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RESUMO

A. baumannii multirresistentes constituem um dos maiores desafios mundiais no
tratamento de infec¢cdes hospitalares. A facilidade em adquirir determinantes de
resisténcia somada a capacidade de formacgao de biofilme representam importantes
fatores associados ao sucesso da disseminagcdo e a permanéncia deste
microrganismo nos hospitais. Este estudo teve como objetivo caracterizar os
principais mecanismos de resisténcia adquirida aos antimicrobianos e investigar a
capacidade de formacgao de biofilme em isolados multirresistentes de A. baumannii
isolados de corrente sanguinea de pacientes internados no Hospital Universitario de
Londrina (HU) no periodo de novembro de 2006 a dezembro de 2016. Um total de
103 isolados foram analisados, sendo todos identificados como A. baumannii por
meio da amplificagdo dos genes blapxa-s1-ike € rPOB. A analise dos aspectos clinicos
revelou que os isolados de A. baumannii foram recuperados predominantemente de
pacientes do sexo masculino, com idade média de 60 anos, internados nas unidades
de terapia intensiva, com uma média de permanéncia hospitalar de 28 dias. O
desfecho clinico que resultou em mortalidade foi observado na maioria (81.6%) dos
pacientes. Altas taxas de resisténcia (100.0%-10.7%) foram obtidas para os
antimicrobianos avaliados incluindo colistina, polimixina B e tigeciclina e, na sua
maioria, os isolados foram classificados como extensivamente resistentes (78.6%). A
producao de carbapenemases foi observada em em 92.2% dos isolados. Todos os
isolados resistentes aos carbapenémicos apresentaram um dos genes codificadores
das carbapenem hydrolyzing class-D R-lactamase (CHDL) adquiridas blaoxa-23-iike
(97.9%) ou blapxa-143-ike (2.1%). Nenhum dos isolados apresentou os genes blapxa-24-
ke, Dlaoxa-ssiike, Dlaoxa-s, blakpc, blanom, blaspm-1, blasim-1, blaviv, blawe, blagm,
blages, mcr-1, gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, and gnrVc. Como contexto genético do gene
blaoxa-23.ike predominou o Tn2006 e em menor frequéncia o Tn2008. Os isolados
carreadores do gene blapxa-143-ike apresentaram a variante blaoxa-2ss-ike- O gene bap
foi detectado em 83.5% dos isolados, e todos os isolados recuperados apds 0 ano
de 2011 apresentaram este gene. A maioria dos isolados apresentaram capacidade
de formacgéao de biofilme (98.0%), e 86.4% dos isolados foram fortes formadores de
biofilme. Um perfil policlonal foi observado dentre os isolados de A. baumannii,
sendo detectada a presenga dos complexos clonais epidémicos internacionais
CC113/79, CC109/1, CC110/25, e CC103/15, com prevaléncia do CC113/79. Os
dados obtidos mostram que a producado de CHDL e, principalmente, a permanéncia
do gene blapxa-2s constituiu um importante mecanismo de resisténcia aos
carbapenémicos em A. baumannii no HU. As altas taxas de resisténcia ao
antimicrobianos obtidas e o numero elevado de isolados extensivamente resistentes
demonstram a dificuldade no tratamento das infecgbes causadas por A. baumannii
no HU e alertam para a emergéncia de infec¢des intrataveis. O perfil policlonal, a
prevaléncia de clones epidémicos mundiais, € a capacidade de formacgao de biofilme
reforcam a importancia de medidas de controle de infeccdo e da necessidade



continua do desenvolvimento de programas de stewardship para evitar a

disseminacao de novos determinantes de resisténcia e potenciais surtos por este
patdgeno.

Palavras-chave: Extensivamente resistente. CHDL. Tn2006. Diversidade genética.
Complexos clonais.
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ABSTRACT

Multidrug-resistant A. baumannii is one of the greatest worldwide challenges in the
treatment of nosocomial infections. Acquisition of antimicrobial resistance
determinants associated with biofilm formation ability represent important factors
associated with the success of the dissemination and permanence of these
microorganisms in hospitals. This study aimed to characterize the main mechanisms
of acquired antimicrobial resistance and biofilm formation capacity in isolates of A.
baumannii isolated from the bloodstream of patients hospitalized at Hospital
Universitario de Londrina (HU) in the period of November 2006 to December 2016. A
total of 103 isolates were analyzed, all of which were identified as A. baumannii by
amplification of the blaoxa-s1-ike @and rpoB genes. The analysis of clinical aspects
revealed that A. baumannii isolates were predominantly recovered from male patients
with mean age of 60 years hospitalized in intensive care units with an average of 28
days of hospital stay. Intrahospital mortality was observed in the majority (81.6%) of
the patients. High resistance rates (100.0% -10.7%) were obtained for the evaluated
antimicrobials including colistin, polymyxin B and tigecycline, and most isolates were
classified as extensively resistant (78.6%). The production of carbapenemases was
observed in 92.2% of the isolates. All carbapenem-resistant isolates showed a
carbapenem-hydrolyzing class-D B-lactamase being either blaoxa-23.ike O blaoxa-143-
like- None of the isolates had the genes b|ao)(A_24_|ike, b|aox/.\_58_|ike, bIaOXA_48, b|aKpc,
blanowm, blaspw-1, blagiu-1, blaviv, blae, blagiu, blages, mer-1, gnrA, gnrB, gnrC, gnrS,
and gnrVc. As a genetic context of the blapxa-23-ike gene, Tn2006 was predominated,
and Tn2008 was less frequent. Isolates harboring the blapxa-143-ike gene showed the
blaoxa-253-iike Variant. The bap gene was detected in 83.5% of the isolates, and all the
isolates recovered after the year 2011 presented this gene. Most of the isolates
presented biofilm formation capacity (98.0%), and 86.4% of the isolates were strong
biofilm producers. A polyclonal profile was observed among the A. baumannii
isolates. The presence of the international clonal complexes CC113/79, CC109/1,
CC110/25, and CC103/15 were detected, with prevalence of CC113/79. The results
demonstrate that the production of CHDL and, mainly, the permanence of the blaoxa-
231ike gene constitutes an important mechanism of resistance to carbapenems in A.
baumannii in HU. The high antimicrobial resistance rates obtained and the large
number of extensively resistant isolates demonstrate the difficulty in treating
infections caused by A. baumannii in HU and alert to the emergence of untreatable
infections. The polyclonal profile, the prevalence of global epidemic clones, and the
biofilm formation ability reinforce the importance of infection control measures and
the urgent need to develop stewardship programs to avoid the spread of new
resistance determinants and potencial outbreaks by this pathogen.

Key words: Extensively drug-resistant. CHDL. Tn2006. Genetic diversity. Clonal
complexes.



Figural -

Figura 2 —
Figura 3 —

Figure 1 —
Figure 2 —
Figure 3 —
Figure 4 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Mecanismos de agcdo e resisténcia aos principais

aNtiMICIODIANOS ... e
Estrutura de sequéncias de inSercao...........ccccceeeeeivviiieeeeeeiieeeeeeen,

Estrutura de umintegronde classe 1..........ccoooviiiiiiiiiiiiiieeeeee,

ARTIGO A

Temporal evolution of A. baumannii clusters...............cccceeeeeeeeiinnnn,
Temporal evolution of A. baumannii clonal complexes.....................

Frequency of bap in A. baumannii isolates from bloodstream...........

Frequency of biofilm production among the A. baumannii

isolated from bIoOAStreamM ... ....oneee e



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Table 1 —

Table 2 —

Table 3 —

Table 4 —

Table 5 —

Table 6 —

Table 7 —

LISTA DE TABELAS

Classes de antimicrobianos utilizados para o tratamento de
F o[ g[S (0] o F=Tod (=] =] o] o USRS 28
Principais carbapenemases em A. baumannii de acordo com
a classificagdo de AMDIEr ..........oovmmiiiiiiee e 37
Variantes enzimaticas das Carbapenem-Hydrolyzing Class D

e aC AMASE .o 39

ARTIGO A

Clinical characteristics of the patients with A. baumannii
isolated from bloodstream ... 78
Antimicrobial susceptibility profile of the A. baumannii isolated
from bloodStream ... 79
Minimum inhibitory concentration of  ceftazidime,
carbapenems, polymyxins and tigecycline for A. baumannii
150 F= (= 3PS 79
Associations of carbapenemase production, resistance
classification and clonal complexes with OXA genes profiles of
AL DAUMANNT ... 80
Frequency of international clonal complexes in A. baumannii............ 81
Clinical characteristics and molecular profile of the A.
baumannii isolates in Cluster H.............ooiiiiiiiiiicc e, 84
Clinical characteristics and molecular profile of the A.

baumannii isolates in ClUSLEr D.....c.eeeieee e 85



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2-DOS 2-deoxistreptamina

AAC Acetiltransferases

AHL Acil homoserina lactona

AMEs Enzimas modificadoras de aminoglicosideos
ANT Nucleotidiltransferases

ANVISA Agéncia nacional de vigilancia sanitaria

APH Fosfotransferases

Ata Acinetobacter trimeric autotransporter adhesin
Bap Biofilm associated protein

bla R-lactamase

BGN Bacilos Gram-negativos

CC Clonal complex

CCIH Comisséo de controle infec¢cdo hospitalar

CDC Centers dor disease control and prevention
CHDL Carbapenem-hydrolyzing Class D R-lactamases
CIM Concentragao inibitéria minima

CRAB Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii
ECDC European centre for disease prevention and control
ER Extensivamente resistentes

EUA Estados Unidos

GES Guiana extended spectrum

GIM German Imipenemase

HU Hospital Universitario de Londrina

IMP Imipenemase

IS Sequéncias de insergao

KPC Klebsiella pneumoniae carbapenemase

LEMRA Laboratdrio de estudos moleculares e resisténcia antimicrobiana
LOS Lipoligossacarideos

MBLs Metalo-beta-lactamases

mcr Plasmid-mediated colistin resistance

MLST Multilocus sequence typing

MR Multirresistentes



NDM
Omp
OMS
OMVs
OXA
PCR
PBPs
gnr
PR
RA
SIM
SPM
SST2
SST6
VIM
UTI

New Delhi metalo-R-lactamase
Outer membrane protein
Organizagao mundial da saude
Vesiculas de membrana externa
Oxacilinase

Reacao em cadeia da polimerase
Penicillin binding-proteins
Quinolone resistance
Pan-resistentes

Resisténcia antimicrobiana

Seoul imipenemase

Sé&o Paulo metalo-3-lactamase
Sistemas de secrecao tipo Il
Sistemas de secrecéo tipo VI
Verona integron-encoded metalo-R-lactamase

Unidades de terapia intensiva



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..., 17
2 REVISAO DE LITERATURA ..o 21
2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DE ACINETOBACTER SPP......coiiiiiiiiiieeeee e e 21
2.2 RESERVATORIOS E INFECCOES CAUSADAS POR ACINETOBACTER SPP ............. 22
2.3 FATORES DE VIRULENCIA E REGULAGCAO GENICA DE ACINETOBACTER
BAUMANNIL. ..ttt ettt e e e e et ettt e e e e e e e e ettt eba e e e e e e et eeeebaa e e e e eaeas 23
24 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM ACINETOBACTER BAUMANNII............. 27
241 Definicoes Relacionadas a ResiSténcia...........ooovveiiiiiiiiiiiiiieeceee e 27
242 Impacto Clinico da Resisténcia aos Antimicrobianos ...........ccccccvvvecieenn... 29
243 Mecanismos de Resisténcia aos  Antimicrobianos em
Acinetobacter baumannii.........coooeeeieeeieee 30
2.4.3.1 L= To [N =] gt t= e [ 0 IST=T o= (o LSRR 32
P T I - g ] 0T 1= o 1 U 33
2.4.3.3  INTEOIONS ..o e e e aeae 34
2434  PlasmidEOS.......uuuiiiieiiiiiieiit e 35
2435 Resisténcia aos carbapenémicCos............eciiiiiiiiiiiiiii 35
2.4.3.5.1 CHDL - Carbapenem-hydrolyzing Class D 3-lactamases.............cccc....... 38
2.4.3.5.2 Metalo-beta-lactamases ... 41
2.4.3.5.3 KPC .ot e e e e e e e e e 42
2.4.3.5.4 GES ..o e e e e e e e e 43
2.4.3.6 Resisténcia as fluoroquinoloNas..............ceoiiiiiiiiiiiiicc e 43
2.4.3.7 Resisténcia aos aminogliCOSIAEOS...........uciiiiiiiiiiiiiiice e 45
2.4.3.8 Resisténcia as polimiXiNas .........ccooeiuiiiiiiiiii e 47
2.4.3.9 Resisténcia a outros antimicrobianos ... 49
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ne e e e 50
3 (O ]S L I Y S 68
3.1 OBUETIVO GERAL ...ttt e e e e e e e e e ettes e e e e e e e e eeeatnaasaeeeaaeeeesannnneeaeeeeeeennnes 68

3.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS. ...uuuiiii i e eieeeeeie ettt e e e e e e e e e e e e e eeeannes 68



APENDICES

ARTIGO A - TENDENCIAS DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA EM Acinetobacter baumannii ISOLADOS DE
CORRENTE SANGUINEA: UM ESTUDO DE 10 ANOS EM UM

HOSPITAL TERCIARIO BRASILEIRO.........c.ceoeeeveieteeeeeeeeeeeeeene

APENDICE A — Primers used in this study for molecular

characterization of the A. baumanniiisolates ......ccocoeviviiiiiiiiiiiianan.,

APENDICE B - Clinical and molecular characteristics of A.

baumannii isolated from bloodstream infections..........ccccovvvviieiinien...

APENDICE C — Dendrogram constructed from the ERIC-PCR

analysis of the Acinetobacter baumannii strains............ccceevvvcieneeenn.

CONGCLUSAO .ottt






1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RA) é a capacidade do microrganismo
sobreviver em presenca de um antimicrobiano, e esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento de “defesas” funcionais e/ou estruturais intrinsecas e/ou adquiridas
(BLAIR et al., 2014). A evolucédo da RA se tornou notoria apos a emergéncia de uma
pandemia por Staphylococcus aureus resistentes a penicilina, algumas décadas apoés
a sua descoberta. Até entdo, com a disponibilidade do uso de antimicrobianos
acreditava-se que a “era de ouro” do tratamento de infecgdes tinha sido uma das
maiores descobertas do século XX (CROFTS et al., 2017; MARINHO et al., 2016).
Embora o aumento da pesquisa sobre RA decorreu ap0s a deteccdo de resisténcia
aos antimicrobianos desenvolvidos, sabe-se que este evento faz parte de um
processo de selecdo natural que ocorre desde os primordios (CROFTS et al., 2017).

Uma grande preocupacdo em relacdo a RA se da, principalmente, na
facilidade de determinados microrganismos em adquirir e disseminar genes de
resisténcia aos antibidticos no ambiente hospitalar. Em ambientes de alta presséo
seletiva, a aquisicdo de resisténcia conduz a uma rapida evolucdo gerando
microrganismos resistentes a todos os antimicrobianos utilizados. A disseminacéo de
determinantes de RA mediada por elementos transferiveis entre as espécies
bacterianas, favorece surtos de infeccdo neste ambiente e permite a sobrevivéncia
dos microrganismos multirresistentes. Os principais patdogenos hospitalares
associados as infeccbes de alta morbimortalidade estdo classificados no grupo
ESKAPE (Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter) (VISCA et al.,
2011).

A espécie A. baumannii é relatada como um microrganismo de notavel
plasticidade gendémica, capaz de adquirir, organizar e manter importantes genes que
codificam resisténcia as diferentes classes de antimicrobianos, restringindo de forma
importante as opc¢Oes terapéuticas para infecgcdes (SANTAJIT; INDRAWATTANA,
2016). Segundo a lista de patdgenos de prioridade global para o desenvolvimento e
pesquisa de novos antimicrobianos publicada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) em 2017, A. baumannii resistente aos carbapenémicos (carbapenem-resistant
A. baumannii - CRAB) esta no topo, sendo considerado um microrganismo da era
“pds antimicrobiana” (WHO, 2017; TAKAHASHI; IGARASHI, 2017).
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Com o aumento da deteccado de isolados multirresistentes nos
ambientes hospitalares, surgiu a necessidade de estabelecer medidas de controle e
vigilancia das infec¢des por estes patdogenos, uma prioridade global, que uniu paises
com a finalidade de criar redes de vigilancia para a avaliacdo dos principais clones
disseminados mundialmente, além de desenvolver medidas de controle da RA
(GONZALEZ-VILLORIA; VALVERDE-GARDUNO, 2016).

Estima-se que, anualmente, 1.7 milhdes de pessoas sao acometidas
por infeccdes hospitalares no Estados Unidos (EUA), sendo que 2.7% destas
infeccBes sdo causadas por A. baumannii (SPELLBERG; REX, 2013). No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) monitora a RA no pais por meio
de formulérios eletrénicos disponibilizados nos hospitais que possuem unidades de
terapia intensiva (UTI) (ANVISA, 2016). Em relatorio dos dados de RA no Brasil em
2015 publicado pela ANVISA (2016), Acinetobacter spp. representou o 4° agente
etioldgico (12.2%) mais isolado em adultos hospitalizados nas UTI que possuiam
catéter venoso central, e destes isolados, 77.4% apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos. De acordo com este relatorio, Acinetobacter spp. foi o bacilo Gram-
negativo (BGN) que apresentou as maiores taxas de resisténcia aos carbapenémicos,
considerando o isolamento de pacientes adultos e pediatricos hospitalizados nas UTI
entre 2012 e 2015. De pacientes adultos, as taxas foram de 77.1% em 2012; 80.7%
em 2013; 79.3% em 2014; e 77.4% em 2015. Em relacdo aos pacientes pediatricos
as taxas de resisténcia aos carbapenémicos obtidas foram de 38.8% em 2012, 46.9%
em 2013, e 43.5% em 2014.

Além do impacto clinico causado pela RA, o impacto econémico
representa grande preocupacado devido aos gastos exorbitantes que acarretam para
as instituicdes de saude. Estimativas calculam que, anualmente, infeccbes por CRAB
em pacientes internados nas UTI custem $742 milhGes de dolares para os sistemas
de saude no mundo (SPELLBERG; REX, 2013). Em estudo realizado na Franga, um
surto em um periodo de 17 dias causado por A. baumannii produtor da
carbapenemase OXA-23 custou $474 mil dolares em gastos hospitalares gerais. Este
estudo avaliou também que se o surto tivesse sido controlado neste periodo, o gasto
hospitalar estimado seria de $190 mil dolares (GAGNAIRE et al., 2017).

Em 2016, um relatério de RA desenvolvido por uma equipe de
economistas, destacou que em 2050 o custo global da RA sera de 100 trilhGes de
dolares e ocasionara 10 milhdes de mortes se a disseminacdo da RA né&o for
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controlada. O relat6rio mostra, também, que a RA sera a principal causa de morte no
mundo, superando o cancer e diabetes (O’NEILL, 2016).

O controle mundial da RA por meio de sistemas de vigilancia é
relatado de forma crescente. O conceito de “One Health” ou “uma unica saude” tem
ganhado notoriedade devido a preocupacdo do combate a RA em todos os ambientes
e setores que sao acometidos, como na medicina humana e veterinaria, agricultura,
meio ambiente, economia, dentre outros (WU et al., 2016).

O mais recente Plano de Acao Global em RA desenvolvido pela OMS
foi publicado em 2015, e baseado no conceito de One Health estabelece cinco
objetivos para o controle e prevencdo da RA, sendo eles: 1) Desenvolver o
treinamento, conscientizacdo, e conhecimento sobre RA na populacdo, desde a
infancia e, principalmente, para profissionais de saude; 2) Aumentar o conhecimento
de como a RA se desenvolve nos diferentes ambientes por meio da caracterizacao de
novos mecanismos de resisténcia; e do monitoramento da incidéncia e prevaléncia
dos principais microrganismos, com o intuito de estabelecer programas de vigilancia
e pesquisa e ter maior suporte e investimentos de organiza¢cdes governamentais,
industrias e agéncias de saude; 3) Promover medidas de higienizacao e sanitarismo
para evitar a disseminagao e desenvolvimento da RA; 4) Promover o uso consciente
de antimicrobianos prescritos para fins médicos ou veterinarios, assim como,
aumentar leis de controle de acesso e uso de antimicrobianos; 5) Aumentar 0s
investimentos para o desenvolvimento de novos antimicrobianos, vacinas, e
tratamentos em geral para, principalmente, patégenos considerados criticos (WHO,
2015).

Em dados da incidéncia de Acinetobacter spp. obtidos pelo Sistema
de Informacdo AGTA Healthcare, médulo LABHOS®, em 2005 A. baumannii-
calcoaceticus representava o 10° microrganismo mais frequentemente isolado no
Hospital Universitario de Londrina (HU). Entretanto, em 2013, este microrganismo
figurou como o terceiro microrganismo mais isolado ficando atras somente de
Escherichia coli e K. pneumoniae. Um estudo recente realizado no HU (2014-2015)
gue avaliou 453 isolados de Acinetobacter spp. recuperados de espécimes clinicos no
Laboratério de Microbiologia Clinica deste hospital mostrou altas taxas de resisténcia
aos carbapenémicos: 92.9% ao imipenem e 87.0% para 0 meropenem, sendo que
destes isolados 90.2% em 2014 e 94.7% em 2015 eram multirresistentes (CAVALINI

et al., 2016).
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A resisténcia aos antimicrobianos em Acinetobacter spp. isolados no
no HU é estudada e monitorada desde 2006 pelo Laboratério de Estudos Moleculares
e Resisténcia aos Antimicrobianos (LEMRA) da Universidade Estadual de Londrina.
Uma pesquisa realizada com 125 isolados de A. baumannii recuperados de materiais
bioldgicos no HU entre 2006 a 2011 verificou que 68.0% dos isolados resistentes aos
carbapenémicos apresentaram o gene blaoxa-23 e pertenceram a diferentes clones,
indicando a disseminacéo deste importante determinante de resisténcia no ambiente
hospitalar. Adicionalmente neste estudo, uma nova variante do gene blaoxa-143-ike,
denominado blaoxa-231, foi detectado em um isolado de A. baumannii recuperado da
urina de uma paciente internada no HU em 2007, evidenciando a introdugdo de um
novo determinante de resisténcia aos carbapenémicos neste hospital (GIONCO et al.,
2012).

