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RESUMO

Acinetobacter baumannii € uma das principais espécies bacterianas relacionadas a infecgdes
hospitalares, frequentemente associada as pneumonias por ventilacdo mecanica em UTIs. A
resisténcia aos antimicrobianos em A. baumannii emergiu mundialmente nas Ultimas décadas
atingindo niveis alarmantes, inclusive para os carbapenémicos. No Brasil, as taxas de
resisténcia a esta classe em A. baumannii é de aproximadamente 80%. O principal mecanismo
associado a resisténcia aos carbapenémicos € a producdo de carbapenemases da Classe D de
Ambler ou OXA-carbapenemases. Ao todo, seis familias de OXA ja foram relatadas em A.
baumannii sendo a OXA-23 a mais prevalente em isolados do mundo todo. O objetivo deste
estudo foi caracterizar isolados clinicos de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos
(AbRC) provenientes da regido da fronteira oeste do estado do Rio Grande do Sul quanto ao
seu perfil de sensibilidade, prevaléncia de OXA-carbapenemases e determinar sua relagdo
genética através de tipagem molecular. Os isolados foram provenientes de uma Unica institui¢do
de salde e coletados no periodo de cinco anos. A espécie A. baumannii foi identificada através
da presenca do gene blaoxas: € 0 perfil de sensibilidade foi determinado pela técnica de
microdiluicdo em caldo. A deteccdo fenotipica da producgdo de carbapenemases foi realizada
pelo teste de associacdo dos inibidores EDTA e &cido fenilborénico aos carbapenémicos e pelo
teste de Blue-Carba. A confirmacdo molecular foi realizada através da amplificacdo dos
principais genes codificadores de carbapenemases por PCR. A relacdo genética entre 0s
isolados de AbRC foi determinada pelas técnicas de REP-PCR e PFGE. No periodo do estudo,
um total de 36 ARC foram isolados, provenientes principalmente de amostras clinicas do trato
respiratdrio (66,6%). Além da resisténcia a todos os B-lactdmicos testados e ao ciprofloxacino,
os isolados também apresentaram altos niveis de resisténcia a gentamicina (86,1%) e amicacina
(61,1%). Por outro lado, todos foram sensiveis a polimixina B (CIMs < 1 ug/mL). O gene
blaoxa-23 foi detectado em 34 dos isolados de AbRC. A tipagem revelou a presenca de trés
principais grupos geneticamente relacionados e de quatro linhagens clonais, duas presentes e
prevalentes na instituicdo durante os quatro anos do estudo e duas com origem mais recente,
em 2017. A partir dos resultados obtidos foi possivel constatar uma elevada prevaléncia de
isolados de AbRC produtores de OXA-23, com a disseminagdo e permanéncia de linhagens
clonais na instituicdo. A resisténcia em A. baumannii ndo € um problema de saude publica
apenas em grandes centros de saude do pais, servindo de alerta sobre a necessidade de medidas

mais efetivas de controle e prevencdo. Ainda, os resultados deste estudo fornecem os primeiros



dados epidemioldgicos desta espécie nesta regido do pais, contribuindo para a construgdo de

um panorama mais amplo sobre a resisténcia aos antimicrobianos em A. baumannii.

Palavras-Chave: A. baumannii, carbapenémicos, multirresisténcia, carbapenemases, OXA-23,
tipagem molecular



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is one of the main bacterial species related to nosocomial infections,
frequently associated with ventilator-associated pneumonia in ICUs. Antimicrobial resistance
in A. baumannii has emerged worldwide in recent decades reaching alarming levels, including
for carbapenems, with resistance rates achieving approximately 80% in Brazil. The main
mechanism associated to carbapenem resistance is the production of Class D carbapenemases
or OXA-carbapenemases. Six families of OXA enzymes have been reported in A. baumannii
and OXA-23 is the most prevalent in isolates worldwide. The aim of this study was to
characterize carbapenem-resistant A. baumannii (CRAD) clinical isolates from the western
border region of Rio Grande do Sul state according to sensitivity profile, prevalence of OXA-
carbapenemases and genetic relationship through molecular typing. The isolates were provided
from a single health institution and they were collected from 2014 to 2018. The species A.
baumannii was identified by the presence of the blaoxa-s1 gene and the sensitivity profile was
determined by broth microdilution. Phenotypic detection of carbapenemase production was
performed by the association test of inhibitors EDTA and phenylboronic acid to carbapenems
and by the Blue-Carba test. Molecular confirmation was performed by PCR amplification of
the main carbapenemase encoding genes. The genetic relationship among CRAD isolates was
determined by REP-PCR and PFGE. During the study period, a total of 36 carbapenem resistant
Acinetobacter spp. were isolated, mainly from respiratory tract (66.6%). In addition to
resistance to all B-lactams tested and ciprofloxacin, the isolates also showed high level
resistance to gentamicin (86.1%) and amikacin (61.1%). On the other hand, all of them were
sensitive to polymyxin B (MICs < 1 pg/mL). The blaoxa-23 gene was detected in 34 CRAb
isolates. Typing revealed the presence of three main genetically related groups and four clonal
strains, two present and prevalent in the institution during the four years of the study and two
of more recent origin, in 2017. From the results obtained it was possible to verify a high
prevalence of OXA-23 producing AbRC isolates, with the dissemination and permanence of
clonal strains in the institution. The resistance in A. baumannii is not a public health problem
only in large health centers in the country, serving as a warning about the need for more
effective measures for control and prevention. Furthermore, the results of this study provide the
first epidemiological data of this species in this region of the country, contributing to the

construction of a broader overview of antimicrobial resistance in A. baumannii.



Keywords: A. baumannii, carbapenems, multiresistance, carbapenemases, OXA-23, molecular
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1 INTRODUCAO

O género Acinetobacter compreende 63 espécies descritas sendo A. baumannii a de
maior importancia clinica. O fendtipo de multirresistentes (MDR) tornou-se prevalente em
isolados desta espécie fazendo dos carbapenémicos a classe de primeira escolha para o
tratamento das infecgdes. Contudo, desde o inicio da década passada, diversos estudos
publicaram relatos de surtos causados por A. baumannii resistentes aos carbapenémicos
(AbRC) no mundo e no Brasil, inclusive no estado do Rio Grande do Sul, evidenciando a
emergéncia de um problema que toma proporcdes cada vez mais alarmantes. (1, 2, 3)

Os carbapenémicos, classe de antibidticos pertencente a familia dos B-lactdmicos, foram
introduzidos no mercado por volta dos anos 70. Até esta década, o perfil de sensibilidade da
maioria das espécies de Acinetobacter. era amplo e ndo apresentava dificuldades no tratamento.
Com o surgimento das cepas multirresistentes, os carbapenémicos tornaram-se a principal
escolha e alternativa de tratamento para as infec¢fes causadas por estas cepas. (1) Contudo, nos
anos 90, Acinetobacter spp. resistentes a esta classe de antibidticos tornaram-se uma realidade.
()

No género Acinetobacter spp., 0 mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos pode
estar associado a perda de porinas, mas principalmente a producdo de carbapenemases. Estas
sdo P-lactamases atividade de hidrolise sobre carbapenémicos. Segundo Ambler, as
carbapenemases podem ser divididas nas classes A, B e D, de acordo com suas caracteristicas
moleculares. A classe D representa a classe das oxacilinases (OXA) e sdo o principal
mecanismo associado a AbRC. Atualmente, das OXA-carbapenemases descritas em A.
baumannii, as enzimas do tipo OXA-23 sdo as mais prevalentes. (1, 38)

Técnicas de tipagem molecular sdo ferramentas de grande importancia epidemiolégica
capazes de estabelecer o grau de similaridade genética entre diferentes isolados bacterianos
assim como no monitoramento, caracterizacgao e controle de surtos e infeccdes em instituicoes
de saude. Diferentes abordagens de genotipagem sdo utilizadas para analisar a epidemiologia
de A. baumannii permitindo a avaliagdo da disseminacdo e o entendimento da dindmica de
linhagens clonais, sendo as principais aplicadas em A. baumannii as técnicas de REP-PCR e
PFGE.

A justificativa do presente estudo se da pela importancia da investigacdo dos
mecanismos envolvidos na resisténcia ou diminuicdo de sensibilidade aos antibidticos

carbapenémicos no género Acinetobacter spp., bem como o conhecimento do seu perfil de



15

sensibilidade as principais classes de antimicrobianos, considerando que estes dados s&o
escassos no interior do estado do Rio Grande do Sul.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Promover a caracterizagdo fenotipica e molecular de isolados clinicos do género
Acinetobacter. resistentes aos carbapenémicos, provenientes da Santa Casa de Caridade do

municipio de Uruguaiana/RS.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a perfil de sensibilidade dos Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos
(ARC), também aos aminoglicosideos, fluorquinolonas e outros antimicrobianos como
polimixina B;

e Caracterizar fenotipicamente os ARC quanto aos mecanismos enzimaticos envolvidos na
resisténcia aos carbapenémicos;

e Avaliar a prevaléncia dos principais grupos de carbapenemases do tipo oxacilinases nos
isolados de ARC;

e Auvaliar a contribuicdo das carbapenemases de classe A e classe B na resisténcia destes
isolados;

e Auvaliar a relacdo clonal entre os isolados de A. baumannii através de tipagem molecular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas do género Acinetobacter

Os microrganismos do género Acinetobacter (familia Moraxellaceae e ordem
Gammaproteobacteria) apresentam-se como coco bacilos gram-negativos, aerébios, nao
formadores de esporos, catalase positiva, oxidase negativa e ndo fermentadores da glicose.
Encontram-se amplamente distribuidos em diferentes ambientes como solo, agua, vegetais, pele
de animais e seres humanos. (1) Atualmente o género compreende 63 espécies descritas de
acordo com a “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature - LPSN”
(http://www.bacterio.net/acinetobacter.html) (acesso em agosto de 2019).

