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RESUMO

O objetivo desse estudo foi investigar a ocorréncia de diferentes genes de resisténcia
aos carbapenémicos, aos aminoglicosideos, e as polimixinas, em isolados clinicos MDR de
enterobactérias provenientes de trés hospitais de Recife- PE entre 2016 e 2018. Como também
determinar, in vitro, a sinergia e a atividade bactericida das combinagdes de polimixina B,
meropenem, amicacina e gentamicina, além de investigar a alteracdes ultraestruturais causadas
por essas associacdes. Inicialmente, isolados clinicos de enterobactérias resistentes a pelo
menos um aminoglicosideo e a um carbapenémico foram selecionadas para a investigacao da
ocorréncia de genes codificadores de carbapenemases  (blaoxa-s,  blanowm,
blakpc, blaces, blaviv, blaive e blaswve), enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAS)
(aac(3)-la, aac(3)-lla, aac(6)-1b, ant (2")-la e aph(3')-VI), metilases 16S rRNA (armA, rmtD
e rmtG) e o gene mcr-1. Esses isolados foram genotipados pela técnica ERIC-PCR
(enterobacterial repetitive intergenic consensus polymerase chain reaction), a concentracdo
inibitéria minima foi determinada por microdiluicdo em caldo e a deteccéo desses genes foram
realizadas por PCR e sequenciamento. Foram obtidos no total 35 isolados, provenientes de
diferentes espécimes, sendo: 16 isolados de Klebsiella pneumoniae, 10 de Proteus mirabilis e
09 de Serratia marcescens uma alta variabilidade genética entre as espécies. Dentre eles, 89%
apresentaram o gene blakpc-2, 26% apresentaram o gene blanpm-1 € 97% apresentaram genes
EMASs. Esse é o primeiro relato publicado da associacdo dos genes blanpwm-1, blakpc-2 € genes
EMASs em isolados clinicos de K. pneumoniae, P. mirabilis e S. marcescens no Brasil. Apos a
caracterizacdo fenotipica e genotipica, foram selecionados quatro isolados portadores do gene
blanom-1 € resistentes a polimixina B, para determinagdo in vitro da acdo das combinagfes
antimicrobianas. Os isolados (K7R2 e K11R2) foram submetidos a combinacgdes de polimixina
B, meropenem, amicacina e gentamicina para investigacdo das atividades sinérgica e
bactericida por meio das técnicas de checkerboard e time-kill. Polimixina B combinada com
meropenem e com amicacina foram mais eficazes contra esses isolados. Os isolados P3R3 e
S9U foram submetidos a combinagdes de meropenem com amicacina e gentamicina, além
disso, foram selecionados para avaliacdo de alteracGes ultraestruturais causadas por essas
combinagOes, através da microscopia eletrénica. Em ambos isolados a combinacdo de
meropenem e gentamicina foi mais eficaz, porém no isolado P3R3 essa combinagdo foi
bactericida com eliminagdo das células bacterianas apds 6h da utilizacdo desses
antimicrobianos. Alteragdes ultraestruturais mais intensas foram observadas quando as células

bacterianas foram expostas a combinacdes sinérgicas e bactericidas. Pode-se concluir que



apesar da circulacdo de uma nova carbapenemase (NDM) em Recife-PE, o uso de
antimicrobianos j& conhecidos na préatica clinica, como polimixina B, amicacina, meropenem e
gentamicina, em associagdo, podem ser uma alternativa para a antibioticoterapia e para impedir
a disseminacéo de espécies MDR. Adicionalmente, dados obtidos neste estudo alertam para a
disseminacdo de genes de resisténcia aos carbapenémicos e aminoglicosideos entre isolados
clinicos e relacionados clonalmente. O que pode indicar uma alta probabilidade de pacientes
estarem servindo de reservatorios para bactérias portadoras dos genes blanpwm-1 € blakpc-2 €

outros determinantes de resisténcia.

Palavras-chave: Bactérias Gram-Negativas. Resisténcia microbiana a medicamentos.

Sinergismo farmacoldgico. Combinacéo antimicrobiana. Alterac@es ultraestruturais.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the occurrence of different resistance
genes to carbapenems, aminoglycosides, and polymyxins, in MDR clinical isolates from
enterobacteria from three hospitals in Recife-PE between 2016 and 2018. How to also
determine, in vitro, the synergy and bactericidal activity of the combinations of polymyxin B,
meropenem, amikacin and gentamicin, in addition to investigating ultrastructural changes
caused by these associations. Initially, clinical isolates of enterobacteria resistant to at least one
aminoglycoside and one carbapenem were selected to investigate the occurrence of genes
encoding carbapenemases (blaoxa4s, blanom, blakec, blaces, blavim, blaive € - blasme),
aminoglycoside modifying enzymes (AMEs) (aac(3)-la, aac(3)-1la, aac(6')-1b, ant (2")-la e
aph(3')-VI), 16S rRNA methylases (armA, rmtD e rmtG) and the mcr-1 gene. These isolates
were genotyped by the ERIC-PCR technique (enterobacterial repetitive intergenic consensus
polymerase chain reaction), the minimum inhibitory concentration was determined by
microdilution in broth and the detection of these genes was performed by PCR and sequencing.
A total of 35 isolates, obtained from different specimens, were obtained: 16 isolates from
Klebsiella pneumoniae, 10 from Proteus mirabilis and 09 from Serratia marcescens, with a high
genetic variability between species. Among them, 89% had the blakec-2 gene, 26% had the
blanom-1 gene and 97% had AMEs genes. This is the first published report of the association of
blanom-1, blakprc-2 and AME genes in clinical isolates of K. pneumoniae, P. mirabilis and S.
marcescens in Brazil. After phenotypic and genotypic characterization, four isolates carrying
the blanpm-1 gene and resistant to polymyxin B were selected for in vitro determination of the
action of antimicrobial combinations. The isolates (K7R2 and K11R2) were subjected to
combinations of polymyxin B, meropenem, amikacin and gentamicin to investigate synergistic
and bactericidal activities using checkerboard and time-kill techniques. Polymyxin B combined
with meropenem and amikacin were more effective against these isolates. The isolates P3R3
and S9U were subjected to combinations of meropenem with amikacin and gentamicin, in
addition, these isolates were selected for evaluation of morphological and ultrastructural
changes caused by these combinations, using electron microscopy. In both isolates, the
combination of meropenem and gentamicin was more effective, but in isolate P3R3 this
combination was bactericidal with elimination of bacterial cells after 6 hours of using these
antimicrobials. By electron microscopy, more intense ultrastructural changes were observed
when the bacterial cells were exposed to synergistic and bactericidal combinations. It can be

concluded that despite the circulation of a new carbapenemase (NDM) in Recife-PE, often



associated with KPC and EMAs, the use of antimicrobials already known in clinical practice,
such as polymyxin B, amikacin, meropenem and gentamicin, in combination, may be an
alternative to antibiotic therapy and to prevent the spread of MDR species.Additionally,data
obtained in this study alert to the spread of genes for resistance to carbapenems and aminoglycosides
among clinical and clonally related isolates. This may indicate a high probability that patients are serving
as reservoirs for bacteria carrying the blaNDM-1 and blaKPC-2 genes and other resistance determinants.

Keywords: Gram-negative bacteria. Drug resistance microbial. Drug synergism. Antimicrobial

combination. Ultrastructural changes.
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1 INTRODUCAO

A ordem Enterobacterales € constituida por um extenso e heterogéneo grupo de bacilos
gram-negativos fermentadores de carboidratos e que podem ser encontrados no solo, na dgua e
como parte da microbiota normal do trato intestinal dos animais e do homem (ADEOLU et al.,
2016). Adicionalmente, podem produzir uma grande variedade de enfermidades no ser humano,
que incluem diarreias, infeccGes de feridas e queimaduras, infec¢des do trato urinério e
respiratorio, septicemia e meningite (ANVISA, 2013; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER;
2014). Nos ultimos anos, as infec¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) tem se tornado
um problema de salde pablica mundial e o tratamento dessas infec¢fes ainda permanece um
desafio. A Klebsiella pneumoniae é uma das enterobactérias mais envolvidas em IRAS em todo
mundo, inclusive no Brasil (LAKE et al., 2018; VOIDAZAN et al., 2020).

Além da Klebsiella pneumoniae, as espécies Serratia marcescens e Proteus mirabilis
vém ganhando destaque no cenario de resisténcia bacteriana em Recife-PE, principalmente na
producdo de carbapenemases, como Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e New Delhi
metalo-beta-lactamase (NDM) (CABRAL et al., 2012; CABRAL et al., 2015; MARGATE et
al., 2015; FIRMO et al., 2019b; SCAVUZZI et al., 2017; SCAVUZZI et al., 2019). Esses dados
ressaltam a necessidade de mais estudos sobre a genética da resisténcia dessas bactérias, como
também do esclarecimento de quais as melhores opg¢des de antibioticoterapia para tratar as
IRAS causadas por essas espécies.

As carbapenemases sdo enzimas capazes de hidrolisar a maioria dos betalactamicos,
incluindo os carbapenémicos (QUEENAN e BUSH, 2007; BUSH e JACOBY, 2010). Além
disso, cepas produtoras de KPC e NDM frequentemente apresentam resisténcia a outros
antimicrobianos, como os aminoglicosideos, o que pode ser justificado pela presenca dos genes
blakec e blanom associado a genes codificadores de metilases e de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (EMAs) em um mesmo plasmideo (BUENO et al., 2013; BREMMER et al.,
2014). Esses mecanismos de resisténcia bacteriana dificultam o tratamento e resultam em altos
indices de morbidade e mortalidade (FRIEDMAN; TEMKIN; CARMELI, 2016; CUI,
ZHANG,; DU, 2019).

A resisténcia aos aminoglicosideos tambem vem ganhando destaque mundialmente,
visto que, esses antimicrobianos sdo muitas vezes utilizados em associacdo com

carbapenémicos contra microrganismos produtores de carbapenemases. O principal mecanismo
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de resisténcia aos aminoglicosideos comumente encontrado em enterobactérias é a inativacao
enzimatica, que é mediada por trés classes de enzimas, as acetiltransferases (AACS), as
nucleotidiltransferases (ANTSs) e as fosfotransferases (APHs) (DOl e ARAKAWA, 2007).
Outro mecanismo descrito inclui a modificacdo do sitio alvo por mutagdo do gene 16S rRNA
(GALIMAND et al., 2005), resultando numa baixa afinidade do farmaco ao ribossomo
bacteriano e a metilagdo do 16S rRNA, um mecanismo encontrado na maioria dos organismos
produtores de aminoglicosideos e em isolados clinicos bacterianos (WACHINO e ARAKAWA,
2012; DOI; WACHINO; ARAKAWA, 2016; GALANI et al., 2019).

Diante dos diferentes mecanismos de resisténcia que podem estar presentes nessas
bactérias, o tratamento de IRAS causadas por enterobactérias multidroga-resistentes (MDR)
ainda permanece um desafio. Dessa forma a retomada de “velhos” antimicrobianos, como as
polimixinas, tem sido uma opg¢éo para o tratamento dessas infecgdes, principalmente associada
aos carbapenémicos, aminoglicosideos ou tigeciclina (ANVISA, 2013; TANGDEN e GISKE,
2015). Entretanto, as polimixinas sdo altamente nefrotdxicas e estudos recentes demonstraram
0 crescimento da resisténcia a polimixina B e a crescente incidéncia de espécies intrinsecamente
resistente a esse antimicrobiano (FIRMO et al., 2019b; SHEU et al, 2019). Além disso, 0 uso
da polimixina B em monoterapia tem sido associado a maiores taxas de falha no tratamento em
comparacado a terapias combinadas (PEREZ et al., 2019). Nesse cenario, a terapia combinada
tem sido proposta como uma estratégia para aumentar a atividade antimicrobiana e reduzir o
surgimento de resisténcia ( RAHIM et al 2015; BULMAN et al 2017; HAGIYA et al, 2018;
KULENGOWSKI et al, 2018).

Portanto, diante do exposto, o objetivo desse estudo foi investigar a ocorréncia de
diferentes genes de resisténcia aos carbapenémicos e aos aminoglicosideos, € o gene mcr-1 de
resisténcia as polimixinas, em isolados clinicos MDR de enterobactérias provenientes de trés
hospitais de Recife- PE entre 2016 e 2018. Como também determinar, in vitro, a sinergia e a
atividade bactericida das combinacGes de polimixina B, meropenem, amicacina e gentamicina,

além de investigar as alteracGes morfoldgicas e ultraestruturais causadas por essas associagoes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ordem Enterobacterales

A ordem Enterobacterales foi proposta em 2016 e inclui as familias
Enterobacteriaceae, Erwiniaceae fam. nov., Pectobacteriaceae fam. nov., Yersiniaceae fam.
nov., Hafniaceae fam. nov., Morganellaceae fam. nov., e Budviciaceae fam. nov. (ADEOLU
et al., 2016). Essa ordem é composta por um grupo grande e diversificado de bastonetes Gram-
negativos, anaerobios facultativos e ndo formadores de esporos.

Os membros desse grupo habitam diferentes nichos ecoldgicos e sdo encontrados no
solo, na 4gua e em associa¢do com organismos Vivos, incluindo plantas, insetos, animais e seres
humanos (ADEOLU et al., 2016). Muitos membros da ordem Enterobacterales tém sido
implicados como patdégenos em humanos e animais, como: Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Citrobacter spp., Proteus spp., Serratia marcescens, Hafnia, Providencia

spp. e Morganella morgannii (ANVISA, 2013).

2.1.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae € um bacilo gram-negativo, aerébio facultativo, ndo mével e
encapsulado, que pertence a familia Enterobacteriaceae. Foi descrita pela primeira vez por Carl
Friedllander em 1882, isolada dos pulmdes de pacientes que faleceram de pneumonia
(FRIEDLLANDER, 1882). Nos meios de agar exibem colbnias grandes e apresentam um
fendtipo mucaide, conferido pela céapsula de polissacarideo (Figura 1). Bioquimicamente, sdo
fermentadoras de lactose, produzem a enzima urease e ndo sdo capazes de produzir indol nem
sulfeto de hidrogénio. Além de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono (KONEMAN,
2008). De acordo com a classificagdo taxondmica atual, o género Klebsiella inclui as espécies
K. pneumoniae, K. granulomatis, K. quasipneumoniae, K. variicola, K. oxytoca e K.
michiganensis. A espécie K. pneumoniae compreende as subespécies: pneumoniae, 0zaenae e
rhinoscleromatis; enquanto K. quasipneumoniae compreende as subespécies: quasipneumoniae
e similipneumoniae (LPSN, 2019).

Os membros desse género estdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ser
encontrados em agua, solo, plantas e animais. Se destacam como agentes causadores de diversos
tipos de infecgbes em humanos e por apresentarem um grau variavel de viruléncia,

principalmente K. pneumoniae e K. oxytoca que séo as espécies mais comumente isoladas em


https://doi.org/10.1601/nm.3090

24

infeccdes nosocomiais (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; ASENSIO et al., 2000; KONEMAN
et al., 2008; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER; 2014).

Figura 1- Klebsiella pneumoniae cultivada em meio de cultura MacConkey.

Fonte: www.microbiologiaitalia.it

Em humanos, K. pneumoniae normalmente coloniza as superficies mucosas da
orofaringe e do trato gastrointestinal, cerca de 38% dos individuos transportam essa bactéria
nas fezes e de 1% a 6% na nasofaringe. No ambiente hospitalar, estdo envolvidas em casos de
pneumonia associada a ventilagdo mecéanica (PAV) (SELINA et al., 2014), doenca pulmonar
cronica, diarreia (VELASCO et al., 2009; ZHAO et al., 2010), infecgdes de corrente sanguinea,
septicemia neonatal, infeccdes do trato urinario (ITU) e infeccbes de pele, feridas e tecidos
moles (SOUZA LOPES et al., 2005; GALES et al., 2012; MAGILL et al., 2014; PACZOSA;
MECSAS, 2016; ZHOU et al., 2016, FIRMO et al., 2019b). Como patdgeno oportunista, sdo
um problema entre neonatos, idosos e individuos imunocomprometidos hospitalizados e que
apresentam sérias doencas de base, como diabetes mellitus e doenca pulmonar obstrutiva
crénica (KONEMAN et al., 2008; MAGILL et al., 2014).

K. pneumoniae € a bactéria gram-negativa mais frequentemente envolvida em infecgdes
hospitalares e surtos nosocomiais. Muitos surtos causados por este organismo tém sido descritos
na literatura, principalmente aqueles referentes a infecgdes respiratorias em recém-nascidos
prematuros em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (VELASCO et. al., 2009; DEINSTMANN
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; BAILON; SACSAQUISPE, 2013; GIAMARELLOU et
al., 2013, GIROMETTI et al 2014, HAN et al., 2015, KONG et al., 2019). Entre os anos de
2009 e 2010, dados divulgados pelo “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC),
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revelaram que Klebsiella spp. foi o sexto microrganismo mais isolado de infec¢des hospitalares
nos Estados Unidos (SIEVERT et. al., 2013). Entretanto, em 2014, essas espécies ja foram
identificadas como a terceira principal causa de infeccdes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) ficando atras apenas de Clostridium difficile e Staphylococcus aureus (MAGILL et al.,
2014).

Na América Latina, um estudo associado ao sistema de vigilancia SENTRY (“SENTRY
Antimicrobial Surveillance Program™) avaliou a prevaléncia de bactérias causadoras de
infeccBes em hospitais da Argentina, Brasil, Chile e México, neste estudo a espécie K.
pneumoniae foi o quarto microrganismo mais isolado em infec¢des pulmonares. Em infecgdes
de pele e tecidos moles e em infeccdes da corrente sanguinea foi isolado em 10,4% e 12,3%
dos casos, respectivamente (GALES et.al., 2012).

Em 2012, dados obtidos da Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia
Microbiana em Servicos de Saude (Rede RM) revelaram que dos pacientes internados, com
infeccBes primarias da corrente sanguinea, em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) de 908
hospitais no Brasil, 12,4% eram causadas por K. pneumoniae (ANVISA, 2014). Em outros
estudos a K. pneumoniae aparece como o segundo patégeno mais comum em infeccbes de
corrente sanguinea, perdendo apenas para E. coli (LIN et al., 2014; MAGILL et al., 2014;
MARTIN; BACHMAN et al., 2018).

