
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curado  Comprehensive  Antibiotic  Resistance  Database  (CARD;
https://card.mcmaster.ca/). O CARD € um banco de dados de genes de
resisténcia, seus produtos e fenétipos associados.

2.4 Classificacao funcional das proteinas nas IGs de acordo com 0 grupo
de proteinas ortolégas (COG)

Para a classificagdo funcional foram utilizadas as sequéncias de
proteinas referentes aos genes presentes nas IGs levantadas neste trabalho,
utilizando o] programa EGGNOG-MAPPER
(http://eggnogdb.embl.de/#/app/emapper). O EGGNOG-MAPPER é um
programa de acesso livre que anota sequéncias baseadas em atribuicdes de
ortologia rapida usando clusters pré-computados e filogenias do banco de
dados do EGGNOG. O programa segue trés passos para realizar a anotacao.
O primeiro passo é o mapeamento das sequéncias, ha qual o programa ira
consultar o HMMER 3 em busca de correspondéncias significativas usando o
modelo oculto de Markov (Hidden Markov Model -HMM) no banco de dados do
EGGNOG. Depois, as proteinas mais bem representadas no HMM sao
comparadas com o conjunto de proteinas disponiveis no EGGNOG pela
ferramenta PHMMER e a melhor sequéncia proteica correspondente é
armazenada como ortéloga. O segundo passo € a atribuicdo ortdloga, nessa
etapa a melhor sequéncia selecionada, passa por outro processo, a fim de
refinar mais o resultado e evitar a inferéncia de sequéncias sem homologia
suficiente. A terceira e Ultima etapa é a anotacdo funcional, aqui os ortélogos
sdo separados taxonomicamente, a fim de evitar falsas atribuicbes (Huerta-
Cepas et al., 2017).

O programa BioEstat (versdo 5.0) foi utilizado para a construcdo do
gréfico de barras da distribuicdo das proteinas dentro das IGs de acordo com
0s COGs identificados pelo EGGNOG-MAPPER.

2.5 Deteccao de profagos presentes nas IGs de A. baumannii

Os profagos foram detectados usando o programa PHASTER
(disponivel gratuitamente através do endereco eletrénico http://phaster.ca/) que
identifica e anota de forma rapida sequéncias de profagos em genomas e
plasmideos bacterianos (ARNDT et al., 2016). As sequéncias de nucleotideos
das IGs extraidas do ISLANDVIEWER4 foram salvas no formato FASTA para
posterior analise. O PHASTER separa os profagos identificados em intactos,
incompletos e questionaveis, de acordo com o0 numero de sequéncias
codificadoras no DNA (CDSs), de uma regiao atribuivel as CDS do profago e a
presenca de genes relacionados com fagos (ZHOU et al., 2011). Os fagos
intactos aferidos como fagos funcionais completos, os fagos questionaveis e
incompletos ndo contém genes de profago suficientes e sao considerados
fagos nao funcionais. Apenas as proteinas dos profagos intactos foram
considerados, seguindo os critérios do trabalho de MONTEIRO; COSTA;
AZEREDO (2018). As sequéncias consideradas profagos intactos sdo assim
classificadas, pois apresentam genes de um fago ja conhecido (ZHOU et al.,
2011).



https://card.mcmaster.ca/
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2.6 Deteccdao de Integrons presentes nas IGs de A. baumannii

Os integrons foram identificados através do programa de acesso livre
INTEGRONFINDER (disponivel no endereco eletrbnico
https://galaxy.pasteur.fr/root?tool_id=toolshed.pasteur.fr%2Frepos%2Fkhillion%
2Fintegron_finder%2Fintegron_finder%2F1.5.1). O INTEGRONFINDER é um
programa que detecta integrons e seus componentes usando perfis HMM e
sitios attC usando um modelo de covaridncia. As caracteristicas mais
marcantes do integron sédo a presenca da enzima integrase (intl) e um conjunto
de sitios attC. O programa também detecta os locais attl (locais
de recombinag¢do), P i ¢romotor) e Pc promotor constitutivo), e genes
codificadores de proteinas nos cassetes génicos. O programa detecta trés tipos
de elementos, os integrons completos, que possuem a estrutura descrita
acima, o elemento In0 que possui apenas a enzima da integrase, e 0S grupos
de sitios attC sem integrases (CALIN), O programa anota as sequéncias pelo
software Prodigal v2.6.2. Os sitios attC foram identificados via INFERNAL 1.1,
as enzimas integrase (intl) foram identificados através do HMMER, assim
como, as anotacdes funcionais das proteinas integradas nos cassetes génicos.
As sequéncias dos promotores constitutivos Pc, dos promotores P i€
dos sitios attl foram identificadas pelo INTEGRALL para os integrons das
classes 1, 2 e 3. CURY et al.,, 2016). Apenas os integrons completos foram
considerados, neste trabalho.

2.7 Deteccdo das Sequéncias de Insercédo (ISs) e Transposons (Tns)
presentes nas IGs de A. baumannii

Para as analises, foram utilizadas as sequéncias de nucleotideos das
llhas gendmicas. As ISs e os Tns foram identificados pelo programa ISFINDER.
O programa é de acesso livre e esta disponivel através do site
(https://isfinder.biotoul.fr/blast.php). O ISFINDER € um programa que detecta
ISs em genomas bacterianos, porém esse programa também é capaz de
detectar Tns.

2.8 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa R (versao
3.5.1). O programa R foi utilizado para as analises de correlagdo. A matriz de
correlacdo usada foi a de Spearman, que é uma correlacdo nao paramétrica,
visto que, os dados ndo apresentaram normalidade. Um coeficiente de
correlagdo < 0,4 foi considerado como correlagcdo fraca, >0,4 a < 0,5
correlacdo moderada e > 0,5 uma correlagdo forte. O nivel de significancia
considerado foi de 5% (p < 0,05).

3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacdo dos Genomas completos

Dos 82 genomas completos de A. baumannii selecionados para este
trabalho (Tabela 1), 62% foram isolados na Asia, 22% na América do Norte,

10% na Europa, e apenas 5% e 1% na Oceania e na América do Sul,
respectivamente. O tamanho dos genomas dos isolados variaram de 3,68 Mb a


https://galaxy.pasteur.fr/root?tool_id=toolshed.pasteur.fr%2Frepos%2Fkhillion%2Fintegron_finder%2Fintegron_finder%2F1.5.1
https://galaxy.pasteur.fr/root?tool_id=toolshed.pasteur.fr%2Frepos%2Fkhillion%2Fintegron_finder%2Fintegron_finder%2F1.5.1
https://isfinder.biotoul.fr/blast.php
http://cran.r-project.org/src/base-prerelease
http://cran.r-project.org/src/base-prerelease
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4,34 Mb. Todos os genomas de A. baumannii disponiveis no ISLANDVIEWER4

foram isolados de humanos e em ambientes hospitalares.