Acinetobacter spp. comecaram a ser reconhecidos como patdgenos significativos
associados a assisténcia a saude durante a década de 1970 com muitas das infec¢Bes envolvendo
isolados MDR e provenientes de unidades de terapia intensiva (UTI). As espécies de maior
relevancia clinica sdo A. baumannii, A. nosocomialis e A. pittii. (1, 2) Estas trés espécies
possuem alto grau de similaridade fenotipica, juntamente da espécie A. calcoaceticus,
considerada ambiental e raramente patogénica, e devido a isso foram agrupadas no denominado
complexo A. baumannii-calcoaceticus (ABC). (3) Recentemente as espécies A. seifertii e A.
dijkshoorniae sp. nov, ambas de importancia clinica, foram descritas e incluidas no complexo
ABC. (4, 5)

3.1.2 Espécie Acinetobacter baumannii

Dentre as espécies do complexo ABC, Acinetobacter baumannii € a mais relevante
clinicamente. (1, 2) Este patdgeno oportunista considerado de baixo risco no passado, emergiu
mundialmente nas Gltimas trés décadas como uma das principais causas de infeccdo hospitalar.
(2) Alem da habilidade de tornar-se resistente a diversas classes de antimicrobianos, A.
baumannii, assim como outras espécies do género, é capaz de manter-se viavel por longos
periodos em superficies secas de objetos inanimados, fatores que contribuem diretamente para
0 sucesso desta espécie como patdgeno no ambiente hospitalar. (2)

As infecgOes causadas por A. baumannii podem ser diversas, sendo que as infec¢des do

trato respiratorio como as pneumonias associadas a ventilagdo mecénica sdo as mais frequentes,
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além de infec¢bes do trato urinario, meningites, infeccbes de pele e tecidos moles, e
septicemias. (1, 2)

A contaminacdo por A. baumannii em equipamentos de suporte respiratorio,
dispositivos de succdo e dispositivos usados para acesso intravascular sdo considerados uma
das principais fontes de infeccdo. A baumannii também pode ser transmitido pela proximidade
com pacientes infectados ou colonizados por contato direto ou mesmo através de fomites,
cortinas, grades do leito, mesas, pias, portas, tubos de alimentacao e luvas. (2, 6)

Alguns fatores, tais como internacdo prolongada, uso de ventilacdo mecanica, de
dispositivos intravasculares, idade avancada, imunossupressdo, uso prévio de terapia
antimicrobiana de amplo espectro, permanéncia em UTI e alimentacdo parenteral podem

predispor pacientes as infecgdes por A. baumannii. (1, 2, 7)

3.2 Epidemiologia

Estima-se cerca de 45.000 (variando de 41.400 até 83.000) casos por ano de infeccdes
por Acinetobacter spp. nos Estados Unidos e um milh&do (variando de 600.000 até 1.400.000)
casos por ano no mundo todo. (8) Matsui et al. ap6s anélise de 866 isolados clinicos de
Acinetobacter spp. procedentes de 76 hospitais do Japédo identificaram a espécie A. baumannii
com sendo a mais prevalente (74.5 %), isolada principalmente de amostras do trato respiratério,
seguido de A. nosocomialis (9,6 %) e A. pittii (6,9 %). (25) Outro estudo avaliou a prevaléncia
de espécies no complexo ABC em 215 amostras de hemoculturas e identificou 54,4 % de A.
baumannii, 35,8 % de A. nosocomialis e 9,8 % de A. pittii. (9)

Em um estudo nacional, foram analisados 92 isolados do complexo ABC provenientes
de quatro estados diferentes e a prevaléncia de A. baumannii foi de 100%. (10) Em outro estudo,
A. baumannii representou aproximadamente um terco (22/72) dos isolados relacionados a
bacteremias por uso de nutri¢do parenteral. (11)

As infecgOes hospitalares por A. baumannii estdo relacionadas a altas taxas de
mortalidade, sendo aproximadamente 26% e podendo aumentar para 46% em UTIs. (12) Em
uma pesquisa realizada em paises europeus as taxas de mortalidade de A. baumannii variaram
entre 3% e 67%. (23) A. baumannii é o principal patégeno relacionado as pneumonias
associadas a ventilacdo mecénica (PAVM), que totalizam cerca de 15% de todas a infeccoes

hospitalares, resultando em altas taxas de morbimortalidade especialmente em UTIs. (13)
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Ainda, é responsavel por aproximadamente 4 % das meningites, com taxa de mortalidade de
70%. (14)

Infeccdes por Acinetobacter spp. estdo frequentemente associadas a episodios de surto
envolvendo a disseminacdo de linhagens clonais no ambiente hospitalar, principalmente em
UTlIs. Caracteristicas do género Acinetobacter, como a capacidade de manter-se viavel por
longos periodos no ambiente, habilidade de tornar-se resistente a diversos antimicrobianos e a
colonizacdo em pacientes saudaveis podem contribuir para este comportamento. (2, 53, 54)
Surtos de A. baumannii ja foram relatados nos Estados Unidos, Europa, América do Sul, Africa,
Asia e Oriente Médio (15, 16, 17, 18), e inclusive no Brasil. (19, 20, 21, 22)

Em relacdo a sua prevaléncia no ambiente, foram analisadas amostras de agua, ar e
superficies de diferentes locais de quatro hospitais do Iran e a prevaléncia de A. baumannii foi
17% (7/42), 11% (7/64) e 2% (1/42) respectivamente. (66) Ja Rocha et al. (2018) analisaram
amostras da superficie de leitos de UTI e de um total de 59 isolados, A. baumannii foi a espécie
mais frequentemente isolada (23,7%). (65) Outro estudo analisou 886 amostras coletadas de
UTIs de um hospital universitario na cidade de Porto Alegre/RS, incluindo mdveis, dispositivos
médicos, luvas e grades dos leitos, e a prevaléncia encontrada de A. baumannii foi de 9,5%
(n=84), exceto por um isolado, todos foram MDR, (resistentes a pelo menos um agente
antimicrobiano de no minimo trés classes diferentes). (23)

3.3 Resisténcia aos antimicrobianos

No inicio dos anos de 1970, as infecgdes por Acinetobacter spp. eram tratadas com
ampicilina, gentamicina e &cido nalidixico. Contudo, a partir do ano de 1975 altas taxas de
resisténcia passaram a ser observadas. (26) Atualmente, varios antimicrobianos como
aminopenicilinas, cefalosporinas de espectro restrito e estendido (terceira e quarta geracao),
tetraciclina, cloranfenicol, cefamicinas, como a cefoxitina e aminoglicosideos tiveram sua
eficacia consideravelmente reduzida no tratamento de infec¢bes por Acinetobacter spp., (27) e
o fen6tipo MDR tornou-se frequente, representando a grande maioria dos isolados clinicos do
género. (2, 29, 35)

O contexto da resisténcia aos antimicrobianos em A. baumannii, é bastante complexo.
A espécie € intrinsecamente resistente a diversos antimicrobianos como amoxicilina
(penicilinas), cefalosporinas de espectro restrito (primeira e segunda geracgdo), ertapenem,

trimetropim e cloranfenicol (27), além de possuir uma configuragdo genética que favorece a
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captacdo de genes associados a diversos mecanismos de resisténcia. (1, 2) Além disso, A
baumannii também pode expressar mecanismos constitutivos, como bombas de efluxo e a
producdo de enzimas inativadoras de farmacos (B-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas),
que atuando de forma sinérgica, podem torna-lo resistente a praticamente todas as classes de
antimicrobianos. Estas caracteristicas, agindo de forma U(nica ou sinérgica, favorecem
diretamente o surgimento de cepas com fen6tipo MDR. (28)

Os carbapenémicos (imipenem e meropenem), devido a sua estabilidade, alta poténcia
contra bacilos gram-negativos e baixa toxicidade, tornaram-se a principal escolha para
tratamento de A. baumannii MDR. Entretanto, a partir dos anos 90 isolados de A. baumannii
resistentes aos carbapenémicos (AbRC) passaram a emergir e disseminar-se de forma rapida,
tornando-se uma grave ameaca a salde publica mundial. (1, 2, 6, 7, 29, 30, 31)

