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Acinetobacter spp. 2019. 119 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar os determinantes de resisténcia aos
antimicrobianos e fatores de viruléncia de isolados clinicos de Acinetobacter spp.
recuperados de pacientes atendidos no Hospital Universitario (HU) de Londrina no
periodo de janeiro de 2006 a marco de 2018. Artigo cientifico A: Neste estudo
foram caracterizados um total de 282 isolados clinicos de Acinetobacter baumannii
recuperados de material respiratério de pacientes hospitalizados nas unidades de
terapia intensiva (UTI) do HU entre os anos de 2006 e 2016. A identificacdo dos
isolados foi realizada por métodos bioquimicos convencionais, sistemas
automatizados e amplificacdo do gene blaoxasi. A maioria dos isolados foram
considerados multirresistentes (MR) (76,3%) e altas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos foram verificadas, inclusive aos carbapenémicos, farmacos de
escolha para o tratamento de infec¢cdes causadas por A. baumannii MR. A elevada
taxa de resisténcia aos carbapenémicos (100,0%) € atribuida a prevaléncia de
isolados portadores do gene codificador da carbapenemase OXA-23 (93,6%), sendo
0 gene blaoxa-23, em sua maioria, associado ao Tn2008 (92,8%), seguido pelo
Tn2006. Além disso, a variante blaoxa-2s3 foi detectada em um isolado (0,4%). Um
perfil policlonal foi observado entre os isolados, os quais pertenceram aos
complexos clonais internationais CC113/79, CC110/25 e CC103/15. Estes dados
justificam a manutencao e disseminacdo do gene blaoxa-23 entre 0s isolados de A.
baumannii nesta instituicdo. Artigo cientifico B: Neste estudo reportamos a
descricdo do primeiro isolado de Acinetobacter bereziniae carreador do gene blaoxa-
s8 detectado no Brasil. Pelo sequenciamento do genoma total do isolado Ac 374/14
verificou-se que este isolado, MR e forte produtor de biofilme, apresenta 13 genes de
resisténcia aos antimicrobianos incluindo determinantes de resisténcia aos beta-
lactamicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas, fenicois e sulfonamida. Em adicéo,
este isolado apresenta diversos sistemas de efluxo e genes de viruléncia. Por meio
das andlises in silico o contexto genético do gene blaoxass foi caracterizado,
demonstrando que este gene estéa flanqueado em ambos os lados pela sequéncia de
insercdo ISAba3, com o ISAba3 interrompido pela ISAbal25 a montante do gene
blaoxa-ss. Este estudo revelou um novo determinante de resisténcia aos
carbapenémicos no HU, desta forma, € necessaria a tomada de medidas de controle
para impedir a disseminacdo deste gene. Artigo cientifico C: O objetivo deste
estudo foi identificar a presenca de genes codificadores de carbapenemases em
especies de Acinetobacter ndo-baumannii isoladas em um hospital brasileiro.
Quatorze isolados de Acinetobacter spp. recuperados do HU entre 2006 e 2018
foram estudados. De acordo com a andlise do sequenciamento do gene rpoB, foram
identificados sete isolados de Acinetobacter bereziniae, dois de A. haemolyticus,
dois de A. ursingii, e um de cada das espécies A. radioresistens, A. colistiniresistens
e Acinetobacter sp. Seis isolados, cinco A. bereziniae e um A. colistiniresistens,
carrearam 0 blaoxass e foram considerados produtores de biofilme, e o isolado
identificado como A. radioresistens apresentou o gene blaoxa-23. A andlise de ERIC-



PCR dos isolados carreadores de blaoxass mostrou que trés isolados de A.
bereziniae foram clonalmente relacionados, dos quais dois foram idénticos,
enquanto trés isolados pertenceram a clusters individuais. Este estudo ressalta a
necessidade da identificacdo correta de espécies de Acinetobacter e a
implementacdo de medidas de controle de infeccdo hospitalar adequada para
impedir a disseminacdo de determinantes de resisténcia, como o gene blaoxa-ss,
entre outros patdégenos hospitalares relevantes.

Palavras-chave: Acinetobacter spp. Carbapenemases. CHDL. Complexo clonal.
Resisténcia aos antimicrobianos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the determinants of antimicrobial resistance
and virulence factors of clinical isolates of Acinetobacter spp. recovered from patients
attended at the Hospital Universitario of Londrina (HU) from January 2006 to March
2018. Scientific article A: In this study, a total of 282 clinical isolares of
Acinetobacter baumannii clinical isolates recovered of respiratory material of
inpatients in the intensive care units (ICU) of the HU between the years 2006 and
2016 were characterized. Identification of the isolates was performed by conventional
biochemical methods, automated systems and amplification of the blaoxa-s1 gene.
Most isolates were considered multidrug-resistant (MDR) (76.3%) and high
antimicrobial resistance rates were verified, including carbapenems, drugs of choice
for the tratament of infections caused by A. baumannii MDR. The high rate of
resistance to carbapenems (100.0%) is attributed to the prevalence of the gene
encoding the carbapenemase OXA-23 (93.6%), being the blaoxa-23-ike gene mostly
associated with Tn2008 (92.8%), followed by Tn2006. In addition, the variant blaoxa-
253 was detected in one isolate (0.4%). A polyclonal profile was observed among the
isolates, which belonged to the international clonal complexes CC113/79, CC110/25
and CC103/15. These data justify the maintenance and dissemination of the blaoxa-23
gene among the isolates of A. baumannii in this institution. Scientific article B: In
this study we report the description of the first isolate of Acinetobacter bereziniae
carrying of the blaoxa-ss gene detected in Brazil. By sequencing the total genome of
isolate Ac 374/14 was verified that this isolate, MDR and strong biofilm producer,
presents 13 antimicrobial resistance genes including determinants of resistance to
beta-lactams, aminoglycosides, fluoroquinolones, phenicols and sulfonamide. In
addition, this isolate presents several efflux systems and virulence genes. By means
of in silico analyzes the genetic context of the blaoxass gene was characterized,
demonstrating that this gene is flanked on either sides by the ISAba3 insertion
sequence, with ISAba3 interrupted by the ISAbal25 upstream of the blaoxa-ss gene.
This study revealed a new determinant of resistance to carbapenems in HU, so it is
necessary to take control measures to prevent the spread of this gene. Scientific
article C: The aim of this study was to identify the presence of carbapenemases-
encoding genes in non-baumannii Acinetobacter species isolated in a Brazilian
hospital. Fourteen isolates of Acinetobacter spp. recovered of the HU between 2006
and 2018 were studied. According to the rpoB gene sequencing analysis, was
identified seven isolates of Acinetobacter bereziniae, two of A. haemolyticus, two of
A. ursingii, and one from each species A. radioresistens, A. colistiniresistens and
Acinetobacter sp. Six isolates, five A. bereziniae and one A. colistiniresistens,
harbored the blaoxass and was considered biofilm producers, and the isolate
identified as A. radioresistens presented the blaoxa-2z gene. ERIC-PCR analysis of
blaoxa-ss harborer isolates showed that three isolates of A. bereziniae were clonally
related, of which two were identical, whereas three isolates belonged to individual
clusters. This study highlights the need for correct identification of Acinetobacter



species and the implementation of appropriate hospital infection control measures to
prevent the spread of resistance determinants like the blaoxa-ss gene among other
relevant hospital pathogens.

Keywords: Acinetobacter spp. Antimicrobial resistance. Carbapenemases. CHDL.
Clonal complex.
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1 INTRODUCAO

Em 2014, foi publicado o documento Global Strategy for
Containment of Antimicrobial Resistance no qual pesquisadores relataram a situacao
da resisténcia aos antimicrobianos (RA) no mundo. Neste primeiro estudo, os dados
indicaram altas taxas de RA, resultando na limitagdo no tratamento de infeccdes
comunitarias (infec¢cdes urinarias e pneumonia), bem como de infec¢cdes graves
associadas a instituicbes de cuidado a saude. Diante das lacunas observadas na
cobertura e magnitude desta ameaca global a saude publica este documento
ressaltou a necessidade de medidas colaborativas com a finalidade de estabelecer
redes de vigilancia internacionais da RA para o monitoramento da eficacia das
intervencdes de salde publica e para a deteccdo de novas tendéncias e ameacas
(WHO, 2014).

Segundo o documento Tackling drug-resistant Infections globally:
Final report and Recommendations, publicado em 2016, estima-se que, caso 0
panorama atual seja mantido, em 2050 o namero de mortes atribuidas a RA (10
milhdes/ano ou 1 a cada 3 segundos) supere as mortes causadas pelo cancer e
diabetes, por exemplo. Além de apresentar valores expressivos de mortes em todos
0s continentes, e um 06nus econdmico de até $100 trilhdes. Além disso, neste
documento O Neill destacou 10 atitudes a serem tomadas no enfrentamento da RA
e estas atitudes incluiram a consciéncia publica para o uso correto dos
antimicrobianos, bem como o0 uso destas substancias na agricultura e no ambiente,
atencdo a medidas de saneamento e higiene, desenvolvimento de politicas publicas
nacionais e internacionais que visem o financiamento e a formacédo de capital
humano para o desenvolvimento de vacinas e alternativas, novos antimicrobianos,
diagnostico rapido e vigilancia (O’NEILL, 2016).

Para atender a necessidade do monitoramento constante da RA no
mundo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) lancou o Global Antimicrobial
Resistance Surveillance System (GLASS), o primeiro esfor¢o colaborativo global
para padronizar a vigilancia da RA guanto a coleta, analise e compartilhamento de
dados por paises. Em fase de implementacao inicial (2015-2019), o GLASS coleta
dados sobre bactérias como, Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Salmonella spp., Shigella spp., Staphylococcus
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aureus e Streptococcus pneumoniae responsaveis por infeccbes em humanos,
obtidas de diversos materiais clinicos, bem como avalia dados demograficos como,
0 numero total de pacientes incluidos e variaveis como idade, sexo e origem da
infeccdo a fim de definir onde a infecgdo foi contraida (hospital versus comunidade).
No primeiro relatorio parcial (2016-2017) foram incluidos 507.746 isolados
provenientes de 40 paises matriculados no GLASS até abril de 2017. Em dezembro
de 2017, um total de 50 paises, incluindo o Brasil, somavam esfor¢os, paises estes
em diferentes estagios de desenvolvimento econdmico (24 paises de alta renda,
nove de renda média-alta, 11 paises de renda média-baixa e seis paises de baixa
renda) de todas as regides do mundo (WHO, 2017).

Recentemente, a OMS divulgou as 10 prioridades de salude para o
ano de 2019, estas metas incluem o controle da RA, buscando implementar o plano
de acdo global de combate a resisténcia antimicrobiana, ressaltando a
consicentizacdo e o conhecimento sobre o tema, reduzindo infec¢des e incentivando
o tratamento correto destas infeccbes, assim como fortalecer a atencdo de saude
primaria, estimular o uso de vacinas, diminuir a poluicdo ambiental e mudancas
climaticas, reduzir cenarios de fragilidade e vulnerabilidade, combater infecctes
transmissiveis como gripe, ebola, dengue e HIV, reduzir doencas crbnicas nao-
transmissiveis como  diabetes, cancer e doencas cardiovaculares
(https:/Iwww.who.int/emergencies/ten-threats-to-global-health-in-2019, altimo
acesso: 23/01/2019).

Baseados em estudos de vigilancia e dados da Infectious Diseases
Society of America, pesquisadores comecaram a se referir a um grupo de patégenos
hospitalares como patégenos “ESKAPE”. Este termo € um acrénimo formado pelas
iniciais das espécies bacterianas Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp. Estes microrganismos sdo os principais causadores de infec¢des
hospitalares no mundo e apresentam mecanismos de resisténcia a multiplas classes
de antimicrobianos. Desta forma, sdo considerados importantes desafios na pratica
clinica uma vez que a limitacéo terapéutica esta relacionada com infeccbes de alta
morbidade e mortalidade (SANTAJIT; IDRAWATTANA, 2016).

Nos ultimos anos, a incidéncia de infec¢des hospitalares causadas

por microrganismos resistentes aos antimicrobianos aumentou consideravelmente



22

no mundo, e o A. baumannii tem emergido como um importante patégeno
multirresistente (MR) responsével por infec¢des, principalmente, em pacientes
imunocomprometidos, com incidéncia mais elevada em unidades de terapia
intensiva (UTI) (VALA et al. 2014; VIEIRA; PICOLI, 2015; LEE et al., 2017; SILVA et
al., 2018). Embora esta seja a espécie do género Acinetobacter mais comumente
isolada no ambiente hospitalar, as espécies ndo-baumannii também apresentam
relevancia clinica, no entanto, ainda pouco reconhecida devido a dificuldade do
emprego de técnicas moleculares para identificacdo destes isolados na rotina
laboratorial (AL ATROUNI et al., 2016).

Com base nos dados publicados pelo Programa SENTRY de
vigilancia de resisténcia aos antimicrobianos (SENTRY Antimicrobial Surveillance
Program) o A. baumannii configura o sétimo patégeno mais frequentemente
recuperado em UTI (SADER et al.,, 2014). Recentemente, ao avaliar dados de 27
UTI em 9 paises europeus, observou-se que 0 numero de isolados de A. baumannii
foi inferior apenas a enterobactérias, S. aureus e P. aeruginosa (LUYT et al., 2018).
Nestas unidades hospitalares, os procedimentos invasivos séo frequentes, incluindo
0 uso de ventiladores mecanicos e tragueostomia, 0os quais sao fatores de risco para
o desenvolvimento de pneumonias. O uso de tubo orotraqueal tem sido considerado
um fator de risco para pneumonia associada a ventilacdo mecéanica (PAV) uma vez
gue apresentam um nicho bioldgico ideal para a adesdo bacteriana, possibilitando a
formacdao de biofilme tanto no liumem quanto na superficie do tubo (LI et al., 2015).

Em 2015, um estudo de prevaléncia pontual foi realizado utilizando
dados do Emerging Infections Program de 10 estados dos Estados Unidos (EUA), no
qual 4.614 pacientes atendidos nos 199 hospitais pesquisados atenderam aos
critérios da pesquisa. Estes dados foram comparados com um estudo realizado em
2011 que avaliou 4.504 pacientes atendidos em 183 hospitais. Foi observado que
10,0% (2011) e 8,5% (2015) dos pacientes foram acometidos por infeccbes
relacionadas a assisténcia de saude (IRAS), sendo a pneumonia a infeccdo mais
prevalente. Na comparacao de casos de pneumonia de 2011 e 2015, foi verificado a
ocorréncia de 39,1% e 35,5% casos de PAV, respectivamente (MAGILL et al., 2018).

Weiner e colaboradores, ao avaliar IRAS reportadas ao National
Healthcare Safety Network (NHSN) por 4515 hospitais entre 2011 e 2014,

observaram a ocorréncia de 365.490 casos de IRAS, dos quais foram identificados
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408.151 patégenos. Destes, PAV correspondeu a 2,2% dos casos, que acometeu
principalmente pacientes em UTI (94,8%) (WEINER et al., 2016). Ha relatos de que
a incidéncia de pneumonia em pacientes hospitalizados nas UTI seja de
aproximadamente 25% com taxas de mortalidade entre 22 e 71%, com risco de
adquirir pneumonia nesse ambiente de até 21 vezes maior em pacientes entubados
(JOSEPH et al., 2009; JAIN et al., 2019). Gupta e colaboradores. (2017), ao estudar
casos de pneumonias em UTI, reportaram A. baumannii como o segundo patégeno
mais frequente, entretanto, ao avaliar o perfil de sensibilidade dos isolados, esta
espécie apresentou o maior numero de isolados MR. Embora A. baumannii tenha
sido o décimo segundo patégeno mais prevalente detectado em um estudo
multicéntrico que avaliou dados de 358 hospitais americanos durante o ano de 2017,
ao se avaliar o perfil de resisténcia destes isolados, foi classificado como o patégeno
mais prevalente em relacdo aos isolados ndo sensiveis aos carbapenémicos, tanto
em UTI quanto em outras unidades hospitalares (McCANN et al. 2018).

Um estudo de vigilancia multicéntrico do International Nosocomial
Infection Control Consortium (INICC), incluiu dados de 503 UTI de 43 paises entre
0s anos de 2007 e 2012, e reportou que dos 605.310 pacientes atendidos no
periodo 2,9% desenvolveram PAV, com uma incidéncia de 14,7 casos por 1.000
dias de ventilacdo mecanica, e dentre os quais 77,1% dos isolados de A. baumannii
recuperados apresentaram resisténcia aos carbapenémicos (ROSENTHAL et al.,
2014). Outro estudo recente, realizado em 703 UTI de 50 paises no periodo de 2010
a 2015, reportou que dos 861.284 pacientes atendidos 5,8% foram acometidos por
PAV, apresentando uma incidéncia de 12,2 casos por 1000 dias de ventilacdo, e
90,1% dos isolados de A. baumannii eram resistentes aos carbapenémicos
(ROSENTHAL et al., 2016).

Por meio de uma revisdo sistematica de surtos hospitalares
causados por A. baumannii entre os anos de 2000 e 2015, que incluiu 122 artigos de
22 paises diferentes, observou-se a ocorréncia de 150 surtos por A. baumannii, dos
guais 113 (75,3%) foram causados por isolados MR. Os surtos foram notificados
principalmente em UTI (69,3%), apdés o0 uso de antibidticos, durante ventilacao
mecanica, e apresentaram uma taxa de mortalidade de 47,1%, a qual n&o foi

dependente do perfil de resisténcia do isolado (48,0% para isolados MR e 42,5%
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para ndo-MR). Além disso, pneumonia (76,8%) foi umas das IRAS mais prevalentes
associadas a Acinetobacter (WIELAND; CHHATWAL; VONBERG,2018).

Segundo Djordjevic e colaboradores (2017), num estudo para
estabelecer a prevaléncia de patdégenos bacterianos em pacientes com pneumonia
em UTI em um hospital na Sérvia no periodo de 2009 a 2015, dos 620 pacientes
admitidos no estudo, 38,2% foram acometidos por pneumonia adquirida no hospital
(PAH) e 61,8% por PAV, sendo a maioria destes infectados por um unico patégeno
(56,9%). O principal patégeno isolado durante o periodo avaliado foi A. baumannii
(38,9%), dos quais 82,0% (PAH) e 85,3% (PAV) dos isolados foram resistentes aos
carbapenémicos, sendo a maioria classificados como MR (91,6% para PAH e 94,2%
para PAV).

Os carbapenémicos sédo beta-lactamicos, considerados farmacos de
escolha na terapia de infec¢des causadas por Acinetobacter MR (TIAN et al., 2018;
ASIF; ALVI; REHMAN, 2018). Em Acinetobacter spp., a producdo de
carbapenemases é considerada o principal mecanismo que confere resisténcia aos
carbapenémicos (ROYER et al.,, 2018). Nos ultimos anos, a disseminacdo de
isolados portadores de genes codificadores de carbapenemases tem comprometido
a eficacia destes antimicrobianos, resultando no aumento de Acinetobacter
baumannii resistente aos carbapenémicos (CRAb), que em conjunto com a
habilidade deste microrganismo em adquirir determinantes de resisténcia culminou
no aumento de isolados MR. O aumento da resisténcia mundial aos carbapenémicos
em Acinetobacter spp. € alarmante, pois limita as op¢des terapéuticas disponiveis.
Frente a este panorama, em 2017, em um relatério publicado pela OMS, CRAD foi
classificado como uma ameaca a saude publica e um patégeno de prioridade critica
global para a pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos (VIEIRA,
PICOLI, 2015; LEE et al., 2017; ASIF; ALVI; REHMAN, 2018; SILVA et al., 2018;
JEAN et al., 2018; WHO, 2017).

O monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos em isolados de
Acinetobacter spp. ndo sensiveis aos carbapenémicos e ceftazidima vem sendo
realizado no Hospital Universitario de Londrina (HU) desde 2006 pelo Laboratorio de
Estudos Moleculares e Resisténcia aos Antimicrobianos (LEMRA). Num primeiro
estudo foram avaliados 91 isolados recuperados entre 2006 e 2009 dos quais 61,2%

apresentaram o gene blaoxa-23z € um isolado apresentou uma nova variante do gene
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blaoxa-143 caracterizada como blaoxa231 (GIONCO, 2012). Outro estudo,
recentemente realizado por Romanin (2018), descreveu altas taxas de resisténcia
aos carbapenémicos e prevaléncia de isolados produtores de carbapenemases
(92,2%) em isolados de A. baumannii recuperados de hemocultura. Além disso, a
presenca do gene blaoxa-23 foi detectada em 97,9% dos isolados e o blaoxa-2s3 em 2
isolados. O contexto genético e a presenca de complexos clonais também foram
avaliados e revelou que 0 gene blaoxa-23 estava associado predominantemente ao
Tn2006 e a maioria destes isolados pertenceram a complexos clonais epidémicos,
incluindo os clones de alto risco CC113/79 e CC103/15.

Em um estudo realizado no HU no periodo de 2009 a 2011 foi
observado que a pneumonia (54,3%) foi a infeccdo mais frequente dentre as IRAS e
nestes casos a maioria dos pacientes estavam em uso de venticdo mecanica
(56,5%). Este estudo também evidenciou que a mortalidade dos pacientes com
pneumonia foi 3,5 vezes maior em relacdo as demais infecgBes (sistema
cardiovascular, sitio cirargico e trato urinario). Além disso, o A. baumannii (18,5%) foi
0 segundo patégeno mais frequente nos pacientes com IRAS que evoluiram a 0Obito
(SOUZA et al., 2015).

Baseado nas recomendacdes mundiais a respeito da vigilancia da
RA, diante do problema evidenciado pelas altas taxas de casos de pneumonia no
HU e sabendo da importancia clinica de Acinetobacter spp. nestas infeccdes, bem
como a limitacéo terapéutica que este patdbgeno apresenta na instituicdo devido RA,
este estudo visa caracterizar isolados clinicos de Acinetobacter spp. quanto ao perfil
de sensibilidade, a presenca de determinantes de resisténcia e de clones
internacionais relacionados com a disseminacdo de genes codificadores de
resisténcia aos antimicrobianos. Com isso, pretende-se fornecer dados a Comissao
de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) do HU que possibilitem a implementacao
de medidas de prevencédo e controle de infec¢cdes hospitalares por Acinetobacter
spp., bem como direcionar a escolha de terapias antimicrobianas efetivas baseada

no perfil de sensibilidade deste patdgeno na instituicao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DE ACINETOBACTER SPP.

O genéro Acinetobacter, pertencente a familia Moraxellaceae, teve o
primeiro membro descrito em 1911 pelo microbiologista holandés Beijerinck. Esse
microrganismo foi isolado do solo e foi originalmente nomeado Micrococcus
calcoaceticus (BEIJERINCK, 1911 apud BEREZIN; FRIEDMAN; BENDINELLI,
2008). Durante décadas, espécies semelhantes, como Bacterium anitratum,
Moraxella glucidolytica, Moraxella calcoacetica, Alcaligenes haemolysans, Herellea
vaginicola, Achromobacter anitratus, Mima polymorpha, Achromobacter metalcaligenes,
Achromobacter citrocaligenes e Moraxella Iwoffi, foram erroneamente classificadas
como pertencentes a diferentes géneros. Em 1953, Brisou propés a inclusédo destas
espécies no género Achromobacter, e em 1954, Brisou e Prévot propuseram o
género Acinetobacter para diferenciar as espécies Gram-negativas imoveis e que
nao produziam pigmentacao dentro do género Achromobacter (HENRIKSEN, 1973;
PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; ALMASAUDI, 2018). No final dos anos 1960,
Baumann e colaboradores (1968) desenvolveram um estudo comparando as
propriedades nutricionais e bioquimicas de cepas designadas Moraxellas oxidase-
negativas, no qual concluiram que todos 0s microrganismos mencionados acima
pertenciam ao mesmo genéro, Acinetobacter. Estes dados resultaram no
reconhecimento oficial do género Acinetobacter em 1971 pelo Sub Committee on the
Taxonomy of Moraxella and Allied Bacteria e em 1974 pelo Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology (LESSEL, 1971; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008;
HOWARD et al., 2012).

O genéro Acinetobacter é constituido por microrganismos Gram-
negativos, que se apresentam sob a forma de cocobacilos Gram-negativos,
geralmente aos pares, na fase exponencial de crescimento, e normalmente menores
e quase esféricos na fase estacionaria. S&o microrganismos nao fermentadores da
glicose, estritamente aerdbicos, oxidase-negativos, catalase-positivos, indol-
negativos, citrato-positivos, imoveis, capazes de crescer em meio mineral com
acetato como Unica fonte de carbono e aménia como Unica fonte de nitrogénio
(BAUMANN; DOUDOROFF; STAINIER, 1968; ALMASAUDI, 2018).
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Atualmente, o genéro Acinetobacter € composto por 60 espécies
nomeadas (http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf, ultimo acesso: 31/01/2019),
as quais foram caracterizadas e identificadas por meio do emprego de técnicas
moleculares, como a hibridacdo DNA-DNA, sequenciamento dos genes
codificadores do 16S rRNA, subunidade beta da RNA polimerase (rpoB), subunidade
beta da DNA girase (gyrB), e mais recentemente o sequenciamento gendmico
completo (AL ATROUNI et al., 2016; LEE et al., 2017).
Embora a maioria das espécies de Acinetobacter seja ambiental e apresente
baixa patogenicidade, dentre as espécies clinicamente relevantes destaca-se o A.
baumannii por ser responsavel por uma ampla gama de infeccbes hospitalares e
adquiridas na comunidade como infeccbes respiratérias e do trato urinéario. Além
disso, isolados desta espécie apresentam altas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos e estdo associados a infeccdes com mau prognéstico e
consequente alta mortalidade. O A. baumannii pertence ao complexo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus (Abc) juntamente com outras cinco espécies estritamente
relacionadas: A. nosocomialis, A. pittii, A. seifertii, A. dijkshoorniae e A.
calcoaceticus, as quais sdo dificeis de serem distinguidas por meio de métodos
bioquimicos convencionais utilizados na rotina laboratorial. Desta forma, €
necessario o emprego de metodologias moleculares como a amplificacdo e
sequenciamento do gene rpoB para a identificacdo em nivel de espécie (ECDC,
2015; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018; TURTON et al., 2010; LEE et al.,
2017; LIN; LAN, 2014; TAKIZAWA et al., 2016).

2.2 RESERVATORIOS DE ACINETOBACTER SPP.

Como visto na Tabela 1, as espécies de Acinetobacter sdo ubiquas,
podendo ser encontradas em diferentes nichos ecoldgicos, como agua, solo, esgoto,
lodo ativado, alimentos, animais, seres humanos, incluindo ambientes hospitalares
(AL ATROUNI et al., 2016; CRAY et al.,, 2013; ALMASAUDI, 2018; ADEWOYIN;
OKOH, 2018).
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Tabela 1. Reservatorios de algumas espécies de Acinetobacter n&o-baumannii
iIsoladas no ambiente hospitalar.

Espécies Reservatorio

A. baylyi Agua, humano, lodo ativado e solo

A. bereziniae Alimentos, animais, esgoto, humano, solo e superficies
ambientais

A. calcoaceticus Agua, alimentos, animais, esgoto, humano e solo

A. colistiniresistens Humano

A. grimontii Agua, humano e lodo ativado

A. haemolyticus Agua, humano e solo

A. johnsonii Agua, alimentos, animais, esgoto, humano, lodo
ativado e solo

A. junii Animais, esgoto, humano, lodo ativado e solo

A. lwoffii Agua, animais, alimentos, esgoto, frutos do mar,
humano, lodo ativado, solo e superficies ambientais

A. nosocomialis Alimentos, esgoto, humano, solo e superficies
ambientais

A. parvus Alimentos, animais, humano e solo

A. pittii Agua, alimentos, animais, esgoto, humano, solo e
superficies ambientais

A. radioresistens Alimentos, animais, humano e solo

A. seifertii Alimentos, humano e superficies ambientais

A. ursingii Alimentos e humano

Fonte: adaptado de AL ATROUNI et al, 2016; ADEWOYIN; OKOH, 2018;
http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf, Ultimo acesso: 01/02/2019.

2.3 INFECCOES CAUSADAS POR ACINETOBACTER SPP.

Acinetobacter spp. é um dos principais patdégenos causadores de
IRAS no mundo. Estdo associados a diversos tipos de infecgbes, incluindo PAV,
meningite, bacteremia, infeccbes de feridas e infec¢cdes do trato uinario (ITU)
(ECDC, 2015; LEE et al., 2017; ALMASAUDI, 2018). Os principais fatores de risco
relacionados a colonizacdo ou infeccdo por Acinetobacter spp. incluem: idade
avancada, neonatos com baixo peso, realizacdo de procedimentos invasivos,
hospitalizagdo prolongada, comorbidades, imunossupressdo, uso prévio de
antimicrobianos de amplo espectro (WENZLER et al., 2017; ELHOSSEINY; ATTIA,
2018; ASIF; ALVI; REHMAN, 2018; ALMASAUDI, 2018).

Parte do sucesso de Acinetobacter spp. no ambiente hospitalar pode
ser diretamente atribuido a sua plasticidade gendmica, a qual permite rapida
adaptacdo ao ser submetido a condi¢cdes adversas e estresse; o potencial de
adquirir multiplos determinantes de resisténcia; a capacidade de resistir a

dessecacao; bem como resisténcia aos antimicrobianos e a presenca de fatores de
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viruléncia (HARDING et al., 2013; FULSUNDAR et al., 2014; SILVA; DOMINGUES,
2016; ALMASAUDI, 2018; GARCIA et al., 2018). No entanto, as infec¢bes causadas
por esses patdgenos nao se restringem ao ambiente hospitalar, sendo cada vez
mais frequente o relato de infeccbes adquiridas na comunidade, como pneumonia,
cujos fatores de risco incluem a localizacdo geogréfica e patologias subjacentes,
como diabetes mellitus, doenca pulmonar obstrutiva cronica, tabagismo e etilismo
(DEXTER et al., 2015; ELHOSSEINY; ATTIA, 2018).

2.4 ESPECIES EMERGENTES DE ACINETOBACTER NAO-BAUMANNII

Embora o A. baumannii seja a espécie mais comumente isolada no
ambiente hospitalar, o emprego de técnicas moleculares na identificacdo dos
isolados tem aumentado a importancia clinica de espécies de Acinetobacter néo-
baumannii, que incluem A. baylyi, A. junii, A. ursingii, A. haemolyticus, A. lwoffii, A.
parvus e A. bereziniae. Espécies ndo-baumannii tém sido responséaveis por
infeccbes hospitalares graves, como PAV, bacteremia e ITU, apresentando
frequentemente altos niveis de resisténcia aos antimicrobianos e codificando
importantes determinantes de resisténcia (Tabela 2). Dentre os isolados né&o-
baumannii detectados no HU estdo as espécies A. bereziniae, A. colistiniresistens,
A. haemolyticus, A. radioresistens e A. ursingii (TURTON et al., 2010; TOUCHON et
al., 2014; AL ATROUNI et al., 2016; LEE et al., 2015; TAKIZAWA et al., 2016; EZE;
CHENIA; ZOWALATY, 2018).

2.4.1 Acinetobacter bereziniae

Com a descricdo de novas espécies de Acinetobacter, foi levantada
a guestdo da importancia destes microrganismos como potenciais agentes de
infeccbes humanas. Dentre estas, o Acinetobacter bereziniae, espécie recém-
nomeada e pouco citada na literatura, tem sido responsavel por infec¢cdes humanas
e tem sido considerada reservatorio de genes codificadores de resisténcia a diversas
classes de antimicrobianos, até mesmo aos carbapenémicos (AL ATROUNI et al.,
2016; KUO et al., 2010; SUNG et al., 2014).
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Tabela 2. Espécies de Acinetobacter n&o-baumannii isoladas em humanos no

ambiente hospitalar.

Espécies

Fonte humana

Referéncias

A.

>

> » >»r>r » PP

A.

> »>»r2>>» >»> > > >P

baylyi

. beijerinckii

. bereziniae
. calcoaceticus

. colistiniresistens

. courvalinii

. djkshoorniae
. dispersus

. guillouiae

. gyllenbergii

. haemolyticus

.indicus
. johnsonii

. junii

. lwoffii

. modestus
. nosocomialis

. parvus
. pittii

. proteolyticus
. radioresistens

. schindleri
. seifertii

soli

. ursingii

. variabilis

vivianii

Sangue, secrecdo de ferida, Ulcera de
cornea

Coracao?, liquido de dialise peritoneal,
material respiratério, vesicula, swab de
garganta
Ferida, material respiratério®, sangue, urina
Ferida, material respiratério®, queimadura,
sangue

Abcesso, cateter, ferida, liquido
cefalorraquidiano, liquido pleural, sangue

Ferida, material respiratério, sangue

Urina

Ferida, Ulcera

Ferida, material respiratério, sangue, urina

Material respiratério, sangue, swab de
garganta, swab vaginal, urina
Liquido cefalorraquidiano, material

respiratério?, sangue
Swab
Abcesso, coracao?, sangue, urina

Material respiratério®, sangue
Abcesso, cateter, ferida,

cefalorraquidiano, material
queimadura, sangue, urina

liquido
respiratério®,

Sangue, urina

Material respiratério, material respiratoério®,
gueimadura, sangue, urina

Sangue

Ferida, liquido, cefalorraquidiano,
gueimadura, sangue, urina

Ferida, sangue

Material respirat6rio®, sangue, urina

Liquido pleural, urina

Material respiratorio, sangue, Ulcera
Material respiratério®, sangue

Abcesso, ferida, olho, material respiratério®,
sangue

Ferida, material respiratério®, sangue, urina

Ferida, sangue

CHEN et al., 2011; ZHOU et
al., 2011; LEE et al.,, 2009;
KIM et al., 2013; TURTON et
al., 2010

TURTON et al., 2010; NEMEC
et al., 2009

TURTON et al., 2010

LEE et al., 2009, TURTON et
al., 2010; NEMEC et al., 2015;
ZARRILI et al, 2018

ZARRILI et al, 2018; NEMEC
et al.,, 2017; LEE et al, 2014;
TAKIZAWA et al., 2016
NEMEC et al., 2016

ORTH et al., 2017

NEMEC et al., 2016

NEMEC et al., 2010

NEMEC et al., 2009

TURTON et al, 2010;
ZARRILI et al, 2018

BONNIN et al., 2014
TURTON et al, 2010;
MONTANA et al., 2016
TURTON et al, 2010;
ZARRILI et al, 2018

TURTON et al, 2010;

ZARRILI et al, 2018; NEMEC
et al.,, 2018; BROEK et al.,
2009

NEMEC et al., 2016

ZARRILI et al, 2018; NEMEC
etal., 2011

TURTON et al., 2010; NEMEC
et al., 2003

TURTON et al., 2010; NEMEC
etal., 2011

NEMEC et al., 2016

SAVOV et al.,, 2016; BRADY;
LEWIS; PFEIFFER, 2016
NEMEC et al., 2001

NEMEC et al., 2015

ZARRILI et al, 2018

TURTON et al., 2010; NEMEC

et al., 2001
TURTON et al, 2010;
ZARRILI et al, 2018;

KRIZOVA et al., 2015
NEMEC et al., 2016

a Endocardite; *,Pneumonia.
Fonte: Dados do estudo
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A espécie Acinetobacter bereziniae foi inicialmente descrita por
Bouvet e Grimont (1986) como Acinetobacter genomospecie 10, com base em
estudos de hibridacdo DNA-DNA e andlises fenotipicas. Em 2010, baseado na
congruéncia dos resultados da analise polifasica de 16 isolados pertencentes a esta
espécie genbmica, Nemec e colaboradores propuseram o nome A. bereziniae.
Nesse estudo foi observada a capacidade das cepas em oxidar glicose e crescer a
38°C, caracteristicas que podem ser utilizadas para a diferenciacao fenotipica desta
espécie. Os isolados utilizados foram recuperados de varias fontes, sendo elas
humanas (escarro, urina, sangue, ferida), animais (coelho, foca) e ambientais
(ambiente hospitalar, esgoto) (NEMEC et al, 2010).

Ha relatos na literatura de resisténcia aos antimicrobianos nesta
espécie, incluindo aos carbapenémicos, estando associada a presenca de genes
qgue codificam metalo-beta-lactamases (MBLs) do tipo IMP-1, IMP-5, IMP-19, NDM-
1, VIM-2 e SIM-1, e Carbapenem-hydrolyzing Class D B-lactamases (CHDLS) do tipo
OXA-58 e hiperexpressao da enzima intrinseca OXA-228-like (variantes OXA-229 e
OXA-257 por meio de mutacdo no promotor e da presenca da IS18 a montante do
gene, respectivamente). Além destes determinantes, foram detectados outros genes
codificadores de resisténcia aos beta-lactamicos (ampC, blaoxa-2, blaoxa-4, blaoxa-21),
aminoglicosiedos (aac6, aacA4, aadAl, aadB, aphA6, strA, strB), cloranfenicol
(catB8) e tetraciclina (tetA). No Brasil, nesta espécie foram identificados os genes
codificadores das metalo-beta-lactamases IMP-1 e NDM-1 (YAMAMOTO et al.,
2013; BROVEDAN et al., 2016; BONNIN et al.,, 2012; ZANDER et al., 2014;
GROSSO et al., 2015; LEE et al., 2010; SUNG et al., 2014; CHAGAS et al., 2015).

2.4.2 Acinetobacter colistiniresistens

A espécie Acinetobacter colistiniresistens foi inicialmente descrita
por Bouvet e Jeanjean (1989) como Acinetobacter genomospeciel3BJ e por
Tjernberg e Ursing (1989) como Acinetobacter genomospeciel4TU, utilizando a
hibridacdo DNA-DNA. Como estes dois grupos apresentavam uma cepa em comum,
ATCC 17905, foi adotado o termo genomospecie 13BJ/14TU. Em 2017, baseado na
congruéncia dos resultados da andlise polifasica de 24 isolados pertencentes a esta

espécie gendmica, Nemec e colaboradores propuseram o nome A. colistiniresistens.
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Nesse estudo foi observada a forte atividade hemolitica e proteolitica desta espécie,
que permite a diferenciacdo de outras espécies. Verificou-se também a capacidade
de oxidar glicose e crescer em fenilacetato e/ou I-fenilalanina. Os isolados foram
obtidos de fontes humanas, como cateter, ferida, liquido cefalorraquidiano, liquido
pleural, olho, pele, pus, sangue e vagina (NEMEC et al., 2017).