Tabela 1 — Genomas e isolados estudados

Localizacéo Isolados N° identificacao

Asia
1656-2 NC_017162.1
BJAB07104 NC 021726.1
BJABO715 NC_021733.1
BJAB0868 NC _021729.1
IOMTU433 NZ_AP014649.1
DU202 NZ CP017152.1
MDR-TJ NC_017847.1
MDR-ZJ06 NC 017171.1
NCGM 237 NZ_AP013357.1
BAL062 NZ_LT594095.1
AC29 NZ_CP007535.2
HRAB-85 NZ_CP018143.1
KABO1 NZ_CP017642.1
KABO2 NZ_CP017644.1
KABO3 NZ_CP017646.1
KABO4 NZ_CP017648.1
KABO5 NZ_CP017650.1
KABO6 NZ_CP017652.1
KABO7 NZ _CP017654.1
KABO8 NZ_CP017656.1
KBN10P02143 NZ CP013924.1
XDR-BJ83 NZ_CP018421.1
XH386 NZ_ CP010779.1
XH856 NZ_CP014541.1
XH857 NZ_ CP014540.1
XH858 NZ_CP014528.1
XHB859 NZ_CP014539.1
XH860 NZ_CP014538.1
YU-R612 NZ CP014215.1
TYTH-1 NC_018706.1
ZW85-1 NC_023028.1
Ab4568 NZ_CP024613.1
Ab4653 NZ_CP024612.1
Ab4977 NZ_CP024611.1
AbPK1 NZ_ CP024576.1
B8300 NZ_CP021347.1
B8342 NZ_CP021342.1
CBA7 NZ_CP020586.1
HWBAS NZ_ CP020597.1
JBA13 NZ_CP020584.1
SAAl14 NZ_ CP020579.1
SSA12 NZ_CP020578.1
SSA6 NZ_CP020591.1
SSMA17 NZ_CP020581.1
USA15 NZ_CP020595.1

USA2

NZ_ CP020592.1
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Europa

América do Norte

Oceania

América do Sul

WKAO02
A1296
BLO1
15A5
15A34

ACICU
R2090
R2091

AYE

Al
AbH120-A2
ATCC 17978
A388

LAC4
ab736
AB307-0294

CMC-CR-MDR-Ab4
CMC-CR-MDR-Ab66

CMC-MDR-ADb59
AF-401

AF-673

ABO030

ABO031

AB042
AB5075-UW
3207

LAC-4

CIP70.10

ATCC 17978-mff
ABO057
Ab04-mff

D1279779
D36
AYP-A2
A85

6200

NZ_CP020598.1
NZ_CP018332.1
NZ_CP025266.1
NZ_CP020574.1
NZ_CP020590.1

NC_010611.1
NZ_LN868200.1
NZ_LN997846.1
NC_010410.1

NZ_CP010781.1
NZ_CP009534.1
NZ_CP018664.1
NZ_CP024418.1

NZ_CP018677.1
NZ_CP015121.1
NZ_CP024911.1
NZ_CP016295.1
NZ_CP016300.1
NZ_CP016298.1
NZ_CP018254.1
NZ_CP018256.1
NZ_CP009257.1
NZ_CP009256.1
NZ_CP019034.1
NZ_CP008706.1
NZ_CP015364.1
NZ_CP007712.1
NZ_LN865143.1
NZ_CP012004.1
NC_011586.2

NZ_CP012006.1

NC_020547.2
NZ_CP012952.1
NZ_CP024124.1
NZ_CP021782.1

NZ_CP010397.1

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

3.2 Caracterizacao das Ilhas Gendmicas preditas pelo ISLANDVIEWER 4

Com base nas informacdes levantadas no ISLANDVIEWER4 foram
detectadas um total de 878 ilhas gendmicas abrangendo um total de 21 Mb. O
tamanho individual das llhas variou de 9.5 kb a 85 kb. Todos os genomas de A.
baumannii selecionados neste trabalho apresentaram a presenca de 1Gs. A
fracdo do genoma representado por IGs variou de 1,6% até 13,4% entre 0s

isolados analisados.
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Para os dados referentes ao tamanho do genoma, tamanho das ilhas por
genoma, numero de ilhas por genoma e niumero de genes de resisténcia por
genoma, foram realizados testes de correlacéo para verificar se havia alguma
relacdo entre as variaveis (Apéndice 1). Foi observada uma forte e significativa
correlacdo entre o numero de ilhas por genoma e o tamanho total das ilhas por
genoma e (p = 0,87, p < 0,05 (Fig. 2a). Também foram observadas
correlagdes significativas, no entanto moderadas, entre o tamanho total dos
genomas e o tamanho de ilhas por genoma (p=0,43, p < 0,05) (Fig.2b) e entre
o tamanho total dos genomas e o numero de ilhas por genoma (p = 0,44, p <
0,05) (Fig. 2¢).

Figura 2 — Padréo das IGs em relagcdo aos genomas.
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a) Gréfico que representa a relacao entre o numero de IGs por genoma e o tamanho das IGs
por genoma (em Kb). b) Grafico que representa a relagdo entre o tamanho do Genoma (em
Mb) e o tamanho das IGs por genoma (em Kb). c) Gréafico que representa a relagdo entre o
tamanho do Genoma (em MB) e o numero de IGs por genoma. Fonte: Elaborada pelo autor,
2019.

Em relacdo a quantidade de genes de resisténcia por ilha genémica,
foram observadas correlacfes significativas, mas fracas com o nimero de ilhas
por genoma (p = 0,28| p < 0,05) (Fig.3a) e com o tamanho das ilhas por
genoma (p = 0,38] p < 0,05) (Fig. 3b). Do total de genes de resisténcia
encontrados por genoma, a fracdo desses genes presentes nas IGs variou de
0% a 47.1%. Em 15 genomas nédo foi observada a presenca de genes de
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resisténcia nas IGs, sendo referentes aos genomas dos isolados de A.
baumannii ATCC 17978-mff, D1279779, CIP70.10, R2090, 6200, A1, AB5075-
UW, D36, ZW85-1, AB307-0294, AbPK1, B8342, HWBAS8, WKA02, A1296.

