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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um patdégeno nosocomial que esta envolvido em
um amplo espectro de infecbes hospitalares. A maior preocupacédo atual é devido a
sua alta capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia, principalmente aos
carbapenémicos, farmacos utilizados normalmente para o tratamento dessas
infeccbes. Desta forma, as opcdes terapéuticas tornam-se restritas e por isso, as
polimixinas (polimixina B e colistina) voltaram a serem utilizadas na pratica clinica. A
heterorresisténcia a colistina ja foi descrita em estudos recentes com isolados de A.
baumannii e outros estudos detectaram a presenca de resisténcia adaptativa as
polimixinas. O objetivo deste estudo foi investigar a presenca do fenébmeno de
heterorresisténcia e resisténcia adaptativa a polimixina B, e avaliar sua estabilidade.
A pesquisa foi feita em isolados pertencentes a 15 clones diferentes de A. baumannii
resistentes aos carbapenénicos e sensiveis a polimixina B. A avaliacdo da
heterorresisténcia foi feita através da analise do perfil da populacdo (PAP) para 29
isolados, selecionados aleatoriamente (pelo menos um de cada clone). A indugéo da
resisténcia foi avaliada para 22 isolados, selecionados aleatoriamente (pelo menos
um de cada clone), submetendo os isolados ao cultivo em concentracdes crescentes
de polimixina B. A determinacao da estabilidade das subpopulacfes e da inducéo da
resisténcia foi feita através de passagens, em dias consecutivos, em meio livre de
antibiético. Foram consideradas subpopulacdes heterogéneas aquele isolado que
possuia colénias com uma CIM maior do que a populacao original para polimixina B.
A CIM foi reavaliada apos 75 e 60 dias de estocagem em -80°C para os isolados que
apresentaram subpopulacdo heterogénea ou inducdo da resisténcia para a
polimixina B, respectivamente. Dos 29 isolados, submetidos a avaliagdo da
heterorresisténcia, 26 (90%) apresentaram subpopula¢gbes heterogéneas para
polimixina B. Nenhum isolado apresentou subpopulacdo superior a 2 pg/mL para
polimixina B, ou seja, nao foi encontrado neste estudo subpopulacdes
heterorresistentes. As CIMs das subpopulacfes heterogéneas permaneceram iguais
apos os subcultivos em meio livre de antibiético, mas quando a CIM foi reavaliada

depois da estocagem, os valores obtidos foram os mesmos da populagéo original.
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Dos 22 isolados submetidos a inducao de resisténcia, 12 (55%) apresentaram algum
crescimento até a concentracdo de 64 pg/mL de polimixina B. ApGs as passagens
em meio livre de antibiético a CIM diminuiu, voltando a CIM original na reavaliacédo
apos a estocagem a -80°C. Este estudo mostra pela primeira vez a avaliacdo da
heterorresisténcia e inducdo da resisténcia para polimixina B em isolados de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos. O fendmeno de heterorresisténcia nao
foi encontrado neste estudo, no entanto, subpopula¢cdes com uma CIM maior do que
a original foram identificadas em 90% dos isolados. As CIMs das subpopulacdes
permaneceram estaveis apés 4 dias de passagens em meio livre de antibiético, mas
retornaram a CIM original apos estocagem, o que sugere o envolvimento de
mecanismos moleculares neste fenbmeno. A presenca da resisténcia induzida a
polimixina B foi detectada em 55% dos isolados, sugerindo que este fendbmeno pode
ser comum entre os isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos,
frente a polimixina B. Embora a presenca de subpopulacbes heterogéneas e a
inducao da resisténcia a polimixina B tenha sido comum neste estudo, mais estudos
sdo necessarios para um melhor entendimento do significado clinico e das

implicagdes terapéuticas destes dois fendmenos.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii, polimixina B, heterorresisténcia,

resisténcia adaptativa.



1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € um dos principais agentes etioldgicos de infec¢fes
nosocomiais e estd amplamente disseminado em diversos paises. A resisténcia aos
antimicrobianos tem sido relatada desde a ultima década, se tornando um problema
crescente na pratica clinica. O A. baumannii tem capacidade de adquirir
mecanismos de resisténcia, sendo eles, a producdo de [-lactamases, a
hiperexpresséo de sistemas de bomba de efluxo, perda ou redugéo da expresséo de
porinas e alteracdes nas proteinas ligadoras de penicilinas (1).

Devido a emergéncia destes mecanismos de resisténcia, principalmente aos
farmacos B-lactamicos, houve a necessidade de resgatar as polimixinas, antigos
antimicrobianos que estavam em desuso desde a década de 70, devido a
nefrotoxicidade e a neurotoxicidade relacionadas ao seu uso (2). Atualmente, sao
farmacos de escolha para o tratamento de infeccfes causadas por A. baumannii
multirresistentes, e outros bacilos gram negativos como Pseudomonas aeruginosa e

Klebsiella pneumoniae (3).

Embora a resisténcia as polimixinas ainda seja baixa em A. baumannii,
estudos vem relatando a emergéncia de isolados resistentes a estes antibibticos e
por isso, a compreensdo dos seus mecanismos € de extrema importancia. Dentre
eles, estdo envolvidos mecanismos de resisténcia natural, intrinsecos ao
microrganismo, ou resisténcia adaptativa, adquiridos durante o processo evolutivo
(4). Alguns estudos relatam que estes mecanismos resultam das alteracbes no
lipidio A do lipopolissacarideo bacteriano, presente na membrana externa da
bactéria, o que promove a reducao da interacdo do antimicrobiano com a superficie

celular (2).

A resisténcia adaptativa € um fendmeno autoregulado e caracterizado pela
inducéo de resisténcia na presenga do antibidtico, e a reverséo para sensibilidade na
sua auséncia. Diferentemente da resisténcia genética, por exemplo, que € estavel e

gue surge apoés alguma mutacdo cromossémica ou aquisicdo de elemento genético.



Resisténcia adaptativa a polimixina B tem sido relatada em alguns bacilos gram

negativos, especialmente em P. aeruginosa (5,6).

O fendbmeno de heterorresisténcia definido como subpopulacdes resistentes
dentro de uma populagdo sensivel, também tem sido descrito em isolados de A.
baumannii com colistina e carbapenémicos (7). Entretanto seu significado clinico e
as implicagoes terapéuticas ndo estao bem elucidados ainda. Estudos relatam que a
heterorresisténcia pode estar associada ao desenvolvimento, posterior, de um

isolado totalmente resistente ou até na falha terapéutica (8).

O significado destes dois fendmenos, heterorresistancia e resisténcia
induzida, sdo necessarios para uma melhor compreensdo da relevancia clinica e
implicacbes terapéuticas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil
epidemiologico e molecular associado com o fendbmeno de heterorresisténcia e a
resisténcia induzida a polimixina B em isolados clinicos de A. baumannii resistentes

aos carbapenémicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas do género Acinetobacter spp.

O género Acinetobacter spp. estad classificado na familia Moraxellaceae,
compreende em cocobacilos gram-negativos, nédo fermentadores da glicose,
imoveis, oxidase-negativa, catalase-positiva, aerébios estritos e ndo esporulados,
geralmente aparecem em forma diploide ou em cadeias de comprimento variavel. No
meio de cultura Agar sangue as coldnias podem ser observadas opacas ou
translicidas e convexas, e a maioria das espécies crescem em Agar MacConkey
produzindo colénias com uma fraca coloragéo rosa, correspondente a utilizacdo da
lactose tardiamente (1,9).

2.1.1 Taxonomia

O género Acinetobacter spp. foi descrito pela primeira vez no inicio do século
20, em 1911, quando um microbiologista holandés, Beijerinck, descreveu um
organismo chamado Micrococcus calcoaceticus. Este micro-organismo passou por
diversas mudangcas taxonOmicas, recebendo pelo menos 15 diferentes
denominacbes, entre as quais as mais conhecidas estdo Diplococcus mucosus,
Bacterium anitratum, Herellea vaginicola, Alcaligenes haemolysans, Moraxella Iwoffi,
Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus, e Achromobacter mucosus até

1971, o ano que ocorreu oficialmente o reconhecimento do género Acinetobacter
spp-(1,9).

A espécie A. baumannii foi descrita em 1986 por Bouvet e Grimont e esta
compreendida no complexo A. baumannii-calcoaceticus, que inclui quatro espécies
diferentes: A. pittii (genoespécie 3), A. nosocomialis (genoespécie 13TU), A.
calcoaceticus (genoespécie 1) e A. baumannii (genoespécie 2). A maioria das
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doencas sdo causadas por estas quatro genoespécies, que sdo fenotipicamente

similares, por isso estdo agrupadas no mesmo complexo (1).