Em um estudo norte americano, Hoffman-Roberts et al. (2016) analisaram o perfil de
5.582 isolados de A. baumannii provenientes de 346 hospitais e identificaram 2.124 isolados
MDR, sendo que destes 80% também eram resistentes aos carbapenémicos. (32) Nos Estados
Unidos estima-se cerca de 25.950 casos por ano de infeccdes por AbRC totalizando 75.000
casos/ano em paises desenvolvidos. (8) Infeccdes por AbRC também representam altos custos
para o sistema de saude ultrapassando U$389 milhdes com aproximadamente 5.000 dbitos
anualmente nos Estados Unidos, chegando a quase U$800 milhGes e cerca de 15.000 mortes
por ano no mundo todo. (8) Cai et al. (2017) avaliaram isolados clinicos procedentes de 206
hospitais e A. baumannii foi a espécie que apresentou as maiores taxas de resisténcia aos
carbapenémicos. No mesmo estudo, a prevaléncia de AbRC foi de 50.4% em infec¢des do trato
respiratdrio, 42% em infeccOes do trato urinario e 40.1% em hemoculturas. (33)

As taxas de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii podem variar de acordo
com a distribuicéo geografica dos isolados. No Brasil, sdo observadas taxas muito altas (77,7%)
(34) e de acordo com um estudo de Rossi et al., a variacdo encontrada em Acinetobacter spp.
entre 2010 e 2014 foi de 30% a 70%. (35)

3.4 Mecanismos de resisténcia aos p-lactdmicos em Acinetobacter baumannii

Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na resisténcia aos antimicrobianos f3-
lactdmicos, como as alteragbes nas proteinas de ligacdo as penicilinas, diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa através de alteracBes nas porinas, bomba de efluxo e a

producéo de B-lactamases. (2)
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As B-lactamases sdo uma familia extensa de enzimas codificadas pelo gene “bla” cuja
classificacdo mais usual foi proposta por Ambler (1980) baseando-se nas caracteristicas
moleculares das enzimas e dividindo-as em classe A, B, C e D. Seu principal substrato sdo os
B-lactamicos e seu potencial de acdo hidrolitica pode ser bastante variavel. A producdo destas
enzimas € o mecanismo mais frequentemente relatado em Acinetobacter spp. (36)

As cefamicinases ou AmpCs, B-lactamases da Classe C de Ambler, sdo constitutivas,
ou seja, naturalmente produzidas no género Acinetobacter spp. O principal substrato sdo as
cefalosporinas de primeira geragdo. (37) Ja as p-lactamases de espectro estendido (ESBL),
enzimas da Classe A de Ambler, incluem variacbes das enzimas cefalosporinases que
ampliaram sua atividade tornando-se capazes de hidrolisar as cefalosporinas de terceira e quarta
geracdo, bem como outras familias. Em A. baumannii as principais familias encontradas de
ESBL sdo PER, VEB, GES, TEM, SHV e CTX-M. (2, 36) Enzimas variantes da familia GES
com espectro de acdo estendido aos carbapenémicos ja foram descritas em A. baumannii,
entretanto sua prevaléncia é considerada muito baixa. (54)

As carbapenemases sdo as B-lactamases de mais amplo espectro e potencial de acéo e
estéo divididas nas classes A, B e D de Ambler. Sdo capazes de hidrolisar outros p-lactamicos
mas principalmente os carbapenémicos (36) Em A. baumannii, a diminuigdo de sensibilidade
aos carbapenémicos esta principalmente associada a producéo de carbapenemases, sendo as de
classe D, ou OXA-carbapenemases, as principais enzimas responsaveis pelo fenétipo de
resisténcia em detrimento das carbapenemases de classe A e B. (1, 2, 6)

Em funcdo da relevancia na espécie de interesse deste estudo, s6 serdo abordadas as
carbapenemases das classes B e D de Ambler, considerando que até 0 momento apenas um caso
de A. baumannii, produtor da KPC, foi descrito mundialmente. As enzimas da Classe A estdo

principalmente associadas as enterobactérias. (38, 41)

3.4.1 Oxacilinases

As oxacilinases (OXA) sdo um grupo variado de enzimas B-lactamases que incluem
mais de 150 variantes ja descritas. Pertencem a classe D de Ambler e recebem este nome por
ser a oxacilina seu substrato preferencial. As OXA sdo comumente codificadas por elementos
genéticos modveis, o que colabora diretamente para sua disseminacdo. Seu espectro de acdo

hidrolitica pode variar, sendo as OXA capazes de hidrolisar os carbapenémicos denominadas
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OXA-carbapenemases. (38, 40) Isolados clinicos de AbRC expressando OXA-carbapenemases
tem sido descrito no mundo todo. (1, 2, 6, 36, 39, 40, 49)

A arvore filogenética das OXA é divida em dez familias, ou subgrupos, com base na
sequéncia de aminoacidos e as enzimas que apresentam alta similaridade genética sdo
agrupadas em um mesmo subgrupo filogenético. (39) Atualmente, seis subgrupos filogenéticos
de OXA-carbapenemases ja foram descritos em A. baumannii e estdo representados na Tabela
1: enzimas do tipo OXA-51, intrinseca da espécie, e as adquiridas do tipo OXA-23, OXA-
24/40, OXA-58, OXA-143 e OXA-235. Com excecdo de OXA-235, todos os subgrupos ja

foram relatados no Brasil. (49, 50)

Tabela 1 — Subgrupos de OXA-carbapenemases descritas em Acinetobacter baumannii

Subgrupo ik Localizacéo
>ubgrup Componentes do grupo enzimas 124G
Filogenético gendmica

no grupo
OXA-23-like OXA-23, OXA-27, OXA-49, OXA-73, OXA-102, OXA- 19 Plasmideo
103, OXA-105, OXA-133, OXA-134, OXA-146, OXA-
165-OXA-171, OXA-225, OXA-239
OXA-24/40-like  OXA-40, OXA-25, OXA-26, OXA-72, OXA-139, OXA- 7 Plasmideo
160, OXA-207
OXA-51-like OXA-51, OXA-64-OXA-71, OXA-75-0XA-80, OXA-82— 95 Cromossomo
OXA-84, OXA-86-OXA-95, OXA-98-OXA-100, OXA-
104, OXA-106-OXA-113, OXA-115-OXA-117, OXA-
120-OXA-128, OXA-130-OXA-132, OXA-138, OXA-
144, OXA-148-OXA-150, OXA-172-OXA-180, OXA-
194-OXA-197, OXA-200-OXA-203, OXA-206, OXA-
208, OXA-216, OXA-217, OXA-219, OXA-223, OXA-
241, OXA-242, OXA-248-OXA-250, OXA-254
OXA-58-like OXA-58, OXA-96, OXA-97, OXA-164 4 Plasmideo
OXA-143-like OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-253, OXA-255 5 Plasmideo
OXA-235-like OXA-235-0XA-237, OXA-278 4 Plasmideo

Fonte: ASIF et al., 2018 (2); EVANS e AMYES, 2014 (39); POIREL e NORDMAN, 2006 (48).

A primeira OXA-carbapenemase identificada em A. baumannii foi a OXA-23 no ano
de 1985, interessantemente, no mesmo ano em que o imipenem foi aprovado para uso clinico.
E a enzima mais prevalente da familia das OXA-23 e esta entre as mais frequentemente

associadas ao fendtipo de resisténcia aos carbapenémicos nesta espécie. (1, 2, 39, 51, 52)
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A segunda familia de OXA-carbapenemases identificadas em A. baumannii no ano de
1997 foi a OXA-24, posteriormente renomeada para OXA-40. As enzimas do tipo OXA-24/40
sdo menos prevalentes em comparacao as do tipo OXA-23. Apenas poucas enzimas do grupo
apresentam atividade contra carbapenémicos suficiente para tornar A. baumannii resistente a
esta classe, sendo a OXA-40 a mais frequente. (39) Na Europa OXA-24/40 encontram-se
disseminadas em A. baumannii, contudo no Brasil sdo poucos os estudos que relataram a
presenca dessa familia. O primeiro relato nacional de A. baumannii produtor de OXA-72, uma
variante de OXA-24/40, ocorreu no ano de 2010 e, em seguida no ano de 2013 foram descritos
isolados de A baumannii com fendtipo extremamente resistentes (XDR) também produtores
de OXA-72 em Recife. (53, 54)

As enzimas do tipo OXA-58, descobertas no ano de 2003, também se encontram
disseminadas mundialmente. Na América do Sul a presenca do gene blaoxa-ss ja foi descrita
na Argentina e estd frequentemente associada a resisténcia aos carbapenémicos em surtos
causados por Acinetobacter spp. no pais. (49) No Brasil, o primeiro relato ocorreu no ano de
2011 na cidade do Rio de Janeiro (50) e em 2012, Gusatti et al. relataram a presenca da OXA-
58 em um isolado de A. baumannii procedente de um surto do ano de 2007 na cidade de Porto
Alegre. (55)

Em 2004, foram identificados em pacientes brasileiros trés isolados de A. baumannii
resistentes a quase todos os [ -lactdmicos, incluindo os carbapenémicos, mas negativos para a
pesquisa dos genes de carbapenemases ja descritos até entdo. Posterirormente, descobriu-se
nestes isolados a presenca de uma nova enzima, a OXA-143, que até o momento, foi descrita
apenas no Brasil e encontra-se disseminada nas regides sul e sudeste, principalmente na cidade
de S&o Paulo. (56, 57)

Em 2013, Higgins et al. identificaram um novo subtipo de OXA-carbapenemase, a
OXA-235-like. (74) Entretanto, estudos cinéticos demostraram que a OXA-235 possui uma
capacidade de hidrolisar os carbapenémicos muito mais baixa em comparacéo as OXA-40 e -
58. Este subgrupo, assim como OXA-143, parece estar restrito ao continente americano, tendo
sido descrito apenas em isolados dos EUA e México. (39)