A limitacdo terapéutica devido a resisténcia aos antimicrobianos em
Acinetobacter spp. constitui um problema evidenciado no HU, principalmente quando
se trata da resisténcia aos carbapenémicos e em pacientes internados em areas
criticas como as UTI. Dessa forma, o monitoramento e a vigilancia para detecc¢éo de
novos determinantes de resisténcia aos antimicrobianos sdo fundamentais para o
entendimento dos mecanismos que possam estar associados as altas taxas de
resisténcia obtidas e mantidas para A. baumanni neste hospital. O estudo do perfil
genotipico de isolados produtores de carbapenemases e o monitoramento da
emergéncia de novos determinantes de resisténcia sdo essenciais pois subsidiam a
Comisséo de Controle de Infec¢cao Hospitalar (CCIH) do HU com dados que possam:
direcionar a utilizagdo de antimicrobianos neste hospital; e tomar medidas de controle
efetivas para prevenir ou controlar a disseminacéo destes patégenos multirresistentes

no ambiente hospitalar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DE Acinetobacter spp.

Acinetobacter sp. foi descoberto em 1911 pelo microbiologista
holandés Beijerinck. Inicialmente designado como Micrococcus calcoaceticus, 0
microrganismo foi isolado a partir do solo em um meio enriquecido com acetato de
calcio. Em 1954, Brisou e Prévot propuseram a classificacdo do género Acinetobacter
para incluir bactérias Gram-negativas que eram imoOveis e ndo produziam
pigmentacdo (ALMASAUDI, 2016). Entretanto, esta classificacdo sO foi aceita em
1968 a partir de estudos desenvolvidos por Baumann e colaboradores que avaliaram
as propriedades bioquimicas e nutricionais de 100 isolados néo produtores da enzima
citocromo oxidase. Na década de 70 este género foi oficialmente reconhecido pelo
“Subcommittee on the Taxonomy of Moraxella and Allied Bacteria”, onde a primeira
espécie a ser listada foi Acinetobacter calcoaceticus (PELEG et al., 2006).

O género Acinetobacter pertencente a familia Moraxellaceae possui
56 espécies nomeadas (http://www.bacterio.net/acinetobacter.html, Gltimo acesso:
16/01/2017) caracterizadas com base na identificacdo por técnicas moleculares como:
sequenciamento do 16S (DNA ribossomal), rpoB (RNA polimerase subunidade R),
gyrB (DNA girase subunidade R); hibridacio DNA-DNA; e, até mesmo
sequenciamento total do genoma (AL ATROUNI et al. 2016).

Acinetobacter, do grego “akinetos” para imoéveis, compreendem
microrganismos Gram-negativos com morfologia de cocobacilos em fase exponencial
de crescimento e possuem tamanho de aproximadamente 1,0um de largura por 2,5um
de comprimento. Estes microrganismos possuem versatilidade metabdlica, séo
estritamente aerobicos, e possuem temperatura 6tima de crescimento entre 33°C a
37°C. As principais caracteristicas metabdlicas utilizadas para a identificagdo deste
género, incluem: utilizacdo de citrato como fonte de carbono, ndo fermentacdo de
glicose e lactose, possui a enzima catalase, e ndo possui as enzimas citocromo
oxidase e triptofanase (VISCA et al., 2011; ALMASAUDI, 2016).

O complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus é, até o
momento, formado por seis espécies: A. baumannii, A. calcoaceticus, A. pittii, A.
nosocomialis, A. seiferti, e A. dikshoorniae, que constitui um grupo de

microrganismos indistinguiveis por métodos bioquimicos convencionais utilizados na
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pratica clinica (HARDING et al., 2017; GONZALEZ-VILLORIA; VALVERDE-
GARDUNO, 2016).

2.2 RESERVATORIOS E INFECCOES CAUSADAS POR

Acinetobacter spp.

As espécies do género Acinetobacter estdo amplamente distribuidas
na natureza sendo, principalmente, encontradas em solos, agua, vegetais, animais,
efluentes, e humanos. Sao considerados microrganismos oportunistas, presentes na
microbiota natural da pele, mucosas, e secrecdes respiratérias, e raramente causam
infeccbes em pacientes saudaveis (AL ATROUNI et al., 2016; ALMASAUDI, 2016).
Entretanto, a habilidade de persistir em superficies inanimadas, a tolerancia a
dessecacdo e a persisténcia em presenca de desinfetantes diluidos auxiliam na
sobrevivéncia de Acinetobacter spp. no ambiente hospitalar (JAWAD et al., 1998;
WISPLINGHOFF et al., 2007; ALMASAUDI, 2016).

Dentre as espécies de Acinetobacter, A. baumannii é responséavel por
aproximadamente 80.0% de infec¢cdes nosocomiais como: bacteremias, pneumonias,
meningites, endocardites, cistites e feridas cirdrgicas, podendo causar surtos de
infeccbes hospitalares. Embora A. baumannii corresponda a vasta maioria dos
isolados de pacientes internados, cepas multirresistentes pertencentes as outras
espécies do complexo A. baumannii-calcoaceticus (A. pittii, A. nosocomialis e A.
calcoaceticus) também séo recuperadas em ambientes hospitalares (NHU et al., 2016;
AL ATROUNI et al.,, 2016). Os fatores de risco associados as infeccbes por
Acinetobacter spp. sdo ventilacdo mecanica, procedimentos cirdrgicos e invasivos,
doencas de base, utilizacdo de agentes antimicrobianos, tempo de internagao
hospitalar e internagcdo em UTI (DOI et al., 2015).

Em geral, embora A. baumannii tenha sido considerado, no passado,
como um microrganismo de baixa viruléncia, na atualidade é reconhecido como um
dos principais patdgenos hospitalares com importantes fatores de viruléncia e
mecanismos de resisténcia bem estabelecidos. O aumento da mortalidade devido a
infeccbes causadas por A. baumannii, bem como a formidavel adaptacdo em
ambiente hospitalar observada mundialmente destacou a necessidade de estudos
analisando os determinantes de viruléncia e resisténcia que estdo associados a sua
patogenicidade (OU et al., 2015; LEE et al., 2017).
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2.3 FATORES DE VIRULENCIA E REGULACAO GENICA DE

Acinetobacter baumannii

Os principais fatores de viruléncia descritos em Acinetobacter
baumannii incluem: capsula, lipoligossacarideos, motilidade, OmpA, formacdo de
biofilme, sistemas de secrecéo, sistema de aquisicdo de metais, fosfolipases, e
guorum sensing (HARDING et al., 2017).

Um dos principais mecanismos de viruléncia bem estabelecidos em
A. baumannii é a presenca de cépsula. Estudos mostraram que em espécies de
Acinetobacter foram detectados pelo menos 77 polissacarideos de superficie
diferentes. A capsula representa um importante fator de viruléncia pois fornece:
protegdo contra a entrada de antimicrobianos macromoleculares, como as polimixinas,
auxiliando na resisténcia antimicrobiana; na ativacdo do sistema complemento e
fagocitose auxiliando na evasédo do sistema imunolégico; e contribui para resisténcia
a dessecacdo o que permite a permanéncia deste microrganismo em superficies
inanimadas, como no ambiente hospitalar (EIJKELKAMP et al., 2014; GEISINGER,;
ISBERG, 2015; HARDING et al., 2017). O lipoligossacarideos (LOS) presentes em A.
baumannii, e em outras bactérias Gram-negativas, sdo constituidos de um
oligossacarideo central e o lipideo A, com atividade de endotoxina. Diversos estudos
mostram a relacao de resisténcia as polimixinas ligada diretamente ao LOS, devido a
insercéo de fosfoetanolamina ou galactosamina ao lipideo A, ou mesmo alteracdes na
via biossintética do lipideo A, que resulta na auséncia de LOS na membrana externa
(HARDING et al., 2017).

Apesar do género Acinetobacter ser designado como imével, estudos
mostraram que as espécies deste género podem locomover-se independentemente
de flagelo. O mecanismo mais frequente € denominado motilidade tipo “twitching”, que
ocorre por movimentos de repeticdo do prolongamento e retracdo da pili tipo 1V,
prevalentes em A. baumannii e A. nosocomialis (HARDING et al., 2017; CLEMMER et
al., 2011; DE SILVA; KUMAR, 2017).

A OmpA ou Omp38 (Outer membrane porin) constitui a maior e mais
abundante porina presente na membrana externa em A. baumannii. Sua importancia

como fator de viruléncia esta associada a citotoxidade e adesao observada em células
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eucaridticas; a adesdo na formacgdo de biofiime; e a biogénese de vesiculas de
membrana externa (IYER et al., 2017).

O biofilme corresponde a um dos fatores de viruléncia que mais
dificultam o tratamento de infec¢cdes por microrganismos. Isto porque auxilia na
sobrevivéncia dos microrganismos no ambiente hospitalar em superficies abidticas,
como equipamentos médicos e superficies hospitalares, além de ser extremamente
preocupante devido ao prolongamento e possivel ineficacia do tratamento
antimicrobiano, podendo ocasionar recidivas das infecces. O biofilme consiste de
uma populacéo de células bacterianas aderidas a uma superficie (biética ou abiotica),
que sao protegidas por uma matriz extracelular, composta de exopolissacarideos,
formando uma barreira contra agentes antimicrobianos, sistema imunoldgico,
desinfetantes, e dessecacdo. Estudos mostram que devido a sua capacidade de
producédo de biofilme em equipamentos médicos, A. baumannii € uma das espécies
bacterianas mais frequente nos hospitais (HARDING et al., 2017; CHIANG et al.,
2017).

Os fatores que contribuem para a formacdo, desenvolvimento e
maturacdo do biofilme em A. baumannii incluem: quorum sensing, o sistema de dois
componentes BfMRS, o Csu pili, o pili tipo 1V, as proteinas de membrana externa Bap,
OmpA e Pmt, e a sintese do polissacarideo poli--1,6-acetilglicosamina (PNAG)
(EIJKELKAMP et al., 2014; SELASI et al., 2016). As proteinas associadas a aderéncia
no biofilme sdo OmpA, Bap, Csu pili, pili tipo 1V, e Pmt. Dentre elas, a Bap (Biofilm
associated protein) constitui uma das principais proteinas de superficie associada a
isolados hospitalares envolvidos em surtos. Esta proteina inicialmente detectada em
S. aureus possui homologia com a Bap detectada em A. baumannii e em outras
espécies como Enterococcus spp. e Pseudomonas spp. A importancia da Bap se
deve, principalmente, a capacidade de aderéncia a superficies abioticas, como
poliestireno, titanio e vidro, e aderéncia a células eucarioticas (BROSSARD;
CAMPAGNARI, 2011; GOH et al., 2013; HARDING et al., 2017).

Os sistemas de secrec¢éo sao importantes fatores para a aquisi¢cao de
nutrientes e patogenicidade de muitos microrganismos pois agem liberando enzimas
hidroliticas, proteinas, e toxinas no ambiente, no hospedeiro, ou até mesmo em outros
microrganismos competidores. Os sistemas relatados em A. baumannii, incluem: os
sistemas de secrecao do tipo Il (SST2) e tipo VI (SST6), a Acinetobacter trimeric

autotransporter adhesin (Ata), e as vesiculas de membrana externa (Outer membrane
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vesicles — OMVs). Algumas proteinas efetoras secretadas pelo SST2 descritas em A.
baumannii sdo: LipA e LipH com atividade de lipases, e CpaA que possui capacidade
de degradar fibrinogénio e fator V da cascata de coagulacdo (JOHNSON et al., 2016;
WEBER et al., 2017; JHA et al., 2017).

Contrario ao SST2, 0 SST6 esta presente em muitas bactérias Gram-
negativas e sua funcdo € promover a morte de outras bactérias competidoras se
ligando a elas e injetando toxinas letais. Estudos mostram que alguns efetores com
atividade na morte celular sdo a nuclease Tde, a proteina Tdi, e a peptidase TagX que
cliva as ligagdes de L-Ala e D-Glu do peptideoglicano (WEBER et al., 2017).

A Ata € uma proteina transportadora localizada na membrana externa
pertencente ao sistema de secrecao do tipo V e, possivelmente, € expressa em todos
os isolados de A. baumannii estando associada a adeséo ao colageno tipo lll, IV, e V,
e a varias superficies inanimadas, auxiliando na formacao de biofilme (JOHNSON et
al., 2016; JHA et al., 2017).

Um mecanismo diferente dos sistemas de secrecéo descritos acima
sdo as OMVs, que sao compartimentos formados e secretados pela membrana
externa. Estas vesiculas podem conter diversas proteases, fosfolipases e hemolisinas,
devido a liberacdo de proteinas da membrana externa, do espaco periplasmatico, da
membrana plasmatica, do citosol, e inclusive, plasmideos que podem ser transferidos
por transformacao para espécies bacterianas naturalmente competentes. Em A.
baumannii as OMVs também atuam na diminuicdo da concentracdo de 3-lactamicos
extracelular por liberacdo de [(-lactamases em grande quantidade. Embora
encontrada em muitas bactérias Gram-negativas, 0 mecanismo de formacédo das
OMVs ainda necessita ser esclarecido (JOHNSON et al., 2016; WEBER et al., 2017,
JHA et al., 2017).

A aquisicdo de metais como ferro e zinco sao essenciais para
diferentes processos fisiolégicos dos organismos. Em A. baumannii, moléculas
guelantes de metais conhecidas como sideroforos sao o principal mecanismo para a
aquisicao de ferro e zinco. O sistema de aquisicao de ferro mais importante em A.
baumannii é por meio do sideréforo acinetobactin, e do zinco € decorrente do
sideréforo calprotectin (KROGER et al., 2016; HARDING et al., 2017).

Para a aquisicdo de nutrientes presentes dentro da célula do
hospedeiro, microrganismos podem liberar enzimas hidroliticas de fosfolipidios de

membrana chamadas fosfolipases. Estas enzimas causam citdlise por varios
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mecanismos diferentes e sdo agrupadas dependendo do sitio de clivagem. A
fosfolipase A hidrolisa acidos graxos das caudas apolares; a fosfolipase C cliva a
ligacdo do glicerol com o grupo fosfato; e a fosfolipase D cliva a ligacdo do grupo
fosfato com o grupo orgénico. As fosfolipases detectadas em A. baumannii sdo a C e
D (FIESTER et al., 2016; STAHL et al., 2015). Em estudo desenvolvido por Fiester et
al. (2016), a fosfolipase C em A. baumannii mostrou atividade hemolitica em eritrocitos
de humanos e equinos em ambiente com deficiéncia de ferro, indicando que sua
expressdo pode ser regulada por sistemas de aquisicdo de ferro. Stahl et al. (2015)
observaram que a expressao de fosfolipase D por A. baumannii contribui para invaséo
de células epiteliais pulmonares humanas, demonstrando a importancia desta
fosfolipase na patogénese da bactéria.

O quorum sensing constitui um mecanismo de comunicacao inter- e
intra-espécies por meio de moléculas autoindutoras de sinalizagdo, chamadas de N-
acil homoserina lactona (AHL). A capacidade de percepg¢éo da comunidade bacteriana
promove vantagens que permitem as bactérias coordenar a regulacdo de sistemas
fisiologicos e alterar a expressao génica de acordo com a necessidade do ambiente.
Isto porque, estudos mostraram o envolvimento das AHL principalmente na
replicacédo, formacéo de biofilme e producao de fatores de viruléncia, conjugacéo, e
motilidade (HOW et al., 2015).

Os sistemas de dois componentes sdo responsaveis pela regulacéo
da expresséao ou repressao génica de fatores de viruléncia e resisténcia em resposta
a alteracOes e estresse no ambiente. Estes sistemas séo altamente conservados entre
as espécies e sao formados pelo sensor com atividade de quinase localizado na
membrana citoplasmatica que reconhece as alteracdes fisioloégicas e reage
promovendo a fosforilagdo do regulador de resposta que atua na expressao ou
repressao de certos genes. Os sistemas de dois componentes mais estudados em A.
baumannii sdo BfmSR, PmrAB, AdeSR, BaeSR, e GacSA,; entretanto, ja foram
detectados 21 sistemas em um isolado clinico multirresistente na india (KROGER et
al., 2016; SARANATHAN et al., 2017). O BfmSR € um sistema importante para a
producéo de pili tipo IV e formacao de biofilme pois controla a expresséo do operon
csu, e esta associado também com a regulacdo da morfologia celular e na regulagéo
do locus K. A resisténcia as polimixinas € uma das mais importantes funcdes de
regulacdo do PmrAB (Polymyxin resistance) em A. baumannii. O AdeSR esta

associado a regulacdo da formacdo de biofilme, fatores de viruléncia, sistema de
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efluxo AdeABC, e relacionado direta ou indiretamente na regulacéo de 579 genes. O
BaeSR esta associado, principalmente, a regulagédo dos sistemas de efluxo AdeABC,
AdelJK e MacAB-TolC. Recentemente detectado, 0 GacSA constitui um dos principais
sistemas de dois componentes em A. baumannii que regula 674 genes envolvidos em

viruléncia, resisténcia e metabolismo (KROGER et al., 2016).

2.4 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM Acinetobacter

baumannii

2.4.1 DEFINICOES RELACIONADAS A RESISTENCIA

Na atualidade, a classificacdo amplamente utilizada como referéncia
para as definigcbes de resisténcia foi publicada em 2011 a partir de uma iniciativa do
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) e do Centers for Disease
Control and Prevention (CDC). Um comité mundial de especialistas em resisténcia
antimicrobiana estabeleceu as definicdes de resisténcia entre os principais patégenos
bacterianos. As classes de antimicrobianos a serem utilizadas no tratamento de

Acinetobacter spp. segundo Magiorakos et al., 2012 estdo descritas na Tabela 1.
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TABELA 1 - Classes de antimicrobianos utilizados para o tratamento

de Acinetobacter spp.

Classes de antimicrobianos Agentes antimicrobianos

Penicilinas + Inibidores de 3- o
Ampicilina-sulbactam

lactamases
Penicilinas Antipseudomonas + Piperacilina-tazobactam
Inibidores de R-lactamases Ticarcilina-acido cluvulanico
Cefotaxima
Cefalosporinas de Espectro Ceftriaxona
Extendido Ceftazidima
Cefepime
Imipenem
Carbapenémicos Meropenem
Doripenem

Ciprofloxacin
Fluoroquinolonas

Levofloxacin

Amicacina
Aminoglicosideos Gentamicina
Tobramicina

Inibidores da via do folato Sulfametoxazol-trimetoprim

Tetraciclina

Tetraciclinas Doxiciclina
Minociclina

Polimixina B

Polimixinas o
Colistina

Fonte: MAGIORAKOS et al., 2012.

A partir desta classificagdo foi possivel a determinagéo da resisténcia

dos isolados de Acinetobacter spp. que seguiu 0s seguintes critérios:

* Isolados multirresistentes (MR): apresentam resisténcia a pelo
menos um antimicrobiano dentre trés classes estabelecidas e utilizadas no
tratamento das infecgdes por este microrganismo;

* Isolados extensivamente resistentes (ER): apresentam
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano dentre sete ou mais classes, mas no

28



caso de resisténcia a todas as classes apresentam sensibilidade a pelo menos
um antimicrobiano dentre todas as classes;

* Isolados pan-resistentes (PR): apresentam resisténcia a todos os
antimicrobianos disponiveis para o tratamento das infec¢cdes por Acinetobacter
spp. (MAGIORAKOQOS et al., 2012).

2.4.2 IMPACTO CLINICO DA RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS

No inicio da década de 70, os isolados clinicos de A. baumannii
apresentavam sensibilidade a varias classes de antimicrobianos, realidade diferente
observada atualmente. Hoje, este microrganismo encontra-se entre 0s principais
patdgenos responsaveis por infecgdes hospitalares, sendo que, a aquisicdo de MR
em isolados de A. baumannii € considerada um dos principais desafios enfrentados
nas instituicdbes de saude, de acordo com a OMS (SANTAJIT; INDRAWATTANA,
2016; WHO, 2015).

O uso extensivo de antimicrobianos nos ambientes hospitalares levou
a emergéncia de isolados MR que causam infec¢cdes com altos indices de
mortalidade, principalmente em pacientes internados nas UTI (DOI et al., 2015). Este
fator é de grande preocupacdo pois isolados clinicos de A. baumannii podem ser
responsaveis por indices elevados de mortalidade atribuida (cerca de 40.0%)
principalmente em pacientes que receberam terapia inicial inadequada dentro dos
primeiros 14 dias de tratamento (GU et al., 2016). Gu e colaboradores (2016)
avaliaram que A. baumannii isolados de hemocultura de pacientes que foram a 6bito
apresentaram  caracteristicas de resisténcia alarmantes: 98.0% foram
multirresistentes e apresentaram resisténcia aos carbapenémicos. Neste estudo
verificou-se, ainda, que somente 4.1% dos pacientes receberam terapia
antimicrobiana apropriada.