A identificacdo de espécies do genénero Acinetobacter spp. é baseada em
testes fenotipicos é muito dificil, por este motivo ndo é possivel identifica-las em
laboratorios de rotina, exceto laboratérios de referéncia que realizam testes
genotipicos (hibridizacdo de DNA). Assim, a maioria dos laboratérios identifica as
quatro diferentes espécies do complexo como A. baumannii, que € a espécie de

maior importancia clinica do complexo (10).

2.2 Epidemiologia

A. baumannii pode ser encontrado no solo, 4gua, animais e seres humanos,
sendo cosmopolita na natureza. Sao habitantes normais da pele de pessoas da
comunidade, geralmente ndo causando infec¢des, podendo ser considerado nao
patogénico, nestes casos. Entretanto, sdo frequentemente isolados do trato
respiratério de pacientes hospitalizados e podem causar graves infeccfes nestes
individuos. A. baumannii acomete principalmente individuos imunodeprimidos que
estdo internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), Unidades de Queimados

e pacientes que se submeteram a procedimentos invasivos (11,12).

Estudos de analise multivariada demonstram que a taxa de mortalidade de
pacientes infectados por Acinetobacter multirresistentes internados em UTlIs é alta,
podendo variar de 26% a 68% (13-15). A alta taxa de mortalidade pode estar
associada com o grau de resisténcia aos antimicrobianos, a eficacia e a
disponibilidade terapéutica. Um estudo realizado na Coréia identificou que a
administracao terapéutica incorreta para bacteremias causadas por Acinetobacter foi

um fator preditor independente de mortalidade (15).

Este micro-organismo pode ser encontrado em objetos hospitalares animados

e inanimados e tem como caracteristica a capacidade de sobreviver por bastante
tempo, devido & manifestacdo de fatores de viruléncia e a sua escassa exigéncia
12



nutricional. Devido a capacidade de sobreviver por longo periodo no ambiente pode
ocorrer a formacgéo de biofilme, provavelmente regulada pela atividade dos genes
guorum-sensing (16)

A. baumannii j& foi isolado de bancadas, ventiladores, colchdes, travesseiros,
umidificadores, equipamentos de aspiragao, recipientes de agua destilada, jarros de
coleta de urina, botdes de eletrocardiografos, lavatorios, bombas de infuséo, pias,
chuveiros, carrinhos de aco inoxidavel, equipamentos de reanimacao, roupas de
cama, dispensadores de sabdo e aventais (17). E sua transmissao pode ser pelo

contato direto ou indireto, ou ainda por via aérea (18).

A. baumannii esta diretamente relacionado com surtos de infeccbes
hospitalares, devido sua grande capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia.
Em 2004, Van Dessel et al. mostraram que trés grandes clones epidémicos
europeus (EU) de A. baumanni foram reconhecidos. Os clones | e Il foram
responsaveis por surtos em hospitais de paises do noroeste da Europa. O clone |
também foi encontrado na Espanha, Africa do Sul, Republica Checa, Pol6nia e Italia,
enquanto o clone Il foi encontrado na Espanha, Portugal, Africa do Sul, Franca,
Grécia e Turquia. O clone lll foi identificado na Franga, Itélia, Espanha e Holanda
(19-21). Em estudo recentemente publicado, foi identificada a presenca dos clones
EU I, Il e lll fora do continente Europeu, associados a presenca da enzima OXA-

carbapenemase (22).

Estudos recentes tém mostrado que A. baumannii também pode ser
encontrado em fontes insuspeitas, como alimentos. O estudo de Berlau et al. (23)
mostrou que A. baumannii foi isolado de diferentes alimentos, como maga, feijao,
couve-flor, cenoura, batata, alface, pepino, pimentdo, cogumelo e milho (24). Além
disso, recentemente, infec¢cdes causadas por A. baumannii foram identificadas em

pacientes com lesdes traumaticas, sugerindo contaminagcdo ambiental da ferida (25).

Infeccbes associadas a catastrofes e guerras podem ocorrer, como ha
ocasido do terremoto de Marmara em 1999, na Turquia (26), e a Guerra do Vietn4,
onde o bacilo Gram-negativo mais descrito foi A. baumannii, isolado de lesdes

traumaticas das extremidades, em ambos acontecimentos. Em 2002 ocorreu um fato
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semelhante em Bali, ap6s uma operacdo militar (27). Além disso, pneumonia
associada a ventilacdo mecanica (PAV) por Acinetobacter MDR, foi descrito em
2006 em soldados das forcas canadenses que retornaram ao Afeganistédo, feridos

criticamente (28).

2.3 Manifestacdes Clinicas

A. baumanni é caracterizado como um importante patégeno oportunista que
causa, geralmente, a maioria das infeccbes em pacientes criticamente enfermos.
Infeccdes nosocomiais causadas por outras espécies de Acinetobacter, como A.
johnsonii, A. junii, A. Iwoffii, A. parvus, A. radioresistens, A. schindleri e A. ursingii
sdo raras e estdo especialmente relacionadas a infec¢cdes da corrente sanguinea,

principalmente em individuos com cateter (29,30).

Dentre as infec¢des hospitalares mais frequentes associadas a A. baumannii
estdo a pneumonia associada a ventilacdo mecéanica e infeccbes da corrente
sanguinea, as quais estdo associadas a morbidade e mortalidade (31). Um grande
estudo de vigilancia realizado nos Estados Unidos analisou 1.410.000 isolados
associados a infeccbes hospitalares adquiridas em UTIs durante 1986 a 2003. Os
dados revelaram que entre 5 e 10% dos casos de pneumonia adquirida na UTI
foram causadas por A. baumannii, essa propor¢cao aumentou de 4% em 1986 para
7% em 2003 (32). Entretanto, é possivel que em outros hospitais a proporcéo de

pneumonia adquirida na UTI seja muito maior do que a do estudo mencionado.

Em outro estudo de vigilancia nos Estados Unidos entre 1995 a 2002,
realizado em 49 hospitais, sobre infeccdo da corrente sanguinea, identificaram A.
baumannii como o décimo agente etiolégico mais comum. A. baumannii foi
responsavel por 1,3% de todas as infec¢cbes da corrente sanguinea e teve a terceira

maior taxa de mortalidade de pacientes internados na UTI (33).

Estudos recentes demonstraram que a infeccdo e/ou colonizacdo por
Acinetobacter spp. esta associada com a mortalidade. Em alguns casos a taxa de
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mortalidade pode ser de 56% em pacientes gravemente infectados por
Acinetobacter spp. (34-36).

Ha também relatos de infec¢bes adquiridas na comunidade, que geralmente
ocorrem em regides tropicais ou subtropicais, onde é mais quente e mais umido, o
gue favorece o crescimento de A. baumannii em seus habitats naturais (1). A maior
parte dos casos encontrados na literatura associados a infec¢bes adquiridas na
comunidade relatam principalmente pacientes associados a fatores subjacentes,
como doenca pulmonar obstrutiva crbnica, doenca renal, diabetes mellitus,

tabagismo e consumo excessivo de alcool. (1,26).

A. baumannii também pode causar infeccdes na pele e feridas, meningites e
infeccbes urinarias, doencas que também estdo associadas a morbidade e
mortalidade (31). Estudo de Gaynes et al. (32), demonstra que infec¢do urinaria e
infecgdes de pele e tecidos moles ocorreu em somente 1,6% e 2,1% dos pacientes

envolvidos no estudo, respectivamente.

2.4 Opcgoes Terapéuticas

Infeccbes causadas por A. baumannii sdo geralmente tratadas com
ampicilina/sulbactam, fluorquinolonas, cefalosporinas e carbapenémicos utilizados
isoladamente ou em combinagdo com um aminoglicosideo (18). Porém entre os
anos de 1971 e 1974 ocorreram 0s primeiros relatos de resisténcia, incluindo as
penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, cloranfenicois e

tetraciclinas (1,38).

Inicialmente o género conservou a susceptibilidade contra as cefalosporinas
de terceira e quarta geracéo, fluoroquinolonas, aminoglicosideos e carbapenémicos,
mas durante os anos de 1980 e 1990 a emergéncia mundial e a disseminacdo de
isolados de A. baumannii resistentes ao imipenem fez com que as alternativas
terapéuticas ficassem cada vez mais limitadas. Ao final dos anos 1990, os
carbapenémicos foram os Unicos antimicrobianos que poderiam combater infec¢des
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graves causadas por A. baumannii (1). No entanto, desde o inicio da década de 90 a
resisténcia aos carbapenémicos tem sido descrita com maior frequéncia, desta
forma limitando as opcdes terapéuticas e gerando um grande problema de saude
publica (20,39).