Figura 3 — Padréo das IGs em relacéo a presenca de genes de resisténcia
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. a) Grafico que representa a relacdo entre o nimero de
ilhas por genoma e a quantidade de genes de resisténcia nas ilhas por genoma. b) Grafico
gue representa a relacdo entre o tamanho das Ilhas por genoma e a quantidade de genes
de resisténcia nas ilhas por genoma.
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3.2.1 Levantamento e caracterizacdo dos genes de resisténcia presentes
nas IGs

Foram identificados 621 genes de resisténcia dentro das IGs pelo
programa ISLANDVIEWER 4 e os mesmos foram classificados de acordo com
a classe de antibioticos que apresentam resisténcia e em relacdo ao
mecanismo de resisténcia do gene (Tabela 2). Os genes de resisténcia aos
aminoglicosideos foram os mais encontrados (armA, aac(3), aacA4, aac(6),
aph(3), aph(6), n-acetiltransferase) representando um total de 40,6% de todos
0s genes de resisténcia encontrados nas IGs. Os genes de resisténcias sull e
sul2, que conferem resisténcia as sulfonamidas também foram amplamente
identificados dentro das IGs, representando 19,2%. Genes de resisténcia aos
beta-lactamicos, cloranfenicol e tetraciclina também foram encontrados. Outros
genes de resisténcia foram encontrados com baixa expressividade dentro das
IGs (msrE, mexW/mexi, mexH, blmA, adel, adeB, emrA, emrK, ndm-1, per-1,
tetA, tet B, transportadores MFS). Existe uma variabilidade entre os isolados
referentes aos marcadores de resisténcia e os perfis das I1Gs



Tabela 2 - Genes de resisténcia presentes nas IGs
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GENES DE RESISTENCIA
ENCONTRADOS NAS IGS

CLASSE DE ANTIBIOTICOS

MECANISMO DE RESISTENCIA

ArmA

Aminoglicosideos

Alteracdo do alvo

aac(3) Aminoglicosideos Inativacdo da droga
aacA4 Aminoglicosideos Inativacdo da droga
Aac(6) Aminoglicosideos Inativacdo da droga

aph(3")-1b (strA)/l1a

Aminoglicosideos

Inativacao da droga

aph(6)-1d(strB)

Aminoglicosideos

Inativacao da droga

N-acetyltransferase (9)

Aminoglicosideos

Inativacao da droga

msr(E) Macrolideos/Estreptogramicina Protege o alvo da droga
mexW/mexI Tetraciclinas/Fluoroquinolonas Efluxo da droga
MexH Tetraciclinas/Fluoroquinolonas
Efluxo da droga
BImA Glicopeptideos Inativacdo da droga

adel/adeK (2)

Carbapenémicos/Tetraciclinas/Lincosamida/
Fluoroquinolonas/Cefalosporinas/Macrolideos/
Cloranfenicol

Efluxo da droga

adeB (1) Tetraciclina/ Glicilciclina Efluxo da droga

emrA/emrK Fluoroquinolonas/ tetraciclinas Efluxo de droga

MphE Macrolideos Inativacao da droga
oxa-23 Beta-lactamicos Inativacao da droga
ndm-1 Beta-lactamicos Inativagcdo da droga
tem-1 Beta-lactamicos Inativagcdo da droga
perl Beta-lactamicos Inativacdo da droga
catB8 Cloranfenicol Inativacdo da droga
sull Sulfonamidas Substituicdo do alvo
sul2 Sulfonamidas Substituicdo do alvo
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TetB

Tetraciclinas

Efluxo da droga

TetA

Tetraciclinas/Glicilciclina

Efluxo da droga

Transportadores MFS

Efluxo da droga
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3.3 Classificacado funcional das proteinas nas IGs de acordo com a COG

Foram levantadas um total de 24.439 proteinas presentes nas 878 IGs.
Estas proteinas foram analisadas e classificadas de acordo com seu grupo de
proteinas ortolégas (categoria COG) atravées do EGGNOG-MAPPER. As
proteinas de fun¢gBes desconhecidas (categoria S) corresponderam a mais de
50% do total das sequéncias génicas encontradas nas IGs. Em seguida, estao
as proteinas envolvidas nos processos de replicagdo, recombinacdo e reparo
(categoria L) com 13%. Proteinas envolvidas na transcricdo (categoria K) e na
producdo e conversdo de energia (categoria C), representaram 8.9% e 6.8%,
respectivamente. Ja as proteinas envolvidas no transporte de carboidratos e
metabolismo (categoria G), mecanismos de defesa (categoria V) , transporte e
metabolismo de ions inorganicos (categoria P), transporte de coenzima e
metabolismo (categoria H), traducédo, estrutura ribossémica e biogénese
(categoria J), biogénese da parede celular / membrana / envelope (categoria
M), transporte e metabolismo de nucleotideos (categoria F), transporte e
metabolismo de aminoacidos (categoria E), trafico, secrecdo e transporte
vesicular intracelular (categoria U) , biossintese, transporte e catabolismo de
metabolitos secundarios (categoria Q), modificacdo pés-traducional, turnover
de proteina chaperonas (categoria O), transporte lipidico e metabolismo
(categoria 1), motilidade celular (categoria N) e controle do ciclo celular, divisdo
celular, particdo de cromossomos (categoria D) , corresponderam a menos de
5% de todas as proteinas encontradas nas IGs (Fig. 4).A classificacédo
funcional das proteinas nas IGs baseada na ortologia mostrou que nessas
regides, estdo presentes uma grande quantidade de proteinas com funcdes
ainda desconhecidas.

Figura 4 — Distribuicdo das proteinas dentro dos IGs de acordo com o COG
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
3.4 Deteccao de profagos presentes nas llhas genémicas de A. baumannii

Foram encontrados um total de 199 sequéncias de profagos integrados
nas ilhas genémicas de 62 isolados de A. baumannii analisados neste estudo.
Contudo, apenas 81 sequéncias de profagos foram classificadas como intactas.
Foi identificado um total de 8 bacteriéfagos diferentes, sendo eles pertencentes
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a trés familias: a familia Siphoviridie, a familia Myoviridie e a familia
Podoviridie.

Tabela 3 — Profagos intactos anotados nas IGs de A. baumannii

Bacteriéfago Familia Intactos N° Referéncia
Acinetobacter phage Bphi-B1251 Siphoviridie 37 NC_019541
Acinetobacter phage Siphoviridie 12 NC_031098

vB_AbaS_TRS1

Burkholderia virus BcepMu Myoviridie 1 NC_005882
Enterobacteria phage mEp235 Siphoviridie 4 NC_019708
Enterobacteria phage VT2phi_272  Podoviridie 1 NC_028656
Mannheimia phage Myoviridie 19 NC_028766