Estudos anteriores sugeriram que os isolados pertencentes a esta
espécie apresentavam resisténcia intrinseca a colistina, caracteristica nao
observada em outras espécies, sendo de grande importancia clinica devido
reintroducdo da colistina no tratamento de infec¢cdes causadas por Acinetobacter
MR. No estudo realizado por Nemec e colaboradores (2017) verificou-se que 0s
isolados utilizados apresentaram valores de concentracédo inibitéria minima (CIM) de
16-64 mg/L para colistina e 4-32 mg/L para polimixina B, enquanto espécies
clinicamente mais relevantes apresentaram CIM inferior a 2 mg/L. Assim, dado o
fendtipo de resisténcia as polimixinas sem a utilizacdo prévia de terapia com estes
antimicrobianos, sugeriu-se que esta caracteristica seja em decorréncia de uma
propriedade intrinseca desta espécie, por isso 0 nome A. colistiniresistens (NEMEC
et al., 2017). Os relatos desta espécie na literatura sdo escassos e 0S genes
codificadores de carbapenemase do tipo CHDL detectados foram blaoxa-23 € blaoxa-
286 € também da MBL blavpe-3a. Até 0 presente momento ndo hé relatos desta
espécie no Brasil (ZANDER et al, 2014a; TIAN et al., 2018; SUZUKI et al., 2018-

ainda ndo publicado).

2.4.3 Acinetobacter haemolyticus

A espécie Acinetobacter haemolyticus, também conhecida como
genomospecie 4, foi inicialmente descrita por Stenzel e Mannheim (1962) como
Achromobacter haemolyticus. Em 1963, Bouvet e Grimont a partir do estudo de 23
isolados utilizando hibridizacdo DNA-DNA e métodos fenotipicos propuseram o
nome A. haemolyticus. Nesse estudo foi observada a capacidade hemolitica e
proteolitica dos isolados, bem como o potencial de utilizar DL-4-aminobutirato, mas
nao DL-lactato. Os isolados foram recuperados de fontes humanas e ambientais.

Na literatura foi descrita a presenca deste patbgeno como agente

causador de endocardites, bem como diarreia sanguinolenta mediada pela producao
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de toxina Shiga. Além disso, foram detectados determinantes de resisténcia aos
beta-lactamicos e aminoglicosideos, que incluem blanowm-1, blaoxa-40, aac(6’)-lg e
armA (STENZEL; MANNHEIM, 1963; FIGUEIREDO et al., 2012; LAMBERT et al.,
1993; QUINTEIRA et al., 2007; CHATTERJEE et al., 2016).

2.4.4 Acinetobacter radioresistens

A espécie Acinetobacter radioresistens foi proposta por Nishimura,
Ino e lizuka em 1988 para isolados resistentes a radiacdo recuperados de amostras
de algodao e solo, baseado em hibridizacdo DNA-DNA e analises fenotipicas. Nesse
estudo foi observada a alta resisténcia a irradiacdo de raios gama destes isolados,
bem como a capacidade de crescer a 42°C, utilizar malonato e L-leucina.
Considerada uma das espécies de Acinetobacter mais comuns no ambiente
hospitalar, & intrinseca portadora do gene blaoxa-23-ike, que € expresso em baixos
niveis. Fonte da carbapenemase adquirida mais disseminada e clinicamente
relevante em A. baumannii, acredita-se que a troca genética entre as espécies
possa ter ocorrido em humanos, levando em conta o fato de que ambos o0s
patbgenos séo identificados na pele humana, especialmente em pacientes
hospitalizados (POIREL et al., 2008).

Embora frequente na microbiota humana (pele), ha relatos deste
patdgeno na literatura causando infecces como bacteremia e pneumonia. Apesar
de apresentar a blaoxa-2s-iike intrinseca, a resisténcia aos carbapenémicos raramente
€ descrita na espécie e foi relatada apenas na presenca dos genes codificadores de
carbapenemases blaoxa-ss, blaimp-1 e blacim1 (VISCA et al., 2001; SAVOV et al.,
2016; MENDES et al., 2009; HIGGINS; ZANDER; SEIFERT, 2012; HERRMANN et
al., 2014).

2.4.5 Acinetobacter ursingii

A espécie Acinetobacter ursingii, também conhecida como phenon 1,
foi descrita por Nemec e colaboradores em 2001 a partir do estudo de 29 isolados
utilizando hibridacdo DNA-DNA, analise de polimorfismo por Amplified Fragment
Length Polymorphism (AFLP) e métodos fenotipicos. Nesse estudo foi observado o
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crescimento a 37°C, além da utilizagdo de glutarato, L-aspartato e 4-
hidroxibenzoato. Os isolados foram recuperados de fontes humanas, incluindo
sangue, pus, ferida, entre outros (NEMEC et al., 2001).

Dados clinicos e epidemiolégicos ressaltaram o potencial deste
patbgeno em causar infec¢des de corrente sanguinea, especialmente em pacientes
imunocomprometidos e com comorbidades graves, no entanto, ha relatos de
infeccbes em pacientes imunocompetentes. Foi descrito nesta espécie genes
codificadores de resisténcia aos beta-lactamicos que incluem blaoxa-ss, blavp-1,
blanom-1 blatem-116, blactx-w-1s € blaves-1; € aos aminoglicosideos como aac6-1l e
aadA4 (NEMEC et al., 2001; DUCASSE et al., 2008; ENDO et al., 2012; CHIU et al.,
2015; YAKUT et al., 2016; PALKOVA; MINARIK, SOLTYS, 2018; FACCONE et al.,
2019).

2.5 DEFINICOES DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM ACINETOBACTER

SPP.

Atualmente, os critérios utilizados para a classificacdo de resisténcia
dos isolados de Acinetobacter spp., e outros patdégenos bacterianos importantes,
foram estabelecidos em 2011 por um comité de especialistas em resisténcia aos
antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012). Baseado no perfil de resisténcia as
classes de antimicrobianos utilizados na clinica para o tratamento de infec¢des por
Acinetobacter spp. (Tabela 3), estes podem ser classificados em multirresistentes
(MR), extensivamente resistentes (ER) e pan resistentes (PR), onde:

e MR: isolados ndo sensiveis a pelo menos 1 agente em 3 ou mais
classes de antimicrobianos utilizados no tratamento das
infeccdes por Acinetobacter spp.;

e ER: isolados ndo sensiveis a pelo menos 1 agente em todas as
classes, mas sensivel a pelo menos 1 antimicrobiano utilizado
no tratamento das infec¢des por Acinetobacter spp.;

e PR: isolados ndo sensiveis a todos 0s agentes antimicrobianos

utilizados no tratamento das infec¢des por Acinetobacter spp.



Tabela 3. Classes de antimicrobianos utilizados para o tratamento de infeccbes por

Acinetobacter spp.

Classes de antimicrobianos

Agentes antimicrobianos

Penicilinas + Inibidores de beta-
lactamases
Penicilinas Antipseudomonas +
Inibidores de beta-lactamases
Cefalosporinas de Espectro
Extendido

Ampicilina-sulbactam

Piperacilina-tazobactam
Ticarcilina-acido cluvulanico
Cefotaxima
Ceftriaxona

Ceftazidima

Cefepime

Carbapenémicos Imipenem
Meropenem
Doripenem
Ciprofloxacin
Levofloxacin

Fluoroquinolonas

Aminoglicosideos Amicacina
Gentamicina
Tobramicina
Inibidores da via do folato Sulfametoxazol-trimetoprim

Tetraciclinas Tetraciclina
Doxiciclina

Minociclina

Glicilglicinas Tigeciclina
Polimixinas Polimixina B

Colistina

Fonte: Adaptado de MAGIORAKOS et al., 2012.

2.6 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM ACINETOBACTER

SPP.

Atualmente, os elevados indices de RA, bem como as altas taxas de
isolados de Acinetobacter MR, tornaram o tratamento de infec¢cdes causadas por
este patébgeno um grande desafio. Isto se deve a notdria plasticidade gendmica
deste microrganismo, que permite o acumulo de determinantes de resisténcia as
principais classes de antimicrobianos utlizados na pratica clinica, aliado a
mecanismos intrinsecos como a expressdo de sistemas de efluxo, em especial da
familia resistance-nodulation-division (RND), que apresentam uma ampla gama de
substratos incluindo diversas classes de antimicrobianos, antissépticos, corantes,
biocidas e detergentes (LEE et al.,, 2017; LIN; LAN, 2014; VIEIRA; PICOLI, 2015;
MEDEIROS; LINCOPAN, 2013; COYNE; COURVALIN, PERICHON, 2011; RANI et
al., 2017).
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A baixa permeabilidade da parede bacteriana, a presenca de
sistemas de efluxo e a producdo de enzimas hidrolisadoras e/ou modificadoras de
antimicrobianos conferem ao A. baumannii uma resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos como ertapenem, aztreonam, aminopenicilinas, cefalosporinas de 12
e 22 geragdo, e cloranfenicol (COYNE; COURVALIN, PERICHON, 2011; RUPPE;
WOERTHER; BARBIER, 2015).

Em adicdo, patdgenos deste género podem apresentar resisténcia
adquirida a praticamente todos os antimicrobianos a qual é mediada por mutacdes
em genes cromossdmicos que levam a inativacdo, modificacdo ou superexpressao
de funcbes celulares resultando em hiperexpressdo de mecanismos intrinsecos
(sistemas de efluxo e producdo de beta-lactamases, como OXA-51 e AmpC);
alteracdo da permeabilidade pela perda ou modificacdo de porinas da membrana
externa; modificacdo do sitio de ligagdo do antimicrobiano (topoisomerases,
proteinas ribossomais e PBPs (COYNE; COURVALIN; PERICHON, 2011; LUPO;
HAENNI; MADEC, 2017; RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015; RANI et al., 2017).

A resisténcia adquirida também é mediada pela aquisicdo de
determinantes de resisténcia através da transferéncia horizontal de genes, processo
facilitado por caracteristicas como o grande potencial de aquisicdo, processamento e
integracdo de DNA exdgeno de forma estavel ao cromossomo deste patégeno
considerado “naturalmente competente”. Estas caracteristicas sdo mediadas por
varios fatores, como o pili do tipo IV e genes codificadores de proteinas
relacionadas a competéncia bacteriana, que incluem comA, comC, comB, comE,
comF e comP (HARDING et al, 2013; FULSUNDAR et al.,, 2014; SILVA;
DOMINGUES, 2016; ALMASAUDI, 2018; GARCIA et al., 2018). A aquisicdo de
elementos genéticos moveis (transposon, integron, plasmideo) por meio de
transformacao natural ou conjugacdo € um mecanismo importante para a aquisi¢cao
e disseminacdo de determinantes de resisténcia entre os patdgenos. Estes
elementos podem carrear genes codificadores de enzimas hidrolisadoras ou
modificadoras de antimicrobianos (beta-lactamases e enzimas modificadoras de
aminoglicosideos), além de mecanismos ndo enzimaticos (Qnr). Uma vez que estes
plasmideos geralmente suportam multiplos determinantes de resisténcia, uma Unica
conjugacdo € capaz de conferir um fendtipo de resisténcia a mudltiplos
antimicrobianos ao isolado receptor (RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015;
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ELHOSSEINY; ATTIA, 2018; CAVALCANTI et al., 2017; LEE et al, 2017,
ALMASAUDI, 2018; ROYER et al., 2018).

2.6.1 Resisténcia aos carbapenémicos

Os carbapenémicos sao antimicrobianos beta-lactamicos, com
atividade bacteriostatica, que inibem a sintese da parede celular bacteriana. Estes
farmacos séo utilizados no tratamento de infec¢cdes causadas por Acinetobacter spp.
desde 1990 e séo considerados antimicrobianos de escolha na terapia de infec¢des
causadas por patdogenos MR (TIAN et al., 2018; ASIF; ALVI; REHMAN, 2018). Os
mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos incluem a modificacdo ou perda de
proteinas de membrana externa (Omp e CarO), modificacbes nos sitios de ligacéo
(PBP), hiperexpressdo de sistemas de efluxo (AdeABC, AdeFGH e AdelJK) e
produgcédo de carbapenemases, principalmente de CHDL e MBL. O aumento da
resisténcia mundial aos carbapenémicos em Acinetobacter é alarmante, sendo
considerado um importante problema de saude, pois limita drasticamente as opcoes
terapéuticas disponiveis (LIN; LAN, 2014; RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015;
LEE et al., 2017; TIAN et al., 2018; ROYER et al., 2018; CAVALCANTI et al., 2017;
ASIF; ALVI; REHMAN, 2018).

2.6.1.1 Beta-lactamases

As beta-lactamases, enzimas que promovem a hidrélise dos beta-
lactamicos, podem ser classificadas de acordo com suas propriedades funcionais e
moleculares. A classificacdo descrita por Ambler € baseada na homologia dos
aminoacidos, ou seja, na sua estrutura molecular, classificando-as em quatro
classes principais, onde as classes A, C e D (serino carbapenemases) apresentam o
aminoacido serina no seu sitio ativo, enquanto a classe B (metalo-betalactamases)
apresenta um metal divalente, como o zinco (CODJOE; DONKOR, 2018;
ALMASAUDI, 2018).

As enzimas denominadas carbapenemases, por sua vez, consistem
em beta-lactamases pertencentes as classes A, B e D de Ambler que apresentam

amplo espectro de acdo e a propriedade comum de hidrolisar os carbapenémicos. A
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producdo de carbapenemase € considerada o mecanismo de resisténcia mais
relevante no panorama atual de emergéncia de cepas de A. baumannii MR (VIEIRA,;
PICOLI, 2015; CODJOE; DONKOR, 2018). No inicio da década de 1990, todas as
carbapenemases descritas eram codificadas cromossomicamente, no entanto,
posteriormente a presenca de carbapenemases codificadas por genes plasmidiais
foi detectada, alterando os padrbes de disseminacdo destas enzimas. Quando
associados a elementos genéticos moveis, como insertion sequences (IS),
transposons, integrons e plasmideos, o potencial de disseminacdo destes
determinantes de resisténcia dentro do género Acinetobacter por transposicdo e
transferéncia horizontal de genes é aumentado. Além disso, as IS podem atuar
como sequéncias promotoras destes genes, aumentando sua expressao e reduzindo
adicionalmente a sensibilidade aos carbapenémicos (ZANDER et a, 2014a;
QUEENAN; BUSH, 2007; VIEIRA; PICOLI, 2015; CORTIVO et al., 2015;
ESCANDON-VARGAS et al., 2016; ROYER et al., 2018).

2.6.1.1.1 Classe A de Ambler

As enzimas da classe A de Ambler podem ser classificadas em
narrow-spectrum beta-lactamases (NSBLs) que hidrolisam cefalosporinas de
espectro limitado, extended-spectrum beta-lactamases (ESBLsS) que conferem
resisténcia a penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e monobactamicos, e
enzimas com atividade de carbapenemase as quais sao capazes de hidrolisar uma
ampla variedade de beta-lactamicos, incluindo penicilinas, carbapenémicos,
cefalosporinas e monobactamicos, e todas estas enzimas podem ser inibidas pelo
acido clavulanico e tazobactam. Em Acinetobacter as enzimas da classe A mais
comumente identificadas sdo Pseudomonas Extended Resistant (PER-1, -2, -3, -7, -
8), Vietnam Extended-spectrum Beta-lactamase (VEB-1, -3, -7) e Guiana Extended
Spectrum (GES-1, -5, -11, -12, -14, -22), a qual apresenta algumas variantes com
atividade de carbapenemase. E menos frequentemente Temoniera beta-lactamase
(TEM-92, -116), Sulphydryl-Variable beta-lactamase (SHV-5, -12), Cefotaxime
Munich (CTX-M-2, -15, -43), além da enzima Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase (KPC-2, -3, -4, -10) (DJAHMI et al., 2014; POTRON; POIREL;
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NORDMANN, 2015; RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015; RIBEIRO et al., 2016;
WENZLER et al., 2017; ALMASAUDI, 2018).

A enzima GES (GES-1) foi descrita pela primeira vez em 1998 em
um isolado de Klebsiella pneumoniae da Guiana Francesa, e desde entdo tem sido
reportada em varias espécies de bactérias Gram-negativas. Atualmente, foram
descritas 31 variantes enzimaticas de GES
(ftp:/Mftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, altimo acesso:
31/01/2019), dentre as quais algumas variantes apresentam atividade hidrolitica
frente aos carbapenémicos (GES-2, -4, -5, -6, -11, -12 -14, -15, -16, -18, -20, -21, -22
e -24) (KESSIS et al., 2014; ESCANDON-VARGAS et al., 2016; WENZLER et al.,
2017). Em Acinetobacter spp. o gene codificador desta enzima pode estar associado
a integrons de classe 1 e/ou plasmideos. A variante GES-14, localizada em
plasmideo, consiste na primeira beta-lactamase descrita capaz de hidrolisar todos os
beta-lactamicos, em decorréncia de substituicbes de aminoacidos (Glil70Ser and
Gli243Ala) (BOGAERTS et al., 2010; ESCANDON-VARGAS et al., 2016; LEE et al.,
2017; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016; BONNIN et al., 2011; IBRAHIM, 2019).

A enzima KPC (KPC-1, sequéncia posteriormente reconhecida como
idéntica a KPC-2) foi identificada pela primeira vez em 1996 em um isolado de
Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos nos EUA, durante o estudo
de vigilancia do ICARE (Intensive Care Antimicrobial Resistance Epidemiology)
(ESCANDON-VARGAS et al., 2016). Esta carbapenemase da classe A de Ambler,
apresenta atualmente 20 variantes enziméaticas descritas
(ftp:/fitp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, altimo acesso:
21/01/2019). Na literatura, os relatos de Acinetobacter spp. carreando genes
codificadores da enzima KPC sao raros. A primeira detec¢do do gene no género foi
em 2009 em isolados clinicos do complexo Abc em Porto Rico, nos quais foram
identificadas os genes codificadores de KPC-2, -3, -4 e -10 (ROBLEDO et al., 2010;
ROBLEDO; AQUINO; VAZQUEZ, 2011; WONG et al., 2017; WENZLER et al. 2017).
No Brasil, as variantes blakpc-2 € blakpc-3 foram detectadas em isolado clinicos de A.
baumannii no Maranhé&o (RIBEIRO et al., 2016).



40

2.6.1.1.2 Classe B de Ambler

As enzimas da classe B de Ambler ou metaloenzimas apresentam
capacidade hidrolitica frente a todos os beta-lactamicos, exceto monobactamicos,
séo resistentes aos inibidores de beta-lactamase comercialmente disponiveis, no
entanto, sua atividade é inibida por agentes quelantes de metais, como o acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) e o acido 2-mercaptopropidnico (2-MPA)
(DOBRZANIECKA et al., 2014; LEE et al., 2017; ALMASAUDI, 2018). Atualmente,
as enzimas IMP, VIM, NDM e GIM apresentam, respectivamente, 52 (IMP-1 a IMP-
58), 48 (VIM-1 a VIM-51), 16 (NDM-1 a NDM-16) e 2 (GIM-1 e GIM-2) variantes
enzimaticas descritas (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab,
altimo acesso: 31/01/2019). Geralmente localizadas em elementos genéticos
moveis, as principais MBLs identificadas em Acinetobacter spp. sdo Imipenemase
(IMP-1, -2, -4, -5, -6, -8, -11, -14, -19, -55) detectada na Europa, Asia e América
Latina; Verona Integron-encoded Metallo-beta-lactamase (VIM-1, -2, -3, -4, -6, -11)
na Asia e Europa; e New Delhi Metallo-beta-lactamase (NDM-1, -2) na Asia, Europa
e Africa. Além destas, as enzimas Seoul Imipenemase (SIM-1) na Asia e German
Imipenemase (GIM-1) na Europa também foram descritas em isolados de
Acinetobacter spp. (ZARRILI et al., 2013; POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015;
PAGANO, MARTINS; BARTH, 2016; WENZLER et al., 2017; SHIN; PARK, 2017;
ALMASAUDI, 2018; SOLTANI et al., 2018; REZAEI et al., 2018). No Brasil, ja foram
detectados os genes codificadores das enzimas IMP-1 (TOGNIM et al., 2006; CAYO,
et al, 2018), IMP-10 (CAYO et al., 2015) e NDM-1 (PILLONETTO et al., 2014;
PAGANO et al. 2015; CHAGAS et al., 2015).

