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RESUMO

A deteccdo de isolados de Acinetobacter baumannii multiresistente aos
antimicrobianos € uma crescente realidade nos hospitais brasileiros. Altas taxas de
resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii séo relatadas em importantes
centros de saude, onde a produgcdo de carbapenemases emergiu como O
mecanismo predominante de resisténcia. B-lactamases da classe D capazes de
hidrolizar carbapenémicos (CHDLs) sdo as carbapenemases mais prevalentes em
Acinetobacter spp.. Este estudo teve como objetivo avaliar a situacao da resisténcia
aos carbapenémicos e investigar a producdo de carbapenemases entre isolados
clinicos de A. baumannii recuperados no Hospital Universitario de Londrina (HU) no
periodo de agosto de 2006 a junho de 2009. Um total de 91 isolados nao repetidos,
resistentes ou intermediarios aos carbapenémicos ou ceftazidima (CARB/CAZ-I/R),
foram testados. A identificacdo bacteriana foi feita pela presenca no gene blaOXA-51
(intrinseco a A. baumannii). O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi avaliado
pelas técnicas de disco difusdo e microdiluicdo em caldo automatizada. A
concentracgéo inibitéria minima (CIM) dos carbapenémicos, ceftazidima, ampicilina-
sulbactam e polimixina B foi determinada pela técnica de agar diluigdo. Os isolados
foram pesquisados para a produgcdo de CHDLs e metalo-beta-lactamases através do
Teste de Hodge modificado (THM) e do Teste de Sinergismo de Triplo Disco (TSTD),
respectivamente. PCR foi realizada para a detecgdo de genes codificadores de
CHDLs, etalo-beta-lactamases(MBL), Klebsiella pneumoniae carbapenemase KPC)
e para a sequéncia de insercdo ISAba7. A maioria dos isolados foram recuperados
de urina (30.7%) e de pacientes internados nas unidades de terapia intensiva
(38.9%). Altas taxas de resisténcia as principais classes de antimicrobianos foram
verificadas: 92.3% para ciprofloxacin, 86.6% para amicacina, 63.3% para
gentamicina. Entre os beta-lactamicos: cefotaxima 92.3%, ceftazidima 95.6% e
carbapenémicos: 80.2% para o imipenem e meropenem. Apenas 15.3% das cepas
apresentaram sensibilidade a ampicilina-sulbactam. Os antimicrobianos que
apresentaram maior atividade foram a polimixina B e tigeciclina, 95.6% e 100% de
sensibilidade, respectivamente. Os genes codificadores das CHDLs foram
detectados em 62.2% dos isolados testados e em nenhum isolado foram detectados
genes codificadores de MBL e KPC. O gene blaOXA-23-like foi detectado em 61.2%
dos isolados e em 98.2% ISAba1 estava localizada a montante do gene. O gene
blaOXA-143 foi detectado em um isolado. Além disso, um isolado sensivel aos
carbapenémicos e portador do gene blaOXA-23-like foi detectado evidenciando a
ameaca da disseminacdo silenciosa deste gene de resisténcia no ambiente
hospitalar. Os dados obtidos ressaltam a alta prevaléncia de isolados clinicos de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos e portadores de blaOXA-23-like no HU
de Londrina evidenciando a importancia destes determinantes de resisténcia como
reponsaveis pela manutencdo de um estado endémicos deste patdgeno em nosso
hospital.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Multiresisténcia. Carbapenemases.
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ABSTRACT

The detection of multidrug resistant Acinetobacter baumannii to antibiotics is an
increasing reality in different Brazilian hospitals. High rates of carbapenem resistance
in A. baumannii are reported in relevant health centers in the world, where production
of carbapenemases has emerged as the predominant mechanism of resistance to
these antimicrobials. The Carbapenem hidrolysing class D B-lactamases (CHDL) are
the most prevalent carbapenemases in Acinetobacter spp. This study aims to
evaluate the situation of carbapenem resistance and to investigate the production of
carbapenemases among clinical isolates of A. baumannii recovered at the Hospital
Universitario de Londrina (HU) from August 2006 to June 2009. A total of 91 non-
duplicate, resistant or intermediate to carbapenems or ceftazidime (CARB/CAZ-I/R)
were tested. The bacterial identification was performed by the presence of blaOXA-
51 gene (intrinsic to A. baumannii). The profile of antimicrobial susceptibility was
evaluated by disk diffusion and automated broth microdilution. The minimum
inhibitory concentration (MIC) to carbapenems (imipenem and meropenem),
ceftazidime, ampicillin-sulbactam and polymyxin B was determined by dilution agar
method. The isolates were screened for the production of CHDL and metallo-beta-
lactamases (MBL) by modified Hodge test (HT) and Synergism Triple Disk Test
(TSTD), respectively. PCR was performed for detection of genes encoding CHDLs,
MBL, Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) and for SAbaf? insertion
sequence |. The most of isolates were recovered from urine (30.7%) and patients
hospitalized in intensive care units (38.9%). High resistance rates of resistance to
major classes of antimicrobials were observed among isolates CARB/CAZ-I/R: 92.3%
for ciprofloxacin, 86.6% for amikacin, 63.3% for gentamicin. Among the beta-lactams,
cefotaxime 92.3%, ceftazidime 95.6% and carbapenems: 80.2% for imipenem and
meropenem. Only 15.3% strains were susceptible to ampicillin-sulbactam. The
antibiotics that showed the highest activity against the strains studied were the
polymyxin B (95.6% sensibility) and tigecycline (100% sesibility). The genes
encoding CHDLs were detected in 62.2% isolates tested and none gene encoding
MBL and KPC were detected. The blaOXA-23-like gene was detected in 61.2% of
isolates and the ISAba7 sequence was located upstream of these genes in 98.2% of
isolates. The blaOXA-143 gene was detected in only one isolated. An isolate
sensitive to carbapenems and carrying the blaOXA-23-like gene was detected,
indicating the threat of the silent spread these resistance genes in our hospital. This
study emphasize the high prevalence of clinical isolates of A. baumannii resistant to
carbapenems carrying blaOXA-23-like gene in HU, evidencing the importance of
these resistance determinants as responsible for the high resistance rates to these
drugs and maintaining an endemic state of this pathogen in our hospital.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Multidrug resistance. Carbapenemases.
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APRESENTAGCAO

Esta dissertacdo de mestrado foi redigida sob a forma de artigos
ciéntificos. Apresentamos a seguir trés artigos: (i) uma revisdo bibliografica
sobre o panorama atual de carbapenemases em Acinetobacter baumannii, (ii)
um artigo que relata a multiresisténcia e a frequéncia da produgédo de
carbapenemases entre isolados de A. baumannii no complexo Hospital
Universitario/ Ambulatério do Hospital das Clinicas (HU/AHC) de Londrina e (iii)
uma brief report sobre a detecgcdo de uma nova variante enzimatica do gene
blaoxa-143 denominada blaoxa-231 no HU. O ultimo trabalho foi realizado em
parceria ao laboratério ALERTA da Disciplina de Infectologia da Universidade
Federal de Sao Paulo, dirigido pela Prof. Dr. Ana Cristina Gales.

A realizagdo deste trabalho contou com o apoio do Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq).
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INTRODUCAO

Os antimicrobianos foram considerados “drogas milagrosas” logo apés a
sua introdugéo e utilizagcao clinica a partir da década de 40. Pacientes com
pneumonia pneumocdcica foram curados e infecgbes bacterianas como sifilis e
tuberculose foram eficientemente controladas com peniciina G e
estreptomicina, respectivamente. As cirurgias de grande porte tornaram-se
procedimentos mais seguros e os pacientes submetidos a quimioterapia foram
protegidos durante os periodos de neutropenia (Lee et al., 2011). No entanto, a
medida que estes farmacos eram utilizados, detectava-se, paralelamente, a
resisténcia bacteriana aos mesmos. Hoje, sabe-se que a emergéncia da
resisténcia é uma consequéncia inevitavel da utilizacdo dos antimicrobianos, ja
que novos mecanismos de resisténcia sao detectados logo apés a introducao
de novos antimicrobianos na pratica clinica (Burgess, Rapp, 2008).

A resisténcia aos antimicrobianos, especialmente entre os bacilos Gram-
negativos (BGN), tornou-se um sério problema de saude publica mundial. As
infecgcbes hospitalares causadas por BGN multiresistentes (BGN-MR)
constituem uma epidemia global, principalmente entre os pacientes internados
nas unidades de terapia intensiva (UTIls), e incluem predominantemente:
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa multirresistentes e
enterobactérias resistentes as cefalosporinas de amplo espectro e aos
carbapenémicos (Martinez-Martinez, Calvo, 2010; Kollef et al., 2011). A
persisténcia e a disseminacdo dos BGN-MR no ambiente hospitalar deve-se,
em grande parte, a capacidade destes microrganismos em desenvolver e
acumular mecanismos de resisténcia efetivos. No entanto, a escassez na
producdo de novos antimicrobianos dirigidos contra estes patdogenos e o uso
indiscriminado dos antimicrobianos de amplo espectro ja existentes sao fatores
coadjuvantes que contribuem para agravar esta situagcéao (Kunz, Brook, 2010).

Embora tenha sido considerado um microrganismo oportunista e de
baixa patogenicidade na década de 60 e muitas vezes ignorado quando isolado
de amostras clinicas, A. baumannii tornou-se um dos mais importantes
patdbgenos da atualidade. Além do seu papel como agente causador de

infecgbes hospitalares graves e de dificil tratamento, este microrganismo esta
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associado a importantes infecgdes adquiridas na comunidade (Peleg, Seifert,
Paterson, 2008).

As infecgdes hospitalares causadas por A. baumannii incluem
predominantemente pneumonia associada a ventilagdo mecanica seguida por
infecgbes urinarias, infecgdes sanguineas, infecgdes de feridas e meningites. A
maioria das infec¢gdes comunitarias relatadas sdo pneumonias agudas em
pacientes com fatores de risco como alcoolismo crénico ou doengas bronco-
pulmonares que geralmente evoluem para choque séptico, que levam a altas e
taxas de mortalidade (40-60%). Recentemente A. baumannii tem sido descrito
como um importante patégeno responsavel por infeccbes de feridas tecidos
moles, relacionadas a situagdes emergenciais e incomuns, como aquelas
causadas nas vitimas de terremotos ou em soldados militares das guerras do
Iraque e do Afeganistédo (Scott et al., 2007; Oncul et al., 2002). De acordo com
os dados do National Healthcare Safety Network (NHSN), entre os anos de
2006 e 2007, A. baumannii ocupou o0 nono lugar entre os principais patdgenos
associados a infecgbes relacionadas a saude e o terceiro lugar entre os
principais microrganismos causadores de pneumonia associada a ventilacao
mecanica, sendo precedido somente por Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (Hidron et al., 2008).

