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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um dos principais patdégenos associados a
infeccbes nosocomiais, incluindo pneumonias, meningites secundarias,
infeccbes urinarias e bacteremias. Esse microrganismo apresenta uma grande
capacidade de se disseminar, além de adquirir novos mecanismos de
resisténcia. Devido a essas propriedades, numerosos surtos de Acinetobacter
baumannii multirresistente tém sido relatados em diversos paises, inclusive no
Brasil. O objetivo deste estudo foi analisar mecanismos envolvidos na
resisténcia em Acinetobacter baumannii, avaliando a relagdo de elementos
promotores com o aumento da resisténcia aos carbapenémicos, além de
analisar a presencga de integrons envolvidos na disseminagdo de genes de
resisténcia. Este foi um estudo transversal experimental no qual foram incluidas
amostras provenientes de cinco hospitais da cidade de Porto Alegre obtidas no
periodo de julho de 2007 a junho de 2008. Foram selecionados 41 isolados
resistentes aos carbapenémicos representantes de diferentes clones
determinados por pulsed field gel eletrophoresis (PFGE) além de 17 amostras
sensiveis aos carbapenémicos, totalizando 58 isolados no estudo. Todos os
isolados analisados apresentaram o gene blaoxasiike Ccaracterizando a
espécie A. baumannii. Integrons de classe 2 foram os mais prevalentes (50;
86.2%) nos isolados testados, entretanto, integrons de classe 1 (15; 25.9%)
também foram detectados. O elemento de insercédo ISAbal foi evidenciado em
associagao com o gene blapxa-23.ike €M 36 isolados resistentes, e demonstrou
uma significativa relacédo (p<0,001) com o aumento das concentragdes
inibitérias minimas (MICs) dos carbapenémicos imipenem e meropenem. A
associacido de ISAbal com blapxa-si-ike NA0O apresentou relacdo com aumento
das MICs para os carbapenémicos. A partir dos dados mostrados nesse
trabalho, demonstramos a importancia do elemento ISAbal, quando associado
ao gene Dblapxa2sike, NO aumento dos niveis de resisténcia aos
carbapenémicos meropenem e imipenem. A presenca de integrons em todos
os isolados resistentes aos carbapenémicos reitera a importancia desses
elementos na disseminacdo de determinantes da resisténcia entre isolados de

A. baumannii.
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1. INTRODUGAO

Desde a década de 70, bactérias do género Acinetobacter tém sido
amplamente reconhecidas como importantes patdégenos envolvidos em
infecgdes nosocomiais incluindo bacteremias, infecgdes do trato urinario,
pneumonias e meningites, contudo, seu principal papel esta relacionado a
pneumonia nosocomial, particularmente pneumonia associada a ventilagao
mecanica em pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI). Essas infec¢des
sdo de dificil tratamento devido a resisténcia dessas bactérias a um grande

grupo de antimicrobianos [1,2].

Trinta e duas espécies de Acinetobacter ja foram reconhecidas e
descritas. Entre as diferentes espécies, Acinetobacter baumannii € considerada
a de maior importancia clinica. Diversos estudos indicam que esta € a principal
espécie relacionada a surtos de infeccdo hospitalar, inclusive apresentando

perfis de multirresisténcia e até mesmo pan resisténcia em alguns locais [3].

Acinetobacter baumannii encontra-se amplamente distribuido no
ambiente hospitalar, possuindo caracteristicas unicas entre as bactérias gram-
negativas que favorecem sua persistétncia nesse ambiente. Esse
microrganismo encontra-se distribuido na natureza, principalmente na agua e
no solo, necessitando de condicbes simples para seu crescimento, ja que
utiiza uma larga variedade de substratos como fontes de carbono. Esta
versatilidade nutricional, facilita a adaptacdo destas bactérias ao meio

ambiente, podendo ser isoladas até mesmo em geleiras [4,5].

Fatores de risco que predispéem a infecgbes causadas por A. baumannii
incluem hospitalizagdo por periodos prolongados, cirurgias, procedimentos
invasivos como catéteres ou ventilagdo mecanica, falha cardiovascular ou

respiratoria, permanéncia em UTls e terapias antimicrobianas prévias [2,3].

Até o inicio dos anos 70, infeccbes nosocomiais por A. baumannii eram
tratadas com sucesso com gentamicina, minociclina, acido nalidixico,

ampicilina, ou carbenicilina, tanto sozinhos quanto combinados, entretanto,
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taxas de resisténcia em elevagdo comegaram a ser divulgadas entre 1971 e
1974 [6]. Desde a década de 90 tem sido documentado um aumento na
incidéncia de isolados resistentes aos carbapenémicos. Desde entdo, a
resisténcia ao imipenem tem-se elevado drasticamente, tornando-se um evento
global [7]. A resisténcia aos carbapenémicos tem sido associada
principalmente a produgao de oxacilinases (OXAs) e menos frequentemente,

metalo-B-lactamases (MBLs) [8].

A presenca do elemento de insercdo ISAbal localizado upstream a
genes de resisténcia como blaoxa-23-ike, blaoxa-51-ike, Dlaoxa-s8-ike € bDlaampc tem
sido associado a um aumento na resisténcia aos carbapenémicos [9,10]. Além
disso, ISAbal possui a capacidade de mobilizar genes como blaoxa-23-ike,
tornando a disseminagcdo desses genes cada vez mais facilitada por esses

elementos genéticos méveis [11].

Outra causa importante do aumento da resisténcia em isolados de A.
baumannii é a presenga de integrons contendo cassetes génicos [12]. Mais de
130 diferentes cassetes contendo genes de resisténcia ja foram identificados
em integrons. Os genes contidos nesses cassetes sao capazes de contribuir
para a resisténcia a maioria das classes de antimicrobianos incluindo [3-
lactdmicos, todos os aminoglicosideos, cloranfenicol, trimetoprim,
estreptomicina, rifampicina, eritromicina, fosfomicina, lincomicina e quinolonas
[13,14].

A grande diversidade de eventos genéticos envolvidos na resisténcia de
A. baumannii aos antimicrobianos vem despertando a necessidade de estudos
a respeito desses determinantes da resisténcia. Com isso, o estudo de
determinantes da resisténcia a antimicrobianos, além da avaliacdo da sua
prevaléncia e disseminagdo em isolados de A. baumannii se torna de grande
importancia para o melhor entendimento da epidemiologia local desses

mecanismos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do Género

Acinetobacter spp. s&o microrganismos de vida livre presentes no
ambiente (agua, solo e alimentos). O género esta classificado dentro da familia
Moraxellaceae e compreende cocobacilos gram-negativos, estritamente
aerobios, imoveis, oxidase negativa, catalase positiva e com conteudo de G+C
de 39% a 47% [1,2]. Esses microrganismos crescem em agar sangue formando
colénias branco-acinzentadas e em agar MacConkey com col6nias levemente
rosadas normalmente cremosas, que podem eventualmente ter aspecto
mucdide [1]. A temperatura 6tima de crescimento é de 34-35°C, entretanto
alguns isolados da agua sao psicotroficos, podendo crescer em
temperaturas de 4-30°C [15].

2.2 Taxonomia

A histéria do género Acinetobacter inicia-se em 1911 quando Beijerinck,
um microbiologista holandés descreveu um microrganismo isolado do solo,
denominado Micrococcus calcoaceticus. Com o passar das décadas,
microrganismos similares foram descritos e denominados com pelo menos 15
diferentes géneros e espécies, incluindo Diplococcus mucosus, Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi,
Herellea  vaginicola, Bacterium anitratum, Neisseria  winogradskyi,

Achromobacter mucosus entre outros [15].

A designagcdo Acinetobacter (akinetos, do grego, ndo movel) foi
inicialmente proposta por Brisou & Prévot, em 1954, com objetivo de separar os
microrganismos moveis dos ndo moveis [1]. Baseado em dados taxondmicos

mais recentes, foi proposto que membros do género Acinetobacter deveriam
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ser classificados na nova familia  Moraxellaceae, da ordem
Gammaproteobacteria, que inclui os géneros: Moraxella, Acinetobacter,

Psychrobacter e organismos relacionados [16].

Em 1986, Bouvet & Grimont publicaram uma classificagdo baseada em
estudos de hibridizagdo de DNA-DNA que possibilitaram distinguir 12
genomoespécies de Acinetobacter. Algumas destas, receberam nomes como
A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonni, A. junii e A.
lwoffii [1,17]. A partir desta classificacdo, Bouvet e Jeanjean, Tjernberg e Ursing
e Nishimura e colaboradores realizaram estudos que levaram a identificagao de
novas genomoespeécies, incluindo a espécie A. radioresistens que corresponde
a antiga genomoespécie 12 descrita previamente por Bouvet & Grimont em
1986 [18-20].

Testes fenotipicos de identificacdo se mostraram muito Uteis na
identificacdo de muitas, mas n&o todas espécies de Acinetobacter. Em
particular, espécies como A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pitti e A.
nosocomialis (anteriormente denominadas 3 e 13TU, respectivamente) nao
podem ser separadas por testes fenotipicos devido ao seu alto grau de
similaridade [3,21]. A partir dessa dificuldade na distincdo dessas espécies foi
proposto agrupa-las em um complexo chamado A. baumannii- A. calcoaceticus
[22] .
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2.3 Infecgbes causadas por A. baumannii

A. baumannii é caracterizado como sendo um patégeno oportunista
causador de infecgdes nosocomiais em pacientes imunocomprometidos, com
doengas graves, ou que estejam submetidos a procedimentos invasivos. Nos
ultimos anos, esse patdégeno vem se tornando a maior causa de infecgdes

nosocomiais associadas com uma significativa morbimortalidade [23,24].