2.6.1.1.3 Classe C de Ambler

As enzimas da classe C de Ambler, também conhecidas como
cefalosporinases cromossbmicas do tipo AmpC ou Acinetobacter-Derived
Cephalosporinase (ADC-1, -3, -4, -6, -7, -11, -26, -30, -33, -56, -57, -68, -73, -76, -77,
-81), sdo enzimas intrinsecas produzidas em niveis basais pelo Acinetobacter, que
apresentam capacidade de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de espectro

limitado. As enzimas AmpC, ao contrario do observado em outros microrganismos



41

Gram-negativos, ndo sdo induziveis em Acinetobacter, sendo sua hiperexpressao
regulada pela presenca de um elemento ISAbal ou 1S1135 a montante do gene,
promovendo resisténcia a penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro. Algumas
variantes da enzima ADC, como ADC-33 e ADC-56, apresentam adicionalmente
atividade hidrolitica a cefalosporinas de quarta geracdo (cefepime), sendo
denominadas de Extended-Spectrum AmpC (ESAC) (PELEG,; SEIFERT,;
PATERSON, 2008; RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015; WENZLER et al., 2017;
SHIN; PARK, 2017; ALMASAUDI, 2018).

2.6.1.1.4 Classe D de Ambler

As enzimas da classe D de Ambler, também denominadas
oxacilinases (OXA), podem ser classificadas em Narrow-Spectrum Oxacillinases
(NS-OXA) que apresentam atividade hidrolitica frente a penicilinas, cefalosporinas
de limitado e amplo espectro, Extended-Spectrum Oxacillinases (ES-OXA) que séo
capazes de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro, e em CHDLs
que sdo enzimas com atividade intrinseca de carbapenemases, que hidrolisam
penicilinas e carbapenémicos, as quais, geralmente, ndo séo inibidas pelo &cido
clavulanico, tazobactam e sulbactam, enquanto podem ser inibidas in vitro pelo
cloreto de sodio (NaCl). As CHDLs consistem nas beta-lactamases adquiridas mais
prevalentes no género Acinetobacter e a principal causa de resisténcia aos
carbapenémicos neste patégeno (VALA et al., 2014; POTRON; POIREL;
NORDMANN, 2015; RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015; DJAHMI et al., 2014;
ALMASAUDI, 2018).

As CHDLs sao responsaveis por promover a reducdo da
sensibilidade aos carbapenémicos, uma vez que, normalmente, a maioria dos
isolados de Acinetobacter expressam fracamente estas enzimas. Niveis clinicamente
relevantes de resisténcia aos carbapenémicos frequentemente observada em
isolados de Acinetobacter se devem a hiperexpressdo destes genes associada a
outros mecanismos de resisténcia, que incluem perda/modificacdo de porinas,
hiperexpressdo de sistemas de efluxo, bem como presenca de outras
carbapenemases (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015; WENZLER et al., 2017).
Em Acinetobacter spp. as principais CHDLs identificadas podem ser subdivididas em
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seis grupos: OXA-23-like, OXA-51-like, OXA-24/40-like, OXA-58-like, OXA-143-like e
OXA-235-like (Tabela 4).

Além das CHDLs adquiridas, algumas espécies de Acinetobacter
apresentam a ocorréncia natural de genes codificadores de carbapenemases do tipo
CHDLs, como é o caso das espécies A. baumannii (blaoxa-siiike), A. radioresistens
(blaoxa-23), A. Iwoffii (blaoxa-134), A. johnsonii (blaoxa-211), A. calcoaceticus (blaoxa-213),
A. haemolyticus (blaoxa-214), A. bereziniae (blaoxa-22s-ike), A. schindleri (blaoxa-23s-iike),
A. rudis (blaoxa-ees), A. bohemicus (blaoxa-296), A. tandoii (blaoxa-ss4), A. guillouiae
(blaoxa-27a) e A. gyllenbergii (blaoxa-286), cuja identificacdo destes fornecem
ferramentas adicionais para a identificacdo de espécies de Acinetobacter (BONNIN
et al., 2012; ZANDER et al, 2014; ZANDER et al, 2014a; EVANS; AMYES, 2014;
TIAN et al., 2018). Estes genes intrinsecos podem ser capturados por IS e se
tornarem genes de resisténcia adquiridos, que tém o potencial de evoluir e expandir
seu espectro de atividade, apresentando taxas de resisténcia aumentada mediada
por mutagdes, como demonstrado para o gene blaoxa-s1 (TIAN et al, 2018; LEE et al.,
2012; CODJOE; DONKOR, 2018).

A primeira CHDL identificada foi inicialmente denominada
Acinetobacter Resistant to Imipenem (ARI-1) e posteriormente renomeada OXA-23,
apos analise de sequenciamento revelar que se tratatava de uma beta-lactamase da
classe D de Ambler. O primeiro relato desta enzima foi em um isolado clinico de A.
baumannii resistente a imipenem na Escdcia em 1985, curiosamente no mesmo ano
em que o imipenem foi aprovado para uso clinico (PATON et al., 1993; SCAIFE et
al., 1995). Atualmente, foram descritas 26 variantes enzimaticas (POIREL et al.,
2008; ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, dltimo acesso:
31/01/2019), as quais podem ser encontradas integradas ao cromossomo bacteriano
ou inseridas em plasmideos. O gene blaoxa-23-ike pode estar associado a ISAbal ou
ISAbad4, compondo 0s contextos genéticos relatados na literatura como
responsaveis pela sua disseminagédo (Tn2006, Tn2007, Tn2008, Th2008B, Tn2009)
(CORVEC et al, 2007; CHEN et al, 2017; DJAHMI et al., 2014; NIGRO; HALL, 2016).
Estas enzimas s&do capazes de hidrolisar cefalosporinas de segunda geracdo
(cefuroxima e cefoxitina), penicilinas de amplo espectro (ampicilina e amoxicilina),
piperacilina, oxacilina, monobactamicos (aztreonam) e carbapenémicos, e a variante

OXA-146, adicionalmente, hidrolisa cefalosporinas de terceira geracéo (ceftazidima),
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Tabela 4. Variantes enzimaticas de beta-lactamases da classe D hidrolisadoras de
carbapenémicos

Grupo
Filogenético

Variantes

blaoxa-23-like

blaoxa-24/40-
like

blaoxa-51-like

blaoxa-ss-like
blaoxa-143-iike
blaoxa-235-like

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-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-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, OXA-236, OXA-237

Fonte: HIGGINS et al, 2013; JUNE et al., 2016; POIREL et al., 2008; SILVA et al., 2002 —
ainda ndo publicado; ftp:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, ultimo
acesso: 31/01/20109.

sendo a primeira carbapenemase do tipo CHDL detectada com atividade hidrolitica
comparavel a ESBLs (EVANS; AMYES, 2014; KAITANY et al, 2013). Considerada a

subclasse de CHDL adquirida mais comum em A. baumannii, a presenca de ISAba a

montante dos genes codificadores desta enzima podem atuar na regulacdo de sua

expressao génica, conferindo elevadas taxas de resisténcia aos carbapenémicos
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(EVANS; AMYES, 2014; ZANDER et al, 2014a; NIGRO; HALL, 2016). No Brasil, foi
detectada pela primeira vez em isolados clinicos recuperados no ano de 1999 na
cidade de Curitiba e desde entdo se disseminou pelo pais (DALLA-COSTA et al.,
2003). Embora seja considerada a CHDL adquirida mais prevalente e o principal
mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em isolados clinicos de A.
baumannii, alguns hospitais brasileiros tem reportado um perfil diferente, com
predominio da OXA-143 (ROYER et al., 2018; CAYO et al., 2015; CARVALHO et al.,
2016; SCHUERTZ et al., 2018).

A enzima OXA-24/40 foi inicialmente descrita em um isolado de
CRAD recuperado do ano de 1997 na Espanha (BOU; OLIVER; BELTRAN, 2000).
Atualmente, foram descritas 9 variantes enzimaticas (SILVA et al., 2002 — ainda néo
publicado; ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, altimo
acesso: 31/01/2019), as quais apresentam capacidade hidrolitica contra penicilinas
(benzilpenicilina), cefalosporinas de primeira geracdo (cefaloridina) e
carbapenémicos, e sua atividade enzimatica pode ser inibida por ions cloreto e pelos
inibidores de beta-lactamases tazobactam, sulbactam e &cido clavulanico (BOU;
OLIVER; BELTRAN, 2000; EVANS; AMYES, 2014). No Brasil, a primeira detec¢éo
ocorreu em Sao Paulo em um isolado clinico de Acinetobacter spp. de 2007
(MENDES et al, 2008), e desde entdo foi identificado em Pernambuco
(CAVALCANTI et al., 2013), Parana (PAGANO, et al.,2017), Rio Grande do Sul
(PAGANO et al., 2016; PAGANO et al., 2018) e Minas Gerais (AZEVEDO et al.,
2018).

A enzima OXA-51, por sua vez, foi descrita pela primeira vez em
isolados clinicos de CRADb recuperados do periodo de 1993 a 1994 na Argentina
(BROWN; YOUNG; AMYES, 2005). O gene blaoxas1 € utilizado como marcador
genético para a identificagcdo presuntiva da espécie A. baumannii, por se tratar de
uma carbapenemase intrinseca da espécie. Com a descricdo deste gene em
isolados de Acinetobacter nosocomialis (genomospecie 13TU) em Taiwan, pode nao
ser apropriada sua utilizacdo para a discriminacdo de espécies, entretanto, varios
autores utilizam esta abordagem e alegam né&o interferir na analise e concluséo dos
resultados, uma vez, que se trata de um gene intrinseco a espécie e que os relatos
em espécie ndo-baumannii séo raros (TURTON et al., 2006; SOHRABI et al., 2012;
LEE et al.,, 2009; LEE et al.,, 2012; CASTILHO et al., 2017; RANI et al., 2018).
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Atualmente, foram descritas 160 variantes enzimaticas (JUNE et al., 2016;
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, ualtimo acesso:
31/01/2019), as quais sao codificadas por cromossomos e plasmideos, e o elevado
namero de variantes sugere que estas enzimas tem estado sob consideravel
pressdo seletiva pelo uso de antimicrobianos levando a ocorréncia de novas
variantes, que provavelmente apresentam atividade hidrolitica variada. Apenas a
presenca do gene blaoxa-si-ike, devido sua baixa atividade hidrolitica, ndo é capaz de
promover resisténcia aos carbapenémicos, no entanto, quando associado a ISAbal
foi observado o aumento da concentracdo inibitoria minima (CIM) aos
carbapenémicos (TURTON, 2006a; EVANS; AMYES, 2014; RUPPE; WOERTHER;
BARBIER, 2015).

A enzima OXA-58 foi relatada inicialmente na Franca, em 2003, em
um isolado clinico de CRAb (POIREL et al, 2005). Atualmente, foram descritas 7
variantes enzimaticas (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab,
altimo acesso: 31/01/2019), as quais apresentam baixa atividade hidrolitica contra
penicilinas e carbapenémicos, sdo capazes de hidrolisar algumas cefalosporinas de
primeira (cefalotina) e quarta geragdo (cefpiroma), mas nao outras como
ceftazidima, cefotaxima (terceira geracao) e cefepime (quarta geracado). A presenca
de outros mecanismos simultaneamente permite a identificacdo de altos niveis de
resisténcia aos carbapenémicos (POIREL et al, 2005; EVANS; AMYES, 2014). O
gene codificador desta enzima pode estar associado a IS do tipo ISAbal, ISAba2,
ISAbal25 e 1S18, no entanto, € comumente relatado o mesmo estar flanqueado em
ambos os lados por ISAba3-like formando um transposon composto. Normalmente,
a ISAba3 a montante do gene é interrompida por outra IS, como a ISAba2,
ISAbal25, ISAba825, 1IS1008 e 1S18, onde estes elementos apresentam promotores
hibridos que podem regular a expressao do gene, conferindo niveis de resisténcia
variados (POIREL et al, 2005; POIREL, NORDMANN, 2006; EVANS; AMYES, 2014;
PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016). No Brasil, a primeira deteccéo foi realizada em
um isolado clinico de A. baumanni de 2007 (GUSATTI et al., 2012), e desde entao
tem sido detectada esporadicamente em isolados clinicos e ambientais de A.
baumannii (FIGUEIREDO et al.,, 2011; ANTONIO et al., 2011; CASTILHO et al.,
2017) e A. seifertii (CAYO et al., 2016; NARCISO et al., 2017).
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A enzima OXA-143 teve sua primeira descricdo em 2004, no Brasil,
em um isolado clinico de CRAD, que néo apresentava nenhuma classe de CHDLs
até entdo conhecida (HIGGINS et al., 2009). Atualmente, foram descritas 6 variantes
enzimaticas  (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, ultimo
acesso: 31/01/2019), as quais sao capazes de hidrolisar penicilinas e
carbapenémicos. O gene codificador desta enzima pode estar associado a presenca
de ISAbal (HIGGINS et al, 2009; EVANS; AMYES, 2014). No Brasil, a OXA-143 é a
segunda CHDL adquirida mais prevalente em isolados de A. baumannii
(VASCONCELOS et al., 2015; CAYO et al., 2015; AZEVEDO et al., 2018). Além da
OXA-143 descrita em S&o Paulo e Rio de Janeiro, foram detectadas as variantes
OXA-231 no Parana (GIONCO et al., 2012) e OXA-253 em Minas Gerais (GIRLICH
et al., 2014), Pernambuco (CAVALCANTI et al., 2017) e Parand (ROMANIN, 2018).

A enzima OXA-235, CHDL intrinseca de A. schindleri, foi descrita
pela primeira vez por Higgins e colaboradores (2013), num estudo utilizando
isolados de A. baumannii recuperados em hospitais do EUA e México entre 2005 e
2009, onde além da deteccdo desta nova classe, foi identificada a existéncia de
duas variantes (OXA-236 e OXA-237). Atualmente, foram descritas 3 variantes
enzimaticas (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab; HIGGINS
et al, 2013), as quais séo capazes de hidrolisar penicilinas e carbapenémicos, mas
nao cefalosporinas de amplo espectro. O gene codificador desta enzima esta
associado a ISAbal (HIGGINS et al, 2013; POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015).

Até a data, ndo ha relato deste gene no Brasil.

2.6.2 Resisténcia aos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sé@o antimicrobianos utilizados no tratamento
de uma ampla gama de infec¢des cuja atividade € dependente da ligacdo deste
farmaco ao 16S rRNA. O mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos mais
prevalente é a modificacdo dos grupamentos amino ou hidroxila pelas enzimas
modificadoras de aminoglicosideos (AMEs). As AMEs consistem em
acetiltransferases (AAC), nucleotidiltransferases (ANT) ou adeniltransferases (AAD),
e fosfotransferases (APH), as quais ja foram descritas em Acinetobacter spp. Os

genes codificadores destas enzimas, geralmente, estdo inseridos em elementos
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genéticos moveis, identificados frequentemente em integrons de classe 1 (POTRON,;
POIREL; NORDMANN, 2015; RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015; ASIF, ALVI,
REHMAN, 2018; ALMASAUDI, 2018; LEE et al., 2017).

Genes codificadores de 16S rRNA metiltransferases (metilases),
como armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtD2, rmtE, rmtF, rmtG, rmtH e npmA, tém
sido identificados em Acinetobacter spp. e sdo responsaveis pela metilacdo do 16S
rRNA, modificando o alvo do antimicrobiano, conferindo alto nivel de resisténcia aos
aminoglicosideos, exceto neomicina. Estes genes, normalmente, estao inseridos em
transposons 0s quais, por sua vez, em plasmideos conjugaveis, o que facilita a
disseminacédo destes determinantes. Outros mecanismos envolvidos na resisténcia
aos aminoglicosideos incluem a diminuicdo da permeabilidade da membrana
externa, alteracbes nas proteinas ribossdbmicas, bem como hiperexpressdo de
sistemas de efluxo (AdeABC, AbeM) (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015;
RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015; SHIN; PARK, 2017; ALMASAUDI, 2018;
ASIF, ALVI, REHMAN, 2018).

2.6.3 Resisténcia as Quinolonas

O principal mecanismo responsavel por conferir resisténcia as
quinolonas consiste em mutagdes cromossOmicas pontuais nos genes gyrA
(Ser83Leu) e parC (Ser80Leu e Glu84Lis), codificadores da DNA-girase e da
topoisomerase |V, respectivamente, com consequente reducdo da afinidade ao
antimicrobiano conferindo altos niveis de resisténcia. Em Acinetobacter, a
diminuicdo da permeabilidade (OMPs) e a hiperexpressédo de sistemas de efluxo
(AdeABC, AdelJK, AbeM) também desempenham um papel importante na
resisténcia as quinolonas. Outros mecanismos de resisténcia descritos em A.
baumannii incluem os genes Quinolone Resistance (qnrA, gnrB e gnrS), mediados
por plasmideos, os quais codificam proteinas que se ligam a DNA-girase e a
topoisomerase 1V, impedindo a ligagdo das quinolonas a estas estruturas (POTRON;
POIREL; NORDMANN, 2015; RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015; ASIF, SHIN;
PARK, 2017; ALVI, REHMAN, 2018; ALMASAUDI, 2018; LUPO; HAENNI; MADEC,
2018).
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2.6.4 Resisténcia as Tetraciclinas e Glicilglicinas

Pertencente a classe das tetraciclinas, a minociclina foi introduzida
pela primeira vez na prética clinica para tratamento de infec¢des por Acinetobacter
na década de 1960. O mecanismo de resisténcia as tetraciclinas em Acinetobacter
baumannii ocorre, principalmente, mediado pela hiperexpressdo de sistemas de
efluxo (TetA, TetB, AdeABC) e pela acdo de proteinas de protecdo ribossémica
(TetM) que protegem o ribossomo da acéo das tetraciclinas por meio da alteracéo da
conformacao do seu sitio de ligagdo no 16S rRNA, promovendo sua dissociacao do
ribossomo e impedindo sua religacdo (DONHOFER et al., 2012; SHIN; PARK, 2017;
ALMASAUDI, 2018).