Um estudo conduzido por Lee et al. mostrou que a taxa de resisténcia aos
carbapenémicos, especialmente imipenem, em isolados de A. baumannii nos
hospitais da Coreia teve um significativo aumento nos ultimos anos. Em 1997 a taxa
de resisténcia era de 1%, em 2007 foi 22% e 2009 aumentou para 51% (42).

Recentemente no Brasil, o estudo de Prates et al. (40) demonstrou que a taxa
de resisténcia aos carbapenémicos aumentou de 29,4% para 78%, entre 0s anos de
2006 e 2008, em um hospital do sul do pais, acima da média nacional. No mesmo
estudo pode ser observada a alta taxa de mortalidade destes pacientes, que foi de
69,7%. O mesmo fato pode ser observado no estudo de Martins et al. (41) em 2012.
O estudo descreve uma alta taxa de isolados de A. baumannii MDR entre os anos
de 2007 e 2008 em 12 hospitais publicos do sul do Brasil.

Geralmente isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos pode
ser tratados com tigeciclina. No entanto, jA h& relatos de resisténcia a este
antimicrobiano e seu uso em alguns casos ndo é recomendado, como para
infeccdes da corrente sanguinea, assim dificultando o tratamento destas infeccfes
(43,44). Devido a esse fato as polimixinas (polimixina B e colistina) se tornaram a

ultima opgéo terapéutica para isolados de A. baumannii multirresistentes (45).

2.5 Mecanismos de Resisténcia

A. baumannii pode ser intrinsecamente resistente e apresentar inumeros
mecanismos de resisténcia adquirida contra quase todos o0s antimicrobianos
disponiveis para o uso terapéutico (18). A resisténcia adquirida pode ser resultado
de alguma mutacdo ou alteracdo e/ou aquisicdo de material genético exdgeno do
micro-organismo. A resisténcia pode também emergir durante a terapia,
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selecionando um isolado que inicialmente tinha perfil sensivel e depois apresenta

um perfil resistente. (46).

Os mecanismos de resisténcia podem ser resultado da baixa permeabilidade
da membrana externa, produgao de B-lactamases, hiperexpressdo de sistemas de
bombas de efluxo e inativagdo enzimatica (aminoglicosideos e quinolonas).
Modificacdes nas proteinas de ligacdo de penicilina (PBPs) também podem ocorrer,

mas pouco se sabe sobre seu papel na resisténcia aos -lactamicos (46).

2.5.1 Resisténcia aos -lactamicos

2.5.1.1 B-lactamases

A producao de B-lactamases é o principal mecanismo de resisténcia aos
farmacos [-lactamicos, principalmente em A. baumannii, P. aeruruginosa, K.
pneumoniae e outros bacilos gram negativos. Estas sdo enzimas que rompem o anel
B-lactamico dos farmacos assim desestabilizando-os e fazendo com que estes

percam sua acdo bactericida, resultando na inativacdo do antibiotico (47).

Estas enzimas séo classificadas de acordo com sua funcao (classificacdo de
Bush-Jacoby) ou de acordo com sua estrutura (classificacdo de Ambler). As
principais B-lactamases encontradas em A. baumannii sdo as ampicilinase (AmpC),
oxacilinases (OXA), metalo-B-lactamases (MBL) e [-lactamases de espectro
estendido (ESBL). Estas podem ser encontradas em genes localizados em

plasmideos ou em cromossomos (48-50).

A classe C de Ambler e grupo 1 de Bush-Jacoby é codificada pelo gene
blaampc, UM gene cromossomal em A. baumannii, ou seja, a expressao induzivel de
AmpC néo ocorre em A. baumannii, diferente de outros bacilos gram negativos que
pode ser encontrado no plasmideo, como em Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens, e P. aeruginosa onde a expressdo de AmpC pode ser

17



induzivel quando expostos a determinados [-lactamicos, tais como amoxicilina,
ampicilina, imipenem, e &cido clavulanico (50). A enzima AmpC confere resisténcia
intrinseca em A. baumannii e é regulada pela sequencia protomora ISAbal que esta
associada a sua hiperexpressao, conferindo resisténcia as cefalosporinas de amplo

espectro (1,10).

O grupo de B-lactamases pertencentes a classe A de Ambler sdo as ESBL.
Ha poucos estudos sobre estas enzimas em A. baumannii, sdo enzimas mais
encontradas na familia Enterobacteriaceaei e em P. aeruginosa. Enzimas do tipo
TEM-92, TEM-116, SHV-12, CTX-M-2, CTX-M-43, CTX-M-15, VEB-1, PER-1 e GES
ja foram descritas em Acinetobacter spp. A expressao destas enzimas confere
resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro (1,51,52). Recentemente, foi
descrito uma carbapenemase do tipo KPC em A. baumannii, inicialmente descrita
em K. pneumoniae, esta enzima pertence a classe 2f de Bush-Jacoby e A de
conforme Ambler (53)(50).

As MBLs sédo pertencentes ao grupo B de Ambler e a classe funcional 3a de
Bush-Jacoby. S&o enzimas que possuem capacidade de hidrolisar todos os
farmacos B-lactamicos, com excecdo do aztreonam e monobactam. Em 1990, as
MBLs foram reconhecidas mundialmente quando ocorreram 0s primeiros relatos em
P. aeruginosa e espécies de Enterobacteriaceae produtoras de VIM e IMP, se
disseminando mundialmente (54,55). As principais MBLs descritas em A. baumannii
séo IMP, SIM, VIM e recentemente NDM-1 (10,56,57).

2.5.1.1.1 Oxacilinases

As B-lactamases mais importantes em A. baumannii incluem as OXAs. A
denominacdo oxacilinase estd associada a capacidade de hidrolisar a oxacilina
como substrato preferencial. As OXA-carbapenemases podem ser tanto intrinsecas
como adquiridas, e quando forem adquiridas podem ser cromossomais ou

encontradas em plasmideos (58).
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As OXA-carbapenemases sao as enzimas mais prevalentes em A. baumannii
e pertencentes a classe D de Ambler e ao grupo funcional 2d, 2de, 2df de Bush-
Jacoby. Em 1985 foi relatada a primeira OXA-carbapenemase em A. baumannii do
tipo OXA-23, na Escécia, primeiramente chamada de ARI-1 (Acinetobacter resistant
imipenem) (59). No Brasil, o primeiro relato desta enzima foi no ano de 2003, em
Curitiba (60). E ap0s isso s6 em 2009 foi descrita no Rio de Janeiro e Porto Alegre
(61,62). O grupo OXA-23 podem ser mediadas por plasmideos ou cromossomos e
atualmente estdo disseminadas por todo mundo, especialmente na regido da Asia,

Europa e América Latina.

Outras OXAs de extrema importancia clinica encontradas em A. baumannii
sdo: OXA-51, OXA-24/40, OXA-58 e OXA-143 (1). As OXA-carbapenemases
hidrolisam fracamente os carbapenémicos, desta forma nem sempre conferem
resisténcia, entretanto, quando associadas a sequéncias de insercdo podem
aumentar sua expressdo e demonstrar elevada resisténcia aos carbapenémicos,
como por exemplo a OXA-51, enzima intrinseca de A. baumannii, juntamente com o
elemento genético ISAbal torna o0 organismo resistente a estes antimicrobianos
(10).

Os subgrupos OXA-25, -26 e -72 pertencem ao grupo da OXA-40 e ja foram
descritas em alguns lugares do mundo. A OXA-24/40 foi descrita nos Estados
Unidos e na Europa, as OXAs -25 e -26 sao restritas a Europa e a OXA-72 foi
relatada na Europa e Asia (63). E um estudo recente de Werneck et al., relatou a

presenca de OXA-72 em A. baumannii no Brasil (64).

O grupo da OXA-58 ja foi relatada em diferentes paises, especialmente na
Europa, e sdo mediadas, exclusivamente, por plasmideos em A. baumannii. Foram
descritas pela primeira vez por Poirel em 2003, na Franca (65). Na América do Sul,
essa enzima foi descrita na Argentina e no Brasil em 2012, juntamente com a OXA-

51 e OXA-65 em A. baumannii, conferindo alta resisténcia a imipenem (66).

A OXA-143 foi relatada pela primeira vez em 2009, no Brasil, em um isolado
de A. baumannii resistente aos carbapenémicos. E considerado o grupo mais

recente e sua prevaléncia ainda ndo € muito conhecida (67).
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2.5.2 Alteragao de porinas

As porinas sao proteinas localizadas na membrana externa (OMP) da célula
bacteriana e atuam como canais para a passagem de pequenas moléculas
hidrofilicas. Qualquer variacdo na sua estrutura pode provocar resisténcia aos
antimicrobianos, pois a perda de porina resulta na diminuicdo da permeabilidade da
membrana, assim dificultando a entrada do farmaco na célula. Estes mecanismos

séo estratégias de sobrevivéncia que muitas bactérias desenvolveram (1,68).