As principais infec¢gdes associadas a esse patdégeno sdo pneumonia
associada a ventilagdo mecanica, infecgdes do trato urinario, meningites
secundarias, endocardites, infecgdes na pele ou tecidos moles e bacteremias
[1,2]. Os fatores de risco que predispdem individuos a desenvolver essas
infeccbes incluem longa permanéncia no ambiente hospitalar, cirurgia prévia,
traumas por queimaduras, utilizacdo de catéteres ou tubos de drenagem,

prévia terapia antimicrobiana e severidade da doenca [2,3].

Embora o género Acinetobacter esteja diretamente relacionado a
infecgdes hospitalares, os relatos de infecgdes adquiridas na comunidade vém
aumentando. A. baumannii vem sendo descrito, embora eventualmente, como
um importante causador de pneumonia adquirida na comunidade [25]. A
maioria desses relatos tém sido associados a condigcdes como alcoolismo,

tabagismo, doenga pulmonar obstrutiva crénica e diabetes mellitus [3,25].

Infeccbes causadas por Acinetobacter spp. associadas a desastres
naturais, como o terremoto ocorrido na Turquia em 1999, ou a guerras como a
do Iraque e Vietnad também vém sendo descritas [23,26]. Um grande numero de
infeccbes em feridas e queimaduras, além de casos de osteomelite causadas
por A. baumanniii multirresistente, foi descrito durante a guerra do lraque
[27,28]. Entretanto, os mecanismos exatos envolvidos no estabelecimento e

progresso dessas infecgcdes ainda nao estao totalmente elucidados.
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2.4 Tratamento das infecgdes causadas por A. baumannii

Os carbapénemicos (com excecdo do ertapenem) sdo antimicrobianos
B-lactdmicos de amplo espectro e alta poténcia contra bacilos gram-negativos
como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. e Burkholderia cepacia.
Atualmente sao considerados a melhor opgao terapéutica no tratamento de
infecgdes causadas por A. baumannii multirresistente [29,30]. O mecanismo de
acao desses antimicrobianos consiste na inativacdo da sintese de parede
celular pela ligagao do antimicrobiano as proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs) na bactéria. Essa ligacao ira interfererir nas ligagbes cruzadas do
peptideoglicano impedindo a transpeptidacdo final da parede celular
bacteriana. Como consequéncia, a parede celular ficara desestabilizada,

resultando na morte celular por ruptura devido a pressdo osmaotica [31].

Carbapenémicos possuem o6tima atividade bactericida e uma alta
estabilidade frente a acdo de [-lactamases. Entretanto, as taxas de
suscetibilidade de Acinetobacter sp. aos carbapenémicos podem variar
consideravelmente (maiores que 90% até menores que 32%), dependendo da
regido geografica avaliada. Em situagbes de resisténcia a esses
antimicrobianos, as opcodes terapéuticas tornam-se bastante limitadas, sendo

as mais estudadas tigeciclina e polimixinas [32].

Discordancias entre as taxas de suscetibilidade de imipenem e
meropenem tém sido descritas, portanto € importante que o resultado da
suscetibilidade aos dois carbapenémicos seja reportado ao meédico. Essa
discrepancia corrobora a idéia que diferentes mecanismos estdo envolvidos na
resisténcia aos carbapenémicos e que o perfil de suscetibilidade do imipenem
nao pode ser utilizado para predizer suscetibilidade ao meropenem e vice-
versa [33].

Programas de vigilancia ja documentaram que meropenem possui, de
fato, uma menor atividade contra cepas multirresistentes de A. baumannii

quando comparado ao imipenem na América do Norte e na Europa [34,35].



19

Esses resultados tém sido ratificados pelo Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY em regides geograficas distintas [36]. Embora estudos
ja confirmem uma melhor atividade do imipenem contra A. baumannii
multirresistente, |konomidis e colaboradores, utilizando 320 isolados de A.
baumannii de diversos hospitais da Grécia, observaram uma superioridade da
atividade de meropenem comparada ao imipenem. Essa discrepancia na
atividade dos dois carbapenémicos pode ser explicada por mecanismos de

resisténcia distintos disseminados em cada localidade [33,36].

Doripenem é um novo carbapenémico recém introduzido na Europa com
significativa atividade in vitro em isolados de A. baumannii. Esse
carbapenémico possui um espectro de acao similar aos demais, entretanto a
adicdo de um grupamento sulfamoil aminometil-pirrolidiniltiol contribui para uma
melhor atividade antibacteriana. Além da adicdo desse grupamento, doripenem
possui uma cadeia lateral 1-B-metil que permite uma estabilidade a
dehidropeptidase |, dispensando a necessidade do uso da cilastatina. Esse
antimicrobiano foi aprovado para uso em infecgdes no trato urinario e infeccoes

intra-abdominais complicadas no Brasil [37].

Nordmann e colaboradores realizaram um estudo com objetivo de
comparar a atividade de doripenem, meropenem e imipenem em infeccoes
causadas por Acinetobacter sp. em pacientes hospitalizados na Europa,
Oriente Médio e Africa. Os autores observaram que os trés antimicrobianos
demonstraram pouca atividade - aproximadamente 55% de suscetibilidade -
sobre Acinetobacter baumannii. Entretanto, 14,9% dos isolados resistentes ao

imipenem e meropenem se mostraram sensiveis ao doripenem [38].

2.5 Mecanismos de Resisténcia

Desde a ultima década, a continua pressdo seletiva exercida por
diferentes antimicrobianos tem resultado em cepas portadoras de mecanismos

de resisténcia adicionais — novas proteinas ligadoras de penicilina,
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mecanismos enzimaticos, mutacdo de sitios alvo, aumento da expressao de
bombas de efluxo e alteragdo na permeabilidade da membrana - que levam a
uma diminuicdo da susceptibilidade ou, até mesmo, a resisténcia plena a

multiplos antimicrobianos [39].

Estudos demonstram que até a década de 70, as infeccbes causadas
por A. baumannii eram tratadas com sucesso utilizando-se gentamicina,
minociclina, acido nalidixico e ampicilina. Os primeiros relatos de resisténcia as
penicilinas, cefalosporinas de primeira e de segunda geracao,
aminoglicosideos, cloranfenicol e tetraciclinas foram documentados entre os
anos de 1971 e 1974 [2].

A Sociedade de Doencas Infecciosas da América recentemente
identificou A. baumannii como um dos seis patdégenos particularmente
problematicos em termos de disponibilidade de antimicrobianos devido ao
aumento de seus mecanismos de resisténcia [40]. Atualmente, surtos de A.
baumannii apresentando fenétipos de multirresisténcia vém sendo reportados
em diversos hospitais na Europa, América do Norte, Argentina, Brasil, China,

Taiwan, Hong Kong além de outras localidades [41-44].

Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos podem ser intrinsecos
ou adquiridos, sendo ambos observados em A. baumannii. Mecanismos
intrinsecos ocorrem a partir da expressdao de genes encontrados no
cromossomo bacteriano como, por exemplo, sistemas de efluxo, B-lactamases
do tipo AmpC de bactérias gram-negativas e outras enzimas capazes de
inativar antimicrobianos como aminoglicosideos e quinolonas. Os mecanismos
adquiridos envolvem mutagdes de genes alvo dos antimicrobianos e
transferéncia de determinantes de resisténcia encontrados em plasmidios,

transposons, bacteriéfagos ou outros elementos genéticos moveis [45].

Essa resisténcia adquirida pode resultar da mutagdo de genes
regulatorios ou estruturais, da aquisigdo de genes de resisténcia veiculados por
elementos genéticos moveis ou da combinagdo de ambos os mecanismos [46].
A aquisi¢ao desses elementos tem sido relacionada com o desenvolvimento de

multirresisténcia em A. baumannii. Isso se deve a propriedade desses
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elementos de captar e disseminar genes de resisténcia como oxacilinases,
metalo-B-lactamases, enzimas modificadoras de aminoglicosideos, entre outros
[47].

Diversos mecanismos estao envolvidos na resisténcia em A. baumannii
(Tabela 1). Essa resisténcia ocorre principalmente devido a mecanismos
enzimaticos, como a produgdo de [(-lactamases, no entanto, existem outros
mecanismos envolvidos como bombas de efluxo, perda de porinas e

modificagao de sitio alvo [3].

A multirresisténcia em A. baumannii tem sido relatada durante os ultimos
15 anos, provavelmente como consequéncia do uso abusivo de agentes
antimicrobianos [8]. Embora essa participacdo dos antimicrobianos na selecao
de bactérias resistentes ja esteja bem elucidada, a facilidade de disseminagéo
de genes de resisténcia também tem sido fundamental para a rapida evolugéo
da resisténcia a uma grande variedade de antimicrobianos nao relacionados
entre diversas bactérias. Esse fenbmeno de resisténcia aos antimicrobianos é
um excelente exemplo do impacto da transferéncia horizontal na adaptagéo

das bactérias [48].

Muitos genes acessorios adquiridos por transferéncia horizontal formam
as conhecidas ilhas gendmicas. Essas ilhas causam um grande impacto na
plasticidade e evolugdo bacteriana, na disseminagédo da resisténcia a alguns
antimicrobianos e genes de viruléncia, e na formacéo de vias catabdlicas em
certas bactérias [49]. Analises de sequéncias do genoma de isolados de A.
baumannii multirresistente revelaram a presencga de diversas ilhas gendmicas
(AbaR1, R2, R3 e R5) contendo multiplos genes de resisténcia que
provavelmente foram adquiridos de outras bactérias gram-negativas [50].