O alto envolvimento desta espécie em infeccdes graves esta relacionado a facilidade na
aquisicdo de plasmideos de multidroga-resisténcia, os quais podem possibilitar resisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos, incluindo carbapenémicos e aminoglicosideos. Além
disso, sdo consideradas disseminadoras dos genes de resisténcia, visto que, muitos deles agora
comumente encontrados em outras espécies multirresistentes, foram descritos pela primeira vez
em Klebsiella pneumoniae (BENGOECHEA; PESSOA, 2019).

Recentemente, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) incluiu Klebsiella pneumoniae
na lista de microrganismos para 0s quais sdo necessarias novas terapéuticas. Fato decorrente do
crescente isolamento de cepas resistentes a antimicrobianos de “ultima escolha” que reduz
consideravelmente as opcdes terapéuticas para o tratamento de infeccOes causadas por essa
bactéria (BENGOECHEA; SA PESSOA, 2019).

2.1.2 Serratia marcescens

O género Serratia pertence a familia Yersiniaceae juntamente com os géneros Yersinia,
Chania, Ewingella, Rahnella, Rouxiella e Samsonia (ADEOLUet al., 2016).
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Taxonomicamente, existem 14 espécies e 2 subespécies reconhecidas, destas, S. marcescens é
a mais comumente associada a infec¢des humanas (MAHLEN, 2011). Esse microrganismo é
uma bactéria gram-negativa, movel, positiva para catalase, citrato, ornitina descarboxilase e
lisina. N&o produz dissulfeto de hidrogénio nem indol. Além disso, S. marcescens é capaz de
fermentar sacarose e D-sorbitol, mas ndo fermenta L-arabinose, rafinose nem lactose. S&o
onipresentes no ambiente e encontradas na agua e no solo, além de estarem associadas a plantas,
insetos, seres humanos e outros animais (MAHLEN, 2011).

Crescem bem em meios laboratoriais clinicos padrdo, como agar de chocolate ou
MacConkey. Suas colbnias s&o grandes, arredondadas com margens inteiras e de coloragéo
variando de esbranquicadas a avermelhadas. A pigmentacdo vermelha (producdo de
prodigiosina) exibida por muitas linhagens ambientais de S. marcescens , S. plymuthica e S.
rubidaea é provavelmente a caracteristica mais marcante das coldnias desses organismos,
porém, em isolados clinicos, que sdo comumente recuperados de amostras humanas, essas

colbnias geralmente ndo sdo pigmentadas (Figura 2) (MAHLEN, 2011).

Figura 2 - Serratia marcescens cultivada em meio de cultura agar MacConkey e agar BHI.

Fonte: A: Mahlen, 2011; B: a autora.

Por causa de suas colonias vermelhas facilmente reconhecidas, S. marcescens foi
considerado como um organismo ndo patogénico e muito utilizado como marcador bioldgico
(HEJAZI E FALKINER, 1997), porém em 1951, o primeiro surto de infecgdo nosocomial por
essa especie foi descrito (WHEAT; ZUCKERMAN; RANTZ, 1951). Desde entdo, S.
marcescens tem sido frequentemente implicada como um agente etiologico de uma variedade
de infec¢Ges humanas, sobretudo meningite infantil, endocardites, pneumonias, sepse, ceratite,

conjuntivite, infec¢bes do trato urinario, da corrente sanguinea e de feridas cirurgicas (SU et
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al., 2003; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014; CHAIDAROON; SUPALASET,
2016; RUIZ-SADA; ESCALANTE; LIZARRALDE, 2016).

Embora apresente viruléncia relativamente baixa, causa infeccGes associadas a
assisténcia a saude (IRAS) em pacientes gravemente imunocomprometidos, submetidos a
dispositivos médicos, em ambientes hospitalares como unidades de terapia intensiva (UTI) e
especialmente em unidades neonatais (UTIN) (REDONDO-BRAVO et al., 2018; CRISTINA,;
SARTINI; SPAGNOLO, 2019). Raramente, causam infeccdes invasivas adquiridas na
comunidade entre individuos ndo imunocomprometidos (MUSHAM; JARATHI; AGARWAL,
2012; RUIZ-SADA; ESCALANTE; LIZARRALDE, 2016). Além disso, outra caracteristica
importante desse microrganismo como patdgeno nosocomial é sua resisténcia intrinseca e
adquirida a varios antimicrobianos, incluindo ampicilina, amoxicilina, amoxicilina-clavulanato,
ampicilina-sulbactam, cefalosporinas de espectro estreito, cefuroxima, nitrofurantoina, macrolideos e
polimixinas. Muitos dos isolados clinicos desta bactéria possuem determinantes genéticos
cromossémicos e codificados por plasmideos que especificam resisténcia a uma ampla gama
de antimicrobianos, tornando o0s surtos ainda mais devastadores para 0s pacientes
comprometidos (MAHLEN, 2011; KARKEY et al., 2018; IOVENE et al., 2019).

Na literatura, tem havido varios relatos de surtos de S. marcescens relacionados a
assisténcia médica, muito deles associados a procedimentos intervencionistas especializados,
como cirurgia, broncoscopia e colocacdo de corpos estranhos, além de préaticas de rotina de
hospitalizacao, atraves de frascos contaminados, desinfetantes, sabonetes e outros materiais. Na
maioria dos casos, a falta de condicGes estéreis e a higiene das méos, em particular, é a causa
mais comum (TAKAHASHI et al., 2004; ARSLAN et al., 2010; VOELZ et al., 2010; VILLA
et al., 2012; KARKEY et al., 2018; NIKOLAKOPOQULOS et al., 2019). Estima-se que 15%
das infeccdes hospitalares na UTIN esteja relacionada a S. marcescens. A maioria dos estudos
publicados concluiu que bebés colonizados e infectados sdo o reservatorio mais importante
dessa espécie. Além disso, foi observado que uma vez afetada, a maioria das criangas
permaneceram colonizadas por longos periodos (VOELZ et al., 2010; MONTAGNANI et al.,
2015; JOHNSON; QUACH, 2017; ATTMAN et al., 2018).

Na Europa, os dados epidemioldgicos de 2016, indicaram que Serratia spp. foi o sexto
microrganismo isolado mais frequentemente em pacientes com pneumonia hospitalizados em
UTIs europeias e ocupava o0 10° e 9° lugar, respectivamente, naqueles com infeccdes da corrente
sanguinea e infecgdes do trato urinario (ECDC, 2016). J& as taxas de morbimortalidade podem
variar acentuadamente, sendo relatadas entre 0 a 45% (CRISTINA; SARTINI; SPAGNOLO,
2019).
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2.1.3 Proteus mirabilis

Sé&o bacilos gram-negativos, mdveis, anaerdbios facultativo, capazes de produzir urease
e sulfeto de hidrogénio, lactose e indol negativa. Sao facilmente isolados em meios néo seletivos
utilizados para enterobactérias. Em agar sangue, produz colbnias mucosas ou secas,
relativamente grandes, de coloracdo opaca. Apresenta uma caracteristica particular que é o
crescimento em “ondas” na superficie do agar, ou seja, a partir do ponto de inoculagdo ha
formacao de circulos concéntricos e uniformes, conhecido como swarming (Figura 3) (GIBBS;
GREENBERG, 2011).

Figura 3 - Proteus mirabilis semeada em agar MH.

Fonte: a autora.

O género Proteus consiste em cinco espécies nomeadas, P.mirabilis , P. penneri, P.
vulgaris , P. myxofaciens e P. hauseri (O’HARA; BRENNER; MILLER, 2000). Assim como
outros membros da familia Morganellaceae, a espécie de Proteus mirabilis € comumente
encontrada dispersa no ambiente e como parte da microbiota gastrointestinal humana. No solo
e na agua, e talvez em animais saudaveis, estdo provavelmente envolvidas na degradacdo do
material organico por serem capazes de utilizar uréia como fonte de nitrogénio e
energia (JACOBSEN et al., 2008). Em ambientes hospitalares, é facilmente encontrada
colonizando tanto a pele quanto a mucosa oral de pacientes e de profissionais da saude. A
infeccdo ocorre principalmente a partir desses reservatorios. A espécie P. mirabilis é um agente
patogénico oportunista identificado em 90% das infec¢BGes causadas por Proteus (O’HARA,;
BRENNER; MILLER, 2000).
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Essa espécie estd associada com infecgdes no recém-nascido, que podem evoluir para
meningoencefalite e meningite, com grave prognostico e alta letalidade (GRAHNQUIST,
LUNDBERG, TULLUS, 1992; PHAN; LEHMAN, 2012). Outros estudos correlacionam
infeccOes prévias por Proteus com a etiologia da artrite reumatoide (EBRINGER; RASCHID,
2013). Além disso, P. mirabilis também tem sido implicada como agentes causais de
bacteremias (WATANAKUNAKORN; PERNI, 1994), empiema (ISENSTEIN; HONIG,
1990), osteomielite (MARX et al.,1988), infeccGes de feridas cirdrgicas e queimaduras,
pneumonias, conjuntivites, otites, Glceras de dectbito e infeccdes em diabéticos (CORDOBA
et al., 2005; DONNENBERG et al., 2010, RAAKHEE et al., 2014).

Embora a Escherichia coli represente a maior porcentagem de casos de cistite ndo
complicada, pielonefrite e prostatite, Proteus ocupa o segundo lugar como a causa dessas
infecgBes adquiridas no hospital, principalmente em individuos com infecgdes recorrentes,
varios tratamentos com antimicrobianos, portadores de anormalidades estruturais do trato
urinario e portadores de cateter uretral (STAMM, 1999; JACOBSEN et al., 2008). Pacientes
cateterizados a longo prazo sdo os mais propensos a desenvolverem infeccdes do trato urinario
associada ao cateter (CAUTI). Geralmente, essas infec¢des sdo polimicrobianas e a espécie P.
mirabilis € um dos microrganismos mais comumente encontrado durante a colonizagdo e
infeccdo da urina polimicrobiana. Alem disso, ITUs e CAUTIs decorrentes de P. mirabilis séo
tipicamente complicadas pela formacdo de pedras na bexiga e nos rins (urolitiase) e lesdes
renais irreversiveis, com risco de progressao para bacteremia e sepse ou até mesmo morte
(ARMBRUSTER; MOBLEY; PEARSON, 2018).

2.2 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo substancias naturais ou sintéticas que agem sobre
microrganismos inibindo seu crescimento, também chamadas de bacteriostaticas, ou causando
a sua destruicdo, conhecidas como bactericidas. Os principais modos de acdo dos
antimicrobianos sdo inibicdo da sintese de parede celular, inibicdo da sintese de proteinas,
inibicdo da replicacdo de &cidos nucleicos e da transcricdo, dano a membrana plasmaética e
inibicdo da sintese de metabolitos essenciais (Figura 4). Dependendo das suas propriedades
quimicas, espectro e mecanismos de agdo, sdo classificados como [-lactamicos,

aminoglicosideos, polimixinas, entre outros (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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Figura 4 - Modos de agéo dos antimicrobianos.
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Fonte: Tortora; Funke; Case, 2012.

2.2.1 Carbapenémicos

Os carbapenémicos s3o uma classe de antibioticos B-lactamicos, a qual pertencem
também as penicilinas, as cefalosporinas e os monobactamicos. Diferem das penicilinas pela
substituicdo de um atomo de carbono por um atomo de enxofre e pela adicdo de uma ligacéo
dupla ao nucleo da penicilina. Séo derivados da tienamicina, um produto natural do
microrganismo encontrado no solo, Streptomyces cattleya (HELLINGER; BREWER, 1999).
Esses antimicrobianos inibem a sintese da parede celular, através da sua ligacao as proteinas de
ligacdo da penicilina (PBPs), o que desencadeia a morte da bactéria, portanto séo bactericidas.
Possuem um espectro de acdo extremamente amplo, abrangendo gram-positivos e negativos,
sendo, porém, mais eficazes contra gram-negativos, principalmente contra as enterobactérias.
Sdo relativamente seguros e utilizados com muita frequéncia para o tratamento de pacientes em
terapia intensiva. Dentre 0s principais representantes desse grupo estdo o imipenem, 0
ertapenem e 0 meropenem (TORTORA, 2012).

O meropenem é um carbapenémico derivado da tienamicina que foi langado em 1995.
Seu espectro de acao estende-se aos gram-positivos (Staphylococcus aureus, Streptococcus spp.
e Enterococcus spp.), gram-negativos (Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp., dentre outros) e as bactérias anaerdbias. E comumente prescrito para o
tratamento empirico de infecgbes graves nos pacientes de UTIs. De modo geral, esse
antimicrobiano ¢ eficaz no tratamento de infec¢Ges intra-abdominais, infeccGes respiratorias,

infeccdes urinarias, meningite, febre neutropénica e septicemia (WISEMAN et al., 1995).
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2.2.2 Aminoglicosideos

A maior parte dos aminoglicosideos é de origem natural, produzida por micro-
organismos pertencentes a familia das Actinobacterias. Sdo antimicrobianos que apresentam
ampla atividade in vitro contra diferentes bacilos gram-negativos como Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., Proteus spp., Morganella
spp., Serratia spp., Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp., assim como atividade contra alguns
cocos Gram-positivos, como Staphylococcus aureus e alguns Streptococcus spp., micobactérias
e protozoarios (DURANTE-MANGONI et al., 2009; VAKULENKO e MOBASHERY, 2003).
Sao ineficazes para bactérias anaerdbias estritas, porque ndo sdo transportados através da
membrana citoplasmatica para o interior da bactéria (TRABULSI, 2008).

Os aminoglicosideos sdo antibidticos bactericidas concentracdo dependentes, ou seja,
guanto maior a concentracdo do antibidtico, maior é o efeito bactericida e a persisténcia de sua
acdo depende do efeito pds-antibidtico, que se caracteriza como a supressdo do crescimento
bacteriano que persiste depois de curtas exposi¢des ao antimicrobiano. Estes dois aspectos
fundamentam a terapia de dose diaria Unica, utilizada para os aminoglicosideos, sem perda da
eficacia (DURANTE-MANGONI et al., 2009). Quanto a seguranca, esses antimicrobianos sdo
considerados potencialmente toxicos e com estreita janela terapéutica. A disfuncdo renal é a
toxicidade mais frequente, porém a deficiéncia auditiva € a mais preocupante devido a
irreversibilidade, que pode ocorrer mesmo apds o término do tratamento (DRUSANO et al.,
2007).

Na pratica clinica, as moléculas mais frequentemente prescritas sdo gentamicina e
amicacina (DURANTE-MANGONI et al., 2009). A amicacina ¢ indicada para o tratamento de
bacilos gram-negativos ndo fermentadores (principalmente Pseudomonas spp. e Acinetobacter
spp.), enquanto que a gentamicina é largamente utilizada em associacdo com outra droga, em
infeccbes causadas por Enterococcus spp. (OLIVEIRA et al, 2006). O uso dos
aminoglicosideos foi preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
como alternativa para a terapia empirica no tratamento de infeccGes por enterobactérias
multirresistentes, especialmente as produtoras de KPC (ANVISA, 2013). No tratamento de
infeccdes graves, como infecgdes urinarias associadas a sepse ou ainda, infec¢bes de corrente
sanguinea e pneumonia associada a ventilagdo mecanica, estes antibioticos sdo utilizados

preferencialmente em terapia combinada com a polimixina (B ou E), com ou sem
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carbapenémico (imipenem ou meropenem), ou tigeciclina (HIRSCH et al., 2010; ANVISA,
2013).

2.2.3 Polimixinas

As polimixinas surgiram na década de 40 e seu uso foi abandonado devido a sua
neurotoxicidade e nefrotoxicidade, ocasionadas pelo uso prolongado. Elas sdo antimicrobianos
polipeptidicos, isolados do Bacillus polymyxa, que agem nas membranas celulares promovendo
a diminuicdo da integridade da parede celular e consequente morte celular bacteriana
(GIRARDELLO; GALES, 2012, POIREL; JAYOL; NORDMNN, 2017).

Constituem um grupo de cinco substancias intimamente relacionadas que receberam 0s
nomes de polimixina A, B, C, D e E, apresentando a polimixina E, o nome de colistina por ser
naturalmente produzida pelo Bacillus colistinus (FALAGAS; KASIAKOU, 2006), porém,
somente as polimixinas B e E foram disponibilizadas para uso devido a alta toxicidade das
demais. Ambas, apresentam a mesma atividade in vitro, com diferenca apenas em sua
composicdo quimica, onde observa-se a presenca de um aminoacido D-Leucina na molécula de
colistina na mesma posicdo onde existe um D-fenilalanina da molécula da polimixina B
(GIRARDELLO; GALES, 2012). Alem disso, a polimixina B é utilizada na forma ativa de
sulfato de polimixina B, enquanto a colistina é administrada como pro-droga inativa, o
metanossulfonato de colistina, também conhecido como colistimetato (NATION; VELKOV;
L1, 2014).

O espectro de acdo da polimixina B abrange somente bactérias gram-negativas, com
algumas excecBes, como Proteus spp. Burkholderia spp., Serratia spp. e Providéncia spp., que
apresentam resisténcia intrinseca a esse agente antimicrobiano. Além disso, sdo inativas contra
cocos gram-negativos, bactérias gram-positivas e bactérias anaerébias (SADER et al., 2015).
Esses antimicrobianos sdo anfipaticos e atuam nas membranas externa e citoplasmatica do
microrganismo. Apresentam acdo semelhante a de detergentes catidnicos, por interacdo com
componentes da membrana celular como os lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos. Essa
ligagio resultard num deslocamento dos ions de Ca?" e Mg?" que agem estabilizando a
membrana celular. A desestabilizacdo da membrana implicard a ruptura da mesma, ocasionando

perda do conteldo citoplasmatico, resultando na morte da bactéria (VELKOV et al., 2013).
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2.3 Resisténcia aos antimicrobianos em enterobactérias

A resisténcia bacteriana em enterobactérias pode ocorrer pela presenca de mecanismos
intrinsecos ou adquiridos (DAVIES; DAVIES, 2010). A resisténcia intrinseca ocorre de forma
natural e sem uma exposicao prévia ao antimicrobiano, enquanto que a resisténcia adquirida
ocorre por meio da presséo seletiva exercida pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, o que
geralmente leva a mutacOes genéticas e pode dar origem a genes de resisténcia que sao
transferidos entre as espécies bacterianas (ANVISA, 2007). Existem quatro grandes
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos que sdo: a alteracdo da permeabilidade, a
alteracdo do local de acdo, a bomba de efluxo e 0 mecanismo enzimatico, mediado por genes
de resisténcia adquiridos atravées de elementos genéticos moveis, que altera a estrutura quimica
do antibidtico. Estes mecanismos estdo representados na figura 5. A associacdo de varios
mecanismos leva a multirresisténcia, limitando drasticamente as op¢Oes terapéuticas para o
tratamento das infec¢bes causadas no ambiente hospitalar (DAVIES; DAVIES, 2010).