Os elementos genéticos moveis como as sequéncias de inser¢do desempenham um
papel por vezes determinante na resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp. Estes
elementos demonstraram a capacidade de poder ativar e ou aumentar a expressdo de genes da
sua vizinhangca. Em A. baumannii, os ISAba sdo sequéncias de insercdo que estdo

frequentemente associadas a expressdo dos genes de OXA-carbapenemases. Além da presenca,
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a posicao destas sequencias também pode influenciar na expressdo de genes. Para conferir
resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii o elemento ISAbal, o mais prevalente na
especie, precisa estar a montante dos genes blaoxa-s1 € blaoxa-23. ISAbal ja foi identificado em
associagdo com diferentes oxacilinases, tais como 0s blaoxa-23, blaoxas1, blaoxass € blaoxa-
235. (39, 40)

3.4.2 Metalo-g-lactamases (MBL)

As carbapenemases da classe B de Ambler, ou MBLs, caracterizam-se por no serem
afetadas pelos inibidores classicos de B-lactamases, como o acido clavulanico e tazobactam, e
sdo sensiveis a inibicdo pelos quelantes de metais, como 0 EDTA, o &cido mercaptopropidnico
e 0 acido dipicolinico. (42) Muitas enzimas tém sido detectadas nos ultimos anos e, até o
momento, 12 familias j& foram descritas: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, DIM, AIM, NDM,
KHM, SMB, TMB e FIM. Embora geralmente reportadas em enterobactérias e Pseudomonas
aeruginosa, quatro familias de MBLs ja foram caracterizadas em A. baumannii, sendo VIM,
SIM, IMP e NDM (43), dos quais as duas Ultimas também ja foram identificadas entre isolados
brasileiros. (44, 45)

A New Delhi metalo B-lactamase (NDM) é uma enzima que tem se disseminado
rapidamente por todos os continentes e, embora apresente uma maior prevaléncia em isolados
de enterobactérias, tem sido detectada frequentemente em isolados de Acinetobacter spp.,
representando um risco emergente de disseminacao neste género. Sua presenca ja foi, inclusive,
reportada em coexisténcia com a OXA-23 em isolados de A. baumannii (46, 52). No Brasil,
NDM é motivo de grande preocupacdo, visto que, apds um ano da chegada NDM no pais em
2013 (47), quatro estados, incluindo o Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Rio de
Janeiro, j& confirmaram a deteccdo de isolados de Acinetobacter spp. produtores de NDM-1.
(45) Mais recentemente, um estudo nacional identificou a presenca do gene blanom em um
isolado de A. pittii coletado no ano de 2012, demonstrando que esse gene estava presente no
territorio brasileiro antes da data da primeira publicacdo. (77) Atualmente a prevaléncia da
NDM em isolados do género Acinetobacter spp. é consideravelmente mais baixa, em
comparacdo as OXA-carbapenemases, sendo detectada principalmente nas espécies A.

baumannii e A. bereziniae. (78)
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3.5 Deteccao fenotipica de carbapenemases

A deteccgdo das carbapenemases em isolados resistentes aos carbapenémicos € um passo
fundamental que pode auxiliar de forma rapida na tomada de decisGes relacionadas a terapia
farmacoldgica bem como na conten¢édo da disseminagdo destes microrganismos. Diversos testes
fenotipicos ja foram descritos e validados para a identificacdo qualitativa da producdo e
presenca de carbapenemases em bacilos gram negativos. Podem ser destacados o método de
inativacao de carbapenémicos modificado, do inglés modified carbapenem inactivation method
(mCIM), teste de Carba-NP, teste de Blue-Carba, os métodos baseados na inativagao enzimatica
através de inibidores classicos e mais recentemente, as técnicas baseadas em
ionizacao/dessorcao a laser assistida por matriz e analisador de tempo-de-voo, do inglés matrix-
assisted laser desorption—ionization time-of-fly mass spectrometry (MALDI-TOF). (75, 76)

Estes métodos diferenciam-se em varios aspectos, desde o valor de custo, 0 equipamento
necessario para execucao, até ao tempo de resultado, que pode ser de horas ou, no caso dos
testes que levam em consideracdo o crescimento do microrganismo, levar até mais de 24 horas
para ser obtido. Também podem apresentar limitacdes relacionadas a interpretacdo, por vezes
subjetiva, bem como a falta de padronizacdo para determinados géneros ou espécies
bacterianas. (76) As carbapenemases das classes A e B, em geral, ndo apresentam dificuldade
de serem identificadas na maioria dos testes fenotipicos preconizados, devido a alta capacidade
hidrolitica associada a estas enzimas. Por outro lado, para as OXA, enzimas com menor a¢ao
hidrolitica, os resultados fenotipicos, em muitos casos, sdo duvidosos ou falso-negativos,
apresentando baixa sensibilidade e especificidade. (75, 76)

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e mais recentemente o Comité
Brasileiro de Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST) preconizam o teste com
inibidores especificos, acido fenilbordnico (AFB) e o acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
como triagem para a pesquisa das carbapenemases das classes A e B, respectivamente. No teste,
0 microrganismo é inoculado em uma placa de agar MH na qual s&o dispensados discos de
imipenem e meropenem, combinados com solu¢des de AFB e EDTA cada um, e discos ndo
combinados, contendo apenas o principio ativo antimicrobiano. Os discos associados ao
inibidor inibem a enzima presente, permitindo a agdo do antibiotico e apresentando um halo de
inibicdo maior quando comparado aos halos de inibi¢do dos discos sem inibidores. (85, 87) Este

teste possui baixo custo e facilidade de execucdo, apresentando sensibilidade de 96,8-100% e
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especificidade de 98,8-100% e, por isso, pode ser considerado uma excelente opg¢éo de escolha
para deteccdo fenotipica de carbapenemases. (88)

No caso das OXA-carbapenemases, por ndo possuirem inibidores classicos, estas ndo
sdo detectadas através de testes de associacdo como o descrito acima. Para tanto, o teste de
Blue-Carba pode ser considerado uma alternativa. Este teste possui baixo custo e execugdo
relativamente simples contando inclusive com opcbes comerciais j& disponiveis (e.g. Rapid
CARB Blue Kit®, ROSCO). Apesar do seu resultado levar em consideracdo apenas a presenca
e ndo a classe da carbapenemase produzida, o teste possui sensibilidade suficiente para deteccédo
das OXA-carbapenemases, com especificidade e sensibilidade de 100%. (86) No teste s&o
utilizadas duas solu¢des aquosas de azul de bromotimol: Solucéo Teste, na qual é adicionado
sulfato de zinco e imipenem, e solucdo Controle Negativo, contendo apenas azul de
bromotimol. O microrganismo é inoculado em ambas as solu¢des, e incubado por duas horas.
O resultado é observado através da mudanca de coloracdo na Solucdo Teste, que deve ser
diferente da coloragéo da solucdo Controle Negativo e o tempo de resposta varia para cada tipo
de carbapenemase, sendo de aproximadamente 30 minutos para as KPCs e MBLs, e de uma
hora e meia a duas horas para as do tipo OXA. (86)

Na pratica clinica, a pesquisa de carbapenemases é preconizada quando isolados séo
resistentes aos carbapenémicos nos testes de sensibilidade antimicrobiana. Embora a
sensibilidade e especificidade dos testes fenotipicos possa variar entre as espécies e entre as
classes de carbapenemases, sua realizacdo faz parte de uma triagem de extrema importancia
para o desfecho clinico do caso. Para a confirmacdo dos resultados positivos na triagem
fenotipica de carbapenemases, tem-se como “padrdo ouro” a identificagdo do gene associado a
producdo da enzima, que pode ser realizado por técnicas de biologia molecular através da

pesquisa de alvos moleculares como os genes ou elementos genéticos. (76)

3.6 Tipagem molecular

A tipagem baseia-se na capacidade de agrupar individuos de acordo com caracteristicas
comuns através de técnicas que podem ser bastante variadas. Em bacteriologia, a tipagem
molecular desempenha um papel de grande importancia epidemioldgica capaz de estabelecer o
grau de similaridade genética entre diferentes isolados bacterianos assim como no

monitoramento, caracterizacdo e controle de surtos e infecgdes em institui¢fes de satde. (60)


https://www.biomerieux.com.br/produto/rapidecr-carba-np
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Os métodos de tipagem podem ser fenotipicos ou genotipicos e sdo caracterizados
conforme sua reprodutibilidade, poder discriminatorio e facilidade de execucdo. Testes
genotipicos levam em consideracdo aspectos moleculares e devido a alta capacidade
discriminatoria apresentam resultados mais satisfatorios. Diferentes abordagens de
genotipagem sdo utilizadas para analisar a epidemiologia de A. baumannii, destacando-se 0s
métodos baseados em PCR (RAPD e REP-PCR), ribotipagem, anélises do padrdo de restri¢do
do DNA como as técnicas pulsed field gel eletrophoresis (PFGE), restriction fragment length
polymorphism (RFLP), multilocus sequence typing (MLST) e, recentemente, o sequenciamento

completo do genoma. (59, 60)