A rapida disseminacao global de A. baumannii resistentes a todos os [3-
lactdmicos, inclusive aos carbapenémicos, demonstra o potencial desse
microrganismo de responder a pressao seletiva ambiental. Essa elevada
plasticidade genética favorece a captacdo de genes de reservatorios
ambientais e, além disso, pode ocorrer a hiperexpressdo de mecanismos

intrinsecos como bombas de efluxo e uma baixa permeabilidade da membrana
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externa. Esse aumento da resisténcia de A. baumannii aos antimicrobianos
torna o tratamento empirico e as decisdes terapéuticas cada vez mais dificeis
[32].
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2.6 Resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii

O uso crescente de carbapenémicos no ambiente hospitalar é
decorrente da maior prevaléncia de bacilos gram-negativos resistentes as
cefalosporinas de espectro ampliado. O aumento do uso dos carbapenémicos
vem exercendo uma pressao seletiva sobre a microbiota hospitalar, o que pode
estar ocasionando um aumento nos niveis de resisténcia de A. baumannii a
esses antimicrobianos, além disso, um alto escore no APACHE Il e
malignidade também estdo associados ao surgimento de isolados resistentes

aos carbapenémicos [8, 51].

A resisténcia aos carbapenémicos foi descrita a partir da década de
1990 e desde 1997 cepas de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos
tém sido reportadas como endémicas [52]. Até 2007, as taxas de
susceptibilidade ao imipenem descritas na América Latina e Asia eram muito

menores quando comparadas a Europa e América do Norte [53].

Esta diminuicdo da suscetibilidade aos carbapenémicos €& conferida
principalmente pela produgdo de carbapenem-hydrolyzing class D enzymes
(CHDLs) e menos frequentemente, metalo-B-lactamases. No entanto, o
aumento da resisténcia aos carbapenémicos também pode estar relacionado a
outros mecanismos como a redug¢ao da permeabilidade da membrana externa
causada pela perda ou expressido reduzida de porinas, superexpressao de

bombas de efluxo e, menos frequentemente, alteracdo nas PBPs [8,54].
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2.6.1 B-lactamases

B-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico,
tornando o antimicrobiano inativo e impedindo que ele apresente atividade
sobre enzimas que atuem na sintese da parede celular bacteriana. Esse é o
mais diverso grupo de enzimas associadas a resisténcia, e mais de cinquenta

diferentes enzimas ou formas alélicas ja foram identificadas em A. baumannii

3].

A classificagdo dessas enzimas esta baseada na sua sequéncia de
aminoacidos (classificagdo de Ambler) ou de acordo com sua fungéo
(classificacao de Bush) [55]. Segundo a classificagdo de Ambler, as [-
lactamases estéo divididas em quatro classes ( A, B, C e D), e ainda podem ser
separadas em serina-B-lactamases (classes A, C e D) e metalo-B-lactamases
(classe B). Entre as principais B-lactamases podemos citar AmpC, ESBL, e
carbapenemases [56,57]. A tabela 2 mostra as principais B-lactamases

envolvidas na resisténcia de A. baumannii.

A resisténcia mediada por B-lactamases é particularmente mais eficiente
em bactérias gram-negativas. Esse fato se deve ao acumulo dessas enzimas
no espaco periplasmatico, com a consequente inativacdo do B-lactamico antes

que esse se ligue as PBPs na membrana citoplasmatica [58].

Desde a década de 1980, a classe A de enzimas emergiu € vem se
disseminando  rapidamente  entre isolados clinicos da familia
Enterobacteriaceae. No entanto, desde 1990, casos de A. baumannii
produtores de ESBL tém sido reportados mundialmente. As enzimas ja
relatadas em A. baumannii sdo TEM -1 e -2 [3], PER -1 e -2 [3,59], VEB -1, -1a
e -3 [60,61], TEM -92 e -116[3], SHV -5 [62] e -12 [62,63], GES -11[64] e CTX-
M-2 [65]. Em 2010, foi reportado pela primeira vez a producao de KPC por A.

baumannii em Porto Rico [66].

A. baumannii possui AmpC de origem cromossomal, que, embora

produzida em baixos niveis, possui atividade relacionada a fendtipos de
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resisténcia intrinseca. Essa enzima € capaz de hidrolisar penicilinas e
cefamicinas e, em baixos niveis, oxiaminocefalosporinas como ceftazidima,
cefotaxima e ceftriaxona, e aztreonam. Em A. baumannii estas enzimas tém

sido denominadas ADC (Acinetobacter derived cephalosporinase) [67].

Estudos prévios relacionaram a presenca da sequéncia de insergao
ISAbal upstream ao gene ampC, com a hiperexpressédo desse gene. Foi
demonstrado que ISAbal fornece sequéncias promotoras que permitem um
aumento na expressdo de AmpC. Testes de inducdo de AmpC, utilizando
imipenem ou cefoxitina como indutores e cefalotina como substrato,

demonstraram que AmpC em A. baumannii ndo ¢é induzivel [68].

As B-lactamases da classe D (CHDLs) e B (metalo-B-lactamases) de
Ambler sdo as principais enzimas envolvidas na resisténcia de A. baumannii
aos carbapenémicos [8]. Cepas produtoras dessas carbapenemases tém sido
associadas a surtos de infeccdo hospitalar, como também, a um aumento da

mortalidade de pacientes infectados [8,69].
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2.6.2 Oxacilinases

As oxacilinases (OXA) sao enzimas pertencentes a classe D de Ambler
e inseridas no grupo 2d na classificagdo de Bush [56]. Essas enzimas possuem
uma serina em seu sitio ativo, localizada na posicdo 70 do sistema de
numeragcdo das enzimas de classe D. Oxacilinases usualmente n&o séo
inibidas por tazobactam, acido clavulanico e sulbactam, no entanto sua
atividade pode ser inibida por NaCl. NaCl na concentracdao de 100mM, é capaz
de inibir completamente a atividade da maioria das enzimas da classe D. Essa
propriedade nao €& compartilhada com -lactamases de outras classes,
podendo, portanto, ser uma caracteristica util para indentificagao in vitro desta

classe de enzimas [70].

As OXAs possuem a capacidade de hidrolisar oxacilina, amoxicilina,
metilcilina, cefaloridina e cefalotina. A designacdo OXA das B-lactamases de
classe D esta associada com a capacidade de hidrolisar a oxacilina ou a
cloxacilina como substratos preferenciais. Entretanto esta definicdo parece nao
ter mais valor, pois atualmente estes dois antimicrobianos sofrem fraca
hidrolise por estas enzimas ou até mesmo, em algumas condi¢gbes, ndao sao
hidrolisados [70].

Algumas B-lactamases da classe D possuem a capacidade de hidrolisar
carbapenémicos, sendo chamadas de CHDLs (Carbapenem-hydrolyzing class
D enzymes). No entanto, nenhuma dessas enzimas hidrolisa cefalosporinas de
espectro estendido, indicando que as oxacilinases ainda ndo se mostram
habeis a combinar a capacidade de hidrolise de carbapenémicos e

cefalosporinas [8,71].

De acordo com Queenan & Bush, a capacidade de hidrélise dos
carbapenémicos pelas CHDLs € baixa devido ao baixo turnover dessas
enzimas [55]. A capacidade dessas enzima de hidrolisar carbapenémicos é de
100 a 1000 vezes menor quando comparada as MBLs [8]. Deste modo, outros

mecanismos de resisténcia (efluxo ou diminuicdo da permeabilidade) além de
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elementos de insercdo como ISAbal, podem ser necessarios para que as
concentragdes inibitérias minimas (MICs) do imipenem e meropenem elevem-

se acima dos pontos de corte de resisténcia estabelecidos [55,57].

As CHDLs estao divididas em cinco subgrupos filogenéticos de acordo
com sua sequéncia de aminoacidos: b|aOXA_23-|ike, bIaOXA_51-|ike, b|aOXA_24/4o-|ike,
blaoxa-ss-ike € blaoxa-143. No Brasil, ja foram relatados isolados de A. baumannii

contendo blaoxa-23-iike, blaoxa-se-ike, Plaoxa-s1-ike € blaoxa-143 [72].

Todas as CHDLs em A. baumannii estdo localizadas no cromossomo.
No entanto, com excegcdo do gene Dblapxas1ike, €5S€S genes nao sao
considerados ubiquitarios ao genoma desta espécie. O conteudo de G+C do
gene blapoxas1ike Vvaria de 39 a 40%, coincidindo com os valores encontrados
em genes de A. baumannii [2]. O conteudo de G+C do restante das
oxacilinases varia de 34 a 38%, demonstrando que esses genes podem estar

presentes em outras espécies [72].

O primeiro isolado de A. baumannii com serina-B-lactamase capaz de
hidrolisar imipenem foi relatado em 1993 na Escocia e primeiramente
denominado de ARI-1 (Acinetobacter resistant imipenem). O gene blaARI-1 é
composto por 882pb e traduz uma proteina de 273 aminoacidos que
demonstra uma sequéncia homdloga a das enzimas da classe D (grupo 2d).
Assim, ARI-1 foi considerada uma [(-lactamase de classe D e recebeu a
denominacdo alternativa de OXA-23. Apds essa descoberta, foram

identificadas diversas variantes dessa familia de enzima [73].