O sucesso de A. baumannii como patégeno hospitalar estd amplamente
relacionado a capacidade deste microrganismo sobreviver por periodos
prolongados nesse ambiente potencializando assim sua habilidade em produzir
desde surtos de infecgdes circunscritos (associados a um reservatorio
ambiental especifico), até complexas situagdes de endemia com multiplos
reservatorios envolvidos (pacientes colonizados, superficies inanimadas e
reservatoérios umidos ou sob dessecacao) (Peleg, Seifert, Paterson, 2008).
Além disso, a resisténcia intrinseca que este microrganismo apresenta frente a
diferentes classes de antimicrobianos somada a sua notavel habilidade em
adquirir e acumular elementos genéticos moveis com determinantes de
resisténcia adicionais, leva a emergéncia de isolados clinicos multirresistentes,
principalmente aos [-lactdmicos de amplo espectro, aminoglicosideos e

fluoroquinolonas (Zarrilli et al., 2009).

13



Existem diferentes definicdes relacionadas a resisténcia utilizadas na
literatura médica. Recentemente um grupo de peritos internacionais reuniu-se
através de uma iniciativa conjunta do Centro Europeu de Prevencao e Controle
de Doencas (European Centre for Disease Prevention and Control - ECDC) e
dos Centros de Controle e Prevencao de Doencas (Centers for Disease Control
and Prevention — CDC) para criar um padrao internacional de terminologia
nessas definicbes para as principais bactérias responsaveis por infecbes
hospitalares. De acordo com essa nova terminologia, em Acinetobacter spp., 0
termo multiresisténcia (multidrug-resistant — MR) deve ser atribuido as
bactérias ndo suscetiveis a pelo menos um agente, em trés ou mais classes,
dos antimicrobianos testados contra esse patdogeno. A denominagéo
extensivamente resistente (extensively drug-resistant — XDR) deve ser utilizada
quando o isolado nao for suscetivel a pelo menos um agente antimicrobiano
entre todas as classes testadas contra Acinetobacter spp. com excecéo de
duas ou menos classes. Por fim a definicdo pan-resistente (pandrug-resistant —
PDR) engloba as bactérias do género Acinetobacter que nao sao suscetiveis a
todos os agentes antimicrobianos em todas as classes testadas (Magiorakos et
al., 2012).

Geralmente a MR em A. baumannii esta relacionada a aquisigcéo de ilhas
de resisténcia devido a eficiente plasticidade genbémica que este microrganismo
apresenta, principalmente quando se encontra sob pressdo seletiva de
antimicrobianos. A analise do seqienciamento de isolados clinicos de A.
baumanii MR demonstrou a presencga de ilhas de resisténcia contendo alta
concentragéo de genes associados a resisténcia aos antimicrobianos, metais
pesados e anti-sépticos e intercalados por uma diversidade de sequéncias
relacionadas a integrons-transposons que, possivelmente, facilitaram a
transferéncia dos mesmos a partir de fontes ambientais (Fourinier et al., 2006;
Nigro, Hall, 2011; Post, With, Hall, 2010).

Os aminoglicosideos, os [-lactdmicos e as tetraciclinas foram
amplamente utilizados no tratamento das infec¢cbes causadas por A. baumannii
até a década de 70. A introducédo dos carbapenémicos nos anos 80
representou uma excelente op¢ao terapéutica para as infecgdes causadas por

cepas MR, produtoras de B-lactamases de espectro extendido (Extended
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Spectrum B-lactamase — ESBLs), resistentes aos aminoglicosideos ou as
fluoroquinolonas (Zarrili et al., 2009). No entanto, o uso extensivo destes
antimicrobianos no ambiente hospitalar levou ao rapido aparecimento de cepas
resistentes a estes farmacos, restringindo drasticamente as opcoes
terapéuticas (Nordmann, Poirel, 2008). Estudos indicam que os isolados de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos (ABRC) tém aumentado
gradativamente durante os ultimos dez anos na Europa, América do Norte e
América Latina. Surtos causados por ABRC ja foram relatados em paises do
mundo todo como Espanha, Portugal, Holanda, Grécia, Italia, Turquia, Libano,
Argentina, Brasil, Africa do Sul, Japao, China, Taiwan, Coréia do Sul e Australia
(Zavascki et al., 2010; Nordmann, 2010). Dados do SENTRY Antimicrobial
Surveillance Program revelaram que entre os anos de 2006-2009 a resisténcia
global ao imipenem em Acinetobacter spp. era de aproximadamente 56% e na
América Latina de 48.3% (Gales, Jones, Sader, 2011). Segundo Rossi (2011),
a taxa média de resisténcia aos carbapenémicos em amostras de A. baumannii
isolados no Brasil varia entre 25% e 45%. Para os isolados de ABRC as
opcgdes terapéuticas ficam restritas as polimixinas (polimixina B e colistina) e a
tigeciclina. No entanto, amostras resistentes a estes antimicrobianos tem sido
detectados e estéo relacionados a terapia prévia com estes farmacos (Zavascki
et al., 2010; Rossi, 2011).

A resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii pode ser mediada
por diversos mecanismos, incluindo inibicdo enzimatica do antimicrobiano por
carbapenemases codificadas por genes plasmidiais ou cromossémicos,
hiperproducéo de sistemas de efluxo e modificacdes ou perdas de proteinas de
membrana externa (porinas). A associacao destes mecanismos de resisténcia
em uma mesma cepa pode modular a concentracgdo inibitéria minima (CIM) aos
carbapenémicos originando altos niveis de resisténcia a estes antimicrobianos
(Durante-Mangoni, Zarrilli, 2011).

A producdo de carbapenemases constitui 0 mais preocupante
mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii, uma vez que
0os genes codificadores destas enzimas encontram-se geralmente localizados
em plasmideos ou transposons que podem ser transferidos rapidamente entre

bactérias. As enzimas pertencentes a classe D de Ambler (conhecidas por
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CHDLs - Carbapenem hidrolysing class D p-lactamases - ou OXA-
carbapenemases) sdo as principais carbapenemases detectadas em bactérias
do género Acinetobacter. Entretanto as metalo-beta-lactamases (MBL),
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e Guiana-Extended-Spectrum
carbapenemase (GES-carbapenemases) também foram identificadas (Poirel,
Naas, Nordmann, 2010; Moubareck et al., 2009).

A deteccdo adequada dos isolados de ABRC produtores de
carbapenemases é importante para a adequacéo da antibioticoterapia empirica
e para o estabelecimento das medidas de controle de infeccdo dentro de uma
instituicdo. Os métodos fenotipicos podem ser realizados nos laboratérios de
rotina microbiolégica, mas até o momento, ndao foram recomendados pelo
Clinical Laboratory and Standard Institute (CLSI) para a deteccdo de
carbapenemases em isolados de A. baumannii. O Teste de Hodge modificado
e os testes de disco-aproximagdo que utilizam o acido etileno diamino
tetracético (EDTA) ou acido mercaptopropiénico como inibidores tém sido
utilizados na deteccdo de carbapenemases e MBLs em A. baumannii,
respectivamente. O Etest-MBL contendo imipenem com ou sem EDTA é
frequentemente utilizado na detec¢cdo de MBL, mas pode originar resultados
duvidosos, falsos positivos e negativos. Embora as OXA-carbapenemases
sejam susceptiveis a inibicdo por NaCl a inibicdo, in vitro, destas enzimas
podem ndo ser detectada em todas as ocasides em que se utiliza esta
substancia como inibidor e a oxacilina como substrato. Os métodos
moleculares baseados na técnica de Polimerase Chain Reaction (PCR)
seguida por sequenciamento constituem as técnicas padrao-ouro de deteccéo
destas enzimas. No entanto estas técnicas sao preferencialmente utilizadas
nos laboratérios de referéncia ou de pesquisa, uma vez que requerem técnicos
treinados e equipamentos especiais (Navarro et al., 2011).

Em abril de 2003 foi detectado no Hospital Universitario de Londrina
(HU) um isolado de ABRC recuperado da secrecao traqueal de um paciente
com broncopneumonia. Em maio do mesmo ano foram detectados quatro
novos isolados clinicos, trés de secregdes traqueais e um proveniente de swab
retal. A Comisséo de Controle de Infeccado Hospitalar (CCIH) iniciou, entdo, um

programa de prevencéo e controle deste microrganismo. No entanto, a taxa de
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resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii cresceu drasticamente e
esse patdgeno passou a ser considerado endémico no HU (Carneiro, 2007).

Um estudo comparativo realizado por Viana e colaboradores (2011)
analisou a evolucado da resisténcia aos antimicrobianos em A. baumannii no
HU. Esse estudo revelou que o primeiro caso de ABRC nesse hospital ocorreu
em 1994, antes do surto relatado em 2003 por Carneiro (2007). Entre 1994-
1996 a taxa de resisténcia aos carbapémicos nessa espécie era de 2%, dez
anos depois, entre 2004-2007, houve um aumento significativo da taxa para
73%. Entre os anos de 2007 e 2008 a resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii era de aproximadamente 30%. Além disso, nesse periodo 66,7%
das cepas resistentes eram produtoras de carbapenemases do tipo OXA,
codificadas por genes inseridos em elementos genéticos méveis (GIONCO et
al., 2008).

As altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos e a deteccdo de
carbapenemases evidenciam o problema vivenciado no HU em relagdo a
terapéutica das infecgdes por A. baumannii. A deteccdo de carbapenemases
entre os isolados motivou o presente estudo. Conhecer a frequéncia de
ocorréncia dos isolados clinicos de ABRC, verificar o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos e a incidéncia dos genes mediadores de resisténcia, bem
como seu contexto genético é considerado fundamental para um controle

efetivo da disseminacgao dos isolados de A. baumannii multiresistentes no HU.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal
Detectar as principais carbapenemases entre isolados clinicos de A. baumannii
recuperados de material biolégico de pacientes hospitalizados no HU no

periodo de agosto de 2006 a julho de 2009.