Figura 5 - Principais mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.
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Legenda: 1- Alteracdo do sitio de ligacdo. 2- Hidrdlise do antimicrobiano por degradacao
enzimatica. 3- Modificacdo do antimicrobiano por enzimas. 4- Hiperexpressao de bombas e
sistema de efluxo. 5- Perda ou alteracdes de proteinas de membrna externa. Fonte:
(http://downofilebp.ga/peja/ampicillin-resistance-mechanism-in-bacteria-2257.php). Acessado
em: 15 de dezembro de 2019.



34

2.3.1 Resisténcia aos Carbapenémicos

O surgimento de cepas produtoras de ESBLs dificultou o uso das cefaloporinas de amplo
espectro no tratamento rotineiro para estas bactérias. Desde entdo, os carbapenémicos tém sido
utilizados como escolha terapéutica (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009), porém o uso cada
vez mais constante destes antimicrobianos, tanto no Brasil como no mundo, resultou em um
numero crescente de isolados resistentes (MUNOZ-PRICE et al., 2013; JEON et al., 2015;
IOVLEVA; DOI, 2017; SHEU et al., 2019). A resisténcia aos carbapenémicos tem representado
um grave problema de salde publica, particularmente pela elevada mortalidade e pela limitacéo
das opcOes terapéuticas, visto que, estas cepas frequentemente carreiam genes de resisténcia a
outras classes de antimicrobianos, como aminoglicosideos e quinolonas (CDC, 2013; PITOUT
etal., 2015, LEE et al., 2016; NORDMANN; POIREL, 2019).

Véarios mecanismos sdo responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos entre
Enterobacterales. Ela pode ocorrer por diminuicdo da permeabilidade da membrana externa
(perda ou alterac6es na estrutura de porinas), alteracdo do sitio de ligacdo, atividade de bombas
de efluxo que promovem a diminui¢cdo da concentragdo do antimicrobiano no interior da
bactéria e por acdo enzimatica, através das B-lactamases. Dentre esses, 0 mais importante em
enterobactérias é a producdo de carbapenemases (TZOUVELEKIS et al., 2012; MARTINEZ-
MARTINEZ E GONZALEZ-LOPEZ, 2014; NORDMANN; POIREL, 2019).

Essas enzimas representam a mais versatil familia das B-lactamases, apresentando um
espectro de agdo muito mais abrangente em relagdo as outras ja descritas. Elas sdo capazes de
degradar ou inativar eficazmente o0s carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos. (NORDMANN; POIREL, 2002; QUEENAN; BUSH, 2007; MARTINEZ-
MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014). As p-lactamases, incluindo as carbapenemases, &0
classificadas empregando-se distintos critérios, sendo a classificacdo de Ambler (1980) e a de
Bush, Jacoby e Medeiros (1995) as mais difundidas (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995). O sistema de classificagdo Ambler categoriza as enzimas B-lactamase em
4 grupos, A, B, C e D, com base em seu dominio catalitico central e preferéncia de
substrato. Destas, as classes A, B e D incluem carbapenemases, enquanto as enzimas da classe
C hidrolizam principalmente as cefalosporinas. As enzimas das classes A, C e D possuem serina
no local catalitico ativo, enquanto as enzimas da classe B sdo metalo-f-lactamases (MBLS) com
zinco no local ativo (BUSH; JACOBY; 2010; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-
LOPEZ, 2014). Por outro lado, Bush, Jacoby e Medeiros (1995) agruparam as enzimas

correlacionando seus substratos e perfis de inibicdo em grupos de 1 a 4, com subdivisfes nos
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mesmos. A correlacdo entre estas duas classificaces, molecular e fenotipica, foi atualizada por

Bush e Jacoby em 2010 e pode ser visualizada na tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo das p-lactamases de acordo com Ambler (1989) e Bush-Jacoby

(2010).
Classificacao Classificacao Substrato Representantes
Ambler (1980) Bush, Jacoby, Medeiros
(2010)
A (serina 2a Penicilina PC1
penicilinases)
2b Penicilinas e TEM-1, TEM-2,
cefalosporinas SHV-1
de 1% e 22 geracdo
2be Cefalosporinas de ESBL (TEM-3,
amplo espectro e SHV-2, CTX-M15,
monobactamicos PER-1,
VEB, etc)
2br Penicilina TEM-30, SHV-10
2c Carbenicilina PSE-1, CARB-3
2e Cefalosporina espectro FEC-1, CepA
estendido
2f Carbapenémicos KPC, IMI-1, SME,
GES-3, GES-4 GES-
5
B (MBLs) 3 Carbapenémicos IMP, VIM, SPM,
GIM, NDM
C (cefalosporinases) 1 Cefalosporinas AmpC (ACT-1, FOX,
MIR-1, CMY-2, etc)
D (oxacilinases) 2 Oxacilina OXA-1, OXA-10
2de Oxacilina e OXA-11, OXA-15
cefalosporinas de
amplo espectro
2df Oxacilina e OXA-23, OXA-48

carbapenémicos

A primeira enterobactéria produtora de carbapenamase (NmcA) foi um isolado de
Enterobacter cloacae, relatado em 1993, na Franca (NAAS; NORDMANN, 1994). A partir

dai, diversas carbapenemases tém sido identificadas. Atualmente, as enzimas mais importantes

da classe A sdo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), as da classe B sédo Verona
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imipenemase (VIM), imipenemase (IMP), e em especial New Delhi Metalo B-lactamase
(NDM), e as da classe D, oxacilinases (OXA-48) e similares. Embora algumas enzimas sejam
codificadas por genes cromossémicos, a maioria estd mediada por plasmideos, o qual favorece
a disseminagio destas em diversas regides do mundo, inclusive no Brasil (MARTINEZ-
MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014; SAMPAIO; GALES, 2016).

2.3.1.1 Carbapenemases classe A

As carbapenemases da classe A possuem a capacidade de hidrolisar um amplo espectro
de B-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas, aztreonam e o grupo carbapenémico
(imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem) (PATEL et al., 2009). A maioria dessas
enzimas ¢ inibida pelos inibidores de B-lactamase disponiveis clinicamente, como acido
clavulanico, tazobactam e sulbactam (DRAWZ; BONOMO, 2010).

As carbapenemases de classe A podem ser codificadas por cromossomos (SME, NmcA,
SFC-1, BIC-1, PenA, FPH-1, SHV-38), codificadas por plasmideo (KPC, GES, FRI-1) ou
ambas (IMI). As enzimas codificadas por cromossomos foram identificadas em espécies gram-
negativas que apareceram esporadicamente em amostras clinicas ou ambientais desde sua
primeira descoberta (NAAS; DORTET; IORGA, 2016). Como por exemplo, a SME que foi
encontrada apenas em uma pequena subpopulacdo de Serratia marcescens e as enzimas
IMI/NMC-A  foram  identificadas  esporadicamente  apenas emisolados do
complexo Enterobacter cloacae (NAAS; DORTET,; IORGA, 2016; EICHENBERGER,;
THADEN, 2019). Por outro lado, as enzimas codificadas por plasmideo, melhor exemplificadas
pela KPC, se espalharam por todo o mundo e hoje ainda € a principal enzima associada a
resisténcia aos carbapenémicos nas enterobactérias (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009;
MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014; CUI; ZHANG; DU, 2019).

Em 2015, foi descrita no Brasil uma nova carbapenemase classe A, designada
por Brazilian Klebsiella Carbapenemase-1 (BKC-1). Nicoletti e colaboradores demonstraram
que a BKC-1 hidrolisa ndo apenas carbapenémicos, mas também penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos. Até 0 momento, 0 gene blagkc-1 SO foi encontrado em plasmideo néo
conjugativo de cepas K. pneumoniae resistente a carbapenémicos e a polimixina B. Ainda sdo
poucos os relatos de deteccdo desse gene no pais (NICOLETTI et al., 2015; MARTINS et al.,
2016).

a) GES (Guiana Extended Spectrum)
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A familia GES (Guiana Extended Spectrum) foi descrita pela primeira vez na Franca
em 1998 em uma amostra de K. pneumoniae proveniente de swab retal de uma paciente
previamente internada na Guiana Francesa, dai a origem do nome GES (POIREL et al., 2000).
Em 2000, na Africa do Sul, uma nova variante foi descrita em um isolado clinico de P.
aeruginosa, a GES-2 (POIREL et al., 2001). Essas enzimas foram inicialmente consideradas
ESBLs, contudo, foi verificado que GES-2, possuia uma glicina ao invés de um aspartato na
posicdo 170, o que levou a essa enzima hidrolisar o imipenem. Com isso a familia foi
reclassificada (POIREL et al., 2001; BUSH; JACOBY, 2010) e atualmente dentre as 31
enzimas reconhecidas, (GES-2, GES-4, GES-5, GES-6, GES-11, GES-14, GES-18) sao
classificadas como carbapenemases e estdo sendo cada vez mais identificadas em uma
variedade de bactérias gram-negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa , Enterobacter
cloacae , K. pneumoniae , Kluyvera intermedia e Acinetobacter baumannii (BEBRONE et al.,
2013; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014; AIRES-de-SOUSA et al.,
2019).

Os genes (blaces), que codificam essas enzimas, sdo frequentemente encontrados em
integrons, transposons ou associados a sequéncias de insercdo albergados em plasmideos
(QUEENAN, BUSH, 2007; ANDRADE, 2011; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-
LOPEZ, 2014). Como por exemplo, um estudo na Africa do Sul que relatou a disseminacéo
de isolados de K. pneumoniae produtores GES-5 que carregavam blaces.s em um plasmideo
IncQ (PEDERSEN et al., 2018).

Embora raro, as enzimas GES tém sido identificadas em todo o mundo com relatos na
Grécia, Franca, Portugal, Turquia, Africa do Sul, Guiana Francesa, Argentina, Céreia, China e
Japdo (QUEENAN; BUSH, 2007; DJAHM I et al., 2014; ZEKA et al., 2014; CHEN et al., 2016;
BONNINetal.,2017; YOON et al., 2018; AIRES-de-SOUSA et al., 2019). No Brasil, variantes
das ESBL do tipo GES sdo relatadas, principalmente, em isolados de P. aeruginosa recuperados
de pacientes internados em hospitais (CASTANHEIRA et al., 2004b; PELLEGRINO et al.,
2006). Entretanto, as variantes GES-5 e GES-7 ja foram identificadas em cepas de K.
pneumoniae no estado de S&o Paulo (DROPA et al., 2010; PICAO et al., 2010) e em Porto
Alegre, em 2011(RIBEIRO et al.,2014b). O GES-5 também foi detectado em trés isolados K.
intermedia que foram provenientes de pias e torneiras de uma UTI de um hospital terciario de
Porto Alegre, em maio de 2013 (RIBEIRO et al., 2014a) e em um isolado de S. marcescens
obtido a partir de um liquido ascitico, em 2014 (NODARI et al., 2017). Contudo, relatos desta

enzima ainda sao esporadicos também no Brasil.
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b) KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase)

A carbapenemase do tipo KPC séo enzimas do grupo funcional 2f e da classe A de Bush
e Jacob, 2010, capazes de hidrolisar beta-lactamicos de todas as classes, apresentando maior
potencial de hidrélise para cefalotina, nitrocefina, benzipenicilina, ampicilina e piperacilina
(BUSH; FISHER, 2011). Esta carbapenemase foi descrita pela primeira vez, através de um
projeto de vigilancia (ICARE- “Intensive Care Antimicrobial Resistance Epidemiology”), em
uma amostra clinica de K. pneumoniae, origem do nome, proveniente da Carolina do Norte em
1996 (YIGIT et al., 2001).

Dois anos depois, Yigit e colaboradores reportaram, a partir do mesmo projeto de
vigilancia (ICARE), uma amostra de K. oxytoca KPC- positiva, mas foi constatado que havia a
diferenca de um aminoécido com relagdo a KPC-1. Assim, esta enzima foi chamada KPC-2
(YIGIT et al., 2003). Porém, uma correcao da sequéncia nucleotidica de KPC-1 indicou que 0s
genes blakpec-1 € blakpc-2 80 idénticos, por isso desde entdo, a designacdo KPC-1 deixou de ser
utilizada (YIGIT et al., 2001; PATEL et al., 2009). Uma varia¢ao de um Unico aminoécido da
KPC-2, designada KPC-3, foi reportada em um surto de K. pneumoniae em um centro médico
de Nova lorque (WOODFORD et al., 2004). A KPC-4 também vem de uma mutacdo da KPC-
2, assim como a KPC-5, descrita em uma amostra de P. aeruginosa (WOLTER et al., 2009).
Foram detectadas 23 variantes do gene blakpc., sendo as enzimas KPC-2 e KPC-3 as mais
prevalentes no mundo (ANDRADE et al., 2011; NAAS; DORTET; IORGA, 2016).

As enzimas do tipo KPC tém sido apontadas atualmente como as mais significativas
clinicamente entre as carbapenemase de classe A devido a sua grande disseminacdo (LEE et
al., 2016; EICHENBERGER; THADEN, 2019). A propagacdo endémica de bactérias
produtoras dessa enzima tem sido relatada nos EUA, China, Italia, Polbnia, Grécia, Israel,
Brasil, Argentina, Coldmbia e Taiwan (MUNOZ-PRICE et al., 2013; van DUIN; DOI, 2017).
A difusdo esporadica de K. pneumoniae produtoras de KPC também tem sido observada em
muitos paises europeus, incluindo Espanha, Franga, Alemanha, Holanda, Reino Unido, Irlanda,
Bélgica, Suécia e Finlandia e em varios paises da regido Asia-Pacifico, incluindo a india, Coréia
do Sul e Australia (MUNOZ-PRICE et al., 2013, NORDMANN; POIREL, 2014, LEE et al.,
2016;).

Na Ameérica Latina, um estudo de 255 pacientes com bacteremia
por Enterobacteriaceae em 11 hospitais de 7 paises (Argentina, Colémbia, Equador,
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Guatemala, Meéxico, Peru, Venezuela) revelou que 21% dos casos eram de bactérias produtoras
de carbapenemase. A maioria destes (83%) eram Enterobacteriaceae produtores de KPC (van
DUIN; DOI, 2017) . No Brasil, o primeiro relato de cepas de K. pneumoniae produtoras de
KPC-2 foi em 2006, sendo isoladas de urina e sangue de quatro pacientes hospitalizados em
uma unidade de cuidados intensivos de um hospital em Recife (MONTEIRO et al., 2009). No
mesmo ano houve relatos no Rio de Janeiro (PEIRANO et al., 2009) e em Sao Paulo (PAVEZ
et al., 2009).

Desde entdo ja foi descrito nas cinco regides brasileiras, sendo detectado, até o
momento, apenas o alelo blakec> (BUSH; JACOBY; 2010; ROSSI, 2011; ALMEIDA et al.,
2012a; ALMEIDA et al., 2012b), inclusive em Recife-PE (CABRAL et al., 2012; MELO et
al., 2014; CABRAL et al., 2014). Em 2010, foram relatados com grande repercussao na midia,
surtos de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 em varios estados brasileiros, causando grande
apreensdo na comunidade médica e cientifica. Assim, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) divulgou, através de uma nota técnica, medidas para o controle da
disseminacéo de bactérias multidroga-resistentes incluindo enterobactérias produtoras de KPC
(ANVISA, 2010).

Apesar de ser frequentemente encontrada em K. pneumoniae este gene tem sido
identificado em outros membros da familia Enterobacteriaceae, como as espécies de
Enterobacter spp., Salmonella spp., K. oxytoca, E. coli, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii,
Citrobacter koseri e Serratia spp. (MIRIAGOU et al., 2003b; YIGIT et al., 2003; BRATU et
al., 2005a; ANDERSON et al., 2007; QUEENAN; BUSH, 2007; ZHANG et al., 2007,
PETRELLA et al., 2008; MARGATE et al., 2015; CABRAL et al., 2015; TAVARES et al.,
2015; HU et al., 2018; FIRMO et al., 2019b) e também em ndo fermentadoras como a
Pseudomonas putida, P. aeruginosa e A. baumannii (VILLEGAS et al., 2007; ROBLEDO et
al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; JACOME et al., 2012).

O que torna a KPC mais importante do que as outras enzimas da classe A ¢ o fato do
gene blakrc ser encontrado em elementos moveis, 0 que garante a sua dispersdo nao so entre
as espécies de Klebsiella, mas entre outros géneros. Muitos trabalhos tém relatado que o gene
blakpc € carreado pelo transposon Tn4401(DRAWZ et al., 2010; CUZON et al., 2010; NASS
et al., 2012), inserido em uma variedade de plasmidios transferiveis (CHEN; ANDERSON;
PATERSON ,2012), isso facilita a transferéncia do gene inter-espécies e, consequentemente,
acentua o seu potencial de disseminacdo (QUEENAN; BUSH, 2007; NAAS et al., 2008;
PATEL et al., 2009; COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012).
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c) SME (Serratia marcescens enzyme)

Essa enzima foi inicialmente detectada em dois isolados de S. marcescens coletados na
Inglaterraem 1982 (YANG; WU; LIVERMORE, 1990). Até o momento, cinco variantes foram
descritas (SME-1, SEM-2 e SME-3, SME-4, SME-5), elas diferem entre si apenas por uma ou
duas substituicbes de aminoacidos. Foram encontradas exclusivamente em uma pequena
subpopulacédo de S. marcescens (QUEENAN et al., 2006).

