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RESUMO

Acinetobacter baumannii é considerado um dos patégenos de maior importancia
clinica atualmente, sendo responsavel por uma variedade de infe¢cGes nosocomiais
como, bacteremias, infeccbes no trato urindrio, pneumonias associadas a
ventilacdo mecénica, meningites secundérias e infec¢cbes em feridas. Desde a
Gltima década o tratamento de infeccBes por Acinetobacter spp. vem sendo
dificultado pela emergéncia de cepas multirresistentes. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi determinar a dindmica populacional e as caracteristicas
moleculares envolvidas na resisténcia de Acinetobacter spp. Foram avaliados
isolados de Acinetobacter spp. provenientes de seis hospitais da cidade de Porto
Alegre coletados entre janeiro de 2013 e marco de 2014. A espécie Acinetobacter
baumannii foi identificada pela presenca do gene blaOXA-51, além de PCR
multiplex para o gene gyrB. Carbapenemases (blaNDM, blaOXA-23-like,
blaOXA-24/40-like, blaOXA-58-like e blaOXA-143-like), além dos integrons de
classe 1 e 2 foram pesquisados por PCR. Um total de 524 isolados de
Acinetobacter spp. foram coletados, e a maioria (487/92,9%) foram identificados
como A. baumannii, seguidos pelas espécies A. nosocomialis (9/1,7%), A. pittii
(3/0,6%), A. calcoaceticus (3/0,6%) e por fim, 22 (4,2%) isolados ndo pertenciam
ao complexo A. baumannii-calcoaceticus. Quanto ao perfil de sensibilidade, 83%
dos isolados demonstraram ndo ser sensiveis aos carbapenémicos (imipenem e
meropenem). Dos isolados de A. baumannii, 429 (88,1%) continham o gene
blaOXA-23, além disso, foram observados dois isolados de A. nosocomialis
contendo o gene blaOXA-23. Foi possivel identificar dois isolados de A.
baumannii produtores de blaOXA24/40 (0,8%) pela primeira vez na regido Sul do
pais. A analise do gene por sequenciamento caracterizou como sendo a variante
blaOXA-72, e a tipagem por MLST caracterizou os isolados como pertencentes a
ST730 (CC79). Também foram analisados por MLST, isolados produtores de
OXA-72 do estado de S&o Paulo e do Parana. A anélise dos dados demonstrou que

estes isolados estdo associados aos complexos clonais epidémicos CC15 e CC79.



A pesquisa para 0 gene blaNDM foi positiva para um isolado de A. pittii, sendo o
primeiro isolado de Acinetobacter ndo baumannii produtor de NDM-1 no Brasil. A
analise do contexto genéetico de blaNDM-1 demonstrou a presenca de ISAbal25
upstream ao gene, além disso, o gene demonstrou estar localizado no cromossomo
da bactéria. Foi observada uma maior prevaléncia de integrons de classe 2 nos
isolados avaliados (134/25,5%), quando comparada aos integrons de classe 1
(72/13,7%). Raros (2/0,4%) isolados apresentaram ambas as classes de integrons.
Um total 244 isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos foram
submetidos a tipagem por REP-PCR, que demonstrou a presenca de 20 grupos
clonais entre os isolados analisados. Isolados de diferentes grupos clonais foram
selecionados para a tipagem por MLST. Com o objetivo de realizarmos uma
analise longitudinal dos clones circulantes desde o primeiro surto de Acinetobacter
baumannii resistente aos carbapenémicos (CRAB) na cidade de Porto Alegre,
também foram selecionados para analise por MLST isolados de A. baumannii
pertencentes ao nosso banco de dados com diferentes perfis clonais, coletados
entre 2007 e 2008. Através da analise dos dados gerados pelo MLST no banco de
dados do Instituto Pasteur, foram descritas 13 novas STs: ST883 (CC32), ST884
(CC221), ST885 (CC79), ST886, ST887, ST888, ST889 (CC464), ST892 (CC15),
ST899, ST902 (CC1), ST903 (CC79), ST904 (CC15) e ST905 (CC32). A
avaliagdo da dindmica populacional de A. baumannii nos dois periodos avaliados
demonstrou a permanéncia de isolados pertencentes aos complexos clonais CC15 e
CC79 desde o periodo do primeiro surto de CRAB da cidade de Porto Alegre até o
ano de 2014, demonstrando a capacidade desses clones de se manter por longos
periodos no ambiente hospitalar. Além disso, estes CCs apresentaram uma elevada
prevaléncia durante o primeiro periodo avaliado (2007-2008). Este dado que nos
permite inferir que o primeiro surto de CRAB produtor de OXA-23 da cidade de

Porto Alegre foi relacionado a disseminacéo de CC15 e CC79.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; MLST; carbapenemases



ABSTRACT

Analysis of the population dynamics and the determinants involved in
carbapenem resistance in Acinetobacter spp. isolates from the city of Porto

Alegre

Acinetobacter baumannii is considered one of the main pathogens of clinical
importance currently, being responsible for a wide range of nosocomial infections
such as, bacteremias, urinary tract infections, ventilator-associated pneumonia,
secondary meningitis and wound infections. Since the last decade the treatment of
these infections has been impaired by the emergence of multiresistant strains. In
this context, the aim of this study was to determine the population dynamic and the
molecular characteristics involved in Acinetobacter spp. resistance. A total of 524
Acinetobacter spp. isolates were collected from six Porto Alegre hospitals from
January 2013 to March 2014. A. baumannii species were identified by the presence
of blaOXA-51 gene and by the gyrB multiplex PCR. Carbapenemase genes
(blaNDM, blaOXA-23-like, blaOXA-24/40-like, blaOXA-58-like and blaOXA-
143-like) as well as class 1 and 2 integrons were investigated by PCR. As
expected, the majority (487/92.9%) of isolates were identified as A. baumannii,
followed by A. nosocomialis (9/1.7%), A. pittii (3/0.6%), and A. calcoaceticus
(3/0.6%). A total of 22 (4.2%) isolates were not identified as A. baumannii-
calcoaceticus complex. Analysis of the susceptibility profile demonstrated that
83% of the isolates were not susceptible to carbapenems (imipenem e
meropenem). Among the A. baumannii isolates, 429/487 (88.1%) presented
blaOXA-23 gene. Two A. nosocomialis isolates also presented the blaOXA-23
gene. We also found, for the first time in Southern Brazil, two A. baumannii
isolates containing blaOXA24/40 (0.8%). The sequencing of blaOXA24/40
identified the variant blaOXA-72, and MLST analysis characterized both isolates
as ST730 (CC79). In addition, OXA-72-producing A. baumannii isolates from the

states of Sdo Paulo and Parand were analyzed by MLST. Data analysis



demonstrated that the isolates were associated to the clonal complexes CC15 and
CC79. The screening of blaNDM gene was positive for an A. pittii isolate.
Therewith, in the present study we described for the first time a Acinetobacter non-
baumannii producing NDM-1 in Brazil. Analysis of the genetic environment of
blaNDM-1 gene demonstrated the presence of ISAbal25 upstream of the gene and
that the gene was chromosome-located in A. pittii. It was observed an increased
prevalence of class 2 integrons (134/25.5%) compared to class 1 integrons
(72/13.7%). Only a few isolates presented both classes (2/0.4%). A total of 244
carbapenem-resistant A. baumannii isolates were typed by REP-PCR, which
demonstrated the presence of 20 clonal groups. Isolates belonging to different
clonal groups were selected for MLST typing. In order to conduct a longitudinal
analysis of circulating clones from the first CRAB outbreak in the city of Porto
Alegre, we also selected A. baumannii isolates with different clonal profiles
collected between 2007 and 2008. According to MLST database from Pasteur
Institute, we identified 13 new STs: ST883 (CC32), ST884 (CC221), ST885
(CC79), ST886, ST887, ST888, ST889 (CC464), ST892 (CC15), ST899, STI02
(CC1), ST903 (CC79), ST904 (CC15) and ST905 (CC32). The analysis of A.
baumannii population dynamics in the two periods of the study demonstrated the
persistence of the clonal complexes CC15 and CC79 from the first CRAB outbreak
in Porto Alegre city, up to the year of 2014. Besides, these CCs presented a high
prevalence during the first period (2007-2008) evaluated. These data allow us to
infer that the first CRAB OXA-23-producing outbreak in Porto Alegre city was
related to the dissemination of CC15 and CC79.

Key words: Acinetobacter baumannii, MLST, carbapenemases



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADC- Acinetobacter derived cephalosporinase

ARI-1 - Acinetobacter resistant imipenem

CC- Clonal complex (Complexo clonal)

CHDL - Carbapenem-hydrolyzing class D g-lactamase

CRAB - Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (A. baumannii resistente
aos carbapenémicos)

IS - Insertion Sequence

KPC - Klebsiella pneumoniae carbapenemase

MBL - Metalo-beta-lactamase

MDR - Multidrug resistant

MIC- Minimal inhibitory concentration (Concentracédo inibitoria minima)
MLST- Multilocus sequence typing

NDM- Nova Delhi Metalo-beta-lactamase

ORF- Open reading frame (sequéncia aberta de leitura)

OXA — Oxacilinase

PCR - Polymerase Chain Reaction

PFGE - Pulsed field gel electrophoresis

ST- Sequence type

UTI - Unidade de Terapia Intensiva
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1. INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii é um patégeno oportunista associado a diversas
infecgbes nosocomiais, incluindo pneumonias, meningites secundarias, infeccdes
urinarias e bacteremias, contudo, seu principal papel esta relacionado a pneumonia
nosocomial, particularmente pneumonia associada a ventilagio mecénica em
pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI). Esse microrganismo apresenta
uma grande capacidade de se disseminar, além de adquirir e acumular novos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. Devido a essas propriedades,
numerosos casos de A. baumannii multirresistente tém sido relatados em diversos
paises, inclusive no Brasil.

Os antimicrobianos carbapenémicos séo considerados a melhor opgdo no
tratamento de infeccdes causadas por espécies de Acinetobacter spp. Entretanto,
desde os anos 2000, tem sido descrito um aumento significativo na incidéncia de
isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos (CRAD), tornando ainda
mais escassas as opcOes de tratamento. O primeiro surto causado por A.
baumannii. multirresistente no Brasil foi em 2003 na cidade de Curitiba. Em Porto
Alegre, o primeiro surto surgiu cinco anos apés, em 2007, e atualmente pode-se
considerar que existe uma endemia de A. baumannii multirresistente em todas as
instituicOes de salde da cidade. Dados da Rede Nacional de Monitoramento da
Resisténcia Microbiana em Servicos de Salde publicados no boletim de 2015 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria demonstraram niveis de 79,8% de
isolados de Acinetobacter spp. multirresistentes em todo o pais.

A resisténcia aos carbapenémicos pode ser mediada por diversos
mecanismos como alteracdes na permeabilidade de membrana, superexpressao de
bombas de efluxo (AdeABC e AdeDE), entretanto € principalmente associada a
producdo de carbapenemases de classe D (Oxacilinases) e menos frequentemente,

de classe B (metaloenzimas).
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Sabe-se atualmente que, com a maior circulacdo mundial de pessoas, a
disseminagdo de isolados de Acinetobacter spp. contendo novos genes de
resisténcia sera um problema inevitavel. Com isso, a pesquisa desses genes é de
grande importéncia tanto uma caracterizacdo da epidemiologia local, quanto para a
aplicacdo de uma melhor terapéutica no tratamento destas infeccoes.

A escassez de novas opcOes terapéuticas disponiveis no mercado, torna a
disseminacdo de isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos um
grave problema de salde publica. Essa problematica atual demonstra a grande
importancia do monitoramento epidemioldgico da disseminacdo de isolados
multirresistentes, assim como a caracterizagcdo dos mecanismos envolvidos na
resisténcia aos antimicrobianos. Técnicas de tipagem molecular como Multilocus
sequence typing (MLST) permitem uma avaliacdo da ancestralidade, assim como
uma contextualizagdo epidemioldgica em ambito mundial dos isolados analisados.

Diante da importancia de A. baumannii no ambiente hospitalar, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os mecanismos envolvidos na resisténcia aos
carbapenémicos, assim como determinar a ancestralidade e a dinamica
populacional de clones tanto endémicos como epidémicos de A. baumannii
resistentes aos carbapenémicos em dois periodos distintos: durante o primeiro
surto de CRADb da cidade de Porto Alegre, e cinco anos ap0s, quando niveis

endémicos foram atingidos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a diversidade genética e identificar os mecanismos envolvidos
na resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Acinetobacter spp. provenientes

da cidade de Porto Alegre.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar as carbapenemases envolvidas na resisténcia em isolados de
Acinetobacter spp. provenientes da cidade de Porto Alegre.

2. Determinar a prevaléncia de integrons de classe 1 e 2 nos isolados
avaliados.

3. Avaliar a diversidade genética dos isolados produtores de oxacilinases,
através de tipagem molecular (REP-PCR e MLST).

4, Realizar uma andlise longitudinal da composi¢do clonal de A. baumannii
comparando isolados coletados entre 2007-2008 e 2013-2014.
5. Descrever os clones epidémicos circulantes contendo oxacilinases de

importancia clinica.
6. Descrever a relacdo clonal global das cepas circulantes na cidade de Porto

Alegre.
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3. REVISAO DO TEMA

3.1 Género Acinetobacter sp.

O genéro Acinetobacter sp. pertence a familia Moraxellaceae e
compreende cocobacilos gram-negativos ndo-fermentadores, ndo formadores de
esporos, aerobicos, imoveis, catalase positiva e oxidase negativa. Esses
microrganismos crescem em agar sangue formando col6nias branco-acinzentadas
e em agar MacConkey com coldnias levemente rosadas normalmente cremosas
(Peleg et al. 2008). De acordo com a “List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature - LPSN” (http://www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html) o
género Acinetobacter sp. é constituido por 43 espécies descritas até 0 momento.

Algumas espécies de Acinetobacter spp. apresentam alto grau de
similaridade de forma que ndo podem ser diferenciadas por testes fenotipicos.
Dessa maneira, as espécies A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A.
nosocomialis e a espécie recém descrita, A. dijkshoorniae sp. nov, foram
agrupadas em um complexo denominado A. baumannii-calcoaceticus (Gerner-
Smidt et al. 1991; Cosgaya et al. 2016). Cabe mencionar que embora as espécies
desse complexo sejam altamente relacionadas, A. calcoaceticus é considerada uma
espécie estritamente ambiental enquanto que as outras trés espécies estdo

associadas a infecgdes no ser humano (Dijkshoorn et al. 2007).

3.2 Epidemiologia do género

Diversas espécies do género Acinetobacter spp. possuem como habitat
natural a agua e o solo (Dijkshoorn et al. 2007), embora atualmente ja exista
descricdo de Acinetobacter spp. em praticamente qualquer material como
alimentos, animais e na natureza. Além disso, no ambiente hospitalar, algumas
especies tém sido isoladas em equipamentos de raio-X, bancadas, leitos,

ventiladores e em sistemas de circulacao de ar (Dijkshoorn et al. 2007).



24

A ampla distribuicdo desse microrganismo € atribuida a sua versatilidade
nutricional, j& que utiliza uma larga variedade de substratos como fontes de
carbono, facilitando sua longa permanéncia em diversos ambientes (Paterson 2006;
Peleg et al. 2008). No entanto, estes achados a respeito da distribuicdo do género
Acinetobacter sp. no ambiente tém contribuido para equivocos com relacdo a
espécie Acinetobacter baumannii e espécies relacionadas como A.pittii e A.
nosocomialis, pois as mesmas nao sdo consideradas ubiquitarias e muito raramente
sdo isoladas de solo, 4&gua ou de outras amostras ambientais (Peleg et al., 2008;
Towner, 2009; Howard et al., 2012).

Em humanos, Acinetobacter sp. pode colonizar a pele, feridas, e os tratos
respiratdrio e gastrintestinal (Munoz-Price & Weinstein 2008; Giamarellou et al.
2008). Um estudo de vigilancia epidemiologica demonstrou que 43% dos
individuos ndo hospitalizados apresentava colonizacdo por Acinetobacter na pele e
nas mucosas. As espécies mais prevalentes no estudo foram A. lwoffii (58%), A.
johnsonii (20%), A. junii (10%), e Acinetobacter pittii (6%) (Peleg et al. 2008). Em
contraste, A. baumannii, considerada a espécie de maior importancia clinica, foi
raramente isolada na pele (0,5 a 3%) e nas fezes (0,8%) de individuos saudaveis
(Seifert et al. 1997; Peleg et al. 2008; Dijkshoorn et al. 2007).

3.3 Infecgdes causadas por Acinetobacter baumannii

Dentre as espécies do complexo A. baumannii-calcoaceticus, A. baumannii é
a espécie de maior relevancia, sendo responsavel por causar infeccbes nosocomiais
em pacientes imunocomprometidos, com doengas graves, ou que foram
submetidos a procedimentos invasivos (Dijkshoorn et al. 2007). As principais
infecgBes associadas a este patdgeno sdo as pneumonias associadas a ventilacédo
mecanica, infecgbes do trato urindrio, meningites secundarias, endocardites,
infeccdes na pele ou tecidos moles e bacteremias (Peleg et al. 2008).