3.6.1 Pulsed-Field Gel Eletrophoresis — PFGE

Na tipagem bacteriana, a técnica de eletroforese em campo pulsante, do inglés pulsed-
field gel eletrophoresis (PFGE) é utilizada para separar grandes fragmentos de DNA obtidos
pela digestdo do DNA gendmico bacteriano por enzimas endonucleases de restricdo de baixa
frequéncia de corte. Devido a seu tamanho (10 Kb — 10 Mb), a separacao destes fragmentos néo
é possivel por técnicas de eletroforese convencionais, sendo necessario o uso de PFGE que por
meio de campos elétricos alternados em diferentes angulos consegue migrar grandes
fragmentos de DNA em gel de agarose. (59) A técnica de digestdo ou macrorestricdo do DNA
seguida de PFGE destaca-se como o0 método mais reprodutivel e de maior poder discriminatério
e, portanto, considerada por muito tempo a técnica “padrao-ouro” para tipagem molecular de
muitas espécies bacterianas. Contudo, € uma técnica laboriosa, de alto custo e tempo de
execucao, o que limita bastante sua aplicabilidade. (60) Apesar disso, a técnica foi por muito
tempo considerada ‘“padrio-ouro” para tipagem de A. baumannii, papel atualmente
desempenhado pelo sequenciamento completo do genoma, e utilizada em diversos estudos para
avaliacdo da dindmica clonal em surtos causados por AbRC a niveis institucionais, nacionais e
até mesmo mundiais. (11, 25, 27, 31, 52, 59, 60, 61, 63)

3.6.2 Métodos baseados em PCR
Métodos baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido frequentemente

utilizados para tipagem de isolados de Acinetobacter spp. Estas técnicas possuem a vantagem

de ndo necessitarem de equipamentos especializados, apresentarem baixo custo, maior
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facilidade e rapidez na execucdo. Entretanto, sua capacidade discriminatoria e reprodutibilidade
sdo inferiores em comparacdo a técnica de PFGE. (60)

Estes métodos baseiam-se na utilizacdo de um ou mais primers que se complementam
a sequéncias ou elementos repetidos no DNA genémico presentes em algumas espécies e
géneros bacterianos, que ap6s a PCR geram amplicons de diferentes tamanhos resultando em
um padréo especifico de bandas, ou fingerprint do DNA bacteriano. Os principais elementos
repetidos utilizados na tipagem de Acinetobacter spp. sdo as sequéncias palindromicas
extragénicas repetidas, do inglés repetitive extragenic palindromic sequence (REP) e as
sequéncias repetitivas enterobacterianas intergénicas de consenso, do inglés enterobacterial
repetitive intergenic consensus (ERIC). (59)

A REP-PCR tem sido considerada por varios estudos uma alternativa eficiente para a
tipagem de A. baumannii, demonstrando potencial discriminatorio satisfatorio em comparagéo
ao obtido pela técnica de PFGE. (11, 45, 60, 61, 64) Em 2000, Bou et al. investigaram a relagéo
genética entre isolados de A. baumannii de um episdédio de surto em hospital de Madrid por
meio das técnicas de REP-PCR e PFGE. (62) O poder discriminatorio da técnica de REP-PCR
foi equivalente a técnica de referéncia PFGE. Em outro estudo, a REP-PCR foi utilizada para
tipagem de isolados de A. baumannii relacionados a bacteremias e os resultados tiveram uma
6tima correcdo com os obtidos pela técnica de MLST, um dos métodos mais usuais para estudo
de populacBes genéticas e também bastante usual na tipagem desta espécie. (81)
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4 ARTIGO

Parte dos resultados obtidos neste trabalho bem como a descricdo do material e método
aplicados nas andlises estdo contidos no manuscrito apresentado a seguir e intitulado
“Molecular epidemiology of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii from western
border region of Rio Grande do Sul state”, que sera submetido ao Brazilian Journal of

Microbiology.
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1.2 ABSTRACT

Carbapenem resistance in Acinetobacter baumannii has reached extremely high levels worldwide and class D
OXA-type carbapenemases are the main associated mechanism. OXA-23 enzymes are considered to be the most
prevalent, often associated with ICU outbreak strains. The aim of this study was to evaluate the phenotypic and
molecular profile of clinical carbapenem-resistant A. baumannii isolates from a southern Brazilian border region.
A. baumannii species was identified by the presence of the blaoxas: gene and the susceptibility profile was
determined by broth microdilution. The main carbapenemases were investigated by PCR and the typing of the
CRAD isolates was performed by PFGE. During the study period, a total of 36 CRAb were recovered, 71.4% from
respiratory tract samples from ICU patients. High level resistance to aminoglycosides and fluroquinolones were
found in contrast to polymyxin B, for which all of CRAb were susceptible. The blaoxa-23 gene was present in 34
isolates and was the only one detected other than blapxa-s1. Molecular typing revealed the presence of four clonal
strains, two of them endemic throughout the study period. To the best of our knowledge, our study brings the first
data about resistance profile in Acinetobacter in the western border of Brazil and make aware of endemic clones
of CRAb-producing-OXA-23 in this region of state, contributing for the construction of the national epidemiologic
scenario of CRADb.

1.3 KEYWORDS



Carbapenem-resistant Acinetobacter-baumannii, carbapenemases, OXA-23, molecular typing, PFGE

31



32

2 TEXT

2.1 INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii, a well-established pathogen worldwide, is responsible for several outbreaks
and nosocomial infections with high levels of morbidity and mortality worldwide [1-3]. Isolates with multi-drug
resistance (MDR) phenotype have become highly prevalent and the emergence of mechanisms that confer
resistance to carbapenems, make the treatment infections a worrying challenge [2].

The major mechanism responsible for carbapenem resistance in A. baumannii is due to OXA-
carbapenemases producing and less frequently due to Class B carbapenemases [1]. The OXA enzymes commonly
described in A. baumannii are divided in 6 subfamilies, comprising the intrinsic OXA-51-like and the acquired
OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-58-like, OXA-143 and OXA-235, all of them already reported in Brazil, except
the OXA-235 [4, 5]. The blaoxa-2s-ike gene is the most frequently reported in clinical isolates of carbapenem-
resistant A. baumannii (CRADb) worldwide [1, 2]. The first case reported in Brazil was in 2003 in Curitiba city, and
since then, there was a nationwide spread [4-6]. In a recent study including CRAb clinical isolates from four Brazil
states, 87% (n=80) were positive for the presence of the blaoxa-23-iike gene [7]. Regarding that data about bacterial
resistance are still rare in some regions of the country, the aim of this study was to determinate the susceptibility
profile and investigate the molecular epidemiology of CRADb clinical isolates provided from a single hospital of

the western border of Rio Grande do Sul state, in southern Brazil.

2.2 METHODS

2.2.1 Bacterial isolates

A total of 39 non-duplicated clinical isolates of Acinetobacter spp., resistant or with reduced susceptibility
to carbapenems by disk-diffusion method were selected. They were recovered from a bank of clinical isolates
constituted as part of a surveillance study on carbapenem resistance in the western border of the Rio Grande do
Sul state, from May 2014 to December 2018, including gram-negative bacilli from community and hospital. The
39 isolates, previously identified as Acinetobacter spp., had their identification confirmed by conventional
techniques (coccobacilli in gram staining, catalase and oxidase reactions and fermentation on TSI agar) and after

they were submitted to PCR for blaoxa-si-iike gene to identify A. baumannii isolates [8].

2.2.2 Susceptibility profile

Broth microdilution was performed for A. baumannii isolates to confirm the susceptibility profile to
carbapenems. The isolates resistant to IPM and/or MER, designated as CRAb, were also evaluated against
ceftriaxone, ceftazidime, cefepime (CFP), amikacin (AMI), gentamicin (GEN), ciprofloxacin (CIP), and

polymyxin B (POL). MICs were interpreted according to Clinical and Laboratory Standards Institute breakpoints
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[9]. Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 were used as quality control

strains.

2.2.3 Carbapenemase detection

Carbapenemase-encoding genes, including the main OXA-types, were investigated by conventional PCR
for CRADb, as previously described (Table 1). The amplified PCR products were visualized by electrophoresis on
1.5% (w/v) agarose gels in a 0.5 X tris-borate-EDTA buffer, stained with SYBR safe, using the photo
documentation Alphalmager HP (ProteinSimple, USA) system. The E. coli ATCC strain 25922 was used as

negative control.