A alta frequéncia de isolados clinicos de A. baumannii MR dificulta
arduamente o tratamento das infeccbes causadas por este patdogeno. O ambiente
hospitalar representa um local de evolugdo da RA dos isolados clinicos exercida pela
pressao seletiva sobre os mesmos. A aquisicao de diversos genes de resisténcia bem
como o arsenal de fatores de viruléncia encontrados nestes isolados estao associados
ao sucesso na disseminacdo de clones epidémicos mundiais. Em A. baumannii a
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plasticidade genética e a adaptacdo a ambientes de estresse celular sdo hipéteses
gue explicam o sucesso da disseminacao destes clones (VISCA et al., 2011). De
acordo com os esquemas desenvolvidos pela Universidade de Oxford e pelo Instituto
Pasteur para o MLST (multilocus sequence typing), os quatro complexos clonais de
A. baumannii disseminados mundialmente e frequentes no Brasil sdo: CC113/79,
CC109/1, CC110/25, CC103/15, e CC118/2 (MARTINS et al., 2016; ). Um método
rapido e confiavel para a deteccdo destes clones pode ser realizado pelo Trilocus
sequence-based multiplex-PCR (MARTINS et al., 2016; VASCONCELLOS et al.,
2017). Este método diferencia os principais complexos clonais baseado nas
diferencas na sequéncia de nucleotideos dos genes constitutivos de A. baumannii

CSUE, blaoxa-s1, € ompA por meio de uma Unica PCR multiplex (MARTINS et al., 2016).

2.4.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

EM Acinetobacter baumannii

Em geral, nos BGN, a RA é decorrente de mecanismos intrinsecos e
adquiridos como: hiperproducdo de sistemas de efluxo, perda ou modificacdo de
porinas, modificacdo do sitio alvo do antimicrobiano, alteracdes de vias metabdlicas,
mutacdo em genes codificadores de componentes dos LOS, modificacdo e/ou
mutacdo do sitio alvo do antibidtico e producéo de enzimas que alteram a estrutura
ou hidrolisam o antibiético (Figura 1) (BLAIR et al., 2016).

30



Mecanismos de Acao dos Principais Antimicrobianos
Inibigdo da sintese de

parede celular ou e T

disrupgao da membrana ’_’_f/--;:.'f-"’ Folate _;:“'_‘::II:*-%H_
v Ty
’T Riboflavin Vitamin _ . DNA polymerase HQ‘“
B-lactamicos complex
/ Polimixinas F°l"ter ‘)CO\J
Aminoglicosideos J, Sulfonamlclus_ i Quinolonas
Tigeciclina Nucleic acid synthesis Replication fork
Inibicao da
r mRNA sintese do acido Tooniaame. \\
/[ Inibigdo da félico YXOOXOC - Inibigdo da replicacio L)
I'ff sintese Ribosome e integridade i
|I || proteica do DNA I| II
| | i |
IIII I'. Modificacao ou a / .'I
! hidrélise I |
\\ enzimatica do S "if /
%\ antimicrobiano — L i/
Diminuicao da
v permeabilidade A
celular
'@ Expressao de 4
sistemas de
Alteracdo do efluxo
sitio alvo
e L

v

Principais Mecanismos de Resisténcia Antimicrobiana

FIGURA 1 - Mecanismos de acdo e resisténcia aos principais

antimicrobianos.
Fonte: CROFTS et al. (2017), adaptado.

As espécies de Acinetobacter possuem naturalmente alguns destes
mecanismos de resisténcia sendo, desta forma, intrinsicamente resistentes a uma
variedade de antimicrobianos. O complexo A. baumannii-calcoaceticus, por exemplo,
possui resisténcia intrinseca a ampicilina, amoxacilina, aztreonam, ertapenem,
trimetoprim, cloranfenicol e fosfomicina devido a baixa permeabilidade celular,
presenca de diversos sistemas de efluxo e enzimas hidroliticas intrinsecas, como a
OXA-51 em A. baumannii (CLSI, 2016; IYER et al., 2017)

A aquisicdo de plasmideos contendo genes de resisténcia obtidos
principalmente por conjugagdo bacteriana é um dos principais mecanismos
associados a RA em A. baumannii (ALMASAUDI, 2016; PAGANO et al., 2016b). O
acumulo de vérios determinantes de resisténcia em U(nico isolado é comum,
originando cepas MR, ER e até PR (BLAIR et al. 2014). Estes fenétipos de resisténcia
podem ser decorrentes da alta plasticidade gendmica das espécies de Acinetobacter,
especialmente A. baumannii, que permite a aquisicdo de elementos genéticos moveis

localizados em ilhas gendmicas de resisténcia; acumulando assim, uma diversidade
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de genes codificadores de resisténcia a uma ampla variedade de classes de
antimicrobianos (PAGANO et al., 2016Db).

Um estudo realizado na Franga com um unico isolado clinico de A.
baumannii epidémico no pais detectou a presenca de 45 genes de resisténcia, em
uma ilha de resisténcia neste microrganismo. Estes, provavelmente, foram adquiridos
de Pseudomonas spp., Salmonella spp. ou E. coli, evidenciando a importancia da
pressdo seletiva exercida no ambiente hospitalar que favorece a transferéncia
horizontal de genes entre patdégenos. Dentre os 45 genes de resisténcia detectados,
25 codificaram resisténcia a varios antimicrobianos (FOURNIER et al., 2006).

A classificacdo de A. baumannii como um dos principais patégenos
causadores de infec¢Bes hospitalares é decorrente da plasticidade e variabilidade
genética que apresenta em situacdes de estresse celular provocado pelo ambiente ao
qual se encontra (OH et al. 2017). Em situacfes desfavoraveis ocasionadas pela
presenca de antimicrobianos, a aquisicdo de resisténcia por mutagcdes ou por
elementos genéticos moveis representam as principais causas de resisténcia
adquirida em bactérias patogénicas, como A. baumannii. Os elementos genéticos
moveis que incluem sequéncias de insercdo (IS), transposons, integrons ou
plasmideos resultam geralmente na aquisicdo de resisténcia a multiplos
antimicrobianos e sao extremamente preocupantes devido a possibilidade de
disseminagédo desses elementos por transferéncia horizontal de genes (CAG et al.,
2016; IYER et al., 2017).

2.4.3.1 SEQUENCIAS DE INSERCAO

As IS sdo sequéncias repetidas invertidas no DNA que flanqueiam,
possivelmente, um gene de resisténcia aos antimicrobianos e uma transposase, uma
recombinase que faz a mobilizacdo da sequéncia de DNA presente entre as IS. As IS
compreendem a forma mais simples e mais comum de elementos genéticos méveis
e, em geral, variam de 700bp a 2.500bp (SIGUIER et al., 2015). Em A. baumannii, as
IS estdo muito associadas a expressao de genes de resisténcia aos antimicrobianos
e relacionados a viruléncia, e podem ser mobilizados do plasmideo para o
cromossomo e e do cromossomo para o0 plasmideo representando uma fonte de
recombinacdo genética (OH et al., 2017). A estrutura da IS esta representada na

Figura 02.
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FIGURA 2 - Estrutura de sequéncias de insercao.
FONTE: SIGUIER et al., 2015.

A ISAbal (Insertion Sequence Acinetobacter baumannii 1) é
frequente em A. baumannii por atuar como promotor dos genes de resisténcia
intrinsecos blaoxasiike € blaampc, € dos genes adquiridos blaoxa-23-ike € blaoxa-ss.
Outras IS encontradas em A. baumannii relacionadas a RA incluem: ISAba2, ISAba3,
ISAba4, ISAbal25, ISAba825 (OH et al., 2017). O ISAball esta associado a
resisténcia as polimixinas e viruléncia em A. baumannii pois sdo inseridas dentro da
sequéncia dos genes da via biossintética do lipideo A causando a disrupcdo do gene
e interrup¢do da producao do lipideo A (ALMASAUDI, 2016).

2.4.3.2 TRANSPOSONS

Os transposons consistem em elementos mais complexos de IS. Eles
apresentam as IS repetidas em suas extremidades e a transposase, mas diferem em
sua estrutura por possuirem varios genes associados, incluindo, possivelmente, um
integron (CAG et al., 2016). Os transposons relacionados ao gene blaoxa-23-ike SA0
frequentemente encontrados em isolados clinicos de A. baumannii, e sdo associados
a disseminacdo global deste gene. Os transposons detectados em A. baumannii
associados a mobilizacdo e aumento da expressao do blaoxa-2z-ike incluem: Tn20086,
Tn2007, Tn2008, e Tn2009, e destes somente 0 Th2007 n&o é flanqueado por ISAbal.
Estes transposons ja foram detectados em plasmideos e no cromossomo, indicando
a importancia da mobilizagdo por este elemento genético mével (CHEN et al., 2017).
Hua e colaboradores (2016) verificaram que além da transferéncia, os transposons
podem se replicar e produzir multiplas cOpias de sua estrutura sendo inserido em

diversas regides do genoma e aumentando a expressao do blaoxa-23-iike.
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2.4.3.3 INTEGRONS

Os integrons apresentam estrutura diferente das IS e transposons. A
estrutura basica de um integron possui uma sequéncia de nucleotideos que codifica
uma recombinase chamada de integrase (intl) que reconhece os sitios attl e attC, uma
sequéncia promotora Pc, e genes cassetes. Os integrons sdo divididos em classes de
acordo com a sequéncia de aminoacidos que compdem a integrase, e por sua
composicdo e estrutura diferentes. Embora varias classes sejam conhecidas, o
integron mais frequentemente detectado em isolados clinicos é o integron de classe
1. Este integron possui estruturas conservadas na extremidade 5’-CS constituido por
uma integrase, um sitio promotor (Pc), e um sitio de reconhecimento attl; e na
extremidade 3’-CS composto pelos genes gacE e sull, como mostrado na Figura 3
(DENG et al., 2015).

- Gene cassete A - Gene cassete B - qgacE sull

FIGURA 3 - Estrutura de um integron de classe 1.

FONTE: LABBATE et al., 2009.

Os genes cassetes sdo constituidos por uma sequéncia codificante,
geralmente envolvendo resisténcia a antimicrobianos, e o sitio attC, uma sequéncia
de 59 bp que possibilita o reconhecimento pela integrase ocasionando em excisdo ou
introducdo de genes na estrutura do integron. Os sitios de reconhecimentos da
integrase para a introducdo do cassete com o integron sao o attl (no integron) e attC
(no cassete). Por poderem conter Varios genes cassetes em sua estrutura, 0s
integrons sdo associados a mudltipla resisténcia aos antimicrobianos, em especial
resisténcia por metalo-3-lactamases e enzimas modificadoras de aminoglicosideos. A
sequéncia promotora Pc confere a expressao dos genes cassetes e pode variar 0s
niveis de expressao de acordo com a sua sequéncia e a quantidade de promotores
presentes. Diversas variantes de Pc foram descritas e diferem em sua atividade
promotora, assim como, a expressao dos genes cassetes pode aumentar pela

presenca de mais de um promotor (LABBATE et al., 2009).
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2.4.3.4 PLASMIDEOS

Os plasmideos sdo moléculas de DNA extracromossomais circulares
e autoreplicativas compostas de genes acessorios que auxiliam na adaptacdo e
persisténcia a ambientes adversos, ndo sendo genes essenciais para a sobrevivéncia
bacteriana. Plasmideos servem como veiculo de transporte de IS, transposons, e
integrons e sao transferidos por conjugacdo, transducdo ou transformacdo. A
conjugacao bacteriana constitui a transferéncia horizontal de plasmideos mais
importante, embora dependa de uma maquinaria prépria para a producao do pilus
conjugativo (HALL et al., 2017). Em A. baumannii, 19 plasmideos detectados em
isolados clinicos sao utilizados como um método de tipagem e epidemiologia
molecular pois séo caracteristicos em surtos de infeccéo por isolados multirresistentes
(BERTINI et al., 2010).

2.4.3.5 RESISTENCIA AOS CARBAPENEMICOS

Os carbapenémicos sao antimicrobianos (3-lactamicos de amplo
espectro, inseridos na pratica clinica em 1985. Estes antimicrobianos possuem
atividade bacteriostéatica por inibirem a sintese da parede celular ao serem utilizados
como substratos pelas transpeptidases PBPs (penicillin binding-proteins) e impedirem
a ligacdo D-alanina-D-alanina do acido acetiimuramico do peptideoglicano
(BONOMO, 2016). Carbapenémicos sédo os farmacos de escolha utilizados no
tratamento das infeccbes causadas por A. baumannii MR, que podem apresentar
resisténcia a antimicrobianos como: penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e tetraciclinas (DOI et al., 2015).

Os mecanismos frequentemente envolvidos na resisténcia aos
carbapenémicos envolvem a diminuicdo na permeabilidade da membrana externa a
estes farmacos por perda ou modificagdo de porinas, principalmente a CarO; a
hiperproducéo de sistemas de efluxo que exportam estes farmacos para fora da célula
bacteriana, como AdeABC e AdelJK; a inativacdo do antibidtico por presenca de 3-
lactamases; e, por ultimo, embora um mecanismo menos comum e ainda ndo bem
documentado, incluem as alteragdes ou modificagbes das PBPs (XIAO, 2016;
MELETIS, 2016, PAGANO et al., 2016b, VILA-FARRES et al., 2015). Destes, 0

mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos clinicamente mais significativo € a
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hidrélise enzimética do anel B-lactamico devido a presenca de R-lactamases. Isto
porque, estas enzimas sdo altamente estaveis, conferem resisténcia a todos, ou
guase todos os R-lactamicos e estdo presentes em elementos genéticos moveis
transferiveis entre espécies bacterianas. Mais de 2.000 3-lactamases sdo conhecidas,
embora as mais preocupantes sejam as carbapenemases, enzimas que degradam
carbapenémicos além de outros 3-lactamicos (BONOMO, 2016; MELETIS, 2016).

Devido a importancia e diversidade das R-lactamases, varios
esquemas para estabelecer a classificacdo destas enzimas estao descritos. As duas
principais classifica¢des incluem: a classificacdo de Bush-Jacob-Medeiros (1995), que
agrupa as enzimas de acordo com suas propriedades funcionais, e a classificacao de
Ambler (1980), que as agrupa de acordo com as propriedades moleculares que
apresentam. A classificacdo de Ambler € amplamente utilizada para diferenciar as 13-
lactamases e estabelece quatro classes agrupadas de acordo com: ponto isoelétrico,
massa molecular, atividade enzimatica, interacdo com os inibidores e inativadores,
natureza do sitio ativo, sequéncia dos aminoacidos, e estrutura tridimensional
(AMBLER, 1980). A classificacdo das principais [3-lactamases estdo apresentadas na
Tabela 2.
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TABELA 2 - Principais carbapenemases em A. baumannii de acordo

com a classificagdo de Ambler.

Classe Caracteristicas

Carbapenemases
detectadas em

Acinetobacter spp.

Corresponde principalmente as 3-
A lactamases de espectro ampliado,

penicilinases e carbenicilinases

B Metalo-R-lactamases

Cefalosporinases intrinsecas e

adquiridas

D Oxacilinases

GES
KPC
GIM
IMP
NDM
SIM
VIM
OXA-23-like
OXA-24/40-like
OXA-51-like
OXA-58-like
OXA-143-like
OXA-235-like

FONTE: LEE et al., 2017; KAASE et al., 2013.

Os carbapenémicos sdo amplamente utilizados no tratamento das

infeccdes causadas por patdgenos MR por permanecerem estaveis frente & maioria

das R-lactamases produzidas. Atualmente, em A. baumannii observa-se que a

resisténcia aos carbapenémicos esta associada a resisténcia a varias outras classes

de outros antimicrobianos, conservando, em geral, apenas a sensibilidade a tigeciclina
e as polimixinas (GONZALEZ-VILLORIA E VALVERDE-GARDUNO, 2016; MELETIS,

2015).

Apos 2006, verificou-se a emergéncia de surtos de infeccdo por

Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos em varios paises dos diferentes

continentes, dentre eles: Brasil, Argentina, Estados Unidos, Portugal, Espanha,

Franca, China e Japéao, sendo a producéo de carbapenemases o principal mecanismo
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de resisténcia observado. Os determinantes de resisténcia aos carbapenémicos mais
comumente detectados e adquiridos em Acinetobacter spp. sdo as Carbapenem-
Hydrolyzing Class D pB-Lactamase (CHDL) codificadas pelos genes blaoxa-23ike,
blaoxa-24/40-like, blaoxa-ss-ike, blaoxa-143-ike € blaoxa-23siike. Outras carbapenemases de
grande importancia, embora menos frequentes que as CHDL em Acinetobacter spp.,
incluem as metalo-beta-lactamases pertencentes a classe B de Ambler,
principalmente os genes blame, blaviv, blaciv, blasiv-1, € blanom, € 0s genes blakec e
blaces pertencentes a classe A de Ambler (ZHAO; HU, 2015; XIAO et al. 2016; KARAH
et al., 2016; PAGANO et al., 2016a).

24351 CHDL - CARBAPENEM-HYDROLYZING CLASS D B-
LACTAMASES

As CHDL ou OXA-carbapenemases sao 3-lactamases que pertencem
a classe D de Ambler, possuem o aminoacido serina em seu sitio ativo. Estas enzimas
ttm a capacidade de hidrolisar penicilinas, principalmente oxacilinas,
carbapenémicos, cefalosporinas de espectro limitado, mas nao possuem atividade em
cefalosporinas de amplo-espectro e ndo sao inibidas por acido clavulanico (HIGGINS
etal., 2009; POIREL et al., 2010; ANTUNES; FISHER 2014). Sado conhecidas mais de
510 variantes nesta classe que apresentaram 280.0% de homologia na sequéncia de
aminoacidos; sendo classificadas num mesmo grupo filogenético, as variantes que
apresentam 290.0% de homologia na sequéncia de aminoacidos (ANTUNES; FISHER
2014). As CHDL de maior importancia em Acinetobacter spp. sdo divididas em cinco

grupos filogenéticos e estao representadas na Tabela 3.
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TABELA 3 - Variantes enzimaticas das Carbapenem-Hydrolyzing

Class D 3-lactamase.

Grupo

Filogenético

Variantes

blaoxa-23-iike

blaoxa-24/40-iike

blaoxa-s1-like

blaoxa-ss-like
blaoxa-143-ike

blaoxa-23sike

OXA-23, OXA-27, OXA-49, OXA-73, OXA-102, OXA-103, OXA-105, OXA-133,
OXA-146, OXA-165, OXA-166, OXA-167, OXA-168, OXA-169, OXA-170, OXA-
171, OXA-225, OXA-239, OXA-366, OXA-398, OXA-422, OXA-423, OXA-435,
OXA-440, OXA-482, OXA-483
OXA-24/40, OXA-25, OXA-26, OXA-27, OXA-33, OXA-72, OXA-139, OXA-160,
OXA-207, OXA-437
OXA-51, OXA-64, OXA-65, OXA-66, OXA-67, OXA-68, OXA-69, OXA-70, OXA-
71, OXA-75, OXA-76, OXA-77, OXA-78, OXA-79, OXA-80, OXA-82, OXA-83,
OXA-84, OXA-86, OXA-87, OXA-88, OXA-89, OXA-90, OXA-91, OXA-92, OXA-
93, OXA-94, OXA-95, OXA-98, OXA-99, OXA-100, OXA-104, OXA-106, OXA-
107, OXA-108, OXA-109, OXA-110, OXA-111, OXA-112, OXA113, OXA-115,
OXA-117, OXA-120, OXA-121, OXA-122, OXA-123, OXA-124, OXA-125, OXA-
126, OXA-127, OXA-128, OXA-130, OXA-131, OXA-132, OXA-138, OXA-144,
OXA-148, OXA-149, OXA-150, OXA-172, OXA-173, OXA-174, OXA-175, OXA-
176, OXA-177, OXA-178, OXA-179, OXA-180, OXA-194, OXA-195, OXA-196,
OXA-197, OXA-200, OXA-201, OXA-202, OXA-203, OXA-204, OXA-206, OXA-
208, OXA-216, OXA-217, OXA-219, OXA-223, OXA-234, OXA-241, OXA-242,
OXA-248, OXA-249, OXA-250, OXA-254, OXA-259, OXA-260, OXA-261, OXA-
262, OXA-263, OXA-312, OXA-313, OXA-314, OXA-315, OXA-316, OXA-317,
OXA-336, OXA-337, OXA-338, OXA-339, OXA-340, OXA-341, OXA-342, OXA-
343, OXA-344, OXA-345, OXA-346, OXA-365, OXA-371, OXA-374, OXA-375,
OXA-376, OXA-377, OXA-378, OXA-379, OXA-380, OXA-381, OXA-382, OXA-
383, OXA-384, OXA-385, OXA-386, OXA-387, OXA-388, OXA-389, OXA-390,
OXA-391, OXA-400, OXA-401, OXA-402, OXA-403, OXA-404, OXA-406, OXA-
407, OXA-408, OXA-409, OXA-411, OXA-412, OXA-413, OXA-414, OXA-424,
OXA-425, OXA-426, OXA-429, OXA-430, OXA-431, OXA-432, OXA-433, OXA-
441, OXA-442, OXA-480, OXA-497, OXA-507, OXA-508, OXA-509, OXA-516
OXA-58, OXA-96, OXA-97, OXA-164, OXA-397, OXA-420, OXA-512
OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-253, OXA-255, OXA-499
OXA-235

FONTE: POIREL et al., 2010; OPAZO et al., 2012; ANTUNES; FISHER, 2014; LEE

et al,, 2017; D’'SOUZA et al.,, 2017; ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab,
acesso em 26/02/2018.
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Uma carbapenemase de relevante importancia € a OXA-51 codificada
pelo gene blaoxa-si-ike, Utilizado como marcador genético da espécie A. baumannii por
ser intrinseca desta espécie (TURTON et al. 2006). Este gene possui baixa atividade
hidrolitica contra carbapenémicos, mas quando associado a ISAbal esta pode
promover o aumento da expressao da resisténcia aos carbapenémicos, alcancando
uma concentragao inibitéria minima (CIM) até oito vezes maior, principalmente contra
meropenem (ALAEI et al., 2016).