Estudo realizado por Poirel e colaboradores descreve a espécie
Acinetobacter radioresistens como sendo o reservatorio natural do gene blapxa-
231ike; O qual pode ter sido transferido para A. baumannii. 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 blapxa-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 [74].
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A presenca do gene blapxa-2sike €m isolados de A. baumannii ja foi
observada tanto em DNA plasmidial quanto cromossomal associado a diversas
estruturas génicas como Tn2006, Tn2007, ISAbal, e Tn2008. No transposon
Tn2006, blapxa23 esta flanqueada por duas cépias da sequéncia de insercao
ISAbal, localizadas em diregcdes opostas. Tn2008 €& muito similar ao Tn2006,
no entanto contém apenas uma cépia da sequéncia ISAbal, que no Tnh2007 é
substituida pela sequéncia de insergdo ISAba4 adjacente ao gene da blaoxa-2s-
ike (Figura 1) [75].

O gene blapxa-23iike €std unicamente relacionado a A. baumannii, com
excec¢ao de um unico relato em Proteus mirabilis no ano de 2002 [57]. Desde
sua descoberta, blapxa2sike €Sta sendo apontado como fonte de surtos de
infeccdo nosocomial por diversos continentes, incluindo paises como Brasil,
Reino Unido, Coréia, Taiti, China, Iraque, Afeganistdo, Bulgaria e Polinésia
Francesa [43,76-80].

Até recentemente, as CHDLs haviam sido reportadas apenas em A.
baumannii, no entanto pesquisadores espanhois identificaram a producao de
OXA24/40-like em amostra clinica de Pseudomonas aeruginosa. Esse estudo
evidenciou que blapxa-24140 €stava inserido em um plasmidio idéntico ao
encontrado em A. baumannii, comprovando o potencial de disseminacao inter-
espécie desses determinantes da resisténcia [81]. O gene blapxa-24-ike tem sido
descrito desde 1996 na Peninsula Ibérica, nos Estados Unidos, na China, na
Coréia do Sul, em Taiwan e no Bahrein [82]. Em 2011 a variavel blagxa-72 foi

descrita pela primeira vez no Brasil [83].

A ocorréncia de blapxass.iike €m Acinetobacter spp. esta disseminada
mundialmente e fortemente associada a resisténcia aos carbapenémicos,
assim como a outros B-lactdmicos, fluorquinolonas e aminoglicosideos. O
primeiro relato de A. baumannii contendo blaoxa-ss.ike OCOrreu na Frangca em
2003, e subsequéntemente esta enzima foi identificada em amostras de surtos
em um hospital francés, e em paises do sul e leste europeu [84,85]. Figueiredo
e colaboradores relataram o primeiro isolado de A. baumannii contendo blaopxa-

s8-ike NA cidade do Rio de Janeiro, Brasil [85].
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O primeiro relato do gene blapxast em A. baumannii ocorreu na
Argentina em isolados nao relacionados geneticamente, no ano de 2004.
Entretanto, desde entéo, ja foram reportadas diversas variantes desse gene
(OXA-64, -65, -66, -67, -68, -69, -70, -71, -75, -76, -77, -83, -84, -86, -87, -88, -
89, -91, -92, -94 e -95), portanto nos referimos ao gene como blaoxa-51-ike
[86,87].

A partir da descoberta dessa enzima, foi realizado um estudo, com
objetivo de caracteriza-la, que evidenciou uma grande afinidade da OXA-51
pelo imipenem, no entanto ndo foram observadas propriedades cinéticas sobre
0 meropenem [88].

O gene cromossomal blaoxasiike tem sido muito utilizado como
marcador da espécie A. baumannii pelo fato de ser intrinseco a mesma [105].
No entanto, Lee e colaboradores evidenciaram pela primeira vez esse gene em
outra espécie de Acinetobacter (genomoespécie 13TU, atualmente designada

A.nosocomialis) [89].

Estudos ja relacionaram a presenca do elemento ISAbal upstream ao
gene blapxas1ike com fendtipos de resisténcia aos carbapenémicos. Esses
dados demonstram, que apesar de intrinseco, a presenga desse gene
associado a um elemento de insercdo pode acarretar em uma diminuicdo da

suscetibilidade aos carbapenémicos [9,90].

2.6.3 Metalo-B-lactamases

As metalo-B-lactamases (MBL) sdo enzimas pertencentes a classe B de
Ambler e ao grupo 3 da classficagao de Bush & Jacoby [75]. Embora as MBL
sejam menos encontradas em A. baumannii do que as oxacilinases, essas
enzimas possuem uma capacidade hidrolitica contra carbapenémicos de 100 a
1000 vezes maior que das oxacilinases, além de serem resistentes a inibidores
de B-lactamases como sulbactam e clavulanato [8,91]. As MBL sao capazes de

hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, mas nao possuem atividade contra o
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aztreonam. O zinco € o principal cofator dessa enzima e, devido a essa
caracteristica, as MBL perdem sua atividade na presenca do EDTA, um

quelante de zinco e outros catios bivalentes [74].

A partir da década de 90, novos genes que codificam MBL foram
descritos em patdégenos clinicamente importantes como Pseudomonas sp.,
Acinetobacter sp., e membros da familia Enterobacteriaceae [92]. Esses novos
genes que codificam MBLs estao inseridos em elementos genéticos moveis tais
como transposons e integrons. Esses elementos sdo capazes de promover a
disseminagdo desses genes, conhecidos portanto como MBL mdveis ou
adquiridas. Os genes que codificam as enzimas IMP (imipenemase), VIM
(Verona imipenemase) e GIM (German imipenemase) estdo inseridos em
cassetes génicos localizados em integrons de classe 1. Os genes codificadores

de IMP também podem ser encontrados em integrons de classe 3 [93].

Até o momento, existem poucos relatos de MBL em Acinetobacter sp. O
primeiro caso ocorreu na ltalia, com um isolado produtor de IMP-2. A variante
IMP-1 foi identificada no Japéo, Italia e Coréia do Sul. No Brasil, houve apenas
uma descricdo de A. baumannii produtor de IMP-1. A cepa produtora de MBL
foi isolada de uma paciente internada no Hospital Sdo Paulo no ano de 2001, e

se mostrou resistente ao imipenem, meropenem e cefalosporinas [94,95].

2.7 Elementos Genéticos Moveis

2.7.1 Elementos transponiveis

Grande parte das transposicdes no DNA bacteriano envolvem elementos
transponiveis. Esses elementos também chamados de transposons, possuem
a habilidade de se mover dentro do genoma bacteriano, podendo se translocar
de um sitio a outro do DNA, assim como de uma molécula de DNA para outra,

como por exemplo, de um plasmidio a outro ou de um plasmidio para o



31

cromossomo [96,97]. A transposigdo para outros sitios do genoma é
considerada uma das principais causas de rearranjos no DNA bacteriano, que

consequentemente podera causar mudangas na expressao génica [98].

A estrutura basica de um transposon € composta por uma proteina
chamada transposase, responsavel pela mobilidade deste elemento. As
extremidades dos transposons geralmente sdo formadas por short inverted
repeats (IRs), caracterizadas como sequéncias necessariamente idénticas ou
muito similares que agem como sitios de ligacédo para as transposases. As IRs
sao normalmente compostas por 15-40pb, embora raros transposons possam
possuir IRs com 80-150pb, contendo multiplos sitios de ligagdo para as

transposases [98].

Durante os eventos de transposi¢cdao, as IRs sao mantidas nas
extremidades dos transposons, isso facilta a insercdo na qual ambas
extremidades precisam ser ligadas no mesmo sitio. Se o elemento carrega
consigo apenas a capacidade e fungdo de transposigdo, além de possuir um
tamanho de 1-2 kb, esse € chamado de sequéncia de insergcéo (IS). Se o
elemento codificar outras funcdes além da transposi¢cao, como por exemplo,
genes que promovam resisténcia a antibiéticos, esse elemento é chamado de

transposon [97].

Transposons podem variar seu tamanho de 3 kb até 40 kb, carregando
consigo até dezenas de genes. Esses elementos séo divididos em dois grupos:

transposons compostos e transposons complexos [97].

Transposons compostos possuem em sua regido central genes de
resisténcia, além disso sdo flanqueados por sequéncias de insergao (IS). Essas
IS podem se transpor ou mobilizar o transposon inteiro junto consigo. Os
elementos IS codificam uma transposase responsavel tanto pela criagdo de um
sitio de ligagao do transposon, quanto pelo reconhecimento das extremidades
do mesmo. Esse tipo de transposon pode ser encontrado tanto em bactérias

gram-positivas quanto gram-negativas [98].
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Transposons complexos possuem uma estrutura genética mais
complexa quando comparado a elementos IS ou transposons compostos. O
classico transposon complexo € o Tn3, derivado do plasmidio de resisténcia R1
[99] . Esse transposon codifica a B-lactamase TEM-1, que confere resisténcia a
ampicilina, carbenicilina e cefalosporinas de primeira geragdo. Tn3 esta
amplamente distribuido em bactérias ambientais ou do ambiente hospitalar,
como as da familia Enterobacteriaceae ou Pseudomonas aeruginosa, sendo

também comumente encontrado em plasmidios [97].

Elementos transponiveis podem promover rearranjos no genoma direta

ou indiretamente:

e O evento da transposicdo pode por si sO causar delecoes,
inversdes ou até mesmo levar a movimentagcao de uma sequéncia

para outro local do hospedeiro.

e Transposons servem como substratos para sistemas de
recombinagao celular agindo como “regides de homologia”; duas
copias de um mesmo transposon em posi¢des diferentes no
cromossomo podem servir como sitios de recombinacdo. Essas
trocas podem resultar em delegdes, insercdes, inversdes e

translocacgdes [98].