2.2.4 Genotyping

The genetic relationship among CRADb isolates were performed using the enzymatic restriction with Apal
(Thermo Scientific, USA) followed by pulse-field gel electrophoresis (PFGE). Fragments were separated on 1.5%
(w/v) agarose gel in a 0.5 X tris-borate-EDTA buffer for 23 h at 14 °C using a pulse ramp rate changing from 5s
to 35 s, at 6 V/cm in the CHEF-DRIII System (Bio-Rad, USA) apparatus. The restriction patterns were analyzed
by GelJ software (version 2.0), with Dice similarity coefficient and the unweighted-pair group method using
average linkage (UPGMA) algorithm with 1.5 % band matching tolerance. Genetic and clonal relatedness were

established for similarity values > 85% and > 99%, respectively. [14]

2.3 RESULTS

All the 39 isolates tested were positive for the blaoxa-s1 gene, however only 36 were confirmed as CRAb
by broth microdilution. The majority of CRAD isolates were from clinical samples from ICU’s patients (n=21)
and isolated from respiratory tract specimens (n=15) (Table 2). The isolates susceptibility profile is show in Table
2. In addition to carbapenems, CRAD isolates were also resistant to third generation cephalosporins (data not
shown), cefepime and quinolones. Thirty-one were classified as MDR (non-susceptible to >1 agent in >3
antimicrobial categories). [15]

The molecular analysis revealed the presence of blaoxa-2s-iike gene in 34 CRADb. None of the other genes
searched were detected among the isolates. Apal-PFGE dendrogram of CRAb evidenced the presence of three
clusters (1 to 111) and three singletons. The main cluster (I) included 17 isolates distributed from 2014 to 2018 and
two main clonal lineages strains, type A (n=9) and Al (n=5). Cluster Il included 13 isolates and two clonal
lineages, B and B1, that appeared more recently, in 2017. In the cluster 111 (n=3) only isolates collected in 2016
were present. Two of the three singletons represented the isolates 1ST and 16A, both non-carriers of the blaoxa-23-

like gene (Table 2).

2.4 DISCUSSION
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Antimicrobial resistance in A. baumannii, particularly to carbapenems, has reached alarming levels
worldwide and the spread of CRAb became frequently reported, mainly due to the dissemination of OXA-23-like
producing strains [1]. In Brazil, the carbapenem resistance rate in Acinetobacter spp. reaches almost 80%,
according to the National Health Surveillance Agency [16], and OXA-23 producing CRAb are associated with
several outbreaks and high mortality rates in ICUs [17, 18].

Ventilator-associated pneumonia (VAP) is the most frequently acquired infection in ICUs, with incidence
rate ranging from 5% to 67% [26]. A. baumannii recovered from endotracheal aspirates and bronchoalveolar lavage
is one of the most prevalent pathogens associated to VAP often involving MDR strains [27]. In the present study,
71.4% of ICU isolates were recovered from respiratory tract samples. A high prevalence (70.6%/ n=29) of OXA-
23-producing CRAb associated to VAP were also demonstrated in a national study involving isolates provided
from endotracheal aspirates from ICU patients [25].

Although the majority of CRADb isolates evaluated in this study was MDR (n=31) all of them were
sensitive to polymyxin B. Polymyxins play an important role in the treatment of CRAb infections due to the limited
therapeutic options available [1]. Despite the low MIC values (<1.0 pg/mL) found to POL in this study, it is quite
likely that this profile may change in a next future as consequence of its increased therapeutic use in recent years.
Resistance to polymyxins in A. baumannii has already emerged and has been of great concern worldwide [19].
Even national studies have found high level resistance to polymyxins (4.0-64 ug/mL) among A. baumannii isolates
[7, 24]. Aminoglycosides have proved to be a great therapeutic option when susceptibility permits [1], however
high-level resistance to these drugs were also observed among CRADb, with only five isolates sensitive to
gentamicin and two to amikacin. Indeed, but due to the toxicity in prolonged uses, they are commonly combined
with other antimicrobials such as colistin and B-lactams to treat MDR A. baumannii [2, 3]. In recent years, different
resistance mechanisms to these drugs have emerged leading to a considerable decrease in susceptibility in A.
baumannii isolates worldwide. [32, 33].

The susceptibility profile also revealed a considerable increase in MIC values over the years, mainly for
B-lactams. It could be related to an overexpression of intrinsic genes like blaapc, responsible for conferring natural
resistance to narrow-spectrum cephalosporins [20]. Although broad-spectrum cephalosporins are not hydrolyzed
by class D carbapenemases, ceftazidime and cefotaxime resistance in OXA-23-producing A. baumannii isolates
were assigned to AmpC overproduction. The association of other mechanisms, such as the overexpression of
adeABC efflux systems should also be considered, as they can contribute for the increasing meropenem and
ceftazidime MICs [31].

Blaoxa-23-ike gene was responsible for resistance phenotype found in 94.4% of the CRAb isolates. In 2014,
a study performed in the capital of state, far 600 km from the western border, showed that OXA-23 was the main
resistance mechanism associated to CRAb, remaining widespread five years after the first outbreak in the city [28].
Recent studies confirm a high prevalence of OXA-23-producing CRAb associated with high mortality rates in
ICUs in different Brazilian cities [7, 17, 18].

The isolates 16A and 1ST were negative for the presence of all carbapenemase-encoding genes screened,
except for the blaoxa-siike. A study by Turton et al. have shown that this gene, besides to be constitutive of the
species, may be related to high MICs for carbapenems depending on the presence of the insertion elements, as

ISAbal [20] and some studies have already demonstrated carbapenem resistance only in isolates carrying blaoxa-
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s1-like €NE Upstream to 1ISAbal [17, 29, 34]. By the other hand, another one evidenced the presence of ISAbal
upstream to blaoxa-s1 gene in carbapenem-susceptible A. baumannii isolates suggesting that this association is not
enough to confer resistance to carbapenems [30]. In addition, carbapenem-resistance phenotype in 16A e 1ST may
also be related to the presence of other OXA types, such as OXA-58 or even other enzymes not investigated here.

Outbreaks due to CRAD in this hospital have occurred since 2014, when we initiated the epidemiologic
surveillance study of carbapenem resistant in gram negative bacilli. Our data evidenced the prevalence of two
major clonal lineages (type A and A1) as well as the emergence of new ones (type B and B1), since 2017. Several
studies have described outbreaks caused by a single clone in a same institution although polyclonal outbreaks are
not rare [23]. Until the moment, in 2018 was registered the highest number of cases of CRADb in the last five years.
A. baumannii has the ability to survive on environmental surfaces for long periods, making transmission difficult
to control. This feature is directly associated to the hospital outbreaks [22]. For a more dynamic and comprehensive
epidemiological understanding, it would be interesting to carry out typing by MLST in order to check whether the
clones found are endemic in Brazil or even Latin America or whether represent a distinct and peculiar profile of
the border region.

In conclusion, our results provide the first data on the local epidemiology of Acinetobacter resistance,
evidencing the spread and permanence of OXA-23-producing A. baumannii with high level resistance to B-lactam,
quinolones and aminoglycosides. The genetic typing revealed the permanence of two endemic lineages clonally
related in the hospital, accompanied by the spread of polyclonal strains, highlighting that CRAb is a worrisome
challenge not only restricted to large heath centers. Thereby, the understanding of resistance mechanisms and
local epidemiology provide important tool in order to improve the appropriate treatment for serious infections,

contributing for control and prevention of infections caused by CRAb.
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Table 1

Sequence of primers used to detect carbapenemase-encoding genes
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Amplicon size

Target Primer Sequence (5' to 3')? (bp) Reference
ola ‘ OXA-51f TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG 253 10
OXASIIke O A-B1r TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG
OXA-143f TGGCACTTTCAGCAGTTCCT
b|ao)(A.143 149 11
OXA-143r TAATCTTGAGGGGGCCAACC
GESf ATGCGCTTCATTCACGCAC
blaGEs 860 12
GEZr CTATTTGTCCGTGCTCAGG
ola _ OXA-23f  CCC CGA GTC AGA TTG TTC AAG G 230
oxAZsIke O A-23r TAC GTC GCG CAA GTT CCT GA
ola _ OXA-24f GCA GAA AGA AGT AAA RCG GGT -
oxazilike X A-24r CCA ACC WGT CAA CCA ACC TA
ola KPCf TCG CCG TCT AGT TCT GCT GTC TTG 253
Kpe KPCr ACA GCT CCG CCACCGTCAT
NDMf ACT TGG CCT TGC TGT CCT T
bIaNDM 603 13
NDMr CAT TAG CCG CTG CAT TGA T
ola IMPF ACA YGG YTT RGT DGT KCT TG -
MP IMPr GGT TTA AYA AAR CAA CCA CC
ola VIMF TGT CCG TGA TGG TGA TGA GT .
ViV VIMr ATT CAG CCA GAT CGG CATC
OXA-48f ATG CGT GTA TTA GCC TTA TCG
b|ao><A.48 265

OXA-48r

CAT CCT TAACCACGC CCAAATC




Table 2

Genotype and phenotype profile of CRAb isolates
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Specimien 2 collection CPM IPM MER AMI GEN CIP POL
type (R>32) (R>8) (R>8) (R>64) (R>16) (R=4) (R>4)
E 16A* Blood 2017 32 16 32 64 4 64 05
D 1ST Catheter 2014 32 16 1 256 >256 >64 05
F 30A* OTS 2018 >256 32 256 256 32 >256 0,5
Cc2 3A Wound secretion 2016 32 8 32 128 2 32 0,5

C1 2A Wound secretion 2016 32 8 32 128 2 32 1
C 1A BAL 2016 32 8 16 64 1 32 0,5
B4 24A* OTS 2018 >256 16 64 128 16 >256 05
35A* OTS 2018 >256 16 128 256 16 >256 0,5
B1 31A*  Tracheal Secretion 2018 128 16 64 256 16 >256 0,5
17A* OoTS 2017 32 16 32 64 2 32 05