Os fatores de risco para colonizagdo e infec¢do por A. baumannii incluem:

longos periodos de internacdo, cirurgia recente, internacdo em UTI, uso de
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catéteres invasivos, traqueostomia, ventilacdo mecénica, dieta parenteral,
prematuridade em recém-nascidos e terapia antimicrobiana prévia com
fluoroquinolonas, cefalosporinas de amplo espectro ou carbapenémicos
(Dijkshoorn et al. 2007; Munoz-Price and Weinstein 2008).

Embora o género Acinetobacter esteja diretamente relacionado a infecgdes
hospitalares, ja existem diversos relatos de infec¢Ges adquiridas na comunidade
relacionadas a este microrganismo (Giamarellou et al. 2008; Dijkshoorn et al.
2007). Pneumonias adquiridas na comunidade causadas por Acinetobacter estéo
associadas a condigbes como alcoolismo, tabagismo, céancer, doenga pulmonar

obstrutiva cronica e diabetes mellitus (Giamarellou et al. 2008).

3.4 Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos em Acinetobacter

baumannii

A. baumannii e algumas espécies relacionadas possuem uma grande
capacidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos. Atualmente um
aumento da resisténcia a antibioticos de amplo espectro, como B-lactdmicos,
quinolonas e aminoglicosideos ja € observado em isolados do mundo todo (Bonnin
et al. 2013). Outro fato que deve ser levado em consideracdo € a resisténcia
intrinseca de A. baumannii a diversos antimicrobianos (amoxicilina, cefalosporinas
de primeira e segunda geracdo, ertapenem, trimetroprim e cloranfenicol),
caracteristica que contribui para o surgimento de isolados multirresistentes
(Bonnin et al. 2013; Dijkshoorn et al. 2007).

Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos podem ser intrinsecos ou
adquiridos, sendo ambos observados em A. baumannii. Mecanismos intrinsecos
incluem, por exemplo, sistemas de efluxo, B-lactamases, e outras enzimas capazes
de inativar antimicrobianos como aminoglicosideos e quinolonas (Levy &
Marshall 2004).

Os mecanismos adquiridos envolvem mutacbes de genes alvo dos

antimicrobianos e transferéncia de determinantes de resisténcia encontrados em
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plasmidios, transposons, bacteriéfagos ou outros elementos genéticos mdveis
(Levy & Marshall 2004). A aquisicdo desses elementos méveis também tem sido
relacionada com o desenvolvimento de multirresisténcia em A. baumannii. 1sso se
deve a propriedade desses elementos de captar e disseminar genes de resisténcia
como oxacilinases, metalo-B-lactamases, enzimas modificadoras de

aminoglicosideos, entre outros (Vila et al. 2007).

3.4.1 Resisténcia aos B-lactamicos

Diversos mecanismos estdo envolvidos na resisténcia aos [-lactdmicos em
A. baumannii. Essa resisténcia ocorre principalmente devido a mecanismos
enzimaticos, como a produgdo de P-lactamases, no entanto, existem outros
mecanismos envolvidos como a hiperexpressdo de bombas de efluxo, perda de
porinas e modificacdo de sitio alvo (Peleg et al. 2008).

A. baumannii possui duas B-lactamases intrinsecas em seu genoma, uma
AmpC, também conhecida como Acinetobacter-derived cephalosporinase (ADC)
e a CHDL (Carbapenem Hydrolyzing Class D p-lactamase) blaOXA-51. Essa
caracteristica pode contribuir para tornar esse microrganismo resistente a
antimicrobianos como cefalosporinas e carbapenémios (Kempf and Rolain 2012).

Diferente do que ocorre em outras bactérias gram-negativas, a expressao de
AmpC ndo é induzivel em A. baumannii, além disso, a oxacilinase OXA-51
individualmente, ndo possui atividade hidrolitica contra carbapenémicos (Heritier
et al. 2005). Entretanto, foi demonstrado que a presenca do elemento de insercao
ISAbal upstream aos genes blaADC e blaOXA-51 causa uma hiperexpressao
destes genes, contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia as cefalosporinas
de espectro estendido, no caso de blaADC e as penicilinas e carbapenémicos no
caso de blaOXA-51 (Villalon et al. 2013; Turton et al. 2006a; Gordon &
Wareham 2010).
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3.4.1.1 Resisténcia aos carbapenémicos

O potencial de A. baumannii em desenvolver resisténcia a quase todos 0s
grupos de antimicrobianos é inquestionavel. Entretanto existe uma preocupacéo
em particular que é o desenvolvimento de resisténcia aos carbapenémicos 0s quais
sdo os principais agentes utilizados no tratamento das infeccGes causadas por A.
baumannii MDR (Acinetobacter baumannii multirresistente) (Dijkshoorn et al.
2007; Poirel & Nordmann 2006a).

O uso crescente de carbapenémicos (imipenem, meropenem e doripenem)
no ambiente hospitalar é decorrente da maior prevaléncia de bacilos gram-
negativos resistentes as cefalosporinas de espectro estendido. O aumento do uso
dos carbapenémicos vem exercendo uma pressdo seletiva sobre a microbiota
hospitalar, o que pode estar ocasionando um aumento nos niveis de resisténcia de
A. baumannii a esses antimicrobianos (Poirel & Nordmann 2006a; Howard et al.
2012).

A diminuicdo da suscetibilidade aos carbapenémicos é conferida
principalmente pela producdo de carbapenem-hydrolyzing class D enzymes
(CHDLs) e, menos frequentemente, por metalo-p-lactamases (Peleg et al. 2008;
Poirel & Nordmann 2006a). No entanto, o aumento da resisténcia aos
carbapenémicos também pode estar relacionado a outros mecanismos como a
reducdo da permeabilidade da membrana externa causada pela perda ou expressédo
reduzida de porinas, hiperexpressio de bombas de efluxo e, menos
frequentemente, alteracdo nas PBPs (proteinas ligantes de penicilinas) (Dijkshoorn
et al. 2007).

3.4.1.2  B-lactamases

A resisténcia mediada por -lactamases é particularmente mais eficiente em
bactérias gram-negativas do que em bactérias gram-positivas. 1sso se deve ao fato
de que nas bactérias gram-positivas, as P-lactamases sdo secretadas no meio

extracelular e, portanto sdo menos eficientes que as enzimas produzidas pelas
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bactérias gram-negativas, que se encontram estrategicamente no espaco
periplasmico, onde podem alcancar altas concentragdes agindo de modo mais
eficaz sobre os B-lactamicos, antes destes atingirem o seu sitio alvo, as PBPs
(Livermore & Woodford 2006; Zavascki et al. 2010).

As B-lactamases sdo o0 grupo mais diverso de enzimas associadas a
resisténcia em A. baumannii (Dijkshoorn et al. 2007). A classificacdo dessas
enzimas esta baseada na sua sequéncia de aminoacidos (classificacdo de Ambler)
ou de acordo com sua funcdo (classificagdo de Bush) (Bush and Jacoby 2010;
Ambler 1980). Segundo a classificagdo de Ambler, as B-lactamases estdo divididas
em quatro classes (A, B, C e D), e ainda podem ser separadas em serino-f-
lactamases (classes A, C e D) e metalo-p-lactamases (classe B) (Ambler 1980).

Desde a década de 1980, B-lactamases da classe A emergiram e se
disseminaram rapidamente entre isolados clinicos da familia Enterobacteriaceae.
No entanto, somente apds 1990 que casos de A. baumannii produtores de pB-
lactamases da classe A foram reportados. As principais enzimas da classe A ja
relatadas em A. baumannii sdo TEM -1 e -2, PER -1 e -2, VEB -1, -1la e -3, TEM -
92 e-116, SHV -5e-12, GES -11, CTX-M-2 e KPC (Potron et al. 2015).

As enzimas GES possuem uma importante peculiaridade, na qual uma Unica
substituicdo de aminoacido no sitio ativo da enzima pode ampliar sua capacidade
hidrolitica também para os carbapenémicos (Zavascki et al. 2010). Esse € o caso
das variantes descritas até o momento, GES-11 e GES-14 em A. baumannii.
(Moubareck et al. 2009; Bonnin et al. 2011).

No ano de 2010, foi descrito pela primeira vez isolados de A. baumannii
produtores de KPC. Essa descricdo foi feita na cidade de Porto Rico, e 0s autores
relataram a deteccdo de uma nova variante de KPC (KPC-10) nos isolados
investigados (Robledo et al. 2010). N&o foram mais descritos casos de A.
baumannii produtor de KPC até o momento.

As pB-lactamases da classe D (CHDLs) e B (metalo-p-lactamases) de
Ambler s&o as principais enzimas envolvidas na resisténcia de A. baumannii aos

carbapenémicos (Poirel & Nordmann 2006a). Cepas produtoras dessas
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carbapenemases sdo associadas a surtos de infec¢do hospitalar, como também, a
um aumento da mortalidade de pacientes infectados (Brown & Amyes 2006; Poirel
& Nordmann 2006a).

34.1.2.1 Metalo-B-lactamases

As metalo-p-lactamases (MPL) sdo enzimas pertencentes a classe B de
Ambler e ao grupo 3 da classificacdo de Bush e Jacoby (Bush & Jacoby, 2010).
Embora as MBL sejam menos frequentes em A. baumannii do que as oxacilinases,
essas enzimas possuem uma capacidade hidrolitica contra carbapenémicos de 100
a 1000 vezes maior que as oxacilinases, além de serem resistentes a inibidores de
B-lactamases como sulbactam e clavulanato (Peleg et al. 2008). As ML
hidrolisam todos os pB-lactamicos comercialmente disponiveis, entretanto nao
possuem atividade contra o aztreonam. O zinco € o principal cofator dessa enzima
e devido a essa caracteristica, as MPL perdem sua atividade na presenga do EDTA
e outros cations bivalentes quelantes de zinco (Queenan & Bush 2007; Walsh et al.
2005).

A partir da década de 90, novos genes que codificam MBL foram descritos
em patdgenos clinicamente importantes como Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.,
e membros da familia Enterobacteriaceae (Walsh et al. 2005). Esses novos genes
estdo inseridos em elementos genéticos mdveis como transposons e integrons. Tais
elementos sdo capazes de promover a disseminacdo desses genes, conhecidos
portanto como MBL moéveis ou adquiridas. Os genes que codificam importantes
MBLs como IMP (imipenemase), VIM (Verona imipenemase) e GIM (German
imipenemase) estdo inseridos em cassetes génicos localizados em integrons de
classe 1. Além disso, os genes codificadores de IMP também podem ser
encontrados em integrons de classe 3 (Walsh et al. 2005).

O primeiro caso de MBL em A. baumannii foi descrito no ano 2000 na
Italia, em um isolado produtor de IMP-2 (Riccio et al. 2000). A variante IMP-1 foi
identificada, posteriormente, no Jap&o, Italia e Coréia do Sul (Nordmann and

Poirel 2002). No Brasil, o primeiro relato de A. baumannii produtor de IMP-1 foi
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no ano de 2003 (Gales et al. 2003). Entretanto, posteriormente Tognim e
colaboradores demonstraram que no ano de 1998 ja haviam isolados de A.
baumannii produtores de IMP-1 no estado de S&o Paulo (Tognim et al. 2006).

Embora as MBLs ndo sejam as carbapenemases predominantes em A.
baumannii, vérias delas tém sido descritas: IMP-1, -2, -4, -5, -8 e -10, VIM-1, -2, -
3, -4 e -11, SIM-1 e NDM-1 (Cornaglia et al. 2011). A enzima NDM-1 é uma das
mais recentes MBLs adquiridas e sua rapida disseminacdo tem causado grande
preocupacdo. O primeiro caso de Acinetobacter baumannii produtor de NDM
ocorreu em 2010 na India (Karthikeyan et al. 2010). Posteriormente diversos casos
ja foram reportados no mundo todo, inclusive em isolados de Acinetobacter nao-
baumannii (Zhang et al. 2014; Pagano et al. 2015; Bonnin et al. 2012a). Até o
momento existem dois relatos de Acinetobacter sp. produtores de NDM-1 no
Brasil (Pagano et al. 2015; Pillonetto et al. 2014).

3.4.1.2.2 Okxacilinases

As oxacilinases (OXA) sdo enzimas pertencentes a classe D de Ambler e
inseridas no grupo 2d, 2de e 2df na classificagédo de Bush (Bush and Jacoby 2010).
Essas enzimas possuem uma serina em seu sitio ativo, localizada na posicao 70 do
sistema de numeragdo das enzimas de classe D. As oxacilinases usualmente ndo
sdo inibidas por tazobactam, acido clavulénico e sulbactam, no entanto sua
atividade pode ser inibida por NaCl. NaCl na concentracdo de 100mM, é capaz de
inibir completamente a atividade da maioria das enzimas da classe D. Essa
propriedade ndo é compartilhada com B-lactamases de outras classes, podendo,
portanto, ser uma caracteristica Gtil para identificacdo in vitro desta classe de
enzimas (Poirel et al. 2010).

As OXAs possuem a capacidade de hidrolisar oxacilina, amoxicilina,
metilcilina, cefaloridina ¢ cefalotina. A designagdo OXA das PB-lactamases de
classe D esté associada com a capacidade de hidrolisar a oxacilina ou a cloxacilina

como substratos preferenciais. Entretanto, com o0 surgimento de variantes
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apresentando capacidade de hidrdlise reduzida a estes substratos, esta definicdo
parece ndo ter mais valor (Poirel et al. 2010).

As p-lactamases pertencentes ao grupo 2df possuem a capacidade de
hidrolisar carbapenémicos, sendo entdo chamadas de CHDLs (Carbapenem-
hydrolyzing class D enzymes). As oxacilinases ndo possuem a capacidade de
hidrolisar cefalosporinas de espectro estendido, com excecdo da recém descrita
OXA-146 (variante da OXA-23), que além de possuir atividade contra
carbapenémicos, também é capaz de hidrolizar ceftazidima. Esta foi a primeira
descricdo de uma oxacilinase com atividade de ESBL (Poirel et al. 2007; Kaitany
et al. 2013).

As CHDLs possuem uma baixa capacidade de hidrolisar os carbapenémicos
a qual € 100 a 1000 vezes menor quando comparada as MBLs (Poirel & Nordmann
2006a). Deste modo, outros mecanismos de resisténcia (efluxo ou diminuicdo da
permeabilidade) podem ser necessarios para que as concentracdes inibitorias
minimas (MICs) do imipenem e meropenem elevem-se acima dos pontos de corte
de resisténcia estabelecidos. Além disso, elementos de inser¢do, como o ISAbal,
podem promover hiperexpressdo dos genes que codificam as CHDLs e,
consequentemente, aumentar a capacidade hidrolitica dessas enzimas (Queenan &
Bush 2007; Walsh 2008; Turton et al. 2006a).

As CHDLs estdo divididas em seis subgrupos filogenéticos de acordo com
sua sequéncia de aminoéacidos: blaOXA-23-like, blaOXA-51-like, blaOXA-24/40-
like, blaOXA-58-like, blaOXA-143, e mais recentemente blaOXA-235 (Walther-
Rasmussen and Hoiby 2006; Higgins et al. 2013; Kim et al. 2010) (Tabela 1). No
Brasil, ja foram relatados isolados de A. baumannii contendo os genes blaOXA.-
23-like, blaOXA-51-like, blaOXA-58-like, blaOXA-24/40-like e blaOXA-143
(Vasconcelos et al. 2015).

O primeiro isolado de A. baumannii com serino-f-lactamase capaz de
hidrolisar imipenem foi relatado em 1993 na Escécia e primeiramente denominado
de ARI-1 (Acinetobacter resistant imipenem) (Paton et al. 1993). O gene blaARI-1

é composto por 882 pares de bases e codifica uma proteina de 273 aminoacidos
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que apresenta uma sequéncia homologa a das enzimas da classe D (grupo 2d).
Assim, ARI-1 foi considerada uma [-lactamase de classe D e recebeu a
denominacéo alternativa de OXA-23. Desde sua descoberta, ja foram descritas 27
variantes de blaOXA-23 (Nigro and Hall 2016).

Com o objetivo de avaliar a origem do gene blaOXA-23-like, Poirel e
colaboradores investigaram a presenca deste gene em 14 diferentes espécies do
género Acinetobacter spp.. Os autores observaram a presenca do gene blaOXA-23-
like apenas na espécie A. radioresistens sendo que ensaios de hibridizacdo
demonstraram que o gene esta localizado no cromossomo desta espécie. A partir
destes resultados foi possivel apontar a espécie A. radioresistens como sendo o
reservatorio do gene blaOXA-23-like, o qual pode ter sido posteriormente
transferido para A. baumannii através de elementos genéticos madveis (Poirel et al.
2008).

A. radioresistens é uma bactéria comensal, identificada na pele tanto de
pacientes saudaveis quanto hospitalizados. Devido a essa caracteristica, pode-se
sugerir que a transmissdo do gene blaOXA-23 de A. radioresistens para A.
baumannii tenha ocorrido originalmente no ambiente hospitalar. Esta hipotese
destaca o possivel papel desse local como reservatorio de genes de resisténcia,
além de ambiente propicio para a transmissdo desses genes para outras bactérias
(Poirel et al. 2008).