A partir desses eventos de transposicao, bactérias podem adquirir uma
vantagem seletiva sobre aquelas que néo sofreram rearranjo, permanecendo
mais tempo no ambiente e adquirindo maior capacidade de propagacao.
Entretanto, como ja citado acima, transposigdes no genoma bacteriano também
podem causar dele¢des ou inativagbes de genes que podem, por sua vez,

conferir danos a bactéria.
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2.7.2 Sequéncias de Insergao (IS)

As sequéncias de insercao (IS) bacterianas sao o tipo mais simplificado
de elemento transponivel, raramente ultrapassando o tamanho de 2kb. As IS
sao unidades autbnomas responsaveis por codificar proteinas que atuam
apenas na transposicdo desse elemento. Cada IS possui diferencas em suas
sequéncias, entretanto possuem algumas estruturas comuns em sua
organizagdo. Toda IS, possui pequenas IRs terminais que definem suas
extremidades, além de possuirem uma open reading frame (ORF), responsavel

por codificar uma transposase [97,98,100].

Quando uma IS se transpde, o sitio alvo de insercédo no hospedeiro se
duplica, formando as chamadas direct repeats (DRs). A sequéncia de cada
direct repeat varia de acordo com o evento de transposi¢gdo, mas a maioria
dessas sequéncias possui um comprimento de 9pb. Sequéncias de insercéo
podem se integrar a uma variedade de sitios do genoma do hospedeiro,
podendo ser encontrados no cromossomo ou em plasmidios. Essas
sequéncias de insercdo possuem preferéncias por determinadas regides do
genoma e seu numero de cépias pode variar de uma espécie para outra
[98,101].

As sequéncias de insercao podem causar mutagdes e rearranjos no
genoma bacteriano, aumentando a disseminagdo de determinantes de
resisténcia e viruléncia intra-espécies. As IS possuem papel importante na
disseminagao de genes de resisténcia pois fornecem mobilidade a esses genes
[97,98].

Além de possuirem papel de transposi¢cdo, algumas sequéncias de
insercdo atuam na ativagcdo ou no aumento da expressao de genes localizados
adjacentes a elas [100]. Essa ativacdo de genes vizinhos ja foi descrita em
diversas familias de sequéncias de insercdo como IS1, I1S2, IS3, 1S4, IS5 e

IS10. Esse fenbmeno pode ser devido a presencga de regides promotoras no
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elemento de inser¢ao ou pela formacao de novos promotores apos a insercao
[102].

A importancia dos elementos IS na resisténcia aos carbapenémicos em
A. baumannii tem sido bastante descrita. Estudos tém demonstrado que
alguns elementos IS, especialmente ISAbal, possuem um importante papel na
resisténcia de A. baumannii. O elemento ISAbal pertence a familia 1S4, possui
IRs de 11pb, além de estar flanqueado por DRs de 9pb [9,10,103]. Esses
elementos s&o considerados exclusivos de Acinetobacter baumannii,
entretanto, Segal e colaboradores identificaram o elemento ISAbal em isolados
de Acinetobacter Iwoffii sensiveis a todos antimicrobianos testados, exceto ao
cotrimoxazol. Nesse mesmo estudo, foi evidenciado que podem haver diversas

copias de ISAbal por genoma bacteriano [10].

ISAbal tem sido frequentemente encontrado na regido upstream de
genes como blaoxa-23, blaoxa-s1, blaoxa-ss € blaampc. Esse elemento de insergéo
fornece uma sequéncia promotora capaz de propiciar a hiperexpressao desses
genes de resisténcia. Em estudo realizado por Turton e colaboradores, os
autores sugerem que os genes blaoxa23 € blapxas1 conferem resisténcia aos
carbapenémicos quando acompanhados do elemento ISAbal [8,9]. ISAba2,
ISAba3 e ISAba4 também ja foram identificados localizados upstream aos

genes blapxa-ss € blaoxa-23 em isolados de A. baumannii [8,104].

O gene blapxa-23-ike pode ser encontrado flanqueado por duas copias de
ISAbal, formando um transposon composto (Tn2006), ou entdo pode estar
adjacente a apenas uma coépia de ISAbal, no caso do Tn2008 [11,105]. Em
estudo realizado por Wang e colaboradores, Tn2008 foi descrito como o
principal meio de disseminagdo do gene blapxa-2s.iike N@ China. Nesse estudo,
os autores afirmam que apenas uma copia de ISAbal adjacente ao gene

blapxa23 € capaz de mové-lo [105].

No ano de 2007, foi identificado na Beélgica o primeiro isolado de A.
baumannnii contendo o elemento de insercéo ISAba4. O isolado, denominado
GIL1 continha, na regido upstream ao gene blaoxa23, 0 elemento ISAba4 com

uma organizagao genética similar ao Tn2007. Esse elemento demonstrou
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grande capacidade de disseminag¢do, além de promover a superexpressao de

blapxa-23 em A. baumannii [106].

Em trabalho realizado por Lee e colaboradores foi identificada uma nova
IS envolvida na resisténcia aos carbapenémicos. Os autores encontraram um
elemento de 1.203pb inserido na sequéncia de inser¢cao ISAbal localizada
upstream ao gene blapxa-2s €, evidenciaram que esta sequéncia, denominada
ISAbal0 poderia aumentar em 2 a 5 vezes a expressao de blapxa-23. Baseado
nessas evidéncias, sugere-se que ISAbalO possui importante um papel na
resisténcia aos carbapenémicos por fornecer uma sequéncia promotora

adicional ao gene blaoxa-23 [104].

Sequéncias de inser¢do também sao importantes para a expressao da
resisténcia a outros antimicrobianos, como por exemplo, celafosporinas
[61,107]. Em estudo realizado por Héritier e colaboradores foi demonstrado que
o elemento ISAbal upstream ao gene blaampc promove resisténcia a

ceftazidima em isolados de A. baumannii [68].

2.7.3 Integrons

A disseminagao da resisténcia aos antimicrobianos tem levado a
descoberta de diversos elementos genéticos moveis como transposons e
plasmidios conjugativos. Estudos comparativos destes elementos resultou na
descoberta dos integrons — sistemas de expressdo que incorporam open
reading frames (ORFs) por recombinacgéo sitio-especifica e as convertem em
genes funcionais devido a presenga de uma sequéncia promotora nestes
elementos [108-110].

Um integron é uma unidade genética que inclui os componentes
necessarios para um sistema de recombinacido sitio-especifica capaz de
capturar e mobilizar genes inseridos em cassetes génicos. Estes determinantes
presentes em integrons, incluem um sitio de reconhecimento para cassetes

génicos chamado attl, onde o cassete génico sera inserido; o gene int, que
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codifica para uma recombinase sitio-especifica pertecente a familia das
integrases, e € responsavel pela captura do cassete génico; e um promotor

(P.) responsavel pela expressao destes genes inseridos (Figura 2) [110,111].

O termo integron foi designado inicialmente em 1989 por Stokes & Hall,
para descrever o grupo de elementos méveis que continham um ou mais genes
de resisténcia a antibidticos localizados em um sitio especifico, além de conter
os determinantes da recombinacao sitio-especifica responsaveis pela insercao
de genes de resisténcia [110,112]. Os integrons podem ser divididos em dois
grandes grupos: os integrons de resisténcia (Rl) e os super-integrons (Sl). Os
integrons de resisténcia carregam a maioria dos cassetes génicos que
codificam para a resisténcia a antimicrobianos e agentes desinfetantes,
podendo estar localizados no cromossomo ou em plasmidios. Ja os super-
integrons s&o encontrados apenas no cromossomo contendo cassetes génicos

responsaveis por diversas fungdes [113].

Até o momento ja foram descritas cinco diferentes classes de integrons
baseadas nas sequéncias de suas respectivas integrases. Sabe-se que essas
classes possuem um importante papel na disseminagdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos [109]. As classes 1, 2 e 3 ja estdo claramente
descritas na literatura e mostram-se associadas a fenotipos de multirresisténcia
aos antimicrobianos [114]. As outras duas classes de integrons estédo
relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia a trimetoprim em espécies de
Vibrio spp. [115].

Integrons de classe 1 sdo os 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 [115,116]. Integrons de classe 1 vém sendo descritos
em isolados de Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Alcaligenes spp.,
Citrobacter spp. Campylobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia spp.,
Klebsiella spp., Pseuddémonas spp., Salmonella spp., Serratia spp., Shigella
spp. e Vibrio spp.[113,115].



37

Devido a sua maior disseminacgao, integrons de classe 1 constituem o
principal modelo experimental de integrons. Essa classe estd normalmente
associada a transposons funcionais ou nao funcionais derivados do Tn402,
esse ultimo podendo estar inserido em transposons maiores como o Tn2l.
Integrons de classe 1 tém sido associados a uma variedade de sequéncias de
insercao incluindo 1S26, 1S1999, 1S2000 e 1S6100 [113].

Integrons de classe 2 estdo inseridos na familia de transposons Tn7 e
consistem de uma integrase seguida de cassetes génicos. Essa classe de
integrons ja foi descrita em Acinetobacter sp., Shigella sp. e Salmonella sp. e

pode conter os cassetes génicos aadAl, dfrAl e sat [113,117].

Os integrons de classe 3 sdo ainda menos frequentes que os de classe
2 e também estdo localizados em transposons. Integrons de classe 3 foram
descritos em Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Achromobacter

xylosoxidans, Pseudomonas putida e Klebsiella pneumonie [113].