7

A principal OMP descrita em A. baumannii € a HMP-AB, com massa
molecular de 35,6 kDa (68). A comparacao da sequéncia de HMP-AB com outras
OMPs demonstra a homologia com a OmpA do género de Enterobacteriaceae e
OprF de P. aeruginosa (46). Estudo de Sugawara et al. (69) mostrou que a baixa
permeablidade da OmpA juntamente com a hiperexpresséo de sistemas de bombas

de efluxo causam elevados niveis de resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos.

Villla et al. (68) descreve que a diminuicdo das porinas de 29 kDa, conhecida
como CarO, 33-36 kDa e outra proteina, a 43 kDa, estdo associadas a resisténcia ao
imipenem e mereponem em A. baumannii. Estas porinas, inicialmente, foram
encontradas somente em isolados de Moraxellaceae (1). Alguns surtos de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos foram descritos em Nova lorque e na
Espanha, associados a perda de porinas, incluindo a reducdo da expressdo das
porinas 47-, 44- e 37-kDa e 22- e 33-kDa estdo associadas com OXA-24 (70,71).

2.5.3 Hiperexpressao de sistemas de bombas de efluxo

Os sistemas de bombas de efluxo sdo responsaveis por expulsar o acumulo
do antibiético no interior da célula. Este sistema é um mecanismo eficiente para a
resisténcia aos farmacos, e qualquer mutacdo pode alterar os mecanismos
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regulatérios levando a hiperexpressdo desta bomba e aumentando ainda mais o
nivel de resisténcia (72).

O principal sistema de bomba de efluxo envolvido com a resisténcia aos [3-
lactamicos, aminoglicosideos, cloranfenicois e tetraciclinas em A. baumannii € o
sistema AdeABC pertencente a familia RND (Resistance-Nodulation-Division)
(72,73). O sistema AdeABC é composto por trés estruturas: AdeA uma proteina de
fusdo do interior da célula, AdeB um componente responsavel pelo transporte e
AdeC uma proteina de membrana externa (10). A hiperexpressao do sistema
AdeABC esta associada com os genes adeR (regulador da resposta) e adeS (sensor
da quinase) (1,72,74).

Outros sistemas de efluxo, ndo associados a resisténcia aos B-lactamicos, ja
foram descritos em A. baumannii, como o sistema MFS (Major Facilitador
Superfamily), envolvido com a resisténcia a tetraciclina (TetA e TetB) e a minociclina
(TetB). Nem TeA e TeB estdo associados a resisténcia a tigeciclina. Outro sistema é
o MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) envolvido com a resisténcia a
quinolonas, gentamicina, canamicina, eritromicina, cloranfenicol e trimetoprim. O
sistema BIMP (Bacterial integral membrane proteins) contribui para resisténcia a

quinolonas, macrolidos e cloranfenicéis (75).

2.5.4 Alteracéao de PBPs

As PBPs séo encontradas na membrana interna da parede celular bacteriana,
sdo responsaveis por catalisar a polimerizagdo da cadeia de glicano na
transglicosilacao e a ligagcao cruzada entre cadeias de glicano, ou seja, regulam a
transpeptidacdo. Desta forma, fornecem forma a célula, que pode ser reproduzida
por varias geracdes. As PBPs sdo encontradas de duas formas: alto peso molecular
(HMM) e baixo peso molecular (LMM) (76).

Ainda ha poucos estudos de PBPs relacionados a resisténcia aos
carbapenémicos, 0 que se sabe é que os farmacos B-lactamicos ligam-se as PBPs,
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impedindo a ligacdo cruzada entre as cadeias do peptidoglicano na transpeptidacao,
impedindo a formagé&o da parede celular bacteriana (76,77).

Estudo de Fernandez-Cuenca et al., em 2003, relatou associacdo entre
resisténcia aos carbapenémicos e alteracbes com as PBPs, observaram doze
padrdes altamente complexos de PBP e a auséncia (ou expresséao reduzida) de uma
PBP, correspondendo a PBP 2. Este estudo foi comparado com estudo feito com
Proteus mirabilis, onde também teve auséncia da PBP 2 e resisténcia aos

carbapenémicos (77).

Outro estudo realizado em 2011, por Vashist et al., verificou diminuicdo da
expressdo de todas as PBPs exceto as PBPs de 65 e 17 kDa. Estes resultados

foram associados com a resisténcia ao meropenem em A. baumannii (78).

2.5.5 Mecanismos de Resisténcia a outros Antimicrobianos

2.5.5.1 Tigeciclina

s

A tigeciclina é um antibidtico pertencente a classe das glicilglicinas,
descoberta em 1993, que possui um amplo espectro de acéo, incluindo isolados
multirresistentes, tais como bacilos gram negativos produtores de enzimas -
lactamases de espectro ampliado e A. baumannii. Este farmaco foi langado para uso
clinico pelo FDA (Food and Drug Administration) em 2005, para o tratamento de
infeccbes nos tecidos moles e intra-abdominais. Esse antibiotico é derivado da
minociclina e inibe a unidade ribossomal 30S, assim impedindo a incorporacéo de

aminoacidos na cadeia polipeptidica (79).

A tigeciclina pode ser afetada pelo mesmo mecanismo de resisténcia das
tetraciclinas, embora a tigeciclina seja muito mais eficaz, devido a sua alta afinidade
no sitio de ligacdo (80). No entanto, altos niveis de resisténcia a tigeciclina foram
observados em isolados de A. baumannii multirresistentes, mediados pela aquisicao
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dos genes tet (tetA-E e tetG-L), os quais codificam bombas de efluxo e por proteinas

gue protegem o ribossomo (tetM e tetO) (18).

A tigeciclina € um farmaco que néo possui ponto de corte definido pelo CLSI
para isolados de A. baumannii. Entdo, o que utiliza-se para estes isolados sao os
pontos de FDA (Food and Drug Administration), considerando CIM < 2 pug/mL
sensivel e = 4 ug/mL resistente, e EUCAST (European Committe on Antimicrobial

Susceptibility), considerando CIM < 1 ug/mL sensivel e 2 2 uyg/mL resistente.

A tigeciclina € uma boa opcéo terapéutica para o tratamento de A. baumannii
resistentes aos carbapenémicos ou quando o paciente € incapaz de tolerar o

tratamento com polimixinas ou € resistente a este farmaco.

2.6 Métodos de Tipagem Molecular

Os métodos de tipagem molecular sdo importantes por contribuirem para o
entendimento da epidemiologia de surtos hospitalares, bem como se os isolados séo
geneticamente relacionados ou nédo, ou seja, sdo métodos que estabelecem o grau
de similaridade entre diferentes isolados clinicos, assim podendo caracterizar cepas
distintas ou clones dentro de uma mesma espécie, auxiliando em estudos que
investigam, por exemplo, diferengas entre mecanismos de resisténcia entre cepas

diferentes (clones diferentes). (81).

Os métodos de tipagem bacteriana podem ser fenotipicos ou genotipicos.
Diversas técnicas ja foram descritos, como ribotipagem, RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), ERIC-PCR (enterobacterial repetitive intergenic consensus), AP-
PCR (arbitrarily primed) e REP-PCR (repetitive extragenic palindromic sequence), e
analises do perfil de macrorestricio do DNA seguido de eletrofose em campo
pulsado, como a técnica de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) Estes métodos
podem ser caracterizados conforme seu poder discriminatério e sua
reprodutibilidade (82,83).
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A técnica de PFGE € um método que envolve a incorporacao dos isolados em
gel de agarose, lise da célula e digestdo do DNA cromossdémico com enzimas de
restricdo especificas (endonucleases). A técnica de PFGE é considerada “padrao-
ouro” para tipagem molecular, devido sua reprodutibilidade e seu grande poder
discriminatorio. E uma metodologia que tem sido usada com sucesso especialmente

na investigacao de surtos hospitalares (83).

Técnicas de sequenciamento de DNA como MLST (Multi Locus Sequence
Typing) também séo utilizadas para tipagem molecular. Sdo técnicas utilizadas como
poderosas ferramentas para a tipagem molecular de isolados clinicos, pois

apresentam facilidade e rapidez de execucéao (84).

A tipagem molecular € essencial, principalmente, para a investigacdo de
surtos de isolados clinicos multirresistentes e para estudos que utilizam diferentes
clones para investigacdo de algum mecanismo de resisténcia, por exemplo; pois

desta maneira investiga clones diferentes que nao sdo geneticamente relacionados.