A presenca do gene blagxa.»3 em isolados de A. baumannii ja foi observada
tanto em DNA de origem plasmidial quanto cromossomal associado a diversas
estruturas génicas como Tn2006, Tn2007, ISAbal, e Tn2008. No transposon
Tn2006, blapgxaz estd flanqueada por duas coOpias da sequéncia de insercao
ISAbal, localizadas em direcdes opostas. Tn2008 € muito similar ao Tn2006, no
entanto contém apenas uma coOpia da sequéncia ISAbal, que no Tn2007 é
substituida pela sequéncia de insercdo ISAba4 adjacente ao gene da blagxa 23
(Mugnier et al. 2010; Nigro and Hall 2016).

O gene DblaOXA-23-like estaria unicamente relacionado ao género

Acinetobacter sp.. Entretanto, em 2002 foi reportado o primeiro caso de um
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membro da familia Enterobacteriaceae contendo o gene blaOXA-23-like Neste
estudo foram descritos 10 isolados de Proteus mirabilis coletados ao longo de
quatro anos apresentando blaOXA-23-like no cromossomo bacteriano (Bonnet et
al. 2002). Em 2014, La e colaboradores descreveram um isolado de Escherichia
coli com o gene blaOXA-23 inserido em um plasmideo ndo conjugativo de 50 kb.
Além disso, foi identificado neste isolado, o elemento de insercdo ISAbal
usptream ao gene blaOXA-23 apresentando atividade promotora funcional. A
analise do contexto genético de blaOXA-23 demonstrou que esse gene
provavelmente foi carreado por um transposon similar aos encontrados em A.
baumannii (La et al. 2014). Achados como estes, ressaltam a importancia de
estruturas moveis, como 0s transposons, na disseminacdo destas carbapenemases
intra e inter-genéros bacterianos.

Desde sua descoberta, blaOXA-23-like é apontado como fonte de surtos de
infeccdo nosocomial em diversos paises como Brasil, Colémbia, Inglaterra,
Coréia, Taiti, China, Irague, Afeganistdo, Bulgaria e Polinésia Francesa (Poirel et
al. 2010). No Brasil, o primeiro relato de OXA-23 foi no ano de 2003, relacionado
a um surto de A. baumannii multirresistente em dois hospitais do Parana (Dalla-
Costa et al. 2003). Apos este relato, somente em 2009 foi descrito a disseminacao
de dois clones de A. baumannii multirresistentes produtores da enzima OXA-23
em diversos hospitais da cidade do Rio de Janeiro (Carvalho et al. 2009). Neste
mesmo ano, nosso grupo de pesquisa descreveu a disseminacdo clonal de A.
baumannii produtor de OXA-23 entre profissionais da salde, equipamentos
médicos e pacientes na cidade de Porto Alegre (Martins et al. 2009). Até o
presente momento, OXA-23 € a carbapenemase mais prevalente em isolados de A.
baumannii resistente aos carbapenémicos no pais, sendo observados indices de
quase 100% de positividade para o gene em algumas regides (Martins et al. 2011;
Vasconcelos et al. 2015).

Outro grupo de genes codificadores de CHDLs identificado em A.
baumannii foi blaOXA-24/40 A primeira enzima desse grupo, OXA-24, que

posteriormente foi renomeada para OXA-40 devido a um erro na sequéncia
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original, foi identificada em 1997 em isolados A. baumannii de um surto na
Espanha (Bou et al. 2000). Até o0 momento, seis variantes dessa enzima ja foram
descritas - OXA-25, OXA-26, OXA-72, OXA-139, OXA-160 e OXA-207. Apesar
de ser inicialmente encontrada apenas em A. baumannii, atualmente ja existem
relados de blagxa-o440 €M isolados de outras espécies de Acinetobacter, e também
em Pseudomonas aeruginosa (Sevillano et al. 2009; Evans and Amyes 2014). A
variante OXA-24/40 é endémica em Portugal e na Espanha e tem sido descrita nos
Estados Unidos, enquanto a variante OXA-72 tem sido descrita em diferentes
paises do mundo (Poirel et al. 2010).

Em 2011 foi relatado o primeiro isolado de A. baumannii produtor da
variante OXA-72 no Brasil (Antonio et al. 2011). Ja existem casos de OXA-72
reportados em Recife, Sdo Paulo (Werneck et al. 2011; de Sa Cavalcanti et al.
2013).

O grupo de CHDLs com o maior numero de variantes descrito até o
momento ¢ o da B-lactamase blaOXA-51-like. O gene blaOXA-51-like é intrinseco
a espécie A. baumannii, podendo portanto, ser utilizado como marcador para
identificacdo da espécie (Turton et al. 2006b). No entanto, alguns estudos ja
descreveram a presenca desse gene em isolados de Acinetobacter ndo-baumannii,
(Lee et al. 2012Db; Lee et al. 2009b). O gene foi relatado pela primeira vez em 2005
em isolados de A. baumannii, ndo relacionados geneticamente, na Argentina e,
desde entdo, diversas variantes do mesmo ja foram descritas (OXA-64, -65, -66, -
67, -68, -69, -70, -71, -75, -76, -77, -83, -84, -86, -87, -88, -89, -91, -92, -94 e -95)
(Brown et al. 2005).

Apenas a producdo de OXA-51 ndo é capaz de conferir resisténcia aos
carbapenémicos. Entretanto, estudos relacionam a presenca do elemento de
insercdo ISAbal upstream ao gene blaOXA-51-like, com fenotipos de resisténcia
aos carbapenémicos. Esses dados demonstram, que apesar de intrinseco, a
presenca desse gene associado a um elemento de inser¢cdo pode acarretar na
diminuicdo da suscetibilidade aos carbapenémicos (Turton et al. 2006a; Poirel &

Nordmann 2006a). Apesar da relacdo entre a resisténcia aos carbapenémicos e a
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associacdo ISAbal/blaOXA-51 estar bem descrita, alguns estudos ja evidenciaram
isolados de A. baumannii sensiveis aos carbapenémicos apresentando esta
associacdo (Pagano et al. 2012; Bratu et al. 2008).

O grupo filogenético do gene blaOXA-58-like em Acinetobacter spp. esta
disseminado mundialmente, principalmente no continente europeu. Além disso,
este grupo esta fortemente associado a resisténcia aos carbapenémicos, assim
como a outros B-lactamicos, fluorquinolonas e aminoglicosideos. Em 2003, na
Franga foi isolado o primeiro A. baumannii contendo blaOXA-58-like (Poirel et al.
2005). Em 2010, Figueiredo e colaboradores relataram o primeiro isolado de A.
baumannii contendo blaOXA-58-like na cidade do Rio de Janeiro, Brasil
(Figueiredo et al. 2011). Trabalhos j& evidenciaram a ampla disseminacdo deste
gene no mundo todo, principalmente no continente europeu. Entretanto, no Brasil,
0S casos se restringiram ao Rio de Janeiro e no ano seguinte a cidade de Porto
Alegre (de Souza Gusatti et al. 2012).

Em 2009, uma nova oxacilinase, OXA-143, foi descrita em um isolado de
A. baumannii do Brasil (Higgins et al. 2009) Experimentos de clonagem
evidenciaram que esta nova CHDL apresenta 88% de identidade com OXA-40,
63% de identidade com OXA-23 e 52% de identidade com OXA-58. OXA-143
possui a capacidade de hidrolisar penicilinas, oxacilina, meropenem e imipenem.
A analise do ambiente genético de blaOXA-143 demonstrou a auséncia de
integrons ou sequéncias de insercdo associadas ao gene, entretanto foi evidenciada
a presenca de genes codificadores de replicase flanqueando o blaOXA-143
sugerindo que o gene foi adquirido através de recombinacdo homologa (Higgins et
al. 2009).

O gene blaOXA-143 depois de blaOXA-23, é considerado o segundo mais
prevalente no Brasil, entretanto, o que chama atencdo é o fato do mesmo ainda
estar restrito a regido sudeste do pais, principalmente ao estado de S&o Paulo
(Antonio et al. 2011; Mostachio et al. 2012; Werneck et al. 2011). Esse gene
parece estar restrito ao territdrio brasileiro até o momento, ainda ndo ha relatos

deste gene em outras regides do mundo.
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Higgins e colaboradores identificaram em 2013 a nova CHDL, OXA-235.
Esta nova beta-lactamase apresentou de 54% a 57% de identidade com OXA-23,
OXA-24, OXA-58, e OXA-143, além de 56% de identidade com OXA-51. Desta
forma, essa enzima foi classificada como uma nova classe de OXA. A expressao
deste gene demonstrou acarretar a diminuicdo da suscetibilidade aos
carbapenémicos, enquanto as concentracdes inibitorias minimas (MICs) para
cefalosporinas permaneceram inalterados (Higgins et al 2013).

De acordo com Queenan & Bush, a capacidade de hidrélise dos
carbapenémicos pelas CHDLs é baixa devido ao baixo kg dessas enzimas
(Queenan and Bush 2007). Deste modo, particularmente no género
Acinetobacter sp., a associacdo das CHDLs a elementos genéticos mdveis, como
as sequéncias de insercdo (IS), pode ser necessaria para aumentar os niveis de
expressdao do gene, de forma que as MICs dos carbapenémicos elevem-se acima
dos pontos de corte de resisténcia estabelecidos (Turton et al. 2006a). Além disso,
diversos trabalhos j& demonstram o papel de transposons, na disseminacdo de
carbapenemases entre isolados de A. baumannii, e até mesmo entre outras espécies
do género (Poirel et al. 2012; Mugnier et al. 2010).

3.5 Elementos Genéticos Moveis

3.5.1 Ilhas de resisténcia

Ilhas gendmicas contendo marcadores de resisténcia sdo denominadas ilhas
de resisténcia. Estas ilhas foram descritas em diversos microrganismos como
Shigella flexneri, Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, e
mais recentemente em A. baumannii (Fournier et al. 2006; Schmidt and Hensel
2004). Cepas de A. baumannii abrigam grandes clusters (ilhas de resisténcia) de
genes transferidos horizontalmente, capazes de conferir resisténcia a maultiplos
antibioticos e metais pesados. Esses clusters estdo inseridos em sitios especificos

do genoma bacteriano, em particular na regido do gene ATPase (Post et al. 2010).
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A llha de Resisténcia de A. baumannii (AbaR) é definida como a regido que
foi transposta em uma posicdo especifica do cromossomo bacteriano, criando um
sitio de duplicacédo de 5 bp (ACCGC) (Bonnin et al. 2012b). A estrutura de AbaR é
constituida por cinco open reading frames (ORFs) -orfl, tniA, tniB, orf2, orf3- que
constituem o modulo de transposicédo, além de dois outros genes que codificam
uma proteina de estresse universal (uspA) e uma sulfato permease (sul) (Fournier
et al. 2006; Post et al. 2010; Seputiene et al. 2012).

Diversas ilhas gendmicas de resisténcia ja foram completamente
caracterizadas contendo uma variedade de genes, incluindo blaOXA-23 capaz de
conferir resisténcia aos carbapenémicos (Zhu et al. 2013). A maioria delas foi
evidenciada em cepas de A. baumannii pertencentes ao International clone I (IC 1)
(AbaR1, AbaR3-AbaR21, e AbaR3-like) e ao International clone Il (IC II),
(AbaR2, AbaR4-like, AbaR22, e AbaR22-like) conhecidos por sua capacidade de
disseminacdo mundial (Post et al. 2010; Krizova et al. 2011; Karah et al. 2012).

3.5.2 Transposons

Transposons possuem a habilidade de se deslocar dentro do genoma
bacteriano, podendo se translocar de um sitio a outro dentro de uma mesma
molécula de DNA, assim como de um plasmideo a outro, ou de um plasmideo para
0 cromossomo. A transposi¢cdo é considerada uma das principais causas de
rearranjos no DNA bacteriano, que consequentemente podera causar mudancas na
expressdo génica (Lewin 2004; Bennett 2004).

Atualmente, diversas estruturas tém sido relacionadas ao gene blaOXA-23,
como Tn2006, Tn2008, e Tn2009. Nestas quatro estruturas, o elemento ISAbal se
encontra diretamente upstream ao cédon de iniciacdo de blaOXA-23. Por serem
flanqueados por duas copias da sequéncia de insercdo ISAbal, Tn2006 e Tn2009
séo classificados como transposons compostos (Nigro and Hall 2016). No Tn2009,
estas sequéncias se encontram em sentidos opostos, enquanto que, no Tn2006 as

duas cépias de ISAbal encontram-se no mesmo sentido de transcricdo (Figura 1).
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Trabalhos ja demonstraram a capacidade de mobilizacdo do transposon
Tn2006 e sua ampla distribuicdo mundial em isolados de A. baumannii (Nigro &
Hall 2016; Mugnier et al. 2009; Lee et al. 2012a). Em contrapartida, relatos da
presenca de Tn2009 ainda se restringem a provincias da China (Zhou et al. 2011).

O Tn2008 apresenta uma estrutura mais simplificada, com apenas uma cépia
de ISAbal upstream ao gene blaOXA-23. Quando esta cdpia é substituida pela
sequéncia de insercdo ISAba4, o transposon é entdo denominado Tn2007. Ainda
nédo existem evidéncias sobre a capacidade de mobilizagédo destes elementos (Nigro
& Hall 2015).

3.5.3 Sequéncias de insercao

As sequéncias de insercdo (IS) bacterianas sdo o tipo mais simplificado de
elemento transponivel, raramente ultrapassando o tamanho de 2 kb. As IS sédo
unidades auténomas responsaveis por codificar proteinas que atuam apenas na
transposicao desse elemento. Além disso, estes elementos podem causar mutacGes
e rearranjos no genoma bacteriano, aumentando a disseminacdo de determinantes
de resisténcia e viruléncia intra- e inter-espécies (Mahillon & Chandler 1998;
Bennett 2004).

Além de possuirem papel de transposicdo, algumas ISs atuam na ativacao
ou no aumento da expressdo de genes localizados adjacentes a elas (Turton et al.
2006a; Mahillon & Chandler 1998). Essa ativacdo de genes vizinhos ja foi descrita
em diversas familias de sequéncias de inser¢cdo como I1S1, 1S2, 1S3, 1S4, IS5 e
IS10. Esse fendmeno pode ser devido a presenca de regifes promotoras no
elemento de insercdo ou pela formacédo de novos promotores apdés a insercéo (Berg
& Howe 1989).

Diversos trabalhos demonstram que alguns elementos de insercéo,
especialmente 1SAbal, possuem um importante papel na resisténcia em A.
baumannii (Turton et al. 2006a; Mahillon & Chandler 1998). O elemento ISAbal
pertence a familia 1S4, possui IRs de 11pb, e esta flanqueado por DRs de 9pb

(Berg & Howe 1989). Esses elementos sdo considerados exclusivos de A.
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baumannii, entretanto, Segal e colaboradores identificaram o elemento ISAbal em
isolados de Acinetobacter lwoffii sensiveis a todos antimicrobianos testados,
exceto ao cotrimoxazol. Nesse mesmo estudo, foi evidenciado que podem existir
diversas copias de ISAbal por genoma bacteriano (Segal et al. 2005). Além de
estar relacionado ao aumento da resisténcia aos carbapenémicos, o elemento
ISAbal, quando upstream ao gene blaADC, aumenta sua expressao em niveis
capazes de causar resisténcia a ceftazidima em A. baumannii (Heritier et al. 2006).

ISAbal ja foi localizado na regido upstream de genes como blaOXA23-like,
blaOXA-51-like, blaOXA-58-like e blaAmpC (Corvec et al. 2007; Corvec et al.
2003). Esse elemento de insercdo fornece uma sequéncia promotora capaz de
propiciar a hiperexpressdo desses genes de resisténcia. Em estudo realizado por
Turton e colaboradores, os autores sugerem que 0s genes blaOXA-23 e blaOXA-
51 conferem resisténcia aos carbapenémicos quando associados ao elemento
ISAbal (Turton et al. 2006a). Os elementos ISAba2, ISAba3 e ISAba4 também ja
foram identificados upstream ao gene blagxa.ss em isolados de A. baumannii, e
assim como ISAbal, estes elementos demonstraram fornecer uma sequéncia
promotora ao gene, aumentando sua expressdo, e com isso, conferindo resisténcia

aos carbapenémicos (Poirel & Nordmann 2006b).

3.5.4 Integrons

O termo integron foi utilizado inicialmente em 1989 por Stokes & Hall,
para descrever o grupo de elementos moveis que continham um ou mais genes de
resisténcia a antimicrobianos localizados em um sitio especifico, além de conter os
determinantes da recombinacdo sitio-especifica responsaveis pela insercdo de
genes de resisténcia (Hall & Collis 1995). Este elemento € caracterizado como
uma unidade genética que inclui os componentes necessarios para um sistema de
recombinacdo sitio-especifica capaz de capturar e mobilizar genes inseridos em
cassetes (Mazel 2006; Gillings 2014).