Todas as trés classes de integrons possuem um segmento 5
conservado, que possui 0 gene intl e um sitio att, entretanto, possuem
segmentos 3’ distintos. Nos integrons de classe 1, o segmento 3’ inclui trés
ORFs: gacEA1, derivado do gene qacE, responsavel por resisténcia a
antisépticos; sull, gene de resisténcia as sulfonamidas; e ORF5, de funcgéo
desconhecida até o momento (Figura 2) [118]. Integrons de classe 2 possuem
em seu segmento 3’ cinco genes tns, responsaveis pela mobilidade do
transposon Tn7 no qual estdo inseridos. O segmento 3’ dos integrons de classe

3 nao foi caracterizado até o momento [118].

Anadlises detalhadas da regido upstream de integrases demonstraram
recentemente a conservagdo de uma sequéncia motivo que sobrepde
parcialmente o elemento promotor -10 de intl. O estudo dessas sequéncias
revelou que elas correspondem aos sitios de ligagado de LexA em E. coli. LexA
€ um repressor transcricional que controla o sistema SOS de resposta. Este
sistema €& caracterizado por ser uma rede de circuitos regulatorios

responsaveis por evitar ou corrigir danos ao DNA [119,120].
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O sistema SOS é uma resposta bacteriana induzida quando ha uma taxa
anormal de DNA de fita simples na célula. Esse aumento de DNA de fita
simples na célula pode ser devido a diversos fatores como, tratamento com
antibidticos (fluorquinolonas, B-lactamicos e trimetoprim) ou com mitomicina C,
radiacdo UV e danos durante a replicagado de DNA [121]. Guerin e
colaboradores demonstraram que durante a resposta SOS, pode ocorrer um
aumento da expressao da integrase em 4,5 vezes em integrons de classe 1 de
E. coli [122].

Nos ultimos anos, a resposta SOS tem sido ligada a diversos fenétipos
clinicamente relevantes, que incluem o aumento de alelos de resisténcia a
antibioticos, resultado de hipermutacgdes, ativacdo e disseminagcao de fatores
de viruléncia inseridos em bacteriéfagos, transposons, ilhas de patogenicidade,
e elementos conjugativos de integracdo (ICEs) codificando genes de
resisténcia a antimicrobianos [120,123].

Os integrons sdo apontados como uma das causas do aumento da
resisténcia de A. baumannii aos antimicrobianos devido a presenca de
cassetes génicos inseridos nestes elementos [12]. Mais de 130 diferentes
cassetes contendo genes de resisténcia ja foram identificados em integrons.
Juntos, estes cassetes sdo capazes de promover resisténcia a maioria das
classes de antimicrobianos incluindo [(-lactdmicos, aminoglicosideos,
cloranfenicol, trimetoprim, estreptomicina, rifampicina, eritromicina, fosfomicina,

lincomicina, quinolonas e compostos quaternario de amodnia [13,115].

Integrons de classe 1 e 2 tém sido descritos em isolados de A.
baumannii relacionados a surtos de infecgao hospitalar. 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 [124]. Integrons de
classe 1 sao descritos em maior prevaléncia na Europa, Asia e Estados Unidos
[124-126]. No entanto, estudos realizados em paises da América Latina, como

Chile, Argentina e Brasil demonstram uma maior distribuicdo de integrons de



39

classe 2 entre os isolados de A. baumannii [117,127,128]. Desse modo, é
possivel inferir que existe uma influéncia geografica na distribuicdo

epidemioldgica das diferentes classes de integrons.

2.7.4 Cassetes Génicos

Um cassete génico € um elemento genético nao replicativo, contendo
uma regido codificadora do gene e um sitio de recombinagdo chamado de
elemento base 59 (59-be) ou attC [129,130]. Esses elementos se apresentam
de forma linear dentro do cromossomo, plasmidio ou transposon, no entanto,
quando estdo livres sdo encontrados de maneira circular, com tamanhos
variando de 200-1500pb [113]. A principio, ndo existe um limite para o numero
de cassetes génicos que possam ser capturados por um integron. No entanto,
restricbes funcionais, como a redugédo da expressdo génica pelo progressivo
distanciamento do gene da regido promotora, podem limitar esse numero na

pratica [131].

Para cada familia de antimicrobianos, genes distintos sdo evidenciados
nos cassetes génicos. As enzimas codificadas conferem resisténcia por
diferentes mecanimos, como acetiltransferases que modificam cloranfenicol ou
aminoglicosideos; dihidrofolato redutases causadoras de resisténcia a
trimetoprim, além de B-lactamases que degradam uma série de antimicrobianos
B-lactamicos. Além desses genes, diversas ORFs sem fungdo conhecida tém
sido identificadas em cassetes génicos [132].

Diversos genes de resisténcia ja foram evidenciados em cassetes
génicos (Tabela 2). Numerosas combinagdes de cassetes génicos ja foram
descritas, assim como multiplas cdpias desses em um mesmo integron, como
por exemplo, a presenca de duas copias de oxa2 [133]. A maioria dos cassetes

génicos codificam resisténcia a antimicrobianos ja utilizados por um longo

periodo, entretanto, ja estdo sendo descritos cassetes génicos contendo genes
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como blayp, blayves.1, 0xa-15, oxa-19, oxa-20, oxa-21e oxa-37, responsaveis

pela resisténcia a novos antimicrobianos [12,134,135].

A continua descricao de cassetes génicos em integrons, principalmente
aqueles com mecanismos de resisténcia direcionados contra novos antibiéticos
B-lactamicos e fluorquinolonas, vem sendo motivo de grandes preocupagdes.
Além disso, o numero de genes de resisténcia inseridos no mesmo plasmidio, e
até no mesmo integron, parece estar crescendo. Essa integragcdo de
determinantes de resisténcia num mesmo plasmidio pode acarretar em
grandes problemas de saude publica. Provavelmente, esses elementos
portadores de multirresisténcia serdo capazes de permanecer por longos
periodos no ambiente, pois a associagao fisica de integrons com outros

determinantes de resisténcia irdo possibilitar sua continua selegdo [113,136].
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Analisar a associagao da presenca de elementos genéticos moveis com
a resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Acinetobacter baumannii da
cidade de Porto Alegre.

Objetivos especificos:

1. Determinar a prevaléncia de integrons de classe 1 e 2 nos diferentes
clones de A. baumannii.

2. ldentificar a presenca dos genes bIaOXA-51-“ke,bIaOXA-gg-“ke, b|ao)<A-24-|ike,
blaoxa-ss-ike and blaoxa-143.

3. Relacionar a presenca do elemento de insercdo ISAbal com a
resisténcia aos carbapenémicos.

4. ldentificar a presenca das sequéncias de insercdo ISAba1 upstream
aos genes blaoxa-s1-ike € blaoxa-23-like-

5. Avaliar o perfil de suscetibilidade dos isolados aos antimicrobianos
imipenem, meropenem, caftazidima, polimixina e ampicilina-

sulbactam.
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Over the last decade, Acinetobacter baumannii resistant to carbapenems
emerged in many medical centers and has been commonly associated with
high morbimortality. In this study, potential mechanisms contributing to
antimicrobial resistance were investigated in 58 clinical isolates collected
from July 2007 to June 2008, during an outbreak period, from five different
hospitals from southern Brazil. All isolates studied presented blaoxa-51-iike;
68.9% presented blaoxa-23.ike, however none presented blaopxa-24-ike, blaoxa-
ss-ike OF Dlaoxa-143. Integrase gene was detected in 51 (87.9%) isolates, and
class 2 integrons were more prevalent (86.2%) among the studied isolates.
ISAbal was found upstream of blapgxa-s1-ike @and blaoxa-23-ike hOWever, it was
only significantly (P<0.001) to determine carbapenem resistance, when

adjacent to blaoxa-23-iike.

INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is a nosocomial pathogen widely distributed in
hospitals settings and responsible for a wide spectrum of infections, including
pneumonia, secondary meningitis, urinary tract infections, wound infections
and bacteremias [1]. A. baumannii is characterized by its tendency to acquire
resistance to multiple classes of antimicrobial agents, including carbapenems
[2]. In the last years, carbapenem resistance in A. baumannii was mainly
associated with five OXA-type carbapenemases subfamilies (blaoxa-51-ike,
blaoxa-23-ike, blaoxa-24-ike, blaoxa-ss-ike @aNd blaoxa-143) [3]. The ISAbal element
has been found in association with blaoxa-s1-ike, Plaoxa-23-iike; blaoxa-ss-ike @aNd
AmpC cephalosporinase. ISAbal appears to provide a promoter sequence

able to promove the overexpression of these resistance genes, besides
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modulate the mobility of OXA-type genes [4-7]. In addition, the resistance
among A. baumannii may be linked to the presence of integrons, which
contains gene cassettes that carry resistance determinants as described in

multiple outbreaks [8-10].

The aim of this study was to determine the frequency of class 1 and 2
integrons in A. baumannii, as well as to establish the prevalence of the
element ISAbal associated with blapxa-s1ike and blaoxa-2s.iike, and their

correlation with carbapenem resistance in southern Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Samples selection and identification

In a previous study, 239 isolates of carbapenem-resistant (resistant to
meropenem and/or imipenem) Acinetobacter baumannii obtained from
patients from five hospitals between July 2007 to June 2008 in Porto Alegre
city, southern Brazil, were grouped in 14 distinct clonal group by molecular

techniques [11].