vB_MhM_3927AP2

Pseudomonas virus phiCTX Myoviridie 6 NC_003278

Salmonella phage SEN34 Myoviridie 1 NC_028699

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Nas sequéncias de profagos intactos foram encontradas proteinas
envolvidas na degradacdo da parede celular bacteriana (Ligacdo a
peptidoglicano (PGRP), proteinas envolvidas na formacdo do capsideo do
bacteriéfago (P22 coat protein), e na formacédo da cabeca viral dos fagos (Fago
Mu proteina F). Proteinas envolvidas na replicacdo, recombinagdo e reparo
(DNA adenina metilase, DNA invertase, resolvase recombinase sitio-especifica
Pin, DNA metilase citosina-especifica C-5, DNA recombinase sitio-especifica
relacionada a DNA invertase Pin- gp6 e proteina de ligacdo a fita simples de
DNA). Proteases (Proteina protéica central do pro-capsideo, protease da
maturacdo da cabeca do fago e protease putativa dependente de ATP),
fosfatases (fosfoproteina fosfatase), oxiredutases (proteina putativa da
superfamilia da desidrogenase alcodlica contendo zinco), e proteinas
envolvidas na transcricdo e mecanismos de transducdo de sinal (proteina
umuD). Também foram encontradas proteinas envolvidas na viruléncia e na
adaptacao bacteriana associadas a reguladores transcricionais (TraR/DksA
family protein, putativo repressor cl - HipB), a membrana (lipoproteina putativa,
lipoproteina) e a chaperonas (Chaperona molecular da classe DnaJ com
dominio do dedo do Zn do C-terminal putativo). Proteinas envolvidas com a
resisténcia aos aminoglisideos como a proteina bifuncional AAC/APH que foi
encontrada em IGs de 14 isolados, associada aos fagos Acinetobacter phage
Bphi-B1251, Mannheimia phage vB_MhM_3927AP2, Acinetobacter phage
vB_AbaS_ TRS1, Salmonella phage SEN34, Enterobacteria phage VT2phi_272
e Pseudomonas virus phiCTX. O transposon Tn5041, Acetiltransferase, e a
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proteina putativa de resisténcia ao composto quaternario de amoénio (gacE)
também foram encontradas nos fagos intactos identificados.

3.5 Deteccdao e identificacdo dos Integrons presentes nas IGs

Foram identificados 47 integrons completos presentes nas IGs,
encontrados em 30 isolados. Os integrons apresentaram 7 diferentes grupos de
cassetes génicos (Tabela 4, Figura 5). Entre os genes cassetes foram
identificados os genes de resisténcia aminoglicosideo 3-N-acetiltransferase
(AAC3-I), aminoglicosideo 6-N-acetiltransferase (AAC6-lb), aminoglicosideo
nucleotidiltransferase (ANT3) que conferem resisténcia aos aminoglisideos; o
gene cloranfenicol acetiltransferase (CAT) que confere resisténcia ao
cloranfenicol; o gene acetiltransferase (Acetyltransf 10); o cassete
transportador de efluxo de drogas (emrE) e a proteina identificada pertencente
a familia de pequenas proteinas resistentes (SMR). Todos os integrons
encontrados pertenciam a classe 1.

Tabela 4 - Arranjo dos cassetes génicos presente nos integrons em A.
baumannii.

Arranjo de cassetes génicos Presente nos isolados Porcentagem nos
isolados %

AAC3-I - Acetyltransf_10 - ANT3 - MSR BALOG62 1.2

AAC6-Ib - CAT- ANT3- emrE AF673, HRAB-85, XDR-BJ83, 14.6

XH356, XH856, 15A34, MDR-
7J06, MDR-TJ, NCGM 237,
CMC-CR-MDR-Ab4,  XH857,
CMC-CR-MDR-Ab59

emrE - ANT3 - AAC3-1 -AAC6-1b A388 1.2

emrE - ANT3 — CAT- AAC6-1b TYTH-1, SSA6, DU202 3.7

AAC3-I- ANT3 —emrE Al, AB0057, XH856, BLO1, 8.5
A85, MDR-TJ e Ab4653

emrE- ANT3 -AAC3-1 str.AYE, KBN10P02143, 4.9
Ab4977, Ab4568

emrE - ANT3 1656-2 e AYP-A2 2.4

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. Aminoglicosideo 3-N-Acetiltransferase (AAC3-),
aminoglicosideo 6-N-acetiltransferase (AAC6-Ib), aminoglicosideo Nucleotidiltransferase
(ANT3); cloranfenicol acetiltransferase (CAT), acetiltransferase (Acetyltransf 10); transportador
de efluxo de drogas (emrE), proteina identificada pertencente a familia de pequenas proteinas
resistentes (SMR).
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Figura 5 — Representacdo grafica dos arranjos dos cassetes génicos
presentes nos integrons em A. baumannii.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. a) Representagdo grafica do arranjo de cassetes presente
no isolado BALOG62 contendo 0s genes Aminoglicosideo 3-N-Acetiltransferase (AAC3-),
aminoglicosideo Nucleotidiltransferase (ANT3), acetiltransferase (Acetyltransf_10) e uma
proteina identificada pertencente a familia de pequenas proteinas resistentes (SMR). b) Arranjo
de cassetes presente nos isolados AF673, HRAB-85, XDR-BJ83, XH356, XH856, 15A34, MDR-
ZJ06, MDR-TJ, NCGM 237, CMC-CR-MDR-Ab4, XH857, CMC-CR-MDR-Ab59 contendo os
genes aminoglicosideo 6-N-acetiltransferase (AACG6-1b), cloranfenicol acetiltransferase (CAT),
aminoglicosideo Nucleotidiltransferase (ANT3) e o transportador de efluxo de drogas (emrE). c)
arranjo de cassetes presente no isolado A388 contendo o transportador de efluxo de drogas
(emrE), aminoglicosideo Nucleotidiltransferase (ANT3); Aminoglicosideo 3-N-Acetiltransferase
(AAC3-1), aminoglicosideo 6-N-acetiltransferase (AACG6-1b). d) Arranjo de cassetes presente
nos isolados TYTH-1, SSA6, DU202 contendo o transportador de efluxo de drogas (emrE) e os
genes aminoglicosideo Nucleotidiltransferase (ANT3), cloranfenicol acetiltransferase (CAT) e
aminoglicosideo 6-N-acetiltransferase (AAC6-Ib). €) Arranjo de cassetes presente nos isolados
Al, AB0OO57, XH856, BLO1, A85, MDR-TJ e Ab4653 contendo os genes aminoglicosideo 3-N-
acetiltransferase (AAC3-l), aminoglicosideo Nucleotidiltransferase (ANT3) e o transportador de
efluxo de drogas (emrE). f) Arranjo de cassetes presente nos isolados str. AYE, KBN10P02143,
Ab4977, Ab4568 contendo o transportador de efluxo de drogas (emrE) e os genes
aminoglicosideo Nucleotidiltransferase (ANT3) e aminoglicosideo 3-N-acetiltransferase (AAC3-
). g) Arranjo de cassetes presente nos isolados 1656-2 e AYP-A2 contendo o transportador de
efluxo de drogas (emrE) e o gene aminoglicosideo Nucleotidiltransferase (ANT3).