2.7 Polimixinas

Polimixinas sdo antibidticos polipeptideos catibnicos  sintetizados
naturalmente pelo Bacillus spp. Esta classe antimicrobiana é composta por 5
diferentes compostos quimicos (A, B, C, D e E), mas somente a polimixina B e E
(colistina) sdo disponiveis para pratica clinica, sendo que a colistina é mais

amplamente utilizada (2).

Em 1947 a polimixina B foi isolada pelo Bacillus polymyxa, por pesquisadores
norte-americanos e ingleses, e pela primeira vez disponibilizada para uso
terapéutico entre 1950 e 1960 (85). Em 1949 foi descoberta a polimixina E isolada
do Bacillus colistins, conhecida como colistina, foi usada pela primeira vez no Japao

e depois na Europa durante os anos de 1950 e nos Estados Unidos em 1959 (86).
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Devido a alta toxicidade, principalmente relacionada com nefrotoxicidade e
neurotoxicidade, esta classe antimicrobiana foi abandonada no inicio dos anos 1980,
somente permaneceram na pratica clinica para o tratamento de infeccdes
pulmonares causadas por P. aeruginosa em pacientes com fibrose cistica e em
solugbes topicas com outros antimicrobianos para o tratamento de infecgdes
oculares (86,87,). Na década de 90, ao emergéncia de micro-organismos
multirresistentes e as limitacbes terapéuticas fizeram com que as polimixinas
retornassem para o tratamento de infec¢bes causadas por A. baumannii e P.
aeruginosa (89,90).

As polimixinas tem forma de decapeptideo policatibnico ciclico e consistem
em uma cadeia lateral de &cidos graxos ligada a um anel heptapeptideo
policatidnico. A diferenca estrutural entre a colistina e a polimixina B é a presenca de
um aminoacido diferente na posicdo 6, D-leucina na molécula de colistina por uma

D-fenilalanina na molécula de polimixina B (Figura 1) (2,91).

¥-NH,

/ (o)L-Dab — — -Leu

Fatty acid —> (0)L-Dab — 1-Thr —> (0t).-Dab — (0, y)L-Dab

L-Thr «— (o)L-Dab «—— (o)L-Dab

¥-NH, ¥-NH, ‘ ‘
¥-NH, y-NH,
E’ ¥-NH3
[B] |
Cla)L-Dab '- > L-Leu
Fatty acid = ()L-Dab = L-Thr —»(cc)L-Dab = (a,y ) L-Dab =
| | »\ v
¥-NHa» 7-NHz L-Thr «— (q)L-Dab =—(a)L-Dab
¥-NH3z ¥-NH2

Figura 1. A) Estrutura quimica da molécula de polimixina B; B) Estrutura quimica da

molécula de colistina.

*Adaptado de Bergen et al., 2006; Zavascki et al., 2007
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A polimixina B e E sdo compostas por uma mistura de pelo menos quatro
componentes estritamente relacionados, diferenciados na composicdo de
aminoacidos e acidos graxos. Os componentes da polimixina B sao: B1, B2, B3 e
B1l-l e polimixina E: E1, E2, E3, E1-1 e E1-7TMOA. Sendo mais importantes em

polimixina B 0 B1 e B2 e E1 (colistina A) e E2 (colistina B) em colistina (2,3).

Duas formas de colistina estdo disponiveis comercialmente para uso clinico:
colistina sulfato, utilizada por via oral e relacionada com a descontaminagéo
gastrointestinal, e na forma de colestimetato de sddio, composto por colistina A e
colistina B, para uso parenteral e nebulizacdo. Este é considerado menos potente e
menos téxico que a colistina sulfato. A polimixina B é disponivel somente na forma
de polimixina B sulfato e pode ser utilizada por via parenteral, intratecal e uso tépico
(69,78).

As polimixinas sdo bons farmacos para o tratamento de bactérias gram
negativas multirresistentes, como A. baumannii, P. aeruginosa, espécies de
Enterobacter, Shigella, E. coli e Klebsiella, espécies de Salmonella, espécies de
Shigella e espécies de Citrobacter. Entretanto, Proteus spp., Providencia spp.,
Morganella morganii e Serratia marcescens possuem resisténcia intrinseca para a

polimixina. Resisténcia as polimixinas em A. baumannii ainda é rara (2,92).

De acordo com as recomendac¢des do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) um isolado de A. baumannii com concentragdo < 2 ug/mL é

considerado sensivel e = 4 ug/mL resistente a polimixina B (3).

2.7.1 Mecanismos de acao das polimixinas

A maior parte das investigacbes sobre os mecanismos de acdo das

polimixinas foi realizado com polimixina B, por ser considerada o composto modelo

26



das polimixinas. Acredita-se que a colistina tenha o mecanismo de acao idéntico da

polimixina B, por possuirem estruturas extremamente semelhantes (92).

Polimixinas sdo antibidticos anfipaticos com acdo detergente que atuam na
desestabilizacdo da membrana celular externa e citoplasméatica bacteriana. Esta
classe antimicrobiana tem alto potencial sobre micro-organismos gram-negativos e

uma rapida acao bactericida (93).

As polimixinas sdo agentes catidnicos atraidos pela alta carga negativa da
membrana externa celular, onde ficam os lipopolissacarideos (LPS) que sé&o
moléculas anibnicas. O anel de peptidio policationico das polimixinas liga-se a
membrana exterior deslocando os fons de Ca?* e Mg**, moléculas que estabilizam o
LPS. Neste momento a cadeia lateral de acidos graxos também interage com o LPS,
que contribuem para insercdo de antibidtico na membrana externa bacteriana. Este
processo resulta no aumento da permeabilidade do envelope celular e
subsequentemente a perda dos componentes celulares e a morte celular bacteriana
(2,86).

2.7.2 Mecanismos de resisténcia as polimixinas

Os mecanismos de resisténcia que atingem a polimixina B e colistina ndo
estdo completamente elucidados até o momento. Entretanto, sdo observados dois

tipos de mecanismos de resisténcia as polimixinas:

1) Resisténcia natural: observado através de alguma alteracdo no genoma da
bactéria ou aquisicdo de algum elemento genético, produzindo CIMs nao
tdo elevados, geralmente proximas dos seus pontos de corte. A resisténcia

natural € um mecanismo estavel (5);

2) Resisténcia adaptativa: observado em bactérias inicialmente sensiveis que
desenvolvem resisténcia apds a exposicdo em crescentes concentracdes

de polimixinas. Este mecanismo pode gerar isolados com CIMs muito
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elevadas, podendo ser maior que 128 pg/mL. A resisténcia adaptativa €
um mecanismo reversivel, o isolado bacteriano pode voltar para o fenotipo

sensivel na auséncia do antibidtico (5).

Nas polimixinas 0 mecanismo de resisténcia natural e adquirida que estao
envolvidos sdo modificacbes da membrana externa bacteriana, principalmente

através da alteracdo da porcao de LPS, em especial no lipidio A (5,43).

A parte mais externa da parede celular bacteriana nos gram-negativos é
composta por uma camada de moléculas de LPS, entdo qualquer alteracdo no LPS
bacteriano resulta na alteracdo da carga de superficie da célula bacteriana e a
reducado da afinidade do antibiético com a membrana externa da célula. Os LPS sao
compostos por trés regides: na extremidade interna um lipidio A, no centro um

conjunto core de oligossacarideo e na sua extremidade externa um antigeno O.

As modificagdes do LPS, que desencadeiam resisténcia, sdo conduzidas por
sistemas de regulacdo génica, que podem ser ativas por fatores ambientais como
concentracgdes elevadas de Ca" e baixas de Mg, alteracdes no pH e a presenca de
ferro (5).

Vérias espécies bacterianas tém desenvolvido diversos mecanismos para a
modificacdo do lipido A, reduzindo assim sua carga negativa e resultando na
resisténcia as polimixinas (94). Em isolados de P. aeruginosa, Salmonella enterica,
Salmonella Typhimurium, Yersinia pestis e E. coli a resisténcia as polimixinas esta
associada com a adicdo de 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (LAra4N) no lipidio A. A
biossintese de LAra4N é mediada por PmrA/PmrB (PmrAB) e PhoP/PhoQ (PhoPQ)
que sdo dois componentes de sistemas de regulacdo (6,95). Sendo que em S.

typhimurium o gene mig-14 também esta envolvido com a resisténcia a polimixinas

(3).