We selected from that study a total of 41 carbapenem-resistant isolates,
representatives of the each clonal group including at least one isolate from
the five hospitals. Isolates were obtained from inferior respiratory tract (24),
urine (6), catheters (4), blood (5) and others (2). In order, to evaluate the
influence of mobile genetic elements in the resistance to carbapenems, 17
carbapenem susceptible A. baumannii isolates were also included in the

study.
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Antimicrobial susceptibility testing

Minimal inhibitory concentrations (MIC) were determined by broth
microdilution and/or using the M.I.C.Evaluators™ method (Oxoid,
Basingstoke, UK) to the following antimicrobial agents: -ceftazidime
(Novafarma, Séao Paulo, Brazil), ampicillin/sulbactam (Eurofarma, Sao Paulo,
Brazil), polimyxyn (Eurofarma, Sao Paulo, Brazil), imipenem (ABL, Sé&o
Paulo, Brazil) and meropenem (Eurofarma, Sao Paulo, Brazil). The
susceptibility results were interpreted according to Clinical and Laboratory
Standards Institute guidelines [12]. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

and Escherichia coli ATCC 25922 were used as quality control.
PCR assays

Presence of the blaoxa-s1-ike, Dlaoxa-23-ike, Dlaoxa-24-ike, Dlaoxa-ss-ike @aNd blaoxa-
143 was performed by PCR using primers and a multiplex assay described
previously [11, 13, 14]. The isolates were screened for the presence of class
1 and class 2 integrons by integrase gene PCR according to Koeleman et al.

[15].

The insertion sequence ISAba1 upstream of blaoxa-23.ike and blaoxa-51-ike Was
sought with the primers ISAbalF and OXA-23-likeR or OXA-51-likeR
according to Turton et al. [5]. The detection of ISAbalF/OXA-51-likeR was
carried out in 25uL volumes containing 1X PCR Buffer, 200uM for dNTPs,
1.0 U TopTag DNA Polimerase (QIAGEN, Hilden, Germany), 10 pmol of
each primer and 3uL of bacterial lysate. Reaction to detection of

ISAbalF/OXA23-likeR was carried out in 25uL containing 1X PCR Buffer,
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200uM for dNTPs, 1.0 U TopTaq DNA Polimerase (QIAGEN, Hilden,
Germany), 7 pmol of each primer and 10uL of bacterial lysate. Cycling

conditions for both PCR reactions were set as described by Segal et al. [16].

DNA Sequencing and computer analysis of sequencing data

Intl1, Intl2, 1ISAbal/OXA-51 and ISAbal/OXA-23 genes were sequenced
using the automatic sequencer ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer. DNA
sequences were analyzed using the Basic Local Alignment Search Tool and

BLAST to search Genbank for homologous nucleic acid sequences.

Statistical analysis

The Fisher’'s exact test was used to compare discrete variables. A P-value
<0.05 was considered statistically significant. All analysis were performed

with SPSS 13.0.

RESULTS

Antimicrobial susceptibility testing

All carbapenem-resistant isolates (41; 70.7%) presented a high level of
resistance to all the antibiotics tested. The carbapenem-susceptible isolates
(17; 29.3%) demonstrated susceptibility to ampicillin-sulbactam and
polymyxin B, on the other hand, presented a high level of resistance to
ceftazidime. Eight (13.8%) isolates showed resistance to polymyxin, including

1 isolates susceptible to carbapenems.

PCR Assays
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All isolates presented blaoxasiiike gene, characteristic of A. baumannii.
Thirty-nine (67.2%) carbapenem-resistant and 1 (1.7%) carbapenem-
susceptible isolates were positive to blapxa-z23iike gene. None isolate were
positive to blaoxa-24-ike, Dlaoxassike Or blaoxa-143. 1SAbal was detected
upstream of blapxa-2sike gene in almost all (36/39; 92.3%) of the isolates
harbouring this gene. All isolates presenting this association were resistant to
the carbapenems (meropenem and/or imipenem). Twenty-three (39.5%)
isolates presented ISAbal upstream of blaoxa-si-ike gene, 14 of them were
ISAbal/blapxa-23-ike POSitive, 1 blaoxa-2s.ike pOSitive and 8 only displayed the
association of ISAbal/blaoxa-si-ike gene. Isolates carrying the blaoxa-23-ike
gene associated with ISAbal displayed the higher MICs for both
carbapenems (Table 1). Our results demonstrated a statistically significant
(P<0.001) relationship between this association and an increasing of the
MICs to carbapenems. It was not observed a statistically significant
association between ISAbal/blaoxa-s1-ike @nd the increasing of carbapenems

MICs (P>0.05)

Integrases genes were detected in 51 (87.9%) of the 58 isolates analyzed. All
the resistant and 10 (62.5%) susceptible isolates presented the integrase
genes. Class 2 integrons were more prevalent (86.2%) than class 1 among
the isolates of the study. Thirty-six (62.1%) isolates presented only class 2
integron, 14 (24.1%) isolates presented both classes and only 1 (1.7%)
isolate presented exclusively class 1 integron. The polymyxin-resistant

isolates (8; 13.8%) had integrons of class 1 and 2.
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According to the molecular characterization of resistance determinants of
each isolate, 12 profiles were established. Five profiles (1, 2, 4, 5 and 6)
included only carbapenem-susceptible isolates, 5 profiles (8, 9, 10, 11 and
12) included carbapenem-resistant isolates only, and isolates from profiles 3
and 7 showed variable susceptibility to carbapenems. Although susceptible
isolates displayed ISAba1 upstream blaoxasi1ike, NONe isolate of these

profiles presented this association with the blaoxa-23-ike gene (Table 2).

DISCUSSION

A. baumannii is an important nosocomial pathogen, frequently causing
outbreaks in intensive care units (UTIs) [17]. Most strains from outbreaks are
highly resistant to antibiotics, including to carbapenems, mainly as a
consequence of the expression of genes encoding carbapenemases and
integrons containing gene cassettes [3]. Therefore, in this study, we
evaluated the presence of genetic elements that may be involved in

resistance to carbapenems in southern Brazil.

Our study included isolates collected over 1 year period from 5 important
hospitals from our city. Besides, we selected different clusters representing
each hospital in order to evaluate the presence and dissemination of
resistance determinants among different clusters. We detected that among
almost all carbapenem-resistant isolates the blapxa-23-ike Was accompanied
by the ISAbal element. This fact showed that the degree of resistance in
these isolates was accentuated by the presence of promoter sequences

provided by ISAbal, leading to expression of the enzyme OXA-23, as
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previously demonstrated with European strains [5, 18]. Our results
demonstrated a significant (P<0.001) correlation between the presence of
ISAbal upstream

blaoxa-23-ike and carbapenem resistance. The carriage of ISAbal upstream
blaoxa-23-ike iIN @almost all genetically unrelated isolates, present at different
times and isolated from different hospital indicates that this genetic context is
highly transmissible among different strains of carbapenem-resistant
Acinetobacter baumanni, as already observed by Mugnier et al. [19].
Moreover, ISAbal could confer selective advantage in the hospital
environment in case A. baumannii survival is dependent on the efficient
expression of antibiotic resistance genes.

Nine isolates (15.5%) presenting ISAbal upstream blaoxas1ike Were
susceptible to carbapenems. One would expect that the combination of
ISAbal/blapxas1ike Should confer resistance to the carbapenems, as
indicated by Turton et al. [5]. However, our data suggest that the promotion
of the blaoxa-s1-ike Without a proper transcription of the gene is not enough to
confer resistance to carbapenems. The lower transcript level of blaoxa-51-iike
might be due to a dysregulation of the transcription process, or even, due to
a disruption on blaoxa-s1-ike gene, as already demonstrated [20]. This justify
the fact that, in this study, it was not found any statistically significant
(P>0.05) relationship between the presence of ISAbal upstream blaoxa-51-iike

and carbapenem resistance.

The results presented here demonstrate the important role of ISAbal

element when associated with blapgxa23.iike in carbapenem resistance.
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However, further studies on the gene expression are required to fully
evaluate the role of ISAbal on transcription levels of blapxa-51-ike @and blaoxa-

23-like g€NES.

Based on the sequence of the intl genes, six classes of integrons have been
described [21, 22]. Class 1 integrons are worldwide distributed and by far the
most common in clinical isolates of gram-negative bacteria, including the
genus Acinetobacter [8, 23]. Although class 2 integrons are rare in
Acinetobacter species in USA, Europe and Asia [8, 22, 24], our study found a
high prevalence of this class as demonstrated by other studies from Latin
America countries [10, 25, 26]. These integrons classes distribution
difference among continents, highlight the geographic influence in integrons
dissemination as well as the importance of epidemiological surveys. We
found class 1 and/or 2 integrons in all carbapenem-resistant isolates which
demonstrates the ability of integrons to harbour gene cassettes to confer
antibiotic resistance. In fact, several studies showed an important relationship
among integrons, multiple antibiotic resistance and epidemicity of

Acinetobacter baumannii [8, 27].