Até o momento, ja foram descritas cinco diferentes classes de integrons

baseadas nas sequéncias de suas respectivas integrases (Gillings 2014). As classes
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1, 2 e 3 ja estdo claramente descritas na literatura e mostram-se associadas a
fenotipos de multirresisténcia aos antimicrobianos (Gillings 2014). As outras duas
classes de integrons estdo relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia a
trimetoprim em espécies de Vibrio spp. (Cambray et al. 2010).

Integrons de classe 1 sdo 0s mais disseminados e com a maior importancia
clinica dentre todas as classes, sendo detectados em 22% a 59% das bactérias
gram-negativas, embora também possam ser evidenciados em bactérias gram-
positivas (Cambray et al. 2010). Além disso, a maioria dos cassetes génicos
responsaveis por causar resisténcia aos antibiéticos estdo localizados nessa classe
de integrons (Mazel 2006). Diversos genes ja foram descritos nestes cassetes
génicos, como por exemplo, genes de resisténcia aos P-lactdmicos,
aminoglicosideos, cloranfenicol, trimetropim, estreptomicina, rifampicina,
eritromicina, lincomicinas além de anti-sépticos da familia das aménias
quaternarias (Mazel 2006).

Integrons de classe 1 sdo os mais prevalentes em Acinetobacter sp, com
diversos relatos na Europa, Asia e Estados Unidos (Turton et al. 2005; Lee et al.
2009a). Em contrapartida, estudos realizados em paises da América Latina, como
Chile, Argentina e Brasil demonstram uma maior distribuicdo de integrons de
classe 2 entre os isolados de A. baumannii (Gonzalez et al. 1998; Oh et al. 2002;
Fonseca et al. 2011; Pagano et al. 2012).

Integrons de classe 1 e 2 estdo relacionados a surtos de infeccdo hospitalar
em isolados de A. baumannii. Em estudo realizado por Turton e colaboradores
observou-se que todos os isolados de A. baumannii associados a surtos continham
integrons de classe 1, entretanto nenhum isolado esporadico apresentou essa classe
de integron. Além disso, nesse estudo nenhum isolado apresentou integrons de
classe 2 (Turton et al. 2005). Recentemente, em um trabalho publicado por Martins
e colaboradores, isolados de A. baumannii contendo integrons de classe 1 e 2
foram relacionados com os clones epidémicos CC1 e CC79 (Instituto Pasteur),
respectivamente (Martins et al. 2015). Esse resultado pode explicar a maior

prevaléncia de integrons de classe 2 na América Latina, onde CC79 apresenta uma
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maior prevaléncia, quando comparada aos isolados de A. baumannii da Europa
(Camargo et al. 2016).

3.6 Tipagem Molecular

Para uma melhor compreensédo da epidemiologia, e em particular do modo
de disseminacdo de A. baumannii no ambiente hospitalar € necessario identificar as
fontes e 0 modo de transmissao dessa bactéria. Os métodos de tipagem molecular
possuem a finalidade de estabelecer o grau de similaridade genética entre
diferentes isolados bacterianos, auxiliando na caracterizacdo de surtos, na
identificacdo de transmissdo cruzada e de fontes, assim como no monitoramento e
controle de surtos de infecgGes nosocomiais (Singh et al. 2006; Sabat et al. 2013).

Existem diversos métodos de tipagem molecular que podem ser utilizados
para a caracterizacdo e investigacdo de um surto, como técnicas baseadas na
utilizacgdo de PCR (RAPD, ERIC-PCR, AP-PCR e REP-PCR), ribotipagem,
analises no padrdo de restricdo do DNA como as técnicas de pulsed field gel
eletrophoresis (PFGE), restriction fragment length polymorphism (RFLP),
multilocus sequence typing (MLST), e mais recentemente, sequenciamento do
genoma completo (Singh et al. 2006; Peleg et al. 2008; Sabat et al. 2013).

3.6.1 Métodos de tipagem baseados na reacdo de PCR

Métodos de tipagem baseados em PCR sdo utilizados para estabelecer a
relacdo genética entre isolados de Acinetobacter. Estas técnicas sdo vantajosas por
apresentarem menor custo, maior agilidade nos resultados, serem de facil execucéo
e ndo demandarem equipamentos especializados para sua execucdo (Sabat et al.
2013; Singh et al. 2006).

Diversas espécies bacterianas possuem sequéncias repetidas de DNA em seu
genoma (Versalovic et al. 1991). Devido a essa caracteristica, técnicas baseadas na
amplificacdo do DNA a partir destas sequéncias repetidas, como repetitive

extragenic palindromic sequence (REP-PCR) e enterobacterial repetitive
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intergenic consensus (ERIC-PCR), sdo muito utilizadas para a tipagem molecular
de importantes patdgenos como Acinetobacter spp. (Sabat et al. 2013).

REP-PCR é um método que utiliza primers que hibridizam com sequéncias
repetitivas ndo-codificadoras dispersas pelo genoma. Amplicons de diferentes
pesos moleculares séo gerados de acordo com a posicdo dos elementos repetitivos
ao longo do genoma, e sdo visualizados por eletroforese em gel de agarose. Os
seus padrdes de bandas sdo comparados para determinar a relacdo genética entre 0s
isolados bacterianos analisados (Carretto et al. 2011). A tipagem por REP-PCR ¢
de rapida execucdo e apresenta boa capacidade discriminatéria para diversas
especies bacterianas (Saeed et al. 2006; Sabat et al. 2013). Diversos estudos ja
observaram uma boa correlacdo entre a técnica de REP-PCR e PFGE (Karah et al.
2012). A maior limitacdo do método € a baixa reprodutibilidade, que pode resultar

da variabilidade de reagentes e sistemas de eletroforese (Sabat et al. 2013).

3.6.2 Tipagem molecular por macro-restricao seguida de PFGE

PFGE (“pulsed field gel eletrophoresis”) é a sigla usada para indicar a
técnica de eletroforese apropriada para separar grandes fragmentos de DNA por
meio da reorientacdo do DNA em gel, pela acdo de campos elétricos alternados. A
técnica de tipagem propriamente dita, € uma metodologia que utiliza enzimas de
restricdo de acdo rara na clivagem de DNA (técnica de macrorestri¢do), o que gera
um perfil de restricdo que representa a integralidade do DNA bacteriano. Esta
metodologia foi desenvolvida por Schwartz & Cantor e originalmente foi usada
para separacdo de cromossomos da levedura Saccharomyces cerevisae (Schwartz
& Cantor 1984). Apesar de ja existirem novos métodos para tipagem, inclusive
utilizando o sequenciamento do genoma, a técnica de PFGE continua sendo util na
tipagem molecular de Acinetobacter, apresentando alto poder discriminatério
(Zarrilli et al. 2013).

A analise dos resultados pode ser feita através de interpretacdo visual do gel
utilizando o critério de Tenover (Tenover et al. 1995) por exemplo, ou através de

softwares que utilizam coeficientes e sdo capazes de construir um dendrograma
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através do método de agrupamento que utiliza a média aritmética ndo ponderada
(UPGMA) (Singh et al. 2006). Através da andlise do perfil de macrorestricdo do
DNA utilizando PFGE, é possivel determinar o grau de similaridade entre isolados
de A. baumannii (Peleg et al. 2008).

A técnica de PFGE € altamente discriminatéria e apresenta grande
concordancia epidemioldgica, sendo Util para caracterizacdo de surtos. Entretanto,
é considerada uma metodologia cara, que despende de tempo e bastante trabalhosa.
Além disso, a tecnica apresenta a desvantagem da dificil comparagédo
interlaboratorial dos resultados, deste modo, a tipagem fica restrita geralmente a
um numero de amostras analisadas em uma mesma instituicdo para caracterizacdo
da epidemiologia local (Sabat et al. 2013; Singh et al. 2006; Peleg et al. 2008).

3.6.3 Multilocus sequence typing - MLST

A técnica de MLST foi proposta inicialmente em 1998 para a espécie
Neisseria meningitidis, entretanto com o passar do tempo, a técnica passou a ser
aplicada para outras espécies patogénicas, e até mesmo para bactérias ambientais
(Cooper & Feil 2004). A técnica foi desenvolvida com o proposito de fornecer
dados acurados para a investigacdo epidemioldgica de patégenos através da
deteccdo de variagdes nos genes denominados housekeeping (genes constitutivos
necessarios para as atividades bésicas da funcdo celular) (Maiden et al. 1998;
Urwin & Maiden 2003).

MLST pode ser considerada uma variacdo de Multilocus Enzyme
Electrophoresis (MLEE) pois também se baseia no estudo de diferentes genes
housekeeping. A principal diferenca entre as duas técnicas é que MLEE avalia a
mobilidade eletroforética de isoenzimas codificadas pelos genes analisados, e o
MLST analisa diretamente as sequéncias destes genes, identificando mutag6es que
caracterizam alelos distintos (Cooper & Feil 2004).

Essa metodologia baseia-se na analise da sequéncia dos fragmentos internos
de genes. Os genes housekeeping sdo escolhidos para analise pois sdo constitutivos

e essenciais para garantir a sobrevivéncia da célula e por isso, muito conservados
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dentro de cada espécie. Cada gene housekeeping analisado, recebe um nimero de
acordo com sua sequéncia de nucleotideos, a combinagdo numérica dos sete genes
analisados forma o chamado perfil alélico ou sequence type (ST) (Perez-Losada et
al. 2013). Além disso, quando as STs compartilham 5/7 ou 6/7 alelos em comum,
podem ser agrupadas e recebem a denominacdo de complexo clonal (CC). A
formagdo de complexos clonais € uma maneira de facilitar a analise dos dados
epidemioldgicos gerados.

Alguns bancos de dados possuem uma ampla variedade de diferentes STs,
dando a falsa impressdo de uma diversidade ilimitada. Contudo, a analise destes
dados mostra que, apesar de algumas STs apresentarem uma baixa frequéncia,
outras sdo mais prevalentes. Estas Ultimas geralmente sdo isoladas durante anos,
além de apresentarem uma ampla distribui¢do geografica (Urwin & Maiden 2003;
Karah et al. 2012).

Além disso, quando os dados séo analisados por técnicas heuristicas, como
o algoritmo BURST (com base em tipos de sequéncias relacionadas), estas STs
ocupam uma posicdo central, na medida em que tém numerosas STs relacionadas
que parecem ser derivadas a partir deles por um ndmero limitado de
acontecimentos genéticos. Estes “genétipos centrais” formam a base do complexo
clonal a qual ddo o nome como, por exemplo, os complexos clonais CC1, CC2,
CC79 de A. baumannii originados por ST1, ST2 e ST79 respectivamente (Figura
2) (Karah et al. 2012; Urwin & Maiden 2003).

Atualmente, MLST é considerada a técnica que melhor atende para a
investigacdo de estruturas populacionais e da epidemiologia global de isolados
bacterianos (Urwin & Maiden 2003). Existem dois esquemas disponiveis para a
caracterizacdo de isolados de Acinetobacter baumannii e ndo-baumannii, ambos
baseados na andlise das sequéncias internas de sete genes housekeeping o esquema
do Instituto Pasteur (Diancourt et al. 2010) que avalia os genes gltA, recA, cpn60,
fusA, pyrG, rpoB, e rpIB e o da Universidade de Oxford (Bartual et al. 2005) que
avalia os genes gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, e rpoD. Até o0 momento, 0

esquema da Universidade de Oxford apresenta em seu banco de dados 1344 perfis
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de MLST, enquanto que o esquema mais recente, do Instituto Pasteur, possui 905
(Figura 3) (http://pubmlst.org/abaumannii/ acessado em 05 de Agosto de 2016).

Considerando a escala epidemioldgica temporal, pode-se dizer que a técnica
de MLST oferece uma analise micro e macro epidemioldgica dos isolados, pois
permite a comparacdo de resultados entre laboratorios e instituicfes de salde,
diferente de técnicas como PFGE, AFLP e RFLP que sdo capazes de fornecer
apenas dados micro epidemiologicos devido a inviabilidade de comparacfes
interlaboratoriais, ou interinstitucionais de resultados, tornando os dados gerados
restritos apenas a locais especificos (Perez-Losada et al. 2013).

As técnicas de PFGE e MLST sdo ferramentas complementares para
analises populacionais de A. baumannii. Isto se deve ao fato de PFGE possuir um
maior poder discriminatorio para estudos de pequenas populagbes, enquanto
MLST possui uma maior capacidade de agrupar isolados durante analises globais
de grande escala e por longos periodos de tempo (Hamouda et al. 2010; Karah et
al. 2012).

3.7 Epidemiologia global de Acinetobacter baumannii

A espécie A. baumannii é reconhecida pela sua grande capacidade de
adquirir novos determinantes de resisténcia, sua propensédo a se propagar dentro do
ambiente hospitalar e entre diferentes instituicBes, além de sua disseminacédo
global (Dijkshoorn et al. 2007). Diversos surtos hospitalares causados por clones
multirresistentes de A. baumannii no mundo todo demonstraram estar associados a
um namero limitado de clusters (Durante-Mangoni & Zarrilli 2011).

A tipagem comparativa de isolados de A. baumannii causadores de surtos
em hospitais da Europa demonstrou a ocorréncia de trés principais clones,
originalmente denominados “European clones I, II ¢ III” (Karah et al. 2012;
Durante-Mangoni and Zarrilli 2011). Contudo, posteriormente estes clones foram
identificados no mundo todo, ¢ com isso foram renomeados para “International

clones I, II e III”, e de acordo com o perfil de MLST foram denominados
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complexos clonais 1, 2 e 3, respectivamente (Instituto Pasteur) (Durante-Mangoni
& Zarrilli 2011; Diancourt et al. 2010).

Perfis de multirresisténcia estdo geralmente relacionados aos isolados
pertencentes a estes clones internacionais, além disso, a emergéncia destes clones
epidémicos altamente bem sucedidos, parece estar diretamente associada ao
aumento da ocorréncia global de infeccBes causadas por A. baumannii. Alem
destes trés principais clones, ja foram descritos outros importantes complexos
clonais como CC15 e CC79 disseminados em diversos continentes (Durante-
Mangoni & Zarrilli 2011).

No Brasil, estudos ja demonstraram a disseminacdo dos complexos clonais
CC2 (International clone 1), CC79 e CC15 associados a disseminacdo de A.
baumannii multirresistente produtor de blaOXA-23 em diversos estados do pais
(Chagas et al. 2014; Vasconcelos et al. 2015). Além destes, Climaco e
colaboradores relataram o importante papel dos complexos clonais CC104, CC109
e CC113 (Universidade de Oxford) na disseminagdo de oxacilinases na regiao
Sudeste do pais (Climaco et al. 2013).
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

Nesta tese de doutorado serdo apresentados cinco artigos cientificos, o
primeiro destes foi publicado no International Journal of Antimicrobial Agents, o
segundo publicado na revista Memorias do Instituto Osvaldo Cruz, o terceiro é um
artigo de revisdo publicado na revista Brazilian Journal of Microbiology, e os dois
artigos restantes estdo em fase de submissdo. O primeiro destes trabalhos foi
desenvolvido durante meu estagio de doutorado Sanduiche, com bolsa do
Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE) da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), no periodo de junho de
2014 a dezembro de 2014. O estagio foi realizado no “Medical and Molecular
Microbiology Unit” na “University of Fribourg”, localizada no cantiao de Fribourg,

Suica, sob supervisdo do Professor Dr. Patrice Nordmann e do Dr. Laurent Poirel.
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4.1 MANUSCRITO I - Emergence of NDM-1 producing Acinetobacter pittii
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Letter to the Editor

Emergence of NDM-1-producing Acinetobacter
pittii in Brazil

Sir,

The New Delhi metallo-f3-lactamase (NDM), initially reported
in Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, is now disseminated
worldwide mostly among Enterobacteriaceae [1]. The NDM car-
bapenemase has also been described in Acinetobacter baumannii,
but only in sporadic cases in countries such as China, India, Egypt,
Germany, Israel and, more recently, Brazil [ 1,2]. Noteworthy, recent
studies reported NDM-producers among non-baumannii Acineto-
bacter spp., which may also be human pathogens. Here we report
the first case of NDM-1-producing Acinetobacter pittii in Brazil.

A 66-year-old male patient with bladder carcinoma was admit-
ted for radical cystectomy to a 900-bed tertiary care hospital in
Porto Alegre, Southern Brazil, on 25 February 2013. Fifteen days
later he presented an intestinal subocclusion and fever. Compu-
terised tomography (CT) of the abdomen showed the presence of
a collection in pelvis, which was drained surgically. This puru-
lent secretion was cultured and a K. pneumoniae was identified
(VITEK® 2 system; bioMérieux, La Balme-les-Grottes, France).
Urine was also cultured and revealed the presence of Candida
sp. (50000 CFU/mL) and Acinetobacter sp. (>100000 CFU/mL). The
patient was treated with intravenous meropenem 500 mg every
12h for 7 days, followed by cefepime 1g every 24h (doses
adjusted to impaired renal function). Three subsequent urine cul-
tures obtained 11, 28 and 44 days after the first culture were
negative for Acinetobacter sp. The patient was therefore considered
colonised by Acinetobacter sp. After 90 days the patient improved
and was discharged from the hospital.