No Brasil, a disseminagcdo de isolados de Acinetobacter spp.
produtores de OXA-23-like esta relacionada as elevadas taxas de resisténcia aos
carbapenémicos (CLIMACO et al., 2013). Em A. baumannii foi identificado que este
gene pode estar associado a ISAbal, uma sequéncia de inser¢gdo com atividade
promotora, uma vez que esta frequentemente associada ao aumento da expressao
dos genes codificadores de CHDL (VIANA et al., 2016).

Outra CHDL recentemente detectada no Brasil foi a blaoxa-ss. Embora
em baixas frequéncias, este gene ja foi detectado em isolados clinicos de A.
baumannii no Rio de Janeiro, Porto Alegre, e Goias (FIGUEIREDO et al., 2011;
GUSATTI et al., 2012; CASTILHO et al., 2017).

Um estudo que avaliou isolados de A. baumannii provenientes das
cinco regides do Brasil detectou a ampla distribuicdo dos genes blaoxa-23 € blaoxa-s1-
ike €m todos estes locais. No estado de S&o Paulo, houve também, a deteccéo de A.
baumannii contendo blaoxa-si-ike € blaoxa-72 em trés hospitais avaliados indicando uma
possivel transmissao inter-hospitalar destes genes (VASCONCELOS et al., 2015). O
gene blaoxa-72 (variante do blaoxa-24/40-iike), inicialmente detectado em S&o Paulo, foi
descrito também em Pernambuco (CAVALCANTI et al., 2013), Parana e Rio Grande
do Sul (PAGANO et al., 2016a; PAGANO et al., 2016b). Embora, o gene blaoxa-72
apresente disseminacdo em algumas regibes do Brasil, a segunda CHDL mais
frequentemente detectada em A. baumannii neste pais é o blaoxa-143-ike (PAGANO et
al., 2016b). A primeira descricdo deste gene ocorreu em 2009 em um isolado de A.
baumannii recuperado de hemocultura proveniente de um paciente internado na UTI
em um hospital no Brasil (HIGGINS et al., 2009). Desde entéo, as variantes do grupo
blaoxa-143-ike descritos no Brasil sédo: o gene blaoxa-143 em S&o Paulo e Rio de Janeiro;
0 gene blaoxa-231 detectado em Londrina (GIONCO et al., 2012); e 0 gene blaoxa-2s3
em Recife (CAVALCANTI et al., 2016) e Belo Horizonte (GIRLICH et al., 2014). Em

um estudo multicéntrico no sudeste do Brasil, Climaco e colaboradores (2013)
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avaliaram 67 isolados clinicos de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, e
identificaram que 71.6% dos isolados apresentaram o gene blaoxa-23, € 25.4% o gene
blaoxa-143. Estes autores sugeriram que houve uma disseminacdo destes
determinantes de resisténcia por transferéncia horizontal entre diferentes clones deste
microrganismo. Embora, diversos estudos mostraram que blaoxa-23-ike Seja a CHDL
adquirida mais frequente nos isolados de A. baumannii no Brasil, outros estudos
mostraram alta prevaléncia de blaoxa-143-ike dentre os isolados clinicos recuperados de
alguns hospitais em Sao Paulo (ANTONIO et al., 2011; MOSTACHIO et al., 2012).

2.4.3.5.2 METALO-BETA-LACTAMASES

As metalo-beta-lactamases (MBLSs) sdo conhecidas por apresentarem
em seu sitio ativo um metal divalente como cofator para sua agdo, geralmente o Zn?*.
Estas enzimas nao sao inibidas por inibidores de 3-lactamases e conferem resisténcia
a todos os R-lactamicos, com exce¢do dos monobactamicos (ZHAO; HU, 2015;
POTRON et al., 2015). As MBLs foram inicialmente detectadas em 1966 na espécie
Bacillus cereus como uma cefalosporinase dependente de zinco que era inibida por
EDTA (SABATH; ABRAHAM, 1966). Desde entdo, 38 familias de MBLs foram
relatadas em Gram-negativos sendo que as MBLs adquiridas incluem IMP, VIM, NDM,
SPM, GIM, SIM, DIM, KHM, TMB, FIM and AIM (ZHAO; HU, 2015). Dentre estas, as
principais MBLs detectadas em Acinetobacter spp. sao IMP (Imipenemase), VIM
(Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase), GIM (German Imipenemase),
SIM (Seoul metallo-beta-lactamase), e NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase)
(WATANABE et al, 1991; LAURETTI et al., 1999; POIREL et al., 2000;
CASTANHEIRA et al., 2004; YONG et al., 2009; ZHAO; HU, 2015). Segundo o Banco
de Dados do NCBI (ultimo acesso: 26/02/2018) existem diversas variantes relatadas
para os genes blaive (IMP-1 até IMP-58), blavim (VIM-1 até VIM-51), blacim (GIM-1 e
GIM-2), e blanom (NDM-1 até NDM-16).

Mundialmente, as MBLs mais frequentemente detectadas em A.
baumannii sdo da familia IMP, variantes IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-8,
IMP-11, e IMP-19, que ja foram detectados na Italia, Japdo, Coréia do Norte, india,
Cingapura, Hong Kong, Portugal, Brasil, e China. A segunda MBL mais identificada
em A. baumannii € a NDM, principalmente as variantes NDM-1 e NDM-2, com relatos
no Egito, Israel, Emirados Arabes, india, Alemanha, Suica, Algeria, Bélgica,
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Bangladesh, Republica Tcheca, China, e Libia. As outras MBLs ja relatadas em A.
baumannii embora menos frequentes incluem: as variantes VIM-1, VIM-2, VIM-3, VIM-
4, e VIM-11, encontradas na Coréia do Norte, Grécia, e Taiwan; a SIM-1 com relatos
na Coréia do Sul e China; e a GIM-1 com relato na Alemanha (ZARRILLI et al., 2013;
MATHLOUTHI et al., 2016; PAGANO et al., 2016b; KAASE et al., 2013).

2.4.3.5.3 KPC

A enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) foi
primeiramente reportada em 2001 nos Estados Unidos, sendo codificada pelo gene
blakpc-1, contendo 879bp e codificando 293 aminoé&cidos. Este gene, inicialmente
detectado em um plasmideo de 50kb, foi classificado pertencente a classe A de
Ambler por possuir as sequéncias de aminoacidos serina-serina-fenilalanina-lisina e
lisina-treonina-glicina que séo caracteristicas deste grupo de carbapenemases (Yigit
et al., 2001). Atualmente, 23 variantes enzimaticas deste gene (KPC-2 a KPC-24)
foram relatadas (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso
em 26/02/2018). O gene blakrec apresenta alta relevancia mundial, especialmente
entre os BGN da familia Enterobacteriaceae, e constituem fatores alarmantes no
ambiente hospitalar devido a disseminacdo deste gene, principalmente por
plasmideos, entre as espécies bacterianas (NAAS et al., 2008). Embora ndo seja
frequente em Acinetobacter spp. no Brasil, 0 gene blakec € amplamente disseminado
entre membros da familia Enterobacteriaceae e, também, relatado em isolados de P.
aeruginosa tanto em amostras clinicas como em efluentes (CAMPOS et al., 2016;
CARRARA-MARRONI et al., 2015; MIRANDA et al., 2015; PICAO et al., 2013).

Em Acinetobacter spp., 0 gene blakrc foi primeiramente descrito em
Porto Rico, por Robledo et al. (2010). Estes pesquisadores identificaram 10 isolados
de Acinetobacter spp. que apresentaram 0 gene blakec, € que codificaram enzimas
KPC-2, KPC-3, KPC-4 e uma nova variante, a KPC-10. Em todos os hospitais
analisados onde detectou-se Acinetobacter spp. produtor de KPC, verificou-se
também, P. aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae carreando o mesmo gene, mostrando
a disseminacdo do mesmo entre diferentes patégenos (ROBLEDO et al., 2010). No
Brasil, blakrc-2 e blakpc-3 foram detectados em isolados clinicos de A. baumannii em
hospitais de S&o Luis no Maranhédo (RIBEIRO et al., 2016).
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2.4.3.5.4 GES

Descrito na Franca em 2000 por Poirel et al. (2000), o gene que
codifica a enzima GES (Guiana Extended Spectrum beta-lactamase) foi
primeiramente detectado em um isolado de K. pneumoniae recuperado de uma
crianca transferida da Guiana Francesa. O gene blaces codificou uma enzima
classificada na classe A de Ambler por apresentar sequéncias de aminoacidos
caracteristicas deste grupo. O primeiro gene descrito continha 864bp que codificou
uma B-lactamase de 288 aminoacidos, com atividade hidrolitica em penicilinas e
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdes tendo a ceftazidima como
principal substrato, e sendo inibida por inibidores de 3-lactamases (Poirel et al., 2000).
Existem, até o momento, 31 variantes descritas, embora somente as variantes GES-
1, GES-2, GES-4, GES-5, GES-11 e GES-14 possuam atividade em carbapenémicos
(ftp:/Mftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em 26/02/2018;
LEE et al., 2017).

Em A. baumannii as variantes GES-11 e GES-14 sao amplamente
disseminadas na Europa (PAGANO et al., 2016b). Outras variantes detectadas em A.
baumannii incluem: GES-1 e GES-5 (LEE et al., 2017). A variante GES-14, codificada
por um gene plasmidial, € considerada a mais preocupante variante enziméatica, pois
€ capaz de hidrolisar eficientemente todos os R3-lactamicos apresentando potencial
guatro vezes maior ao da GES-2 em hidrolisar imipenem, meropenem e ertapenem.
A andlise do contexto genético desta variante mostrou que além de possuir um forte
promotor a montante do gene, que certamente deve estar envolvido com a eficacia
relacionada desta variante, 0 gene esta presente em uma estrutura originada a partir
da fusdo de dois integrons de classe 1 contendo oito genes cassetes de resisténcia
(BONNIN et al., 2010).

2.4.3.6 RESISTENCIA AS FLUOROQUINOLONAS

As fluoroquinolonas, assim chamadas devido a adicao de um ion flGor
na posicdo C6, foram modificadas a partir do acido nalidixico que possibilitou um
aumento da poténcia em bactérias Gram-negativas e ampliou seu espectro de acéo.
A primeira fluoroquinolona produzida foi norfloxacin, em 1986, seguida de

ciprofloxacin, em 1987. Desde entdo, mais de 30 fluoroquinolonas séo conhecidas,
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embora somente ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin, gatifloxacin e ofloxacin sao
permitidos pelo Federal Drug Administration para o tratamento de infec¢coes (NAEEM
et al., 2016; HOOPER; JACOBY, 2016).

Esta classe de antimicrobianos é considerada bactericida porque age
na replicacao, transcricao, recombinacao, e condensacgéo do DNA ao se ligar de forma
reversivel as enzimas DNA girase e topoisomerase |V, responséaveis pela clivagem e
enovelamento das fitas de DNA. Ambas as enzimas possuem duas subunidades
codificadas pelos genes gyrA e gyrB na DNA girase e parC e parE na topoisomerase
IV. Mutagbes na DNA girase representam a maior causa de resisténcia as
fluoroquinolonas em A. baumannii. As mutacdes mais frequentes sdo observadas na
subunidade gyrA, nos codons (Ser83 e Asp87) que codificam aminoacidos essenciais
para a interacdo com as fluoroquinolonas, sendo que a CIM a estes antimicrobianos
varia de acordo com a substituicdo do aminoacido. Outros mecanismos associados a
resisténcia as fluoroquinolonas em Gram-negativos incluem: os genes aac(6’)-1b-cr e
gnr, sistemas de efluxo e diminuicdo da permeabilidade celular (NAEEM et al., 2016;
HOOPER; JACOBY, 2016; YANAT et al., 2016).

Os genes qgnr (quinolone resistance) codificam proteinas
pentapeptidicas que se ligam as subunidades A e B da DNA girase e protegem o sitio
de ligacdo das fluoroguinolonas (HOOPER; JACOBY, 2016). Até o momento, os gnr
foram classificados em sete grupos: gnrA (variantes Al até A8), qnrB (variantes B1
até B92), qnrC, gnrD (variantes D1 até D3), gnrE1, qnrS (variantes S1 até S9), gnrVc
(variantes Vcl, Vc3 até Vc7) (Lahey Clinic Database, acesso em: 18/01/2018). Em
geral, estudos mostraram que estas variantes apresentam atividade de protecao
distintas dependendo da sequéncia de aminodcidos que possuem e
consequentemente da estrutura proteica, resultando em CIM diferentes de acordo
com sua acao protetiva. Genes homologos aos qgnr transferidos por plasmideo séo
encontrados nos cromossomos de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas como
Enterococcus faecalis, Serratia marcescens, Stenotrophomonas maltophilia e
Shewanella algae. Além disso, a analise da sequéncia de nucleotideos mostrou
identidade de 98.0% entre a gqnrAl com a Saqnr de S. algae. Similarmente, a gnrS1 e
gnrC apresentam identidade de 97.0% com a Vpqgnr de Vibrio parahemolyticus
(RODRIGUEZ-MATINEZ et al., 2016).

Outros fatores de resisténcia plasmidial em Gram-negativos incluem
os sistemas de efluxo OgxAB e QepA e a atividade de acetiltransferase aac(6’)-Ib-cr.
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Os sistemas de efluxo OgxAB e QepA néo estao associados a CIM altas, mas variam
com os substratos utilizados: OgxAB esta associado a resisténcia a ciprofloxacin,
norfloxacin, &cido nalidixico, trimetoprim, e cloranfenicol; enquanto, QepA esta
associado a resisténcia as fluoroquinolonas hidrofilicas como ciprofloxacin e
norfloxacin. A acetiltransferase AAC(6’)-1b-cr e sete variantes semelhantes conferem
resisténcia associada as fluoroquinolonas que contém nitrogénio no anel piperazinil,
presente em ciprofloxacin e norfloxacin, sendo que outras fluoroquinolonas ndo séao
acetiladas por estas enzimas (YANAT et al., 2016; RODRIGUEZ-MATINEZ et al.,
2016).

2.4.3.7 RESISTENCIA AOS AMINOGLICOSIDEOS

O primeiro antimicrobiano descrito da classe dos aminoglicosideos foi
a estreptomicina, descoberta em 1944 em Streptomyces griseus. Desde entdo mais
de 200 antimicrobianos pertencentes a esta classe foram relatados, embora poucos
sejam permitidos para uso médico. Os aminoglicosideos possuem amplo espectro de
acao atuando em uma vasta gama de microrganismos Gram-negativos, estafilococos
e Mycobacterium tuberculosis, e embora apresentem nefrotoxicidade e ototoxicidade
sdo amplamente utilizados em isolados resistentes ao R-lactdmicos e as
fluoroquinolonas (TAKAHASHI; IGARASHI, 2017; DOI et al., 2016).

Existem duas classificacdes baseadas na estrutura quimica que
dividem os aminoglicosideos em: aqueles que possuem 2-deoxistreptamina (2-DOS)
presente em gentamicina, amicacina, tobramicina, canamicina, dibecacina,
arbecacina, isepamicina, neomicina, paromomicina, ribostamicina, e apramicina; e
aqueles que ndo possuem 2-deoxistreptamina presente em estreptomicina,
dihidrostreptomicina, espectinomicina, kasugamicina e validamicina. Estes
antimicrobianos sdo considerados bactericidas por atuarem na sintese proteica. Eles
se ligam ao sitio A do 16S rRNA, que é reponséavel pelo reconhecimento do tRNA, da
subunidade 30S do ribossomo resultando em auséncia da tradugédo ou em traducgéo
errbnea do mRNA, levando a producdo de proteinas anémalas (TAKAHASHI,
IGARASHI, 2017; DOI et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia detectados em aminoglicosideos sao
decorrentes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs), 16S rRNA
metiltransferases (metilases), mutacéo de sitio alvo, alteracdo de permeabilidade, e
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hiperexpressao de sistemas de efluxo. O mecanismo de resisténcia prevalente em A.
baumannii sdo mediadas pelas enzimas modificadoras de aminoglicosideos que
incluem as acetiltransferases (AAC), fosfotransferases (APH) e nucleotidiltransferases
(ANT). Estas enzimas possuem substratos especificos e sdo denomidas de acordo
com o os sitios amino ou hidroxil do antimicrobiano ao qual modificam e a parte da
molécula ao qual é modificada, ocasionando em compostos com atividade
antimicrobiana néo funcional (LIU et al. 2015; TAKAHASHI; IGARASHI, 2017). Como
exemplo, a acetiltransferase AAC(3)-lla possui maior afinidade por gentamicina,
enquanto a AAC(6’)-Ib modifica com maior eficiéncia a amicacina, tobramicina e
canamicina (WANG et al., 2016; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2016). Outras
enzimas modificadoras de aminoglicosideos detectadas em A. baumannii incluem: as
acetiltransferases AAC(3)-l, AAC(3)-la, AAC(3’)-la, AAC(3)-lla, AAC(3’)-Ih, AAC(6’)-
Ib; as fosfotransferases APH(3’)-l, APH(3’)-la, APH(3’)-llb, APH(3')-Vla; e as
nucleotidiltransferases ANT(2’)-la, ANT(2”)-la, ANT(3’)-la, ANT(3”)-1, ANT(3”)-la (NIE
et al., 2014; LIU et al., 2015; WANG et al., 2016; SHEIKHALIZADEH et al., 2016). Em
geral, a CIM de isolados produtores destas enzimas varia de 16ug/mL a 256ug/mL
para seu(s) respectivo(s) substrato(s).

As metilases sdo enzimas produzidas naturalmente por
microrganismos como Streptomyces spp. € Micromonospora spp. que incorporam um
grupo metil em bases especificas no sitio A do RNA ribossomal 16S impedindo a
formacéo da ponte de hidrogénio a ser formada na ligacdo dos aminoglicosideos ao
ribossomo (WACHINO; ARAKAWA, 2012). A classificacdo das metilases é baseada
na posi¢do do nucleotideo a ser metilado, e, em consequéncia da especificidade da
ligacdo, proporciona altos niveis de resisténcia aos aminoglicosideos. A metilacdo no
nucleotideo G1405 caracteristico das enzimas adquiridas ArmA, RmtA, RmtB, RmtC,
RmtD, RmtE, RmtG, e RmtH confere resisténcia aos aminoglicosideos do grupo 4,6-
DOS. Entretanto, a metilacgdo no nucleotideo A1408 caracteristico da enzima
adquirida NpmA tem a capacidade de conferir resisténcia a todos os grupos de
aminoglicosideos (TAKAHASHI; IGARASHI, 2017; DOI et al., 2016). Dentre as
metilases, a mais prevalente mundialmente em A. baumannii € a ArmA. Em A.
baumannii foram obtidas taxas de deteccao de ArmA de 98.0%, 94.4%, e 87.1% em
isolados clinicos que apresentaram alta concentragao inibitéria minima (=256ug/mL)
aos aminoglicosideos na China, Ird e Vietnd, respectivamente (NIE et al., 2014; LIU

et al., 2015; SHEIKHALIZADEH et al., 2016).
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A grande preocupacao observada nos isolados clinicos é o acimulo
de genes codificadores destas enzimas em plasmideos conjugativos que permitem a
disseminacao da resisténcia a varios aminoglicosideos, principalmente porque estao
associados as plataformas genéticas moveis, como transposons (armA) e integrons
(AMEs) (WANG et al., 2016; LIU et al. 2015; ESTERLY et al., 2011).

Outro mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos frequente em
A. baumannii inclui a hiperproducdo dos sistemas de efluxo tipo AdeABC e AbeM,
ambos exportam com maior afinidade a gentamicina, e menor afinidade amicacina e
canamicina (ESTERLY et al., 2011).

2.4.3.8 RESISTENCIA AS POLIMIXINAS

Apéds 1990, a emergéncia de isolados MR no ambiente hospitalar,
principalmente em Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A. baumannii, associada a
indisponibilidade de novos antimicrobianos levou a avaliacdo de antigos farmacos
como alternativas de tratamento para as infec¢cdes complicadas causadas por estes
patdgenos. As polimixinas, antes pouco utilizadas devido a sua alta toxicidade,
representam, atualmente, os Ultimos antimicrobianos utilizados em isolados
resistentes aos R-lactamicos, principalmente para aqueles com mudltipla resisténcia:
aos carbapenémicos, aminoglicosideos, e fluoroquinolonas (BIALVAEI; KAFIL, 2014).

As polimixinas séo lipopeptideos anfipaticos e catibnicos com efeito
bactericida em Gram-negativos, pois interagem com a regido hidrofobica carregada
negativamente do lipideo A do LOS competindo com ions Ca?* e Mg* e
desestabilizando a membrana externa. Dessa forma, causam aumento da
permeabilidade da membrana externa e instabilidade celular, resultando na morte
bacteriana. Embora o mecanismo de interacdo com o lipideo A seja compreendido, 0s
mecanismos que resultam na lise celular ainda ndo estdo completamente elucidados
(BIALVAEI; KAFIL, 2014; CHEN et al., 2015; CHEAH et al., 2016).