Apb6s a descoberta do SME na Inglaterra, as variantes dessa enzima ja foram
identificadas nos EUA, Argentina, Suica e Canadd (QUEENAN et al., 2000; DESHPANDE et
al., 2006; QUEENAN et al., 2006; POIREL et al., 2007; PASTERAN et al., 2009; BUSH et
al., 2013; MATASEJE et al., 2014; HOPKINS et al., 2017; DABOS et al., 2019). No Brasil, a
SME-4 foi identificada em isolados de S. marcescens, resistentes a0 meropenem, provenientes
do Rio de Janeiro (CAYO et al., 2017).

2.3.1.2. Carbapenemases classe B

As carbapenemases da classe B ou metalo B-lactamases (MBLs), correspondem ao
grupo funcional 3 (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY, 2010). Elas possuem a capacidade de
hidrolisar todos os [-lactamicos disponiveis comercialmente, exceto 0 aztreonam
(BERTONCHELI; HORNER, 2008; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014).
As MBLs ndo sdo hidrolisadas por inibidores de 3-lactamase que sdo comumente encontrados
no cenério clinico, como clavulanato, tazobactam ou avibactam (MEINI; LLARRULL; VILA,
2015). Devido a sua exigéncia de um ion zinco no sitio ativo, essas enzimas sao inibidas por
metais quelantes de ions, tais como acido Etilenodiaminotetracético (EDTA), é&cido
dipicolinico, 1,10-o-fenantrolina e acido 2-mercaptopropiénico (2-MPA) (MARCHIARO et
al., 2008).

Como todas as B-lactamases, as MBLs podem ser codificadas cromossomicamente ou
transmitidas através de elementos genéticos moveis (plasmideos) (WALSH et al., 2005a). As
MBLs mdveis ou adquiridas, devido a sua facilidade de disseminacao e a limitagdo das opgdes
de tratamento para infec¢bes causadas por patdgenos produtores dessas enzimas, Sdo
atualmente as mais estudadas. Dentre essas, NDM (New Delhi Metallo-beta-lactamase)
(YONG et al., 2009), IMP (imipenemase) (WATANABE et al.,, 1991) e VIM (Verona
imipenemase) (LAURETTI et al., 1999) tém maior destaque mundial e sdo frequentemente
detectados em enterobactérias, como Serratia marcescens (OSANO et al., 1994; ITO et al.,
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1995; SILVA et al., 2015), E. coli (MIRIAGOU et al., 2003a), Proteus mirabilis (VOURLI et
al., 2006), Klebsiella pneumoniae (YAN et al., 2001b; IKONOMIDIS et al., 2005; LINCOPAN
et al., 2005; PENTEADO et al., 2009), Klebsiella oxytoca (SHIBATA et al., 2003), etc. Outras
enzimas dessa classe também j& foram identificadas como a SPM (S&o Paulo metalo-B-
lactamase) (TOLEMAN et al., 2002), GIM (German imipenemase) (CASTANHEIRA et al.,
2004) e SIM (Seul imipenemase) (LEE et al., 2005a), KHM (Kyorin Health Science MBL),
AIM (Australian Imipenemase), DIM (Dutch Imipenemase), SMB (S. marcescens MBL), TMB
(Tripoli MBL), FIM (Florence Imipenemase), porém nao ha relato de disseminacdo além de
seus paises de origem (JABALAMELI et al., 2018).

a) NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase)

O primeiro relato de NDM ocorreu em K. pneumoniae isolada de uma infeccao do trato
urinario de um paciente que vivia na Suécia, mas havia sido internado em Nova Delhi (YONG
et al., 2009). Desde entdo, essa enzima tem sido foco de atencdo mundial devido a rapida
disseminacéo do gene blanom (ANDRADE, 2011; DJAHMI et al., 2014; DORTET; POIREL,;
NORDMANN, 2014).

Embora reportada progressivamente em todos o0s continentes, a disseminacao
internacional de bactérias produtoras NDM tem sido fortemente associada a viagens e ao
recebimento de cuidados médicos no Subcontinente Indiano (india, Paquistdo, Sri Lanka e
Bangladesh) (KUMARASAMY et al., 2010; JAIN et al., 2014). Essa regido é considerada o
maior reservatorio do gene blanom-1, sendo 0 mesmo detectado ndo apenas em amostras de
pacientes, mas também em amostras ambientais. Além disso, essas amostras ambientais
revelaram a disseminacdo do blanpm-1 para novas espécies bacterianas, incluindo Shigella
boydii e Vibrio cholerae (WALSH et al., 2011).

Apesar disso, relatos da ocorréncia desse gene tém sido documentados em individuos
gue ndo viajaram para areas consideradas de alto risco (JAIN et al., 2014). E outros locais
despontam como de grande circulagdo dessa enzima como os estados Balcanicos, a Peninsula
Ardbica e o Norte da Africa (NORDMANN; POIREL, 2014; van DUIN; DOI, 2017). Nos
Estados Unidos, recentemente, dados do CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
revelaram que dos 168 isolados de Enterobacteriaceae que produziram MBL (VIM e NDM),
151 deles produziram NDM (CDC, 2016).

Atualmente, sdo conhecidas 17 variantes alélicas do gene blanom (KHAN et al., 2017).
Existem relatos na literatura que mostram que essa carbapenemase ja estd mundialmente

disseminada. Amostras de K. pneumoniae produtoras de NDM-1 foram identificadas na Italia,
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Reino Unido, Turquia, Quénia, China, Colémbia, Guatemala, Canada, Estados Unidos
(NORDMANN; POIREL, 2014). A variante NDM-2 foi descrita em varios isolados clinicos de
A. baumannii (ESPINAL et al., 2013; GHAZAWI et al., 2012). E as variantes NDM-4, NDM-
5, NDM-6 e NDM-7 foram observadas em isolados de enterobactérias de pacientes com historia
de hospitalizagdo na India (NORDMANN et al., 2012; MARTINEZ-MARTINEZ;
GONZALEZ-LOPEZ, 2014).

Entre as amostras de Enterobacterales, K. pneumoniae e E. coli sdo as mais
frequentemente relatadas como produtoras de NDM-1 (POIREL et al., 2011b; POIREL et al.,
2011c). No entanto, este gene também tem sido descrito em outros representantes dessa ordem
como Klebsiella oxytoca (HUANG et al., 2013), Proteus mirabilis (QIN et al., 2015), Serratia
marcescens (GRUBER et al., 2015), e Providencia spp. (MANAGEIRO et al., 2015), entre
outros.

No Brasil foi detectada pela primeira vez em 2013 no Rio Grande do Sul, em um isolado
de Providencia rettgeri (CARVALHO-ASSEF et al., 2013), atualmente encontra-se
disseminada em diversos estados (Figura 6). O gene blanpowm-1 foi encontrado, pelo mesmo grupo
de pesquisa de Porto Alegre-RS, em E. hormaechei, E. cloacae e Morganella morganii
(CARVALHO-ASSEF et al., 2014; ROZALES et al., 2014). Também hé relatos da presenca
dessa carbapenemase em espécies de Acinetobacter no Rio Grande do Sul (PAGANO et al.,
2015), Parana e em Santa Catarina (PILLONETTO et al., 2015). Além de ter sido encontrada
em P. rettgeri provenientes de S&o Paulo (Do CARMO JUNIOR et al.,, 2015), em K.
pneumoniae de Brasilia (FARIA-JUNIOR et al., 2016), do Rio de Janeiro (AIRES et al., 2017)
e de Salvador-BA (BARBERINO et al., 2018). Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou
a presenca desse gene em K. pneumoniae; P. mirabilis e S. marcescens provenientes de Recife-
PE (FIRMO et al., 2019b; SCAVUZZI et al., 2019a).

E importante lembrar que a maioria das amostras produtoras de NDM apresentam
fenotipo de multirresisténcia sendo resistentes aos P-lactamicos, aminoglicosideos,
fluoroquinolonas e sulfonamidas, devido a associagdo do gene blanpm-1 com outros
determinantes de resisténcia a antimicrobianos tais como: ESBL, AmpC, outras
carbapenemases (OXA-48, VIM, KPC), genes de resisténcia a aminoglicosideos (16S rRNA
metiltransferases, EMASs), macrolideos (esterases), rifampicina (enzimas modificadoras da
rifampicina), quinolonas (Qnr), cloranfenicol e sulfametoxazole (CASTANHEIRA etal., 2011;
NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; BARGUIGUA et al., 2013; DOLEJSKA et al., 2013;
SAMUELSEN et al., 2013; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014; MARTINEZ-
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MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014, QUILES et al., 2015; PEREIRA et al., 2015a;
FIRMO et al., 2019b).

Figura 6 - Distribuicdo de isolados portadores do gene blanom nos estados brasileiros. *Em
Pernambuco foram relatados 5 isolados de K. pneumoniae, 2 P. mirabilis e 3 S. marcescens.

Pernambuco®
K. pneumonice
P.mirgbilis

5. maorcescens

Adaptado de Silva et al., 2019.

b) VIM (Verona metallo-beta-lactamases)

Antigamente conhecida como MBL européia, devido a prevaléncia desta enzima nos
paises do continente europeu (WALSH et al., 2005), a carbapenemase VIM foi detectada pela
primeira vez em um isolado de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos em Verona na Itélia
(LAURETTI et al., 1999). Até o momento, 46 variantes desta enzima foram relatadas em todos
continentes, tornando-se uma das mais prevalentes MBLs mediadas por plasmideos. Embora
originalmente identificado em P. aeruginosa, as enzimas VIM vem se tornando endémicas
dentro de Enterobacteriaceae, principalmente em K. pneumoniae, E. coli e Enterobacter spp.
(PERILLI et al, 2013; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014,
MOHAMMED et al., 2016; BOCANEGRA-IBARIAS et al., 2017; MATSUMURA et al.,
2017; PROTONOTARIOQU et al., 2018) Essa enzima também foi detectada em P. mirabilis e
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S. marcescens, porém em raros casos (NASTRO et al., 2013; MATSUMURA et al., 2017
GHAITH et al., 2018; IOVENE et al., 2019).

Estudos mostram que o VIM-1 tem uma distribuicdo global, ja 0 VIM-2 esta presente no
México e na Espanha, o VIM-4 na Europa, o0 VIM-5 e -31 na Turquia, 0 VIM-19, -26, - 27 e -
33 foram limitados a Grécia, VIM-23 no México e VIM-29 esta presente na Ardbia Saudita e
no Reino Unido (MATSUMURA et al., 2017; IOVENE et al., 2019). Recentemente, no Brasil
0 gene blavim-2 foi relatado em isolados de P. aeruginosa (SCAVUZZI et al., 2019b).

c) IMP (Imipenemase)

A primeira MBL plasmidial reportada foi a IMP-1, identificada em isolados de P.
aeruginosa em 1988 no Japdo (WATANABE et al., 1991). Em 1993 foi identificada em
isolados de S. marcescens no mesmo pais (ITO et al., 1995). Desde entdo, o gene blavpe
propagou-se mundialmente e até a data 50 variantes foram identificadas (MOJICA et al., 2017).
Esse gene tem sido detectado principalmente em P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e em varias
enterobactérias que ja foram identificadas em diversos paises do mundo causando surtos ou
casos esporadicos, a maior prevaléncia foi encontrada no sudeste da Asia, Japdo e Taiwan
(WALSH et al., 2005; ZHAO et al., 2011; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ,
2014). No Brasil a presenca de IMP-1 foi detectada em isolados de K. pneumoniae provenientes
de diferentes hospitais em Séo Paulo (LINCOPAN et al., 2005; PENTEADO et al., 2009). Esse
gene foi ainda detectado em isolados de P. rettgeri, produtores de CTX e SHV (LINCOPAN et
al., 2006), em S. marcescens produtoras de KPC-2( SILVA et al., 2015) e em Acinetobacter
spp. produtora de NDM-1 (BRASILIENSE et al., 2019). Além disso, em Recife foi relatada

pela primeira vez a circulagdo do gene blaime-7 em P. aeruginosa (SCAVUZZI et al., 2019b).

2.3.1.2 Carbapenemases classe D

Devido a elevada capacidade de hidrolisar cloxacilina, oxacilina ¢ meticilina, as -
lactamases de classe D também sdo conhecidas como oxacilinases (OXAs). Essas enzimas
caracterizam-se por serem relativamente menos eficazes contra as cefalosporinas de primeira
geracao e serem pouco inibidas pelos principais inibidores da p-lactamase da classe A, como o

acido clavulanico e tazobactam. Além disso, apresentam baixa atividade hidrolitica contra os
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carbapenémicos e sua atividade in vitro pode ser inibida por concentragdes elevadas de NaCl
(PATEL; BONOMO, 2013; EVANS; AMYES, 2014).

Mais de 750 tipos de oxacilinases ja foram relatados. Essas enzimas séo as principais
causas de resisténcia aos carbapenémicos entre isolados de A. baumannii e Enterobacterales
(PITOUT et al., 2019). Elas sdo divididas filogeneticamente em dois grupos, o grupo | esta
presente principalmente em A. baumannii e inclui 4 subgrupos (la-1d) e o grupo Il, que consiste
nas variantes relacionadas ao OXA-48 (carbapenemases tipo OXA-48). Dados recentes
mostram que 27% das Enterobacterales produtoras de carbapenemase foram positivos para
carbapenemases do tipo OXA-48 (em comparagdo com 55% de KPCs e 26% NDMs). Essas
carbapenemases sdo encontradas com mais frequéncia em certas areas como no Oriente Médio,
norte da Africa, Bélgica e Espanha (de JONGE et al., 2016; KARLOWSKY et al., 2017;
PITOUT et al., 2019).

a) OXA-48

E a enzima mais comum do grupo |1, foi relatada pela primeira vez em 2004 a partir de
um isolado clinico obtido em Istambul, na Turquia (POIREL et al., 2004a). Atua na hidrolise
das penicilinas e apresenta baixo nivel de atividade contra os carbapenémicos, porém €
considerada a enzima da classe D com maior atividade catalitica para o imipenem (POIREL et
al., 2004a; EVANS; AMYES, 2014).

Até o momento, 20 variantes de OXA-48 foram descritas, as quais diferem pela variacédo
de um pequeno nimero de aminoacidos. A maioria dessas enzimas sdo codificadas por genes
localizados em plasmideos (POIREL et al., 2004b). A disseminacdo mediada por esses
plasmideos gerou um problema crescente no Oriente Médio, Norte da Africa e Europa, sendo
0 Marrocos, Tunisia, Egito e Libia considerados os principais reservatorios (STEWART et al.,
2018). Além disso, surtos hospitalares envolvendo enterobactérias produtoras de OXA-48
foram relatados na Franca, Alemanha, Suica, Paises Baixos e Reino Unido (NORDMANN;
POIREL, 2014). Embora quase ausente nas Ameéricas, relatorios revelaram o lento surgimento
dessa enzima (LYMAN et al., 2015). No Brasil, ha apenas um relato de uma variante da OXA-
48 encontrada em isolados de Enterobacter hormaechei (SAMPAIOQO et al., 2014).

Nos ultimos anos a enzima OXA-48 foi relatada em diversas espécies da ordem
Enterobacterales, com alta prevaléncia entre a K. pneumoniae (PFEIFER et al., 2012; HUANG
etal., 2013; KHAJURIA et al., 2014; KRAIEM et al., 2015; GUO et al., 2016; ALOTAIBI et
al., 2017; TADAetal., 2017; ARGENTE et al., 2018; MESSAOUDI et al., 2019). Mas também
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foi relatada, com menor frequéncia, em isolados ambientais de S. marcescens provenientes do
Marrocos (POTRON et al., 2011) e isolados clinicos de P. mirabilis provenientes de Israel e
Rassia (CHEN et al., 2015; FURSOVA et al., 2015).

Figura 7 - Disseminacdo global das principais carbapenemases em enterobactérias.
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Adaptado: CUI; ZHANG; DU, 2019.

2.3.2 Resisténcia aos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos atuam no RNA ribossomal bacteriano, induzindo alteracdes
conformacionais que resultam na traducdo errbnea das proteinas. A resisténcia a esses
antimicrobianos ocorre por meio de varios mecanismos que podem coexistir ao mesmo tempo
na célula , por exemplo, diminuicdo da entrada e permanéncia do antimicrobiano na célula
bacteriana (alteracdes ou perda de porinas e bombas de efluxo); diminui¢do da afinidade do
antimicrobiano pelo ribossomo bacteriano e inativagdo do farmaco por enzimas microbianas,
através das enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAS) (RAMIREZ; TOLMASKY,
2010).

O mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos comumente encontrado em
enterobactérias é a inativacdo enzimatica, que ¢ mediada por trés classes de enzimas, as
acetiltransferases (AACSs), as nucleotidiltransferases (ANTS) e as fosfotransferases (APHS)
(DOI; ARAKAWA, 2007). Outro mecanismo descrito inclui a modificacdo do sitio alvo do
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antimicrobiano, através da metilacdo da subunidade 16S do RNA ribossomal (16S rRNA)
(GALIMAND et al., 2005; DOI; ARAKAWA, 2007).

2.3.2.1 Enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAS)

Diferentemente das [-lactamases, as enzimas que conferem resisténcia aos
aminoglicosideos agem modificando a estrutura do antimicrobiano, antes que este se ligue ao
seu alvo, essas enzimas sdo conhecidas como Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos
(EMAs). Elas catalisam a modificacdo dos radicais hidroxila ou amina do nucleo 2-
deoxistreptamino ou nas moléculas de acucar desses antimicrobianos, gerando um farmaco
qguimicamente modificado que se liga fracamente aos ribossomos (RAMIREZ; TOLMASKY,
2010; MUNITA,; ARIAS, 2016; GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016). As EMAs sao
altamente mdveis, seus genes sdo transferidos em plasmideos, integrons, transposon. Muitas
vezes junto com outros genes de resisténcia, tais como RMTases ou -lactamases (GARNEAU-
TSODIKOVA; LABBY, 2016 ).

A presenca dessas enzimas em bactérias gram-positivas e gram-negativas elevam os
valores das CIMs em mais de 10 vezes, principalmente para a gentamicina (DURANTE-
MAGONI et al., 2009). As trés classes de EMASs sdo: acetiltransferases (AAC) que promovem
acetilacdo, usando Acetil Coenzima A como doador, nucleotidiltransferases (ANT) que
promovem a transferéncia de um AMP proveniente do ATP para a molécula do
aminoglicosideo e as fosfotransferases (APH) que catalisam a transferéncia de um grupo fosfato
para a molécula de aminoglicosideo (DOI et al., 2007). Os antimicrobianos ao serem
modificados por essas enzimas passam apresentar baixa afinidade ao ribossomo bacteriano,
ocasionando dessa forma a resisténcia a estes farmacos (VAKULENKO; MOBASHERY,
2003).