The Acinetobacter sp. isolate MP was identified as A. pittii by
matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight (MALDI-
TOF) (Bruker Daltonik, Bremen, Germany), gyrB multiplex PCR and
16S rRNA gene sequencing. Minimum inhibitory concentrations
(MICs) of B-lactams, aminoglycosides, ciprofloxacin, fosfomycin,
chloramphenicol, tigecycline, colistin and polymyxin B were deter-
mined (Etest® and microdilution method) and showed that the
isolate was resistant to all B-lactams (with the exception of aztre-
onam), including carbapenems (MICs of imipenem, ertapenem,
doripenem and meropenem >32 p.g/mL). The isolate remained sus-
ceptible to amikacin, gentamicin, tigecycline, colistin, polymyxin
B, ciprofloxacin and chloramphenicol. Carbapenemase genes were
searched by real-time PCR (blagxa_sg. blagpc, blapp, blaypy and
blages) and multiplex PCR (blagxa-23-jike: Pl0oxa-40-like: D0oxA-58-1ike
and blagya-143). A positive signal was obtained only for the blanpm
gene, and sequencing identified the blaypym-1 gene. To identify the
location of this gene, electrotransformation assays were attempted
using plasmid DNA extracts from A. pittii isolate MP using A. bau-
mannii CIP7010 and E. coli TOP10 as recipients. Transfer of the
blanpm-1 gene by electrotransformation into these two recipient
strains remained unsuccessful, suggesting that the gene might be

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2014.12.011
0924-8579/© 2015 Published by Elsevier B.V.

chromosomally located in A. pittii MP, as reported in A. baumannii
[3].

The genetic environment of the blaypym.-1 gene was determined
by PCR mapping as described [3] and insertion sequence ISAbal25
was identified upstream of the blanpym-1 gene. However, attempts
to identify another copy of ISAbal25 downstream of blanpm-1
remained unsuccessful, suggesting that the blanpy-1 gene might be
part of a truncated Tn125 transposon, as previously reported in A.
baumannii [3]. Multilocus sequence typing (MLST) was performed
according to the Institute Pasteur scheme (http://www.pasteur.fr)
and A. pittii isolate MP was identified as ST119. Interestingly,
two blanpm-positive A. pittii isolates were recently identified in
Paraguay [4], a neighbouring country of Brazil, but those isolates
belonged to ST320 and ST321. The only reports of A. pittii ST119
isolates are from Japan, with isolates producing the carbapenemase
IMP-19 [1].

Identification of blanpm-positive non-baumannii Acinetobacter
spp. is now increasingly reported worldwide, concomitantly with
those of blanpym-positive A. baumannii isolates. There are few
reports of NDM-producing A. pittii, being from China, Turkey and
recently Paraguay. This is of particular concern considering that
Acinetobacter sp. may (i) act as reservoirs for blaypy genes in
non-human settings, as recently shown in several Chinese studies
with identification of NDM-1-producers among Acinetobacter cal-
coaceticus and Acinetobacter junii from environmental samples from
livestock farms [1], Acinetobacter johnsonii from hospital sewage
[1] and Acinetobacter Iwoffii from chickens [1], but also (ii) act as a
source of blaypy genes then horizontally transferred to enterobac-
terial species as evidenced [5].
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Over the last decade, Acinetobacter baumannii re-
sistant to carbapenems has emerged in many medical
centres and has been commonly associated with high
morbimortality. In Brazil, this resistance is mainly at-
tributed to the spread of OXA-23-producing clones and,
to a lesser extent, to OXA-143-producing clones. Here,
we describe, for the first time, two OXA-72-producing A.
baumannii isolates in southern Brazil to a broad spec-
frum of antibiotics, except polymyxin B and tigecycline.
Molecular typing by multilocus sequence typing (MLST)
demonstrated that both OXA-72-producing isolates be-
long to a new sequence type (ST), ST730, which was
recently identified in OXA-23-producing A. baumannii
isolates in Sdo Paulo, Brazil. We demonstrate that the
fwo A.baumannii ST730isolates carryingbla,, .. share
a common ancestral origin with the bla_, .. producers
in Brazil. This observation reinforces the importance of
strain-typing methods in order to clarify the dynamics
of the emergence of new clones in a geographic region.

Key words: Acinetobacter baumannii - MLST - OXA-72

Recently, a new sequence type, ST730, from an
OXA-23-producing Acinetobacter baumannii has been
deposited 1n the multilocus sequence typing (MLST) da-
tabase (http:/www.pasteur.fr) (Vasconcelos et al. 2015).
In the present study, we describe two 1solates of 4. bau-
mannii ST730 carrying the bla, , ., gene from different
patients 1n a hospital located in southern Brazil.

In March 2013, a carbapenem-resistant Acinetobac-
fer sp. was isolated using VITEK*2 system (bioMérieux,
La Balme-les-Grottes, France) from the tracheal aspi-
rate (> 10° CFU/mL) of a 76-year-old female ICU pa-
tient in a 312-bed tertiary care hospital in Porto Alegre,
southern Brazil. A few days later, another carbapen-
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em-resistance in Acinetobacter sp. was reported from a
blood culture (positive in 12 h) of an 86-year-old male
ICU patient admitted with sepsis in the same hospital.
Both the isolates were 1dentified as 4. baumannii by ma-
trix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight
(MALDI-TOF; Bruker Daltonik, Bremen, Germany)
spectrometry and gyrB multiplex polymerase chain re-
action (PCR). Disc-diffusion assays demonstrated that
the isolates were resistant to meropenem, imipenem,
amikacin, ampicillin-sulbactam, cefepime and ceftazi-
dime. However, the 1solates were found to be suscepti-
ble to polymyxin (MICs 1 and 2 pg/mL) and tigecycline
(MICs 0.5 and 0.75 pg/mL) as per microdilution and
Etest® assays, respectively. The results obtained were
interpreted according to the CLSI guidelines (CLSI
2014). The carbapenemase genes (bla,,, ...... bla,. .
sasoames PMoxassne a0d Dla ., .. ) were investigated
by multiplex PCR as previously described (nggms et
al. 2010). The bla, ... ge0e Was detected 1n both
the isolates. Sequencing of bla , ,. gene (ABI 3500 Ge-
netic Analyzer; Applied Biosystems, Foster City, CA,
United States) identified the variant blay, ,,, which
displayed 100% identity to the original bla,, ., gene
(GenBank accession number AY739646.1). Clonal di-
versity, investigated by repetitive-sequence-based PCR
(REP-PCR), revealed an identical profile of the isolates
(Bou et al. 2000). MLST was performed according to
the Institut Pasteur scheme (http:/www pasteur.fr) and
both the 1solates were identified as ST730.

Resistance to carbapenems among A. baumannii 1so-
lates from Brazil has been mostly related to the produc-
tion of OXA-23, followed by OXA-143 (Vasconcelos et
al. 2015). In fact, OXA-72-producing 4. baumannii 1so-
lates are still uncommon 1n Brazil. The first two cases
of A. baumannii carrying bla_,, . 1 gene were reported
from Sao Paulo (Southeast Brazil) in 2011 (Antonio et al.
2011, Werneck et al. 2011). Two years later, this gene was
reported in two other 4. baumannii isolates from Reci-
fe (Northeast Brazil) (Cavalcanti et al. 2013). Recent-
ly, a surveillance study evaluated nine hospitals from
five different states, representative of all the Brazilian
regions, and described an inter-hospital dissemination
of 10 A. baumannii isolates containing bla__, ., in Sdo
Paulo (Vasconcelos et al. 2015). These data highlight the
possibility of the spread of this gene in the country. Fur-
thermore (Werneck et al. 2011), reported the presence
of blaOXA-72 gene inserted on a plasmid of ~ 86 kb,
highlighting its potential for spread.

Here, we describe, for the first time, two 4. baumannii
1solates harbouring the bla , ., gene isolated from Rio
Grande do Sul, southern Brazil. These data point towards
the increasing diversity of oxacillinases among the clin-
ical 1solates of Acinetobacter spp. in Brazil. Recently,
Cayo et al. (2015) deposited an OXA-23-producing 1so-
late, 4. baumannii ST730, in the Institut Pasteur database.
ST730 1s a single-locus variation of ST79 (CC79), respon-
sible for the spread of blay, ,, in Latin America (Chagas
et al. 2014, Vasconcelos et al. 2015). It is worrisome that
the emergent OXA-72-producing clones share the same
phylogenetic origin with the clones harbouring bla_, ..
gene, since the latter demonstrated a remarkable capacity
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of dissemination and maintenance along the years in Bra-
zilian hospitals (Pagano et al. 2015). The results presented
in this study highlight the importance of monitoring the
spread of successful clones associated with the dissem-
ination of 4. baumannii carrying blaOXA 1in Brazil by
molecular epidemiology methods such as MLST.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is widely recognized as an important pathogen associated with noso-
comial infections. The treatment of these infections is often difficult due to the acquisition
of resistance genes. A. baumannii presents a high genetic plasticity which allows the accu-
mulation of these resistance determinants leading to multidrug resistance. It is highlighted
the importance of the horizontal transfer of resistance genes, through mobile genetic ele-
ments and its relationship with increased incidence of multidrug resistant A. baumannii in
hospitals. Considering that resistance to carbapenems is very important from the clinical
and epidemiological point of view, the aim of this article is to present an overview of the
current knowledge about genetic elements related to carbapenem resistance in A. baumannii
such as integrons, transposons, resistance islands and insertion sequences.
© 2016 Sociedade Brasileira de Microbiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is
an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduction

rates. A. pittii and A. nosocomialis are increasingly identified as
causative agents of nosocomial infections.?
A. baumannii is considered an important nosocomial

The Acinetobacter baumannii-calcoaceticus (Abc) complex has
emerged as an important nosocomial pathogen. Among the
members of this complex, A. baumannii, A. pittii, and A. noso-
comialis are the three most common Acinetobacter species
isolated in clinical settings.* A. baumannii has been extensively
studied due to its association with infections of high mortality

pathogen, causing a wide range of infections, including
ventilator-associated pneumonia, bloodstream infections, uri-
nary tract infections and meningitis. This species is naturally
highly resistant to a number of antimicrobials commonly
used in the clinical practice, such as first and second genera-
tion cephalosporins, aminopenicillins, and chloramphenicol.

* Corresponding author at: Av. Sarmento Leite, 500/Prédio 12101, Bairro Farroupilha, Porto Alegre CEP 90050-170, Brazil.

E-mail: andrezafm20@gmail.com (A.F. Martins).
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjm.2016.06.005

1517-8382/© 2016 Sociedade Brasileira de Microbiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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A. baumannii contains an intrinsic AmpC p-lactamase (blaapc)
and OXA-51 serine-type oxacilinase (blagxa-s1), which con-
tribute to the natural resistance to g-lactams.® Moreover, this
organism presents a great capacity to acquire new resistance
mechanisms, including those responsible for carbapenem
resistance.*

Carbapenem resistance in A. baumannii involves mainly
the carbapenem-hydrolysing class D p-lactamases (CHDLs —
Ambler class D) and less frequently, the metallo-B-lactamases
(MBLs — Ambler class B). Carbapenem resistance may also be
caused by other mechanisms such as, production of other car-
bapenemases, porin modification or loss, or by modification of
the penicillin-binding proteins.**>

Several acquired class D OXA-type B-lactamases have been
identified as a source of carbapenem resistance in A. bau-
mannii. Five main groups of CHDLs have been described in
A. baumannii, corresponding to OXA-23-like, OXA-24/40-like,
OXA-58-like, OXA-143-like and OXA-235-like enzymes.® OXA-
23-like enzymes are the most widespread in A. baumannii
worldwide and have been identified in all continents.®

In Brazil, OXA-23-like-producing A. baumannii is dissemi-
nated in many states and it is responsible for high endemic
levels of multidrug-resistance.”® The blapxa.143 gene has thus
far been detected only in A. baumannii isolates from Brazil and
is the second most frequent CHDL encoding gene.” !

The blagxa-143 gene is frequently found in the Southeast
region of Brazil, especially in the state of Sao Paulo. It is
important to note that two new variants of this gene were
recently described. The variants blagxa-23s5 and blagxa-231 were
described in Minas Gerais and Parand states, respectively.'2*
This data demonstrates the detection of these new variants
of blagxa-143 in Brazil is a cause of great concern and shows
the potential of these new CHDLSs to spread to other Brazilian
regions.

Although blagys s4/40.1ke gene is disseminated in A. bau-
mannii in Europe, in Brazil, this gene is still rare, with only
a very few reports of a blagxa-72 (blagxa-24/40-ike Variant) in Sdo
Paulo,” Recife,'* Porto Alegre and Curitiba.

Despite MBLs are less commonly identified in A. baumannii
than the OXA-type carbapenemases, their hydrolytic activi-
ties to carbapenems are significantly more potent. Four MBLs
have been identified in A. baumannii: IMP, VIM, SIM and, more
recently, NDM.'® It is important to note that MBL genes,
such as NDM and IMP-1, have been described in Acinetobac-
ter non-baumannii species, which demonstrates the capacity of
these resistance genes to spread among different Acinetobacter
species.'®7

Most of Ambler class A ESBLs possess activity against peni-
cillins and broad-spectrum cephalosporins. However, specific
GES variants have been shown to possess the ability to com-
promise the efficacy of carbapenems. Among A. baumannii, the
variants GES-11 and GES-14 possess specific residues enlarg-
ing their hydrolysis spectrum (Table 1).15°

The elevated genetic plasticity presented by A. baumannii
has allowed the accumulation of many resistance determi-
nants, which contributed to the high incidence of A. baumannii
multirresistant to antibiotics. In this review, we present and
discuss the characteristics of the different mobile genetic ele-
ments involved in the transfer of resistance determinants in
A. baumanni.

AbaR-type genomic resistance islands

Genomic islands containing resistance markers are referred
to as resistance islands. Resistance islands have been
described mainly in Proteobacteria, including Shigella flexneri,
Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, and
more recently, in A. baumannii.?%?! A. baumannii isolates har-
bor large clusters of horizontally transferred genes conferring
resistance to multiple antibiotics and heavy metals, which are
integrated at a specific site in a particular ATPase gene.?”

Fournier et al. described for the first time the A. baumannii
Resistant Island (AbaR). AbaR is defined as a region which has
transposed into a specific position in the chromosome, creat-
ing a 5bp duplication site (ACCGC).?* The backbone of AbaR is
comprised of five open reading frames (ORFs) — orf1, tniA, tniB,
orf2, orf3—which constitute the transposition module, and two
other genes encoding to the universal stress protein (uspA) and
a sulfate permease (sul).?*%*

Several AbaR have already been described containing a
variety of resistance genes, including the blagya_s3.jixe, Which
confers resistance to carbapenems.?* These resistance islands
have been described in A. baumannii epidemic strains belong-
ing to the important global clones, European Clone I (ECI) and
European Clone II (EC II), known for their increased capacity
to spread worldwide.??

Several other genomic resistance islands have been fully
characterized in A. baumannii. The majority were found in
strains of EC I, such as, AbaR1, AbaR3, AbaR5, AbaR6, AbaR7,
AbaR8, AbaR9, and AbaR10. These AbaRs share a structure
represented by a 16.3kb backbone transposon (Tn6019) inter-
rupted by a large compound transposon that contains a
variable-resistance region bounded by directly oriented copies
of Tn6018. Exceptions are AbaR6 and AbaR7, each with a large
deleted region.”” Much less is known about AbaRs in EC II.
The resistance islands harbored by this clone are integrated
at the same site of the ATPase gene as is known for AbaRs in
EGI2

AbaR1 is the largest resistance island described to date.
This island contains 86 kb and was originally described in the
epidemic A. baumannii strain AYE belonging to ECI. This strain
was responsible for outbreaks in France during 2004.2* A. bau-
mannii AYE strain revealed the presence of a large gene cluster,
containing many resistance determinants, inserted into the
chromosome.?*

Of the 45 resistance genes described in AbaR1 resistance
island, 25 were associated with resistance to several classes of
antibiotics. These include genes that had not been previously
described in Acinetobacter species such as strA, strB, aphAl,
and aac69 (encoding resistance to aminoglycosides); putative
tetracycline-resistance genes tetA (tetracycline efflux pump)
and tetR (repressor protein); dfrX (resistance to cotrimoxazole);
and the chloramphenicol-resistance gene cmlA (chloram-
phenicol efflux pump). Moreover, Fournier et al. (2006)
described the presence of genes in AbaR1 that encode VEB-1
and OXA-10 B-lactamases, the aminoglycoside acetyltrans-
ferase gene aac3, and the aminoglycoside adenyltransferases
aadA1/DA1/B; the cotrimoxazole resistance-associated dfrl;
cmlAS and one copy of the chloramphenicol acetyl-transferase
cat; the rifampin ADP-ribosyltransferase gene arr-2; and five
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Table 1 - Characterization of the main mobile genetic elements associated with resistance in Acinetobacter baumannii.