O sistema PhoPQ é ativado por alteraces de pH e alteracdes nos ins de Ca**

e Mg®". Em P. aeruginosa este sistema também induz a transcricdo de uma porina

OprH. As alteracfes no sistema PmrAB podem estar relacionadas com a resisténcia

estavel as polimixinas, devido a ativacdo constitutiva do sistema que resulta na
modificacdo permanente do lipidio A (5).
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Em K. pneumoniae, a presenca de capsula polissacaridica esta envolvida
com a resisténcia as polimixinas além das altera¢cdes no LPS pelos sistemas PmrAB
e PmrPQ (2). Na espécie Vibrio cholerae, a resisténcia a polimixina € dependente de

uma porina OmpU da membrana externa (3).

Em A. baumannii os mecanismos envolvidos na resisténcia as polimixinas n&o
sao bem compreendidos. Até 0 momento somente alteracdes no operon pmrCAB foi
descrito. Estes genes compdem um sistema de dois componentes: regulador de
resposta (pmrA) e sensor de histidina quinase (pmrB). Os genes pmrA e pmrB
controlam a expresséo do gene pmrC. A resisténcia esta associada com o aumento
da expressdo do operon pmrCAB, em especial o gene pmrC, responsavel por

codificar a proteina que adiciona fosfoetanolamina no lipidio A (96).

Estudo de Moffatt et al., em 2010, observou a perda completa da producéo do
LPS, promovendo a diminuigdo da integridade da membrana bacteriana. Esta perda
foi resultado da mutacédo nos 3 primeiros genes da via de biossintese do lipidos A, o
IpxACD. O resultado desta mutacéo levou a mudanca do perfil de sensibilidade nos

isolados de A. baumannii (97).

2.8 Heterorresisténcia

Entende-se como a resisténcia expressa por um conjunto de uma populacao
microbiana, definido como subpopulagdo, que sao considerados inicialmente
sensiveis a estes antibioticos de acordo com os testes de susceptibilidade. Varios
fatores podem, posteriormente, conduzir a proliferagcdo destas subpopulactes
resistentes e o surgimento de um isolado totalmente resistente. Sendo assim, a
heterorresisténcia pode ser um precursor de fase, que pode ou ndo levar ao

aparecimento resisténcia (4,98).

A resisténcia heterogénea ou heterorresisténcia pode ocorrer tanto em
bactérias Gram-positivas quanto em Gram-negativas, para diferentes
antimicrobianos.
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Estudos em isolados de A. baumannii pesquisando heterorresisténcia em
polimixina B, ndo foram descritos na literatura ainda, somente com colistina.
Contudo, isolados que apresentam uma concentracéo inibitéria minima baixa para a
polimixina B (£ 2 pg/mL, por exemplo) podem conter subpopulagdes com CIM 24
pg/mL numa proporcdo de 1:10° UFC/mL que podem ndo ser detectadas pelos
métodos convencionais de rotina (4,98). Assim, a Unica forma de detectar a
heterorresisténcia € através da analise das subpopulacfes resistentes, através da
avaliacdo do perfil populacional (PAP) com a inoculacédo de diferentes diluicbes do
isolado em meio de cultura solido contendo antibiético em diferentes concentracoes,
maiores que a CIM, desta forma podendo verificar a CIM da subpopulagdo em

analise (99).

Na populagdo bacteriana de um isolado pode conter uma subpopulagao
heterogénea, ndo sendo heterorresistente. Uma subpopulacdo com uma CIM maior
do que a populacédo original, mas ndo considerada resistente. Por exemplo, um
isolado apresenta uma CIM 0,25 ug/mL para polimixina B, e fazendo a analise de
heterorresisténcia encontra-se uma subpopulagcdo com uma CIM 1 pg/mL, entéo,
esta ndo é heteroresistente e sim o isolado contém uma subpopulcdo heterogénea.
Diferentemente de uma subpopulacdo heterorresistente, na qual, encontra-se

subpopulacdes resistentes ao farmaco, sendo que a CIM original é sensivel.

Em 2006, Li et al. (7) relataram pela primeira vez o fendbmeno de
heterorresisténcia utilizando colistina em isolados clinicos multirresistentes de A.
baumannii. Os autores analisaram o PAP de 16 isolados com CIMs entre 0,25 a 2
ng/mL e detectaram a presenca de subpopulacdes (<0,1% de inoculo de 10® a 10°
UFC/ml) em 15 (93,8%) isolados, que foram capazes de crescer nas concentracdes
de 3 a 10 pg/mL. As subpopulagdes nao foram detectadas por qualquer outro teste
de susceptibilidade antimicrobiana. O estudo de Hawley et al. (100) de 2008,
encontraram uma porcentagem similar ao de Li et al.,, no qual 100% dos isolados

testados mostraram-se heterorresistentes.

Li et al. (7) verificaram que na maior parte dos isolados clinicos uma
frequencia de 0,0001 a 0,000001% de subpopulac¢des cresceram na presenca de 10

pug/mL de colistina. Este crescimento indica que as concentragfes plasmaticas de
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0,5 a 3,5 pug/mL, que sédo geralmente recomendadas podem ser incapazes de
erradicar as subpopulagdes mais resistentes (101,102). O estudo de Li et al. (7)
relata que os pacientes que foram expostos a colistina mostraram um aumento

significativo do numero de subpopulacdes resistentes observadas.

Hawley et al. (100) verificaram que a frequencia de heteroresisténcia entre
isolados de pacientes que tiveram tratamento anterior com colistina foram mais
elevada do que a dos isolados ndo expostos a colistina (diferenca estatisticamente
significativa). Além disso, os estudos de Li et al (7) e Hawley et al. (100) sugerem
que, a fim de evitar as concentracbes subdtimas para tratamento com colistina,
outras investigacfes farmacodindmicas sobre a optimizacdo da dosagem sao

necessarias e que a monoterapia com colistina deve ser evitada.

Diferente do estudo anterior de Li et al, que analisou isolados de somente
uma instituicdo, um estudo mais recente (98), em 2009, avaliou 30 isolados de A.
baumannii multirresistentes coletados de diferentes lugares, como Australia,
Tailandia, Indonésia, india, Filipinas, China, Taiwan, Cingapura, América do Sul e
Coréia. As CIMs para colistina foram de 0,5 e 2 mg/L, exceto um isolado que
apresentou CIM de 128 mg/L. Sete (23%) isolados apresentaram heterorresisténcia
para colistina, com o aparecimento de subpopulacées em concentra¢cdes maiores de
2 mg/L.

Em 2009, Zavascki et al. (103) descreveram a evolucgao in vivo, de um perfil
de sensibilidade aos antimicrobianos, nos testes de disco-difuséo e E-test, em um
isolado de A. baumannii. O isolado passou de sensibilidade a resisténcia total aos
carbapenémicos, com um estagio intermediario de heterorresisténcia. O
aparecimento de subpopulacdes na zona de inibicdo pelos testes descritos acima,
foi caracterizada como heterorresisténcia. Este é o primeiro estudo a descrever este
fendmeno in vivo e 0 segundo relato de heterorresisténcia com carbapenémicos em
A. baumannii. Semelhante ao estudo de Pournaras (88), em 2005, que descreveu
heterorresisténcia com carbapenémicos em isolados de A. baumannii. Este estudo
analisou 8 isolados e os CIMs iniciais para imipenem e meropenem foram entre 3-12
mg/L e 2—-8 mg/L, respectivamente. Os CIMs das subpopulacdes foram maior que 32
mg/L.
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Semelhante ao estudo anterior, Ikonomidis et al. observou subpopulacfes
resistentes a meropenem e imipenem. Os CIMs da populagéo inicial variou entre
0,25 a 4 mg/L, para ambos antibiéticos. Os CIMs das subpopulacdes foi de 8 mg/L
para imipenem e 32 mg/L para meropenem. As subpopulacfes resistentes para
meropenem, de 11 isolados testados, exibiram resisténcia estavel com CIMs que
variaram de 16 a > 32 mg/L, confirmando com a analise de PFGE, o perfil da

subpopulacao foi idéntico da populacgéo total inicial (99).

No entanto, ainda ndo estd definido o significado clinico e implicacdes
terapéuticas destas subpopulacdes resistentes, por isso medidas de controle devem
ser realizadas para prevenir a propagacao e/ou surgimento destas subpopulagdes.
Dados de pesquisa in vitro mais relevantes, experimentais e clinicos sao

necessarios para uma melhor compreensao do fenébmeno de heterorresisténcia.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando que a polimixina B € a Unica opcdo terapéutica em muitas
infeccbes causadas por A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, uma melhor
compreensao da prevaléncia do fenomeno de heterorresisténcia e da indugdo da
resisténcia a polimixina B nesses isolados é de grande importancia para minimizar
as falhas terapéuticas. Assim, estudos que avaliem a presenca desses fenbmenos
em isolados de A. baumannii envolvidos na etiologia de infeccdes hospitalares torna-
se necessario, para melhor compreensao dos significados clinicos e implicacdes

terapéuticas.