O antimicrobiano tigeciclina, pertencente a classe das glicilglicinas,
consiste em uma tetraciclina modificada, que teve seu uso aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) em 2005 para o tratamento de infeccées complicadas da
pele, infeccbes intra-abdominais e pneumonia adquirida na comunidade. Este
agente apresenta atividade contra uma ampla variedade de patégenos Gram-
positivos e Gram-negativos, incluindo anaerébios, sendo utilizado também no
tratamento de bacteremias e ITU por bactérias Gram-negativas MR. Sua atividade
bacteriostatica € mediada pela ligacdo a subunidade ribossomal 30S. Assim como a
tetraciclina, a tigeciclina também € substrato do sistema de efluxo AdeABC, bem
como dos sistemas AdeFGH e AdelJK (ASIF; ALVI; REHMAN, 2018; ALMASAUDI,
2018; LEE et al., 2017).

2.6.5 Resisténcia as Polimixinas

Frente ao panorama clinico atual, devido as opc¢des terapéuticas
estarem extremamente limitadas pela resisténcia aos antimicrobianos, poucas
opcOes efetivas estdo disponiveis para o tratamento das infec¢bes causadas por
CRADb. Esta situacdo levou a renovacao do interesse clinico pelas polimixinas, que
assim como a tigeciclina, sédo consideradas os antimicrobianos de escolha para o
tratamento de infeccbes por estes microrganismos (POTRON; POIREL;
NORDMANN, 2015; VIEIRA; PICOLI, 2015; LIN; LAN, 2014; ELHOSSEINY; ATTIA,
2018; ZHANG et al., 2018; ASIF, ALVI, REHMAN, 2018).
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A classe das polimixinas € constituida por polimixinas A, B, C, D e E,
das quais apenas as polimixinas B e, principalmente, E (colistina), sao utilizadas na
pratica clinica. Estes antimicrobianos foram descobertos na década de 1950, no
entanto, efeitos adversos que incluem nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ataxia,
apnéia, parestesisas, vertigens, convulsdes, entre outros, levaram ao seu desuso
(REBELO et al, 2018; ASIF, ALVI, REHMAN, 2018). Consideradas agentes
bactericidas, estes peptideos catibnicos atuam na membrana externa bacteriana,
onde interagem com os lipopolissacarideos (LPS), promovendo a retirada de ions
Ca?* e Mg?* responsaveis pela estabilizacdo desta membrana, resultando na perda
da integridade desta membrana, e consequente morte celular bacteriana
(SRINIVAS; RIVARD, 2017; ASIF, ALVI, REHMAN, 2018).

Desde a primeira descricdo de um isolado de Acinetobacter spp.
resistente a colistina na Republica Tcheca em 1999, vérios relatos foram feitos no
decorrer dos anos no mundo, ressaltando a habilidade deste patdbgeno em adquirir
resisténcia a diversas classes de antimicrobianos. Em Acinetobacter spp.a
resisténcia as polimixinas pode ser mediada por diferentes mecanismos, que
incluem a hiperexpressao de sistemas de efluxo (EmrAB, Ttg2C), mutacdes génicas
(pmrCAB, IpxACD, IpsB, vacJ, IptD), bem como regulacédo negativa da expresséao de
cofatores envolvidos na sintese do LPS (biotina) e de proteinas que atuam no
transporte e/ou estabilizacdo de precurssores da membrana externa (aminoacidos
osmoprotetores). A mutagcdo nos genes pmrA e pmrB sdo considerados um dos
principais mecanismos de resisténcia as polimixinas uma vez que estas mutacdes
sdo responsaveis por ativar de forma constitutiva o sistema de dois componentes
PmrAB, que aumenta a expressdao do gene pmrC que promove a adicdo de
fosfoetanolamina (PEtN) ao lipideo A, bem como aumenta a expressdo do gene
naxD, que atua na sintese de galactosamina (GalN) que também é adicionada ao
lipideo A do LPS. A adicao destes (PEtN e GalN) promove uma diminui¢cdo da carga
negativa do LPS e consequentemente reduz a afinidade do farmaco com a parede
celular bacteriana. Outro mecanismo de resisténcia as polimixinas, até entéo,
descrito apenas em Acinetobacter spp. envolve a perda completa da sintese do LPS,
gue se da pela mutacdo e consequente inativacdo dos genes envolvidos na sintese
desta estrutura (IpxA, IpxC e IpxD) (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015;
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SRINIVAS; RIVARD, 2017; SHIN; PARK, 2017 GIARDELLO et al., 2017; LIMA et al.,
2018).

Recentemente os genes IpsB, IptD e vacJ foram relacionados com a
resisténcia as polimixinas. Embora ainda pouco estudados, ha relatos de que a
mutacdo do gene IpsB promove a hiperexpressdo de glicosiltransferases,
responsavel pela sintese dos anéis estruturais do LPS, os quais estdo associados a
menor fluidez e maior resisténcia osmoética da membrana externa. Em adicdo, as
mutagcbes nos genes IptD e vacJ estdo relacionadas a perda da habilidade de
transporte do LPS do citosol para a membrana externa mediada por translocases, e
perda da simetria lipidica na membrana externa, respectivamente. Esses
mecanismos, em sua maioria, sdo responsaveis pela reducdo da afinidade de
ligacdo da colistina ao seu alvo, com consequente fenétipo de resisténcia (POTRON,;
POIREL; NORDMANN, 2015; SRINIVAS; RIVARD, 2017; SHIN; PARK, 2017; LIMA
et al., 2018).

Em 2016, Liu e colaboradores relataram o primeiro caso de um
mecanismo de resisténcia a colistina adquirido mediado por plasmideo em um
isolado de E. coli de 2015 na China, designado como plasmid-Mediated Colistin
Resistance (mcr-1), responsavel por codificar uma fosfoetanolamina transferase que
medeia a adicdo de PEtN ao lipideo A, conferindo resisténcia ao antimicrobiano
(CIM de 4 a 16 pg/mL). A relagédo evolutiva entre mcr-1 e a fosfoetanolamina
transferase de bactérias produtoras de polimixina, Paenibacillus spp., sugere uma
transferéncia potencial do gene do cromossomo desta bactéria para E. coli (LIU et
al., 2016; REBELO et al., 2018). Atualmente, tem aumentado o numero de
descricOes de variantes dos genes relacionados com a resisténcia as polimixinas
mediados por plasmideos tais como: mcr-1 (-1.1 a -1.17), mcr-2 (-2.1 e -2.2), mcr-3
(-3.1 a -3.25), mcr-4 (-4.1 a -4.6), mcr-5 (-5.1 a -5.3), mcr-6, mcr-7 e mcr-8 (-8.1 e -
8.2), dos quais nenhum foi identificado em Acinetobacter spp. (WANG et al., 2018;
MULVEY et al., 2018; FERNANDES et al., 2018; CHAVDA et al., 2018). O ndmero
crescente destes genes e a diversidade de plasmideos em que estes genes estdo
inseridos, descritos em Enterobacteriaceae em diferentes continentes, demonstram
o alto potencial de disseminacdo desse gene. Além disso, € alarmante a
possibilidade de aquisicdo deste mecanismo por isolados de Enterobacteriaceae

produtores de carbapenemases possibilitando a disseminagédo de microrganismos
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PR, limitando ainda mais o tratamento das infec¢Bes por estes patdgenos. Além
disso, a emergéncia de A. baumannii PR, destaca a necessidade de investigar
novas opcoes terapéuticas para o tratamento destes patogenos (LIU et al., 2016;
LIN; LAN, 2014; ZHANG et al., 2018; REBELO et al, 2018; LIMA et al., 2018).

2.6.6 Elementos Genéticos Mdéveis

Os elementos genéticos moveis, que incluem IS, transposons,
integrons e plasmideos, sdo elementos importantes que contribuem para a
aquisicdo, acumulo e disseminacdo de determinantes de resisténcia aos
antimicrobianos, frequentemente encontrados em isolados clinicos de Acinetobacter.
Sdo elementos capazes de promover a mobilidade do DNA intracelular
(cromossomo para o plasmideo, vice-versa, ou entre plasmideos), bem como a
mobilidade intercelular (conjugacao e transformacéo), sendo considerados uma das
principais causas de mutacfes e rearranjos gendémicos, que podem resultar em
alteracdes na expressao génica (FULSUNDAR et al., 2014; ZHAO; HU, 2015; CAG
et al., 2016; ALMASAUDI, 2018; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016; PATRIDGE et
al., 2018).

2.6.6.1 Sequéncias de insercao

As IS sdo geralmente pequenos elementos moéveis, que variam de
500bp a 2.000bp, que desempenham um papel importante na mobilizacdo e
expressdo de determinantes de resisténcia e viruléncia. Consiste em sequéncias
repetidas invertidas de DNA que flangueiam, normalmente, um (ou dois) gene
codificador da transposase (tnp), uma recombinase responsavel pela mobilizacédo
desta estrutura intracelularmente (Figura 1). Adicionalmente, quando localizados a
montante de genes codificadores de resisténcia, as IS podem atuar como
promotores, ativando genes silenciosos ou promovendo o aumento da expressao
génica e conferindo reducdo da sensibilidade ao antimicrobiano (ZHAO; HU, 2015;
CAG et al., 2016; SOHRABI et al., 2012; ZANDER et al., 2014; TURTON et al.,
2006b; EVANS; AMYES, 2014; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016; PATRIDGE et
al., 2018).
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Figura 1. Estrutura de sequéncias de insercdo. Representacdo esquematica da
estrutura de sequéncias de insercdo, com gene codificador da transposase
flanqueado por sequéncias repetidas invertidas de DNA.

Fonte: Autoria proépria.

A presenca de IS em A. baumannii tem um papel relevante na
aguisicdo de novos fenotipos de resisténcia, que em conjunto com o potencial
destes microrganismos em adquirir material genético exdgeno, conferem-lhe a
plasticidade gendmica que contribui para o seu sucesso (TURTON et al, 2006a;
EVANS; AMYES, 2014). Em Acinetobacter spp., as ISAbal, ISAba2, ISAba3,
ISAba4 e IS18 sdo comumente associadas a expressao de genes de resisténcia, e
podem estar inseridas em outros elementos genéticos, como transposons e
plasmideos (EVANS; AMYES, 2014; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016).

2.6.6.2 Transposons

Os transposons sdo elementos semelhantes as IS, entretanto
apresentam de 3kb a 40kb. Consistem em uma estrutura capaz de mobilizar uma
diversidade de genes que sao flanqueados por IS em ambas as extremidades. Esta
mobilizacdo intracelular pode ser mediada por um mecanismo replicativo, catalisado
pela TnpA, gerando mdltiplas coOpias do transposon. Em A. baumannii, estes
elementos sdo frequentemente associados a disseminacdo e regulacdo da
expressdo de importantes determinantes de resisténcia, como 0 blaoxa23 que
incluem os Tn2006, Tn2007, Tn2008 e Tn2009, como 0s principais transposons, dos
quais apenas o Tn2007 néo é flanqueado por ISAbal a montante do gene (CAG et
al., 2016; PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016; CHEN et al., 2017; PATRIDGE et al.,
2018).

2.6.6.3 Integrons

Os integrons séo elementos genéticos associados a mdltipla

resisténcia aos antimicrobianos, devido capacidade de apresentar em sua estrutura
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varios cassetes génicos 0s quais sdo mobilizados por meio de um sistema de
recombinacao sitio-especifico. S&o compostos por um gene codificador de integrase
(intl) capaz de reconhecer os sitios de recombinacao attl (integron) e attC (genes
cassete) e promover a inser¢cao ou remocao do cassete; e uma sequéncia promotora
(Pc) para expressdo dos genes cassetes. O cassete génico consiste em genes
associados a um elemento de 59 bases (59-be ou attC) que permite a integracao
desta estrutura ao integron. Com base nas sequéncias de aminoacidos das
integrases os integrons sao classificados em classes e dentre as 5 classes descritas,
sabe-se que apenas as classes | (intll), Il (intl2) e Il (intl3) apresentam um papel
importante na disseminacéo de determinantes de resisténcia (HALL, COLLIS, 1995;
ZHAO; HU, 2015; DENG et al.,, 2015; CAG et al., 2016; PAGANO. MARTINS;
BARTH, 2016; PATRIDGE et al., 2018).

Todos os integrons apresentam na extremidade 5-CS uma
plataforma funcional (intl-Pc-attl) composta por uma integrase (intl), um sitio
promotor (Pc), e um sitio de reconhecimento attl; no entanto, possuem segmentos
3’-CS distintos (Figura 2). Os integrons de classe | sdo os mais frequentes em
isolados clinicos de A. baumannii e apresentam na extremidade 3’-CS 0s genes
gacEA1, sull e ORF5, os quais codificam resisténcia a quarternario de amonio,
sulfonamidas e funcdo desconhecida, respectivamente. Além disso, estdo
associados aos transposons Tn402-like e transposons da familia Tn3. Os integrons
de classe Il, comumente associados a transposons da familia Tn7, em sua
composicao classica contém uma série de cassetes génicos que incluem dfrAl, satl
e aadAl, que conferem resisténcia a trimetoprim, estreptotricina e
estreptomicina/espectinomicina,  respectivamente. Na  extremidade 3-CS
apresentam cinco genes tns (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD e tnsg) que atuam na
mobilidade desta estrutura. Os integrons de classe lll, por sua vez, também estéo
associados aos transposons Tn402-like, no entanto, seu segmento 3'-CS néao foi
caracterizado (ZHAO; HU, 2015; DENG et al., 2015; CAG et al., 2016; PAGANO,;
MARTINS; BARTH, 2016; PATRIDGE et al., 2018; HALAJI et al., 2018).



54

== Integrase Pc attl Gene cassete attC gack sull ORF5 |jum

- INntegrase Pc attl Gene cassete | attC | thsA | tnsB tnsC tnsD | tnsE

Figura 2. Estrutura de (A) integron de classe 1 e (B) integron de classe 2.
Representacdo esquematica de integrons de classe 1 e de classe 2 compostos ho
segmento 5-CS por um gene codificador de integrase, uma sequéncia promotora
(Pc) e um sitio de reconhecimento (attl), seguidos por um gene cassete e seu sitio
de reconhecimento (attC). O integron de classe 1 (A) apresenta no segmento 3’-CS
genes codificadores de resisténcia a quarternario de amoénio (gacEA1), sulfonamidas
(sull) e ORF5 de fungéo desconhecida. O integron de classe 2 (B) apresenta genes
associados a mobilidade da estrutura (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD e tnsE).

Fonte: Autoria propria.

2.6.6.3.1 Plasmideos

Os plasmideos consistem em moléculas de DNA circulares
extracromossomais com capacidade auto-replicativa, composto por genes
acessorios bacterianos responsaveis por codificar caracteristicas diversas, que
auxiliam na adaptagdo e persisténcia bacteriana. Sao considerados importantes
vetores para outros elementos genéticos moveis, como IS, tranposons e integrons,
que podem ser transferidos horizontalmente por meio da transformacdo ou
conjugacao (HALL et al., 2017; PATRIDGE et al., 2018).

2.7 DETERMINANTES DE VIRULENCIA DE ACINETOBACTER SPP.

Além da resisténcia aos antimicrobianos, alguns fatores de viruléncia
sdao fundamentais e contribuem para a manutencdo de Acinetobacter spp. no
ambiente hospitalar e explica em parte seu potencial em causar surtos de infeccéo.
Os principais fatores de viruléncia descritos em Acinetobacter spp. sdo: formacgéo de
biofilme, motilidade, encapsulamento, presenca de proteinas de membrana externa
e de lipooligossacarideos, bem como sistemas de aquisicdo de metais e de
secrecdo de proteinas (EDCD, 2015; AL ATROUNI et al., 2016; LEE et al., 2017,
WENZLER et al., 2017; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018; ALMASAUDI,
2018).
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Os fatores de viruléncia contribuem para a patogénese,
possibilitando uma interacdo bem-sucedida entre patégeno e hospedeiro, com
consequente colonizacdo, bem como infeccdo. Além disso, Acinetobacter spp.
apresenta grande capacidade de sobrevivéncia sob condicbes ambientais variaveis
por periodos prolongados e resistir a condigbes de dessecacdo devido a associacao
de diferentes mecanismos, como a producdo de polissacarideos capsulares,
hiperexpressdo de proteinas envolvidas na resisténcia aos antimicrobianos,
hiperexpressao de sistemas de efluxo, formacéo de biofilme e regulacdo negativa de
proteinas envolvidas no ciclo celular, transcricdo e traducdo, fazendo com que o
microrganismo entre em estado de laténcia. Estas caracteristicas permitem a
persisténcia deste patdogeno nos ambientes hospitalares (HARDING et al., 2013;
GAYOSO et al., 2014; AL ATROUNI et al., 2016; HARDING; HENNON; FELDMAN,
2018).

2.7.1 Biofilme

O biofilme consiste em comunidades bacterianas, aderidas a
superficies abibtica ou bibtica, envoltas por uma matriz exopolissacaridea produzida
pelas bactérias. A formacao do biofilme contribui para a colonizacao de pacientes e
dispositivos médicos, e atua como barreira contra a acdo de agentes
antimicrobianos e desinfetantes, fornece protecdo a dessecacéao, além de facilitar a
evasdo do sistema imunoldgico. Assim, sua formacdo dificulta o tratamento e
contribui para a persisténcia do patégeno no ambiente hospitalar, bem como no
hospedeiro humano, sendo responsavel por infeccées cronicas (SHIN; PARK, 2017,
EZE; CHENIA; ZOWALATY, 2018; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018; ASIF;
ALVI; REHMAN, 2018). As etapas de formacdo e maturacéo do biofilme podem ser
influenciadas por fatores como: pilus Csu tipo I, sistema de dois componentes
BfmRS e GacSA, proteinas de membrana externa (OmpA, Bap e Pmt), sistemas de
efluxo (AdeABC, AdelJK, AdeFGH), toxinas RTX, producédo de poli-beta-1,6-N-
acetilglucosamina (PNAG), polissacarideos capsulares, entre outros. Dentre estes, a
proteina associada ao biofilme Bap (biofiim-associated protein), secretada pelo
sistema de secrecdo do tipo I, consiste em uma proteina de superficie que participa

do processo de formacdo e maturacdo do biofilme. Atua no processo de adeséo a
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superficies abitticas, como poliestireno e titdnio, além de desempenhar um papel
importante na estrutura tridimensional do biofilme e na formacéo de canais de agua
(VIEIRA; PICOLI, 2015; SHIN; PARK, 2017; EZE; CHENIA; ZOWALATY, 2018;
ASIF; ALVI; REHMAN, 2018; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018).

2.7.2 Motilidade em Acinetobacter spp.

Apesar de ser considerado um microrganismo imovel, o
Acinetobacter pode apresentar dois tipos de motilidade independente de flagelo
denominadas: motilidade associada a superficie e motilidade do tipo twitching, que
foram descritas em A. baumannii e A. nosocomialis. Esta caracteristica pode
proporcionar vantagem em diferentes sitios anatdmicos, onde segundo estudos foi
observada maior motilidade em isolados provenientes de sangue em relagdo a
isolados obtidos de escarro. A motilidade associada a superficie em meio
semissolido, também conhecida como motilidade de espalhamento, consiste em um
processo multifatorial e complexo influenciado pelo crescimento bacteriano e
facilitado pela producdo de surfactantes. Esta motilidade pode ser regulada por
condi¢Bes extracelulares, como alta concentracdo salina, baixos niveis férricos, uso
de antimicrobianos e exposicdo a alcool (McQUEARY et al.,, 2012; HARDING;
HENNON; FELDMAN, 2018). A motilidade do tipo twitching, também conhecida
como motilidade de contracdo, € mediada pelo pili do tipo IV que apds fixacdo em
uma superficie, se retrai, promovendo a transloca¢éo da célula em direcdo ao ponto
de fixacdo. Além de atuar na motilidade bacteriana, este pili participa de processos
como a transformacdo natural e a adesdo a superficies bidtica e abiotica
(McQUEARY et al., 2012; HARDING et al., 2013; HARDING; HENNON; FELDMAN,
2018).