Estas enzimas modificadoras sdo ainda subdivididas em subclasses, baseado na posi¢do
onde provocam as alteracdes na molécula do aminoglicosideo e no fenétipo conferido pela
mesma (VAKULENKO; MOBASHERY, 2003; RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). Por este
motivo, sdo usados diferentes sistemas de nomenclatura para essas enzimas. O primeiro deles
refere-se & acdo enzimatica e consiste em trés letras (AAC, ANT, APH), em seguida um nimero
entre parénteses identifica o local onde houve a modificacéo e, logo ap6s, um numeral romano
designa a subclasse, por exemplo, APH(3”)-1b (DOI et al., 2007; RAMIREZ; TOLMASKY,
2010).
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Mais de 100 EMAs ja foram relatadas e as da familia AAC(6”) sdo mais frequentes em
bactérias gram-negativas e podem ser subdivididas em dois grupos, AAC(6')-1 e AAC(6 )-11,
que sdo diferenciados pelo perfil dos aminoglicosideos inativados. Os genes que as codificam
ja foram descritos em plasmideos, transposons e integrons, e estdo disseminados entre diversas
espécies (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; RAMIREZ; NIKOLAIDIS; TOLMASKY, 2013).

A enzima AAC(6’)-Ib € provavelmente a acetiltransferase clinicamente mais relevante,
visto que tem sido descrita em aproximadamente 70% dos gram-negativos de origem clinica
(MIRO et al., 2013; MARTINEZ et al., 2015, RIZI et al., 2015). Ela é responsavel pela
resisténcia a amicacina e a outros aminoglicosideos (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). O gene
aac(6’)-1b ja foi descrito em varias espécies da ordem Enterobacterales, como K. pneumoniae,
P. mirabilis e S. marcescens. principalmente associado a outros genes de resisténcia, como
blakpc € blanom, por exemplo (ZHU et al., 2016, ALABI et al., 2017, FERNANDEZ-
MARTINEZ et al., 2018, AL-AGAMY et al., 2019, CIRIT et al., 2019, FIRMO et al., 2019b,
SCAVUZZI et al., 2019a).

As enzimas AAC(3) constituem o segundo grupo mais comum de acetiltransferases e
nove subclasses séo reconhecidas. A subclasse AAC(3)-1 inclui cinco enzimas que conferem
resisténcia a gentamicina, sisomicina e fortimicina, e estdo presentes em isolados clinicos de
Enterobacteriaceae e outros gram-negativos (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). A subclasse
AAC(3)-11, é caracterizada por conferir resisténcia a gentamicina, netilmicina, tobramicina,
sisomicina e dibekacina (SHAW et al., 1993), e inclui trés enzimas: AAC(3)-Ila, AAC(3)-IIb,
e AAC(3)- llc., encontradas em uma grande variedade de espécies (BECKER; COOPER, 2013,
MIRO et al., 2013; LIANG et al., 2015, MARTINEZ, et al., 2015, MIR et al., 2016,
FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2018, CIRIT et al., 2019), inclusive ja foi descrita no Brasil
na espécie de K. pneumoniae portadoras de genes blanpwm-1 € blakpc2 (PEREIRA et al., 2015a3;
PEREIRA et al., 2015b; FIRMO et al., 2019b).

A maior classe, em numero de enzimas entre as APHs, ¢ a das fosfotransferases 3’
[APH(3’)], que modificam os grupos hidroxila dos aminoglicosideos na posicdo 3. Nesta
familia, a subclasse mais prevalente em gram-negativos é a das enzimas APH(3')-1, que
conferem resisténcia a canamicina, neomicina, paramomicina, ribostamicina e lividomicina.
Outra importante subclasse destas enzimas ¢ APH(3”)-V/|, codificadas pelo gene aph(3')-VI que
confere resisténcia a amicacina, isepamicina, canamicina, neomicina, entre outros
(VAKULENKO; MOBASHERY, 2003; BECKER; COOPER, 2013). Essa enzima foi relatada

pela primeira vez em A. baumannii (LAMBERT et al., 1988), porém, atualmente encontra-se
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disseminada em varios membros da ordem Enterobacterales e em P. aeruginosa (VAZIRI et
al., 2011; COSTELO et al., 2019; FIRMO et al., 2019b).

As nucleotidiltransferases (ANT) compreendem cinco classes: ANT(2°"), ANT(3”),
ANT(4’), ANT(6), ANT(9) (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). Apesar de ser a menor familia
de EMAs em numero, possuem significante importancia clinica, pois ANT(2’”) confere
resisténcia a amicacina, tobramicina e gentamicina, que sdo os aminoglicosideos mais
frequentemente prescritos (AVENT et al., 2011). O gene ant(2")-la é amplamente distribuido,
sendo localizado em plasmideos e transposons encontrados tanto em Enterobacterales quanto
em bacilos gram-negativos ndo-fermentadores (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010, MIRO et al.,
2013; LIANG et al., 2015, COSTELO et al., 2019). Em 2015, Martinez et al. encontraram em
isolados de E. coli o gene ant(2")-1a associado ao gene blaoxa-1 e recentemente foi encontrado,
no Recife, em isolados de K. pneumoniae, S. marcecens e P. mirabilis portadores do gene
blakpc-2 e blanom-1 (FIRMO et al., 2019b).

Tabela 2 - Fenotipo de resisténcia esperado de acordo com a producdo das enzimas

modificadoras de aminoglicosideos (EMAS).

Enzimas modificadoras de AMI GEN TOB SIS DBK NTL NEO STM
aminoglicosideos

Fosfotransferases APH(3’)-la S R S S S S R S
(APHs)
APH(3’)- R S S S S S R S
Vlia
Acetiltransferases AAC(3)-la S R S R S S S S
(AACs)
AAC(3)-lla S R R R R R S S
AAC(6)- R S R R R R S S
4]
Nucleotidiltransferases ANT(2”)- S R R R R S S S
(ANTS) la
ANT(3”)- S S S S S S S R

la

AMI: amicacina, GEN: gentamicina, TOB: tobramicina, SIS: sisomicina, DBK: dibecacina,
NTL: netilmicina, NEO: neomicina, STM: streptomicina. R- Resistente; S- Sensivel. Adaptado
de Shaw et al., 1993.
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Apesar da maior prevaléncia das enzimas modificadoras de aminoglicosideos em
bactérias gram-negativas, nos Gltimos anos a emergéncia de outra classe de enzimas, que
conferem resisténcia mediada pela metilacdo sitio especifica do RNA ribossdmico 16S, vem
chamando atencdo nesses microrganismos, as metilases 16S rRNA (YOKOYAMA et al.,
2003).

2.3.2.2 Metilases 16S rRNA

A metilacdo do RNA tem sido apontada como um mecanismo que fornece altos niveis
de resisténcia aos aminoglicosideos. Esses antimicrobianos sdo naturalmente produzidos por
Actinomicetos que sdo intrinsicamente resistentes a essa classe devido a protecdo ribossomal
obtida através de metilacdo especifica em sitios da subunidade 16S do RNA (DOI,
ARAKAWA, 2007). Acreditava-se que este mecanismo de resisténcia estava restrito a esses
microrganismos produtores, porém em 2002, o primeiro gene responsavel por codificar uma
metilase foi descrito em uma Citrobacter freundii na Polonia e designado de armA
(Aminoglycosides Resistance Methylase). Foi observado que as metilases encontradas
inicialmente em Actinomicetos sdo estruturalmente diferentes das encontradas atualmente nas
amostras clinicas (DOI; ARAKAWA, 2007).

Em 2003, na Franca (GALIMAND et al., 2003) e no Japdo (YOKOYAMA et al., 2003),
foram relatados outros casos de isolados de espécies clinicas relevantes (K. pneumoniae e P.
aeruginosa) produtoras de 16S rRNA metilases. Foi visto que, essas metilases adicionavam
grupamentos quimicos (grupos metil) ao ribossomo bacteriano, mostrando-se capazes de
conferir um nivel elevado de resisténcia aos aminoglicosideos utilizados clinicamente, como
amicacina, tobramicina e gentamicina (DOI; ARAKAWA, 2007; WACHINO; ARAKAWA,
2012).

Dez classes de 16S rRNA metilases ja foram descritas, ArmA, RmtA, RmtB, RmtC,
RmtD, RmtE, RmtF, RmtG, RmtH e NpmA, como observado na figura 8(DOl et al., 2016). Os
tipos ArmA, Rmt (ribosomal methyltransferase) conferem alto nivel de resisténcia aos
aminoglicosideos 4,6-desoxiestreptamina dissubstituido (DOS), incluindo gentamicina,
tobramicina e amicacina, e tem disseminagéo global (DOI et al., 2007; DOl e ARAKAWA,
2007; WACHINO e ARAKAWA, 2012; BUENO etal., 2013; O’HARA et al., 2013). Enquanto
que a classe NpmA confere alto nivel de resisténcia tanto aos aminoglicosideos 4,6-
deoxiestreptamina dissubstituido (DOS) quanto aos aminoglicosideos 4,5-DOS, tais como,

neomicina e estreptomicina e foi encontrado somente no Japdo (WACHINO et al, 2007).
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Os genes armA e rmtB parecem ser os genes codificadores de metilases mais
comumente encontrados em Enterobacterales e em A. baumannii (LIANG et al., 2015; AYAD
et al., 2016; DOI et al., 2016). Em Enterobacterales, o gene armA tem sido encontrado
principalmente em espécies, como K pneumoniae, envolvidas em IRAs, mas também ha relatos
de espécies envolvidas em doencas alimentares e diarréicas, incluindo Salmonella enterica e
Shigella flexneri (GALIMAND et al., 2005; DU et al., 2012).

Recentemente foi observado que enterobactérias produtoras de carbapenemase do tipo
NDM também apresentavam resisténcia aos aminoglicosideos gentamicina e tobramicina, isso
foi explicado pela alta prevaléncia do gene armA nesses isolados (DOI et al., 2016).
Investigacdes nos plasmideos dos portadores do gene blanpm revelaram a presenca do gene
armA, e de outros da familia da 16S-RMTases, como 0s genes rmtB, rmtC e rmtF, sendo
carreados no mesmo plasmideo (RAHMAN et al., 2014). O gene armA também foi encontrado
em enterobactérias, portadoras do gene blakrc2 e de outros determinantes de resisténcia, na
Algeria, Pol6nia, Italia, China e no Brasil (ZACHARCZUK et al., 2011; MEZZATESTA etal.,
2013; LUO et al., 2014, QUILES et al., 2015, LEULMI et al., 2018)

A enzima RmtA foi primeiramente identificada no Japdo, em um isolado clinico de
P.aeruginosa resistente a aminoglicosideos. Esta nova enzima mostrava uma semelhanga de
35% com metilases 16S RNAr de varios actinomicetos, sugerindo que esses genes Sao
adquiridos horizontalmente de microrganismos ndo patogénicos (DOI, 2016). Quando
comparada com ArmA, a ocorréncia de RmtA tem sido esporadica, com poucos relatos vindos
principalmente do Jap&o, da Coréia e da india (YAMANE et al., 2005; JIN et al., 2009, POIREL
etal., 2011c, WANGKHEIMAYUM et al., 2017).

A enzima RmtB foi relatada pela primeira vez a partir de uma estirpe clinica de Serratia
marcescens que foi isolada no Japdo em 2002 (DOI et al., 2004). Essa enzima encontra-se
distribuida mundialmente, com relatos na Asia, Américas, Europa, Oriente Médio, Africa e
Oceania, principalmente em bactérias da ordem Enterobacterales (BOGAERTS et al., 2007;
FRITSCHE et al., 2008; KANG et al., 2008;, WU et al., 2009; TIAN et al., 2011; WACHINO,
ARAKAWA, 2012; AL-GALLAS et al., 2013; AL SHEIKH et al., 2014; SIDJABAT et al.,
2015, ZHU et al., 2016, LEE et al., 2018). No Brasil foi encontrada nas espécies K. pneumoniae
e P. mirabilis (CASSU-CORSI et al., 2018) . Assim como 0 gene armA, rmtB é freqlientemente
associado ao gene blanom-1 no mesmo plasmideos (CARATOLLI et al., 2012) e também ja foi
descrito em isolados portadores do gene blakpec-2 ( GALANI et al., 2012; SHENG et al., 2012,
YAO etal., 2017).
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A RmtC foi inicialmente relatada em uma estirpe clinica de P. mirabilis que foi isolada
no Japao em 2003 (WACHINO et al., 2006). Depois foi reportado da Australia um segundo
isolado de P. mirabilis produtor de RmtC, que havia sido isolado da urina de um paciente que
tinha retornado recentemente da India (ZONG et al., 2008) e em seguida foi relatado em S.
enterica no Reino Unido, de pacientes com relatos de viagens também a india (HOPKINS et
al., 2010). Assim como outras RMTases, 0 gene codificante da RmtC ja foi encontrado
coexistindo no mesmo ambiente genético do blanpm-1, tendo sido relatados em E. coli
provenientes do Reino Unido, india e Paquistdo (MUSHTAQ et al., 2011), em isolados de
enterobactérias na Nova Zelandia (WILLIAMSON et al., 2012), e India (HIDALGO et al.,
2013) e em K. pneumoniae no Nepal (TADA et al., 2013), na Turquia (GOKMEN et al., 2016)
e no Ird (KIAEI et al., 2018, YEGANEH SEFIDAN et al., 2019).

O primeiro relato da enzima RmtD foi no Brasil, onde o gene rmtD (agora também
denominada rmtD1 por causa da identificagdo de sua variante rmtD2) foi associado a um clone
produtor de uma metalo beta-lactamase (SPM-1) em P. aeruginosa (DOl et al., 2007). Desde
entdo as RmtD1 e RmtD2 foram encontradas distribuidas em varias espécies de enterobactérias
no Brasil, Argentina, Chile ( TIJET et al., 2011; FRITSCHE et al., 2008; YAMANE et al.,
2008a, BUENO et al., 2016; GRAZZIOTIN et al., 2016) e recentemente foi relatada em E. coli
proveniente da india (WANGKHEIMAYUM et al., 2017). Em 2013, foi relatado no Brasil um
isolado de K. pneumoniae portador dos genes blakpc € rmtD (BUENO et al., 2013). Ao
contrario de Enterobacteriaceae produtoras de NDM-1, rmtD1 ou rmtD2 e blakpc estdo
localizados em plasmideos separados (DOI et al., 2016).

A enzima RmtE foi notificada até o momento em apenas dois isolados de E. coli
provenientes de bovinos nos Estados Unidos (DAVIS et al., 2010), enquanto a RmtF tem sido
descrita em enterobactérias no Nepal, Austréalia, Minesota e Suica (SIDJABAT et al., 2015;
TADAc etal., 2013; LEE et al., 2014, MANCINI et al., 2017) e em isolados produtores de NDM
(GALIMAND et al., 2012; HIDALGO et al., 2013; MATASEJE et al., 2014). A metilase
RmtH foi identificada em um isolado de K. pneumoniae produtor de ESBL proveniente de um
soldado dos Estados Unidos que sofreu infec¢do devido a um ferimento de guerra (O’HARA et
al., 2013). Ja a metilase NpmA foi descrita a partir de uma E. coli isolada de um paciente no
Japdo (WACHINO et al., 2007).

Por fim, a metilase RmtG foi inicialmente identificada no Brasil em um isolado de K.
pneumoniae produtor de KPC (BUENO et al., 2013). Também foi encontrada em outro isolado
de K. pneumoniae produtor de KPC-2 e CTX-M-15, proveniente de uma cultura de ponta de
cateter (CERDEIRA et al., 2016) e em um isolado de Klebsiella aerogenes proveniente de um
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lavado broncoalveolar (PASSARELLI-ARAUJO et al., 2019). Além disso, ja foi descrita no
Chile e em Miami em K. pneumoniae (POIREL et al., 2014; HU et al., 2014) e recentemente
foi relatada pela primeira vez na Europa (MANCINI et al., 2018).

Grande parte destes genes estd associada com elementos genéticos mdveis, como
integrons e transposons inseridos em plasmideos, denotando a sua capacidade de disseminagdo
horizontal intra e inter espécies (DOI; ARAKAWA, 2007; DOI et al., 2007; WACHINO;
ARAKAWA, 2012).

Figura 8 - Distribuicdo mundial das metiltransferases 16S rRNA.
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2.3.3 Resisténcia as Polimixinas

A acdo das polimixinas depende de sua interacdo com as moléculas do LPS da
membrana externa das gram-negativas. Sua carga positiva promove o deslocamento de cations
divalentes na porcdo negativa do LPS o que gera uma desestabilizacdo da membrana e
consequentemente a formacgéo de poros que aumentam a permeabilidade, provocando a lise
celular. Apesar dessa acdo rapida, os microrganismos sao capazes de se adaptar facilmente a
presenca das polimixinas, desenvolvendo resisténcia (NODARI; BARTH, 2016). O principal
mecanismo envolvido nesse processo é a alteracdo da carga dos lipideos de membrana, atraves
da modificagdo dos substituintes do LPS, seja por via intrinseca, adaptativa ou mutacional
(TRIMBLE et al., 2016).
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A resisténcia intrinseca ou natural pode ser observada em vérias gram-negativas como:
Proteus spp., Providencia spp., Morganella , Serratia spp., Edwardsiella spp., Legionella
spp., Burkholderia cepacia complex, Campylobacter spp. e Vibrio cholerae. (OLAITAN;
MORAND; ROLAIN, 2014; TRIMBLE et al, 2016; POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).
Em P. mirabilis e S. marcescens a resisténcia as polimixinas esta ligada a expressdo constitutiva
do operon arnBCADTEF e/ou do gene eptB , causando a adicdo de fosfoetanolamina (pEtN)
e/ou 4-amino-4-desoxil- L-arabinose (L-Ara4N) ao LPS. Essa modificacdo aumenta a carga do
LPS, que é o alvo inicial das polimixinas e, portanto, diminui a ligacdo & polimixina, dando
origem a resisténcia intrinseca nessas espécies (AQUILINI et al., 2014; LIN et al., 2014;
POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).