3.6 Identificacdo das ISs e Tns

Foram identificadas 239 ISs integrados nas IGs e 7 Tns (Apéndice 2),
distribuidas em 17 familias, sendo 16 familias de ISs (IS1, IS3, ISL3, 1S4, IS5,
IS6, 1S21, 1S30, 1S66, 1S91, 1S256, 1S481, 1S630, IS701, 1S982 e ISNCY) e uma
familia de Tn (Tn3). Os 7 transposons identificados foram o TnAs3, Tn5393,
TnAs2, Tn2, Tn3, TnShfrl e TnAsl. Dentre os Tns identificados, o Tn5393
apresentou uma ORF que codificava 0 gene strA que confere resisténcia a
estreptomicina e o Tn2 que é considerado pelo programa como pertencente a
familia Tn3 possui uma ORF que codifica o gene blaTEM-1b.

4 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que 100% dos genomas de A. baumannii
disponiveis no ISLANDVIEWER4 foram isolados de ambientes nosocomiais.
Nenhum dos isolados disponiveis eram de origem ambiental. Embora a maioria
das bactérias A. baumannii sejam ambientais e ubiquas, elas sdo amplamente
encontradas em ambientes hospitalares e causam problemas significativos a
saude dos pacientes internados (EVEILLARD et al., 2013; HRENOVIC et al.,
2014;). Em um estudo, realizado por Weinstein et al (2005), sobre infec¢des
nosocomiais causadas por bacilos gram-negativos foi mostrado que o género
Acinetobacter foi 0 Unico patdégeno associado a proporcdes consistentemente
crescentes de pneumonias, infec¢des cirlrgicas e infec¢cdes do trato urinario.

Os 82 genomas de A. baumannii possuiam IGs, contabilizando um total
de 878 IGs. O numero de ilhas por genoma varia consideravelmente entre os
isolados, variando de 2 a 24 ilhas por genoma analisado. As IGs podem
representar uma parcela significativa dos genomas. Os tamanhos das ilhas
também variam consideravelmente. Como esperado, o numero de ilhas por
genoma estava fortemente e positivamente correlacionado com o tamanho total
das ilhas por genoma. Além disso, também foi mostrado a correlacéo
significativa e moderada do tamanho total dos genomas entre o tamanho de
ilhas por genoma e entre o numero de ilhas por genoma. Isso reflete que essas
regibes contribuem para variagdo genOGmica entre os isolados. A alta
variabilidade intra-especifica do tamanho das IGs e as correlagcdes aqui
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observadas foram mostradas em analises do padrdo e arquitetura de ilhas
gendmicas em bactérias marinhas (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2012). Essa
variabilidade no namero e no tamanho das ilhas podem ter implicacbes para
evolucgéao e diversidade de A. baumannii.

Dentro das IGs, foi observada uma proporcdo alta de proteinas
hipotéticas mostrando que essas regides sdo um depdsito de novos genes.
Outros trabalhos também chamaram atencéo para a quantidade de proteinas
existentes em IGs que ainda n&o tinham sido identificadas. Farrugia et al.
(2015) classificou a alta quantidade de proteinas hipotéticas nas IGs como uma
caracteristica que as definem. Hsiao et al. (2005) definiu essas proteinas como
proteinas novas, evidenciando que as IGs séo reservatérios de novidade
genética. Em IGs identificadas no genoma de Corynebacterium efficiens e, 96%
das proteinas codificadas eram hipotéticas (ZHANG; ZHANG, 2005).
Resultados semelhantes foram observados também para Corynebacterium
diphtheriae (ENCINAS et al., 2015). As IGs analisadas apresentaram uma
diversidade de genes de resisténcia evidenciando a capacidade dessas regides
de abrigarem esses elementos e de contribuirem para o surgimento de isolados
multirresistentes e para disseminacdo da resisténcia. Os isolados de A.
baumannii encontrados em ambientes hospitalares sofrem pressao seletiva
aumentada em decorréncia da ampla utilizagdo de antibidticos para o
tratamento de infec¢cbes bacterianas. Assim, a TGH através de bactérias
estritamente relacionadas ou bactérias de outras espécies ou géneros € uma
das formas de aquisicdo e aumento de resisténcia nas espécies de A.
baumannii (NOWAK; PALUCHOWSKA, 2016). Nos dados aqui levantados é
possivel notar a importancia das IGs na resisténcia aos aminoglicosideos, beta-
lactamicos, sulfonamidas, cloranfenicol, quinolonas e tetraciclinas. E notavel
como genes de resisténcia aos aminoglicosideos sdo amplamente encontrados
nas IGs analisadas dos diferentes isolados.

Recentemente vem sendo mostrado que varios A. baumannii podem
apresentar ilhas de resisténcia. O isolado A. baumannii AYE entre os isolados
analisados € o que apresentou a maior IG (85 Kb), sendo esta a primeira ilha
de resisténcia identificada em A. baumannii e denominada AbaR1, com 22
genes de resisténcia conhecidos, compreendendo aproximadamente 85% dos
genes de resisténcia dessa bactéria (FOURNIER et al, 2006). Esses genes
apresentam resisténcia aos aminoglicosideos, beta-lactamicos, cloranfenicols,
fluoroquinolonas, tetracilina e rifampicina

A resisténcia aos aminoglicosideos do A. baumannii, de origem
nosocomial, vem sendo constantemente relatada em diferentes paises. E
conhecido que muito desses genes de resisténcia podem ser adquiridos por
TGH. Um estudo realizado na india, mostrou que 79,2 % de A. baumannii
isolados de pacientes internados na unidade de tratamento intensivo (UTI)
eram resistentes aos aminoglicosideos (gentamicina e amicacina). Mostraram
que os genes aph(3)l, aph(3)Via e armA eram predominantes e
horizontalmente transferiveis (UPADHYAY et al., 2018). Em um hospital do
Nepal também foi observado a emergéncia da resisténcia aos
aminoglicosideos, decorrentes da presenca do gene armA, em isolados de A.
baumannii multirresistentes (SHRESTHA et al, 2016). Embora no
ISLANDVIEWER4 estivesse disponivel apenas um genoma de A. baumannii
isolado na América do Sul, trabalhos relatam a analise de isolados hospitalares
nessa regido de espécies que também apresentaram alta resisténcia aos
aminoglicosideos (MARTINEZ RAMOS; MATTAR VELILLA, 2012; BALLABEN
et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrestha%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27885285
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Além da resisténcia aos aminoglicosideos, podemos também destacar
nas IGs dos genomas aqui levantados a presenca de genes de resisténcia aos
beta-lactamicos, principalmente oxa-23 e tem-1. As carbapenases OXA-23 sdo
prevalentes e encontradas em isolados de A. baumannii do mundo todo (LEE
et al.,, 2017). Estudos mostraram que a insercdo da ISAbal pode ser
encontrada a montante a esse gene de resisténcia e parece estar associada
com a super expressdao do gene oxa-23 em A. baumannii. A ISAbal foi
responsavel pela mobilizacdo do gene oxa-23 de A. radioresistens para A.
baumannii (POIREL et al., 2016; ROYER et al., 2018). Vérios estudos também
mostraram a coexisténcia do gene oxa-23 com o gene de resisténcia aos
aminoglicosideos armA (LEE et al., 2017). A presenca do gene TEM-1 em
ilhas gendmicas de outros isolados de A. baumannii, ndo relatados neste
trabalho, também foram verificados nas linhagens HK302 (KRIZOVA; NEMEC,
2010), WM99c e A91 (NIGRO et al., 2013). Nossos resultados, comparando 82
genomas diferentes de A. baumannii, mostram que as IGs sdo elementos
relevantes na disseminagdo da resisténcia aos aminoglicosideos e aos beta-
lactamicos em ambientes hospitalares, principalmente pela presenca dos
genes aac, aph, arm A, oxa-23 e tem-1.