Objetivos Especificos

e Avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em isolados clinicos
de A. baumannii pelas técnicas de disco-difusdo e microdiluigdo em
caldo automatizada;

e Determinar a Concentracgédo Inibitéria Minima (CIM) aos carbapenémicos
(imipenem e meropenem), ceftazidima, ampicilina-sulbactam, polimixina
B e tigeciclina pela técnica de diluicao em agar;

e Pesquisar a presengca de carbapenemases entre os isolados de A.
baumannii resistentes ou intermediarios aos carbapenémicos ou
ceftazidima (CARB/CAZ-1/R) por meio de testes fenotipicos.

e Pesquisar os genes que codificam as carbapenemases do tipo OXA,
MBL e KPC pelas técnicas de reacao em cadeia da polimerase (PCR) e
realizar o sequenciamento entre o0s isolados que apresentarem
caracteristicas genotipicas diferenciadas;

e Estabelecer a relagéo clonal entre os isolados de A. baumannii através
de tipagem molecular por Enterobacterial Repetitive Intergenic

Consensus — PCR (ERIC-PCR).
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Panorama atual de carbapenemases em Acinetobacter baumannii

Introducao

O género Acinetobacter (do grego akivetoo - akinetos — imdvel)
compreende bactérias Gram-negativas cocobacilares, ndo fermentadoras da
glicose, catalase positivas, oxidase negativas e estritamente aerdbias.
Atualmente este género € constituido por 43 espécies, 26 com nomes validos
publicados (http://www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html, dltimo acesso em
23 fevereiro de 2012)."?3) Acinetobacter baumannii, é a espécie mais
representativa em eventos de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAs) - responsavel por 80% dessas infecgdes.” Isto se deve, em grande
parte, a capacidade deste microrganismo sobreviver no ambiente hospitalar,
em superficies inanimadas, sob condi¢bes de dessecamento e na auséncia de
nutrientes por periodos prolongados.(5'6)

A. baumannii pertence ao complexo Acinetobacter calcoaceticus — A.
baumannii (complexo Acb) constituido pelas espécies A. baumannii, A.
calcoaceticus, Acinetobacter genoespécie 3 e Acinetobacter genoespécie 13TU
— a essas duas ultimas genoespécies foi recentemente proposto a substituicéo
para os nomes formais Acinetobacter pitii e Acinetobacter nosocomialis,
respectivamentem, sendo essas espécies classificadas neste grupo somente
podem ser diferenciadas por técnicas moleculares.® A. baumannii ja foi isolado
do solo, agua, animais e humanos. Curiosamente também foram recuperados
de piolhos, e culturas de peixe e camardo (no sudeste da Asia).®%10
Recentemente foi demonstrado que essa espécie € capaz de sobreviver e
crescer no interior de Acanthamoeba sp.."""

A resisténcia aos agentes antimicrobianos pode ser considerada a
principal vantagem de sobrevivéncia de A. baumannii nos ambientes
hospitalares. A. baumannii € intrinsecamente resistente a aminopenicilinas,
cefalosporinas de primeira e segunda geracdo e cloranfenicol. Como

consequéncia do uso extensivo de antimicrobianos e da aquisicdo de genes
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codificadores de resisténcia - principalmente aos carbapenémicos,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e tetraciclinas - isolados de A. baumannii
multiresistentes tém sido cada vez mais reportados na ultima década.'?

Existem diferentes definicdes relacionadas a resisténcia utilizadas na
literatura médica. Recentemente um grupo de peritos internacionais reuniu-se
através de uma iniciativa conjunta do Centro Europeu de Prevencéo e Controle
de Doencas (European Centre for Disease Prevention and Control - ECDC) e
dos Centros de Controle e Prevencao de Doencas (Centers for Disease Control
and Prevention — CDC) para criar um padrao internacional de terminologia nas
definicdes de resisténcia para as principais bactérias responsaveis por infecdes
hospitalares. De acordo com essa nova terminologia, em Acinetobacter spp., 0
termo multiresisténcia (multidrug-resistant — MR) deve ser atribuido as
bactérias ndo suscetiveis a pelo menos um agente, em trés ou mais classes,
dos antimicrobianos testados contra esse patégeno. A denominagcao
extensivamente resistente (extensively drug-resistant — XDR) deve ser utilizada
quando o isolado nao for suscetivel a pelo menos um agente antimicrobiano
entre todas as classes testadas contra Acinetobacter spp. com excecéo de
duas ou menos classes. Por fim a definicao pan-resistente (pandrug-resistant —
PDR) engloba as bactérias do género Acinetobacter que nao sao suscetiveis a
todos os agentes antimicrobianos em todas as classes testadas. "

Os carbapenémicos, B-lactamicos de amplo espectro, foram introduzidos
na década de 80 e desde entdo sdo os mais importantes agentes no
tratamento das infeccbes causadas por A. baumannii multiresistentes,
entretanto relatos de resisténcia a esses farmacos sao observados em todo o
mundo, restringindo o tratamento das infecgbes causadas por esse patégeno a
novos antimicrobianos como a tigeciclina ou ao uso das polimixinas (polimixina
B e colistina).('*"®

A resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii € observada em
escala global, com relatos de surtos de A. baumannii resistentes aos

carbapenémicos (ABCR) por todo o mundo.(

Estudos indicam que os
isolados de ABRC tém aumentado gradativamente durante os ultimos dez anos
na Europa, América do Norte e América Latina. Surtos causados por ABRC ja

foram relatados em paises do mundo todo como Espanha, Portugal, Holanda,
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Grécia, Italia, Turquia, Libano, Argentina, Brasil, Africa do Sul, Jap&o, China,
Taiwan, Coréia do Sul e Australia."®') Dados do SENTRY Antimicrobial
Surveillance Program revelaram que entre os anos de 2006-2009 a resisténcia
global ao imipenem em Acinetobacter spp. era de aproximadamente 56% e na
América Latina de 48.3%."® Segundo Rossi (2011), a taxa média de
resisténcia aos carbapenémicos em amostras de A. baumannii isolados no
Brasil varia entre 25% e 45%.!"%) Essa resisténcia € mediada pelos principais
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos conhecidos e que ocorrem nos
bacilos Gram-negativos (BGN), incluindo: inativagcdo enzimatica do farmaco,
hiperproducéo de sistemas de efluxo, diminuicdo do influxo de antimicrobianos
e alteragbes nas proteinas ligadoras de penicilinas (penicillin binding proteins -
PBPs).(1®

O género Acinetobacter é intrinsecamente menos suscetivel aos agentes
antimicrobianos quando comparado com as enterobactérias. A permeabilidade
da membrana externa de A. baumannii € 5.0% inferior em comparagédo com
outros bacilos Gram-negativos, devido ao fato de apresentar menor numero e
um menor tamanho de porinas, também denominadas OMPs (outer membrane
protein). Essas proteinas transmembranas, formam poros na membrana
externa das bactérias e sao responsaveis pela difusdo de pequenos
metabolitos e moléculas hidrofilicas.!"® A express&o diminuida ou auséncia de
trés OMPs, 33-36-kDa, 29-kDa (CarO) e 43-kDa (homologa a porina OprD de
Pseudomonas aeruginosa, frequentemente associada a resisténcia a
imipenem) tém sido descritas entre as cepas de A. baumannii como
responsaveis por um aumento na concentragéo inibitéria minima (CIM) aos
carbapenémicos, principalmente ao imipenem.®

Os sistemas de efluxo ativo constituem mecanismos de resisténcia
capazes de abranger classes estruturalmente distintas de antimicrobianos e
exporta-las da célula bacteriana."” O sistema de efluxo AdeABC é composto
de trés unidades, onde AdeA € a proteina de fusdo da membrana, AdeB € o
transportador dos antimicrobianos, e AdeC é a OMP. A hiperproducéo desse
sistema de efluxo confere resisténcia aos aminoglicosideos, B-lactamicos,

cloranfenicol, eritromicina e tetraciclinas, e susceptibilidade reduzida as
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fluoroquinolonas, sendo o sistema mais importante na resisténcia aos
carbapenémicos em A. baumannii, principalmente ao meropenem. (1620

A producdo de B-lactamases capazes de hidrolizar os carbapenémicos
constitui o principal mecanismo responsavel pela resisténcia aos
carbapenémicos em A. baumannii. Os genes codificadores dessas [-
lactamases estao associados a elementos genéticos mdveis como tranposons,
integrons e plasmideos, podendo ser tranferidos horizontalmente.”) As B-
lactamases descritas sdo classificadas de acordo com a comparagédo em sua
da sequéncia aminoacida (classificagdo de Ambler)?) ou com suas

(22) As B-lactamases

caracteristicas funcionais (classificacdo de Bush e Jacoby).
com atividade de carbapenemases descritas em A. baumannii incluem as OXA-
carbapenemases, também conhecidas como carbapenemases da classe D de
Ambler capazes de hidrolisar carbapenémicos (CHDL - carbapenem-
hydrolyzing class D B-lactamase), as metalo-beta-lactamases (MBL), Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) e Guiana extended spectrum
carbapenemase (GES-carbapenemase).('¢2%)

Esta revisdo sumariza as carbapenemases detectadas em A. baumannii,
sua distribuicdo mundial e seu contexto genético, com énfase nas OXA-

carbapenemases.
Plataformas genéticas das carbapenemases em A. baumannii

Integrons

Integrons correspondem a elementos genéticos capazes de adquirir e
reorganizar as fases abertas de leitura (open reading frames — OREFs)
presentes nos cassetes génicos, convertendo essas estruturas em genes
funcionais, garantindo sua expresséo. Tal evento é realizado por um sistema
denominado “recombinacéo sitio-especifica”.® Os integrons nao apresentam
autonomia de movimentacgao, entretanto séo responsaveis pela disseminacao
horizontal da resisténcia bacteriana por acumularem determinantes de
resisténcia e por estarem associados a elementos genéticos moéveis como

transposons e plasmideos.?*2%
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A estrutra minima de integron inclui: 1- um gene int/ (que codifica uma
recombinase sitio-especifica, denominada integrase), 2- um sitio adjacente de
recombinacdo denominado attl (attachment site - integron). Essas duas
estruturas: intl e attl s&o conhecidas como sequéncia conservada 5’ do integron
(5’-CS). A integrase, que pertence a familia das tirosina-recombinases, cataliza
a recombinacéo entre as sequéncias especificas, do integron e do gene a ser
capturado. O gene intl/ contém um promotor préprio, conhecido por Pc, fazendo
do integron, além de um elemento de aquisi¢gdo, um elemento de expressao
dos genes_(139,1426-280)