2.7.3 Polissacarideos Capsulares e Lipooligossacarideos

A presenca de capsula é considerada um dos principais fatores de
viruléncia em Acinetobacter, que confere protecdo ao patdogeno contra ameacas
externas, como a entrada de antimicrobianos macromoleculares e a evasdo do

sistema imunoldgico do hospedeiro, regulado pelo sistema de dois componentes
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BfmRS (SHIN; PARK, 2017; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018;
SKERNISKYTE et al., 2019).

Os lipooligossacarideos (LOS), macromoléculas constituidas por um
oligossacarideo central e lipideo A, presentes na membrana externa bacteriana,
atuam como agentes quimiotaticos recrutando células inflamatoérias. Estudos tém
relatado associacdo da resisténcia as polimixinas a modificacdes no LOS, devido
adicdo de fosfoetanolamina ou galactosamina ao lipideo A, bem como a perda
completa desta estrutura. Estdo relacionados também a resisténcia a
antimicrobianos hidrofébicos, como as quinolonas, mediada pela alteracdo da
permeabilidade da membrana a estes farmacos (CAG et al.,, 2016; SHIN; PARK,
2017; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018; SKERNISKYTE et al., 2019).

2.7.4 Sistemas de Aquisicao de Metais

Os sistemas de aquisicdo de metais, tais como ferro e zinco,
também sao considerados fatores de viruléncia, por se tratarem de moléculas
fundamentais para a manutencédo dos processos biolégicos destes microrganismos.
As moléculas responsaveis pela captacdo destes metais sdo denominadas
sideroforos, sendo as mais importantes a acinetobactina (ferro) e a calprotectina
(zinco e manganés). Além dos sideréforos, a aquisicdo de metais pode ser mediada
por sistemas de efluxo como o ZnuABC, que é hiperexpresso em condicfes de
limitac&o de zinco (LEE et al., 2017; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018).

2.7.5 Sistemas de Secrecdo de Proteinas

Os sistemas de secrecdo de proteinas sdo responsaveis pela
secrecdo de uma ampla gama de proteinas efetoras que sdo essenciais para a
interacdo do microrganismo com o ambiente e o hospedeiro. Foram descritos em A.
baumanni os sistemas de secrecéo do tipo | (SST1), tipo Il (SST2), tipo IV (SST4),
tipo V (SSTH) e tipo VI (SST6), os quais apresentam diferentes graus de contribuicéo
para a viruléncia deste patdgeno (WEBER et al.,, 2017; HARDING; HENNON;
FELDMAN, 2018). A proteina de membrana trimérica Ata foi o primeiro sistema de

secrecdo identificado em A. baumannii, pertencente ao SST5, conhecido como
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sistema autotransportador, e esta relacionada com a formacdo e manutencdo do
biofilme, bem como com a adesao a componentes da matriz extracelular/membrana
basal, como o colageno tipo I, IlI, Ill, IV, V e laminina. O SST6 € um importante
sistema responsavel por promover a morte de outras espécies bacterianas, por meio
da injecdo de toxinas letais na bactéria competidora, bem como contribui para a
disseminagdo da resisténcia aos antimicrobianos. O SST2, por sua vez, €
responsavel pela secrecdo de um grande numero de proteinas efetoras, como a
LipA e a CpaA que apresentam, respectivamente, atividade de lipase e capacidade
de degradar fibrinogénio e fator V da cascata de coagulacéo, impedindo a formacao
de coagulos, além de atuar na mediacdo da colonizacdo do pulmdo e na
disseminacdo do microrganismo para outros 6rgdos. O SST1 é responsavel pela
secrecdo de Bap e da proteina RTX. O SST4, por sua vez, medeia a transferéncia
horizontal de genes e, portanto, desempenha um importante papel na transferéncia
de genes de resisténcia aos antimicrobianos e na plasticidade genémica (HARDING;
HENNON; FELDMAN, 2018; WEBER et al., 2017; LEE et al., 2017; ELHOSSEINY,
ATTIA, 2018).

2.7.6 Vesiculas de Membrana Externa

As OMVs (outer membrane vesicles) sdo vesiculas encontradas em
espécies de bactérias Gram-negativas, que podem conter variadas proteinas
citoplasmaticas, como toxinas, fatores de viruléncia e proteinas imunomoduladoras,
gue ndo séo secretadas pelos sistemas de secre¢do convencionais. As OMVs sao
formadas por meio de um processo denominado de vesiculacdo, onde ocorre o
abaulamento da membrana externa bacteriana, seguido por constricdo, resultando
na liberacdo destas vesiculas. Estas vesiculas podem ser transferidas para outras
bactérias fornecendo a célula hospedeira fatores de viruléncia como OmpA,
proteases e fosfolipases, além de mediar a transferéncia horizontal de genes
codificadores de carbapenemases extracelulares (blaoxa-ss) ou inseridos em
plasmideos inteiros (blaoxa-24 € blanowm-1), conferindo resisténcia aos antimicrobianos.
Estas estruturas podem se fundir a membrana externa da célula alvo, resultando na

transferéncia do seu conteudo intercelular mediada pelo pili do tipo IV e demais
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proteinas associadas a competéncia bacteriana (FULSUNDAR et al., 2014; LEE et
al., 2017; ELHOSSEINY, ATTIA, 2018).

2.7.7 Proteinas de Membrana Externa

As proteinas de membrana externa (OMPs) apresentam papéis
importantes na patogénese e adaptacdo nas células hospedeiras, bem como na
resisténcia a antimicrobianos. Consiste em proteinas que atravessam as membranas
celulares e atuam como poros pelos quais ocorre a passagem de moléculas, como
nutrientes, toxinas e antimicrobianos. A OmpA, também chamada de Omp38, é uma
das principais proteinas liberadas por OMVs, e consiste ha maior e mais abundante
porina presente na membrana externa de A. baumannii. Esta porina € necessaria
para uma variedade de atividades associadas a infeccdo, atuando na biogénese das
OMVs, adesao na formacao de biofilme e citotoxicidade. A Omp33-36, por sua vez,
esta associada a citotoxicidade, induz apoptose, modula a autofagia, promove a
persisténcia intracelular nas células humanas, além de resisténcia aos
antimicrobianos. Outras porinas identificadas em A. baumannii que desempenham
papel na patogénese deste patdgeno sdo Omp22, CarO e OprD-like (SHIN; PARK,
2017; LEE et al., 2017; WEBER et al, 2017; ELHOSSEINY, ATTIA, 2018;
GALLAGHER et al., 2015).

2.7.8 Quorum Sensing

O quorum sensing consiste no mecanismo utilizado pelas bactérias
para comunicacao inter e intra-espécies por meio de moléculas autoindutoras de
sinalizacdo, como a lactona de acil homoserina (AHL), com o objetivo de coordenar
a regulacao dos sistemas fisiologicos, bem como a expressao génica, de acordo
com as mudancgas no ambiente (JUNG; WOOJUN, 2015; ASIF; ALVI; REHMAN,
2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os determinantes de resisténcia aos antimicrobianos e
fatores de viruléncia de isolados clinicos de Acinetobacter spp. recuperados de
pacientes atendidos no Hospital Universitario de Londrina (HU) no periodo de janeiro
de 2006 a marco de 2018.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar dados clinicos de pacientes que apresentaram
infeccbes causadas por isolados de Acinetobacter spp.
selecionados para este estudo;

e Confirmar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos;

e Estabelecer a classificagéo de resisténcia dos isolados;

e Investigar a presenca dos determinantes de resisténcia (blaoxa-
23-ike, blaoxa-24-ike, blaoxa-s1-ike, blaoxa-ss-ike, blaoxa-143-ike, blakpc,
blanowm, blaoxa-as, blaces, blatem, blashv, blactx-m, blaspm-1, blasiv-1,
blaviv, blacim, mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, gnrA, gnrB,
gnrC, gnrS, gnrVc, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF and rmtG)
e de viruléncia (bap) por PCR multiplex e single;

e Analisar o contexto genético dos isolados carreadores dos genes
blaoxa- 23-ike € blaoxa-ss-iike;

e Investigar a presenca de clones epidémicos mundiais em
isolados de A. baumannii;

e Avaliar fenotipicamente a producdo de carbapenemases dos
isolados carreadores do gene blaoxa-ss;

e Determinar a similaridade genética entre os isolados portadores
de blaoxa-ss;

e Avaliar a capacidade de produgcédo de biofilme dos isolados

portadores de blaoxa-ss;
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Determinar a  concentracdo  inibitdria  minima  aos
antimicrobianos: imipenem, meropenem, polimixina B, colistina,
ceftazidima e tigeciclina em isolados portadores de blaoxa-ss;
Sequenciar o genoma total do isolado Ac 374/14 carreador do
gene blaoxa-ss.

Detectar e caracterizar determinantes de resisténcia e de
viruléncia do isolado Ac 374/14 por meio de ferramentas de

bioinformatica.
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Abstract

In this study, a total of 282 clinical isolares of Acinetobacter baumannii clinical
isolates recovered of respiratory material of inpatients in the intensive care units
(ICU) of the HU between the years 2006 and 2016 were characterized. Identification
of the isolates was performed by conventional biochemical methods, automated
systems and amplification of the blaoxas1 gene. Most isolates were considered
multidrug-resistant (MDR) (76.3%) and high antimicrobial resistance rates were
verified, including carbapenems, drugs of choice for the tratament of infections
caused by A. baumannii MDR. The high rate of resistance to carbapenems (100.0%)
is attributed to the prevalence of the gene encoding the carbapenemase OXA-23
(93.6%), being the blaoxa-zzike gene mostly associated with Tn2008 (92.8%),
followed by Tn2006. In addition, the variant blaoxa-2s3 was detected in one isolate
(0.4%). A polyclonal profile was observed among the isolates, which belonged to the
international clonal complexes CC113/79, CC110/25 and CC103/15. These data
justify the maintenance and dissemination of the blaoxa-23 gene among the isolates of

A. baumannii in this institution.

Key words: Acinetobacter baumannii; Carbapenem resistance; CHDL; Clonal

complex.

Text

Acinetobacter baumannii is an important nosocomial pathogen,
responsible for a wide range cause of nosocomial and community-acquired
infections, as well as being associated with high mortality rates and present a
substantially higher incidence in intensive care units (ICU) (LEE et al., 2017; SILVA
et al., 2018). Part of the success of A. baumannii in the hospital environment can be
directly attributed to its genomic plasticity, which allows it to adapt rapidly when
subjected to conditions of adversity and stress, and its capacity to accumulate and
spread antimicrobial resistance determinants (HARDING; HENNON; FELDMAN,
2018).

Currently, the high levels of antimicrobial resistance, as well as the
high rates of Acinetobacter isolates resistant to most of the antimicrobials available in

clinical practice, have made the treatment of infections caused by these
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microorganisms a great challenge, due the limiting of therapeutic options (LIN; LAN,
2014). Carbapenems are considered antimicrobial of choice in the treatment of
infections caused by Acinetobacter MDR. In the last decade, the increase of
carbapenem resistant Acinetobacter baumannii (CRAb) together with the ability of
this microorganism to acquire resistance determinants culminated in the increase of
MDR isolates in the worldwide (LEE et al., 2017; TIAN et al., 2018; SILVA et al. al.,
2018). Among resistance mechanisms, the production of carbapenemases of the
type Carbapenem-Hydrolyzing class D beta-Lactamases (CHDLS) is the main cause
of antimicrobial resistance, of which the OXA-23, OXA-24, OXA-58 and OXA-143 are
main and most widely acquired CHDLs spread in Acinetobacter species
(ELHOSSEINY; ATTIA, 2018; CASTILHO et al., 2017).

In this study, we established the resistance profile to the main
antimicrobials used in clinical practice and investigated the presence of beta-
lactamases and acquired resistance genes to colistin and quinolones. In addition, we
characterized the genetic context of the CHDL genes and detected the presence of
international clonal complexes of A. baumannii clinical isolates non-susceptible to
ceftazidime, imipenem and/or meropenem, recovered from tracheal aspirate (210°
CFU/mL) of inpatients attended in intensive care units (ICUs) of the Hospital
Universitario de Londrina (HU), Brazil between January 2006 and December 2016.

According to the criteria established were included in this study a
total of 282 clinical isolates of which two isolates were recovered in 2010, 39 in 2011,
42 in 2012, 14 in 2013, 28 in 2014, 60 in 2015 and 97 in 2016. The samples were
collected mostly in the Adult ICU (77.7%), burned ICU (19.8%), pediatric ICU (2.1%)
and neonatal ICU (0.4%), respectively. The highest rates of isolation of A. baumannii
in tracheal aspirate were observed in male patients (63.8%), with a median age of 55
years, ranging from newborn to 97 years-old, and the clinical outcome that resulted in
mortality was observed in most patients (72.3%) (Table 1) which is similar to other
reports (ROYER et al.,, 2015; NEVES et al., 2016; CASTILHO et al.,, 2017,
ROMANIN, 2018; SILVA et al., 2018).

All isolates were identified by conventional biochemical methods and
Vitek2 automated system (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France), and confirmed as A.
baumannii by amplification of the Dblaoxasiike gene (TURTON et al., 2006).
Antimicrobial susceptibility testing was performed by the disk diffusion method and



65

Vitek2 automated system (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) according to the
recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The
antimicrobial agents tested were amikacin (30 pg), gentamicin (10 pg), ciprofloxacin
(5 ug), levofloxacin (5 ug), sulfamethoxazole-trimethoprim (25 pg), tetracycline (30
MO), tigecycline (15 pg), piperacillin-tazobactam (100/10 ug), ampicillin-sulbactam
(10/10 pg), ceftriaxone (30 ug), cefotaxim (30 ug), ceftazidime (30 pg), cefepime (30
Mg), polymyxin B (300 U), colistin (10 ug), imipenem (10 ug) and meropenem (10 ugQ)
(Oxoid Ltd., Basingstoke, UK). According to the guidelines for Acinetobacter spp.
established by Magiorakos and colleagues (2011) the isolates were classified as
multidrug-resistant (MDR), extensively drug-resistant (XDR) and pandrug-resistant
(PDR). High levels of resistance were observed for the carbapenems (100.0%),
fluroquinolones (98.8 to 100.0%), cephalosporins (100.0%), beta-lactam/beta-
lactamase inhibitor combination (85.9 to 100.0%) and aminoglycosides (56.5 to
67.6%) (Table 2). These high resistance rates were also observed in other Brazilian
studies (CORTIVO et al., 2015; SILVA et al., 2018). However, previous studies
revealed, in comparison to our study, lower rates of carbapenem resistance (NEVES
et al., 2016; CASTILHO et al., 2017; ROMANIN, 2018). In Brazil, another studies
presented high susceptibility rates to polymyxins and/or tigecycline, similar to that
observed in our study (CASTILHO et al., 2017; SILVA et al., 2018), supporting the
possible utilization of these agents in the treatment of carbapenem-resistant A.
baumannii infections in our institution. According to some studies that had shown the
prevalence of MDR isolates, the most of our isolates were classified as MDR (76.3%)
and 23.0% of the isolates were XDR (Table 3) (ROYER et al., 2015; CASTILHO et
al., 2017). Surprisingly, another study performed in the same period in our institution
with A. baumannii recovered from blood samples presented the predominance of
XDR isolates (ROMANIN, 2018).

The presence of beta-lactamases-enconding genes (WOODFORD et
al., 2006; HIGGINS et al., 2010; DOYLE et al., 2012; MENDES et al., 2007), and
determinants of acquired resistance to colistin (LIU et al., 2016) and quinolones
(KRAYCHETE et al., 2016) were investiged by PCR using specific primers. Previous
studies in our institution demonstrated the blaoxa-23-ike gene as an endemic gene in
A.baumannii, and it could be confirmed once, that for the acquired CHDLSs genes, the

most of the A. baumannii isolates harbored the blaoxa-23-ike gene (93.6%) and one the
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blaoxa-143-ike (0.4%), whose sequencing analysis identified the blaoxa-2ss variant
(Table 3). In Brazil, the carbapenem resistance is high and is mainly associated with
the blaoxa-23-producing isolates, as observed in our study (ROYER et al.,, 2018;
BRASILIENSE et al., 2019). Similar results were seen in studies from A. baumannii
isolates recovered of ICUs of hospitals in Santa Catarina, Minas Gerais and Parana
states that reported the detection of this gene in 87.3% (CORTIVO et al., 2015),
100.0% (ROYER et al., 2015) and 97.9% (ROMANIN, 2018) of the isolates analyzed,
respectively. Although reports of the high prevalence of blaoxa-2zike, SOMme studies
developed in Minas Gerais, Goias and Parana states reported lower detection rates
of this gene with rates around to 51.2%-60.0% (NEVES et al., 2016; CASTILHO et
al., 2017; MOREIRA et al., 2018).

The genetic context of the isolates harboring the blaoxa-23-ike gene
was investigated for the occurrence of Tn2006, Th2007, Th2008 and Tn2009 using
PCR amplification strategies previously described (CHEN et al., 2017), and different
amplicon sizes were sequenced to confirm the genetic context. The presence of two
different transposons was detected, the Tn2008 found in 92.8% of the isolates was
the most prevalent, while the Tn2006 was detected in 6.4% (Table 3). Two isolates
were not positive for Tn2006, Tn2007, Tn2008 and Tn2009. The high prevalence of
the Tn2008 shows the successful adaptation of this mobile element in this institution.
However, other study developed in the HU reported higher prevalence of the Tn2006
(86.0%) in A. baumannii isolates recovered from bloodstream (ROMANIN, 2018).
Both these transposons are characterized by the ISAbal upstream the blaoxa-23 gene
and many Brazilian studies have reported this structure, which highlight that the
presence of the ISAbal upstream of the gene lead to an increase of the CHDL gene
expression and consequently the decrease of carbapenem susceptibility. In addition,
some reports attributes the dissemination of the blaoxa-23 with the presence of this
structure (CASTILHO et al., 2017; ROYER et al., 2018; AZEVEDO et al., 2019).

The carbapenem resistance among A. baumannii isolates has
increased dramatically in the last years due to the emergence and dissemination of
specific epidemic clones. Furthermore, these so-called international clones have
been associated with the enhanced rates of MDR A. baumannii infections in
worldwide. The presence of international clonal complexes commonly detected in
Brazil, CC113/79, CC109/1, CC110/25, CC103/15 and CC118/2, was investigated
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using a multiplex PCR described by Martins et al. (2016). A total of 189 (67.0%)
isolates belonging to the international clonal complexes CC113/79 (n=90), CC110/25
(n=73) and CC103/15 (n=26) were identified (Table 3). Similar frequencies were
observed in several Brazilian studies, nonetheless the CC109/1 was not identified in
our study (ROYER et al., 2018; SILVA et al., 2018; AZEVEDO et al., 2019; PAGANO
et al., 2018; ROMANIN, 2018). In Brazil, the CC113/79 is mainly related to A.
baumannii OXA-23-producing isolates and is considered a high risk clone in ICUs
(SILVA et al., 2018; AZEVEDO et al., 2019). The Brazilian endemic clonal complexes
are CC109/1, CC103/15, CC110/25 and CC113/79, which play an important role in
the dissemination CHDL genes in carbapenem-resistant A. baumannii, mainly the
blaoxa-23-ike gene (VASCONCELLOS et al., 2017; SILVA et al., 2018). In our study,
the isolates carrying the blaoxa2s gene belonged to several clonal complexes,
consequently, we can infer that the dissemination of this resistance determinant and
the increase of carbapenem-resistant A. baumannii is not related to a specific clone
(PAGANO et al. al., 2018). In addition, the blaoxa-2s3—harboring isolate belonged to
the CC110/25 such as observed in a previous study (CAVALCANTI et al., 2016).