33



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

Avaliar a heterorresisténcia e resisténcia induzida a polimixina B em isolados

de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos.

4.2 Objetivos secundarios

1. Determinar a prevaléncia de heterorresisténcia a polimixina B em isolados de

A. baumannii resistentes aos carbapenémicos;

2. Determinar a relacdo clonal entre os isolados de A. baumannii que obtiveram

subpopulac¢des heterogéneas;
3. Avaliar a estabilidade das subpopulac¢des heterogéneas;

4. Avaliar a inducéo da resisténcia a polimixina B em isolados de A. baumannii

sensiveis a polimixina;

5. Avaliar a estabilidade do fenétipo de resisténcia induzida a polimixina B.
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Abstract

Background: Resistance rates to polymyxin B in surveillance studies have been
very low despite its increasing use worldwide as the last resort therapy for multidrug-
resistant Gram-negative bacilli. However, two other resistance phenotypes, hetero-
and adaptive resistance, have been reported to polymyxin. We aimed to investigate
the presence of polymyxin B hetero- and adaptive resistance and evaluate its stability
in carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) clinical isolates.

Methods: CRAB isolates were recovered from hospitalized patients at three Brazilian
hospitals. Hetero-resistance was determined by population analysis profile (PAP).
Adaptive resistance was evaluated after serial daily passages of isolates in Luria-
Bertani broth containing increasing polymyxin B concentrations. MICs of polymyxin B
of colonies growing at the highest polymyxin B concentration were further determined
after daily sub-cultured in antibiotic-free medium and after storage at -80°C, in some
selected isolates.

Results: Eighty OXA-23-producing CRAB isolates were typed resulting in 15 distinct
clones. Twenty-nine randomly selected isolates (at least one from each clone) were
selected for hetero- resistance evaluation: 26 (90%) presented growth of
subpopulations with higher polymyxin B MIC than the original one in PAP. No
isolated has grown at polymyxin B concentrations higher than 2 mg/L. Polymyxin B
MICs of subpopulations remained higher than the original population after daily
passages on antibiotic-free medium but returned to the same or similar levels after
storage. Twenty-two of the 29 isolates (at least one from each clone) were evaluated

for adaptive resistance: 12 (55%) presented growth in plates containing 64 mg/L of
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polymyxin B. Polymyxin B MICs decreased after daily passages on antibiotic-free
medium and returned to the same levels after storage.

Conclusions: The presence of subpopulations with higher polymyxin B MIC was
extremely common and high-level adaptive resistance was very frequent in CRAB

isolates.

Keywords: Acinetobacter baumannii; polymyxins; polymyxin B; colistin; hetero-

resistance; adaptive resistance; multidrug-resistance; carbapenemase.
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Background

The increasing worldwide prevalence of multi-drug resistant, Acinetobacter
baumannii, a major nosocomial pathogen, particularly carbapenem-resistant strains,
is of great concern, since treatment becomes restricted to very few options [1].
Polymyxins, both B and E (colistin), are “old” polypeptide antibiotics that re-emerged
in clinical practice as the last resort therapy against multidrug-resistant Gram-
negative bacteria; many, including A. baumannii, are only susceptible to these drugs
[2]. Although resistance rates to polymyxins in surveillance studies fortunately remain
very low [3], two relatively poorly understood resistance phenotypes, hetero- and
adaptive resistance, have been reported in these drugs [4,5].

The term hetero-resistance refers to a phenotype characterized by the presence of
different (drug-resistant and —susceptible) populations in a single clinical specimen or
isolate [6], while adaptive resistance describes an autoregulated phenomenon
characterised by rapid induction of resistance in the presence of drug and reversal to
the susceptible phenotype in its absence [7].

Hetero-resistance has been recently described for colistin in some carbapenem-
resistant A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae
isolates [8-10], and other studies have demonstrated the presence of adaptive
resistance to polymyxins, mainly in P. aeruginosa [7]. No study so far has neither
investigated the presence of hetero-resistance for polymyxin B, the frequency of
adaptive resistance in carbapenem-resistant A. baumannii (CRAB) isolates, nor
assessed the presence of these distinct phenomena in the same isolates. The aim of
this study was to assess the occurrence of these phenomena and evaluate its

stability in CRAB clinical isolates.
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Methods

Bacterial Strains

CRAB isolates were selected from a total of 132 Acinetobacter spp. isolates (one
isolate by patient) consecutively recovered from patients admitted to three tertiary-
care hospitals from Porto Alegre, Brazil, from March to December 2011. Isolates
were identified by Vitek 2 system. The following carbapenemase-encoding genes
were examined by multiplex PCR: blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss and blapxa-
143 genes [11]. A. baumannii specie was confirmed by the presence of the intrinsic
blapxa-s1 gene [12].

MICs for polymyxin B, imipenem and meropenem were determined by broth
microdilution and interpreted according to CLSI guidelines [13]. Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 was included as quality control in all tests.

CRAB isolates were submitted to molecular typing by Apal DNA macrorestriction
followed by PFGE [14]. Results were interpreted using a dendrogram constructed
using the band-based Dice coefficient method, and, for the purpose of this study,

isolates with >90% were considered a clone.

Hetero-resistance

Hetero-resistance in selected CRAB isolates was determined by population analysis
profile (PAP). Briefly, a 20uL aliquot from a 24h culture serially diluted in saline with
approximately 10® bacterial CFU (0.5 McFarland standard) was spread on Mueller-
Hinton agar plates containing 0, 0.5, 1, 2, 3, 4 and 6 mg/L of polymyxin B. Colonies

were counted after 48h of incubation at 35°C. The limit of counting was 20 CFU/ml.
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The frequency of hetero-resistant subpopulations at the highest drug concentration
was calculated by dividing the number of colonies grown on antibiotic-containing
plates by the colony counts from the same bacterial inoculum plated onto antibiotic-
free plates [9]. MICs of polymyxin B of these subpopulations growing at the highest
polymyxin B concentration were determined after daily sub-cultured in antibiotic-free

medium for 4 days and after 75 days storage at -80°C, in some selected isolates.

Adaptive Resistance

Isolates were submitted to serial daily passages in Luria-Bertani (LB) broth
containing increasing polymyxin B concentrations of 0.25 to 64 mg/L for a total of
nine days. MICs of polymyxin B of colonies growing at the highest polymyxin B
concentration were also determined after daily subculture in antibiotic-free medium

for 3 days and after 60 days storage at -80°C, in some isolates.

Results

Of the 132 Acinetobacter spp., 124 were confirmed as A. baumannii by the presence
of blapxa-s1 gene, and 89 (71.7%) of these were CRAB isolates. All CRAB isolates
were positive for blapxa-2z and no product of amplification was detected for the other
carbapenemase-encoding genes. Of these, 80 were typed, resulting in 15 distinct
clones. MICs for both imipenem and meropenem were 64 [1g/mL and 32 [1g/mL and
MICgyo were 128 [1g/mL and 64 [Ig/mL, respectively. MIC of polymyxin B ranged from
<0.125 [Ig/mL to =264 (Ig/mL. Twenty-nine randomly selected isolates (at least one

from each clone) were selected for hetero-resistance evaluation.
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PAP revealed the growth of subpopulation with higher polymyxin B MIC than the
original population in 26 (90%) of 29 isolates, including at least one isolate
representative of each clone (table 1). No isolated has grown at polymyxin B
concentrations higher than 2 [1g/mL. The proportions of higher MIC subpopulations
ranged from 2.5 x 107 to 6.2 x 10 MICs of polymyxin B of the 26 “higher MIC”
subpopulations remained higher than the original population MIC after daily
passages on polymyxin B-free medium (Table 1). After storage, MIC for polymyxin B
among 17 selected subpopulations with higher MIC returned to levels similar to the
original population, with most presenting exactly the same MIC of the original
population.

Twenty-two of the 29 isolate (at least one from each clone) were evaluated for
adaptive resistance. In twelve isolates, growth was observed in plates containing 64
[g/mL of polymyxin B (Table 2). After daily passages on polymyxin B-free medium
for 3 days the MIC of isolates growing at 64 (Ig/mL remained the same for two
isolates and decreased 1- to 2-fold dilutions for the other ten (Table 2). Polymyxin B
MICs after 60 day storage (performed in four isolates) were exactly the same of the

MIC of baseline.