Os integrons séo classificados de acordo com a estrutura de sua
integrase, os pertencentes a classe 1 e 2 geralmente contém os genes
responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos.®® Os integrons da classe 1
além de possuirem a estrutura conservada 5°-CS, que caracteriza um integron,
possuem na extremidade 3" um gene que codifica resisténcia a compostos de
amodnio quaternario de nominado qacEA1 truncado ao um gene codificador de
resisténcia a sulfonamida sul71. Essa regido é conservada nos integrons
pertencentes a classe 1 e é denominada 3°-CS.%

Os genes cassetes sdo pequenas estruturas nao-replicantes de DNA,
normalmente na ordem de 500-1000pb. Esses genes podem estar em sua
forma livre circular ou entédo inseridos no integrons. Quando associados aos
integrons s&o considerados partes desse elemento, podendo assim, serem

expressos. 232

A insercéo dos genes cassetes ao integron receptor se da pela
recombinacéao do sitio att/ do integron ao sitio attC (attachment site — cassete).
Além disso a integrase pode catalisar a recombinagao entre duas unidade attC,
uma do novo casste a ser integrado e outra num gene cassete que ja faz parte
do integron. Algumas evidéncias mostram que a integrase realiza
preferencialmente a recombinagdo entre att/ e o attC, sugerindo que o gene
localizado na primeira posi¢ao do integron é o determinante mais recentemente
adquirido pelo integron em questdo. A integrase também catalisa eventos de
recombinagcdo que levam a excisdo de genes cassetes, ocasionando a perda

dos mesmos e gerando um cassete circular livre.®"*%
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Transposons

Transposons sédo elementos genéticos com autonomia de movimentagéo
no DNA, sua mobilidade ocorre por um evento denominado transposi¢ao, pois
codificam sua prépria enzima envolvida nesse evento, a transposase. Outra
caracteristica importante dos transposons, que os distinguem de outros
elementos genéticos méveis, é a presenca de sequéncias repetidas invertidas
(IR) em suas extremidades e de repeticbes diretas que flanqueiam o
transposon no DNA receptor. Tais estruturas existem em praticamente todos os
organismos, porém, a ac¢ao dos transposons é melhor compreendida em
bactérias, organismos cuja evolugdo se deve, em grande parte, a estes
elementos.®43%

As sequéncias de insercao (IS) correspondem aos menores transposons
bacterianos, apresentando poucos pares de base (<2.5 kb), além da sequéncia
de nucleotideos que codifica a transposase. As ISs desempenham trés fungdes
basicas em bactérias: codificam sua transposase (0 que a torna um elemento
modvel); possuem sequéncia promotoras que ativam genes silenciosos ou
aumentam a expressdo de determinantes de resisténcia quando localizam-se
upstream a eles; mobilizam genes entre introns, outros transposons,
plasmideos e cromossomos, aumentando a probabilidade de um gene de
resisténcia tornar-se transmissivel.” Mais de 30 ISs foram identificadas em
Acinetobacter spp. e pelo menos 19 tipos estdo associadas as p-lactamases,
principalmente as CHDLs. A principal IS detectada em A. baumannii é a
ISAba1, entretanto, ISAba2, ISAba3, ISAba4, ISAba10, ISAba125, ISAba825 e
IS78 ja foram relatadas. ISAba1 foi detectada em 80% de 50 isolados coletados

de 20 diferentes paises em todo o mundo.®'®
OXA-carbapenemases

As oxacilinases sao B-lactamases classificadas como pertencentes a
classe D de Ambler ou aos grupos 2d, 2de e 2df segundo Bush e Jacoby ?"??),
receberam essa denominagao por sua alta atividade hidrolitica contra oxacilina,
cloxacilina e meticilina. Possuem um residuo serina em seu sitio ativo e

geralmente sao fracamente inibidas pelo acido clavulanico, tazobactam e
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sulbactam. As OXAs pertencem a classe das B-lactamases mais diversificada
enzimaticamente. A diversidade é observada nos niveis estruturais e
bioquimicos, com enzimas que possuem tanto um espectro reduzido quanto
ampliado de hidrélise aos diversos B-lactamicos.®

As OXA-carbapenemases ou CHDLs sao as carbapenemases mais
descritas entre as espécies do género Acinetobacter. Possuem baixa atividade
hidrolitica contra o imipenem e meropenem, geralmente nao hidrolizam
cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam. Em geral a hidrélise do

©7) Portanto,

imipenem, mesmo que lenta, € mais rapida que a do meropenem.
isolados clinicos produtores de CHDLs que possuem concentragao inibitoria
minima (CIM) para os carbapenémicos acima dos pontos de corte pré-
estabelecidos provavelmente apresentam mecanismos de resisténcia
adicionais, como hiperproducédo de sistemas de efluxo, diminuicdo da
permeabilidade ou modificagdo das PBPs.'®

As CHDLs em Acinetobacter spp. sao divididas em cinco subgrupos
filogenéticos, quatro deles correspondem a CHDLs adiquiridas: OXA-23-like
(variantes OXA-23, -27, -49, -102, -103, -105, -133, -146, -165 a -171), OXA-
24/33/40-like (variantes OXA-24/33/40, -25, -26, -72, -139, -160, -182), OXA-
58-like (variantes OXA-58, -96, -97, -164) e a CHDL recentemente descrita
OXA-143 (variantes OXA-143 e -231). Um ultimo subgrupo, OXA-51-like,
corresponde as carbapenemases de ocorréncia natural ou intrinseca descritas
a espécie A. baumannii.®*® Algumas variantes de CHDLs descritas na Tabela
1 e ndo sdo mencionadas no texto a seguir pois s&o apenas sequéncias
depositadas no GenBank.

Os genes codificadores do grupo OXA-24/33/40 estdo geralmente
localizados no cromossomo, enquanto os genes que codificam o grupo das
OXA-23, OXA-58 e OXA-143 foram identificados principalmente em
plasmideos, tranposons ou associados a sequencias de inser¢do, o que pode
ajudar a explicar sua maior facilidade de disseminagzo.®”

A primeira CHDL descrita foi a ARI-1 (Acinetobacter baumannii resistente
ao imipenem), posteriormente denominada OXA-23, foi detectada em um
isolado de A. baumannii na Escécia em 1985. A habilidade da OXA-23 em

hidrolizar carbapenémicos é fraca, apenas com baixa atividade contra o
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imipenem. Entretanto, comparada a atividade hidrolitica de outras B-lactamases

da classe D essa taxa de hidrélise é significante, o que levou a B-lactamase
OXA-23 ser denominada carbapenemase. %39

O gene blapxa-23, codificador da OXA-23, é considerado constitutivo a
espécie Acinetobacter radioresistens, uma espécie ambiental, sendo esse
microrganismo a provavel reservatério de blapxa23 para outras espécies do
género.“? Esse gene foi identificado em isolados clinicos de A. baumannii em
varios continentes, localizado em plasmideos ou no cromossomo e €
considerado o gene codificador de CHDL mais disseminado no mundo. ™
Isolados de A. baumannii produtores de OXA-23 foram detectados na Franca,
Bulgaria, Ird, Emirados Arabes, Tunisia, Brasil, Australia, Polinésia, Colombia,

a.“"% As variantes enzimaticas OXA-27 e

o (65.56)

Reino Unido, Turquia, China e Coréi
OXA-49 foram descritas em Singapura e China, respectivament

No Brasil ABRC portador do gene blaoxa-23 foi isolado pela primeira vez no
ano de 2003, em Curitiba, 14 anos apds esse gene ter sido detectado na
Escocia.”® Atualmente o gene foi detectado em isolados de A. baumannii no

4.%7%) Um estudo

Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Paran
recente, realizado no Rio de Janeiro, detectou que isolados de A. baumannii
sensiveis aos carbapémicos eram portadores do gene blapxa-23, evidenciando a
possivel disseminacao silenciosa de tal determinante de resisténcia.®” Outro
estudo importante isolou o gene blapxa2s em 3 cepas de A. baumannii
coletados em aguas residuais de hospitais de Porto Alegre, indicando que
esses genes estdo sendo liberados do esgoto hospitalar para o ambiente e que
essas aguas residuais podem ser cruciais para o desenvolvimento e
disseminacao de bactérias multiresistentes.®?