Cinco polimixinas sao descritas (A-E), entretanto aquelas utilizadas
na pratica clinica incluem a polimixina B e polimixina E (colistina). A colistina constitui
o antimicrobiano mais utilizado para o tratamento de pacientes devido a sua maior
disponibilidade, embora seja considerado nefrotéxico (BIALVAEI; KAFIL, 2014; CHEN
et al., 2015). A preocupacdo mundial consiste em monitorar a resisténcia dos
microrganismos a estes antimicrobianos devido ao fato de serem as ultimas
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alternativas terapéuticas para BGN ER, a resisténcia a estes farmacos poderia resultar
em patdgenos PR e, consequentemente, em infecgdes intrataveis (LIU et al., 2016).
Em A. baumannii ja foram detectados 30 genes envolvidos na
resisténcia a colistina codificada por genes cromossomais. Estes genes sofreram
mutacgdes e adaptacOes celulares para permitir, por meio de mudangas em processos
fisiolégicos, a aquisicdo de resisténcia a colistina (HOOD et al., 2012). Até
recentemente acreditava-se que a resisténcia as polimixinas em A. baumannii era
mediada por fatores associados as mutacdes nos genes cromossomais pmrA ou
pmrB; inativacdo da via biossintética dos genes IpxA, IpxC, ou IpxD que codificam o
lipideo A devido a insercdo do ISAball; perda ou diminuicdo da porina OmpW; e
alteracdo da conformacéo do LOS através da disrup¢do do gene IpsB, dentre outros
mecansimos intrinsecos (HOOD et al., 2012; BIALVAEI; KAFIL, 2014; LIU et al., 2016;
NHU et al.,, 2016). Entretanto, em 2015 foi descrito o primeiro mecanismo de
resisténcia adquirida as polimixinas mediada por transferéncia horizontal de genes. O
gene mcr-1 (plasmid-mediated colistin resistance), detectado em E. coli isoladas de
suinos na China, possui 63.0% de similaridade com o gene da fosfoetanolamina
transferase produzida intrinsecamente por Paenibacillus sophorae indicando possivel
transferéncia intergénica entre estas espécies. Este gene conferiu resisténcia as
polimixinas com CIM variando de 2ug/mL a 8ug/mL nos transconjugantes e
transformantes, em estudo realizado em murinos (LIU et al., 2016). Estes autores
ressaltam que a presenca do gene mcr-1 em E. coli isolados de suinos, previamente
a isolados de pacientes hospitalizados, pode ser decorrente do uso extensivo de
colistina na agricultura, sendo a China a maior consumidora deste antimicrobiano.
Embora recentemente descrito, 0 gene mcr-1 possui disseminacéo
mundial em Enterobacteriaceae, principalmente E. coli e K. pneumoniae, isoladas de
animais, alimentos, e humanos, e apresenta inclusive seis variantes, mcr-1, mcr-1.2,
mcr-2, mcr-3, mcr-4, e mer-5 (BOROWIAK et al., 2016). Na America Latina, a primeira
deteccdo ocorreu na Argentina no inicio de 2016, onde nove isolados clinicos de E.
coli foram positivos para o gene (RAPOPORT et al., 2016). Em agosto de 2016, foi
publicado o primeiro relato do mcr-1 no Brasil em E. coli isolada de fragmento de tecido
de um paciente com ferida no pé decorrente de complicacbes da diabetes
(FERNANDES et al., 2016a). No Parana, Fernandes et al. (2016b) detectaram o gene

mcr-1 em catorze E. coli isoladas de fezes de galinhas saudaveis.
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2.4.3.9 RESISTENCIA A OUTROS ANTIMICROBIANOS

As tetraciclinas sdo antimicrobianos de amplo espectro de acédo e com
efeito bacteriostatico. Estes antimicrobianos atuam na inibicdo da sintese proteica pois
se ligam na subunidade 30S e impedem a ligagdo do tRNA ao mRNA. As tetraciclinas
disponiveis para uso clinico incluem: clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina,
demetilclortetraciclina, rolitetraciclina, limeciclina, clomociclina, metaciclina,
doxiciclina, minociclina, e tigeciclina. A tigeciclina, uma glicilciclina pertencente a
classe das tetraciclinas, possui 0 mesmo sitio de acdo das outras tetraciclinas mas
apresenta uma conformacéo diferente que permite uma maior afinidade de ligacao ao
ribossomo (GROSSMAN 2016; CHUKWUDI 2016)

Os mecanismos de resisténcia descritos em tetraciclinas sao
mutacdes de sitio alvo, producdo de proteinas de protecdo ribossomal, e
hiperexpressao de sistemas de efluxo (GROSSMAN 2016; CHUKWUDI 2016). Em A.
baumannii, os mais frequentes mecanismos de resisténcia séo: producao de proteinas
de protecao ribossomal TetM que catalizam a liberacdo da tetraciclina ao ribossomo
mas nao atuam em tigeciclina; e a hiperproducao dos sistemas de efluxo AdeABC,
AdeFGH, e AdelJK que conferem resisténcia as tetraciclinas, incluindo tigeciclina
(YILMAZ; OZCENGIZ, 2016; LEE et al., 2017).

A combinacdo sinérgica sulfametoxazol-trimetoprim possui amplo
espectro de acdo e efeito bactericida, embora os antimicrobianos isolados sejam
considerados bacteriostaticos. Ambos antimicrobianos agem na sintese do acido
félico em duas etapas: o sulfametoxazol inibe a enzima diidropteroato sintase e o
trimetoprim inibe a enzima diidrofolato redutase (FALAGAS et al. 2015; KAYE et al.
2017; YILMAZ; OZCENGIZ, 2016).

A resisténcia a estes antimicrobianos em A. baumannii séo
decorrentes de dois mecanismos: hiperexpressao de sistemas de efluxo AdeFGH para
exportacao de sulfonamidas e trimetoprim, e de AdeABC e AdelJK para o efluxo de
trimetoprim; e alteracdo das enzimas da via de sintese pela aquisicdo dos genes sull
e sul2 (em sulfonamidas) e dfr e dhfr (em trimetoprim). O dltimo mecanismo é
preocupante pois confere altos niveis de resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim
além do fato dos genes encontrarem-se localizados em integrons, o que facilita a sua
disseminacdo, principalmente no ambiente hospitalar (FALAGAS et al. 2015; KAYE et
al. 2017; YILMAZ; OZCENGIZ, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar determinantes de resisténcia adquirida aos antimicrobianos e a

capacidade de formacé&o de biofilme de isolados clinicos de Acinetobacter baumannii

multirresistentes recuperados da corrente sanguinea de pacientes internados no

Hospital Universitario de Londrina no periodo de novembro de 2006 a dezembro de

2016.

3.2 Objetivos Especificos

Analisar dados clinicos dos pacientes com A. baumannii selecionados
para este estudo;

Estabelecer a classificacao de resisténcia dos isolados;

Determinar a concentracao inibitéria minima aos antimicrobianos:
ceftazidima, imipenem, meropenem, polimixina B, colistina e tigeciclina,
Avaliar fenotipicamente a producéo de carbapenemases;

Detectar a presenca dos determinantes de resisténcia blaoxa-2z-ike,
blaoxa-24-like, blaoxa-si-ike, blaoxa-ss-ike, blaoxa-14zike, blaoxa-as, blakec,
blanom, blaspm-1, blasiv-1, blaviv, blaive, blaciv, blaces, mcr-1, gnrA, gnrB,
gnrC, gnrS, and gnrVc, e de viruléncia bap;

Estabelecer a frequéncia dos principais determinantes de resisténcia
antimicrobiana adquirida detectados;

Analisar o contexto genético dos isolados carreadores do gene

blaoxa- 23-like;

Determinar a similaridade genética entre os isolados;

Investigar a presenca de clones epidémicos mundiais;

Verificar a capacidade de producao de biofilme dos isolados.
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RESUMO

Este artigo tem como objetivo caracterizar os principais mecanismos de resisténcia
adquirida aos antimicrobianos em isolados multirresistentes de A. baumannii isolados
de corrente sanguinea de pacientes internados no Hospital Universitario de Londrina
no periodo de novembro de 2006 a dezembro de 2016. Neste estudo foram realizados:
a andlise dos dados dos pacientes infectados, identificacdo bacteriana, perfil de
sensibilidade e classificacdo da resisténcia dos isolados clinicos, detec¢ao fenotipica
de carbapenemases, investigacdo de genes de resisténcia antimicrobiana, analise do
contexto genético do gene blaoxa-23-iike, tipagem molecular, e detec¢do de complexos
clonais epidémicos. Um total de 103 isolados foram analisados, sendo todos
identificados como A. baumannii por meio da amplificacdo dos genes blaoxa-s1-ike €
rpoB. A analise dos aspectos clinicos revelou que os isolados foram recuperados
predominante de pacientes do sexo masculino, com idade média de 60 anos,
internados nas unidades de terapia intensiva, com permanéncia média de
hospitalizacdo de 28 dias. O desfecho clinico que resultou em mortalidade foi
observado na maioria dos pacientes (81.6%). Altas taxas de resisténcia (100.0%-
10.7%) foram obtidas para os antimicrobianos avaliados incluindo colistina, polimixina
B e tigeciclina e, na sua maioria, os isolados foram classificados como extensivamente
resistentes (78.6%). A producéo de carbapenemases foi observada em 92.2% dos
isolados. Todos os isolados resistentes aos carbapenémicos apresentaram um dos
genes codificadores das carbapenem hydrolyzing class-D R-lactamase (CHDL)
adquiridas blaoxa-2s-ike (97.9%) ou blaoxa-14zike (2.1%). Nenhum dos isolados
apresentou 0s genes blaoxa-2a-ike, blaoxa-ss-iike, blaoxa-as, blakpc, blanom, blaspm-1, blasiv-
1, blavim, blaive, blacim, blaces, mcr-1, gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, and gnrVc. Como
contexto genético do gene blaoxa-23-ike predominou o Tn2006 e em menor frequéncia
0 Tn2008. Os isolados carreadores do gene blaoxa-143-ike @presentaram a variante
blaoxa-2s3-ike. O gene bap foi detectado em 83.5% dos isolados, e todos os isolados
recuperados apos o ano de 2011 apresentaram este gene. A maioria dos isolados
apresentaram capacidade de formacéo de biofilme (98.0%), e 86.4% dos isolados
foram fortes formadores de biofilme. Um perfil policlonal foi observado dentre os
isolados de A. baumannii, sendo detectada a presenca dos complexos clonais
epidémicos internacionais CC113/79, CC109/1, CC110/25, e CC103/15, com
prevaléncia do CC113/79. Os dados obtidos mostram que a producédo de CHDL e,
principalmente, a permanéncia do gene blaoxa-23 constituiu um importante mecanismo
de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii no HU. As altas taxas de
resisténcia obtidas e o numero elevado de isolados extensivamente resistentes
demonstram a dificuldade no tratamento das infec¢des causadas por A. baumannii no
HU e alertam para a emergéncia de infec¢des intrataveis. O perfil policlonal, a
prevaléncia de clones epidémicos mundiais, e a capacidade de formacéo de biofilme
reforcam a importancia de medidas de controle de infeccdo e da necessidade
premente do desenvolvimento de programas de stewardship para evitar a
disseminagdo de novos determinantes de resisténcia e potenciais surtos por este
patogeno.

Palavras-chave: Multirresistente. Extensivamente resistente. CHDL. Diversidade
Genética. Complexos clonais epidémicos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the main mechanisms of acquired
antimicrobial resistance in clinical multidrug-resistant A. baumannii isolated from
bloodstream of inpatients at Hospital Universitario of Londrina from november of 2006
to december of 2016. It was performed in this study: analysis of the data of the infected
patients, bacterial identification, antimicrobial susceptibility profile and resistance
classification of clinical isolates, phenotypic detection of carbapenemases,
investigation of acquired antimicrobial resistance genes, analysis of the genetic context
of the blaoxa-23-ike gene, molecular typing, and detection of clonal epidemic complexes.
A total of 103 isolates were analyzed, all of which were identified as A. baumannii by
amplification of the blaoxasiike and rpoB genes. The analysis of clinical aspects
revealed that A. baumannii isolates were predominantly recovered from male patients
with mean age of 60 years hospitalized in intensive care units with an average of 28
days of hospital stay. Intrahospital mortality was observed in the majority (81.6%) of
the patients. High resistance rates (100.0% -10.7%) were obtained for the evaluated
antimicrobials including colistin, polymyxin B and tigecycline, and most isolates were
classified as extensively resistant (78.6%). The production of carbapenemases was
observed in 92.2% of the isolates. All carbapenem-resistant isolates showed a
carbapenem-hydrolyzing class-D B-lactamase being either blaoxa-23-ike Or blaoxa-143-iike.
None of the isolates had the genes blaoxa-24-iike, blaoxa-ss-iike, blaoxa-as, blakpc, blanom,
blaspm-1, blasim-1, blavim, blaive, blacim, blaces, mcr-1, gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, and
gnrVc. As a genetic context of the blaoxa-2s-ike gene, Tn2006 was predominated, and
Tn2008 was less frequent. Isolates harboring the blaoxa-143-ike gene showed the blaoxa-
253-like Variant. The bap gene was detected in 83.5% of the isolates, and all the isolates
recovered after the year 2011 presented this gene. Most of the isolates presented
biofilm formation capacity (98.0%), and 86.4% of the isolates were strong biofilm
producers. A polyclonal profile was observed among the A. baumannii isolates. The
presence of the international clonal complexes CC113/79, CC109/1, CC110/25, and
CC103/15 were detected, with prevalence of CC113/79. The results demonstrate that
the production of CHDL and, mainly, the permanence of the blaoxa-23ike gene
constitutes an important mechanism of resistance to carbapenems in A. baumannii in
HU. The high resistance rates obtained and the large number of extensively resistant
isolates demonstrate the difficulty in treating infections caused by A. baumannii in HU
and alert to the emergence of untreatable infections. The polyclonal profile, the
prevalence of global epidemic clones, and biofilm formation ability reinforce the
importance of infection control measures and the urgent need to develop stewardship
programs to avoid the spread of new resistance determinants and potencial outbreaks
by this pathogen.

Key words: Multidrug-resistant. Extensively drug-resistant. CHDL. Genetic diversity.
Epidemic clonal complex.
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INTRODUCTION

One of the most problematic microrganism globally disseminated in
hospital settings is multidrug-resistant (MDR) A. baumannii (RAIBLE et al., 2017).
Bloodstream infections caused by A. baumannii are responsible for increasing
morbidity and mortality rates and demanding considerable higher hospital costs (GU
et al., 2016). The risk factors associated with MDR A. baumannii infections include
antibiotic exposure, invasive devices, intensive care unit (ICU) stay, and severity of
illness (RAMANATHAN et al., 2017; GU et al., 2016). In 2017, the World Health
Organization released a priority list of pathogens threatening human health and
classified A. baumannii as number one critical pathogen for research and development
of new antimicrobials (WHO, 2017).

Carbapenems are the front-line choices for the treatment of MDR A.
baumannii infections (RAIBLE et al., 2017). The emergence of carbapenem-resistant
isolates is a challenge for treatment because the last antimicrobial resources includes
polymyxins and tigecycline (KAYE, et al. 2017; SADER, et al.,, 2016). The
carbapenem-hydrolysing class D RB-lactamases (CHDL) blaoxa-23-ike, blaoxa-2a-iike,
blaoxa-ss-like, blaoxa-143-ike, and blaoxa-2ssiike are the main cause of carbapenem
resistance around the world in A. baumannii (PAGANO et al., 2016). In Brazil, blaoxa-
23-ike IS the prevalent CHDL disseminated in the hospitals (NEVES et al., 2016). This
gene was described as inserted in transposons, including Tn2006, Tn2007, Tn2008,
and Tn2009 (CHEN et al., 2017). Generally, upstream blaoxa-23-ike there is ISAbal
(Insertion Sequence A. baumannii 1) acting as strong promoter and causing significant
increase of expression of blaoxa-23-ike (HUA et al., 2016).

Nosocomial outbreaks are usually environment-related by
contamination of the hospital equipments and by hand of professionals (Chiang et al.,
2017). One of the most important virulence characteristics contributing for the
persistence of this pathogen in hospital settings and impacting the antimicrobial
treatment is biofilm formation (Harding et al. 2017). In A. baumannii, the adhesion in
abiotic surfaces and eukaryotic cells is related to bap (biofilm-associated protein)
(Brossard and Campagnari, 2011). Due to the high frequency of bap in clinical isolates,
this protein has being associated as a genetic nosocomial marker (Sung et al., 2016).

The A. baumannii ability to acquire genetic resistance determinants is

one of the characteristics strongly associated with the successful adaptation of
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international epidemic lineages (VISCA et al. 2011). Multilocus sequence typing
schemes of University of Oxford (UO) and Institut Pasteur (IP) for A. baumannii having
been applied to evaluate the global lineage trends. To date, some of the internationally
clonal complexes (UO/IP) related to spread in Brazilian hospitals are CC113/79,
CC109/1, CC110/25, CC103/15, and CC118/2 (MARTINS et al., 2016). Molecular
epidemiology investigation is essential to understand the outstanding dissemination of
this pathogen in hospitals across the world.

Hence, the aim of this study was to analyze the antimicrobial
susceptibility profile, antimicrobial resistance genes, biofilm formation, genetic context,
clonal relatedness, and internationally clonal complexes of MDR A. baumannii isolated

from bloodstream at a tertiary hospital in Southern Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Study design and patients

The study was conducted at tertiary Hospital Universitario of Londrina
(HU), Brazil, which is the major public hospital of the Parana state north region. This
hospital has 313 beds and it attends more than 200 surrounding towns. The clinical
isolates were recovered from bloodstream of inpatients attended in HU among
November of 2006 to December of 2016. The clinical data analyzed included patient
gender, age, admitted unit, duration of hospitalization and outcome.

This study was approved by the Ethics Committee certificate no.
14490/2009.

Bacterial identification
The clinical isolates were identified by conventional biochemical tests
and by automatized systems MicroScan/Siemens® (Beckman Coulter, Inc.,
Indianapolis, IN, USA), BD Phoenix™ (Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA), Vitek2® (bioMérieux, Craponne, France) in the Microbiology
Laboratory of HU. The isolates recovered from nutrient agar were confirmed as A.
calcoaceticus-baumannii by coccobacilli morphology using Gram staining, growth
assay at 44°C, and oxidase negative test. Molecular identification of the isolates were
performed by investigation of blaoxa-si-ike (TURTON et al., 2006) and specific region of
rpoB (LI et al., 2016) for A. baumannii.
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Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility assays were performed by disk-diffusion
method and by automatized systems according instructions of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017) to the following antimicrobials: amikacin
(30pg), gentamicin (10ug), ciprofloxacin (5ug), levofloxacin (5ug), trimethoprim-
sulfamethoxazole (25ug), tetracycline (30upg), piperacillin-tazobactam (100/10ug),
ampicillin-sulbactam (10/10ug), cefotaxime (30ug), ceftazidime (30ug), cefepime
(30pQ), imipenem (10upg), and meropenem (10ugQ).

Minimum inhibitory concentration (MIC) determination by broth
microdilution method was performed according to guidelines recommended by the
CLSI (2012) to detect susceptibility to ceftazidime, imipenem, meropenem, colistin,
polymyxin B, and tigecycline. The results were interpreted using CLSI breakpoints
(2017) for all the tested antimicrobials, except for tigecycline in which the criteria for
interpretation was adapted from the Food and Drug Administration (FDA) breakpoints
for Enterobacteriaceae (susceptible <2ug/mL; intermediate 4ug/mL; resistant
28ugmL).

Quality control for all the methods used for antimicrobial susceptibility
testing included Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Resistance classification of multidrug-resistant (MDR), extensively
drug-resistant (XDR), and pandrug-resistant (PDR) used Acinetobacter spp. guidelines
established by Magiorakos et al. (2011).

Phenotypic detection of carbapenemases

Carbapenemase production was assessed with the CarbAcineto NP
test (DORTET et al., 2014). The test interpretation was performed by visual inspection
and the changed color (red to orange or red to yellow) of the test suspension was

considered positive.

Molecular investigation of antimicrobial resistance and virulence
determinants

Genomic DNA was extracted using boiling method (VANEECHOUTTE
et al., 1995). Polymerase chain reactions (PCR) assays was applied for the detection

of the 3-lactamases encoding genes blaoxa-23-ike, blaoxa-24-iike, blaoxa-s1-ike, blaoxa-ss-iike,
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blaoxa-143-ike (WOODFORD et al., 2006; HIGGINS et al., 2010), blaoxa-4s, blakerc,
blanom, (DOYLE et al., 2012) blaspm-1, blasiv-1, blavim, blave, blacim, (MENDES et al.,
2006) blaces (WANG et al., 2006); colistin acquired resistance mcr-1 (LIU et al., 2015),
and quinolone determinants of resistance gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, and gnrVc
(KRAYCHETE et al.,, 2016). The virulence determinant bap was detected using
protocol previously described (KODORI et al., 2017). For all PCR reactions, it was
used the Top Taq Master Mix (Qiagen, Germantown, MD, USA) following the
manufacturer’s instructions.

The sequencing of blaoxa-143-ike amplicons was performed with primers
designed in this study. The nucleotide sequences in the NCBI GenBank database
(accession numbers: NG_049441.1, NG _049483.1, NG_049527.1, NG_049548.1,
NG_049550.1, NG _049775.1) were selected and the multiple alignment with
ClustalW1.83 (Science Foundation Ireland, Wilton Place, Ireland) was performed to
design primers amplifying a conserved region to all the known variants. PCR
amplification of the 762bp amplicon was performed using HotStar High Fidelity Taq
Polymease (Qiagen, Germantown, MD, USA) according with the manufacturer’s
instructions using the primers OXA-143-F 5—CAGCATTTCTACTCTACTTTC—3 and
OXA-143-R 5—TCATTACGAATAGAACCAG—3’ in the following conditions: initial
denaturation at 95°C for 5 min, followed by 30 cycles of 94°C for 30 sec, 50°C for 30

sec, 72°C for 1 min and final extension at 72°C for 5 min.