Sequencias de profagos, ISs, Tns, e integrons também foram
consideravelmente observadas nas IGs analisadas. Esses elementos
representam importantes mediadores da TGH, ademais, como foi observado no
estudo, podem carrear e codificar importantes genes de resisténcia,
influenciando na adaptacéo da bactéria a diferentes ambientes.

Em relacdo aos profagos, que sao fagos lisogénicos que se integram no
genoma da bactéria e sao replicados junto com o cromossomo do hospedeiro
(CASJENS, 2003; ZHOU et al., 2011). Foram encontradas 81 sequéncias de
fagos intactos presentes nas IGs de A. baumannii, 0 que pode corresponder a
uma infeccdo e integracdo recente no genoma do hospedeiro (COSTA,
MONTEIRO; AZEREDO, 2018). Grande parte das bactérias carregam profagos
em seus genomas, que podem estar presentes apenas como fragmentos virais
ou podem estar completo e serem infecciosos (ACKERMANN; PRANGISHVILI,
2012). Ao longo da evolucdo observa-se que os profagos e as bactérias tém
tido uma coevolucéo para alinhar seus interesses, esta € a possivel razdo que
faz alguns profagos fornecerem caracteristicas interessantes para a bactéria
hospedeira, tais como, toleréncia a antibioticos e toxinas, protecdo a infeccao
por outros fagos e melhoramento da aptiddo do hospedeiro (COSTA;
MONTEIRO; AZEREDO, 2018).

Os profagos Bphi-B1251 e vB_AbaS TRS1 tem como hospedeiro a
espécie A. baumannii, mostrando que estes fagos provavelmente estéo
envolvidos na TGH entre espécies mais proximas. Muitos dos fagos intactos
identificados neste trabalho foram relatados pela primeira vez dentro das IGs
de A. baumannii. O profago Mannheimia vB_MhM_3927AP2 tem como
hospedeiro a bactéria Mannheimia haemolytica e foram encontrados de forma
intacta em mais de um isolado de A. baumannii. Muito pouco se sabe sobre
esse fago e sobre a sua participagdo na TGH entre essas bactérias. Também
foi mostrado pela primeira vez a presenca do Salmonella fago SEN34,
Pseudomonas fago PhiCTX e Burkholderia virus BcepMu em IGs de A.
baumannii.

A presenca da proteina bifuncional AAC/APH em alguns isolados de A.
baumannii, associada aos fagos Acinetobacter phage Bphi-B1251, Mannheimia
phage vB_MhM_3927AP2, Acinetobacter phage vB_AbaS_TRS1, Salmonella
phage SEN34, Enterobacteria phage VT2phi 272 e Pseudomonas virus
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phiCTX, e responsavel pela resisténcia aos aminoglicosideos (gentamicina,
canamicina e tobramicina). Sequéncias de profagos foram relatadas
associadas a IGs em outros trabalhos. O sequenciamento do isolado de A.
baumannii K50 mostrou que seis IGs encontradas abrigavam sequéncias
codificadoras de DNA relacionadas com fagos e alguns dos produtos génicos
dessas regides eram importantes para a sobrevivéncia e patogenicidade da
bactéria (WIBBERG et al., 2018).

Os Integrons sao elementos genéticos capazes de adquirir cassetes
génicos através de recombinacdo sitio-especifica (DEYLAM SALEHI, et al,
2017). Esses cassetes génicos comumente carreiam importantes genes de
resisténcia (DEYLAM SALEHI, et al, 2017). Como relatado por Goudarzi et al.
(2016) esses cassetes podem conter genes de bomba de efluxo, genes de
resisténcia a aminoglicosideos e de resisténcia a beta-lactamicos em A.
baumannii. Uma consideravel quantidade de A. baumannii também apresentou
integrons associados as IGs. Foi observado que genes de resisténcia
relacionados a bombas de efluxo e de resisténcia aos aminoglicosideos
estavam presentes em seus cassetes génicos. Os genes de resisténcia aos
aminoglicosideos foram frequentemente encontrados nos grupos de cassetes
génicos dos integrons, mostrando que esses elementos também contribuem
para a resisténcia a essa classe de antibiéticos.

Todos os arranjos de cassetes génicos codificavam pelo menos um
gene de resisténcia a aminoglicosideos, mostrando que a disseminacdo da
resisténcia a essa classe de antibidticos também pode sermediada pela
aquisicdo e transferéncia desses elementos. Os genes de resisténcia a
aminoglisideos prevalentes neste estudo foram ant3, aac3-l, aac6-Ib. Outros
estudos também relataram a prevaléncia desses cassetes em isolados de A.
baumannii (HUANG et al., 2008; CICEK at al., 2013; LIU et al., 2014). Foi
observado individualmente em outros trabalhos a presenca desses cassetes,
porém a presenca dos arranjos de cassetes encontrado neste estudo, nao foi
encontrado em nenhum outro trabalho. O cassete génico aac3-I foi relatado
anteriormente em A. baumanni nos trabalhos de Japoni-Nejad et al. (2013) em
um isolado de um hospital no Ird. Ja a presenca do cassete aac3-l juntamente
com o gene ant3 foi documentado por Cicek et al. (2013), em isolados clinicos
na Turquia, por Huang et al. (2008) em um hospital em Taiwan, e por Turton et
al. (2005) em isolados clinicos do Reino Unido.

E conhecida a prevaléncia do Integron Classe 1 em A. baumannii, assim
como a uma variedade de seus cassetes génicos (PAGANO, MARTINS,
BARTH, 2016). Ploy et al. (2000) em uma caracterizacao de integrons em A.
baumanni observou que entre o0s vinte isolados estudados, dezesseis
possuiam integrons de classe 1. Em um estudo realizado na China por Huang
et al. (2015) dos 189 isolados de A. baumanni analisados 136 pertenciam a
classe 1 dos integrons. No Iran também foi encontrado um resultado
semelhante, na qual 89 dos 120 isolados apresentaram esse integron
(GOUDARZI et al., 2016).