In summary, our results demonstrated a high incidence of resistance
to the main classes of antimicrobial agents, including to carbapenems, as well as
MDR and XDR strains among the isolates analyzed. The blaoxa-2zike gene was
extensively distributed in the isolates evaluated, which were majority inserted in
mobile genetic elements (Tn2008 and Tn2006) and belonged to endemic
international clonal complexes in Brazil. This may have contributed to the increasing
incidence of carbapenem-resistant A. baumannii isolates in our institution. Few
antimicrobial agents showed effective, emphasizing the importance of monitoring
bacterial antimicrobial resistance in the HU to understand the dynamics of
nosocomial infections and to guide the implementation of measures for the
prevention and control to prevent dissemination of resistance determinants, which is
as an emerging problem that needs be prioritized and causes great concern in the

world public health.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of patients with infection caused by
Acinetobacter baumannii isolated from tracheal aspirate.

Clinical Frequency
characteristics n (%)
Gender

Male 180 (63.8)
Female 102 (36.2)
Age

0-20 years 24 (8.5)
21-40 years 62 (22.0)
41-60 years 86 (30.5)
261 years 110 (39.0)
Patient location

Adult ICU 219 (77.7)
Burned ICU 56 (19.8)
Pediatric ICU 6(2.1)
Neonatal ICU 1(0.4)
Patient outcome

Discaharged 75 (26.6)
Death 204 (72.3)
Other 3(1.1)

ICU, intensive care unit.
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Table 2. Antimicrobial susceptibility profile of Acinetobacter baumannii isolated from
tracheal aspirate.

- . Susceptible Non-
Antimicrobials Total n (%) susceptible n
(%)

Aminoglycosides
Amikacin 278 121 (43.5) 157 (56.5)
Gentamicin 278 90 (32.4) 188 (67.6)
Carbapenems
Imipenem 281 - 281 (100.0)
Meropenem 280 - 280 (100.0)
Fluroquinolones
Ciprofloxacin 268 - 268 (100.0)
Levofloxacin 248 3(1.2) 245 (98.8)
Cephalosporins
Cefepime 279 - 279 (100.0)
Cefotaxim 280 - 280 (100.0)
Ceftriaxone 52 - 52 (100.0)
Ceftazidime 279 - 279 (100.0)
Tetracyclines
Tetracycline 77 50 (64.9) 27 (35.1)
Glycylcylines
Tigecycline 182 159 (87.4) 23 (12.6)
beta-lactam/beta-lactamase
inhibitor combination
Ampicillin-sulbactam 276 6 (2.2) 270 (97.8)
Sulfamethoxazole- 276 39 (14.1) 237 (85.9)
trimethoprim
Piperacillin-tazobactam 72 - 72 (100.0)
Lipopeptides (Polymyxins)
Colistin 206 190 (92.2) 16 (7.8)

Polymyxin B 45 36 (80.0) 9 (20.0)
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Table 3. Antimicrobial susceptibility profile and molecular characterization of
Acinetobacter baumannii isolated from tracheal aspirate.

Frequency

n (%)
Resistance profile
MDR 215 (76.3)
XDR 65 (23.0)
Genes found
blaoxa-s1 282 (100.0)
blaoxa-23 264 (93.6)
blaoxa-143 1(0.4)
Genetic context of blaoxa-2z gene
Tn2006 17 (6.4)
Tn2008 245 (92.8)
Other 2 (0.8)
Clonal complexes
CC103/15 26 (9.2)
CC110/25 73 (25.9)
CC 113/79 90 (31.9)
Other 93 (33.0)

MDR, multidrug-resistant; XDR, extensively drug-resistant, Tn, transposon; CC,
clonal complex.
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Abstract

In this study we report the description of the first isolate of Acinetobacter bereziniae
carrying of the blaoxa-ss gene detected in Brazil. By sequencing the total genome of
isolate Ac 374/14 was verified that this isolate, MDR and strong biofilm producer,
presents 13 antimicrobial resistance genes including determinants of resistance to
beta-lactams, aminoglycosides, fluoroquinolones, phenicols and sulfonamide. In
addition, this isolate presents several efflux systems and virulence genes. By means
of in silico analyzes the genetic context of the blaoxass gene was characterized,
demonstrating that this gene is flanked on either sides by the ISAba3 insertion
sequence, with ISAba3 interrupted by the ISAbal25 upstream of the blaoxa-ss gene.
This study revealed a new determinant of resistance to carbapenems in HU, so it is

necessary to take control measures to prevent the spread of this gene.

Key words: Acinetobacter bereziniae; Carbapenem resistance; CHDL; OXA-58.

Text

Acinetobacter species are microorganisms isolated from different
ecological niches, including the hospital settings, where the members of the
Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii complex are the more
common nosocomial pathogens. Currently, several cases concerning multidrug-
resistant (MDR) in non-baumannii Acinetobacters causing infections in health-care
facilities have been reported worldwide which have lead to an enhanced of clinical
importance of these isolates harboring important resistance determinants. The
Acinetobacter genospecies 10 was initially described by Bouvet and Grimont in 1986
and later named Acinetobacter bereziniae by Nemec in 2010. This specie has been
presently considered one emerging human pathogen causing infections in health
care-associated settings, but also found in the environment including vegetable
samples (NEMEC et al, 2010; GROSSO et al, 2015). Recent reports have detected
A. bereziniae as reservoir of important encoding resistance genes to several
antimicrobial classes as aminoglycosides (aphA6, aacA4, aacA7, aacCl, aadAl),
chloranphenicol (catB8), sulfonamide (sulll), beta-lactams (blaoxa-2, blaoxa-4, blaoxa-
300, blaoxa-301,, ampC) and even to carbapenems (blasiv-1, blaviv-2, blamp-1, blaive-s,
blaivp-19, blanom-1) (SUNG et al.,, 2014; YAMAMOTO et al, 2013; GROSSO et al,
2015; BROVEDAN et al, 2016).
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Carbapenems are recognized as drugs of choice for the treatment of
infections caused by MDR Acinetobacter spp. However, the increased use of these
antimicrobials resulted in the emergence of resistance and it limited the therapeutic
options significantly. The carbapenem resistance in Acinetobacter spp. occurs mainly
due to the production of carbapenemem-hydrolysing class D beta-lactamases
(CHDLSs) of which the main acquired and most widely CHDLSs spread in Acinetobacter
spp. are OXA-23, OXA-24, OXA-58 and OXA-143 (CASTILHO et al, 2017). The
blaoxa-ss gene was first detected in 2003 in a carbapenem-resistant A. baumannii
isolate recovered from a nosocomial outbreak in France, and since has been isolated
worldwide. In addition to A. baumannii, this gene was detected in other species of the
genus Acinetobacter (A. pitti, A. nosocomialis, A. junii, A. towneri, A. seifertii, A.
johnsonii, A. Iwoffii, A. bereziniae, A. calcoaceticus, A. radioresistens, A. guillouiae,
A. haemolyticus) and, in rare occasions, was described in Escherichia coli, Kleibsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae and Proteus mirabilis suggesting the horizontal
gene transfer. In Brazil, this gene was only found in A. baumannii and A. seifertii
(EVANS; AMYES, 2014; CAYO et al, 2016; CASTILHO et al, 2017; GIRLICH et al,
2017). Curiously, in the literature there are reports of A. bereziniae isolates carrying
the blaoxa-ss gene recovered only in Ireland and Portugal, however there are no
details about the genetic context of this gene in this specie (BOO; CROWLEY, 2009;
GROSSO et al, 2015). Therefore, here we report the first detection of the blaoxa-ss
gene in an A. bereziniae clinical isolate of a tertiary Brazilian hospital.

The isolate Ac 374/14 was recovered from a quantitative
endotracheal aspirate (QEA) culture (108 UFC/mL) in August 2014 of an 83-year-old
female patient diagnosed with ventilator-associated pneumonia (VAP). The patient
was suffering of cerebral ischemic stroke and was admitted to the tertiary teaching
hospital located in the city of Londrina, Parana state, Southern Brazil, eighteen days
prior to the isolation of Ac 374/14. The antimicrobial therapy consisted of intravenous
ceftriaxone (1g, twice daily) and intravenous azithromycin (500mg, once daily) by 10
days and was initiated fifteen days before the detection of the isolate. Subsequently,
the intravenous piperacillin sodium/tazobactam sodium (4,5g, four times a day) was
included in the therapy five days before the isolate have been recovered. After the
isolate detection, the patient received treatment with colistin (150mg, twice daily),
tigecycline (50mg, twice daily) and levofloxacin (500mg, every two days). However,
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despite all the efforts including the broad-spectrum antimicrobial therapy, the clinical
conditions worsed and the patient presented refractory septic shock (pulmonary
focus) and died. The Ac 374/14 was initially identified as Acinetobacter spp.
according to conventional biochemical tests, morphological and growth
characteristics, and was originally identified as Acinetobacter Iwoffii by the Vitek2
automated system (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). The molecular identification
was performed by the rpoB gene sequencing and revealed 100% nucleotide identity
with A. bereziniae type strain NIPH 1050 (GenBank accession number FJ754436.1).

Antimicrobial susceptibility testing was perfomed by disk-diffusion
and microdilution method, according to the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012; CLSI, 2018). The minimal inhibitory concentration (MIC)
breakpoints for Enterobacteriaceae were applied to interpret tigecycline. The isolate
showed the MDR profile, with resistance to carbapenems (16 and 8 pg/mL for
imipenem and meropenem, respectively), extended-spectrum cephalosporins (=64
pg/mL for ceftriaxone and cefepime), aminoglycoside (=16 pg/mL for gentamicin),
and fluoroquinolones (=4 ug/mL for ciprofloxacin), but susceptible only to ampicillin-
sulbactam (8 pg/mL), polymyxins (1 pg/mL to colistin and polymyxins B) and
tigecycline (<0.125 pg/mL).

For Acinetobacter spp., Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Neisseria spp. and Streptococcus pneumoniae the MIC values imply that
infections with these organisms might be treated with tigecycline but the clinical
evidence is currently limited and the organisms not within the approved indications.

The carbapenemase production of this isolate was evaluated d by
the CarbAcineto NP test and the multiplex PCR amplification analysis revealed that
Ac 374/14 had a blaoxa-ss-ike gene but was negative for other CHDL and MBL genes
(blaoxa-23-iike, blaoxa-24/40-ike, blaoxa-s1-ike, blaoxa-143-ike, blaoxa-253, blave, blaviv, blaspm-
1, blasim-1, blacim-1 and blanom). Sequencing established 100% identity with known
blaoxass sequences (GenBank accession no: CP028560.1/Acinetobacter sp;
CP028573.1/ A. pittii).

The genome sequencing of A. bereziniae Ac 374/14 was performed
using the lllumina MiSeq platform (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) using a 300-bp
paired-end library, which generated 4,663,604 reads. After sequencing, those reads
were subjected to trimming and filtering using the CLC Genomics Workbench
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software (version 11.0.1), in which reads with an average Phred quality of less than
30 and with one or more ambiguities were removed. Finally, reads with a size less
than 50 bp, as well as the last 10 nucleotides of the 3= end of each read, were
removed. After the trimming, 4,660,646 reads were used in the assembly, which
generated a genome coverage corresponding to ~233-fold, based on the reference
genome size of 4,509,124 bp for A. bereziniae strain XH901 (NZ_CP018259.1). The
genome of 374/14 was assembled using CLC Genomics Workbench software
(version 11.0.1) and a total of 242 contigs were generated, comprising a total length
of 4,837,458, with coverage depth of 160, N50 value of 45,186, maximum length of
154,002 bp, minimum length of 579 bp and G+C content of 38.1%. Annotation of the
draft assembly was performed using the Rapid Annotation using Subsystem
Technology (RAST) v.2.0 (available from rast.nmpdr.org/) which included 4572
coding genes and 77 RNA genes.

The acquired antimicrobial resistance genes and plasmid replicons
were identified using the ResFinder 3.0 (https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/)
and PlasmidFinder 1.3 (https://cge.cbs.dtu.dk//ser-vices/PlasmidFinder/),
respectively, available from the Center for Genomic Epidemiology. No plasmid was
found in this database and the resistome analysis revealed the presence of beta-
lactams resistance genes (blaoxa-2s7, blacars-a9) including the blaoxa-ss that confer
resistance to carbapenems. In addition, aminoglycoside resistance genes [aph(3')-
Vla, ant(2")-1a], phenicol resistance genes (floR) and sulphonamide resistance gene
(sulll). Furthermore, according to the RAST, were observed point mutations in the
parC, parE, gyrA and gyrB genes and the presence of the blamca and ampC genes,
responsible for fluoroquinolone and the intrinsic beta-lactams resistance,
respectively. In addition, four efflux pumps families [resistance—nodulation cell—
division (RND); major facilitator superfamily (MFS) and multidrug and toxic compound
extrusion (MATE), ABC superfamily efflux transport system] were identified in whole-
genome sequencing in silico analysis.

Additionally, the genetic context of the blaoxa-ss gene was described
based on the in silico analysis and the isolate harbored an ISAbal25-AISAba3—
blaoxa-ss—ISAba3-blamca-ampC genetic structure (Figure 1). The blaoxa-ss gene was
found to be flanked on either side by and ISAba3 insertion sequence. However, the

upstream region of the blaoxa-ss gene was very similar to originally identified in
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Acinetobacter genospecies 3 by Evans and colleagues (2010) which demonstrated
the ISAba3 interrupted by the ISAbal25.

A cluster of genes associated with colicin E (crbC-like, creB, creC
and creD), colicin V and bacteriocin production (dedA, dedE, R1, R3, R4, R5, R8 and
purF) and other genes associated with invasion and intercellular resistance, including
active virulence operons involved in protein synthesis (rv0682, rv0683, rv0684,
rv0685, rvl641, rvli642, and rv1643), DNA transcription (rv0667 and rv0668),
quinolinate biosynthesis (rv1594, rv1595, and rv1596), and internalin-like protein
were found. In addition the presence of the ompA could be associated with the
phenotypic characteristic of a strong biofilm producer of this isolate.

In summary, to our knowledge, this is the first study reporting the
isolation of an OXA-58-producing A. bereziniae in Brazil, a clinical isolate endowed
with antimicrobial resistance and virulence encoding genes which are responsible by
the MDR resistance profile and the ability of biofilm production of the Ac 374/14. In
addition, the genetic context of this carbapenem resistant clinical isolate was
characterized. In the recent years, non-baumannii Acinetobacter species, as A.
bereziniae, have demonstrated resistance to carbapenems which have lead to an
increased importance and prevalence of nosocomial infections caused by these
isolates. Therefore, the detection of this isolate in our institution is worrisome once
this isolate can act as reservoir of the blaoxa-ss gene and could spread this gene to
species of major clinical importance in HU, such as the troublesome and endemic
pathogen A. baumannii.

The complete genome sequence of A. bereziniae Ac 374/14 have
been deposited in DDBJ/EMBL/GenBank under accession number
NZ_QWFV01000066. The version described in this paper is the first version,
NZ_QWFV01000066.1.
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Figure 1. Genetic context of the blaoxa-ss in Acinetobacter bereziniae Ac 374/14.
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Abstract

The aim of this study was to identify the presence of carbapenemases-encoding
genes in non-baumannii Acinetobacter species isolated in a Brazilian hospital.
Fourteen isolates of Acinetobacter spp. recovered of the HU between 2006 and 2018
were studied. According to the rpoB gene sequencing analysis, was identified seven
isolates of Acinetobacter bereziniae, two of A. haemolyticus, two of A. ursingii, and
one from each species A. radioresistens, A. colistiniresistens and Acinetobacter sp.
Six isolates, five A. bereziniae and one A. colistiniresistens, harbored the blaoxa-ss
and was considered biofilm producers, and the isolate identified as A. radioresistens
presented the blaoxa23 gene. ERIC-PCR analysis of blaoxa-ss harborer isolates
showed that three isolates of A. bereziniae were clonally related, of which two were
identical, whereas three isolates belonged to individual clusters. This study highlights
the need for correct identification of Acinetobacter species and the implementation of
appropriate hospital infection control measures to prevent the spread of resistance
determinants like the blaoxa-ss gene among other relevant hospital pathogens.

Key words: Acinetobacter spp.; Carbapenem resistance; CHDL; OXA-58.

Text

In the last years, carbapenem resistance in Acinetobacter spp. has
been described principally in Acinetobacter baumannii. Nonetheless, other species
has been shown as important nosocomial pathogens and has presented elevated
levels of antimicrobial resistance (AL ATROUNI et al., 2016). Currently, the
amplification and analysis of the rpoB gene sequence has been considered the gold
standard methodology for the identification of Acinetobacter spp (TAKIZAWA et al.,
2016). Consequently, the incapacity to accurately differentiate Acinetobacter spp. at
the specie level by phenotypic tests used in clinical laboratories had lead to an
underestimation of the actual prevalence of resistance to carbapenems in non-
baumannii Acinetobacter species. Carbapenem resistance in the Acinetobacter spp.
has been attributed mainly by the production of carbapenem-hydrolyzing class D
beta-lactamases (CHDL) (CASTILHO et al., 2017). Here we described the
occurrence of two non-baumannii Acinetobacter species harboring the blaoxa-ss, a

CHDL-enconding gene, isolated from a tertiary teaching hospital in Brazil.
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In a local surveillance study, fourteen non-baumannii Acinetobacter
isolates were recovered from different patients hospitalized in a tertiary teaching
hospital located in the city of Londrina, Brazil between November 2006 and March
2018. These isolates were collected from the tracheal aspirate (n=3), blood (n=3),
urine (n=2), tissue (n=2), wound secretion (n=2), ulcer secretion (n=1) and bone
fragment (n=1) (Table 1). These isolates were initially identified as Acinetobacter
Iwoffii (Ac 51, Ac 374/14, Ac 521/14, Ac 571/14, Ac 505/15, Ac 236/15, Ac 531/15, Ac
644/15, Ac 38/18), Acinetobacter haemolyticus (Ac 110, Ac 400/16), Acinetobacter
ursingii (Ac 238/15, Ac 160/18) and Acinetobacter spp. (Ac 317) by automated
systems. The rpoB gene sequence analysis identified the isolates as Acinetobacter
bereziniae (n=7), Acinetobacter haemolyticus (n=2), Acinetobacter ursingii (n=2),
Acinetobacter radioresistens (n=1), Acinetobacter colistiniresistens (n=1) and
Acinetobacter sp. (n=1) (Table 1) (LA SCOLA et al., 2006).