Genetic context of blaoxa-23-iike

The isolates harboring blaoxa-23-ike Were assessed for the occurrence
of Tn2006, Tn2007, Tn2008 and Tn2009 using PCR amplifications strategies as
described previously (CHEN et al., 2017). PCR assays were performed using Top Taq
Master Mix (Qiagen, Germantown, MD, USA). Different amplicons sizes were further

sequenced to confirm the genetic environment.

Enterobacterial repetitive intergenic consensus typing (ERIC-
PCR)

Molecular typing of the isolates was performed by ERIC-PCR
according protocol described by Silbert et al. (2004) with some modifications. Briefly,
the DNA was extracted by boiling method (VANEECHOUTTE et al., 1995) and

guantified using NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, USA). The amplification reaction mixtures were performed using Top
Tag Master Mix (Qiagen, Germantown, MD, USA). The PCR conditions were initial
denaturation of 95°C for 2 minutes, followed by 35 cycles of 90°C for 30 seconds, 40°C
for 1 minute, 65°C for 8 minutes, and final extension of 65°C for 5 minutes. The
amplicons were separated by 2% agarose gel, stained with 0.5 pg/mL ethidium
bromide and visualized by exposure to ultraviolet light (260nm) in the LPIX
transilluminator (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brazil). The fragments pattern of
each sample was analyzed with BioNumerics software (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Gante, Belgium) using Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
averages (UPGMA) for clustering, and Dice coefficient with 2.0% tolerance for the

isolates’ similarity. The cut-off value of 90% was applied for clustering the isolates.

Trilocus sequence-based (3LST) multiplex-PCR typing

The presence of the international MLST clonal complex CC113/79,
CC109/1, CC110/25, CC103/15, and CC118/2 usually detected in Brazil were
investigated by protocol previously developed (MARTINS et al., 2016). The multiplex
reactions were carried out using Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Waltham, MA,
USA) protocol.

DNA sequencing

Gene fragments of blaoxa-143-ike and blaoxa-23-ike genetic context were
PCR-amplified, purified utilizing PureLink PCR Purification Kit (Invitrogen, Waltham,
MA, USA) and quantified in a 1.2% agarose gel with Low Mass DNA ladder (Invitrogen,
Waltham, MA, USA). Sequencing reactions were prepared with Kit BigDye Terminator
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and carried out in the ABI 3500 xL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) machine. Chromatogram results
were confirmed with Bioedit v7.0.5 (Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, USA) and DNA
sequences analyzed using the BLAST algorithm in the NCBI GenBank database.

Biofilm formation
The biofilm formation ability was performed in a 96-well microtiter plate
assay according protocol described by Merritt et al. (2015) with some modifications.
Briefly, each isolate was overnight grown in Muller-Hinton Agar (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany), and then a bacterial suspension in Brain-Heart Infusion Broth
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(Neogen Co., Lansing, MI, USA) was adjusting to a 0.5 McFarland scale. A 200uL
aliquot of the bacterial suspension was dispensed in each well of a sterile 96-well
polystyrene microtiter plates (Sarstedt, Numbrecht, Germany). Wells containing only
medium were used as negative control. After 24 hours at 37°C in static incubation, the
plates were gently washed three times with phosphate-buffered saline and air-dried in
an inverted position for 30 minutes. The biofilms were stained with 200uL of 0.1%
crystal violet for 10 minutes and solubilised in 200uL of ethanol-acetone (80:20 v/v).
The optical density of the supernatant 550nm was determined at 550nm using a
microplate reader (Thermo Plate, Jacarei, SP, Brazil). Each assay was performed in
quintuplicate at three independent times using fresh samples each time. The
classification of non, weak, moderate, and strong biofilm producer were evaluated

following Stepanovic et al. (2000) standards.

Statistical analysis
All frequency and percentage data were calculated with categorical
variables using the SPSS program, version 22.0 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA).

RESULTS

Bacterial isolates

A total of 103 non-duplicate MDR A. baumannii isolated from
bloodstream were recovered in the Clinical Microbiology Laboratory of HU among the
period of november of 2006 to december of 2016 as follows: one isolate of 2006, six
of 2007, one of 2008, one of 2009, three of 2010, 13 of 2011, six of 2012, eight of
2013, 11 of 2014, 26 of 2015, and 27 of 2016. The samples were mostly collected from
patients located in intensive care unit, emergency, ward, burn unit, and neonatology
care unit. Of the 103 patients, the median age was 60 years ranging from 16 days to
94 years and the infections affected more male patients (70.9%). Overall, MDR and
XDR frequency of patient gender, age, admit unit, duration of hospitalization, and
outcome are shown in the Table 1. All the isolates were identified as A. baumannii by

the positive amplification of blaoxa-s1-ike and rpoB.
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TABLE 1 - Clinical characteristics of the patients with A. baumannii

isolated from bloodstream.

Overall MDR2 XDRP
Clinical Characteristics frequency frequency frequency
% (n=103) % (n=22) % (n=81)
Gender %(n)
Male 70.9 (73) 68.2 (15) 71.6 (58)
Female 29.1 (30) 31.8(7) 28.4 (23)
Age %(n)
0-20 years 4.9 (5) 0.0 (0) 6.1 (5)
21-40 years 16.5 (17) 13.6 (3) 17.3 (14)
41-60 years 33.0 (34) 41.0 (9) 30.9 (25)
>61 years 45.6 (47) 45.4 (10) 45.7 (37)
Patient admit unit % (n)
Burn unit 17.5 (18) 18.2 (4) 17.3 (14)
Emergency 22.3 (23) 31.8 (7) 19.8 (16)
Intensive care unit 34.0 (35) 31.8 (7) 34.6 (28)
Neonatology care unit 1.9 (2) 0.0 (0) 25(2)
Ward 24.3 (25) 18.2 (4) 25.9 (21)
Duration of hospitalization in days (n)
Median (range) 28 (1-315) 22 (2-71) 29 (1-315)
Median before bacterial
S 15 (1-244) 10 (1-12) 16 (1-244)
isolation in days (range)
Patient outcome %(n)
Discharged 18.4 (19) 22.7 (5) 17.3 (14)
Intrahospital death 81.6 (84) 77.3(17) 82.7 (67)

amultidrug-resistant; ? extensively drug-resistant.

Antimicrobial resistance patterns

The antimicrobial susceptibility profiles of the 103 A. baumannii
isolates are presented in Table 2. Most of the isolates were classified as XDR (78.6%)
following by MDR (21.4%). None isolate was classified as pan-resistant. MICso (t0
inhibit 50% of the isolates) and MICgo (to inhibit 90% of the isolates) values of
ceftazidime, imipenem, meropenem, polymyxin B, colistin and tigecycline are shown
in Table 3.
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TABLE 2 - Antimicrobial susceptibility profile of the A. baumannii

isolated from bloodstream.

Antimicrobials Sensitive Intermediate Resistant
% (n) % (n) % (n)
Amikacin 51.5 (53) 6.8 (7) 41.7 (43)
Gentamicin 27.2 (28) 293 69.9 (72)
Ciprofloxacin 0.0 (0) 0.0 (0) 100.0 (103)
Levofloxacin 0.0 (0) 394 96.1 (99)
Trimethoprim-
12.6 (13) 0.0 (0) 87.4 (90)
sulfamethoxazole
Tetracycline 38.8 (40) 28.2 (29) 33.0(34)
Tigecycline 66.0 (68) 30.1 (31) 3.9(4)
Colistin 89.3 (92) 0.0 (0) 10.7 (12)
Polymyxin B 89.3 (92) 0.0 (0) 10.7 (12)
Ampicillin-sulbactam 9.7 (10) 33.0 (34) 57.3 (59)
Piperacillin-
1.0 (1) 3.9 95.1 (98)
tazobactam
Cefotaxime 0.0 (0) 0.0 (0) 100 (103)
Ceftazidime 0.0 (0) 0.0 (0) 100 (103)
Cefepime 0.0 (0) 1.0 (1) 99.0 (102)
Imipenem 7.8 (8) 0.0 (0) 92.2 (95)
Meropenem 7.8 (8) 0.0 (0) 92.2 (95)
TABLE 3 - Minimum inhibitory concentration of ceftazidime,
carbapenems, polymyxins and tigecycline for A. baumannii isolates.
Antimicrobials MiICso” MICoc” Resistant range
(Mg/mL)  (pg/mL)
Ceftazidime 128.0 >512.0 16.0 — >512.0
Imipenem 64.0 128.0 16.0 — 128.0
Meropenem 64.0 128.0 32.0 —128.0
Colistin 1.0 20 4.0 —>64.0
Polymixin B 1.0 20 4.0-32.0
Tigecycline 2.0 4.0 4.0-28.0

a minimum inhibitory concentration to inhibit 50% of the isolates; ® minimum

inhibitory concentration to inhibit 90% of the isolates.

Phenotypic detection of carbapenemases

Carbapenemase production was found in 95 (92.2%) isolates, while

only 8 (7.8%) were negative.
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Antimicrobial determinants of resistance screening

The antimicrobial resistance genes blaoxa-24-ike, blaoxa-ss-iike, blaoxa-as,
blakrc, blanowm, blaspm-1, blasiv-1, blavim, blaive, blacim, blaces, mcer-1, gnrA, gnrB, gnrC,
gnrS, and gnrVVc were not detected in none isolate. Positive results were only detected
to blaoxasiiike and the CHDL blaoxa-2s-ike and blaoxa-14zike. All A. baumannii were
positive for blaoxa-si-ike; moreover, every carbapenem-resistant A. baumannii were
positive either for blaoxa-2z-ike Or blaoxa-143-ike. Among the 95 carbapenem-resistant A.
baumannii, the majority harbored blaoxa-23-ike (97.9%) and only 2 isolates harbored
blaoxa-143-iike (2.1%). Sequencing analysis identified these two isolates being the blaoxa-
253 variant which were classified as XDR, belonged to the same cluster and CC110/25,
and were recovered in 2011 and 2016 from inpatients at intensive care unit and burn
unit, respectively. The blaoxa-2z-ike, blaoxa-s1-ike, @and blaoxa-143-ike mean frequency,

carbapenemase production, and resistance classification are demonstrated in Table 4.

TABLE 4 - Associations of carbapenemase production, resistance

classification and clonal complexes with OXA genes profiles of A. baumannii.

o blaoxa-2a-ike blaoxa-143-iike
Associations blaoxa-s1-ike
blaoxa-s1-like blaoxa-s1-like

Carbapenemase Production %(n)

Positive (95) 95.8 (91) 2.1(2) 212
Negative (8) 25.0 (2) 0.0 (0) 75.0 (6)
Resistance Classification %(n)

MDR2 (22) 68.2 (15) 0.0 (0) 31.8(7)
XDR® (81) 96.3 (78) 2.5(2) 1.2 (1)
Clonal Complex % (n)

CC113/79 (40) 90.0 (36) 0.0(0) 10.0 (4)
CC110/25 (21) 85.7 (18) 9.5(2) 4.8 (1)
CC109/1 (20) 95.0 (19) 0.0 (0) 5.0 (1)
CC103/15 (11) 90.9 (10) 0.0 (0) 9.1 (1)

amultidrug-resistant; ? extensively drug-resistant.

Genetic context of blaoxa-23-iike
Sequencing analysis detected the presence of two different

transposons harboring blaoxa-2z-ike. The Tn2006 was predominant among the isolates,
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representing 86.0%; while Th2008 was found in 12.9%. Only one (1.1%) isolate was
not positive for Tn2006, Th2007, Th2008 or Tn2009.

Molecular typing

The dendrogram analysis revealed 17 clusters, in which six were
dominant, representing 87.3% of all isolates. The main clusters were H (22.3%), D
(20.4%), O (13.6%), G (11.6%), | (11.6%), and M (7.8%) respectively. Nearly all
isolates (89.3%) were identified as being one of the international clonal complex
CC113/79, CC110/25, CC109/1, and CC103/15. The frequency of the clonal

complexes found are presented in Table 5.

TABLE 5 - Frequency of international clonal complexes in A.

baumannii.

Clonal Complexes Mean %(n) MDR2%(n) XDRP %(n)

CC113/79 38.8 (40) 225 (9) 775 (31)
CC110/25 20.4 (21) 0.0 (0) 100 (21)
CC109/1 19.4 (20) 20.0 (4) 80.0 (16)
CC103/15 10.7 (11) 54.5 (6) 455 (5)
Others 10.7 (11) 27.3 (3) 72.7 (8)

amultidrug-resistant; ? extensively drug-resistant.

The temporal evolution of the clusters and the clonal complexes are

demonstrated in the Figure 01 and Figure 02, respectively.
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FIGURE 2 - Temporal evolution of A. baumannii clonal complexes.

The major epidemic cluster H included only blaoxa-23-ike iSolates that

were isolated in most of the years analyzed. A total of 87.0% isolates in this cluster
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were (not all presented) XDR, belonged to the CC113/79, and harbored Tn2006. The
isolates from cluster L were recovered from patients located in all units of the hospital.

The second most frequently cluster, D, was initially identified in 2007
and it was found in almost all the following years. The first isolate of this cluster,
identified in 2007, harbored only blaoxa-s1-ike While the majority of the isolates (90.5%)
harbored blaoxa-zz-ike. All the blaoxa-2s-ike presented the Tn2006. Most of the isolates
were XDR (76.2%) and belonged to CC109/1 (71.4%). The isolates from cluster J were
also recovered from patients located in all units of the hospital.

The clinical and molecular characteristics of the major clusters H and
D are shown in Table 6 and Table 7, respectively.
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TABLE 6 - Clinical characteristics and molecular profile of the A. baumannii isolates in Cluster H.

Isolates

Ac 21115
Ac 23715
N Ac 651115
Ac 697115
R Ac 35
o AcTT
I Ac 1814
Ac 205115
Ac 667115
Ac 68715
Ac 238
S — Ac 1603
Ac 374116
il Ac 404116
Ac 588115
Ac 620115
Ac 23516
Ac 64816
Ac 1427
Ac 167116
Ac 209116
A 663
L s Ac 1611
— Ac 1373

patient > J CCF I MCL oS¢ o p T ba baor oo Giical

Year Toi" A ZTAEPEIE QX G on s ol oo
MPXZPMMEPV T C e context

2005 ICU | RRRRRRRRGSRRI S S S + Tn206 CCl1379  Death
205 ER | RRRRRRRRGSRRI S S S + Tn206 CC11379  Death
2015 BU | RRRRRRRRSRRI S S | + Tn2006 CCl1379 Discharged
2015 Wad | RRRRRRRRGSRRI S S S + Tn206 CC11379  Death
2006 CU RRRRRRRRRRRRSS S S + Tn208 CC11379  Death
2007 ICU RRRRRRRRRRRRI S S + Tn206 CC11379  Death
2014 ICU | RRRRRRRRGSRRI S S S + Tn206 CC11379  Death
205 BU | RRRRRRRRGSRRSSSS + Tn206 CCI091  Death
2015 Wad R RRRRRRRRGSRRRS S | + Tn2068 CCI091  Death
205 BU | RRRRRRRRSSRSSSS + Tn2068 CC11379  Death
201 BU RRRRRRRRRRRRI S S S + Tn208 CC11379  Death
203 BU RRRRRRRRRRRRRSSR + Tn206 CC11379  Death
206 ICU | RRRRRRRRRRRRSS S + Tn206 CC11379  Death
2016 NCU RRRRRRRRRRRRI S S I + Tn2006 CC11379 Discharged
205 ER RRRRRRRRRIRRSS S S + Tn206 CC1379  Death
205 ER | RRRRRRRRSSRSSSS + Tn206 CCH379  Death
206 ER | RRRRRRRRSSRI S S S + Tn208 CC11379  Death
206 BU RRRRRRRRRRSRSS S S + Tn206 CC11379  Death
2012 ER | RRRRRRRRRRRSS S S + Tn206 CC11379  Death
206 BU | RRRRRRRRSSRSSSS + Tn206 CC1379  Death
2016 Wad R RRRRRRRRRSRS S S S + Tn208 Other Death
2011 Wad R RRRRRRRRRRRI S S S + Tn206 CC11379  Death
203 ER RRRRRRRRRRRRRSSR + Tn206 CC11379  Death
202 BU RRRRRRRRRIRRRSSR + Tn206 CC11379  Death

Legend: ICU: Intensive care unit; BU: Burn unit; ER: Emergency room; NCU: Neonatology care unit; SAM: Ampicillin-sulbactam; TZP: Piperacillin-tazobactam; CTX: Cefotaxime;

CAZ: Ceftazidime; FEP: Cefepime; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; CIP: Ciprofloxacin; LEV: Levofloxacin; AK: Amikacin; CN: Gentamicin; SXT: Trimetoprim-

sulfamethoxazole; CL: Colistin; PB: Polymyxin B; TE: Tetracycline; TGC: Tigecycline.
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TABLE 7 - Clinical characteristics and molecular profile of the A. baumannii isolates in Cluster D.

Isolates Vegr atient i ; -? E E IL E‘ (I: lé A C )S( TCP '(I'3 Gf:ja_ bi??ﬁ Clonal Clinical
unit MPXZPMMEPV K N T E L B C e context Complex QOutcome
DU WY Ac7e 2007 Ward S R R R RS SRRRRSI S8 S - - CC109/1 Death
I I Aciaeie 2006 ER R R R RRR R RR SRR S S S S +  Tn206 CC109/1 Death
VLM Acsees 2015 ER R R R RR R R RR I RR S S S |+  Tn2006 CC109/1 Death
W] Ac11e 2006 ER S R R RRRRRR S SRR S S I+ Tn2006  Other Death
UMW a7t 2011 ICU R RRRRRRRRRRS S S S |+ Tn206 CC1091 Death
U] Acens 2015 Ward R R R R RRR RR I RR 1 8§ S |+ Tn2006 CC109/1 Discharged
LU Acse 2012 ICU R RRRRRRRRRRS I S S |+ Tn2006 CC109/1 Death
LU acees 2011 ER R RRRRRRRRRRRRS S |+ Tn2006 CC1091 Discharged
Il U/ ]l ac10s1s 201568 BU R R R R R RRRRSRRS S S | + Tn206 CC109/1 Death
L WIN acties 2072 ICU R RRRRRRRRS SRS S S S +  Tnoos CC109/1 Death
PP Ao 20122 Ward R R R RRRRRRRRSRS S I+ Tn206 CC1091 Death
U0 I Aceosia 2014 ICU R R R RRRRRRSRRS S S |+  Tn2006  Other Death
CIIE ] ac219t6 2016 ICU R R R RRRRRRSRRS S S I+ Tn206 CC109/1 Death
W Acssie 2016 Ward R R R R R R R RR S RR S S S |+ Tn206 CC1091 Discharged
VLI W Acar7ie 2016 Ward R R R R R R R RR R R R S 88 |+ Tn2006 CC109/1 Death
CIE W] Aczie 2006 ICU R R R RRRRRRSRRI S S I+ Tn206 CC109/1 Death
AT acsse 2016 NCU R R R R R R R RRRRR I S S S +  Tn206 Other Discharged
CITIE T ac20m6 2060 BU R R RRRRRRRSRRRS SR +  Tn2006 CC109/1 Death

Legend: ICU: Intensive care unit; BU: Burn unit; ER: Emergency room; NCU: Neonatology care unit; SAM: Ampicillin-sulbactam; TZP: Piperacillin-tazobactam; CTX: Cefotaxime;
CAZ: Ceftazidime; FEP: Cefepime; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; CIP: Ciprofloxacin; LEV: Levofloxacin; AK: Amikacin; CN: Gentamicin; SXT: Trimetoprim-
sulfamethoxazole; CL: Colistin; PB: Polymyxin B; TE: Tetracycline; TGC: Tigecycline.
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Detection of bap and biofilm formation
A total of 83.5% of the A. baumannii isolates were positive for the bap

gene. The frequency of this gene along the years is demonstrated in Figure 3.
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FIGURE 3 - Frequency of bap in A. baumannii isolates from

bloodstream.

Biofilm formation was observed in 98.0% (n=101) of the A. baumannii
isolates recovered from bloodstream. Most of the isolates were strong (86.4%) biofilm
producer. The frequency of biofilm production of the isolates is demonstrated in Figure
4.
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FIGURE 4 - Frequency of biofilm production among the A. baumannii

isolated from bloodstream.
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The biofilm capacity and associations regarding positive bap gene,

resistance classification, and clonal complex are shown in Table 8.

TABLE 8 - Frequency of biofilm capacity associated with biofilm

adhesion protein, resistance classification and clonal complex of A. baumannii.

No Weak Moderate Strong
Associations biofilm biofilm biofilm biofilm
producer % producer % producer % producer %
(n=2) (n=6) (n=6) (n=89)
Biofilm adhesion protein (%)
bap positive 100.0 83.3 100.0 80.9
Resistance Classification (%)
MDR? 50.0 16.7 50.0 20.2
XDRP 50.0 83.3 50.0 79.8
Clonal Complex (%)
CC113/79 0.0 16.7 66.6 39.3
CC110/25 0.0 50.0 16.7 19.1
CC109/1 0.0 16.7 16.7 20.2
CC103/15 100.0 0.0 0.0 10.1

amultidrug-resistant; ? extensively drug-resistant.