Mobile genetic Resistance genes associated Resistance profile Geographic region Reference
element
ISAbal blagxa.oa B-Lactams Worldwide Villalén et al., 2013
blaoxa-s1 including disseminated Mugnier et al., 2010
blaoxa-sg carbapenems Mugnier et al., 2009
bIaAmpc
ISAba2 blaoxa.ss Carbapenems France Villalén et al., 2013
blagmpc Cephalosporins Italy Fernandez Cuenca et al., 2012
Spain Marqué et al., 2005
ISAba3 blagxa.sg Carbapenems China Villal6n et al., 2013
Italy Donnarumma et al., 2010
Taiwan Zarrilli et al., 2008
Lebanon Fuetal,, 2014
ISAba4 blaoxa.22 Carbapenems France Bogaerts et al., 2008
Belgium Corvec et al., 2007
ISAbal0 blaoxa.22 Carbapenems Korea Lee etal., 2011
ISAbal25 blayp-1 Carbapenems India Bonnin et al., 2012a
blanpm-2 Cephalosporins Switzerland Kaase et al.,, 2011
blagmpc Aminoglycosides Greece Mishra et al., 2013
aphA6 Australia Hamidian et al., 2012
1S18 blaoxa.ss Carbapenems Lebanon Villalén et al., 2013
Turkey Zarrilli et al., 2008
Marqué et al., 2005
Tn2006 blagxa.oa Carbapenems Spain Mugnier et al., 2010
Tahit Corvec et al., 2007
France
Turkey
Vietnam
Romania
Lybia
Australia
Tn2007 blaoxa.22 Carbapenems France Corvec et al., 2007
Algeria
Tn2008 blagxa.22 Carbapenems United Arab Mugnier et al., 2010
Emirates
Bahrain
Intl blages.11 B-Lactams Europe Bonnin et al., 2011
blaces.14 including (widespread) Nemec et al., 2004
dfrAl carbapenems Korea Lee et al., 2005
sat2 Aminoglycosides Iran Japoni-Nejad et al., 2013
aadAl Brazil Mendes et al., 2007
orfX
ybfA
ybfB
Int2 dfrAl Aminoglycosides Argentina Pagano et al., 2012
sat2 Chile Ramirez et al., 2012
aadAl Brazil Fonseca et al., 2011
orfX
ybfA
ybfB
ybgA

copies of the sulfonamide-resistance gene sull encoding dihy-
dropteroate synthetase, a component of class 1 integrons.2::26

AbaR2 was described in the epidemic, multidrug-resistant
A. baumannii strain named ACICU.? This strain belongs to ECII
and carries the plasmid-mediated blapxa.sg. A. baumannii AYE
and ACICU belong to different clonal groups (European clones
I and II, respectively), however, the presence of related resis-
tance islands in both lineages suggests that AbaR1 and AbaR2
derived from an island acquired by a common A. bauman-
nii ancestor before their divergence into two different clonal
lineages.?%%7

The genomic resistance island variant AbaR3 appears to
be an ancestral of several AbaR variants which have arisen
from AbaR3 by loss of segments of different lengths that
include one or more of the antibiotic resistance genes.?®
AbaR3 contains eight genes associated with antibiotic resis-
tance. Unique sequences in AbaR3 include a blatem gene that
is associated with a Tn3 transposon and a small cluster of
genes, including two that encode to a DNA topoisomerase
and a single-strand binding protein that are similar to pro-
teins from a broad-host-range plasmid.?” In addition, it is
noteworthy that the presence of genes for a plasmid-derived

Microbiol. (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.bjm.2016.06.005

Please cite this article in press as: Pagano M, et al. Mobile genetic elements related to carbapenem resistance in Acinetobacter baumannii. Braz ]

165

166



176
177

178

179

181
182

183

187
188
189

221
0
23
224
25
226

27

62

4 BRAZILIAN JOURNAL OF MICROBIOLOGY XXX (2016)Xxx-XxX

DNA topoisomerase may contribute to the resistance island

mobility.

Transposable elements

Transposable elements have the ability to move within the
bacterial genome, being able to translocate themselves from
one site of the genome to other sites. These transpositions
are considered one of the major causes of bacterial DNA
rearrangements, which in turn can cause changes in gene
expression.’® In A. baumannii, transposable elements, such
as transposons and insertion sequences have been responsi-
ble for the expression and spread of antimicrobial resistance
mechanisms.!

Insertion sequences

Bacterial insertion sequences (IS) are the least complex type
of transposable elements; they rarely exceed 2kb in size and
may be as small as 0.5kb. These elements possess an impor-
tant role in the spread of resistance genes since the presence
of two copies of the same IS flanking a resistance gene form
a complex structure called composite transposon. Composite
transposons are able to mobilize a variety of resistance genes,
contributing to antimicrobial resistance dissemination.**

Besides their transposition role, some IS have been shown
to activate or to increase the expression of neighbor genes.
This capacity may be due to the presence of promoter regions
in the insertion sequence or by the formation of new promo-
ters after the insertion event.*

Some IS elements have an important role in A. bauman-
nii antimicrobial resistance. ISAbal, ISAba2, ISAba3, ISAba4
and IS18 are commonly associated with the expression of
carbapenemases genes in A. baumannii (Table 1).>? Villalén
et al. (2013) investigated the presence of these IS elements in
59 multidrug-resistant A. baumannii isolates and observed a
prevalence of 93.2%, 25.4%, 20.3% and 5.1% for ISAba1, ISAba2,
ISAba3 and 1S18, respectively. ISAba4 was not detected in any
of the isolates in this study.*”

It is important to note that IS elements such as ISAbal
can contribute to the spread of carbapenemase genes among
different Acinetobacter species. Poirel et al. (2008) hypoth-
esized that blapxa.ps was likely mobilized by the ISAbal
insertion sequence from A. radioresistens to A. baumannii.** The
authors demonstrated that A. radioresistens is the progenitor
of the blagxa.s3.iike gene, which was mobilized to A. baumannii
through ISAbal insertions sequence provided by A. bauman-
nii. This hypothesis is based on the identification of genes
encoding both OXA-23-like and ATPase-like enzymes on the A.
radioresistens chromosome without the presence of ISAba1 ele-
ments, that is involved in the mobilization of blagxa.23 gene.”®

The ISAbal element belongs to the 1S4 family and has 11-
bp inverted repeats sequences flanked by 9-bp direct repeats
of the target sequence. Although this element is considered
exclusive to A. baumannii, Segal et al. (2005) identified ISAbalin
Acinetobacter lwoffil isolates, demonstrating the high mobility
of these elements and indicating that transposition events of
the ISAbal occur frequently.®*

ISAbal has been found upstream the blaoxa-23-iike,
blagxa-s1-tike, blagxa-ss-iixe and blaampc genes in A. bauman-
nii. This IS acts as a promoter sequence which increases
the expression of resistance genes. In fact, it was demon-
strated that it is necessary the presence of ISAbal upstream
blapxa-23 and blagxa-s; for these genes to confer resistance
to carbapenems.®* Although several authors have demon-
strated the relationship between ISAbal upstream blaoxa.s1
and carbapenem resistance, this may not be enough to confer
resistance, as A. baumannii isolates susceptible to carbapen-
ems with the association ISAbal/blapxs.s; have already been
described.*®

The ISAba2, ISAba3 and ISAba4 elements have also been
identified upstream blagya_sg.jixe and blagya.o3.1ike genes in A.
baumannii isolates.’” Giannouli et al. (2009) analyzed the inser-
tion sequences of 24 A. baumannii isolates with blagyxa_sg gene
and identified the presence ISAba2, 1S18 or ISAbal located at
the 5’ end, while at 3’ end all isolates presented the ISAba3
element. Of note, the IS elements at 5’ end of blagxa.ss were
evidenced in strains of distinct PFGE profiles and ST groups in
the same geographical area. It suggests that these elements
might have been acquired through horizontal gene transfer
and confirms their dissemination capacity among A. bauman-
nii isolates.*®

Corvec et al. (2007) described the first A. baumannii iso-
late harboring an ISAba4 element upstream blaoxa-23 gene, in
France. Subsequently, it was shown that an isolate from Bel-
gium containing the association of ISAba4 and the blagxa.23
presented the same PFGE profile as the isolate from France.
These findings demonstrate the propensity of resistant strains
to spread, highlighting the importance of epidemiological sur-
veys to estimate the true prevalence of isolates harboring
ISAba4/blaoxﬁ_23 3940

Lee et al. (2011) identified a novel 1203bp insertion
sequence, named ISAbal0. This element was found to be
inserted into the ISAbal element upstream blagxa-23 gene in
an A. baumannii presenting high minimum inhibitory con-
centrations (MICs) to carbapenems (>32 pg/mL). In addition,
isolates without the insertion of this element showed MICs
between 8 and 16 pg/mL. The authors suggested that this
sequence may increase 2-5-fold the blagxa .23 gene expression.
Based on these results, they suggested that the ISAbal0 ele-
ment may play an important role in carbapenem resistance
by providing an additional promoter sequence to the blapxa-22
gene.*!

IS elements have also been associated to metallo-B-
lactamases such as blaypy, which have been increasingly
reported in Acinetobacter baumannii and in other Acinetobac-
ter species such as A. johnsonnii, A. pittii, A. junii and A.
lwoffii.'®4?*% The blanpy can be located either on the plas-
mid or chromosome in Acinetobacter species.** However, it was
evidenced that the spread of the blaypy gene was not associ-
ated with clonal dissemination, but horizontal spread of the
genetic structure.*?

Several studies reported that blaypy gene is located
between two copies of the ISAba125 element, forming a com-
posite transposon named Tn125. ISAbal25 element provides
the -35 sequence of the hybrid promoter responsible for the
expression of the blanpm gene.® Curiously, this IS element
has been originally identified from an A. baumannii isolate
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without any association with the blanpy gene. By contrast, this
IS has been identified in Enterobacteriaceae and P. aeruginosa as
a remnant of the Tn125 and has never been identified alone
in these species. This observation suggests that A. baumannii
is a likely reservoir of ISAba125. Findings like these highlight
that even though A. baumannii is usually recognized as a final
acceptor for resistance genes, it may acquire several resistance
determinants and then transfer them to Enterobacteriaceae and
Pseudomonas spp.

Recently, a study demonstrated that Tn125 has been dis-
rupted by 1S26 in A. baumannii NDM-producing isolates from
India. This new rearrangement has resulted in blanpm-1 being
within an IS26 composite transposon, which might poten-
tially mobilize blaypy.1 and contribute to the spread of the
carbapenemase gene.*

Robledo et al. (2010) described the first report of blagec
gene in A. baumannii isolates from Puerto Rico. In that study,
four variants of blaxpc were identified: KPC-2, -3, and -4 and
a novel variant, KPC-10. The integration of these genes in
the A. baumannii chromosome was related to a transposition
event mediated by the transposase of ISEcp1.>>*” This element
is likely to be responsible for mobilizing numerous blacrx.m
genes and several other resistance genes such as qnrB19, rmtC,
blaacc1 and blacuy-2g7,16,21-*% In addition, it was responsible
for the mobilization of blactx..s from a narrow range plas-
mid to the chromosome of A. baumannii, event similar to what
Martinez et al. observed with blagpc gene.*

As described above, ISs can cause insertion mutations,
genome rearrangements and enhance the spread of resis-
tance and virulence determinants within pathogenic species.
Besides being involved in the expression and spread of
carbapenemases, IS elements such as ISAbal, ISAbal0 and
ISAba825 are involved on the disruption of carO gene, which
codes for an important outer membrane channel. The absence
of this outer membrane protein has been correlated with
reduced susceptibility to carbapenems.*!#%30

Transposons

Transposons sequences may vary in size from 3 to 40kb, in
some cases containing dozens of genes. These elements are
into two main classes: composite transposons or complex
transposons. Composite transposons have resistance genes in
its central region; furthermore, these elements are flanked by
an insertion sequence (IS) at each end. Complex transposons
have a more complicated genetic structure than IS elements
or composite transposons. The classic complex transposon is
Tn3, which is derived from resistance plasmid R1.%!

In A. baumannii, transposons have been characterized as
genetic structures harboring important resistant genes, such
as blapxa-23. Three transposons have been related to blagxa-23:
Tn2006, Tn2007 and Tn2008. In Tn2006, the blaoxa-23 gene is
flanked by two copies of the insertion sequence ISAbal, which
is located in opposite directions. Tn2008 is similar to Tn2006
but lacks the second copy of ISAbal. Finally, in Tn2007 the
blapxa-23 gene is associated with one copy of ISAba4 located
upstream to this gene.”? Several studies have demonstrated
that Tn2006 is currently the most common determinant of

carbapenem resistance, with a great ability to spread among
A. baumannii isolates.>?

Integrons

These elements are natural cloning and expression systems
that incorporate ORFs by site-specific recombination and con-
vert them to functional genes due to the presence of a
promoter sequence (Rowe-Magnus et al., 2001). It is now well
established that these mobile elements constitute the major
vectors of antibiotic multiresistance in Gram-negative and, to
a lesser extent, in Gram-positive bacteria.’*

Five different classes of mobile integrons have been
defined to date, based on the sequence of the encoded
integrases.”®> It is known that three (classes 1, 2 and 3) of
these classes have an important role in the dissemination
of antimicrobial resistance genes.’>>° These classes are well
described in the literature and are associated to multiresistant
phenotypes.>*>°

Several studies have demonstrated a high prevalence of
class 1 integrons in A. baumannii isolates in Europe, Asia and
United States.?” Due to its greater spread capacity, class 1 inte-
grons are the main experimental model of integrons. This
class is usually associated to functional or non functional
transposons derived from Tn402 which may be inserted into
larger transposons as Tn21. Class 1 integrons have been asso-
ciated to a variety of insertion sequences, including 1S26,
151999, 1S2000 e 1S6100.58

Most acquired MBL genes in A. baumannii have been found
within class 1 integrons, often containing an array of resis-
tance gene cassettes."® Mendes et al. (2007) described seven
blapgp.1 harboring Acinetobacter spp. isolates recovered from
Brazilian inpatients. All isolates possessed a class 1 integ-
ron, named In86, carrying the same cassette array: blapp,
aac(6')-31, and aadA1, which was plasmid-located in five of
the isolates (Mendes et al., 2007). This gene cassette contained
a aminoglycoside resistance gene — aac(6')-31 — that might
be capable of conferring resistance to all clinically available
aminoglycosides. This gene was able to disseminate among
unrelated A. baumannii clinical isolates from a Brazilian hos-
pital (Mendes et al., 2007). Recently, Cay6 et al., reported a new
structure of class 1 integron, In990, harboring the blaIMP-10 in
A. baumannii isolates from Brazil. The cassette arrangement
of In990 was very similar to that of In86 described by Mendes
et al.>9:60

Class 2 integrons are included in the Tn7 family of
transposons, and consist of an integrase gene followed by
gene cassettes. Tn7 are identified as a sophisticated mobile
genetic element containing a transposition module formed
by five transposition genes, tnsA, tnsB, tnsC, tnsD, and tnsE,
rather than the one or two seen in many other transposable
elements.”® Class 3 integrons are less prevalent than class 2
and are also located in transposons.

Despite reports of a higher prevalence of class 1integronsin
A. baumannii, studies conducted in Latin American countries
such as Chile, Argentina and Brazil demonstrated a greater
distribution of class 2 integrons among isolates of A. bauman-
nii in these regions.”®°! Fonseca et al. (2011) demonstrated
that all class 2 integrons obtained from Brazilian isolates
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were inserted into Tn7 transposon, besides having the gene
cassette containing the arrangement of genes dfrA1 (trimetho-
prim resistance), sat2 (streptothricin resistance) and aadAl
(spectinomycin and streptomycin resistance).®?

Martins et al. (2015) investigated the association of class
2 integrons and gene cassettes with clonal lineages of A. bau-
mannii. They reported the association of class 1 and 2 integrons
with CC109/1 (International Clone I) and CC113/79 A. bauman-
nii strains, respectively. The authors hypothesized that class 2
integron, predominant in Latin America, may be accounted for
the high prevalence of the CC113/79 type. In the same study,
a similar prevalence was observed for A. nosocomialis.®?

Class 1and 2 integrons have been described in A. baumannii
isolates related to nosocomial infection outbreaks. In a study
published by Turton et al. (2005), it was observed that all A.
baumannii isolates associated with outbreaks contained class
1 integrons, in contrast, none sporadic isolate presented this
class of integron.®*

More than 130 different gene cassettes containing resis-
tance genes have been identified in integrons. Distinct genes
are evidenced in gene cassettes, promoting resistance to a
variety of antimicrobial classes. Together, these gene cassettes
provide resistance to most classes of antibiotics including
p-lactams, all aminoglycosides, chloramphenicol, trimetho-
prim, streptothricin, rifampin, erythromycin, fosfomyecin,
lincomycin, quinolones, and antiseptics of the quaternary
ammonium-compound family.®® Besides these genes, several
ORFs with unknown function have been identified in gene
cassettes.®®

In A. baumannii, gene cassettes have been described con-
taining several genes, such as aacA4 responsible for resistance
to amikacin, netilmicin and tobramycin, the catB8 gene is an
acetyltransferase which encodes resistance to chlorampheni-
col, aadA1 is responsible for resistance to streptomycin and
spectinomycin, aac3 responsible for resistance to gentamicin
and blapxa.10 encodes resistance to p-lactams, except car-
bapenems and extended-spectrum cephalosporins.?*

Final remarks

This review highlighted the role of resistance determinants
in the capacity of spread in A. baumannii. This species shows
a considerable ability to acquire foreign DNA such as drug
resistance genes, which provide a genetic diversity and over-
comes the antibiotic selection pressure. Itis important to note
that the main carbapenem-resistance mechanism involved
in A. baumannii (production of oxacillinases) presents a low
hydrolytic power when it is not associated with an insertion
sequence. Moreover, the capacity of OXA genes to spread is
directly related to their association with a composite trans-
poson (Tn2006). These features highlight the importance of
investigating the genetic context of these genes in order to
define their real clinical significance.