A resisténcia aos aminoglicosideos em A. baumanni através da agéo das
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs) também tem sido
associada aos integrons classe 1, principalmente em linhagens
multirresistentes, como foi mostrado por Almasaudi (2016). Em um estudo
conduzido por Upadhyay et al. (2018) na India mostrou que 109 dos 130
continham AMEs. Os genes que conferem resisténcia ao cloranfenicol também
estdo associados ao Integron classe 1 (FOURNIER et al, 2006; ROCA SUBIRA
et al, 2012; HUANG et al, 2015).
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Agrupamentos de genes de resisténcia como nas IGs também podem vir
acompanhados de uma grande quantidade de ISs e Tns, visto que, esses
elementos podem mediar a integracdo das ilhas no genoma bacteriano, e
também facilitar a transferéncia de genes de resisténcia entre os isolados. A
presenca desses elementos também reflete a flexibilidade de recombinacéo
durante a aquisi¢do dos elementos de resisténcia (ZHU et al., 2013).

Sequéncias de Insercéo (IS) sdo pequenos elementos transponiveis que
codificam proteinas necesséarias a sua transposicdo (HAWKEY et al, 2015).
Sao segmentos simples de DNA menores que 2.5kb, e sdo capazes de se
inserir em vérios locais no genoma (MAHILLON, CHANDLER, 1998; PAGANO,
MARTINS, BARTH, 2016). Enquanto os Ths sao sequéncias que podem variar
em tamanho de 3 a 40 kb, e conter dezenas de genes. Uma consideravel
guantidade de elementos ISs e Tns foram encontradas nas IGs estudadas e
esse resultado mostra que essas regides assim como 0S genes presentes
foram adquiridos via TGH.

Entre as ISs, Abal e Abal25 sdo as mais bem caracterizadas e
amplamente distribuidas em A. baumannii (MUGNIER, POIREL, NORDMANN,
2009; OWRANG et al, 2018). Estao associadas a resisténcia aos B-lactamicos,
incluindo carbapenémicos, carreando principalmente os genes oxa-51, oxa-23,
oxa-58 e ampC (OWRANG et al, 2018; PAGANO, MARTINS, BARTH, 2016;
NIGRO & HALL, 2016). Neste trabalho, 71% e 17% dos isolados apresentaram
as ISs Abal e Abal25, respectivamente, integradas nas IGs, contudo o
programa ISFINDER né&o identificou nenhuma delas associada aos genes de
resisténcia, mostrando a importancia de se curar os dados manualmente Os
resultados mostram que a presenca de elementos génicos méveis, como as
IGs, desempenham um importante papel na TGH, promovendo a aquisicao e
disseminagdo de genes de resisténcia na espécie A. baumannii, fato esse que
preocupa a comunidade mundial, em relacdo ao critico problema da resisténcia
contra essas bactérias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As IGs presentes em isolados A. baumannii abrigam uma grande
guantidade de MGEs e de genes de resisténcia a antibidticos. A presenca
desses elementos contribui significativamente para a adaptacdo e evolucéo
bacteriana e para o surgimento de isolados multirresistentes. As IGs
contribuem para a multirresisténcia principalmente envolvendo os genes de
resisténcia aos aminoglicosideos e beta-lactamicos. Os integrons sé&o
relevantes para a resisténcia aos aminoglicosideos. Assim como 0s integrons,
as ISs e Tns contribuem significativamente para a do A. baumannii. A grande
guantidade de IS pode ser responsavel pela transferéncia de genes de
resisténcia entre bactérias, uma vez que esses elementos sao capazes de
transpor grupos maiores e menores de genes dentro do genoma ou entre
isolados distintos. Além disso, podem ser responsaveis pela variacdo génica
entre os isolados de A. baumannii, uma vez que, podem promover mutacdes
de insercéo e rearranjos gendmicos.

Nos ultimos 30 anos, houve um acentuado aumento nas taxas de
infeccbes hospitalares provocadas por A. baumannii. Esse aumento é
consequéncia da rapida capacidade dessa bactéria de adquirir resisténcia
antimicrobiana, culminando no surgimento de isolados multirresistentes
(SNITKIN et al., 2011; LEAN; YEO, 2017). Mesmo sabendo que a resisténcia
ndo € apenas um problema hospitalar, mas reconhecidamente um problema
ecologico, ainda existe uma atencédo maior direcionada as bactérias isoladas da
clinica. No entanto, as bactérias ambientais constituem verdadeiras fontes para
disseminacdo da resisténcia entre varios hospedeiros e reservatérios nao-
hospitalares e devem ser consideradas para a melhor compreensao e
contengdo do fendémeno da resisténcia (BERKNER; KONRADI; SCHONFELD,
2014; BERGLUND, 2015; BENGTSSON-PALME; KRISTIANSSON; LARSSON,
2017). Considerando que todos os isolados disponiveis e selecionados neste
trabalho eram de origem nosocomiais, € que 0s hospitais sdo verdadeiros
reservatérios de A. baumannii, a presenca de IGs nesses isolados tem
relevancia para a compreensdo do problema da multirresiténcia apresentada
por este microrganismo.
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APENDICE 1 - DADOS DAS ILHAS E DOS GENOMAS

N° identificagdo | Tamanho do genoma|Tamanho da Ilha Total de ilhas Q genes de resisténcia