It is important to highlight that isolates belonging to profiles 9, 10, 11 and 12
were disseminated among the 5 hospitals involved in the study and remained
by a long period in the hospital settings as previously reported by our group
[11]. This ability to spread and persist in the hospital environment could,
therefore, be attributed to the presence of ISAbal/blapgxa-23.ike plus class 2

integron in these isolates. Thus, it is of importance to monitor and control the
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spread of such strains by the use of molecular epidemiological tools in order

to allow infection control measures.
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Table 1. Distribuition of carbapenems MICs according to the presence ISAbal and

resistance genes among 58 A.baumannii

MIC (pg/mL)
Antimicrobial
Genes® n (%) Agent <05 1-4 8 16 24 =232
10
blaOXA_51_|ike Only (172) Imipenem 6 2 1 0 0 1
Meropenem 3 5 0 1 0 1
ISAbal/blaOXA.51-"ke Only 8 (138) Imipenem 7 1 0 0 0 0
Meropenem 2 6 0 O 0 0
blaoxa-s14ike T Plaoxa-23ike 3 (53) Imipenem 1 0 1 1 0 0
Meropenem 2 0O 0 O 0 1
ISAbal/blaOXA.51-"ke + blaOXA.23-|ike 1 (1 7) Imipenem 0 0 0 1 0 0
Meropenem 1 O 0 O 0 0
22
ISAbal/blaOXA_23_|ike + blaOXA_51_|ike (379) Imipenem 0 0 3 3 1 15
Meropenem 0 0o 1 1 0 20
14
ISAbal/blaOXA.23-|ike + ISAbal/blaOXA.51.|ike (242) Imipenem 0 1 2 3 0 8
Meropenem 0 0 2 1 0 11

a
blaoxa-24-iike, oxa-s8-iike, 0xa-143 Were not found
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Table 2. Molecular characterization of resistance determinants

Profile (n) blaoxas Intl 1 Intl 2 ISAbal/OXA-23 ISAbal/OXA-51
1(5)° 51 - - - -
2(2)¢ 51 - - - +
3(4)™ 51 - + - -
4(5)°? 51 - + - +
5(1)° 51 + - - -
6(1)° 51 + + - +
7 (3) P2 23, 51 - + - -
8(1)° 23,51 - + - +
9(16)° 23,51 - + + -
10(7)° 23,51 - + + +
11 (6) ° 23,51 + + -
12 (7)€ 23,51 + + +

 All isolates of this profile were susceptible to carbapenems.
> Two susceptible isolates and 2 resistant isolates.
®2 One susceptible isolate and 2 resistant isolates.

¢All isolates of this profile were resistant to at least one carbapenem.
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CONSIDERAGOES GERAIS

Desde a década de 70, a disseminagao de Acinetobacter baumannii
multirresistente tem sido causa de diversas preocupacdes, principalmente no
ambiente hospitalar. Infec¢gdes causadas por esse microrganismo sao de dificil
tratamento devido a sua alta taxa de resisténcia a maioria dos antimicrobianos,
inclusive aos carbapenémicos. Esse aumento da resisténcia aos
carbapenémicos pode ser explicado pela acdo de carbapenemases e
elementos genéticos méveis que sequéncias de insercdo, que podem agir

como sequéncias promotoras de oxacilinases.

O objetivo deste estudo foi analisar o papel do elemento ISAbal
associado aos genes blaoxasiike € blaoxa2sike € sua contribuicdo para o
aumento das MICs dos carbapenémicos meropenem e imipenem, uma vez
que, diversos estudos comprovam que esse elemento de insergdo age como
uma sequéncia promotor para a expressao dessas oxacilinases. Além disso,
tinhamos como objetivo avaliar a prevaléncia de integrons de classe 1 e 2 nos

isolados de A. baumannii testados.

Nossos resultados evidenciaram que o elemento ISAbal upstream ao
gene blaopxa-23ike apresenta uma significativa (p<0,001) associagdo com o
aumento da MIC tanto do meropenem quanto do imipenem. Contudo, essa
associagao nao foi evidenciada com o gene blapxas1-ike. Para conseguirmos
elucidar melhor a real contribuicdo do elemento ISAbal na expressdo de
oxacilinases, estudos com RT-PCR se fazem necessarios para avaliar e

quantificar os niveis de expressao desses genes.

Evidenciamos em nossos isolados uma prevaléncia de integrons de
classe 2, dado que se diferencia de estudos realizados na Europa, Taiwan e
Estados Unidos, onde integrons de classe 1 sao historicamente descritos como
prevalentes. Entretanto, essa alta frequéncia de integrons de classe 2
encontrados em nossos isolados ratifica dados ja descritos em paises da
Ameérica Latina e até mesmo no Brasil. Com isso, acreditamos que nossos

resultados contribuirdo para uma melhor avaliacgdo da distribuicdo
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epidemiologica desses elementos. Além disso, acreditamos na necessidade da
posterior caracterizacdo dos cassetes génicos contidos nesses integrons,
permitindo uma melhor compreensao de sua contribuigdo para o

desenvolvimento de resisténcia em A. baumannii.

E essencial que nés, quanto pesquisadores, obtenhamos o maximo de
informagdes a respeito de mecanismos de resisténcia e sua disseminagao, na
tentativa de antever as diversas formas, tanto bioquimicas quanto genéticas na
qual a bactéria pode desenvolver a resisténcia. Isso permitira o
desenvolvimento de estratégias racionais na tentativa de prolongar o tempo de
efetividade de agentes antimicrobianos disponiveis no mercado, considerando
que atualmente n&o existem relatos desenvolvimento de novas drogas para o

tratamento de infecgdes causados por A. baumannii.
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TABELAS

Tabela 1. Mecanismos de resisténcia para diferentes classes de
antimicrobianos em A. baumannii*

SHV -12, -5

VEB -1, -2

CTX-M -2, -3

IMP

SIM

GES -11

HMP-AB

43-kDa OMP

OmpW

Nucleotidiltransferases

AdeM

16s rDNA
metiltransferases

Quinolonas Modificagao de sitio  GyrA, ParC
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alvo
Bomba de efluxo

Tetraciclinas and Efluxo

glicilciclinas
Protecao ribossomal
Efluxo

Polimixinas Mutacao no sistema
regulatorio PmrAB

Macrolideos Bomba de efluxo

AdeABC
AdeM

Tet(A), Tet(B)

Tet(M)
AdeABC

AbeM
AbeS

" ADCs, Acinetobacter-derived cephalosporinases; © HMP-AB, heat-modifiable protein

Acinetobacter baumannii

* Tabela adaptada de Peleg A. et al., 2008 [1] e Gordon & Wareham, 2009

[137].



Tabela 2. B-lactamases identificadas em A. baumannii*

Classificagao de Bush- Classificagao de Enzima

Jacobi-Medeiros Ambler

2b A TEM-1e -2

2c A RTG-2, CARB-8 e RTG-

2f A KPC-2, -3, -4,

* Adaptado de Zavascki et al., 2010 [41].



Tabela 3. Genes de resisténcia identificados em cassetes génicos *

Gene

Proteina

Tamanho do cassete génico

Resisténcia a antibidticos B-lactamicos

blaP1
blaP2
blaP3
blaIMP
blaESP
blaVEB-1
oxal
oxa2a
oxa2b
oxa3
oxab
oxa’
oxa9

oxalo

oxalb

oxal9

oxa20

oxaz2l

Resisténcia a aminoglicosideos
aadAla

aadAlb

aadA2

aadB

aac(6b)-la
aac(6b)-Ib

aac(6b)-1d
aac(6b)-II

aac(6b)-lq
aacA7
aac(6b)-
lla
aac(6b)-
lIb
aac(3)-la
aac(3)-Ib

aac(3)-Vla
Resisténcia ao trimetoprim

PSE-
1/CARB-2

CARB-4
IMP-1
ESP
VEB-1
OXA-1
OXA-2
OXA-2B
OXA-3
OXA-5
OXA-7
OXA-9
OXA-10
(PSE-2)
OXA-15
OXA-19
OXA-20
OXA-21

AAD(3")
AAD(3")
AAD(3")
AAD(2")
AAC(6')-
la
AAC(6')-
Ib
AAC(6')-
Id
AAC(6")-II
AAC(6')-
[¢
AAC(6')-I
AAC(6')-
lla
AAC(6')-
b
AAC(3)-la
AAC(3)-Ib
AAC(3)-
Via

1044
1044
>1023
880
880
1059
1004
876
876
>861
915
874
840

920

953

856
856
856
591

>778

637

526
720

712
591

628

653
577
>498

82



dfrA5
dfrA7
dfrA12
dfrAl4
dfrB1
dfrB2
dfrB3
Resisténcia ao cloranfenicol
catB2
catB3
catB5
catB6
cmilA
cmlA2
cmiB

DHFRV
DHFRVII
DHFRXII
DHFRIb
DHFRXV
DHFRIla
DHFRIIb
DHFRIlc

CATB2
CATB3
CATB5
CATB6
CmlA

CmlA2
CmiB

568
617
584
>523
593
485
384
408

739
739
>677
730
1549

*Adaptado de Fluit & Schmitz, 1999 [133].
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FIGURAS
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Figura 1. Representagcao esquematica de Tn2007, Tn2006 e Tn2008.* (A) Tn
2007 apresentando uma cépia do elemento ISAba4 upstream ao gene blaoxa-23
(B) Tn2006 contendo duas copias do elemento ISAbal flanqueando o gene
blaoxa-23 (C) Tn2008 com apenas uma copia do elemento ISAbal upstream ao
gene blaoxa-23.

*Adaptado de Mugnier P.D. et al., 2010 [75].
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Figura 2. Representacao simplificada de um integron de classe 1.* O gene
intl, codifica uma recombinase sitio-especifica, responsavel pela captura do
cassete génico. P1, P2 e P3 s&o regides promotoras responsaveis pela
expressdo dos genes contidos no cassete génico. attl € sitio de
reconhecimento para cassetes génicos, onde o0 mesmo ira se inserir. attC € o
sitio de recombinagao do cassete génico.

*Adaptado de Larouche & Roy, 2009 [138].
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