A resisténcia adquirida as polimixinas foi identificada em varios géneros da
ordem Enterobacterales, como Klebsiella, Escherichia , Enterobacter e Salmonella. Assim
como nas bactérias com resisténcia intrinseca as polimixinas, a modificagdo do LPS por
substituicdo catibnica € o mecanismo mais comum entre essas bactérias. Na espécie K.
pneumoniae, a literatura relata, que a regulacdo génica do desenvolvimento de resisténcia as
polimixinas, envolve mutag6es no gene mgrB, o qual regula os sistemas (PhoP/Q e PmrA/B)
(BARON et al., 2016). Esses componentes séo diretamente influenciados por fatores
ambientais como presenca de ferro, concentracfes elevadas de calcio, ferro e aluminio ou
baixas de magnésio, e alteracdes do pH. O somatério dessas modificacBes reduzem a carga
negativa da membrana externa, que resulta na diminuicdo da afinidade da polimixina com a
superficie das células bacterianas (GIRARDELO; GALES, 2012; TRIMBLE et al, 2016;
MOFFATT; HARPER; BOYCE, 2019).

No mecanismo adaptativo, a bactéria que antes era sensivel, se torna resistente durante
0 uso da polimixina em concentracBes subinibitérias, devido aos fendmenos de
heterorresisténcia e resisténcia adaptativa. Entretanto, a resisténcia nesse caso pode ser
reversivel na auséncia da pressao seletiva estabelecida pelo antimicrobiano (GIRARDELO;
GALES, 2012). Além disso, outros mecanismos podem ser encontrados, como sistemas de
bombas de efluxo, espessamento da capsula polissacaridica, modificagcdes nas concentragdes
de proteinas especificas da membrana externa e a presenca do gene mcr. (MOFFATT,;
HARPER; BOYCE, 2019).
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2.3.3.1 Gene mcr (mobile colistin resistance)

Até pouco tempo, acreditava-se que a resisténcia as polimixinas eram estritamente
ligadas a mutacGes cromossdmicas, porém, em 2015 foi descrita pela primeira vez a resisténcia
a esses antimicrobianos mediada por um gene de localizacdo plasmidial. O gene denominado
mcr-1 (mobile colistin resistance) foi inicialmente relatado em E. coli e K. pneumoniae isoladas
de animais e pacientes de UTI na China. Esse gene codifica uma fosfoetanolamina transferase
que transfere pEtN e modifica os grupos fosfato do lipideo A no LPS, o que leva a aumentos
de 4 a 8 vezes as CIM das polimixinas (LIU et al., 2016).

Apds as descobertas iniciais, 0 gene mcr-1 foi relatado em mais de 30 paises (Figura 9),
com maior incidéncia na China, Vietnd e Alemanha (WANG et al., 2018). Até 0 momento
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ — 14 de dezembro de 2019) sdo conhecidas 10
variantes do mcr: mcr-1, mcr-2 (XAVIER et al., 2016), mcr-3 (YIN et al., 2017), mcr-4
(CARATTOLI etal., 2017), mcr-5 (BOROWIAK et al., 2017), mcr-6 (ABUOUN et al., 2017),
mcr-7 (YANG et al., 2018), mcr-8 (WANG, X. et al., 2018), mcr-9 e mcr-10. Além dessas,
pelo menos 13 variagbes do gene mcr-1 foram encontradas em diversos paises, como por
exemplo: mcr-1.2 descrita em K. pneumoniae na Italia (DI PILATO et al., 2016), mcr-1.3e 1.4
encontrados em E. coli na China (YANG, Y etal., 2017), mcr-1.13 relatado em E. coli na Italia
(ALBA et al., 2018), entre outros.

Como descrito acima, a grande maioria dos isolados mcr-1 positivos pertence a E. coli,
mas também inclui isolados de outras espécies bacterianas, como: Raoultella ornithinolytica,
Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Escherichia fergusonii, Kluyvera ascorbata,
Citrobacter braakii, Cronobacter sakazakii e Klebsiella aerogenes, isolados de alimentos,
animais, humanos e meio ambiente (ARCILLA et al., 2016, HU et al., 2016; OLAITAN et al.,
2016; TSE; YUEN et al., 2016; WEBB et al., 2016; FERNANDES et al., 2017; WANG et al.,
2018; WANG X et al., 2019).

A alta incidéncia do gene mcr-1 na pecuaria e na avicultura estd ligada ao uso
indiscriminado das polimixinas na medicina veterinaria, ndo apenas no tratamento, mas também
na profilaxia de infeccBes causadas por enterobactérias, além disso esse antimicrobiano é
disponibilizado na 4gua e alimento desses animais (CATRY et al., 2015). Outros dados revelam
que esse gene também & altamente prevalente no meio ambiente, principalmente em rios e
mares (ZURFUH et al., 2016; FERNANDES et al., 2017; YANG et al., 2017; DRALI et al.,
2018).
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Figura 9 - Relatorios de isolados produtores de MCR-1 no mundo. *No Brasil ja foram

relatados casos de portadores do gene mcr-1 em isolados clinicos.
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O primeiro relato do gene mcr-1, no Brasil, foi em isolados de E. coli provenientes de
animais (frangos e suinos) dos estados de Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais
(FERNANDES et al., 2016a). Em isolados clinicos, o primeiro caso de E. coli apresentando
esse gene ocorreu no Rio Grande do Norte (FERNANDES et al, 2016b). Desde entéo, diversos
relatos foram publicados, principalmente em seres humanos, nos estados de Pernambuco
(ROCHA et al., 2017), Espirito Santo (AIRES et al., 2017b; TONINI et al., 2018), Rio de
Janeiro (CONCEICAO-NETO et al., 2017), S&o Paulo (OLIVEIRA et al., 2018), Parana
(PILONETTO et al., 2019) e Rio Grande do Sul (DALMOLIN et al., 2017; DALMOLIN et
al., 2018; LORENZONI et al., 2018).

A coexisténcia de diferentes genes de resisténcia a diferentes classes de antibidticos,
tem sido relatada em diversas espécies bacterianas. A presenca do gene mcr-1 tem sido
associado, principalmente, as carbapenemases (DI PILATO et al., 2016; DU et al., 2016;
AIRES et al., 2017; BULMAN et al., 2017; DALMOLIN et al., 2018; LI et al., 2018; WANG,
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R. et al., 2018). O que € bastante preocupante, visto que as polimixinas sdo as Ultimas opg¢des

de escolha para o tratamento de infec¢cdes causadas por produtores de carbapenemases.

2.4 Opcoes de tratamento para infec¢es causadas por Enterobacterales multidroga-
resistentes

A crescente prevaléncia de resisténcia bacteriana aos antibioticos € um problema critico
de salde publica, principalmente devido a significativa morbimortalidade causada pelas
IRAs. Estima-se que 700 mil mortes sejam causadas por ano, devido & resisténcia aos
antimicrobianos e que até 2050 ela podera causar mais mortes que o cancer (WHO, 2014).

Até o momento, as opcBes de tratamento para infeccGes causadas por enterobactérias
multidroga-resistentes permanecem muito limitadas. As polimixinas e a tigeciclina tem sido
consideradas como drogas de escolha para essas infeccOes, entretanto, a resisténcia a esses
antimicrobianos vem aumentando (SHEU et al., 2019). Além desses antimicrobianos,
aminoglicosideos e fosfomicina também sdo utilizados, de acordo com o quadro do paciente
(RODRIGUEZ-BANO et al., 2018). E também os proprios carbapenémicos que ainda
desempenham um papel no tratamento dessas infeccdes, principalmente quando utilizados em
isolados com CIMs mais baixas ou em combinagdo com outros antimicrobianos (EL-GAMAL
etal., 2017).

Recentemente, novas combinagdes de inibidores de B-lactamase forneceram novas
opcoes terapéuticas para infecgfes causadas por produtores de carbapenemases. Entretanto,
esses novos inibidores da B-lactamase ndo sdo ativos contra todas as carbapenemases,
principalmente as MBLs. O avibactam inibe tanto a Classe A, KPC, quanto a Classe D, OXA-
48 (van DUIN; BONOMO, 2016), enquanto o vaborbactam e o relebactam inibem apenas a
Classe A, KPC (PETTY et al., 2018; ZHANEL et al., 2018). Apesar de existirem outros
medicamentos em diferentes estagios de desenvolvimento, como a plazomicina, cefiderocol e
eravaciclina, sua eficacia clinica ainda ndo esta totalmente elucidada (RODRIGUEZ-BANO et
al., 2018; NORDMANN; POIREL, 2019). Por isso, é de extrema importancia a busca por
combinagbes de antimicrobianos eficientes capazes de atuar contra essas bactérias,
principalmente as produtoras de NDM, visto que, essa enzima tem se tornado cada vez mais

comum entre os hospitais brasileiros.
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2.4.1 Terapia combinada

Diante das opcdes de tratamento cada vez menores, ressurgem as polimixinas, que
mantém uma atividade significativa contra patégenos produtores de carbapenemases, como a
KPC e a NDM. Em contrapartida, estudos recentes demonstram o crescimento da resisténcia a
polimixina B e a crescente incidéncia de espécies intrinsecamente resistente a esse
antimicrobiano (DIEP et al, 2018; FIRMO, 2019). Além disso, o uso da polimixina B em
monoterapia tem sido associado a maiores taxas de falha no tratamento em comparagdo a
terapias combinadas (PEREZ et al., 2019). Nesse cenario, a terapia combinada tem sido
proposta como uma estratégia para aumentar a atividade antimicrobiana e reduzir o surgimento
de resisténcia (RAHIM et al 2015; BULMAN et al 2017; HAGIYA et al, 2018;
KULENGOWSKI et al, 2018).

A justificativa para 0 uso da terapia combinada contra bactérias gram-negativas MDR
baseia-se na hipétese de que polimixinas e um segundo antibidtico interagirem sinergicamente
para aumentar a morte bacteriana e produzir um efeito combinado maior que a soma de seus
efeitos separados ou, inversamente, que o mesmo efeito de morte possa ser alcancado usando
doses mais baixas de antibioticos (FRITZENWANKER et al., 2018; PEREZ et al., 2019). Além
disso, foi sugerido que combinag¢fes com polimixina podem dar origem a chamada sinergia de
subpopulac@es, onde um antimicrobiano mata as subpopulacdes resistentes do outro e vice-
versa (BERGEN et al., 2019). Outra justificativa seria que as combinagdes de antibidticos
afetam diversos alvos moleculares e processos nas bactérias, o que pode atrasar ou impedir 0
desenvolvimento de resisténcia, 0 que é especialmente relevante, pois a monoterapia com
polimixinas quase sempre resulta no crescimento das bactérias e no desenvolvimento da
resisténcia durante a terapia (PEREZ et al., 2019). Diante disso, pode-se afirmar que a reducéo
da terapia empirica inadequada, os potenciais efeitos sinérgicos e a reducdo da emergéncia da
resisténcia bacteriana estdo entre os principais beneficios da terapia combinada (BERGEN et
al., 2019).

Alguns estudos vém comprovando os beneficios da terapia combinada quando
comparada a monoterapia. Tzouvelekis et al. avaliaram 889 pacientes com infec¢bes por
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, a terapia de combinagdo com dois ou mais
agentes ativos in vitro foi associada com menor mortalidade quando comparado ao tratamento
com um Unico agente antimicrobiano ativo in vitro, 27% e 38%, respectivamente

(TZOUVELEKIS et al., 2014). Outros estudos observacionais com foco no tratamento de
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infeccbes da corrente sanguinea causadas por enterobactérias resistentes aos carbapenémicos
também apontam para uma vantagem de sobrevivéncia de pacientes que fizeram o uso da
combinacdo em relacdo aqueles que utilizaram apenas a monoterapia (ZARKOTOU et al.,
2011; QURESHI et al., 2012; TUMBARELLO et al., 2012; DAIKOS et al., 2014; PEREZ et
al., 2016). Em contrapartida, Zusman et al. (2017) apds realizarem uma revisdo sistematica e
metanalise para examinar a eficacia da combinacgédo baseada em polimixina versus monoterapia,
alertaram que a associacdo, em estudos observacionais, entre polimixina em monoterapia e
mortalidade ndo podem ser tomadas como prova da superioridade da terapia combinada, devido
a baixa qualidade geral das evidéncias.

Os carbapenémicos, paradoxalmente, apesar de serem hidrolisados pelas
carbapenemases, aumentam a sobrevida dos pacientes quando usados em terapia combinada.
Estudos na Grécia mostraram que combinag¢Bes incluindo meropenem no tratamento de
pacientes, com infeccdo por patégenos produtores de carbapenemases, tiveram a menor taxa de
mortalidade quando a CIM do meropenem foi < 8 mg/L (DAIKOS, 2014), o que também foi
observado por Tumbarello et al. (2012) na Italia. Esses achados foram corroborados por estudos
de coorte, porém foi observado o sucesso clinico das combinagdes com meropenem também
em isolados que apresentaram uma CIM de até 16 mg/L para esse antimicrobiano
(TUMBARELLO etal., 2015; GIANNELLA et al., 2018).

Toledo et al. (2015) conduziram um estudo com o objetivo de determinar eficacia de
meropenem, tigeciclina e polimixina B num modelo de infecgdo por Klebsiella pneumoniae
produtoras de KPC. O ensaio in vivo e in vitro demonstrou que regimes combinados, exceto
meropenem com tigeciclina, foram mais eficazes que a monoterapia para as cepas testadas. Em
outros estudos, as combinagdes com colistina, polimixina B ou tigeciclina com carbapenémico
ou carbapenémico com aminoglicosideo foram analisadas. Os esquemas contendo
carbapenémico foram associados com melhor desfecho, sugerindo um efeito residual mesmo
quando resistente (TZOUVELEKIS et al., 2012; QURESHI et al., 2012).

Uma revisdo de casos publicados sobre o tratamento de infec¢Ges causadas por
enterobactérias produtoras de KPC, também demonstrou que as polimixinas em terapia
combinada obtém menores taxas de falha no tratamento quando comparadas com a
monoterapia. Neste estudo foi observado que 71% dos casos tratados com combinacéo a base
de polimixina (tigeciclina+ colistina, carbapenémicos + polimixina B e aminoglicosideos +
polimixina B) obtiveram sucesso. Em concordancia a esses resultados, os casos tratados com
carbapenémicos em monoterapia obtiveram menor taxa de sucesso terapéutico quando

comparados a terapia combinada (26% versus 60%), dos casos tratados com combinagéo a base
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de carbapenémicos, 74% obtiveram sucesso e 0s regimes mais utilizados foram: polimixina B
+ carbapenémicos, aminoglicosideos + carbapenémicos e beta-lactdmicos com inibidor de beta-
lactamase + carbapenémicos (LEE; BURGESS, 2013).

Os aminoglicosideos tém sido tradicionalmente usados como parte de esquemas de
combinacdo e somente em infecgdes do trato urinario eles tém sido usados como monoterapia
(KARAISKOS et al., 2019). Em combinacdo, esses antimicrobianos parecem permeabilizar a
membrana externa da bactéria (que pode ser explicado pela inibicdo da sintese proteica, onde
proteinas andmalas sdo produzidas e a permeabilidade celular bacteriana é alterada),
favorecendo a penetracdo no local de destino do antimicrobiano usado em associagéo, levando
a morte bacteriana sinérgica. Além disso, estudos sugerem que o aminoglicosideo contribui
para a diminuicdo da expressdo das p-lactamases (DRUSANO et al., 2012).

Estudos clinicos e observacionais, incluindo grandes coortes de pacientes com infeccBes
por K. pneumoniae produtoras de KPC, mostraram que a combinagdo de um carbapenémico
com um aminoglicosideo estava associada a menor taxa de mortalidade (DAIKOS et al., 2014;
TZOUVELEKIS et al., 2014; TUMBARELLO et al., 2015).

Apesar desses achados importantes, na literatura ainda é escasso estudos in vitro
envolvendo espécies intrinsecamente resistentes as polimixinas, como P. mirabilis e S.
marcescens. Barth et al. (2015) encontraram sinergia e atividade bactericida quando a
polimixina B foi combinada com meropenem e a tigeciclina contra dois isolados de S.
marcescens resistentes aos carbapenémicos. Entretanto, Betts et al. (2014) ndo encontraram
nenhum efeito sinérgico da combinacdo de tigeciclina mais colistina contra S. marcescens. Por
serem extremamente dificeis de tratar e por estarem em constante ascensao no meio hospitalar,
se faz necessario a busca por combinacdes de antimicrobianos capazes de debelar infeccdes

causadas por essas bactérias.

2.5 Alterac6es morfologicas e ultraestruturais induzidas por antimicrobianos

Antes se acreditava que ndo existiam diferencas morfoldgicas entre cepas bacterianas
resistentes e sensiveis aos antimicrobianos. No entanto, estudos com estafilococos
demonstraram que cepas resistentes sdo morfologicamente distintas quando comparadas a
cepas sensiveis (HYO et al., 2008; FUKUTSUJI et al., 2013). Atualmente, a microscopia
eletrbnica de transmissdo e de varredura representam ferramentas importantes para avaliar a
ultraestrutura e a morfologia, respectivamente, das bactérias e podem ser usadas para elucidar

alvos celulares envolvidos nas interacBes bactéria e antimicrobianos (SIQUEIRA et al., 2014).



61

As alteragdes morfoldgicas e ultraestruturais que ocorrem quando as células bacterianas
sdo tratadas com um agente antimicrobiano dependem ndo sO da classe do agente
antibacteriano, mas também da concentracdo utilizada e da duracéo da exposi¢do. Além disso,
condicBes de incubacdo e fatores relacionados ao organismo, como espécie, parede celular,
suscetibilidade aos antimicrobianos e a densidade do indculo, também podem influenciar os
resultados (CUSHNIE et al., 2016). Dentre as principais alteragdes morfologicas e
ultraestruturais estdo formacdo de esferoplastos e vacuolos, alongamento e enrugamento
celular, perda de ribossomos, entre outros (CUSHNIE et al., 2016).

Em estudo realizado por Rajeshwari et al. (2009), a formagéo de filamentos bacterianos
em isolados de K. pneumoniae resistentes, devido a submissdo a cefotaxima, foi considerada
estressante por promover alongamento e deformacéo das células bacterianas. Este evento foi
atribuido a provavel inibicdo da sintese de mucopeptideo, devido fixacdo e inibicdo de PBPs
pelo antimicrobiano, o que poderia diminuir a estabilidade da parede celular bacteriana,
predispondo as células a lise (RAJESHWARI et al., 2009).