B3 13A Wound secretion 2017 32 16 64 64 256 64 1
B2 9A* OTS 2017 32 16 32 32 256 64 05
21A* OTS 2018 256 32 128 256 32 16 05
19A* Catheter 2018 32 16 32 32 256 32 05
14A OTS 2017 32 16 64 64 256 64 05
B 26A* OTS 2018 >256 32 64 128 >256 >256 0,25
25A* OTS 2018 >256 32 128 128 >256 >256 0,5
18A*  Tracheal Secretion 2017 32 16 32 32 128 32 0,5
5A* OoTS 2017 16 16 32 64 256 64 0,25
A4 9ST OTS 2014 16 32 64 32 >256 >64 0,5
A3 8ST Wound secretion 2014 32 16 32 32 >256 >64 0,5
A2 19ST Wound secretion 2015 64 16 8 2 128 64 0,5
21ST OTS 2015 32 32 64 32 >256 64 05
12ST* BAL 2014 32 32 64 32 >256 32 0,5
Al 33A Sputum 2018 128 16 128 128 >256 >256 0,25
6ST*  Cerebrospinal fluid 2014 32 16 64 32 >256 32 05

3ST* OTS 2014 64 32 32 32 >256 16 1
2ST OTS 2014 64 32 64 32 >256 32 05
27A Wound secretion 2018 >256 16 64 64 >256 >256 0,5
20A* Urine 2018 >256 16 64 128 >256 >256 0,5
28A* Sputum 2018 >256 16 64 128 >256 >256 05
A 16ST* BAL 2014 32 8 8 2 >256 >64 0,5
13ST OoTS 2015 32 128 32 64 >256 32 05
29A OTS 2018 >256 16 64 64 >256 >256 0,25
11ST* Catheter 2014 16 32 32 32 >256 32 0,5
8A* OTS 2017 16 32 64 32 >256 64 0,5

Typing obtained by Apal-PFG digestion. Dendrogram displaying the genetic relatedness for all blagxa-si-iike gene producing isolate constructed using Dice coeficient with 1,5 % band matching tolerance and UPGMA for

clustering.

*) ICU patient.
) OTS: Orotracheal tube secretion; BAL: Bronchoalveolar lavage.
P) Resistance MIC interpretation acording to CLSI 2018 [9]. AMI: Amicacin; CIP: Ciprofloxacin; CPM: Cefepime; GEN: Gentamicin; IPM: Imipenen; MER: Meropenem; POL.: Polymixin B.
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5 DISCUSSAO GERAL

Historicamente, o género Acinetobacter comecou a ser isolado na década de 1920,
contudo somente a partir da década de 1970 que Acinetobacter spp. passaram a ser reconhecidos
como patégenos de importancia clinica. O rapido desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia associado a outras caracteristicas logo fez do género, e principalmente da espécie A.
baumannii, um dos mais preocupantes no contexto da saude publica e hospitalar. Atualmente,
cepas de A. baumannii MDR e AbRC encontram-se disseminadas mundialmente sendo as
carbapenemases do tipo OXA o principal mecanismo associado. (68)

Neste trabalho foram analisados isolados clinicos de ARC constituintes de um estudo
de vigilancia de resisténcia aos carbapenémicos em bacilos gram negativos hospitalares e da
comunidade da fronteira oeste do estado do Rio Grande do Sul, que se encontra
consideravelmente afastada de grandes centros urbanos e faz divisa com o Uruguai e a
Argentina. Inicialmente foram selecionados levando-se em consideracdo as informacdes
fornecidas pelo laboratorio de origem 39 isolados resistentes aos carbapenémicos pelo teste de
disco difusdo previamente identificados como Acinetobacter sp. Os isolados foram
provenientes de uma Unica instituicdo de salde, referéncia na regido e coletados durante um
periodo de aproximadamente cinco anos. Dos Acinetobacter spp. analisados, 36 confirmaram
a resisténcia a pelo menos um dos carbapenémicos testados pela técnica de microdiluicdo em
caldo e destes todos foram positivos para a presenca do gene blaoxa-s1, confirmando a espécie
A. baumannii e classificados como AbRC.

Os isolados de AbRC foram responsaveis por diversos tipos de infec¢Bes atingindo
pacientes de todas as faixas etarias e ambos 0s sexos, majoritariamente associadas as UTISs,
sendo as do trato respiratorio as mais prevalentes. A. baumannii é frequentemente relacionado
as infec¢des do trato respiratorio, principalmente as PAVMSs em pacientes internados em UTIs.
Em um estudo chinés, 35.9% (85/237) dos casos de PAVM analisados em um hospital escola
foram causados por A. baumannii. (82) Sabe-se também que existe uma relacdo clonal direta
entre cepas presentes no ambiente hospitalar e as infec¢bes por PAVM. (83)

Como ja esperado, a totalidade dos isolados de AbRC deste estudo foi também resistente
aos demais B-lactamicos testados (ceftriaxona, ceftazidima e cefepima). Interessantemente, o
isolado 1ST, geneticamente ndo relacionado aos demais, apresentou-se sensivel para
meropenem e resistente para imipenem com MIC de 1 pg/mL e 16 pg/mL respectivamente.
Altas taxas de resisténcia também foram encontradas para ciprofloxacino (100%), gentamicina

(86,1%) e amicacina (61,1%). Em contraponto, todos os 36 foram sensiveis a polimixina B.



43

Os aminoglicosideos podem ser uma Gtima alternativa para tratamento das infec¢Ges por
A. baumannii em isolados que se apresentam sensiveis in vitro, entretanto, na pratica clinica
sua eficacia € maior quando combinadas com outros antimicrobianos, tais como
carbapenémicos ou polimixinas. Contudo, altos niveis de resisténcia a esta classe tém se tornado
cada vez mais prevalente em A. baumannii no mundo todo. (79) No Brasil, valores semelhantes
de resisténcia a amicacina e gentamicina foram encontrados em isolados de AbRC relacionados
PAVM no estado do Mato Grosso. (51)

As polimixinas foram inicialmente descobertas na década de 1970, porém pouco
utilizada na prética clinica devido a seus efeitos colaterais, principalmente nefrotoxicos. Na
ultima década, devido as opc¢des terapéuticas cada vez mais escassas, esta classe voltou a ser
utilizada tornando-se uma alternativa valiosa para o tratamento de AbRC. Contudo, em razdo
do seu uso cada vez mais frequente, isolados de A. baumannii com fenétipo de resisténcia a
polimixina passaram a ser relatados mundialmente. (69) Embora os isolados de AbRC deste
estudo tenham sido sensiveis a polimixina B, no Brasil j& foram reportados casos de A.
baumannii resistentes as polimixinas, com cepas apresentando valores bem elevados de MIC,
atingindo 64 pg/mL. (80) No mundo, a prevaléncia deste fen6tipo tem atingindo niveis cada
vez mais alarmantes fazendo do tratamento das infecgdes um desafio maior ainda.
Recentemente, estudos demonstraram sucesso no tratamento de A. baumannii resistentes as
polimixinas utilizando a combinacgéo de polimixina B, meropenem e ampcilina/sulbactam. (84)

O principal mecanismo associado ao fenétipo de resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii € a producdo de OXA-carbapenemases, mais especificamente as do tipo OXA-23.
(1, 2, 68) No presente estudo, a OXA-23 foi a mais prevalente, detectada em 94,4% dos
isolados. Muito embora os principais subgrupos de OXA-carbapenemase ja tenham sido
descritos no Brasil, inclusive no estado do Rio Grande do Sul no qual estudos ja relataram
isolados produtores de outras enzimas como OXA-24/40 e OXA-58, na regido estudada a
prevaléncia das enzimas parece estar restrita as do tipo OXA-23. O gene blaoxa-23 € 0 mais
prevalente relacionado a AbRC em estudos nacionais e internacionais. (1, 2, 6, 11, 10 19, 10,
21, 22, 36, 51, 52, 68)

O gene blaoxa-s1 foi detectado em todos os isolados e foi o Unico presente em dois dos
ADbRC analisados, 1ST e 16A. Este gene constitutivo da espécie A. baumannii pode estar
relacionado ao fenoOtipo de resisténcia aos carbapenémicos dependendo da presenca do
elemento de inser¢cdo ISAbal, que nédo foi investigado neste estudo. (40) Comumente as

enzimas do tipo OXA-51 ndo possuem poder de hidrolise eficiente (ou tdo eficiente) para
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conferir resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii. No entanto, j& foi demonstrado que
0 elemento ISAbal & montante do blaoxa-s1, confere resisténcia aos carbapenémicos, mesmo
na auséncia de outra carbapenemase. (39, 40) Além disso, outro gene que pode estar associado
ao fenotipo de resisténcia nestes dois isolados negativos para blaoxa-23, poderia ser a presenca
de blaoxa-ss, endémico em isolados de Acinetobacter spp. na Argentina, pais que faz fronteira
a regido de origem dos isolados deste estudo e que ndo foi pesquisado devido a auséncia de
controle positivo para validacdo da PCR. (49)

Para a pesquisa das carbapenemases das Classes A e B de Ambler nos isolados deste
estudo, foi realizada a triagem fenotipica através do teste de discos de carbapenémicos
combinados com os inibidores classicos AFB e EDTA, segundo preconizado pela ANVISA e
BrCAST. (85, 87) Considerando que este teste € inapto para pesquisa das enzimas da Classe D,
a triagem também foi realizada pelo teste de Blue-CARBA (Anexo B) que leva em consideracédo
a atividade da carbapenemase presente e ndo suas qualidades moleculares. (86)