The continuous description of gene cassettes in integrons,
mainly those leading to resistance to -lactams and aminogly-
cosides, has been of great concern. Furthermore, the number
of resistance genes inserted in the same plasmid, even in the
same integron, seems to be increasing. This integration of
resistance determinants in the same plasmid may facilitate

the persistence in the environment for long periods because
of the physical association of integrons with other elements,
allowing their continued selection.®’

In this context, the knowledge about the genetic struc-
ture of resistance determinants is very important in order to
understand the capacity of resistance genes to spread in A.
baumannii.
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4.4 MANUSCRITO IV- Emergence of OXA-72-producing Acinetobacter
baumannii isolates belonging to high-risk clones (CC15 and CC79) in different
Brazilian states
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Abstract

This study evaluated the genetic relationship of eleven A. baumannii OXA-72
producers obtained from three different Brazilian states. REP-PCR analysis showed
the presence of three clonal groups (A, B and C) and MLST (Institute Pasteur)
demonstrated that the isolates belonged to five different sequence types: ST79,
ST180, ST730 and the new ST890 and ST891. Data analysis demonstrated that the
isolates belonged to the epidemic clonal complexes CC15 (ST180 and ST890), CC79
(ST79 and ST730) and ST891 as a singleton. Furthermore, we observed that class 1
and 2 integrons were associated with CC15 and CC79, respectively. Here, we report
for the first time the epidemic clonal complex CC15 related to Acinetobacter

baumannii OXA-72 producing isolates.
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Carbapenem resistance has been continuously reported worldwide among
Acinetobacter baumannii isolates, limiting the treatment options and causing major
therapeutic problems. Acquired carbapenem resistance in A. baumannii is frequently
associated with Ambler class D carbapenemase, mainly blaOXA-23. Until now, there
are only few reports of other oxacilinases, such as blaOXA-72 in Brazil [1, 2].

Multilocus sequence typing (MLST) is considered the gold standard for
investigation of population structure and global A. baumannii epidemiology. In
Brazil, most carbapenem resistant blaOXA-23-producing A. baumannii have been
associated with clonal complexes CC79 and CC15 (Institute Pasteur) [3, 4].

In the present study we report for the first time the epidemic clonal complex
CC15 associated with A. baumannii carrying blaOXA-72. Furthermore, we describe
the spread of A. baumannii high-risk clones (CC79 and CC15) carrying blaOXA-72
gene in three Brazilian states.

As part of a surveillance study performed by our research group (Laboratorio
de Pesquisa em Resisténcia Bacteriana — LABRESIS) we evaluated a total of 94 A.
baumannii-calcoaceticus isolates from four Brazilian states (Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul and Parana) from April to October 2013. The isolates
were screened for oxacilinases genes (blaOXA-23, blaOXA-24/40, blaOXA-51,
blaOXA-58, and blaOXA-143) by multiplex PCR [5]. Furthermore, class 1 and class
2 integrons were detected by PCR using primers to the integrase gene [6]. A total of
11/94 (11.7%) isolates from three states (S&o Paulo, Parana and Rio Grande do Sul)
presented positive results for the blaOXA-24/40 gene, identified by sequencing as

variant blaOXA-72 (ABI 3500 Genetic Analyzer; Applied Biosystems, Foster City,
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United States). Species identification was performed using mass spectrometry
(MALDI-TOF) and a gyrB multiplex PCR [7].

Clonal diversity was investigated by repetitive-sequence-based polymerase
chain reaction (REP-PCR) wusing REP-1 and REP-2 primers (59-
IHIGCGCCGICATCAGGC- 39 and 59- ACGTCTTATCAGGCCTAC- 39) [8]. REP-
PCR products were separated in agarose gel (1.7%) electrophoresis in 0.5X TBE
buffer. Results were interpreted according to a dendrogram constructed on
BioNumerics® V6.5 software using the Dice similarity coefficient and the
unweighted-pair group method using arithmetic averages (UPGMA) with 1%
optimization and 1% position tolerance. For the purpose of this study, isolates with >
80% of similarity were considered as part of a major cluster (clone). The OXA-72 A.
baumannii producers were typed using the MLST scheme from Pasteur Institute (IP)
(http://www.pasteur.fr) by DNA sequencing of internal regions of 7 housekeeping
genes (cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rpIB, and rpoB). DNA sequencing was
performed with Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and nucleotide sequences were aligned by the
BioEdit sequence alignment. Analyses of the allele sequences and sequence type
(ST) were performed through the A. baumannii MLST Institute Pasteur Web site
(http://pubmlst.org/abaumannii/). The relationship among the new and existing STs
was evaluated by the use of the eBURST program (http://eburst.mlst.net/) in order to
determinate clonal relation of A. baumannii carrying blaOXA-72 among different

states.
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All the blaOXA-72-producing isolates were identified as A. baumannii. REP-
PCR analysis showed the presence of three clonal groups (A, B and C) and MLST
demonstrated that the isolates belonged to five different sequence types: ST79,
ST180, ST730 and the new ST890 and ST891 (Table). According to MLST data
analysis and eBURST algorithm, the isolates belonged to the epidemic clonal
complexes CC15 (ST180 and ST890), CC79 (ST79 and ST730) and ST891 as a
singleton. CC15 was restricted to the state of Parand, and CC79 was present in Rio
Grande do Sul and S&o Paulo states. Class 1 integrons were detected in all isolates
belonging to CC15, and all isolates of CC79 presented class 2 integrons (Table).

A. baumannii is characterized by a remarkable capability to acquire antibiotic
resistance determinants, intra- and inter-hospital outbreak spread, and national and
international clonal dissemination. Worldwide dissemination of multidrug-resistant
A. baumannii OXA-23-producers has been associated with specific clones, such as
International Clone 1 (CC1IP), International Clone 2 (CC2IP) and CC15IP [9]. In
Brazil, the widespread of CC79 and CC15 have been associated with blaOXA-23
production in different states [1, 4]. Furthermore Stietz et al reported that ST79 is
also frequently observed among OXA-23-producing A. baumannii isolates in
Argentina, demonstrating the dissemination of this CC79 not only in Brazil, but also
in South America countries [10]. The same study demonstrated the dissemination of
blaOXA-72 related to the epidemic clone CC79 [10].

A. baumannii belonging to CC15 have experienced evolutionary success and
usually exhibit multidrug resistant phenotypes, which facilitated their rapid clonal

expansion in the recent years. This clonal complex has been related to OXA-23
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outbreaks in several European countries, including Italy, Spain, Greece, and Turkey,
and in South America [9]. To the best of our knowledge, this is the first description
of CC15 associated with OXA-72 production in the world.

The screening for integrase genes demonstrated the presence of class 1 and 2
integrons associated with CC15 and CC79, respectively (Table). Interestingly,
Martins et al showed the same distribution of integron classes 1 and 2, related to
specific CCs, such as CC15 and CC79 [11]. In a publication of our research group, it
was demonstrated the high prevalence of class 2 integrons in Southern Brazil. Indeed,
these results might be explained by the association of class 2 integrons to CC79,
prevalent in South America [12].

The OXA-72 enzyme was first identified in A. baumannii from Thailand, in
2004. Later on, this enzyme was reported in Acinetobacter spp. clinical isolates from
China, South Korea, Taiwan, Italy, Spain and France [13]. Until the moment, there
are only few reports of A. baumannii carrying the blaOXA-72 gene in Brazil [1,14].
In the present study, we described the association of A. baumannii carrying blaOXA-
72 with the epidemic clones CC15, CC79, and a new ST (ST 891). Camargo et al
described blaOXA-72 producers of CC79 in Brazil [3]. The data presented in our
study, demonstrated not only the association of blaOXA-72 producers to CC79, but
also to CC15. The ability of these particular clones to acquire antibiotic resistance
should call attention for the necessity of monitoring studies on the molecular
epidemiology of OXA-72-producing isolates in order to prevent further outbreaks as
was observed with blaOXA-23 [15, 16]. This data points to the potential for this gene

to spread among different countries and distinct geographical regions. With this in
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mind, more studies are needed to evaluate the incidence of the emerging international

clones in South America.
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Isolate Location REP-PCR ST? ccP Int
15POA Rio Grande do Sul A 730 79 Int2
16POA Rio Grande do Sul A 730 79 Int2
6SP Sao Paulo A 79 79 Int2
7SP Séo Paulo A 79 79 Int2
1PR Parana B 180 15 Intl
7PR Parana B 180 15 Intl
8PR Parana B 180 15 Intl
9PR Parana B 180 15 Intl
15PR Parana B 180 15 Intl
17PR Parana B 891 Singleton Intl
5PR Parana C 890 15 Intl

Sequence type by Institute Pasteur MLST scheme.
®CC: MLST clonal complex defined by Institute Pasteur.
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Abstract

Objetive: To characterize the population structure of Acinetobacter baumannii
isolates from Porto Alegre, Southern Brazil, in two distinct periods: during the first
carbapenem-resistant A. baumannii (CRAB) outbreak (2007-2008) and five years
later when the CRAB reached endemic levels (2013-2014).

Methods: Multilocus sequence typing (MLST) according to Institute Pasteur was
performed in a collection of 49 CRAB isolates.

Results: eBURST showed the presence of the epidemic clonal complexes CC15,
CC32, CC79, CC216, CC221 and CC464 in the first period (2007-2008) and CC1,
CC2, CC15, CC79 and CC162 during the endemic period (2013-2014). Molecular
analysis by MLST identified 13 new sequence types (STs): ST883, ST884, ST885,
ST886, ST887, ST888, ST889, ST892, ST899, ST902, STI03, STI04 and STI05.
Conclusion: We established that the high-risk clonal complexes CC15 and CC79
were not only the main CCs related to the first CRAB outbreak, but also that these
CCs persisted from 2007 to 2014 in Porto Alegre city. Moreover, the international
clones CC1 and CC2 were observed for the first time in the 2013-2014 period,

alerting to the emergence of these clones in Southern Brazil.
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Introduction

Acinetobacter baumannii is an important opportunistic pathogen that has caused
severe nosocomial infections worldwide, especially in intensive care unit (ICU)

patients !

. During the last two decades, Acinetobacter baumannii has become a
pathogen of increased clinical importance due to its remarkable ability to cause
outbreaks of infections and to acquire resistance to almost all currently used
antibiotics, including the carbapenems 2. In early 2007, several hospitals in Porto
Alegre, the capital of the southernmost Brazilian state, presented carbapenem-
resistant A. baumannii (CRAB) outbreaks, as did other Brazilian cities . After these
first outbreaks, most Brazilian institutions remained with endemic rates of CRAB,
including most hospitals of Porto Alegre *. The evaluation of the clonal diversity of
A. baumannii isolates is very important in terms of understanding the epidemiology
of outbreaks. Multilocus sequence typing (MLST) is a reliable tool to provide
consistent data on population structure of A. baumannii isolates, mainly due to the
fact that the results are comparable among different regions * °. In the present study,
we evaluated by MLST the evolution and clonal diversity of 49 non-duplicate A.
baumannii strains isolated in Porto Alegre, Southern Brazil from two different
periods: during the first CRAB outbreak in the city (2007-2008) and five years later
(2013-2014).

Material and Methods

During the first CRAB outbreak in Porto Alegre (between 2007 and 2008), 239
carbapenem-resistant isolates, from five hospitals, were typed by PFGE and
separated in distinct clonal groups *. From these 239 isolates, we selected 31 CRAB
strains representing different clonal types and different institutions for the present
study.

Moreover, in order to compare the clonal distribution of A. baumannii isolates in two

different periods in Porto Alegre city, we selected from a total of 554 CRAB isolates,
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18 different A. baumannii clonal types, determined by REP-PCR °, obtained between
2013 and 2014 from six hospitals.

Only one isolate per patient, of both periods, was included in this study.
Identification as Acinetobacter spp. was determined by Vitek-2 (bioMérieux, Marcy-
I’Etoile, France). Species identification was performed using gyrB multiplex PCR 7.
Susceptibility to meropenem and imipenem was performed by the disk diffusion
method on Mueller—Hinton agar (bioMérieux) and interpreted according to CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute)®.

The isolates were screened for oxacilinases genes (blaOXA-23, blaOXA-24/40,
blaOXA-51, blaOXA-58, and blaOXA-143) by multiplex PCR °. To determine
whether ISAbal was present upstream of blaOXA-23 gene, PCR using ISAbal
forward/OXA-23 reverse primers (ISAbalF/ OXA-23R PCR) was performed *.
Class 1 and 2 integrons were detected by PCR using primers for the integrase gene **.
The population structure of CRAB in the two periods of study (2007-2008 and 2013-
2014) was evaluated by MLST according to Institute Pasteur scheme
(http://www.pasteur.fr/mist) by DNA sequencing of internal regions of 7
housekeeping genes (cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB, and rpoB). Analyses of the
allele sequences and sequence type (ST) were performed through the A. baumannii
MLST Web site (http://pubmlst.org/abaumannii/). The relationship among the new
and existing STs was surveyed by the use of the eBURST program
(http://eburst.mlst.net/).

Results

All 49 strains were identified as A. baumannii and proved to be resistant to
carbapenems. Among these strains, 48 (98%) harbored a blaOXA-23 gene and one
(2%) harbored the blaOXA-24 gene. ISAbal/blaOXA-23 was present in 44 out of 49
strains. Class 1 and 2 integrons were found in 5 (10.2%) and 32 (65.3%) of strains,
respectively. Both integrons were found simultaneously in 8 (16.3%) CRAB (Table).
MLST performed in the 49 isolates representing different clones allowed us to

identify 22 sequence types (STs) — (Table). Noteworthy, a total of 13 new STs were
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identified and deposited in the MLST database (ST883, ST884, ST885, ST886,
ST887, ST888, ST889, ST892, ST899, ST902, ST903, ST904 and STI05) (Figure 1).
In the first period of the study the ST79 and ST180 were the most prevalent, while
between 2013 and 2014 it was observed a more heterogeneous clonal profile (Figure
2). Analysis by eBURST showed the presence of 8 clonal-complexes: CC1, CC2,
CC15, CC32, CC79, CC162, CC221 and CC464. The temporal analysis of A.
baumannii clones demonstrated the continuous presence of ST79 (CC79) and ST180
(CC15) in both periods of the study. Although CC1 and CC2 were not observed
during the first CRAB outbreak period (2007-2008), these CCs could be found in the
endemic period (2013-2014).