Veras et al. (2015) descreveram alteracGes ultraestruturais e morfologicas de isolados
de K. pneumoniae obtidos de microbiota e IRAS, portadores dos genes blatewm, blasHv, blacTx
ou blakpc, quando submetidos in vitro a concentragdo de antimicrobianos [-lactdmicos
(cefotaxima, ceftazidima, aztreonam, imipenem, ampicilina e amoxicilina). Os isolados
demonstraram diferentes alteraces morfoldgicas e ultraestruturais, tais como filamentacéo
celular, perda de material citoplasmatico e deformacdo dos septos de divisdo. Os resultados
revelaram também que isolados de K. pneumoniae portadores de diferentes genes codificantes
para [-lactamases, apresentam alteracBes celulares quando submetidos a diferentes
antimicrobianos B-lactdmicos sugerindo que estes possuem uma agdo residual in vitro nos
isolados analisados, suportando a ideia de que isolados de K. pneumoniae MDR néo séo
capazes de evitar completamente a interagdo entre os antimicrobianos B-lactamicos com seu
alvo (VERAS et al., 2015).

Adicionalmente, Scavuzzi et al. (2016) analisou o uso da polimixina B e do meropenem
separadamente e em associacdo em isolados MDR de K. pneumoniae portadores do gene blaxpc-
2. Neste estudo foi observado que quando submetidos & concentracdo sub-inibitorias de
polimixina B ou meropenem a analise pela microscopia eletrbnica mostrou alteragdes
significativas, 0s isolados de K. pneumoniae apresentaram alteracbes morfologicas como,
rompimento da membrana plasmatica e parede celular, retragdo do material citoplasmatico,
extravasamento do conteudo citoplasmatico, presenca de compartimento membranares,

espessamento da parede celular, condensacdo dos ribossomos, coagulacio do DNA e
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irregularidades na parede celular. Também foi visto que os isolados de K. pneumoniae, quando
submetidos a concentracdo de polimixina B associado com meropenem apresentaram uma
maior intensidade das alteracbes ultraestruturais visualizadas quando comparada com 0s
antimicrobianos testados sem associa¢do (SCAVUZZI et al., 2016).

Ainda no Brasil, Siqueira et al., (2014) observaram em isolados multidroga-resistentes
de P. aeruginosa alteraces morfologicas mais evidentes quando as células foram tratadas com
meropenem comparando com ciprofloxacina, entretanto quando tratadas com a combinacéo
desses antimicrobianos houve um somatdrio das mudancas observadas isoladamente, ou seja,
arredondamento e enrugamento celular. Achados semelhantes foram encontrados em isolados
de K. pneumoniae (portadores do gene blakpec-2), Sharma et al., (2016) observaram que a
combinacdo de polimixina B e meropenem provocaram um somatorio das alteracGes
morfoldgicas (ruptura da membrana e arrendondamento celular) ocorridas com o uso dos
antimicrobianos usados isoladamente. Além disso, foi observado que as alteracGes
morfologicas diminuiram com o aumento da concentracdo inibitéria do meropenem
(SIQUEIRA et al., 2014; SHARMA et al., 2016).

Abdul Rahim et al., (2015) também observaram danos mais severos na superficie celular
de K. pneumoniae produtoras de NDM ap0s tratamento com polimixina B e cloranfenicol,
guando comparadas as alteracbes encontradas quando tratados com os antimicrobianos
isoladamente. O uso do cloranfenicol isolado foi ineficaz causando apenas algumas “bolhas”
irregulares na superficie da célula bacteriana, porém quando adicionada a polimixina B além
de irregularidades foram observados numerosas fossas e saliéncias na membrana celular
(RAHIM et al., 2015). Recentemente, Hagiya et al., (2019) observaram alteracGes morfoldgicas
induzidas pelo meropenem (0,5 x CIM) e pelo cefmetazol (0,5 x CIM) em células de K.
pneumoniae portadoras do gene blakpc-2. Quando tratadas com meropenem foi observado
apenas a formacdo de protuberéncias, enquanto células alongadas foram observadas quando
tratadas apenas com cefmetazol. Com o tratamento combinado, as células exibiram
arredondamento e formagéo de protuberancia (HAGIYA et al., 2019).

Apesar de poucos relatos na literatura abordarem as alteragbes morfologicas e
ultraestruturais causadas pelo uso da terapia combinada, em quase todos os estudos foi
observado um somatério das alteracGes obtidas quando as células foram expostas aos
antimicrobianos isoladamente, porém, ainda ndo esta claro o mecanismo de agdo das
combinacBes utilizadas, fazendo-se necessarios mais estudos para investigar ndo sO as
alteracdes causadas por essas combinagdes, mas também as combinagdes mais eficientes para

o0 tratamento das infec¢Oes causadas por bactérias MDR.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a ocorréncia de genes de resisténcia a carbapenémicos, aminoglicosideos e
polimixinas em isolados clinicos de enterobactérias multidroga-resistentes (K. pneumoniae, S.
marcescens, P. mirabilis) provenientes de hospitais de Recife- PE entre 2016 e 2018,
determinar in vitro a sinergia e a atividade bactericida das combina¢des de polimixina B,
meropenem, amicacina e gentamicina contra isolados clinicos selecionados e investigar as

alterac6es morfoldgicas e ultraestruturais causadas por essas associagdes.

3.2 Especificos

o Determinar a ocorréncia e sequéncia de genes codificadores de carbapenemases (blaxpc,
blanom, blaces, blaviv, blaime, blaoxa-4s, blasme) em isolados clinicos de enterobactérias
multidroga-resistentes;

o Determinar a ocorréncia e sequéncia de genes codificadores de EMAS (ant(2”)-la,
aac(6’)-1b, aac(3)-Ia, e aph(3’)-V1) em isolados clinicos de enterobactérias multidroga-
resistentes;

o Determinar a ocorréncia e sequéncia dos genes codificadores de 16S rRNA metilases
(armA, rmtB, rmtD e rmtG) em isolados clinicos de enterobactérias multidroga-resistentes;

o Determinar a ocorréncia e sequéncia do gene mcr-1;
o Determinar a relacdo clonal entre os isolados clinicos de cada espécie de enterobactérias;
o Investigar in vitro a acdo sinérgica e bactericida de combinagdes de polimixina B,

meropenem, amicacina e gentamicina contra isolados selecionados de K. pneumoniae
multidroga-resistentes;

o Investigar in vitro a acdo sinérgica e bactericida da combinacdo de meropenem com
amicacina e gentamicina contra isolados selecionados de P. mirabilis e S. marcescens;

o Descrever as alteracfes morfoldgicas e ultraestruturais em isolados selecionados de P.
mirabilis e S. marcescens quando submetidos in vitro a concentragdes subinibitdrias de

meropenem, amicacina e gentamicina isoladamente e em combinagéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolados bacterianos

Foram analisados 35 isolados clinicos de enterobactérias, incluindo K. pneumoniae
(n=16), P. mirabilis (n=10), S. marcescens (n=09), por serem resistentes a0 meropenem e a
pelo menos um aminoglicosideo, provenientes de pacientes internados em unidades
hospitalares de trés hospitais (sendo dois publico e um particular) do Recife-PE entre 2016 e
2018. A identificacdo bacteriana foi realizada nos hospitais pelo sistema automatizado Bactec
9120 (Phoenix, BD) e Vitek®, adicionalmente no Laboratério de Genética Bacteriana e
Biologia Molecular da Area de Medicina Tropical-CCM-UFPE foi confirmada & pureza das
culturas bacterianas através de testes bioquimicos convencionais: fermentacdo de glicose,
lactose e sacarose, producdo de H»S, degradacdo da uréia, citrato e descarboxilacdo da lisina,
producdo de indol e motilidade (KONEMAN et al., 2008). Os isolados foram mantidos em
estoque congelado com glicerol 15% a -20°C. Para as analises foram cultivados em Caldo Brain
Heart Infusion (BHI) ou Caldo Luria Bertani (LB) a 37 °C por 18 horas e plaqueados em Agar
BHI.

Para determinacdo da atividade sinérgica e bactericida foi utilizado como critério de
selecdo: a presenga do gene blanpm no respectivo isolado. Portanto, foram selecionados isolados
de K. pneumoniae para determinacdo da atividade sinérgica e bactericida entre polimixina B,
meropenem, amicacina e gentamicina. Devido a resisténcia intrinseca as polimixinas, 0s
isolados de P. mirabilis e S. marcescens foram submetidos apenas as combinacbes de
meropenem com amicacina e gentamicina, em seguida, esses isolados foram selecionados para

estudos de alteracGes morfoldgicas e ultraestruturais.

4.2 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade foi determinado, através de sistema automatizado,
utilizando os seguintes antimicrobianos: amicacina (AMI), amoxicilina-acido clavulanico
(AMC), ampicilina (AMP), ampicilina/sulbactam (ASB), aztreonam (ATM), cefazolina (CFZ),
cefepime (CFM), cefotaxima (CFT), cefoxitina (CFO), ceftriaxona (CRO), ceftazidima (CAZ),
cefuroxima (CRX), cefotaxime (CTX), ciprofloxacina (CIP), ertapenem (ERT), gentamicina
(GEN), imipenem (IMI), levofloxacina (LEV), meropenem (MER), piperacilina/tazobactam
(PIT), tobramicina (TOB), trimetoprim-sulfametaxazol (TRIS) e tigeciclina (TIG). A
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interpretacdo se deu conforme as recomendagOes padronizadas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI-USA, 2018).

4.3 Extracdo do DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada pelo kit Wizard® Genomic DNA, Purification Kit
(Promega), conforme instrugdes do fabricante. O DNA foi quantificado através do equipamento

Nano Drop e estocado a -20°C.

44 ERIC2-PCR

Para 0 método da ERIC2-PCR foram utilizados os primers descritos na tabela 3. As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 100ng/ul, 1,0U da enzima Tag DNA polimerase
(Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,52 mM de MgClz e 0,4 pumol dos primers. Em
cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo. As amplificacdes foram
realizadas com ciclos de desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos,
consistindo cada ciclo de 1 minuto a 92 °C para desnaturagio, 1 minuto a 36°C para anelamento
do primer e 8 minutos a 72°C para extensao. Apds estes ciclos também foi realizada uma etapa
de alongamento final de 16 minutos a 72 °C. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TBE e voltagem constante de 100v. A anélise
dos fragmentos amplificados pela ERIC2-PCR foi realizada através do software GelAnalyser.
O dendrograma e o coeficiente de similaridade foi obtido de acordo com UPGMA (Unweighted
Pair  Group  Method  with  Arithmetic  mean), usando  DendroUPGMA
(http://genomes.urv.ess’UPGMA) (GARCIA-VALLVE; PALAU; ROMEU, 1999).

4.5 Condicles da PCR para identificacédo dos genes blaxpc, blasve € blaces

Os genes de resisténcia blakrc e blaces foram investigados com os primers descritos na
tabela 3. As reac6es de amplificagéo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 10ng/ul, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase
(Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl2 e 1 pmol dos primers. Em
cada partida de amplificagdo foi incluso um controle negativo e um controle positivo, isolado
K8P para o gene blakpc-2 (CABRAL et al., 2012), PS13A para o gene blages-1 (SCAVUZZI et
al., 2019b). As amplificacdes do gene blakpc foram realizadas com ciclos de desnaturacéo
inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 94°C

para desnaturac&o, 1 minuto a 63°C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para extensao.
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Apos estes ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 minuto a 72 °C. Para
amplificagdo dos genes blaces e blasve foram utilizados as seguintes condi¢fes: 3 min a 94°C
para desnaturacdo inicial; seguido de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto

a72°C, e 7 minuto a 72°C para extensdo final.

4.6 Condicdes da PCR para identificacao dos genes blavim, blaimp e blanom

Os genes de resisténcia blaviv e blaivp foram investigados com os primers descritos na
tabela 3. As reacbes de amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 10ng/ul, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase
(Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl, e 1 pmol dos primers. Em
cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo e um controle positivo, PS6A e
PS7A (SCAVUZZI et al., 2019b). As amplificacGes dos genes de MBL foram realizadas com
ciclos de desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo
de 1 minuto & 95°C para desnaturacéo, para anelamento dos primers: 1 minuto a 60°C para
blaive € 1 minuto & 62°C para blaviv e para extenséo, 1 minuto a 68°C. Apos estes ciclos foi
realizada uma etapa de alongamento final de 5 minutos a 68°C.

A presenca do gene blanpwm-1 foi investigada utilizando os primers descritos na tabela 3.
As reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA genémico, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 200
MM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgClz e 1 pmol dos primers. Um controle negativo
e um positivo, K2R2 (SCAVUZZI et al., 2019a), foram inclusos em cada partida de
amplificacdo, que foi realizada sob as seguintes condic¢Bes térmicas de ciclagem: 10 min a 94°
C para desnaturacdo inicial, 36 ciclos de amplifica¢do consistindo em 1 min a 94 °C, 1 min a

52° C, 1 mina 72° C e para a extenséo final 5 min a 72° C.

4.7 CondicOes da PCR para identificacdo do gene blaoxa-4s

O gene de resisténcia blaoxa-4s foi investigado com os primers descritos na tabela 3. As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 10ng/ul, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase
(Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl. e 1 pmol dos primers. Em
cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo e um controle positivo. As
amplificacdes foram realizadas com ciclos de desnaturacao inicial a 94°C por 10 min, seguido

de 35 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 94°C para desnaturagéo, para anelamento dos
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primers: 1 minuto & 53°C e 1 minuto a 72°C para extenséo, 1 minuto a 68°C. Apds estes ciclos

foi realizada uma etapa de extensdo final de 10 minutos a 72°C.

4.8 CondicOes da PCR para identificacao dos genes codificadores de enzimas
modificadoras de aminoglicosideos

Os genes de resisténcia ant(2”)-la, aac(6’)-1b, aac(3)-1a, aph(3’)-V1 foram investigados
com os primers descritos na tabela 3. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um
volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1ul de DNA genémico a 10ng/ul, 1,0 U da
enzima Tag DNA polimerase (Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl»
e 1 umol dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo,
constituido de um tubo com todos os componentes da reacdo ao qual nao foi adicionado DNA
e um controle positivo, Ea26A (FIRMO et al., 2019a). As amplificagdes dos genes foram
realizadas com ciclos de desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos,
consistindo cada ciclo de 1 minuto a 94°C para desnaturacdo, 1 minuto a 55°C para anelamento
do primer e 1 minuto a 72°C para extensdo. Apos estes ciclos foi realizada uma etapa de

alongamento final de 5 minutos a 72 °C.

4.9 CondicBes da PCR para identificacdo dos genes 16S rRNA metilases

Os genes de resisténcia armA, rmtB, rmtD e rmtG, foram investigados com os primers
descritos na tabela 1. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25
ul por tubo, compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 10ng/ul, 1,0 U da enzima Tag DNA
polimerase (Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl> e 1 umol dos
primers. Em cada partida de amplificagdo foi incluso um controle negativo e um controle
positivo. As amplificacdes dos genes foram realizadas com ciclos de desnaturacéo inicial a 94°C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 94°C para
desnaturagdo, 1 minuto & 60°C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para extensao.
Ap0s estes ciclos foram realizada uma etapa de alongamento final de 5 minutos a 72 °C.

4.10 Condicbes da PCR para identificacdo do gene mcr-1

O gene de resisténcia mcr-1 foi investigado com os primers descritos na tabela 1. As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 20ng/ul, 1,0U da enzima Tagq DNA polimerase
(Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl. e 1 pmol dos primers. Em

cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo e um controle positivo, E. coli
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ST410 (ROCHA et al., 2017). As amplificacbes foram realizadas com ciclos de desnaturacao
inicial a 94°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 94°C
para desnaturacdo, para anelamento dos primers: 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C para
extensdo, 1 minuto a 68°C. Apos estes ciclos foi realizada uma etapa de extenséao final de 10
minutos a 72°C.

4.11 Eletroforese em gel de agarose

Cinco microlitros dos produtos de amplificacdo da PCR acrescidos de 1 ul de Blue-
green Loading Dye | (LGC biotecnologia) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,0% em tampdo TBE (Tris-Borato 0,089M e EDTA 0,002M) e voltagem constante de 100
v. Foi utilizado um marcador de 100pb (Ludwig Biotec) como padrdo de peso molecular. Os
geéis foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de

Photocap da Vilber Lourmat.

4.12 Sequenciamento de genes de resisténcia

Os produtos de PCR positivos para os genes de resisténcia foram purificados através de
Kit comercializavel SV Total DNA Isolation System (Promega) e sequenciados, no Ndcleo de
Plataformas Tecnoldgicas do Instituto Aggeu Magalhdes, Fiocruz-PE, pelo método de
terminacdo de cadeia de desoxirribonucleotideo (Sanger et al., 1977) utilizando-se os primers
descritos na tabela 1. As sequéncias de nucleotideos foram analisadas pelos programas BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Bioedit e Clustal W do European Bioinformatics Institute

(http://www.cbi.ac.uk/), e serdo depositadas no GenBank.

4.13 Determinacao das Concentrac@es inibitérias minimas (CIMs)

Para determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) da amicacina, gentamicina,
meropenem e polimixina B nos isolados selecionados foi empregado o método de microdilui¢do
em caldo, seguindo as normas padronizadas do CLSI 2018. A col6nia foi inoculada em caldo
Mdeller-Hinton e incubada a 37°C ate alcancar a turbidez padrdo de 0,5 McFarland, para
posterior diluicdo. As diluicBes dos antimicrobianos foram feitas em caldo Mueller-Hinton
cation ajustado (CAMHB). A placa foi levada para estufa a 37°C, ap6s 20h de incubacéo a
concentracdo sem crescimento visivel foi considerada como CIM. O critério de sensibilidade e
resisténcia utilizado foi o proposto pelo CLSI, 2018. E para avaliacdo da sensibilidade a
polimixina B foi utilizado o que preconiza o Brazilian Committee for Sensitivity Test

(BrCAST). Os ensaios foram feitos em triplicata e repetidos em dias diferentes.
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4.14 Teste de sinergismo pelo método de microdiluicio em caldo (“Checkerboard”)

Polimixina B, meropenem, amicacina e gentamicina foram testados sozinhos e em
combinacdo em concentracOes até 2 x acima da CIM dos antimicrobianos testados sozinhos,
utilizando diluicao do tipo checkerboard. A concentracéo final dos isolados selecionados foi de
aproximadamente 5,0 x 10° UFC/mL. As microplacas com as diferentes combinagdes de
antimicrobianos, nas diferentes concentracfes foram incubadas por 18-20 horas a 37 °C e a
leitura foi feita observando turvacéo. O teste foi realizado em triplicata (MOODY, 2004).