O segundo grupo das CHDLs, OXA-24/33/40, é assim denominado pois
essas trés variantes possuem sequéncias aminoacidas idénticas mas a elas
foram atribuidos nomes diferentes no GenBank.®® O primeiro relato do grupo
ocorreu na Espanha, identificado no cromossomo de um isolado de ABRC.®%64
O gene blaoxazsssao foi identificado em diversas éareas do mundo,

s.6579 As variantes

principalmente na Espanha, Portugal e Estados Unido
OXA-25, OXA-26, OXA-160 e OXA-182 foram detectadas em isolados de

ABRC recuperados na Espanha, Bélgica, Estados Unidos e Coréia,
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respectivamente.®>""? Cepas de ABRC portadoras do gene codificador da
variante OXA-72 foram isoladas na China, Coréia do Sul, Taiwan e Barém, no
Golfo Pérsico.®"® No Brasil, até o momento, os Unicos relatos do grupo
ocorreram em S&o Paulo, onde foram identificados isolados de ABRC
portadores da variante OXA-72.077®

Um estudo realizado na Espanha detectou um mecanismo adicional de
transferéncia do gene blaoxa24 entre espécies de A. baumannii, por meio
vesiculas de membrana externa (outer membrane vesicules, OMV). Este
estudo consituiu a primeira evidéncia de que isolados clinicos de A. baumannii
podem liberar essas vesiculas como um mecanismo de transferéncia horizontal
de genes de resisténcia aos carbapenémicos, uma vez que as OMVs
funcionaram como moléculas efetoras transportadoras destes genes de
resisténcia in vitro."%8)

O grupo OXA-58 foi detectado primeiramente em um isolado clinico de A.
baumannii multiresistente, que deu origem a um surto local em um hospital da
Franca.®'®? A. baumannii portadores de blaoxa-ss foram isolados na Argentina,
Australia, Estados Unidos, Franca, Bélgica, ltalia, Turquia, Grécia.®*% As
variantes OXA-96, OXA-97 e OXA-164 foram detectados em isolados de A.
baumannii em Singapura, na Tunisia e Alemanha, respectivamente.®*® No
Brasil, os relatos de ABRC portadores do gene blapxa-ss ocorreram no Rio de
Janeiro e em S&o Paulo.®"®)

A mais recente CHDL, OXA-143, foi identificada em um isolado clinico
ABRC, recuperado de uma cultura de sangue em S&o Paulo, Brasil. Até o
momento os relatos de OXA-143 estéo restritos ao Brasil, especialmente na
regiao sudeste, contudo sua prevaléncia nas demais regides do pais e do
mundo ainda precisa ser determinada."®%%) A primeira variante enzimatica do
grupo, OXA-231 (accession number JQ676953), foi detectada em um isolado
de ABRC no Hospital Universitario de Londrina, Parana, por nosso grupo de
pesquisa (dados submetidos a revista Journal of Antimicrobial Chemotherapy).
OXA-143 nao tem sido relacionado a integrons ou transposons, entretanto o
gene codificador dessa carbapenemase encontra-se flanqueado por duas
copias de uma mesma replicase, sugerindo que sua aquisicdo pode ter

ocorrido por um processo de recombinagao homéloga.(%)
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O grupo OXA-51, que, diferente dos grupos anteriormente citados, é de
ocorréncia natural ou intrinseca em A. baumannii, ¢ a CHDL que possui maior
nimero de variantes enzimaticas descritas.®®'%%1%) A p-lactamase OXA-51
pode conferir resisténcia aos carbapenémicos quando sequéncias de inser¢cao
localizam-se upstream aos genes codificadores dessa carbapenemase. ISAba1
e ISAba9 foram identificadas upstream ao gene blaoxa-51-ike, funcionando como

sequéncias promotoras e aumentado seu nivel de expresséo.(ss)
Klebssiella pneumoniae carbapenemase

A Klebssiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é uma carbapenemase
pertecente a classe A de Ambler e ao grupo 2f de Bush e Jacoby.?"?? Foi
identificada pela primeira vez em 2001 entre isolados de K. pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos na Carolina do Norte, Estados Unidos. "%
Esta carbapenemase é capaz de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, inclusive
as de terceira geragdo (ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona), aztreonam e
carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem), e €
fracamente inibida pelo acido clavulanico e pelo tazobactam.('%1%) Ate a
realizacdo deste trabalho 12 grupos de KPCs haviam sido descritos
mundialmente entre espécies da familia Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A.
baumannii (http://www.lahey.org/Studies, ultimo acesso em fevereiro de
2012).1"%®) Relatos de A. baumannii produtores de KPC atualmente s&o restritos
a Porto Rico, onde foram identificadas as variantes KPC-2, -3, -4 e -10.(19%119)

O gene blakpc esta associado a transposons. Um estudo feito por Nass e
colaboradores (2008) identificou o tranposon Tn4401 como o responsavel pela
aquisicao e disseminacédo do gene entre diversos microrganismos. Os autores
mostraram que esse transposon esta presente em diferentes espécies
bacterianas de diferentes origens geograficas, sustentando a hipétese que o
Tn4401 pode estar relacionado a origem da disseminacao deste determinante

de resisténcia.('""1"?
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GES-carbapenemase

Originalmente as enzimas denominadas Guiana Extended Spectrum
(GES) foram classificadas no grupo das B-lactamases de espectro extentido
(Extended Spectrum 6-lactamases — ESBL) e caracterizadas por possuirem
atividade contra penicilinas e cefalosporinas de amplo-espectro, principalmente
ceftazidima e cefotaxima. As ESBLs pertencem a classe A e D de Ambler e aos

(2122) As familias de

grupos funcionais 2be, 2ber, 2de, 2e e 2f de Bush e Jacoby.
enzimas identificadas como ESBL sao denominadas: SHV, TEM, CTX-M, GES,
OXA, VEB, PER, BEL, BES, SCO, e CARB.""® Em Acinetobacter spp. 8
familias de ESBL foram detectadas: TEM, SHV, CARB, CTX-M, SCO, PER,
VEB e GES em diversas regiées do mundo.®

GES séo enzimas peculiares, dado que mutagdes pontuais que levem a
substituicdo de aminoacidos em seus sitios ativos podem aumentar seu
espectro de catalise, incluindo a hidrolise dos carbapenémicos, descritas como
GES-carbapenemase.'® As variantes de GES com atividade de
carbapenemase encontrada em A. baumannii sdo: GES-11, -12 e -14, e estédo
geralmente associadas a integrons. GES-11, a primeira GES isoladas em A.
bauamannii, foi detectada na Franga em 2009.%® Em 2010 um estudo relatou
isolados clinicos de A. baumannii portadores de GES-11, -12 e -14 na
Bélgica.‘”‘” Relatos de GES-carbapenamase estao restritos a Europa e sua

disseminagado no mundo ainda precisa ser estabelecida.
Metalo-beta-lactamases

As metalo-beta-lactamases (MBL) séo classificadas na classe B de
Ambler e, segundo Bush e Jacoby, aos grupos 3a e 3b.?"?? Receberam essa
denominacgdo porque utilizam um ou dois ions zinco (Zn*?) ou outros cations
divalentes no seu sitio ativo para catalisar a hidrélise do anel B-lactamico,
dessa forma, as MBL sao inibidas por quelantes metalicos, como o acido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Essas enzimas s&o capazes de inativar

todas as classes de B-lactdmicos, com excecdo apenas do aztreonam,
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exercendo uma atividade hidrolitica eficiente e constante sobre a classe mais
estavel de p-lactamicos, os carbapenémicos.!'>116)

As MBLs constituem o grupo mais relevante de carbapenemases
detectados na atualidade e o determinante de resisténcia aos carbapenémicos
de maior prevaléncia isolado de patdgenos clinicamente importantes como P.
aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae e outras espécies da familia
Enterobacteriaceae, sendo a principal carbapenemase detectada em P.
aeruginosa. O significado clinico das MBLs é ainda mais relevante pela falta de
inibidores clinicos disponiveis atualmente e pela capacidade de transferéncia
de seus genes entre diferentes espécies bacterianas."119

Oito subclasse de MBLs adiquiridas incluindo: IMPs, VIMs, SPM-1, GIM-1,
AIM-1, SIM-1, NDM-1 e DIM-1 foram descritas. De todo o grupo das MBLs as
IMPs, VIMs e NDMs se destacam como as mais disseminadas e detectadas
em todo o mundo.?® As MBLs adquiridas sao tipicamente encontradas como
genes cassettes inseridos em integrons, em sua maioria aos integrons
pertencentes a classe 1.('2"

A subclasse IMP (Imipenemase), foi relatada pela primeira vez em 1991, a
partir de uma cepa de Serratia marcescens resistente ao imipenem isolada no
Japéo. Hoje as IMPs s&o descritas em distintos microrganismos em todo o
mundo com maior predominancia na regido do sudeste Asiatico.'?'%) As
variantes IMP-1, -2, -3, -4, -5, -6, -8, -11 e -19 foram detectadas em isolados de
A. baumannii da Italia, Japao, Coréia do Sul, Hong Kong, Australia e
Portugal.(”7'124'131)

No Brasil, a MBL IMP-1 foi detectada em isolados de A. baumannii
resistentes aos carbapenémicos e sensiveis, in vitro, apenas a colistina e
ampicilina-sulbactam, no Hospital Sdo Paulo, na regido sudeste do pais. Um
estudo feito no periodo de 1994 a 2001 nesse mesmo hospital mostrou que os
isolados de A. baumannii produtores de IMP-1 emergiram na instituicdo desde
1998, encontrados em 17 ribogrupos diferentes, indicando que essa MBL é um
importante mecanismo de resisténcia disseminado em clones distintos nesse
hospital. Até a presente data, essa é a unica regido do Brasil onde ha relatos

publicados da ocorréncia de MBL em A. baumannii.!'3%13%
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A segunda subclasse de MBL detectada em A. baumannii foi denominada
VIM por ter sido isolada de uma amostra clinica de P. aeruginosa recuperada
da ferida cirurgica de uma paciente hospitalizada na UTI no Hospital
Universitario de Verona (VIM- Veronese Imipenemase)."** Essas enzimas sao
comuns na Europa, onde a variante VIM-2 €& predominante. VIM-2 ¢é,
provavelmente, a carbapenemase mais disseminada em todo o mundo,
entretanto, relatos de VIM em A. baumannii sdo menos frequentes que os
relatos de IMP. As variantes da subclasse VIM -1, -2, -3, -4 e -11 foram detadas
em isolados de A. baumannii na Grécia, Coréia do Sul, india e Taiwan.(2%"3"
135-137)

A subclasse SIM (Seoul Imipenemase) foi identificada pela primeira vez
em A. baumannii isolados de escarro e amostras de urina de pacientes com
infeccdes no trato urindrio e pneumonia, em Seoul na Coréia, estando, a
principio, restrita a essa espécie e regiéo.“ss) Entretanto, um estudo recente
detectou a MBL SIM-1 coexistindo com a CHDL OXA-23 em um isolado de
Acinetobacter baylyi resistente aos carbapenémicos na China."

A subclasse GIM recebeu esse nome por ser detectada pela primeira vez
em isolados de P. aeruginosa multiresistentes coletadas de diferentes
pacientes em Dusseldorf, Alemanha.*” Nelly e Raafat relataram pela primeira
vez a variante GIM-1 em A. baumannii isolados de um hospital universitario no
Egito, em 2011.""*Y O estudo pesquisou a presenca de MBL em 23 amostras
de A. baumannii nao-repetidas e resistentes ao imipenem coletadas em um
periodo de 4 meses. A variante GIM-1 foi positiva em apenas um isolado.