Discussion

Our study for the first time investigated the presence of hetero- and adaptive
resistance to polymyxin B in unrelated OXA-23-producing CRAB isolates.
Additionally, the stability of these phenomena was evaluated in two distinct
conditions. Since the susceptibility breakpoint for polymyxin B according to CLSI is 2

[g/mL [13], real hetero-resistance for polymyxin B was not found in any isolate,
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differently from previous studies with colistin [9,15,16]. However, the presence of
“higher MIC” subpopulations, within the susceptibility range, was detected in 90% of
tested isolates, including at least one isolate representative of each of the 15 clones.
These “higher MIC” subpopulations presented MICs 2- to at least 4-fold dilutions
higher than the original population.

The presence of adaptive resistance to polymyxin B could be shown in 55% of 22
tested isolates (present in 7 of 15 clones), all demonstrating high-level resistance to
polymyxin B (MIC = 64 [1g/mL). Although some molecular mechanisms of adaptive
resistance to polymyxins, such as mutations in pmrCAB and IpxA gene in A.
baumannii [17, 18] and PhoP-PhoQ, PmrA-PmrB and recently ParR-ParS in P.
aeruginosa [19], have been characterized, its presence has not been systematically
evaluated. Thus, our study further suggests that adaptative resistance might be most
common than possibly expected, at least in CRAB, since approximately half of tested
clones showed such adaptive phenotype. Indeed, the frequency would be even
higher since the agar plate with the lowest polymyxin B concentration had 0.25
[g/mL of the drug, and although seven isolates with MIC <0.125 [Ig/mL still have
growth on these plates, three have not, and it could occurred if initial plates were
prepared with lower concentrations; This was not done owing to technical limitations.

The present study also showed that the MIC of the “higher MIC” subpopulations
remained stable after 4-days into antimicrobial-free medium, but returns to the MIC of
the original population after storage at -80°C, suggesting that it might involve some
molecular basis also associated with an unstable phenotype. As expected, since
without the drug-sustaining effect the adaptive resistance is unstable, the MICs of

resistant isolates selected in the adaptive resistance experiment decreased 1- to 2-
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fold dilutions after serial passage into antimicrobial-free medium and all tested
isolates returns to the baseline level after the storage at -80°C.

Only one isolate that has presented adaptive resistance has not presented “higher
MIC” subpopulation in PAP. It belongs to the clone A, which has other three isolates
tested in both experiments, all showing the presence of both phenomena. It is also
interesting that these latter three isolates were identical by typing while the former
showed 92% of similarity with these latter ones (data not shown). Another isolate has
neither presented “higher MIC” subpopulation nor adaptive resistance and belongs to
a clone with two representative isolates among the 80 CRAB typed in this study.

Unfortunately, we were not able to determine the molecular determinants of these
phenotypes in this study. We also could not determine if the absence of real hetero-
resistance (i.e. presence of subpopulations with MICs higher than the susceptibility
breakpoint) was a specific characteristic of polymyxin B, and would occur with
colistin, or “higher MIC” subpopulations within the susceptibility range was only
detected, instead of subpopulations with “resistance MICs” because the baseline MIC
of half of the tested isolates were very low (£0.125 [ig/mL).

In summary, our study showed that the presence of “higher MIC” subpopulations
in CRAB isolates was extremely common. Additionally, high-level adaptive resistance
was also very frequent. The clinical significance of each phenomenon should be
further investigated, since both may potentially affect the outcomes of patients on

therapy with polymyxins.
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Table 1. Results of population analysis profile (PAP) of selected carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii isolates

Strain  PFGE Broth Highest concentration where Frequency of MIC after 4 days daily MIC after 75
group MIC growth occurred in population appearance of passages in drug-free days storage
(mg/L) analysis (mg/L) subpopulations (PAP) medium (mg/L) (mg/L)
1 A <0.125 1 6.6 x 10” 1 <0.125
2 A <0.125 2 6 x 10° 2 <0.125
3 A 0.25 NG NA NA NA
4 A <0.125 1 1x107 1 NP
5 A 0.25 1 5x10° 1 NP
6 A 0.25 1 1.5x 10° 1 NP
7 B <0.125 0.5 5x 10 0.5 <0.125
8 B 0.25 1 2.5x107 1 0.25
9 B <0.125 0.5 1x10° 0.5 NP
10 C <0.125 1 1.2 x10° 1 <0.125
11 C 1 1 NA 1 1
12 C <0.125 1 7.1x10° 1 NP
13 D <0.125 1 1.3x10°® 1 NP
14 D <0.125 1 3.3x10° 1 NP
15 E 0.25 1 1x10° 1 NP
16 F 0.5 2 8.3x107 2 1

63



Table 1. Continued

Strain  PFGE Broth Highest concentration where Frequency of MIC after 4 days daily MIC after 75
group MIC growth occurred in population appearance of passages in drug-free days storage
(mg/L) analysis (mg/L) subpopulations (PAP) medium (mg/L) (mg/L)
17 F <0.125 1 1x10° 1 <0.125
18 G 0.25 1 75x10° 1 0.25
19 H 0.25 1 3.3x 10" 1 0.25
20 I 0.25 2 3.3x10° 2 1
21 | 0.5 1 3x10° 1 1
22 J 0.25 1 1.4 x 10™ 1 0.25
23 K 0.25 NG NA NA NA
24 L <0.125 0.5 1.5x10° 0.5 <0.125
25 L <0.125 1 4x10* 1 NP
26 M <0.125 1 6.2 x 10™ 1 <0.125
27 N 0.5 2 6.6 x 10° 2 1
28 N <0.125 0.5 1.5x107 0.5 NP
29 o) <0.125 1 5x 107 0.5 0.5

PAPs, population analysis profiles; NA, not applicable; NG, no growth; NP, not performed.
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Table 2. Results of adaptive resistant experiments of selected carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii isolates

Strain PFGE Broth Presence of higher Highest concentration of MIC after 3 days daily MIC after 60
group MIC polymyxin B MIC polymyxin B where growth passages in drug-free days storage
(mg/L) subpopulations was observed (mg/L) medium (mg/L) (mg/L)
2 A <0.125 2 64 32 NP
3 A 0.25 NA 64 16 NP
5 A 0.25 1 NG NA NA
6 A 1 1 64 16 NP
7 B <0.125 0.5 64 16 NP
8 B 0.25 1 64 16 NP
9 B <0.125 0.5 64 16 NP
10 C <0.125 1 64 32 <0.125
12 C <0.125 1 64 16 NP
14 D <0.125 1 NG NA NA
15 E 0.25 1 NG NA NA
16 F 0.5 2 NG NA NA
17 F <0.125 1 NG NA NA
18 G 0.25 1 64 =64 NP
19 H 0.25 1 NG NA NA
20 | 0.25 2 NG NA NA
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Table 2. Continued

Strain  PFGE Broth Presence of higher Highest concentration of MIC after 3 days daily MIC after 60
group MIC polymyxin B MIC polymyxin B where growth passages in drug-free days storage
(mg/L) subpopulations was observed (mg/L) medium (mg/L) (mg/L)
22 J 0.25 1 64 16 0.25
23 K 0.25 NA NG NA NA
24 L <0.125 0.5 64 16 <0.125
26 M <0.125 1 64 =64 <0.125
27 N 0.5 2 NG NA NA
29 0] <0.125 1 NG NA NA

NA, not applicable; NG, no growth; NP, not performed.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

¢ Neste estudo ndo foi detectado a presenca de subpopulacdes de isolados de

A. baumannii heterorresistentes frente a polimixina B;

e Subpopulacfes de isolados de A. baumannii com uma CIM maior (de 2 a 4

diluicbes maiores) que a original foi alta neste estudo;

e O estudo mostra que estabilidade das subpopulaces com CIMs maiores
permaneceram estaveis apés 4 dias em meio livre de antibidtico, mas

retornaram a CIM original ap6s o armazenamento a -80°C;

e A resisténcia adaptativa foi relatada em mais da metade dos isolados
testados, mostrando um fendbmeno comum neste estudo. Todos os isolados

apresentaram alto nivel de resisténcia a polimixina B (CIMs de 64 pg/mL);

e Somente um isolado apresentou resisténcia adaptativa e nao apresentou

subpopula¢cdo com uma CIM maior;

e A resisténcia adaptativa mostrou-se instavel, diminuindo, entre 1 e 2 diluicdes,
apos o cultivo, em dias consecutivos, em meio livre de antibiético, e voltando

para a CIM original ap6s o armazenamento a -80°C;

e Os resultados deste estudo nos permitem sugerir que ambos os fenbmenos
podem envolver mecanismos moleculares associados, tanto ao
desenvolvivmento de subpopulacdes como a resisténcia induzida. Assim,
estudos moleculares devem ser realizados para melhor compressao desses

fenadtipos.
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