Discussion

Clonal lineages have long been associated with multiple drug resistance, and this
feature might confer a selective advantage for their expansion 2. In the present study
we aimed to compare and describe the clonal diversity of CRAB isolates from Porto
Alegre city in two different periods: during the first CRAB outbreak (2007-2008) and
five years later during the endemic period (2013-2014). Previous studies reported the
dissemination of two major clusters, clonal complexes (CC) 15 and 79, of multidrug-
resistant A. baumannii in different Brazilian states harbouring blaOXA-23 gene ** 2.
In this study, it was possible to observe the predominance of the these clonal
complexes during the two periods of the study, which demonstrates not only the
capacity of these highly successful clones to play a leading role in the increasing
global occurrence of A. baumannii infections, but also to remain in the hospital

settings for long periods.
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Figure 1.Clustering of 905 A. baumannii STs by eBurst (http://eburst.mlst.net/), with
MLST profiles representing the isolates from the Institute Pasteur database (data
accessed on 05 August 2016). STs determined for strains of the present study are in

pink.
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A 2007-2008

B 2013-2014

mST79 mST 180 = ST 191 =» ST 239 = ST 883 = ST 884 = ST 885
ST 886 = ST 887 m ST 888 =» ST 889 m ST 892 = ST 899 = ST905

mST2 wmST79 = ST107 = ST162 m ST180 = ST642
ST730 = STS00 = STS02 = ST903 = ST904

Figure 2. Prevalence of CRAB STs in the city of Porto Alegre, Southern Brazil. A) Period of 2007-
2008 and B) Period of 2013-2104.
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Table. Characteristics of the 49 carbapenem-resistant A. baumannii of two distinct

periods (2007-2008 and 2013-2014) in the city of Porto Alegre

ID Hospital  Year Integrase blaOXA ISAbal/OXA-23 ST CcC
1-114 1 2007 Int/Int2 blaOXA-23 + 79 79
1-118 1 2007 Int2 blaOXA-23 + 79 79
4-69 4 2007 Int2 blaOXA-23 + 79 79
4-92 4 2007 Int2 blaOXA-23 + 79 79
4-30 4 2007 Int2 blaOXA-23 + 79 79
4-28 4 2007 Int2 blaOXA-23 + 79 79
2-439 2 2008 Int2 blaOXA-23 + 79 79
3-504 3 2008 Int2 blaOXA-23 + 79 79
4-181 4 2008 Int2 blaOXA-23 + 79 79

5-75 5 2008 Int2 blaOXA-23 + 79 79
5-25 5 2008 Int2 blaOXA-23 - 79 79
5-98 5 2008 Int2 blaOXA-23 - 79 79
2-69 2 2007 Int/Int2 blaOXA-23 + 180 15
5-19 5 2007 Int2 blaOXA-23 + 180 15
2-400 2 2008 Int/Int2 blaOXA-23 + 180 15
3-657 3 2008 Int2 blaOXA-23 + 180 15
5-61 5 2008 Int/Int2 blaOXA-23 + 180 15
2-40 2 2007 Int2 blaOXA-23 + 191 -
4-51 4 2007 Int/Int2 blaOXA-23 + 191 -
4-115 4 2008 Int2 blaOXA-23 + 191 -
5-46 5 2008 Int2 blaOXA-23 - 239 216
1-143 1 2008 Intl/Int2 blaOXA-23 + 883 32
1-135 1 2008 Int2 blaOXA-23 + 884 221
2-664 2 2008 Int2 blaOXA-23 + 885 79
3-409 3 2008 Int2 blaOXA-23 + 886 -
2-383 2 2008 Int2 blaOXA-23 + 887 -
3-461 3 2008 Int2 blaOXA-23 + 888 -
3-616 3 2008 Intl/Int2 blaOXA-23 + 889 464
3471 3 2008 Int/Int2 blaOXA-23 + 892 15
3-519 3 2008 Int2 blaOXA-23 + 899 -
1-122 1 2007 Int2 blaOXA-23 + 905 32
3-353 3 2013 Int2 blaOXA-23 + 79 79
2-369 2 2013 Int2 blaOXA-23 + 107 -
1-57 1 2013 Intl blaOXA-23 - 180 15
3-322 3 2013 blaOXA-23 + 180 15
2-544 2 2013 blaOXA-23 + 642
3-317 3 2013 Intl blaOXA-23 + 642
6-15 6 2013 Int2 blaOXA-24 - 730 79
1-50 1 2013 Int2 blaOXA-23 + 730 79
2-393 2 2013 Int2 blaOXA-23 + 903 79
1-80 1 2013 blaOXA-23 + 904 15
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5. DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho foram avaliados 524 isolados de Acinetobacter spp.
provenientes de seis instituicGes de salde da cidade de Porto Alegre. Quanto ao perfil
de sensibilidade, foi observada uma alta prevaléncia de isolados ndo sensiveis aos
carbapenémicos (435/83%). Este dado corrobora o que foi demonstrado pelo ultimo
boletim da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria que reportou niveis de 77,8% de
resisténcia aos carbapenémicos em isolados de Acinetobacter spp. na regido Sul do
pais (ANVISA, 2015).

Do total de isolados avaliados, 487 (92,9%) foram identificados como
A. baumannii e dentre estes, 88,1% apresentaram a carbapenemase OXA-23,
demonstrando que este € o principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos
envolvido em A. baumannii, como ja descrito em diversos estudos do Brasil e do
mundo (Medeiros et al. 2013; Mugnier et al. 2010). Além disso, cabe ressaltar que
foram evidenciados dois isolados de A. nosocomialis contendo blaOXA-23, fato que
demonstra a capacidade de disseminacdo interespécies deste gene.

A partir da investigacdo de outras carbapenemases envolvidas na resisténcia em
Acinetobacter, identificamos e caracterizamos por MLST os primeiros isolados de
A. baumannii produtores de OXA-72 do Sul do pais. Outros estudos ja haviam
descrito esse gene em isolados da regido Nordeste e Sudeste do Brasil (de Sa
Cavalcanti et al. 2013; Antonio et al. 2011; Werneck et al. 2011), entretanto nenhum
havia caracterizado por MLST as sequence types envolvidas na disseminacdo deste
gene.

A tipagem molecular por MLST demonstrou que os isolados produtores de
blaOXA-72 de nosso estudo pertenciam a ST730. Essa ST foi descrita recentemente
em isolados de A. baumannii produtores de OXA-23 no Brasil, entretanto nunca em
isolados contendo blaOXA-72 (Vasconcelos et al. 2015). A ST730 esté inserida no
complexo clonal CC79. Chagas e colaboradores descreveram a disseminacao deste
complexo clonal relacionado a isolados de A. baumannii contendo o gene blaOXA-

23 em diversos estados do pais (Chagas et al. 2014).
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No presente estudo, também foram caracterizados por MLST isolados
de A. baumannii produtores de OXA-72 provenientes de outros dois estados do
Brasil (Parana e Sdo Paulo) em conjunto com outro projeto de pesquisa de nosso
grupo. Com isso, foi possivel determinar as STs envolvidas na disseminacdo de
blapxa.7> N0 Sul e Sudeste do pais. Os isolados analisados demonstraram pertencer a
cinco diferentes STs: ST79, ST180, ST730, além das novas ST890 e ST891. Através
de analise dos dados com o software eBURST, observamos que estas STs estdo
inseridas em importantes complexos clonais: CC15 (ST180 e ST890), CC79 (ST79 e
ST730), além da ST891 que foi classificada como singleton. A partir destes dados foi
possivel fazer a primeira descricdo de produtores de OXA-72 associados ao CC15.
Este complexo clonal esta disseminado mundialmente, sendo associado a isolados de
A. baumannii produtores de OXA-23 em diversos continentes, inclusive em isolados
do Brasil, entretanto nunca antes relacionado a disseminacdo de blaOXA-72 (Karah
et al. 2012; Chagas et al. 2014).

Apesar da producdo de oxacilinases ser o principal mecanismo envolvido na
resisténcia em Acinetobacter, é necessario estar atento a outras carbapenemases que
estdo emergindo, como por exemplo, blaNDM, a mais recente metalo-beta-lactamase
descrita, principalmente em isolados da familia Enterobacteriaceae (Dordet et al.
2014). Em 2014, Pillonetto e colaboradores descreveram o0 primeiro caso de A.
baumannii contendo o gene blaNDM no Brasil (Pillonetto et al. 2014).
Posteriormente, foi identificado em nosso banco de isolados, 0 primeiro
Acinetobacter ndo-baumannii (A. pittii) contendo o gene blaNDM-1 no pais (Pagano
et al. 2015). Analise por MLST demonstrou que o isolado pertencia a ST119, descrita
apenas em isolados de A. pittii no Japdo. A analise do contexto genético de blaNDM-
1 demonstrou que o gene esta associado ao elemento ISAbal25 como ja demonstrado
em outros estudos em isolados contendo blaNDM-1 (Poirel et al. 2012).

Através da técnica de MLST, realizamos a descricdo dos clones de A.
baumannii circulantes na cidade de Porto Alegre em dois periodos distintos: durante
o primeiro surto de CRAB de Porto Alegre (2007-2008), e cinco anos ap6s (2013-
2014), quando A. baumannii apresentava niveis endémicos em todas as instituicdes

de salde da cidade. A partir da analise dos resultados com o software eBURST foi
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possivel fazer a descricdo e o depdsito de 13 novas STs no banco de dados do
Instituto Pasteur: ST883 (CC32), ST884 (CC221), ST885 (CC79), ST886, ST887,
ST888, ST889 (CC464), ST892 (CC15), ST899, ST902 (CC1), ST903 (CC79),
ST904 (CC15) e ST905 (CC32).

A avaliacdo da dindmica populacional de A. baumannii nos dois periodos
avaliados demonstrou a persisténcia dos complexos clonais CC15 e CC79 desde o
periodo do primeiro surto de CRAB no ano de 2007 até o ano de 2014. Além disso,
foi possivel observar durante os anos de 2007 e 2008 uma prevaléncia de isolados
pertencentes aos CC15 e CC79, fato que nos permite inferir que o primeiro surto de
CRAB produtor de OXA-23 da cidade de Porto Alegre foi relacionado a
disseminacdo destes complexos clonais.

Diversos trabalhos ja demonstraram que isolados de A. baumannii pertencentes
ao CC15 apresentam um grande sucesso evolucionario, além de estarem quase que
unicamente relacionados a perfis de multirresisténcia, o que facilitaria sua rapida
expanséo clonal ao longo dos anos (Diancourt et al. 2010; Karah et al. 2012). CC15
tem sido descrito em diversos paises da Europa como Itdlia, Espanha, Grécia e
Turquia (Karah et al. 2012). No Brasil, Chagas e colaboradores demonstraram a
disseminacdo deste complexo clonal em diversos estados como Santa Catarina,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Rio Grande do
Norte (Chagas et al. 2014).

Diferentemente do complexo clonal CC15, que estd mundialmente disseminado,
CC79 encontra-se restrito a paises da América Latina como Brasil e Argentina (Stietz
et al., 2013; Chagas et al. 2014). Os resultados descritos em nosso estudo corroboram
0 que foi publicado por Stietz e colaboradores, que demonstraram a permanéncia do
CC79 durante os anos de 1992 a 2009 em isolados endémicos e epidémicos de A.
baumannii provenientes de hospitais de Buenos Aires (Stietz et al. 2013). Além
disso, nossos resultados demonstraram que todos os isolados pertencentes ao CC79
apresentavam integrons de classe 2. Esta correlacdo entre a prevaléncia de CC79 na
América Latina e os altos niveis de integrons de classe 2 no continente ja foi

reportada por Martins e colaboradores (Martins et al. 2015).
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O CC2 (International clone Il) é maior e mais disseminado complexo clonal
descrito até o momento (Karah et al. 2012). Este CC ja foi descrito em 34 paises
espalhados por diversos continentes. Em nosso estudo, quatro isolados de
A. baumannii, coletados em 2014, pertenciam a esse CC apresentando o gene
blaOXA-23 associado a ISAbal. E importante salientar que além de estar associado a
isolados produtores de oxacilinases, CC2 também foi relacionado a um clone de A.
baumannii produtor de KPC identificado em Porto Rico (Martinez et al. 2016). Com
isso, a capacidade deste complexo clonal de carrear uma variedade de genes de
resisténcia, além de permanecer por longos periodos no ambiente hospitalar, deve
alertar para a possivel disseminacdo de CC2 na América do Sul.

Por fim, através dos dados gerados neste estudo, foi possivel fazer uma analise
da dindmica populacional de isolados de A. baumannii multirresistentes circulantes
na cidade de Porto Alegre, comparando com clones circulantes no mundo todo.
Dessa forma, conseguimos contextualizar a producdo de carbapenemases como
OXA-72 e OXA-23 com clones bem sucedidos de A. baumannii circulantes no Brasil
e no mundo. A descricdo de importantes complexos clonais como CC15 e CC79
associados a mecanismos emergentes como a producdo de OXA-72, ressalta a
importancia deste trabalho na avaliacdo da disseminacdo clonal destas cepas,
permitindo sua contextualizagdo na epidemiologia global de isolados de A.

baumannii multirresistentes.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Como conclusdes gerais deste trabalho podemos destacar:

1. A elevada prevaléncia de isolados resistentes aos carbapenémicos.

2. A producdo da oxacilinase OXA-23 foi o principal mecanismo associado a
resisténcia aos carbapenémicos nos isolados de A. baumannii avaliados.

3. O primeiro relato do gene blaOXA-72 no Sul do pais, associado a ST730.

4. O primeiro relato de blaNDM-1 em um isolado de Acinetobacter pittii no pais.

5. A caracterizacdo do ambiente genético de blaNDM-1 a qual demonstrou que o
gene estd inserido no cromossomo bacteriano e a sequéncia de insercao
ISAbal25 esté localizada upstream ao gene.

6. O isolado de Acinetobacter pittii pertencente a ST7109.

7. A descricéo de importantes complexos clonais como CC15 e CC79 associados
a isolados produtores de OXA-72 em diferentes estados do pais.

8. Descricdo de 13 novas STs relacionadas a isolados de CRAB: ST883 (CC32),
ST884 (CC221), ST885 (CC79), ST886, ST887, ST888, ST889 (CC464),
ST892 (CC15), ST899, ST902 (CC1), STI03 (CC79), ST904 (CC15) e STI05
(CC32).

9. A descricdo dos complexos clonais CC15 e CC79 associados ao primeiro
surto de CRAB produtor de OXA-23 da cidade de Porto Alegre.

10. O surgimento dos complexos clonais CC1 e CC2 em isolados de A. baumannii
entre os anos de 2013 e 2014.
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7. FIGURAS
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Figura 1. Representacdo esquematica dos cinco transposons relacionados ao gene
blaOXA-23, que esta demonstrado nas setas azuis. Genes com funcdo ainda
desconhecida estdo representados nas setas brancas, enquanto 0s genes que Sao
exclusivos do Tn2009 estdo em cinza escuro. A seta curvada indica a distancia em
pares de bases (bp) entre a sequéncia de inser¢do e o codon de iniciacdo do gene
blaOXA-23*

* Representacédo adaptada de Nigro & Hall (Nigro and Hall 2016).
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Figura 2. Representacdo dos complexos clonais CC1, CC2 e CC79 de A. baumannii.

Circulado em azul, no centro de cada CC esta a ST que deu origem ao complexo.
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Figura 3. Arvore filogenética das 905 diferentes STs depositadas até 0 momento no

banco de dados do Instituto Pasteur (eBURST realizado dia 05/08/2016)
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8. TABELA
N de
Subgrupo . S
i Componentes do grupo enzimas Localizacio
noe grupo
OXA-23-lke OXA-23, OXA-27, OXA-40 OXA-73, OXA-102, OXA-103, 19 Plasmideo/Cromossomo

OXA-40-like

OXA-51-like

OXA-58-like

OXA-143-like

OXA-235-like

OXA-105, OXA-133, OXA-134, OXA-146,
OXA-165-0XA-171, OXA-225, OXA-239

OXA-40, OXA-25, OXA-26, OXA-72, OXA-139, OXA-160, 7
OXA-207

OXA-31, OXA-64-0XA-T1, OXA-T5-0XA-80, OXA-82- 95
OXA-84, OXA-86-0XA-05, OXA-98-0XA-100, OXA-

104, OXA-106-0XA-113, OXA-115-0XA-117, OXA-
120-0XA-128, OXA-130-0XA-132, OXA-138, OXA-

144, OXA-148-0XA-150, OXA-172-0XA-180, OXA-
1904-0XA-197, OXA-200-0XA-203, OXA-206, OXA-

208, OXA-216, OXA-217, OXA-219, OXA-223, OXA-

241, OXA-242, OXA-248-0XA-250, OXA-254

OXA-38, OXA-06, OXA-07, OXA-164 4
OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-253, OXA-255 5
OXA-235-0XA-237, OXA-278 7

Plasmideo/Cromossomo

Plasmideo/Cromossomo

Plasmideo/Cromossomo

Plasmidzo

Plasmideo/Cromossomo

Tabela 1. Subgrupos de OXA-carbapenemases identificadas em A. baumannii*

*Adaptado de Evans & Amies 2014
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10. ANEXOS

ANEXO |- PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA - HCPA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAOC

COMISSAO CIENTIFICA

A Comissao Clentifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 130127
Data da Versdo do Projato:

Pesquisadores:
AFONSO LUIS BARTH

ANDREZA FRANCISCO MARTINS
MARIANA PAGANO PEREIRA

Titulo:  Andlise da express&o génica de carbapenemases e caracterizaghio molecular de
isolados de Acinetobacter baumannii provenientes da cidade de Porto Alegre

Este projeto foi APROVADC em seus aspectos éticos, metodoldgloos, loglsticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,

Esta aprovac@o estd baseada nas pareceres dos respectivas Comités de Etica e do Servico de Gestio
em Pasquisa.

- Qs pesquisadores vinculados 8o projeto néo participaram de qualquer etapa do processo de avaligao
de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrals de acompanhamento e relatério final a0 Grupo
de Pesqguisa @ Pés-GraduagBio (GPPG)

/.- Porto Alegre, 25 de atxil de 2013

Proff José Roberto Geldim
C nacdo CEP/HCPA
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ANEXO I1- PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA - GHC

HOSPITAL K. 5. nnﬁc‘g»«cmxn SA. HOSPITAL DA GRIANGA GONCEIGAO  HOSPITAL CRISTO BECENTOR 5.4, HOBPITAL FEMINA SA.
A o e T, Ru

Vinculadus ac Ministbrio da Saude - Docroto 4”99 24400

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo (CEP/GHC), que € reconhecido pela
Comissde Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em 12 de abril de 2013, reavaliou o seguinte projeto de pesquisa:

Projeto: 13-029 Versdo do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:
MARIANA PAGANQ PEREIRA
AFONSO LUS BARTH

Titulo: Andlise da expressio génica de carbapenemases e caracterizag3o molecular de isolados de
Acinetobacter baumannii.

Documentagdo: Aprovada
Aspectos Metodol6gicos: Adequados
Aspectos Eticos: Adequados

Parecer final: Este projeto de pesquisa, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (se
aplicavel), por estar de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais especialmente as

ResolugSes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Sadde, obteve o parecer de APROVADO neste
CEP.

-Potto Aleare, 12 de abril de 2013.

DanietBemétrio Faustino da Silva
Coordenador-geral do CEP-GHC
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