Todos os isolados foram negativos no teste de associagdo com os inibidores,
evidenciando que as carbapenemases de classe A e B ndo apresentaram nenhuma contribuicédo
para o fenotipo de resisténcia observado nos isolados. Portanto, evidenciando um perfil peculiar
da regido, considerando que em outras regides do pais e, inclusive do estado, as metalo B-
lactamases NDM-1 e IMP ja foram relatadas em A. baumannii. (44, 45, 70) Ja o teste de Blue-
Carba demonstrou uma especificidade de 100% e sensibilidade de 94,1% para os isolados deste
estudo, constituindo uma ferramenta bastante satisfatdria para triagem para isolados clinicos do
género Acinetobacter spp. Embora os resultados tenham sido satisfatdrios para o teste de Blue-
Carba neste estudo, é importante salientar que seu resultado deve ser avaliado com cautela. As
OXA-carbapenemases, em geral, sdo menos eficientes na hidrolise dos carbapenémicos em
detrimento das demais carbapenemases. Assim, a reacdo causada por estas enzimas no teste de
Blue-Carba podem ser por vezes pouco acentuada, ou quase indistinguivel. Este fato deve ser
levando em consideragéo na interpretacdo do teste de Blue-Carba, principalmente na suspeita
da producgédo de OXAs.

Inicialmente, a tipagem dos AbRC deste estudo foi realizada pela técnica de REP-PCR,
que tem como principais vantagens o baixo custo, facilidade de execucao e ndo dependéncia de
aparatos especificos em relacéo a técnica de PFGE. Posteriormente, com auxilio financeiro da
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), foi possivel realizar
a tipagem dos isolados pela técnica de PFGE no Laboratério Especial de Bacteriologia e

Epidemiologia Molecular (LEBEM) da Universidade de Séo Paulo, campus Ribeirdo Preto/SP.
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A REP-PCR foi padronizada no Laboratorio de Pesquisa em Resisténcia Microbiana
(LAPREMIC) da UNIPAMPA, campus Uruguaiana/RS, baseando-se no protocolo de Bou et
al. (2000). (62) As principais modificacbes em relacdo ao protocolo original foram a
substituicdo do brometo de etidio por um reagente comercial (SYBR® Safe, Invitrogen) e o uso
de um mix comercial de PCR que precisou ainda ser suplementado com Taq DNA polimerase
para o funcionamento da reagéo.

Através da analise visual dos padrdes de bandas, o poder discriminatorio da REP-PCR
mostrou-se eficiente em comparacdo ao obtido pela técnica de PFGE. Contudo, a construcéao
do dendrograma revelou divergéncias entre ambas, principalmente em relacéo a isolados que
nédo foram relacionados geneticamente entre si na REP-PCR e que foram agrupados com mais
de 85% de semelhanca a outros isolados pela técnica de PFGE (Anexo C). Ainda, o poder
discriminatorio relacionado as linhagens clonais foi consideravelmente maior pela técnica de
PFGE, contradizendo a conclusdo de estudos que obtiveram resultados muito semelhantes na
comparacgdo da tipagem de isolados de A. baumannii por ambas as técnicas. (60, 62) Esta
discordancia pode estar relacionada as adaptacdes realizadas no protocolo da REP-PCR,
principalmente em relacdo ao uso combinado do mix de PCR suplementado com Tag DNA
polimerase que podem apresentar variages dependentes de fatores como tempo de estoque ou
marca comercial ou a escolha dos métodos estatisticos utilizados para as analises. Todavia,
foram considerados os resultados obtidos pela técnica de PFGE na anélise oficial da tipagem
dos isolados de AbRC deste estudo.

A tipagem revelou a presenca e a disseminacdo de quatro linhagens clonais na
instituicdo, duas delas isoladas durante todo o periodo do estudo (2014-2018) e duas com
origem mais recente, no ano de 2017. Estudos correlacionaram a origem de infeccdes e surtos
por Acinetobacter spp. a sua presenga no ambiente hospitalar, que pode atuar como reservatoério,
e sua habilidade de manter-se viavel em condic¢Ges extremas corrobora para sua permanéncia
nas instituigdes, principalmente em UTIs. (2, 54, 55, 68, 72) Ng et al. (2018) analisaram
isolados clinicos de A. baumannii provenientes de um hospital de Singapura, bem como o
ambiente no qual os pacientes infectados estavam internados. Os resultados demonstraram que,
entre os pacientes cujas salas foram colonizadas por AbRC, os microrganismos isolados dos
pacientes eram clones daqueles presentes no ambiente e concluiram que a contaminacgéo
ambiental € comum se os pacientes também forem colonizados ou infectados com AbRC. (71)

A prevaléncia, a permanéncia e o surgimento de novas linhagem clonais de A. baumannii na
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populacdo de isolados deste estudo sdo um importante alerta epidemiolégico e salientam a
necessidade de medidas de controle mais efetivas.
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6 CONCLUSAO

Como conclus6es deste trabalho podemos destacar:

1. Elevada prevaléncia (92,3%) de isolados do género Acinetobacter spp. resistentes aos
carbapenémicos;

2. Prevaléncia da espécie A. baumannii (100%) entre os isolados identificados como
Acinetobacter spp.;

3. Prevaléncia de AbRC em infeccGes do trato respiratdrio em pacientes de UTIs (76,2%);

4. Altos niveis de resisténcia aos beta-lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos entre 0s
AbRC;

5. Sensibilidade a polimixina B em todos os AbRC;

6. Prevaléncia do gene blaoxa-23 (94,4%) nos isolados de AbRC;

7. Aprevaléncia e permanéncia de duas linhagens clonais (A e Al) durante os quatro anos

do estudo e o surgimento de duas linhagens (B e B1) mais recentes.

Em conclusdo, os dados obtidos neste estudo fornecem o primeiro relato da
disseminacéo de AbRC na fronteira oeste do estado do Rio Grande do Sul constatando que esta
espécie ndo esta restrita a grandes instituicGes de salde e que a resisténcia aos carbapenémicos
na regido estudada estd a cima da taxa nacional. Por mais que o perfil de sensibilidade dos
isolados de AbRC deste estudo tenha se mostrado bastante restrito, estes ainda se mantém
sensiveis a polimixina B, enfatizando que é de extrema importancia que se faca cada vez mais
0 uso racional e moderado desta classe. A produgdo de OXA-23 detectada em 94,4% dos
isolados estudados foi o mecanismo majoritario e determinante na resisténcia aos
carbapenémicos. Também foi possivel constatar a presenca de linhagens clonais de AbRC
produtores de OXA-23 prevalentes em todo o periodo do estudo bem como o surgimento de
novas linhagens. A presenca da OXA-23 assim como a disseminagdo e o surgimento de
linhagens clonais na instituigdo aumentam consideravelmente o desafio na terapia das infecgdes
e reforcam a necessidade de medidas de controle mais efetivas. Por fim, os dados deste estudo
contribuem para a construgdo de um panorama nacional mais amplo e geograficamente
distribuido da resisténcia aos antimicrobianos em A. baumannii auxiliando na compreensao dos

mecanismos envolvidos bem como na dindmica de disseminacao desta espécie.
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Anexo B — Teste de Blue-Carba para detec¢éo fenotipica de carbapenemases

Isolados AbRC Controles

Sol.CN  Sol.T

Sol. CN Sol. T Sol.CN

Sol. T

§ 15T 1A D KPC
25T i 2A s NDM
3ST | 3A rIMP
65T . sA * VIM
8sT S 8A * NDM/ OXA-48
9ST b1 9A ! OXA-48
11ST § B 13A | OXA-23/51
12ST & N 14A 4 OXA-24/51
138T { 16 § OXA-143/23
16ST L 17A § OXA-143
19ST & i 18A Interpretacao:
SOLCN  Sol.T  Coraornse
Azul Al |
21T 19A ¢ e, Ml & H
Azul Verde +
Verde Verde
Azul Azul

Resultado:
32 isolados positivos.

Sensibilidade: 94,1%
Especificidade: 100%

Legenda: Sol. CN= Solu¢do controle negativo; Sol. T= Solucdo Teste; AbRC= Acinetobacter baumannii
resistentes aos carbapenémicos.
Fonte: Pires et al., 2013. (86)
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Anexo C — Dendrogramas obtidos técnicas de PFGE e REP-PCR para os isolados de AbRC

Dendrograma A. Apal-PFGE

85%
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I IR
nl | B

il %l
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: .:-'-‘;iiiu‘x
[ 22011 3o
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n ll!l'v!
| §18
3l ]
(IR 1

Dendrograma B. REP-PCR

85%
2 3

—

Legenda: Dendrograma A= Tipagem por Apal-PFGE realizada o LEBEM segundo protocolo do CDC, EUA.
Dendrograma B= Tipagem por REP-PCR, baseada no protocolo de BOU et al. (2000). (62) O coeficiente de
similaridade foi calculado a partir do método de Dice e o agrupamento pelo método de UPGMA para andlise de

ambas as técnicas.