NC 017162.1 3940614 324632 12 5
NC _011586.2 4055148 216061 9 13
NZ_CP012006.1 3935688 311893 18 4
NC 010611.1 3904116 185032 7 3
NZ_CP012004.1 3857743 195481 8 0
NC _021726.1 3951920 230237 8 4
NC 021733.1 4001621 310088 14 9
NC 021729.1 3906795 153344 5 4
NC_020547.2 3704284 186679 8 0
NZ_AP014649.1 4000970 170582 9 2
NZ CP017152.1 4178958 405335 17 18
NZ _LN865143.1 3928513 208535 8 0
NZ_LN868200.1 3819158 231776 14 0
NZ_LN997846.1 3939746 247404 11 2
NZ_CP007712.1 3954354 360960 15 4
NC 017847.1 3964912 233166 8 15
NC 017171.1 3991133 445713 16 7
NZ_AP013357.1 4021920 298285 17 8
NC_010410.1 3936291 285103 12 26
NZ_LT594095.1 4042750 299680 12 10
NZ_CP015364.1 3998012 345313 16 8
NZ_CP010397.1 3902527 277520 11 0
NZ _CP010781.1 3909008 158655 6 0
NZ_CP009257.1 4335793 581900 24 4
NZ_CP009256.1 3803317 166032 7 4
NZ_CP019034.1 4004719 339358 12 2
NZ_CP008706.1 3972672 170137 9 0
NZ_CP009534.1 3875775 127733 5 5
NZ_CP007535.2 3851648 139540 5 2
NZ_CP018254.1 4250048 270211 15 5
NZ_CP018256.1 3982140 298233 11 16
NZ_CP018664.1 4004792 383065 12 2
NZ_CP016295.1 3970947 247805 11 18
NZ_CP016300.1 3990003 251769 10 16
NZ_CP016298.1 3965390 254947 10 18
NZ_CP012952.1 4063596 218947 9 0
NZ CP018143.1 4021072 290415 11 16
NZ _CP017642.1 3963217 282979 11 4
NZ _CP017644.1 4004978 235662 9 6
NZ_CP017646.1 3983069 328220 13 8
NZ_CP017648.1 4006639 238459 11 11
NZ _CP017650.1 3967717 274171 10 11
NZ _CP017652.1 3967831 268872 10 11
NZ_CP017654.1 3982361 243612 10 11
NZ CP017656.1 3973763 265073 11 7
NZ _CP013924.1 4086879 231883 12 18
NZ CP018421.1 4011552 348347 12 20
NZ CP010779.1 4087343 331044 15 20
NZ _CP014541.1 3908399 268139 11 24
NZ_CP014540.1 3908399 283547 14 20
NZ CP014528.1 4172609 396473 17 8
NZ CP014539.1 3977071 254326 10 10
NZ _CP014538.1 3846621 260035 9 8
NZ CP014215.1 4075545 285950 13 21
NC_018706.1 3957368 325926 8 14
NC_023028.1 3763012 59998 2 0
NZ_CP024911.1 3759495 89320 3 0
NZ _CP024613.1 4000452 214924 8 4
NZ _CP024612.1 3913931 231392 9 8
NZ _CP024611.1 3966912 226290 8 5
NZ CP015121.1 3980886 236903 11 2
NZ CP024576.1 4052889 273615 11 0
NZ _CP024124.1 3991735 259402 10 12
NZ _CP021347.1 3824908 378402 19 1
NZ CP021342.1 3947826 295602 14 0
NZ_CP020586.1 3996455 254299 11 3
NZ _CP020597.1 4077713 155509 8 0
NZ _CP020584.1 3974901 227777 9 5
NZ _CP018677.1 3974606 366221 15 7
NZ_CP020579.1 3972565 228993 10 5
NZ CP020578.1 3982722 235009 10 5
NZ CP020591.1 3884414 205536 9 16
NZ_CP020581.1 3932204 264565 11 5
NZ CP020595.1 3930178 161286 6 1
NZ CP020592.1 3913358 220014 8 12
NZ_CP020598.1 3870945 152944 8 0
NZ_CP024418.1 3999012 307819 13 9
NZ_CP018332.1 3686342 190475 10 0
NZ_CP025266.1 3983848 194570 10 10
NZ_CP020574.1 3966348 219981 11 9
NZ _CP021782.1 4039997 167773 6. 8
NZ_CP020590.1 3866657 232051 10 11
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APENDICE 2 — DISTRIBUICAO DAS ISS E TNS DE ACORDO COM A

FAMILIA

IS familia Sequéncias de Inser¢cdo e Transposons

IS1 ISPal4, ISAba3, ISPssp2, IS1R, IS1B
IS1D, IS1G, IS1A, IS1SD, IS1S, IS1X2,
IS1X4, [1S1X3, IS1X1, IS1F, ISKpnl4,
ISKnel, ISCprl.

1S21 1S1326, ISLispl, ISPsy20, ISVaspl, ISPpu27,
ISThspb, ISAisp7, ISAldel
ISRme4, ISPa64, ISVapa3, ISPmanl
ISCsp4, I1ISThspl9, 1S1600, ISAlde2, ISCte8,
ISAisp6, ISPst3, ISPpnl, ISPa63, ISMex39,
ISMex27, ISAavl
ISBdi7, 1SJsp3, ISVapa4, ISPa36, ISPa65,
ISMdi27, 1SGdil17, ISRsp3, ISCsp3, ISAlsp1,
ISPkrl, ISThsp2, ISSsp4, I1SDevl, ISAlispl,
ISAba8, ISEc57.

1S256 ISAba26, ISAbel0, ISAba42, ISEc39
ISCp1, ISAba50, 1S285.

IS3 ISAba22, ISAba21, ISAcsp3, 1S1236
ISAbel2, ISSfl10, ISSd1, 1S600, ISAbal4,
ISAbal9, ISAba2, ISAba34
ISAba29, ISAbal8, ISAcal, ISAcsp5
ISShfr8, ISRtr2, ISPpu33, ISStmal7
ISMca3, 1S1416, ISAli4, ISRmel5, ISPmil,
ISSod2, ISAba45, ISBcel5, ISEnfa3, 1S1296,
ISBth167, ISFnu6
ISStrspl, ISLhe61, ISEch2, ISFnu8
IS51, ISCce4, ISParl, ISKpnll, ISBj3
ISMex7, 1S1221l, IS1221E, ISBt3, ISAfe7,
ISJspl.

IS30 ISAbal25, ISC1041, ISAbe8, IS18.

IS4 ISAbal, ISAba33, ISEc29, ISEc77
IS10A, ISPprl, ISShes6, ISSod3, ISPal3.

1S481 ISWpi2, ISEc18.

IS5 ISAbalO, ISVa2, ISAbal3, ISAba3l, 1S17,
ISAbal2, ISAhal, ISAba40, ISAlwl, ISAjol,
ISAbel3, ISAha3, ISAha2, ISAba7, ISAbab,
ISSf1, ISAba27, 1S1301, ISAac2, ISAtel,
ISEc28, ISEc35, IS5D, IS5B, IS5, ISPrre2,
ISVall, ISSpul6, ISSgll, ISAsl4, ISPa35,
ISEcI3, 1S903, 1S102
ISSbha21, ISVvu5, ISBvi6, ISCte6, ISCpil,
ISAbal5, ISNieu4, ISStmal6
ISAz036, 1SX03, ISBam3, ISDsh5, 1SDsh4,
ISVpa3.

IS6 1S26, 1IS15DIV, IS15DIl, 1S15, IS15DI
IS1006, 1S1007, I1SOurl, 1S1008, ISStagl,
ISAcr2, 1IS6100, ISMtsp2.

1S630 ISAba44

1S66 ISAbal6, ISAbal7, ISAba25, ISAba46,
ISAba49, ISPa75, ISPsy43
ISPpuls.

IS701 ISAball

1S91 ISVsa3

1S982 ISAba825, ISAcsp2, ISAbad7, ISAba9
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ISAba4.

ISNCY ISAjo2, ISAba32, ISLad2, ISCARN112.
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