DISCUSSION

A. baumannii is one of the most successful pathogens in hospital
settings associated with worldwide nosocomial outbreaks. One of the reasons for its
success is the accumulation of several antimicrobial resistance mechanisms
(HARDING et al., 2017). Bacteremia caused by A. baumannii is a major concern for
patients and physicians because it affects the clinical outcome and are associated with
considerable mortality, as high as 40.0% (GU et a., 2016). In Brazil, A. baumannii is
the fourth most frequent microorganism causing bloodstream infections related with
central venous catheter (ANVISA, 2016). In the present study, a total of 103 multi-drug
resistant A. baumannii isolated from bloodstream of inpatients attended at HU,
Southern Brazil, were evaluated.

The recovery frequency of A. baumannii from bloodstream was higher

to male patients, with age 261 years, and the median hospitalization was 28 days. Most
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of the isolates were recovered from patients located in the ICU, in accordance with
similar studies reported (GU et al., 2016). In fact, several studies demonstrate that ICU
stay, and duration of hospitalization are risk factors for A. baumannii infections (DOI et
al., 2015). Even though epidemiological parameters were not evaluated, and mortality
associated to A. baumannii infections could not be performed, higher intra-hospital
death rates were observed in this study compared to recent studies developed in Israel
and China (TAL-JASPER et al., 2016, GU et al., 2016).

The resistance classification of the isolates revealed alarming rates of
XDR A. baumannii. Compared with other studies in Latin America, significant highest
rates of XDR isolates were observed in this study (CASTILHO et al., 2017). None PDR
A. baumannii was observed; indeed, all the isolates were susceptible to at least one
antimicrobial drug available for clinical treatment. However, due to the extremely
elevated rates of XDR isolates more restricted epidemiological measures should be
applied to avoid the emergence of PDR isolates.

The majority of antimicrobials tested for A. baumannii isolates
presented high antimicrobial non-susceptible rates in this study, as also observed in a
Brazilian collection of carbapenem resistant isolates (DIAS et al., 2017). Lower rates
were seen only for tigecycline and polymyxins. The polymyxins resistance rates are
also in accordance with other studies in Brazil (VASCONCELOS et al.,, 2015;
CASTILHO et al., 2017). Nevertheless, tigecycline non-susceptibility rates were higher
than other studies reported in Latin America, including Brazil (SADER et al., 2016;
CASTILHO et al., 2017). Carbapenem resistant MDR A. baumannii isolates represent
a tough challenge for clinical treatment leaving only few therapeutic options such as
polymyxins and tigecycline (CASTILHO et al., 2017). Polymyxins are antimicrobial
drugs associated with neurotoxicity and nephrotoxicity and induce heteroresistance
when administrated as monotherapy (POIREL et al., 2017). Furthermore, tigecycline
is administrated mainly for intra-abdominal infections (SADER et al., 2016). Thus, the
rise of resistance to these last resources antimicrobials is concerning to a future of
untreatable infections.

In the latest report developed by Brazilian Health Surveillance Agency,
A. baumannii represents the Gram-negative bacilli with highest rates of carbapenem-
resistance in bloodstream infections related with central venous catheter (ANVISA,
2016). Phenotypic detection of carbapenemases is considered a reliable and
inexpensive tool for rapid results in the routine of a microbiology laboratory (DORTET
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et al., 2014). The CarbAcineto NP test has been described as more accurate with
higher sensibility and specificity for carbapenemases, mainly CHDL, in A. baumannii
isolates. Studies demonstrated that sensitivity of this method varied from 87.2% to
94.7% with specificity of 100.0% (MUNOZ et al., 2017; DORTET et al., 2014).
Carbapenemase production was observed in 92.2% of the isolates in this study. In
accordance with this test, all the isolates carbapenem-resistant harbored one acquired
CHDL, with major preponderance of blaoxa-2sike (97.9%). A. baumannii harboring
blaoxa-23-iike IS the leading cause of carbapenem resistance around the world, including
Brazil (PAGANO et al., 2016; CASTILHO et al., 2017). Even being predominant in
Brazil, lower frequency of blaoxa-2sike Were observed in several states of Brazil
compared with this study. In studies developed in Goiania, Belo Horizonte, and
Maringa with A. baumannii recovered from inpatients at ICU, the detection rates of
blaoxa-23-ike in carbapenem-resistant isolates were 55.1% (CASTILHO et al., 2017),
51.2% (NEVES et al., 2016), and 71.0% (VIANA et al., 2016), respectively. Similar
results were seen in a study analyzing carbapenem-resistant isolates recovered from
three hospitals in Porto Alegre (100.0%) in 2011 (PAGANO et al., 2015), and in a
Joinville hospital (91.0%) in clinical isolates of A. baumannii isolated from 2009 to 2015
(KOBS et al., 2016).

Considering the huge number of blaoxa-23-ike iSolates, the evaluation of
the genetic context is fundamental to understand the successful spread of this gene
and the increase of MIC values in our hospital. The predominance of Th2006 (86.0%)
indicates the successful adaptation of this mobile genetic element among the blaoxa-
23like iSolates in HU. Globally, Tn2006 is the genetic environment most reported
(NIGRO; HALL, 2016). This transposon is flanked by ISAbal in opposite orientation
contributing for increase of expression of blaoxa-23-ike, Which might explain the increase
of MIC values. The Tn2006 is also responsible for mobilization in the genome and
related to replicative transposition, resulting in multiple copies of blaoxa-23-ike in the A.
baumannii genome (NIGRO; HALL, 2016; HUA et al., 2016). Additionally, to Tn20086,
Tn2008 was detected in 12.9% being most of isolates recovered before 2012. The
Tn2008 contains ISAbal only upstream blaoxa-2z-ike. The evidence of Tn2008 as a
precursor of Th2006 (NIGRO; HALL, 2016) is a possible explanation for prevalence of
Tn2008 in the first years analyzed and also in the first isolate of the major cluster L.

The other acquired CHDL found in A. baumannii in lower frequency at

HU is blaoxa-143-ike. The blaoxa-143 was first discovered in Brazil in A. baumannii isolated
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from 2004 (HIGGINS et al., 2009). So far in this country, the only detected blaoxa-143-
like variants were blaoxa-143 (HIGGINS et al., 2009), blaoxa-231 (GIONCO et al., 2012),
and blaoxa-2s3 (GIRLICH et al., 2014). In HU, only blaoxa-231 was noticed (GIONCO et
al., 2012). However, the PCR product sequencing of the two isolates identified the
blaoxa-253. This gene was detected in A. baumannii isolated in Honduras (ZANDER et
al., 2014) and Brazil, in Belo Horizonte (GIRLICH et al., 2014) and Recife
(CAVALCANTI et al.,, 2016). Interestingly, the XDR phenotype of the blaoxa-2s3
harboring isolates in this study were also observed in 25 A. baumannii isolates in
Recife (CAVALCANTI et al., 2016). To the best of our knowledge, this is the first report
of A. baumannii isolates harboring blaoxa-2s3 in Southern Brazil.

The clonal relatedness and evaluation of international clonal
complexes are essential to establish an evolution of possible outstanding epidemic
clones. Silbert et al. (2004) reported ERIC-PCR as a reliable typing method for A.
baumannii in local purposes. This method demonstrated that among the ten years
analyzed, a polyclonal diversity of A. baumannii was observed; even though, six
clusters gather most of the isolates. The major clusters H (22.3%) and D (20.4%) were
characterized by isolates mostly harboring blaoxa-2z-ike, presenting XDR phenotype,
and recovered from patients in all hospital units. The patterns observed suggest the
successful adaptation of these clusters along the years and in several hospital settings,
and their dissemination might be occured by transmission by medical staff,
contaminated equipment, and patient transfer (CHEON et al., 2015).

The 3LST multiplex-PCR has been reported as a trustworthy powerful
method for molecular evaluation of A. baumannii international epidemic clones
(MARTINS et al., 2016; VASCONCELLOS et al., 2017). In Brazil, dissemination of
blaoxa-23-ike-harboring A. baumannii is associated with the international epidemic
clones 113/79, 109/1, 110/25, and 103/15 (CARDOSO et al., 2016; VASCONCELLOS
et al., 2015), and all these clonal complexes were detected in HU. The main clonal
complex CC113/79 has been related to MDR phenotype (VASCONCELOS et al.,
2015). However, most of the CC113/79 isolates in this study presented a XDR
phenotype. These findings are concerning to the emergence of this phenotype in
Brazilian hospitals. Also, A. baumannii harboring blaoxa-2s3 were detected in CC110/25,
which was observed in previous report (CAVALCANTI et al., 2016). The advances of
internationally epidemic XDR clones harboring important antibiotic genes are alarming

to the emergence of future untreatable infections. Epidemiology measures such as
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antimicrobial stewardship and infection control continuously need to be applied and
reinforced to contain the spread of these successful clinical isolates (CHEON et al.,
2015).

Biofilm formation is a major virulence attribute associated with MDR A.
baumannii (SELASI et al., 2016; BARDBARI et al., 2017; CHIANG et al., 2017).
Consistent with this finding, a high proportion of the isolates in this study presented the
ability to form biofilm (98.0%), and the majority of the isolates were strong biofilm
producers. Moreover, the high frequency of bap (83.5%) of the isolates was similar to
previous studies (BARDBARI et al., 2017). The capacity to form biofilm is
demonstrated to contribute to the spread and persistence of A. baumannii in hospital
equipments and environment (CHIANG et al., 2017). In patients, biofilm ability can
hardly difficult the antibiotic treatment and it is concerning in bacteremia because it can
be a constant colonization font in central venous catheter (BADAVE; DHANANJAY,
2015). Chiang et al. (2017) demonstrates that hand hygiene and disinfection strategies
can significantly reduce the MDR A. baumannii biofilm population.

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first study at HU
to evaluate the temporal evolution of A. baumannii by performing phenotypic and
molecular characterization of MDR and XDR isolates. Here, we report extremely high
rates of XDR isolates and alarming rates of polymyxin B, colistin and tigecycline
resistance. Furthermore, our study has shown that carbapenemase production plays
an important role in carbapenem resistance with high prevalence of blaoxa-23-ike, mainly
inserted in Tn2006. Interestingly, our study has demonstrated that the epidemic
international clonal complexes 113/79, 109/1, 110/25, and 103/15 were detected in
most of the isolates; and biofilm formation plays an important virulence ability of the

majority of the isolates.
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Primers used in this study for molecular characterization of the A. baumannii isolates
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Amplicon

Primer Primer sequence (5" — 3) AT? ) Reference
sizes (bp)
OXA-23F GATCGGATTGGAGAACCAGA
OXA-23 R ATTTCTGACCGCATTTCCAT >0t
OXA-24 F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
OXA-24 R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT £ 2oc 246 WOODFORD et
OXA-51F TAATGCTTTGATCGGCCTTG al., 2006
OXA-51 R TGGATTGCACTTCATCTTGG 393
OXA-58 F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
OXA-58 R CCCCTCTGCGCTCTACATAC >99
OXA-143 F TGGCACTTTCAGCAGTTCCT £ 20c 149 HIGGINS et al.
OXA-143 R TAATCTTGAGGGGGCCAACC (2010)
IMP F GAATAG(A/G)(A/G)TGGCTTAA(C/T)TCTC 168
IMP R CCAAAC(CIT)ACTA(A/G)GTTATC
VIM F GTTTGGTCGCATATCGCAAC
VIM R AATGCGCAGCACCAGGATAG 382
GIMF TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 00 - MENDES et al.,
GIMR CGGAACGACCATTTGAATGG 2007
SIM-1F GTACAAGGGATTCGGCATCG
SIM-1R TGGCCTGTTCCCATGTGAG °69
SPM-1F CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG
SPM-1R CCTTTTCCGCGACCTTGATC 798
NDM F GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC .
NDM R GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT
KPC F TGTCACTGTATCGCCGTC s0°C 500 DOYLE et al.,
KPC R CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 2012
OXA-48 F GCGTGGTTAAGGATGAACAC
OXA-48 R CATCAAGTTCAACCCAACCG 438
GESF ATGCGCTTCATTCACGCAC o 616 WANG et al.,
GESR CTATTTGTCCGTGCTCAGG 2006
MCR-1F CGGTCAGTCCGTTTGTTC
MCR-1R CTTGGTCGGTCTGTAGGG >c 309 HUetal, 2016
Abau F CATAAACTGAGATAACTGGCTTGAACC
AbauR CGTCGACTTCACCTTTACCGTTAC oe%c >29 Hetal, 2016
F-Bap-C  ATGCCTGAGATACAAATTATTGCCAAGG KODORI et al.,
R-Bap-C ATAATC oec o6t 2017
AGGTGCTGAAGAATCATCATTAC
ERICIR GTGAATCCCCAGGAGCTTACA 2o0C ] SILBERT etal.,
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 2004

@ Annealing temperature
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Amplicon

Primer Primer sequence (5" — 3’) AT? . Reference
sizes (bp)
OXA-143-F CAGCATTTCTACTCTACTTTC ]
50°C 762 This study
OXA-143-R TCATTACGAATAGAACCAG
QnrAm F AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580
QnrAm R TGCCAGGCACAGATCTTGAC
QnrBm F GGMATHGAAATTCGCCACTG 064
QnrBm R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
QnrCm F GCGAATTTCCAAGGGGCAAA 135
QnrCm R ACCCGTAATGTAAGCAGAGCAA 5goC KRAYCHETE et
QnrDm F AGGTGTAGCATGTATGGAAAAGC 601 al., 2016
QnrDm R ACATTGGGGCATTAGGCGTT
QnrSm F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428
QnrSm R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
QnrvCm F GAGYTKTATGGTTTAGAYCCTCG =
QnrvCm R TGTTCYTGYTGCCACGARCA
Tn2006
GTCTATCAGGAACTTGCGCG 62°C -
Int-P3
Tn2006
GCAAGGCTTTAGATGCAGAAGA 62°C -
Int-P4
Tn2007
ATTTGAACCCATCTATTGGC 56°C -
Int-P6
Tn2007 CHEN et al.,
ACTCTCATATTTTTTCTTGG 56°C -
Int-P7 2016
Tn2006/8
GGCTCATTACAGTCAGGTACAAGT 62°C -
Int-P5
Tn2009
ATCCTGATGCTCGCAATCGT 62°C -
Int-P1
Tn2009
CTGTCTGCGAACACATTCAC 62°C -
Int-P8
ompA-FM TGGCGGTAAAGATGGTAAC 307
ompA-RM CCTAAAGTACCTTCTTCTGAGTTAC
ompA-
REM TTCCAGAACTCTTCATCAGC 423
MARTINS et al.,
CSUE-FM CGATTGTGGGAATCGGTGCC 57°C 239 2016
CSuE-FBM TTGGCGAACATGACCTATT 531
cSukE-RM CACATAATATGGTGTATTTACCGAA -
OXA-51FM AGTATTTAAGTGGGACGGGC 114
OXA-51RM CGACGAGCTAAATCTTGATAAACC

2 Annealing temperature
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APENDICE B

Clinical and molecular characteristics of A. baumannii isolated from bloodstream
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Resistance profile ERI

MIC (pg/mL) blaoxa-type blaoxa-23 C Patient Isolation Patient
. . . . cc ) X
Isolate CAZ IPM MEM PB cL Tec Non-susceptible antimicrobial profile gene context profi  location data outcome
le
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla o
Ac 35 512.0 64.0 64.0 <0.25 05 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN,  XDR OXA-23-like Tn2008 113/79 H9 ICU 2006 Death
SXT blaoxa-s1-iike
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, , .
Ac 70 32.0 0.5 <0.5 0.5 0.5 0.25 CIP, LEV, AK, CN, SXT MDR blaoxa-s1-iike NA 113/79 F1 Ward 2007 Discharged
TZP, CTX, CAZ, FEP, CIP, »
Ac 76 64.0 2.0 2.0 1.0 1.0 0.5 LEV. AK. CN, TE MDR  blaoxa-siike NA 109/1 D5 Ward 2007 Death
SAM, TZP, CTX, CAZ, IPM, _
Ac 77 512.0 64.0 64.0 0.5 1.0 4.0 MEM, FEP, CIP, LEV, AK, CN,  XDR blaoxa 23 e/ Tn2006  113/79 H10 ICU 2007 Death
blaoxa-s1-iike
SXT, TE, TGC
SAM, PTZ, CTX, CAZ, FEP, bla ]
Ac 84 >512.0 128.0 128.0 8.0 16.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, CL, XDR OXA-23-like! Tn2006  Other 04 Ward 2007 Death
PB. TE blaoxa-s1-iike
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa.23-iike/
Ac 91 512.0 128.0 128.0 2.0 2.0 1.0 IPM. MEM, CIP. LEV. AK, CN MDR Dlan Tn2006 103/15 04 Ward 2007 Death
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, ,
Ac 114 >512.0 64.0 64.0 1.0 1.0 0.5 IPM, MEM CIP, LEV, AK, CN, XDR  Dlaoxazsiice/ Tn2006 103/15 04 ICU 2007 Death
SXT blaoxa-s1-iike
TZP, CTX, CAZ, FEP, CIP, .
Ac 122 128.0 2.0 2.0 1.0 1.0 4.0 LEV, AK, CN. SXT, TE, TGC MDR blaoxa-s1-iike NA 113/79 G6 Ward 2008 Discharged
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP,
Ac 169 >512.0 64.0 64.0 1.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN,  XDR ?)'Iaox’m"'ke’ Tn2006  Other D12 Ward 2009 Death
SXT, TE, TGC AoXA-51-like
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
Ac 198 >512.0 64.0 128.0 2.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK,CN, ~ XDR | OXA-23-lke! Tn2008  Other J1 ICU 2010 Death
SXT, TGC AoXA-51-like
TZP, CTX, CAZ, FEP, IPM, bla. /
Ac 210 >512.0 128.0 128.0 8.0 16.0 4.0 MEM, CIP, LEV, CN, SXT,CL, ~ XDR | OXA-23-lke! Tn2008 103/15 02 BU 2010 Death
PB, TE, TGC AoXA-51-like
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa.23-iike/
Ac 212 >512.0 64.0 64.0 2.0 2.0 1.0 IPM. MEM. CIP, LEV, TE MDR Dlawse Tn2006  Other D13 ICU 2011 Death

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM—- Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;
AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency
Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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Resistance profile

blaoxa-type blaoxa-23 ERIC Patient Isolation Patient
Isolate MIC (ug/mL) i . - . . P cc . X
CAZ IPM MEM PB cL Tec Non-susceptible antimicrobial profile gene context profile  location data outcome
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla w
Ac227 >512.0 128.0 1280 8.0 16.0 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR blaox“'“'"_ke Tn2008  Other o1 Ward 2011 Death
SXT, CL, PB, TE OXa-S1-like
TZP, CTX, CAZ, FEP, IPM, bla _,
Ac236 256.0 128.0 1280 0.25 1.0 0.5 MEM, CIP, LEV, AK, CN, SXT, = XDR blaox“'23"'ke Tn2006  110/25 13 BU 2011 Death
TE OXA-51-like
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla _,
Ac 238 64.0 64.0 64.0 1.0 1.0 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2008  113/79 H1 BU 2011 Death
blaoxa-si-ike
SXT, TE
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla _,
Ac 293 64.0 64.0 64.0 2.0 0.5 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2008  113/79 Al ER 2011 Death
blaoxa-si-ike
SXT, TE
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla _,
Ac 328 64.0 64.0 64.0 025 1.0 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2008  113/79 A2 ICU 2011 Death
blaoxa-si-ike
SXT, TE
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. o
Ac391  256.0 32.0 64.0 0.5 0.5 <0.25 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-143-like NA 110/25 15 ICU 2011 Death
SXT blaoxa-si-ike
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla L
Ac503  256.0 64.0 64.0 0.5 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2008  110/25 B1 ICU 2011 Death
blaoxa-si-ike
TE, TGC
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla L
Ac 663 128.0 128.0 128.0 1.0 1.0 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2006  113/79 H3 Ward 2011 Death
blaoxa-si-ike
SXT, TE
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla L
Ac 666  512.0 64.0 64.0 0.5 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR blaox“'”'“_ke Tn2006  109/1 D7 ER 2011 Death
SXT, TE, TGC OXA-51-like
TZP, CTX, CAZ, FEP, IPM, blaoxa-23-iike/
Ac679 >512.0 32.0 64.0 0.5 05 <0.25 MEM, CIP. LEV. AK. CN. SXT MDR Dlaus e s Tn2006  113/79 Cc1 ER 2011 Death
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla )
Ac 761 64.0 32.0 320 025 20 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN,  MDR OXA-23-like! Tn2006  109/1 D1 ICU 2011 Death

TGC

blaoxa-s1ike

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM— Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;

AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency

Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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Resistance profile

blaoxa-type blaoxa-23 ERIC Patient Isolation Patient
Isolate MIC (ug/mL) i . - . . P cc . X
CAZ IPM MEM PB cL TGC Non-susceptible antimicrobial profile gene context profile  location data outcome
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla w
Ac 804 128.0 64.0 640 025 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like Tn2006 113/79 G4 ER 2011 Death
blaoxa-si-ike
SXT, TGC
SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla _,
Ac 939 128.0 128.0 64.0 0.25 0.5 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2006 109/1 D4 ICU 2012 Death
blaoxa-si-ike
TE, TGC
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. -
256.0 64.0 64.0 025 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2006 109/1 D10 Ward 2012 Death
1018 blaoxa-si-ike
TE, TGC
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. -
>512.0 128.0 128.0 1.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2006 113/79 G5 BU 2012 Death
1050 blaoxa-si-ike
SXT, TE, TGC
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa-23-iike/
1155 >512.0 128.0 128.0 1.0 1.0 4.0 IPM. MEM. CIP, LEV, SXT, TGC MDR Dlas o Tn2006 113/79 K1 BU 2012 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa-23-iike/
1185 128.0 64.0 64.0 2.0 2.0 0.25 IPM. MEM CIP. LEV. SXT MDR Dlawn Tn2006 109/1 D4 ICU 2012 Death
N SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla "
512.0 128.0 128.0 1.0 1.0 8.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXa-23like Tn2006 113/79 17 BU 2012 Death
1373 blaoxa-si-iike
SXT, TE, TGC
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla "
128.0 64.0 64.0 1.0 0.5 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXa-23like Tn2006 113/79 H6 ER 2012 Death
1427 SXT blaoxa-s1-ike
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa.23.iike!
1480 >512.0 64.0 64.0 1.0 1.0 2.0 IPM. MEM. CIP, LEV, AK, SXT XDR Dlawsn e Tn2006 113/79 G3 ICU 2013 Death
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. _,
128.0 64.0 64.0 2.0 2.0 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT, XDR OXA-23-like! Tn2006 109/1 P1 ER 2013 Death
1494 TE blaoxa-si-ike
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. _,
256.0 32.0 32.0 1.0 0.5 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT, XDR OXA-23-like! Tn2008 110/25 13 Ward 2013 Death
1578 TE blaoxa-s1-ike

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM— Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;
AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency

Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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Resistance profile

blaoxa-type blaoxa-23 ERIC Patient Isolation Patient
Isolate MIC (ug/mL) i . - . . P cc : X
CAZ IPM MEM PB cL TGc Non-susceptible antimicrobial profile gene context profile location data outcome
e SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla o
128.0 64.0 64.0 2.0 2.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR OXA-23-like Tn2008  110/25 13 ICU 2013 Discharged
1583 blaoxa-si-ike
SXT, TE
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. 7
128.0 64.0 128.0 0.5 1.0 8.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN,  XDR OXA-23-like! Tn2006  113/79 H2 BU 2013 Death
1603 blaoxa-si-ike
SXT, TE, TGC
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. 7
128.0 128.0 128.0 0.5 0.5 8.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN,  XDR OXA-23-like! Tn2006  113/79 H3 ER 2013 Death
1611 blaoxa-s1-iike
SXT, TE, TGC
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla ]
64.0 64.0 64.0 16.0 32.0 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, SXT, XDR OXA-23-like! Tn2006  110/25 M2 ICU 2013 Discharged
1613 blaoxa-si-ike
CL, PB, TE
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. 7
02/14 128.0 32.0 64.0 1.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR blaox“'23"'_ke Tn2006  109/1 L1 Ward 2014 Death
SXT, TE, TGC OXA-51-like
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa-23-ike/ i
03/14 >512.0 16.0 320 025 1.0 2.0 IPM. MEM, CIP. LEV, CN, SXT XDR Dlaun e Tn2006  113/79 G3 Ward 2014 Discharged
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
64.0 128.0 64.0 2.0 2.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR OXA-23-like! Tn2006  113/79 H7 ICU 2014 Death
18/14 blaoxa-si-ike
SXT, TE
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
3714 32.0 1280 640 4.0 4.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR | I Tn2006 110125 M4 ICU 2014 Death
SXT, CL, PB, TE OXA-51-like
Ac TZP, CTX, CAZ, FEP, IPM, bla /
32.0 64.0 64.0 320 >320 2.0 MEM, CIP, LEV, SXT, CL, PB,  XDR OXA-23-like! Tn2006  110/25 N1 Ward 2014 Death
229/14 TE blaoxa-si-ike
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
256.0 64.0 64.0 0.5 1.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR OXA-23-like! Tn2008  110/25 14 ER 2014 Death
256/14 SXT. TE blaoxa-si-ike
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla o
64.0 64.0 64.0 320 2640 0.5 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, XDR OXA-23-like! Tn2006  110/25 M3 ICU 2014 Death
278/14 blaoxa-s1-ike

SXT, CL, PB, TE

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM— Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;

AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency

Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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Resistance profile

blaoxa-type blaoxa-23 ERIC Patient Isolation Patient
Isolate MIC (ug/mL) i . - . . P cc . X
CAZ IPM MEM PB cL Tec Non-susceptible antimicrobial profile gene context profile  location data outcome
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla =
>512.0 1280 1280 05 1.0 1.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR OXA-23-like Tn2006 103/15 o7 ICU 2014 Death
284/14 blaoxa-s1-iike
CN, SXT
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla ]
128.0 64.0 64.0 1.0 1.0 1.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR OXa-23like Tn2006 110/25 M1 BU 2014 Discharged
447/14 blaoxa-s1-ike
SXT, TE
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla ]
48214 64.0 64.0 64.0 16.0 >32.0 1.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR bla"*“'”"'_ke Tn2006 110/25 M2 Ward 2014 Death
SXT, CL, PB, TE OXA-51-like
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla ]
128.0 128.0 128.0 1.0 1.0 4.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR OXA-23-like! Tn2006 Other D11 ICU 2014 Death
603/14 blaoxa-s1-iike
CN, SXT, TGC
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, _ .
35/15 32.0 <0.5 0.5 1.0 1.0 <0.25 FEP, CIP, LEV, CN, SXT MDR blaoxa-s1-iike Tn2006 Other Q1 BU 2015 Discharged
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla /
105/15 128.0 1280 1280 1.0 0.5 4.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR Do e Tn2006 109/1 D7 BU 2015 Death
CN, SXT, TGC OXA-51-like
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla /
>512.0 64.0 64.0 1.0 0.5 1.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR OxXa-23like Tn2006  113/79 G2 Ward 2015 Discharged
167/15 blaoxa-s1-tike
AK, SXT
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla /
18115 128.0 64.0 640 05 1.0 4.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR Do e Tn2006 109/1 D1 Ward 2015 Discharged
AK, CN, SXT, TE, TGC OXa-51-like
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla /
194/15 32,0 64.0 640 80  16.0 1.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR Do e Tn2006  110/25 M2 ER 2015 Death
SXT, CL, PB, TE OXA-51-like
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, bla /
256.0 32.0 32.0 1.0 0.5 0.25 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR OXA-23-lke! Tn2006 109/1 H11 BU 2015 Death
205/15 blaoxa-si-ike
CN, SXT
Ac SAM, PTZ, CTX, CAZ, bla g
>512.0 64.0 64.0 1.0 1.0 2.0 FEP, IPM, MEM, CIP, LEV, XDR OXA-23-like! Tn2006 113/79 H8 ICU 2015 Death
211/15 CN. SXT. TE blaoxa-s1-tike

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM— Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;
AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency

Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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Resistance profile

blaoxa-type blaoxa-23 ERIC Patient Isolation Patient
Isolate CAZ IPM ML?E(&g/mL%B cL TGC Non-susceptible antimicrobial profile gene context cc profile  location data outcome

e SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. o
256.0 64.0 64.0 1.0 1.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT, XDR OXA-23-like Tn2006  110/25 13 Ward 2015 Discharged

228/15 TE blaoxa-s1-iike

A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. g
>512.0 128.0 64.0 1.0 2.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT, XDR OXA-23-like Tn2006  113/79 H8 ER 2015 Death

237/15 TE blaoxa-s1-iike

A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. g
>512.0 32.0 64.0 1.0 1.0 <0.25 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like Tn2006  113/79 G1 ICU 2015 Death

527/15 SXT blaoxa-s1-iike

A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. g
>512.0 128.0 128.0 2.0 0.5 0.25 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT, XDR OXA-23-like Tn2006  110/25 13 Ward 2015 Death

559/15 TE blaoxa-s1-iike

A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. g
128.0 64.0 64.0 2.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like Th2006 109/1 D6 ER 2015 Death

568/15 SXT. TGC blaoxa-s1-iike

A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. o
64.0 128.0 128.0 0.5 1.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like Tn2006  113/79 H6 ER 2015 Death

598/15 SXT blaoxa-s1-iike

il ’ 1 ’ -01-like

Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
>512.0 64.0 64.0 2.0 2.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT, XDR OXA-23-like Tn2006  113/79 J2 ICU 2015 Death

630/15 TE. TGC blaoxa-s1-iike

A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. /
>512.0 64.0 64.0 1.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT,  XDR OXa-23 ke Tn2006  113/79 H8 BU 2015 Discharged

651/15 TE. TGC blaoxa-s1-iike

Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
256.0 1280 128.0 1.0 1.0 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT,  XDR OXa-23-lke Tn2006  110/25 16 ICU 2015 Discharged

659/15 TE blaoxa-s1-iike

A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. o
667/15 128.0 128.0 1280 0.5 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT, XDR bl OXA-23-like Tn2006 109/1 H11 Ward 2015 Death

AoXA-51-like

TE, TGC

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM— Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;

AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency

Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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Resistance profile

blaoxa-type blaoxa-23 ERIC Patient Isolation Patient
Isolate MIC (ug/mL) i . - . . P cc : X
CAZ IPM MEM PB cL TGC Non-susceptible antimicrobial profile gene context profile location data outcome
e SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla o
32.0 64.0 64.0 2.0 2.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN,  XDR OXA-23-like Tn2006  110/25 M1 ICU 2015 Discharged
673/15 SXT. TE blaoxa-si-ike
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. -
32.0 128.0 128.0 320 >32.0 4.0 IPM, MEM,CIP, LEV, AK, SXT, XDR OXA-23-like! Tn2006  110/25 M2 ICU 2015 Death
681/15 blaoxa-si-ike
CL, PB, TE, TGC
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. -
>512.0 32.0 64.0 0.5 0.5 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2006  Other G1 ICU 2015 Death
683/15 SXT blaoxa-si-ike
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa-23-iike/
687/15 128.0 128.0 1280 2.0 0.5 1.0 IPM. MEM. CIP. LEV. SXT MDR Blas o Tn2006  113/79 H4 BU 2015 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa-23-iike/
689/15 >512.0 64.0 64.0 2.0 0.5 0.25 IPM. MEM. CIP. LEV. SXT MDR Dlavn Tn2006  103/15 05 IcCU 2015 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa.23-iike/
690/15 >512.0 64.0 64.0 1.0 0.5 1.0 IPM. MEM. CIP, LEV, CN, SXT XDR Dlagss e Tn2006  113/79 G2 ER 2015 Death
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. _,
>512.0 64.0 64.0 1.0 0.5 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, SXT, XDR OXA-23-like! Tn2006  113/79 H8 Ward 2015 Death
697/15 TE blaoxa-si-ike
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. _,
128.0 64.0 64.0 16.0 32.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, SXT,CL, XDR OXA-23-like! Tn2006  103/15 o1 ER 2015 Death
703/15 PB. TE blaoxa-si-ike
Ac31/16 5120 2.0 200 05 10 10 %P CTEESASQEP' CP. MDR  blaoxasiie NA 10315  O6 ER 2016 Discharged
TZP, CTX, CAZ, FEP, CIP,
Ac 85/16  >512.0 1.0 0.5 1.0 1.0 4.0 LEV. CN. SXT. TE, TGC MDR blaoxa-s1-ike NA 113/79 G2 ER 2016 Death
Ac TZP, CTX, CAZ, FEP, IPM, blaoxa.23.iike/
111116 128.0 64.0 1280 1.0 1.0 4.0 MEM. CIP. LEV, SXT. TE. TGC MDR Dlawsn e Tn2006  Other D1 ER 2016 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa.23.iike/
118116 32.0 128.0 1280 1.0 0.5 2.0 IPM. MEM. CIP, LEV, TE MDR Dlagsn e Tn2006  109/1 01 IcCU 2016 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla -
>512.0 32.0 64.0 1.0 2.0 1.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK,CN,  XDR OXa-23-like Tn2006  113/79 Gl ER 2016 Death
125/16 SXT blaoxa-s1-ike

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM— Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;
AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency
Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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Resistance profile

blaoxa-type blaoxa-23 ERIC Patient Isolation Patient
Isolate MIC (pug/mL) . o . . P ccC . ;
CAZ IPM MEM PB cL TGC Non-susceptible antimicrobial profile gene context profile location data outcome
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa-23-iike/
133/16 32.0 64.0 64.0 1.0 2.0 2.0 IPM. MEM. CIP, LEV, TE MDR Dlawsn o Tn2006  103/15 02 ICU 2016 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla -
128.0 64.0 64.0 1.0 1.0 0.25 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR OXa-23-like Tn2006  109/1 D5 ER 2016 Death
148/16 SXT blaoxa-si-ike
Ac TZP, CTX, CAZ, FEP, IPM, blaoxa-143-iike/
149/16 32.0 64.0 64.0 1.0 1.0 0.5 MEM, CIP. LEV, CN, SXT, TE XDR Dlae NA 110/25 12 BU 2016 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa.23-iike/
167/16 64.0 64.0 64.0 2.0 2.0 0.5 IPM. MEM. CIP. LEV. SXT MDR Dlagsn e Tn2006  113/79 H6 BU 2016 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, R
o116 2960 32.0 64.0 2.0 2.0 8.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR blaox;\.s{:-: Tn2006  109/1 D8 BU 2016 Death
SXT, TE, TGC -S1-like
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla ]
32.0 64.0 64.0 1.0 1.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, XDR OXa-23like Tn2008  Other H6 Ward 2016 Death
209/16 SXT blaoxa-si-ike
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blao s/
21116 1280 1280 1280 05 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR bIaOXA‘m‘:_: Tn2006  109/1 D3 IcCU 2016 Death
SXT, TE, TGC -S1-like
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla )
256.0 64.0 64.0 1.0 0.5 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR OXa-23-like Tn2006  109/1 D2 ICU 2016 Death
219/16 blaoxa-s1-tike
SXT, TGC
Ac TZP, CTX, CAZ, FEP, IPM, bla )
256.0 64.0 64.0 1.0 2.0 1.0 MEM, CIP, LEV, AK, CN, SXT, = XDR OXa-23-like ND 110/25 16 ICU 2016 Death
227/16 TE blaoxa-s1-tike
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaOXA.23.||ke/
235/16 32.0 32.0 32.0 1.0 1.0 2.0 IPM. MEM., CIP, LEV, SXT, TE XDR Dlaus oo s Tn2006  113/79 H6 ER 2016 Death
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
256.0 128.0 1280 1.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, CN, XDR OxXa-23like Tn2006  109/1 D2 Ward 2016 Discharged
283/16 blaoxa-si-ike
SXT, TGC
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaOXA.z:;.“ke/
344/16 64.0 128.0 1280 1.0 1.0 2.0 IPM. MEM. CIP, LEV, TE MDR Dlawn o Tn2006  103/15 08 ER 2016 Death
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaOXA-51- .
368/16 16.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 IPM. MEM. CIP., LEV, SXT, TE XDR like NA 110/25 D14 BU 2016 Discharged

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM— Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;

AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency

Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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Resistance profile

blaoxa-type blaoxa-23 ERIC Patient Isolation Patient
Isolate MIC (ug/mL) i . - . . P cc : X
CAZ IPM MEM PB cL TGC Non-susceptible antimicrobial profile gene context profile location data outcome
" SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla o
64.0 64.0 64.0 1.0 1.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN,  XDR OXA-23-like Tn2006 113/79 H5 ICU 2016 Death
374/16 blaoxa-si-ike
SXT, TE
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla. 7
32.0 128.0 128.0 1.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, CN, XDR OXA-23-like! Tn2006 113/79 H5 NCU 2016 Discharged
404/16 blaoxa-si-ike
SXT, TE, TGC
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaoxa-23-iike/
426/16 32.0 128.0 64.0 1.0 0.5 2.0 IPM. MEM. CIP, LEV, AK MDR blawn o Th2006 103/15 08 ER 2016 Death
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla -
128.0 64.0 64.0 1.0 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK,CN,  XDR OXa-23-like Tn2006 109/1 D9 Ward 2016 Death
477/16 blaoxa-si-ike
SXT, TGC
A SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla -
>512.0 64.0 64.0 2.0 2.0 2.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK,CN,  XDR OXa-23-like Tn2006 113/79 El Ward 2016 Death
505/16 SXT. TE blaoxa-si-ike
P SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
256.0 1280 128.0 1.0 1.0 20 IPM MEM, CIP, LEV, AK, CN,  XDR OxXa-23like Tn2006 Other D3 NCU 2016 Discharged
533/16 SXT. TE blaoxa-si-ike
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
128.0 128.0 1280 05 1.0 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK,CN,  XDR OXA-23-like! Tn2006 113/79 11 Ward 2016 Death
583/16 blaoxa-si-ike
SXT, TGC
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, bla /
32.0 128.0 128.0 1.0 0.5 4.0 IPM, MEM, CIP, LEV, AK, TE, XDR OXA-23-lke! Tn2006 103/15 03 ICU 2016 Death
623/16 TGC blaoxa-si-ike
Ac SAM, TZP, CTX, CAZ, FEP, blaOXA.23.||ke/
648/16 64.0 128.0 1280 1.0 1.0 2.0 IPM. MEM. CIP, LEV, AK, SXT XDR Dlawn e Tn2006 113/79 H6 BU 2016 Death

SAM — Ampicillin-sulbactam; TZP — Piperacillin-tazobactam; CTX — Cefotaxime; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; IPM — Imipenem; MEM—- Meropenem; CIP — Ciprofloxacin; LEV — Levofloxacin;

AK — Amikacin; CN — Gentamicin; SXT —Trimetoprim-sulfamethoxazole; CL — Colistin; PB — Polymyxin B; TE — Tetracycline; TGC — Tigecycline; CC — Clonal Complex; BU — Burn unit; ER — Emergency

Room; ICU — Intensive care unit; MIC — Minimum inhibitory concentration; NA — Not applicable; ND — Not detected; XDR — Extensively resistant; MDR — Multidrug-resistant.
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APENDICE C

Dendrogram constructed from the ERIC-PCR analysis of the Acinetobacter

baumannii strains
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5 CONCLUSAO

Embora, neste estudo, ndo tenham sido determinados os fatores de risco e
calculada a mortalidade atribuida as infeccbes por A. baumannii, os dados
clinicos obtidos no periodo avaliado sugerem que este foi um importante
patdgeno isolado de corrente sanguinea de pacientes internados no HU,
principalmente daqueles com idade avancada, hospitalizados em UTI por
periodo prolongado e com desfecho clinico que resultou em mortalidade na

maioria dos casos.

As altas taxas de nao sensibilidade (isolados intermediérios ou resistentes) as
principais classes de antimicrobianos e o elevado niamero de isolados ER
detectados refletem as dificuldades e o desafio enfrentado no tratamento das
infeccbes causadas por A. baumannii no HU. Embora nenhum isolado PR
tenha sido detectado neste estudo, os indices de resisténcia as polimixinas e a
tigeciclina demonstram a necessidade da implantacdo de programas
stewardship para o0 gerenciamento, controle e uso racional destes
antimicrobianos a fim de preservar as taxas de sensibilidade a estas limitadas

opcOes terapéuticas.

As altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos bem como os elevados
valores de CIMso e CIMgo obtidos para o imipenem e meropenem sugerem uma
limitada efetividade destes farmacos como monoterapia ou possivelmente na
forma de terapia combinada para o tratamento das infec¢cfes severas causadas

por A. baumannii no HU.

Apesar de outros mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos nao terem
sido avaliados neste estudo, o elevado numero de isolados produtores de OXA-
carbapenemases revela a importancia da producao destas enzimas como um
mecanismo que parece contribuir para a manutencdo das altas taxas de
resisténcia de A. baumannii aos beta-lactamicos no HU, nos dez anos de

estudo.
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A presencga dos transposons Tn2006 e Tn2008 nos isolados carreadores do
gene blaoxa23 indicam a associacdo destes elementos ao fendtipo CR
(Carbapenem Resistente) obtido para a maioria dos isolados investigados e
sugerem a contribuicdo dos mesmos na disseminacdo e manutencao de

diferentes clones de A.baumannii carreando este gene no HU.

A presenca do gene blaoxa-143 € das variantes blaoxa-231 e blaoxa-2s3 em isolados
ER demonstram a emergéncia e manutencdo de novos determinantes de
resisténcia aos carbapenémicos e demandam medidas de controle e
prevencao de infecgéo efetivas a fim de conter a disseminagao destes clones
de A. baumannii e prevenir potenciais surtos de infeccéo de dificil tratamento
no HU.

Embora o niumero de isolados tenha sido limitado em alguns anos do periodo
estudado, a analise de similaridade genética demonstrou policlonalidade dos
isolados carreadores de genes de carbapenemases indicando provavelmente
uma presséo seletiva devido ao uso extensivo de carbapenémicos nestes
ultimos anos no HU. A presenca de clones epidémicos mundiais no HU,
verificada na analise da ancestralidade, representa um achado preocupante
gue demonstra urgéncia na gestdo clinica do uso de antimicrobianos e

constancia na vigilancia epidemiol6gica neste hospital.

A alta capacidade de formacé&o de biofilme e a elevada frequéncia do gene bap
observada entre os isolados representam fatores criticos que, possivelmente,
estejam relacionados ao desenvolvimento de infec¢gbes por A. baumannii,
dificuldades no tratamento dos pacientes e a permanéncia de cepas

epidémicas ambientais no HU.

A combinacdo de importantes mecanismos de resisténcia e a expressiva
capacidade de formacédo de biofilme dos isolados refletem o panorama dos
desafios enfrentados pelo corpo clinico do HU no manejo das infec¢des por A.
baumannii, e ressaltam a importancia da contribuicdo de estudos

microbioldgicos dos padrbes de resisténcia antimicrobiana bem como da
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vigilancia da emergéncia de novos mecanismos de resisténcia auxiliando,

assim, na abordagem multifacetada do controle de infecgdes.

120