A MBL SPM (Sé&o Paulo metalo-beta-lactamase) foi descrita pela primeira
vez em uma amostra de P. aeruginosa obtida a partir de uma cultura de urina
de uma paciente com leucemia linfoblastica aguda, hospitalizada no Complexo
Hospitalar S&o Paulo, em S&o Paulo, Brasil, no ano de 2001.M2 A
disseminagao epidémica de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 ja foi
evidenciada em varios estados brasileros."'*® Em 2011 Shahcheraghi e
colaboradores descreveram a subclasse SPM-1 em seis amostras de A.
baumannii  resistentes aos carbapenémicos isoladas de pacientes
hospitalizados no Iran.""* Além disso, em dois desses isolados houve a

coexisténcia dos gene blaspwm-1, blaoxa-23 € blaces-1. Esse é o unico relato dessa
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MBL em A. baumannii, além de ser o primeiro caso em outro hospedeiro
bacteriano.

A nova subclasse de MBL, New Delhi metalo-beta-lactamase (NDM), foi
relatada pela primeira vez em 2009 em um paciente Sueco, que viajou para
Nova Delhi e adquiriu uma infecgéo urinaria causada por K. pneumoniae.**®)
Desde a data essa carbapenemase tem sido descrita em todo o mundo,
principalmente em bactérias de pacientes epidemiologicamente ligados ao
continente indiano, ocorrendo em infec¢cdes hospitalares e comunitarias.
Atualmente essas enzimas estdo presentes na familia Enterobacteriaceae,
Vibrionaceae e em bacilos Gram-negativos nao-fermentadores. A rapida
disseminagao da NDM esta relacionada a tranferéncia do gene blanpwm-ike €ntre
plamideos altamente conjugativos e a surtos clonais. ")

Em A. baumannii a MBL NDM foi detectada pela primeira vez em trés
isolados resistentes aos carbapenémicos recuperados na india. Além do gene
blanpw.1, €sses isolados eram também portadores do gene blaoxa2s.!"*” O gene
blanpm também foi detectado em isolados de A. baumannii recuperados na

148151 Na China, um estudo detectou isolados

Alemanha, China, Egito e Israel."
de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos com a coexisténcia de 3
subgrupos de carbapenemases: blanpm-1, blamp-1 € blaoxa-23. Esses relatos
evidenciam a emergéncia da coexisténcia de carbapenemases em A.
baumannii, o que pode limitar, ainda mais, o futuro das opgdes terapéuticas no

tratamento das infeccdes causadas por este patogeno.
Conclusao

A espécie A. baumannii € a mais importante espécie do género
Acinetobacter, relacionada as infec¢des hospitalares, devido a sua habilidade
de sobreviver em condicdes de dessecamento e de adquirir diversos
mecanismos de resisténcia. Os carbapenémicos sdao os B-lactdmicos mais
utilizados no tratamento das infecgdes causadas por A. buamannii multi-
resistentes, entretanto, relatos de resisténcia a esses farmacos sdo descritos
em todo o mundo. As carbapenemases constituem o mecanismo mais

preocupante na resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii. As OXA-
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carbapenemases, MBL e KPC, e a coexisténcia dessas enzimas em isolados
de A. baumannii, séo descritas em diferentes regides do mundo.

A disseminacgao global das carbapenemases em A. baumannii evidencia a
necessidade do monitamento desses potentes determinantes de resisténcia
para uma diminuicdo no impacto clinico desse patégeno no ambiente
hospitalar; gerando melhorias no controle, tratamento e diagnostico das
infeccdbes causadas por esse microrganismo. A cada ano novas
carbapenemases e novas variantes enzimaticas véem sendo descritas na
literatura mostrando que sua deteccdo e disseminagdo é uma histéria a ser

escrita.
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Tabela 1. Carbapenemases adquiridas em A. baumannii

Grupo Classe
funcional de molecular Grupo Variantes Numero de Referéncias
BUSH-JACOBY de enzimatico enzimaticas acesso
AMBLER GenBank
GES-11 FJ538287 Moubareck et al. 2009
2be A GES GES-12 HM622145 Bogaerts et al. 2010
GES-14 GU207844  Bogaerts et al. 2010
KPC-2 AY034847 Robledo et al. 2010
2f A KPC KPC-3 AF395881 Robledo et al. 2010
KPC-4 AY700571 Robledo et al. 2010
OXA-23 EU594641 Donald et al. 2000
OXA-27 AF201828  Aftal-Shah et al. 2001
OXA-49 AY288523
OXA-146 FJ194494
OXA-165 HM488986
OXA-23 OXA-166 HM488987
OXA-167 HM488988
OXA-168 HM488989
OXA-169 HM488990
OXA-170 HM488990
2d, 2de e 2df D OXA-171 HM488991
OXA-24/33/40 AJ239129 Bou et al. 2000
OXA-25 AF201826  Aftal-Shah et al. 2001
OXA- OXA-26 AF201827  Aftal-Shah et al. 2001
24/33/40 OXA-72 EF534256  Wang et al. 2007
OXA-139 AM991978
OXA-160 GU199038  Tian et al. 2011
OXA-182 HM640278 Kim et al. 2010
OXA-58 AY665723  Poirel et al. 2005
OXA-96 DQ519090 Koh et al. 2007
OXA-58 OXA-97 EF102240  Poirel et al.2008
OXA-164 GU831575  Higgins et al. 2010
OXA-143 OXA-143 GQ861437  Higgins et al., 2009
OXA-231 JQ676953
IMP-1 EF375699  Shibata et al. 2003
IMP-2 AJ243491 Riccio et al 2000
IMP-4 AF244145  Chu et al. 2001
IMP-5 AF290912 Da Silva et al. 2002
IMP IMP-6 AB040994  Gales et al. 2006
IMP-8 DQ845788 Lee et al. 2008
IMP-11 AB074436  Jones et al., 2004
IMP-14 GQ302618
3ae3b B IMP-19 AB184977  Yamamoto et al. 2011
VIM-1 EF690696 Tsakris et al. 2006
VIM-2 AF324464  Yum et al. 2002
VIM VIM-3 AF300454  Lee et al. 2008
VIM-4 AY 135661 Tsakris et al. 2008
VIM-6 EF645347
VIM-11 EF116550 Lu et al. 2008
SIM SIM-1 Lee et al. 2005
SPM SPM-1 HM370523  Shahcheraghi et al. 2011
GIM GIM-1 Mohamed et al. 2011
NDM NDM-1 JF836807 Karthikeyan et al. 2010
NDM-2 JF703135 Kaase et al. 2011
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Abstract

This study reports the dissemination of OXA-23-producing Acinetobacter
baumannii in Hospital Universitario de Londrina (HU) and Ambulatério do
Hospital das Clinicas (AHC) — HU/AHC complex located in Londrina, Parana,
Brazil. A total of 91 non-duplicate carbapenem and/or ceftazidime non-
susceptible A. baumannii strains isolated from August 2006 to July 2009 were
evaluated. The Modified Hodge Test (MHT) and the Triple Disk Synergy Test
(TDST) were performed to evaluate the production of carbapenemases and
metallo-beta-lactamases (MBL), respectively. Polymerase chain reaction (PCR)
and amplicon sequencing were performed for the detection of blapxa, blaws. and
blakpc genes. The presence of the insertion sequence ISAba1 relative to blapxa-
23 and blaoxa-s1 was assessed by PCR. Isolates were typed by - Enterobacterial
repetitive intergenic consensus-based PCR (ERIC-PCR). A total of 61.2% of the
isolates were positive to blapxa-23-ike genes and only one isolate presented a
blaoxa-143-ike gene. Genes enconding OXA-24, OXA-58, MBL or KPC were not
detected in the isolates studied. In 98.2% isolates, ISAba? laid upstream of
blaoxa-23. A. baumannii isolates were separated into 43 clusters, with the
highest prevalence of genotype U, and the OXA-23 producing isolates were
clustered in 36 genotypes. The high frequency of OXA-23-producing A.
baumannii in different unrelated clones and the emergency of blapxa-143 gene
emphasizes the need to control the use of carbapenem and to prevent the

spread of these microrganisms in HU/AHC complex.
1. Introduction

Carbapenem resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) has emerged as
one of the most troublesome pathogens for healthcare institutions. Clinical
infection due to such organisms pose a serious therapeutic challenge since it is
associated with poor patient outcome and death.! A. baumannii may show
resistance to carbapenems through combined mechanisms, including AmpC B-
lactamase stable derepression, decreased permeability, altered penicillin-

binding-proteins and efflux pump overexpression. Moreover, carbapenem
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resistance that is now being reported increasingly in A. baumannii clinical
isolates has been attributed to the production of carbapenem-hydrolyzing class
D B-lactamase (CHDL), class B metallo-beta-lactamase (MBLs), Klebsiella
pneumonia carbapenemase (KPC) and GES-carbapenemase.??

CHDLs constitute the main group of carbapenemases detected in A.
baumanii and are classified into five subgroups: OXA-51-like, intrinsic to A.
baumannii and chromosomally located, and the acquired enzymes namely,
OXA-23-like, OXA-24/33/40-like, OXA-58-like and OXA-143. High-level of
carbapenem resistance because of the expression of genes enconding CHDLs
requires a strong promoter like that provide by the mobile insertion sequence
ISAba1.*®

At Hospital Universitario de Londrina (HU) in Southern Brazil, CRAB began
emerging about 1994. Thenceforth, an increasing frequency of this pathogen
have been verified, reaching rates of carbapenem resistance higher than
national averages: 73% between 2004 to 2007 years.® However, the distribution
and characterization of carbapenemases in A. baumannii in HU remains to be
determined. The aim of this study was to determine the genetic basis of
carbapenem-resistante among A. baumannii and to assess the molecular

epidemiology of this pathogen in our hospital during a three-year period.

2. Materials and Methods

2.1. Hospital setting and bacterial isolates

The Hospital Universitario de Londrina and the Ambulatorio do Hospital
das Clinicas — HU/AHC complex, includes two teaching hospitals affiliated to
Universidade Estadual de Londrina, which constitute a reference medical centre
in that region. They provide general and high-complexity medical and diagnostic
services and public healthcare for the population residing in the Londrina
Metropolitan Region and numerous surrounding cities. The Division of
Microbiology of the HU includes two integrated laboratories, that serves both
hospitals: the Clinical Microbiology Laboratory (CML) that performs all the

routine analysis of clinical specimens and an infection control microbiology
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laboratory, involved in performing surveillance of nosocomial pathogens and

their antimicrobial resistance attributes.