The presence of beta-lactamases-enconding genes, acquired
resistance determinants to colistin, quinolones and aminoglycosides were
investigated by PCR followed by sequencing using specific primers (WOODFORD et
al., 2006; HIGGINS et al., 2010; DOYLE et al., 2012; MENDES et al., 2007; WANG
et al., 2006; LABORATORIO ALERTA; REBELO et al., 2018; KRAYCHETE et al.,
2016; HIDALGO et al., 2013; BUENO et al., 2013). Five isolates identified as A.
bereziniae harbored the blaoxa-ss gene and one of these isolates also harbored the
blatem. In addition, one isolate identified as A. colistiniresistens presented the blaoxa-
s8 gene and the blaoxa-23 was detected in an isolate identified as A. radioresistens,
being this intrinsic gene the species (Table 1). The genetic context of the blaoxa-ss
gene was characterized as previously described (VILLALON et al., 2013), and was
identified the ISAba3 insertion sequence (IS) downstream of the blaoxa-ss in five
isolates which one isolate also presented the ISAbal upstream of the blaoxa-ss. Only
one isolate not presented the IS investigated (Table 2).

The virulence determinant bap was investigated by PCR according to
Kodori et al. (2017) and the capacity to form biofilm was evaluated in a 96-well
microtiter plate assay according protocol described by Merritt et al. (2015) with some
modifications. The biofilm formation was observed in all isolates with the most of the
isolates considered strong biofilm producers and no isolates were positive for the
presence of the bap gene (Table 2).
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The clonal relatedness of the six blaoxa-ss-harboring isolates was
determined by ERIC-PCR (SILBERT et al., 2004) and revealed the presence of four
different profiles. The analysis showed that three isolates were considered to be
clonally related, being of these two isolates identical, whereas three isolates
belonged to individual clusters. The five A. bereziniae isolates were included in the
clusters Il, 1ll and IV and the A. colistiniresistens that showed the great diversity was
included in the cluster | (Figure 1).

Minimal inhibitory concentrations (MICs) determination by broth
microdilution were performed according to guidelines of the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012; CLSI, 2018) and the breakpoints for
Enterobacteriaceae were applied to interpret tigecycline. As shown in Table 2, it was
observed that the three isolates belonging to individual clusters (I, I, i)
demonstrated the multidrug-resistant profile (MAGIORAKOS et al., 2012). The
isolates belonging to clusters Il and Il were resistant to carbapenems (8.0 and 4.0
Mg/mL for meropenem and 16.0 ug/mL for imipenem, respectively) and ceftazidime
(32.0 and 16.0 pg/mL), and the cluster Il isolate was also resistant to polymyxins (8.0
pg/mL for colistin and 4.0 pg/mL for polymyxin B). The isolate from cluster | was
susceptible to most antimicrobials, however, it presented a high MIC for polymyxins
(232.0 pg/mL for colistin and 32.0 pg/mL for polymyxin B), due to an intrinsic
characteristic of this specie described in the literature (NEMEC et al., 2017). From
cluster 1V, one isolate was resistant to ceftazidime (16.0 ug/mL), two to polymyxin B
(4.0 yg/mL) and all were resistant to colistin (4.0 to 8.0 ug/mL). The blaoxa-ss-
harboring isolates were susceptible to tigecycline (<0.125 to 0.5 pg/mL).

Since its firsts report in Acinetobacter baumannii isolated in France,
the blaoxa-ss has been described in worldwide and in other species of Acinetobacter,
as well as some Enterobacteriaceae such as Kleibsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, and Proteus mirabilis (POIREL et al., 2005; EVANS,;
AMYES, 2014; GIRLICH et al.,, 2017). In Brazil, there are few reports of
Acinetobacter species harboring the blaoxa-ss gene which has been reported until the
date only in A. baumannii and A. seifertii (CAYO et al., 2016; CASTILHO et al.,
2017). Here we described the first reports of the blaoxa-ss gene in A. bereziniae and

A. colistiniresistens isolates in Brazil.
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The blaoxa-ss-harboring isolates included in this study were recovered
in our institution in 2014 and 2015, and the genetic contexts of blaoxass identified
presented different antibiotics resistance profiles (FU et al., 2014). The isolate 374/14
presented the ISAba3 interrupted by the ISAbal25 and the isolate 644/15 presented
the ISAbal upstream of the blaoxa-ss, a similar context to that identified in other
studies that included isolates with reduced susceptibility to carbapenems (GUSATTI
et al.,, 2012; EVANS et al., 2010). Curiously, in this study the isolates that not
presented IS upstream of blaoxa-ss were susceptible to carbapenems, while isolates
presenting IS were resistant. Therefore, the presence of IS upstream of the blaoxa-ss
gene may be associated with the increased gene expression and consequent
reduction of susceptibility observed to carbapenems. In addition, the presence of
blaoxa-ss in three A. bereziniae isolates susceptible to carbapenems emphasizes the
threat of these isolates as reservoirs of genes encoding carbapenemases not
detected, which may allow the persistence and dissemination of these genes for
other species. This occur because the investigation of the genes and implementation
of hospital infection control measures are generally performed in isolates that present
phenotypic resistance in the antimicrobial susceptibility test. Furthermore, the
presence of carbapenemase-encoding genes in non-baumannii Acinetobacter that
have decreased susceptibility to polymyxins represent an great concern for public
health, because it notoriously limits the available therapeutic options for treatment
this infections.

Despite non-baumannii Acinetobacter are commonly susceptible to
several antimicrobials, the possibility of the additional insertion of IS that act as
promoter of the blaoxass gene, as well as acquiring mobile genetic elements
harboring resistance determinants must be taken into account. In summary, this
study underscores the need for correct identification of Acinetobacter species and the
implementation of adequate hospital infection control measures to avoid

dissemination of resistance determinants among relevants hospital pathogens.
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Table 1. Demographic data of patients, clinical characteristics, identification and characterization of non-baumannii Acinetobacter

isolates.
Isolate Date of Source CFU/mL Patient Patient Identification Resistance (
Ac isolation location outcome Vitek2® RpoB Acession profile 1
number

51 11/13/2006 Urine 10/ AMB Discharged A. Iwoffii A. radioresistens CP027365.1 - bl

110 01/23/2008 Ulcer - PED Discharged A. haemolyticus A. haemolyticus CP030880.1 AK -
secretion

317 05/31/2011 Wound - EXT Discharged Acinetobacter sp.  Acinetobacter sp. JF495490.1 - -
secretion

374/14 08/16/2014 Tracheal 10° ER Death A. lwoffii A. bereziniae FJ754436.1  AK, CN, LEV, CIP, bl
aspirate IPM, MEM, FEP, bl

CAZ, SXT, TZP

521/14 10/24/2014 Blood - ID Discharged A. Iwoffii A. bereziniae KR107539.1 LEV, CIP, STX -

571/14 11/14/2014 Tissue - MW Death A. lwoffii A. bereziniae P0O18259.1 CIP bl

505/15 05/19/2015 Blood - ID Discharged A. lwoffii A. colistiniresistens KX014585.1  AK, SXT bl

236/15 07/12/2015 Blood - MW Death A. lwoffii A. bereziniae PO18259.1 CIP bl

238/15 07/19/2015 Wound - MW Discharged A. ursingii A. ursingii AP018824.1 - -
secretion

644/15 10/15/2015 Tracheal 108 ICU Death A. Iwoffii A. bereziniae FJ754436.1 AK, CN, LEV, CIP, bl
aspirate IPM, MEM, FEP,

CAZ, SXT, TZP

531/15 11/16/2015 Tracheal 10° ER Discharged A. lwoffii A. bereziniae P0O18259.1 CIP bl
aspirate

400/16 07/16/2016 Bone - AMB Discharged A. haemolyticus A. haemolyticus CP018871.1 FEP, SAM -
fragmente

38/18 01/12/2018 Tissue - MwW Discharged A. Iwoffii A. bereziniae P0O18259.1 AK, LEV, CIP, SXT -

160/18 03/15/2018 Urine 10° ER Discharged A. ursingii A. ursingii KU961646.1 - -

AMB, ambulatory; PED, pediatrics; EXT, external, ER, emergency room; ID, infectious diseases; MW, male ward; ICU, intensive care unit; AK,
amikacin; CN, gentamicin; LEV, levofloxacin; CIP, ciprofloxacin; IPM, imipenem; MEM, meropenem; FEP, cefepime; CAZ, ceftazidime; SXT,
sulfamethoxazole-trimethoprim; TZP, piperacillin-tazobactam, SAM, ampicillin-sulbactam.
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Table 2. Antimicrobial susceptibility profile, genetic similarity, genetic context and biofilm production of Acinetobacter bereziniae and
Acinetobacter colistinisresistens isolates harboring blaoxa-ss gene.

Isolate Species ERIC Resistance profile Genetic context of blaoxass gene  bap  Biofil
Ac gene m
MIC (pg/mL)
= s N (@] - m
L < O
= o S 2 O z
374/14 A. bereziniae 1l MDR 4,0 16,0 16, <0,125 1,0 1,0 [ISAbal25-AlSAba3-blaoxa.ss- ND Strong
0 ISAba3*
571/14 A. bereziniae v NC <0,25 <0,25 16, <0,125 8,0 4,0 blaoxass-ISAba3 ND Strong
0
505/15 A. I MDR 1 0,5 8,0 <0,125 =232,0 32, - ND Weak
colistiniresistens 0
236/15 A. bereziniae \% NC <0,25 0,5 8,0 <=0,125 4,0 1,0 blaoxass-ISAba3 ND Strong
644/15 A. bereziniae I MDR 8,0 16,0 32, 05 8,0 4,0 |ISAbal- blaoxass-1ISAba3 ND Weak
0
531/15 A. bereziniae \Y% NC <0,25 0,5 20 <=0,125 8,0 4,0  blaoxa-ss-ISAba3 ND Strong

* Unpublished study data.

NC, not classified; ND, not detected; MDR, multidrug-resistant; MIC, Minimal inhibitory concentration; MEM, meropenem; IPM, imipenem; CAZ,
ceftazidime; TGC, tigecycline; COL, colistin; PMB, polymyxin B.
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Figure 1. Dendrogram based on ERIC-PCR of Acinetobacter bereziniae and
Acinetobacter colistiniresistens isolates harboring blaoxa-ss gene.



7 CONCLUSAO

96

Quanto aos isolados de A. baumannii, os dados clinicos obtidos
do periodo avaliado confirmam este patégeno como um
importante causador de infec¢des respiratérias nas UTIs do HU,
principalmente em pacientes do sexo masculino e com idade
avancada.

As taxas elevadas de nao sensibilidade as principais classes de
antimicrobianos utilizados na terapia e predominio de isolados
de A. baumannii MR e ER observados reforcam a dificuldade de
tratamento de infec¢gBes causadas por este patdgeno.

As altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos podem ser
atribuidas a prevaléncia do gene codificador da carbapenemase
adquirida OXA-23 associado, em sua maioria, aos Tn2008 e
Tn2006, que, em conjunto com a deteccdo de um perfil policlonal
e amplamente pertencentes aos complexos clonais
internacionais, sugerem e justificam a manutencdo e
disseminagédo deste determinante de resisténcia entre o0s
isolados de A. baumannii no HU.

Em relacdo aos isolados de Acinetobacter nao-baumannii, foi
possivel confirmar a dificuldade de identificacdo dos isolados ao
nivel de espécie por metodologias fenotipicas manuais e/ou
automatizadas utilizadas no Laboratério de Microbiologia Clinica
desta institui¢ao.

Foram verificados isolados de Acinetobacter n&ao-baumannii
portadores de importantes determinantes de resisténcia,
principalmente aos carbapenémicos como blaoxass € blaoxa-23
evidenciando a presenca de um novo gene codificador de
resisténcia a esta importante classe de antimicrobianos utilizada
como farmacos de escolha no tratamento de infec¢cdes causadas
por Acinetobacter spp no HU.

A presenca de isolados de A. bereziniae e A. colistiniresistens

portadores do gene blaoxa-ss € produtores de biofilme reforca a
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importancia clinica destas espécies como responsaveis por
infeccbes hospitalares e sobretudo como reservatorios deste
determinante de resisténcia. Aléem disso, isolados sensiveis aos
carbapenémicos portadores do gene blaoxass ressaltam a
dificuldade na deteccdo deste determinante de resisténcia uma
vez que estudos moleculares para a deteccdo de genes
codificadores de CHDL geralmente séo realizados em isolados
gue apresentam resisténcia aos carbapenémicos. Este fato
reforca a necessidade de atencdo da equipe de controle de
infeccdo hospitalar do HU em relacédo a vigilancia epidemiol6gica
a fim de evitar a disseminacdo deste gene para espécies mais

virulentas presentes no ambiente hospitalar como A. baumannii.
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Oligonucleotideos utilzados para a caracterizacdo molecular de isolados de

Acinetobacter spp.

Oligonucleotideos Sequéncia (5’ - 3’) TA®  Tamanho do Referéncia
fragmento
(bp)
OXA-23 F GATCGGATTGGAGAACCAGA 52°C 501 WOODFORD et al., 2006
OXA-23 R ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA-24 F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 246
OXA-24 R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
OXA-51 F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353
OXA-51R TGGATTGCACTTCATCTTGG
OXA-58 F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599
OXA-58 R CCCCTCTGCGCTCTACATAC
OXA-143 F TGGCACTTTCAGCAGTTCCT 52°C 149 HIGGINS et al., 2010
OXA-143 R TAATCTTGAGGGGGCCAACC
NDM F GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC 60°C 782 DOYLE et al., 2012
NDM R GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT
KPC F TGTCACTGTATCGCCGTC 900
KPCR CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
OXA-48 F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 438
OXA-48 R CATCAAGTTCAACCCAACCG
IMP F GAATAG(A/G)(AIG)TGGCTTAA(C/T)TC 53°C 188 MENDES et al., 2007
IMP R TC
CCAAAC(CIT)ACTA(G/C)GTTATC
VIM F GTTTGGTCGCATATCGCAAC 382
VIM R AATGCGCAGCACCAGGATAG
GIM F TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 72
GIMR CGGAACGACCATTTGAATGG
SIM-1F GTACAAGGGATTCGGCATCG 569
SIM-1 R TGGCCTGTTCCCATGTGAG
SPM-1 F CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 798
SPM-1 R CCTTTTCCGCGACCTTGATC
GES F ATGCGCTTCATTCACGCAC 55°C 846 WANG et al., 2006
GES R CTATTTGTCCGTGCTCAGG
SHV F CTTGACCGCTGGGAAACGG 55°C 200 LABORATORIO ALERTA
SHV R AGCACGGAGCGGATCAACGG
TEM F CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG 650
TEM R AACCAGCCAGCCWGAAGG
CTX-M-1e2F ATGTGCAGYACCAGTAA 512
CTX-M-1e2R CGCTGCCGGTTTTATCSCCC
CTX-M-8 F AACRCRCAGACGCTCTAC 333
CTX-M-8 R TCGAGCCGGAASGTGTYAT
MCR-1 F ATGCCAGTTTCTTTCGCGTG 59°C 502 REBELO et al., 2018
MCR-1 R TCGGCAAATTGCGCTTTTGGC
MCR-2 F GATGGCGGTCTATCCTGTAT 379
MCR-2 R AGGCTGACACCCCATGTCAT
MCR-3 F ACCAGTAAATCTGGTGGCGT 296
MCR-3 R AGGACAACCTCGTCATAGCA
MCR-4 F TTGCAGACGCCCATGGAATA 207
MCR-4 R GCCGCATGAGCTAGTATCGT
MCR-5 F GGACGCGACTCCCTAACTTC 608
MCR-5 R ACAACCAGTACGAGAGCACG
QnrAm F AGAGGATTTCTCACGCCAGG 58°C 580 KRAYCHETE et al., 2016
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QnrAm R TGCCAGGCACAGATCTTGAC
QnrBm F GGMATHGAAATTCGCCACTG 264
QnrBm R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
QnrCm F GCGAATTTCCAAGGGGCAAA 135
QnrCm R ACCCGTAATGTAAGCAGAGCAA
QnrDm F AGGTGTAGCATGTATGGAAAAGC 691
QnrDm R ACATTGGGGCATTAGGCGTT
QnrSm F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428
QnrSm R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
QnrvCm F GAGYTKTATGGTTTAGAYCCTCG 71
QnrvVCm R TGTTCYTGYTGCCACGARCA
RmtA F ATGAGCTTTGACGATGCCCTA 55°C 756 HIDALGO et al., 2013
RmtA R TCACTTATTCCTTTTTATCATG
RmtB F ATGAACATCAACGATGCCCT 769
RmtB R CCTTCTGATTGGCTTATCCA
RmtC F CGAAGAAGTAACAGCCAAAG 711
RmtC R ATCCCAACATCTCTCCCACT
RmtD F CGGCACGCGATTGGGAAGC 401
RmtD R CGGAAACGATGCGACGAT
RmtE F ATGAATATTGATGAAATGGTTGC 818
RmtE R TGATTGATTTCCTCCGTTTTTG
RmtF F GCGATACAGAAAACCGAAGG 589
RmtF R ACCAGTCGGCATAGTGCTTT
RmtG F AAATACCGCGATGTGTGTCC 55°C 250 BUENO et al., 2013
RmtG R ACACGGCATCTGTTTCTTCC
F-Bap-C ATGCCTGAGATACAAATTATTGCCAA  56°C 561 KODORI et al., 2017
R-Bap-C GGATAATC
AGGTGCTGAAGAATCATCATTAC
ERIC1R GTGAATCCCCAGGAGCTTACA 40°C - SILBERT et al., 2004
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
MCR-1 F CGGTCAGTCCGTTTGTTCTCGGCA 54°C 309 LIU et al., 2016
MCR-1R CTTGGTCGGTCTGTAGGG
Tn2006 Int-P3 GTCTATCAGGAACTTGCGCG 62°C CHEN et al., 2017
Tn2006 Int-P4 GCAAGGCTTTAGATGCAGAAGA 62°C
Tn2007 Int-P6 ATTTGAACCCATCTATTGGC 56°C
Tn2007 Int-P7 ACTCTCATATTTTTTCTTGG 56°C
Tn2006/8 Int-P5 GGCTCATTACAGTCAGGTACAAGT 62°C
Tn2009 Int-P1 ATCCTGATGCTCGCAATCGT 62°C
Tn2009 Int-P8 CTGTCTGCGAACACATTCAC 62°C
ompA-FM TGGCGGTAAAGATGGTAAC 57°C MARTINS et al., 2016
ompA-RM CCTAAAGTACCTTCTTCTGAGTTAC 327
ompA-RBM TTCCAGAACTCTTCATCAGC 423
CSUE-FM CGATTGTGGGAATCGGTGCC 239
csukE-FBM TTGGCGAACATGACCTATT 531
CSUE-RM CACATAATATGGTGTATTTACCGAA
OXA-51FM AGTATTTAAGTGGGACGGGC 114
OXA-51RM CGACGAGCTAAATCTTGATAAACC
Ac696F TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG 60°C 857 LA SCOLA et al., 2006
Ac1598R CGBGCRTGCATYTTGTCRT
ISAbalF GTTATATCTTATCTTAAACA 56°C MERKIER et al., 2008
ISAbalR GCTCACCGATAAACTCTCT
ISAba2A AATCCGAGATAGAGCGGTTC POIREL; NORDMANN,
ISAba2B TGACACATAACCTAGTGCAC 2006
ISAba3A CAATCAAATGTCCAACCTGC 50°C
ISAba3B CGTTTACCCCAAACATAAGC
ISAbadA ATTTGAACCCATCTATTGGC CORVEC et al., 2007
ISAba4B ACTCTCATATTTTTTCTTGG

aTemperatura de anelamento
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