2.2. Bacterial isolates

Ninety one non-duplicate ceftazidime and/or carbapenem non-susceptible
A. baumannii strains were evaluated in this study. The isolates were recovered
from urine (28), purulent fluids (21), catheter tips (18), blood (18) and other sites
(6) of the patients admitted of HU/AHC complex from August 2006 to July 2009
period. Most of isolates were obtained from patients admitted to ICU (36)
followed by inpatients on the male ward (19). Bacterial isolates were identified
using MicroScan WalkaWay (Sigma, West Sacramento, CA, USA) and the
species was confirmed by a polymerase chain reaction (PCR) for the blapxa-s1

gene, intrinsic to A. baumannii.”

2.3.  Antimicrobial susceptibility tests

The microdilution (using MicroSacan WalkaWay) and the agar dilution
methods (using Mueller-Hinton agar) were used to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) of the following antimicrobials: amikacin,
ampicillin/sulbactam, aztreonam, cefotaxime, ceftazidime, ciprofloxacin,
gentamicin, imipenem, meropenem, polymyxin B,
sulfamethoxazole/trimethoprim and tigecycline. Results were interpreted
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines.®
Since there are no breakpoints approved for tigecycline for Acinetobacter spp.,
the breakpoint for Enterobacteriaceae approved by the Food and Drug
Administration (susceptible, <2 mg/L; resistant 28 mg/L) were applied to all
isolates. Current quality control testing was performed using the following
organisms: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia coli ATCC
25923. All isolates were screened by modified Hodge test (MHT)*'® and the
Triple Disk Synergy Test (TDST)" [EDTA (Sigma, Steinheim, Germany) and 2-
mercaptopropionic acid (2-MPA) (Sigma, Steinheim, Germany) to evaluate the

carbapenemases and MBL production, respectively.
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2.4. PCR amplification and sequencing

Genes encoding OXA-carbapenemases, metallo-beta-lactamases (MBL) —
IMP, VIM, SIM, GIM and SPM, Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)
and insertion sequence ISAba1 were sought by PCR. To detected genes
encoding OXA-carbapenemases and MBL, we performed a multiplex PCR
amplification following previously described conditions.”'® A single PCR was
performed for detection of blaoxa.143 and blakec genes.”™'™ A PCR using the
combinations primers ISAba71-A (5-GTGCTTTGCGCTCATCATGC-3") and
OXA-23 was performed to detection if the insertion sequence was upstream the
blaoxa-23 gene."” PCR products were purified using Purelink PCR Purification Kit
(Invitrogen™ Carsbad, CA).

The sequencing reactions were performed using the BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) and analysed
by Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied Biosystems). Similarity searches and
alignments for both the nucleotide sequences were performed with the BLAST

program (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

2.5.  Molecular typing

Isolates were typed by Enterobacterial repetitive intergenic consensus-
based PCR (ERIC-PCR) as previously decribed."® Computer-assisted analyses
were interpreted using BioNumerics software, version 6.5 (Applied Maths,
Saint-Martens-Latem, Belgium). Comparison of the banding patterns was
accomplished by the unweighted pair-group method with arithmetic averages
(UPGMA) using the Dice similarity coefficient, with arithmetic averages at 2%.
Isolates with >80% similarity were assigned as a clone, designated with a
capital letter (eg, A, B, C) and the distinct profiles with a number (eg, X1, X2,
X3).

3. Results

High rates of resistance to major classes of antimicrobials were observed
between the CARB-CAZ-I/R isolates (Table 1): 92.3% ciprofloxacin, 86.6% for
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amikacin, 63.3% to gentamicin. Among the beta-lactams the resistance rates
obtained were: 92.3% for cefotaxime, 95.6% for ceftazidime and 80.2% for
imipenem and meropenem. Only 15.3% strains were susceptible to ampicillin-
sulbactam. The antimicrobials that showed most activity against the isolates
studied were the polymyxin B (95.6% sensitivity) and tigecycline (100%).

The presence of carbapenemases was detected in 87 (78.6%) A.
baumannii isolates using the MHT and none positive result was verified for the
MBL detection with the TDST. Sixty isolates (61.2%) were positive for the
blaoxa2s gene, 1 (1.0%) for the blaoxa-143 and none showed amplification
products for blaoxa-za/a0-ike;, blaoxa-ss-ike, MBL and KPC genes. The other 16
carbapenemase-positive isolates gave no amplification in PCR suggesting the
presence of other carbapenemase genes or false-positive result. A total of 57
isolates carrying the ISAba1 upstream the blaoxa-23 gene were detected. These
strains presented MICs for carbapenems ranging for 16-256ug/mL. However,
one isolate that not presented this insertion sequence upstream blapxa-23 gene
exhibited carbapenem susceptibility to imipenem and meropenem with MICs of
<0.5mg/mL and £1mg/mL, respectively.

ERIC PCR identified 22 clusters (named A-V) and 43 distinct profiles
(given numbers) (Figure 1). Strains with the blaoxa-23 gene were polyclonal
presenting 35 different profiles. Four major clonal groups (A, B, O and U) were
verified each containing at least six isolates. The temporal distribution of these
clones in HU indicated that clonal groups A, B, O and U were identified in
different wards of HU (UCI, emergency, and male and female wards) and
represented 27,5 (25 isolates) of the getotyped isolates. The number of clone A,
O and U tended to fluctuated over the study period and the clone B was
identified only from November 2008 (Figure 2). The isolate susceptible to
carbapenem carrying blaoxa-23 and the isolate carrying blapxa-143 were found in

the U and D clones, respectively.

4. Discussion

CRAB reports have increased gradually over last ten years in Europe,

North and Latin Americas. The SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program)

59



revealed that between the years 2006-2009 the overall resistance to imipenem
in Acinetobacter spp. was approximately 56.0% and in Latin America the rate
was 48.3%." OXA-23 enzyme was first detected in Scotland in 1985 even
before the use of imipenem in that hospital. Since then, OXA-23-producing A.
baumanii were reported in diverse geographic areas. OXA-23 is also the CHDL
most widespread in Brazil, after the first report of CRAB carrying OXA-23 in
Curitiba, OXA-23-producing A. baumannii were also detected in Rio de Janeiro,
Séao Paulo, Rio Grande do Sul and in our hospital located in the north of Parana
state.'®%2

Between the years 2004-2007, the rate of carbapenem resistance was
73% in HU/AHC complex.® Among the isolates selected for study 80.2% were
resistant to carbapenems, this rate was higher when compared with the
resistance among the OXA-carbapenemase-producing isolates, 98.4%. Isolates
that do not produce OXA-23 have resistance rates to carbapenems lower
compared to the OXA-23-producing A. baumannii, indicating that production of
OXA-carbapenemases can contribute to increase the resistance to
carbapenems in our institution.

As the high rate of CRAB has been observed on a global scale, the few
remaining therapeutic options include tigecycline and polymyxins, despite
previous withdrawal because of reports nephrotoxicity and neurotoxicity
presented. However, in the last few years a large number of reports have
demonstrated that these agents seem to be efficacious and safe for treatment
of infections with multidrug-resistant A. baumannii>**?* Although  the
tigecycline and the polymyxin B demonstrated, in vitro, to be the most active
against A. baumannii studied, four strains presented decreased sensibility for
polymyxin B (MICs range 4-16ug/mL). The emergence of A. baumanii resistant
to all available antibiotics, except to tigecycline, or pan-resistant A. baumannii,
is considered an alarming occurrence.?

The ISAba1 element have been detected upstream of the blapxa-23 gene in
A. baumanii strains with truly resistance to carbapenems and perform an
important role in the expression of this gene.®> Recently, Carvalho et al. (2011)
described carbapenem-susceptible A. baumannii strains carrying the blaoxa-23-

ike gene and related that the permanence of an isolated carbapenem-
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susceptible carrying the blaoxa-2s can be explained by the absence of the
element ISAba1 upstream of this gene. This finding is very worrisome since
carbapenem-susceptible OXA-producers may be functioning as reservoirs of
such resistance determinant with potential risk for silent spread. In addition,
failing in detecting OXA production among carbapenem-susceptible isolates
may lead to inadequate prescription of carbapenems and possible therapeutic
failure in seriously ill patients.?

The blaoxa-143 gene was first detected in 2009 in Brazil, and even then the
reports are restricted to our country, with prevalence in the Southeast region of
this country.”™ Our study reports the first isolation of A. baumannii carrying the
blaoxa-143 gene in the South of Brazil, showing the emergence of this gene in
other regions of the country.

Previous studies, including Brazilian reports of blapxa-23-positive A.
baumannii outbreaks have generally described them as clonal. Localized
expansions of successful clones are to be expected, but in most of these
studies, isolates were collected over a limited period.?**?® Presence of the
blaoxa-2z gene in multiple distantly related A. baumannii suggests that its
widespread nature cannot be assigned to the spread of a dominant clone but
rather to the dissemination of multiple carbapenem-resistant lineages and it is
conceivable that various clones occur often in a setting where the pathogen is
endemic.” A comparative study by Viana et al. (2011) found that the
distribuition of CRAB in our hospital is multiclonal, also the several multidrug-
resistant clones can coexist endemically for several years.

In 2007, after detecting high levels of vancommycin-resistant Enterococci
(VRE) in HU, a study performed by Perugini et al. (2007) established an
intervention measures to raise awareness of hospital staff in order to reduce the
incidence of multiresistant bacteria. The intervention took place in April 2007,
with theoretical and practical lessons to approximately 136 persons working in
ICUs, emphasizing the importance of adherence to control measures for
prevention, hand hygiene, cleaning and disinfection of equipment, furniture and
surfaces.®® When the distribution of the major clusters of A. baumannii was
analyzed for the May 2007 to July 2008 period, a significant decrease in the

incidence of A. baumannii is verified too. Only two clones (A and O) were
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detected in the period of August to October 2007, O being the most susceptible
cluster among the representative clone (Figure 2). These results show that the
training of hospital staff can be reduce the number of multidrug-resistant clones

and the incidence of infection of this pathogen.®’

Conclusions

In conclusion, the presence of blapxa-23 gene in 36 different clones from
different wards at different times indicates the mobility of this gene within our
isolates contributing to the high rates of imipenem resistance among the A.
baumannii studied. The widespread nature of the blapxa-23s gene as well as the
emergence of the blapxa143 gene in one isolate are a cause of great concern
and show the potential of these CHDLs determinants spread in our regional
hospital. As such, standard infection control precautions targeting CRAB
transmission should be stringently adhered in order to reduce the risk of such
resistance genes, staff should be educated on the procedures, and surveillance
studies should be constantly conducted to measure infection. Moreover,
judicious use of carbapenems must be advocated, as widespread use of such
agents also creates an environment favoring the inter-species transfer as the

overt expression of the CHDL genes.
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Table 1. Susceptibility patterns of 91 A. baumannii isolates and the OXA-23-
positive to 12 antimicrobial agents.

Antimicrobial

Amikacin
Ampicilillin/Sulbactan
Aztreonam
Cefotaxime
Ceftazidime
Ciprofloxacin
Gentamicin
Imipenem
Meropenem
Polymyxin B
Sulphametoxazole/trimetoprim
Tigecycline

Sensitivity profile (%)

S R
Total  OXA-23- OXA-23- Total OXA-23- OXA-23-
isolates positive negative Isolates positive negative
10,0 6,8 5,5 86,6 89,8 27,5
15,3 3,3 13,1 59,3 71,6 20,8
5,2 - 11 78,9 100 6,6
4,4 3,3 2,1 92,3 96,7 28,5
3,3 3,3 11 95,6 96,7 30,7
6,6 3,3 4,4 92,3 96,7 28,5
18,8 18,6 6,6 63,3 67,7 18,6
18,7 1,6 16,5 80,2 98,4 16,5
19,8 1,6 17,6 80,2 98,4 16,5
95,6 95,0 1,1 4.4 5,0 32,9
26,4 28,3 7,7 73,3 71,7 26,4
100 100 100 - - -

Total isolates

OXA-23-positive

OXA-23-negative

MICs MICy MICsy MICy MICsy MICy
Imipenem 32 64 32 64 8 32
Meropenem 32 64 32 64 4 32
Ceftazidime 128 >128 >128 >128 128 >128
Ampicillin/Sulbactam 32/16 64/32 32/16 64/32 16/8 128/64
Polymyxin B 2 2 2 2 1 2
Tigecycline 1 1 1 1 1 1

S, susceptible; I, intermediate; R, resistant; MICso/90, minimum inhibitory concentration for 50%
and 90% of the organisms, respectively.
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Figure 1. ERIC profiles of Acinetobacter baumannii isolates for the August
2006 to July 2009 period. The line in the dendogram denotes the threshold of
80% homology for defining groups of genetic similarity. The capital letters
indicate the major clusters obtained.
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Figure 2. Temporal distribution of main four A. baumannii clusters verified in
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Sir,

In Brazil, the resistance rates to carbapenem range from 25% to 45%
among A. baumannii isolates.” The mechanisms of carbapenem resistance
among these isolates are mainly associated with the production of two major
carbapenem-hydrolysing class D carbapenemases (CHDL), OXA-23 and OXA-
143.%° To date, OXA-143 is the single representative of this recently reported
subgroup of CHDL. In contrast to the OXA-23 subgroup, which is widely
disseminated in the Brazilian territory, OXA-143 has been only detected in A.
baumannii isolated from hospitals located in Sdo Paulo and Rio de Janeiro
states so far.>®> Analysis of the genetic environment of blaoxa.143 revealed that it
was bracketed by two copies of the same replicase gene. It suggests that a
homologous recombination process probably took part in the blaoxa-143
acquisition.* This study reports the occurrence of OXA-231, a novel variant of
OXA-143, in an A. baumannii clinical isolate (AC-141 strain) recovered from a
tertiary teaching hospital located in Southern Brazil.

In October 2007, a 72-year-old woman was admitted at the emergency
room of the Hospital Universitario de Londrina (HU), a teaching hospital located
in the city of Londrina, state of Paranda, Brazil. The patient presented history of
diabetes, hypertension and had previously been submitted to a transtibial
amputation due an infected diabetic foot, at the HU, 25 days ago. On the day of
admission, the patient presented fever, dyspnea and was diagnosed with
pneumonia. Empirical therapy with cefepime [2 g, intravenously (iv), twice daily]
and vancomycin [1.5 g, iv, once a day] was started. Five days after
hospitalization, the patient got febrile and showed signals and symptoms of
urinary tract infection. An ESBL-producing Klebsiella pneumoniae susceptible
only to imipenem and amikacin was isolated from urine. Therapy with imipenem
[500 mg, iv, four times a day] was initiated. Six days after imipenem
administration, the patient remained febrile and developed signals of sepsis. A
carbapenem-resistant A. baumannii isolate (Ac-141 strain) was recovered from
the urine culture and antimicrobial therapy was replaced by polymyxin B
[500.000 Ul, iv, three-times a day] that was continued for ten days. The patient

showed clinical improvement and was discharged after 15 days of
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hospitalization. The next urinary cultures were negative indicating that
microbiological cure as achieved.

The AC-141 strain was initially identified at species level by MicroScan-
Walk-Away automated system (Siemens Healthcare Diagnostic) and
reidentified by 16S rRNA gene sequencing. The minimal inhibitory
concentrations (MIC) for ceftazidime, imipenem, meropenem, ampicillin-
sulbactam and polymyxin B were confirmed by agar dilution method, according
to the recommendations of the Clinical and Laboratory Institute (CLSI).’
According to susceptibility tests results, the Ac-141 strain was resistant to
ampicillin/sulbactam (MIC, >128/64 mg/L), ticarcillin/clavulanic acid (MIC, >64/2
mg/L), cefotaxime (MIC, >32 mg/L), ceftazidime (MIC, >128 mg/L), cefepime
(MIC, >16 mg/L), imipenem (MIC, 64 mg/L), meropenem (MIC, 64 mg/L),
trimethoprim/sulfamethoxazole (MIC, >2/38 mg/L), amikacin (MIC, >4 mg/L),
ciprofloxacin (MIC, >4 mg/L), levofloxacin (MIC, >4 mg/L), gentamicin (MIC, >8
mg/L), tobramycin (MIC, >8 mg/L) but susceptible only to polymyxin B (MIC, 1
mg/L). AC-141 also showed low tigecycline MIC (1 mg/L).

PCR targeting genes encoding CHDLs, metallo-B-lactamases (MBL) and
KPC, were carried out as previously described.”® The PCR results showed that
the Ac-141 strain carried the blaoxa-s1 and blapxa-143 genes. A subsequent PCR
targeting both blapxa-s1 and the insertion sequence ISAba1 yielded a positive
result. DNA sequencing of the blapxa-143 amplicon, using the primers OXA143-F
(5-AGTTAACTTTCAATAATTG-3'), OXA143-R (5™
TTGGAAAATTATATAATCCC-3'), identified a single mutation at position 671
that led to an amino acid substitution (Asp224— Ala) as shown in Figure 1. This
new OXA-143 variant was named OXA-231 and its nucleotide sequence has
been deposited in the GeneBank under the accession number JQ676953.

In our hospital, 75% of the A. baumannii isolates are resistant to
carbapenems. The production of OXA-23 has been the main mechanism of
carbapenem resistance found in these isolates. For instance, from August 2006
to August 2011, blaoxa-23 was detected in 68% of A. baumannii isolates that
belonged to multiple clones (unpublished data). To our knowledge, this is the
first description of OXA-143 cluster in an A. baumannii strain isolated in our

hospital and in southern Brazil, and coincidently it is a novel variant of this
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cluster. Curiously, no additional OXA-143 or OXA-231-producing A. baumannii
isolates have been detected in our hospital. It might suggest that AC-141 was
recently introduced in our hospital and its spread controlled.

The detection of OXA-231 in Brazil is a cause of great concern and shows
the potential of these new CHDL spread to other Brazilian regions. Although,
only a single case involving OXA-231 was reported, continuous surveillance
studies are of paramount importance to prevent its further dissemination. Lastly,
we would like to emphasize the clinical and microbiological efficacy of
polymyxin B in eradicating the infection caused by AC-141strain. The clinical
success probably was achieved because the urinary tract was the source of
infection. Unfortunately, a distinct outcome could have observed if the
respiratory tract was infected. In this manner, novel therapeutic agents are

extremely necessary for treatment of multi-drug resistant Gram-negative bacilli.
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Figure 1. Comparison of the amino acid sequences of OXA-143 and the new
variant, OXA-231, detected in the AC-141 strain. The motifs normally conserved
among class D enzymes are shown in square, while the single mutation found
is marked with the circle.
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CONCLUSOES

1. Altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos foram obtidas para as cepas
de Acinetobacter baumannii isoladas no complexo HU/AHC no periodo do
estudo, entretanto altas taxas de sensibilidade foram obtidas para polimixina B
e tigeciclina, sugerindo que estes antimicrobianos constituem opgdes
terapéuticas para o tratamento das infec¢cdes causadas por A. baumannii

multiresistentes.

2. Os maiores valores de MICs, e MICgyy obtidos para os isolados portadores
do gene blapxa-23, quando comparados com os isolados nao carreadores desse
gene, enfatizam a importancia deste mecanismo na manutencao da resisténcia

aos carbapenémicos entre os isolados de A. baumannii no complexo HU/AHC.

3. A disseminagdo generalizada de A. baumannii multiresistentes portadores
do gene blapxa-23 € a emergéncia do gene blaoxa-143 em um isolado no
complexo HU/AHC constituem causa de grande preocupacgéo e demonstram o
potencial de disseminagdo dos genes codificadores de CHDLs em nosso

hospital.

4. A identificacédo de um isolado de A. baumannii fenotipicamente sensivel aos
carbapenémicos portador do gene blapxa-23 revela que esse microrganismo
pode funcionar como um reservatorio genético deste gene facilitando a

disseminagao silenciosa do mesmo.

5. A disseminacédo clonal dos isolados portadores do gene blapxa23s em
diferentes alas hospitalares e em diferentes periodos indica a mobilidade deste

gene entre os isolados A. baumannii no complexo HU/AHC.
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