A interpretacdo da sinergia entre os antimicrobianos foi medida pelo indice de
concentracdo inibitéria fracional (FICI), calculado pela férmula: FICI = FIC A + FIC B=
(A)/(CIM A) + (B)/(CIM B), sendo que “A” representa a menor concentragdo inibitoria do
antimicrobiano A em combinagdo, ¢ “CIM A” é a menor concentracdo inibitoria do
antimicrobiano A sozinho (0 mesmo se aplica para o antimicrobiano B). Sinergia foi definido
como um FICI < 0,5, nenhuma altera¢ao quando o FICI > 0,5 e <4 e antagonismo com FICI >
4 (ODDS, 2003).

4.15 Estudo time-kill

O estudo de time-kill (curva de morte) nos isolados selecionados (K7R2, K11R2, P3R3 e
S9U) foi realizado com os mesmos antimicrobianos utilizados na microdiluicdo em caldo e nas
combinagOes realizadas no checkerboard. As concentracbes de antimicrobianos foram
estipuladas de acordo com os resultados obtidos no checkerboard. O CAMHB foi inoculado
com a suspensdo bacteriana para atingir a turbidez de 10° CFU/mL. O controle sem
antimicrobiano (isto é, uma curva de crescimento bacteriano) foi realizado simultaneamente
aos estudos de time-kill. Foram retiradas amostras de cada uma das concentragcdes de
bactérias/antimicrobiano as 0, 3, 6, 12 e 24h a partir do momento da adi¢do do antibidtico.
Aliquotas foram diluidas e semeadas em placas de agar Mueller-Hinton. A contagem das
colbnias bacterianas foram realizadas ap6s a incubacéo entre 18 e 24 h a 37 °C em cultivo
estatico e a média dos resultados foram plotados como logio UFC/mL x tempo (h), utilizando o
software GraphPad Prism 8 (versdo demo). O experimento foi realizado em triplicata
(WENTAO et al., 2018).
A atividade bacteriostatica foi definida como uma diminuigdo <3 log10 UFC / mL na
contagem de coldnias. A atividade bactericida foi definida como uma diminui¢do> 3 log10 UFC
/ mL na contagem de coldnias, as 24 horas, em relagéo ao inoculo inicial. A rebrota foi definido

como um aumento na contagem de colénias em relacdo a um ponto anterior. A sinergia foi
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definida como uma contagem de colonias >2 logl0 UFC / mL em 24 horas em comparagéo
com o0 agente mais ativo isoladamente. A indiferenca foi definida como uma alteracdo na
contagem de col6nias as 24 horas em 2 log10 UFC/mL em comparacdo com o agente mais ativo
isoladamente. Antagonismo foi definido como >2 log10 UFC / mL maior contagem de coldnias

as 24 horas em comparagdo com o agente mais ativo isolado (CLSI, 1999).

4.16 Analise da morfologia bacteriana pela Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV)

Estudos do nosso grupo de pesquisa j& determinaram diversos efeitos de
antimicrobianos na morfologia de K. pneumoniae (Veras et al., 2015; Scavuzzi et al., 2016),
portanto, nesse estudo foi considerado mais relevante o estudo de alteracdes morfoldgicas de
P. mirabilis e S. marcescens ainda pouco estudadas. Por isso, para determinacéo do efeito de
antimicrobianos na morfologia bacteriana foram selecionados um isolado de P. mirabilis e um
de S. marcescens (P3R3 e S9U, respectivamente). Estes foram submetidos por 8 horas as
concentragdes subinibitdrias dos antimicrobianos testados de acordo com os resultados obtidos
no checkerboard e no time-kill. Em todos os processamentos foram inclusos um controle de
cada isolado nas mesmas condi¢des sem a presenca do antimicrobiano.

As culturas foram lavadas em tampdo fosfato 0,1M, pH, 7,4 e centrifugadas, para
posterior fixacdo em tampdo fosfato 0,1M e glutaraldeido a 2,5% (Sigma Aldrich). A pds-
fixacdo foi realizada com tetréxido de 6smio a 1% (Sigma Aldrich). Em seguida, foram
realizadas trés lavagens em tampé&o fosfato 0,1M para posterior desidratacdo, utilizando uma
série crescente de etanol de 30% a 100% (Sigma50 Aldrich). Apds a desidratacédo foi realizado
0 ponto critico para a substituicdo do etanol por didxido de carbono, obtendo-se a secagem do
material para montagem do material seco em suportes metélicos. Em seguida, foi realizada a
metalizacdo com cobertura do material por uma fina camada de ouro, para visualizagcdo da
superficie dos isolados bacterianos no Microscopio Eletronico de Varredura JEOLJSM-5600
LV do NPT do IAM/FIOCRUZ.

4.17 Determinacdo das alteracdes ultraestruturais por Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET)
Para determinacdo do efeito do antimicrobiano na ultraestrutura bacteriana dos isolados
selecionados (P3R3 e S9U), estes foram submetidos por 8 horas as concentragdes subinibitorias

dos antimicrobianos de acordo com o que foi descrito acima. Em todos os processamentos
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foram inclusos um controle de cada isolado nas mesmas condi¢cbes sem a presenca do
antimicrobiano.

As células bacterianas foram lavadas em tampéo fosfato 0,1M, pH, 7,4 e centrifugadas
para fixacdo em tampdo fosfato 0,1M, glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido 4% (Sigma
Aldrich). Apos as lavagens em tampdo fosfato 0,1M, foi realizada a pos-fixagdo em tetréxido
de 6smio a 1% para posterior contrastacdo em bloco utilizando acetato de uranila a 5% (Electron
Microscopy Science). Trés lavagens foram realizadas para posterior desidratacdo, utilizando
uma serie crescente de acetona de 30 a 100% (Sigma Aldrich). Apo6s a desidratacdo, foi
realizada a infiltracdo do material e emblocamento em resina Epon 812 (Electron Microscopy
Science) para realizacdo de cortes ultrafinos. Os cortes foram contrastados com acetato de
uranila e citrato de chumbo (Electron Microscopy Science). As amostras foram observadas em
Microscopio Eletronico de Transmissdo (FEI Tecnai™ Spirit G2 BioTWIN) no Setor de
Microscopia Eletronica do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE.

4.18 Consideragdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco (CAAE- 88576518.0.0000.5208). O parecer de aprovagdo encontra-se no Anexo
C.
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Tabela 3 - Primers utilizados na PCR e sequenciamento dos genes.

Primers Genes Sequéncia oligonucleotidica Temp.* Tamanho do Referéncia
(5-3”) amplicon (pb)
KPC-1la blakec TGTCACTGTATCGCCGTC 63°C 798 Yigit et al.
KPC-1b CTCAGTGCTCTACAGAAAACC (2001)
NDM-F blanom GGTTTGGCGATCTGGTTTT 52°C 621 Nordmann et al.
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC (2011)
GES-1A blaces ATGCGCTTCATTCACGCAC 55°C 860 Wang et al.
GES-1B CTATTTGTCCGTGCTCAGG (2006)
SME-F blasme TGTAGGTGACAARACTGGGAGCTGTG 53°C 830 Queenan et al.
SME-R GCAATACGTGATGCTTCCGCAATAG (2000)
VIM- F blavim CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 62°C 840 Dong et al.
VIM-R AGG TGGGCCATTCAGCCAGA (2008)
IMP-F blaive GGAATAGAG TGG CTTAATTCTC 60 °C 232 Dong et al.
IMP-R GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT (2008)
OXA-48-F blaoxa-as TTGGTGGCATCGATTATCGG 53°C 743 Poirel et al.
OXA-48-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC (2004)
armA- F armA AGGTTGTTTCCATTTCTGAG 60°C 591 Chong et al.
armA- R TCTCTTCCATTCCCTTCTCC (2006)
rmtB-F rmtB CCCAAACAGACCGTAGAGGC 60°C 585 Chong et al.
rmtB-R CTCAAACTCGGCGGGCAAGC (2006)
rmtD-F rmtD CGGCACGCGATTGGGAAGC 60 °C 401 Doi e Arakawa
rmtD-R CGGAAACGATGCGACGAT (2007)
rmtG-F rmtG AAATACAGCGATGTGTGTCC 60°C 250 Bueno et
rmtG-R ACACGGCATCTGTTTCTTCC al.(2013)
ant(2”)-la-F ant(2”)-la GCTTACGTTGTCCCGCATTT 55°C 215 Huang et al.
ant(2”)-1a-R CCTTGGTGATCTCGCCTTTC (2012)
aac(6’)-1b-F aac(6’)-1b TATGAGTGGCTAAATCGAT Noppe-Leclercq
aac(6’)-1b-R CCCGCTTTCTCGTAGCA 55°C 395 etal. (1999)
aac(3)-la-F aac(3)-la GACATAAGCCTGTTCGGTT 55°C 372 Noppe-Leclercq
aac(3)-1a-R CTCCGAACTCACGACCGA et al. (1999)
aph(3’)-VI-F aph(3’)-VI CGGAAACAGCGTTTTAGA Noppe-Leclercq
aph(3’)-VI-R TTCCTTTTGTCAGGTC 55°C 716 etal. (1999)
mer - F mer-1 CGG TCAGTCCGTTTGTTC Liu et al. (2016)
mer - R CTT GGT CGG TCT GTA GGG
ERIC-1 NA ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC Duan et al.
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 36 °C NA (2009)

*Temperatura de anelamento; NA: néo aplicavel
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5 RESULTADOS

51 ARTIGO 1 — ASSOCIAGAO DE BLAnpm-1 COM BLAkpc2 E GENES DE ENZIMAS
MODIFICADORAS DE AMINOGLICOSIDEOS EM ISOLADOS CLINICOS DE
KLEBSIELLA PNEUMONIAE, PROTEUS MIRABILIS E SERRATIA MARCESCENS NO
BRASIL.

Introducéo

A prevaléncia de bactérias produtoras de carbapenemases causando Infecgoes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) representa uma grande ameaca a saude publica
mundial (1). Dentre as espécies de enterobactérias envolvidas em IRAs, a Klebsiella
pneumoniae é a mais investigada. Porém, atualmente a resisténcia aos carbapenémicos vem
ganhando destaque em espécies menos estudadas, como Proteus mirabilis e Serratia
marcescens. A crescente tendéncia de resisténcia adquirida por essas duas Ultimas espécies é
preocupante, visto que, elas sdo intrinsecamente resistentes as polimixinas e consequentemente
apenas um numero limitado de antimicrobianos permanece disponivel para uso clinico (2).

Os carbapenémicos ja foram considerados os antimicrobianos mais eficazes para o
tratamento das IRAs, porém, sua utilidade vem sendo limitada devido a crescente resisténcia
impulsionada principalmente pela producédo das carbapenemases, como KPC, GES, VIM, IMP
e mais recentemente NDM (3). O primeiro relato mundial dessa enzima ocorreu em um isolado
de K. pneumoniae proveniente da india em 2009 (4). No Brasil, 0 primeiro relato de blanom-
1 foi descrito em 2013, em um isolado de Providencia rettgeri proveniente da cidade de Porto
Alegre (5). Atualmente, esse gene ja foi identificado em varias outras espécies de
enterobactérias (6,7,8,9).

Devido ao surgimento e a répida disseminacdo das carbapenemases, as polimixinas
foram reintroduzidas como um Gltimo recurso para o tratamento clinico de pacientes infectados
por CPE. Entretanto, o uso inadequado das polimixinas na medicina e na producdo de animais
permitiram que as bactérias desenvolvessem uma resisténcia adquirida mediada pelo gene mcr
(mobilized colistin resistance) (10). Geralmente os genes que codificam as carbapenemases e o
gene mcr estdo localizados em plasmideos, que também podem abrigar outros determinantes
de resisténcia, incluindo os genes EMAs (Enzimas modificadoras de aminoglicosideos) e 0s
16S rRNA metilases (11). A inativacdo enzimética atraves da producdo de EMAs € o

mecanismo mais comum contra os aminoglicosideos, seguido da metilagdo do 16S rRNA que
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confere um alto nivel de resisténcia principalmente a tobramicina, amicacina e gentamicina
(12,13).

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a relacdo clonal, perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos e a frequéncia dos principais genes para carbapenemases, metilases e EMAs,
como também o gene mcr, em isolados de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e
aminoglicosideos provenientes de colonizacdo e infeccdo em pacientes de trés hospitais da

cidade do Recife-PE, no nordeste brasileiro.
Materiais e métodos
Isolados bacterianos

Isolados clinicos de enterobactérias de diferentes pacientes foram obtidos de trés
hospitais de Recife-PE, Brasil, entre 2016 e 2018. Os critérios de inclusdo foram: resisténcia a
pelo menos um carbapenémico, e um aminoglicosideo . Todos os isolados foram identificados
bioquimicamente pelo sistema automatizado VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy | Etoile, Franca)

e foram mantidos como estoque congelado a -20 ° C com glicerol a 15%.
Teste de susceptibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade antimicrobiana foi determinada pelo sistema automatizado VITEK®
2 (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca). Os antimicrobianos testados incluiram penicilina
(ampicilina), complexos pB-lactamicos/ inibidores de B-lactamases (ampicilina/sulbactam,
piperacilina/tazobactam), B-lactdmicos monociclicos (aztreonam), cefalosporinas (cefepime,
ceftazidime, cefuroxima, cefazolina, cefoxitina, ceftriaxone e cefotaxime), aminoglicosideos
(tobramicina, amicacina e gentamicina), fluoroquinolonas (ciprofloxacina), carbapenémicos
(ertapenem, imipenem, meropenem) e tigeciclina.

As concentrac@es inibitérias minimas (CIM) dos antimicrobianos amicacina (AMI),
gentamicina (GEN), tobramicina (TOB) e meropenem (MER) foram confirmadas por
microdiluicdo em caldo, de acordo com as recomendac0es e critérios interpretativos do Clinical
and Laboratory Standards Institute (14) A CIM da polimixina B (PMB) pelo método de
microdiluicdo foi realizada de acordo com o Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade (15).
Os isolados de Klebsiella pneumoniae com CIM < 2 pg / ml foram categorizados como
suscetiveis a polimixina B, e aqueles com CIM> 2 ug / ml foram considerados resistentes.

Escherichia coli ATCC 25922 foi usada como cepa padrdo no teste de suscetibilidade
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antibacteriana. A susceptibilidade a polimixina B foi testada apenas para K. pneumoniae, pois

P. mirabilis e S. marcescens apresentam resisténcia intrinseca a esse antimicrobiano.
Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento dos genes de resisténcia

A extracdo de DNA total foi realizada pelo Kit de Purificacdo de DNA Gendmico
Wizard® (Promega), de acordo com as instrugdes do fabricante. A PCR foi realizada para
detectar os genes de resisténcia utilizando os iniciadores e as condigdes de acordo com a
literatura, genes de resisténcia aos carbapenémicos blaoxa-4s, blaskc, blanpwm,
blakpc, blaces, blavim, blaime € blasve (16,17,18), genes de resisténcia a aminoglicosideos,
genes 16S rRNA metilase (armA, rmtD e rmtG), genes EMAs aac(3)-la, aac(3)-lla, aac(6')-
Ib, ant (2")-1a e aph(3')-VI (19,13,20,21,22) e 0 gene mcr (10). Os amplicons representativos,
positivos para 0s genes de resisténcia, foram purificados pelo SV Total DNA Isolation System
(Promega) e submetidos ao sequenciamento de DNA (23). Os resultados foram analisados
usando o BioEdit, Clustal e BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

ERIC-PCR

A variabilidade genética dos isolados, agrupada por espécie, foi determinada por
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) usando os primers: ERIC-1 (5'-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC-3) and ERIC-2 (5
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3) (24), e as condicbes de PCR descritas na literature.
Os perfis ERIC-PCR foram pontuados pelo tamanho do fragmento com o software
GelAnalyser. A analise dos fragmentos amplificados foi classificada como ausente (0) ou
presente (1) para construcdo de dendrogramas. Os dendrogramas e o coeficiente de similaridade
foram obtidos com base na similaridade média da matriz, segundo o método UPGMA (Método
dos Grupos de Pares Ndo Ponderados com Média Aritmética), utilizando DendroUPGMA
(http://genomes.urv.es’lUPGMA) (25).

Resultados
Espécies de enterobactérias detectadas e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Entre os 35 isolados de Enterobacterales selecionados, por serem resistentes aos
carbapenémicos e aminoglicosideos, K. pneumoniae (n=16) foi a espécie mais frequentemente

detectada, seguida por P. mirabilis (n=10) e S. marcescens (n=9). Os isolados foram coletados
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de diferentes espécimes, incluindo urina (n=12), secrecéo traqueal (n=7), sangue (n=4), liquor
(n=3), ferida operatdria (n=2), swab retal (n=2); o0sso (n=1), swab de lesdo (n=1), abscesso
(n=1), dlcerasacral (n=1) e fibrose (h=1) (Tabela 1). Os resultados do perfil de susceptibilidade
antimicrobiana indicaram resisténcia a mais de trés classes de antimicrobianos, sendo as trés
espécies classificadas como multidroga-resistentes (MDR) (Figura 1). Todos os isolados foram
resistentes ao meropenem, com CIM variando de 8 a 512 pg/mL (Tabela 2). Considerando
apenas a resisténcia aos trés aminoglicosideos testados foram observados 6 diferentes fenétipos,
sendo os mais frequentes a resisténcia AMI e GEN/TOB, ambos com 28,5% (n=10). Cinco
isolados foram resistentes & AMI, GEN e TOB. As faixas de CIM para estes antimicrobianos
variaram de 2 a 512ug/mL, 1 a 256 pg/mL, 0,5 a 64 pg/mL, respectivamente (Tabela 2).
Quanto a polimixina B, 50% (8/16) dos isolados de K. pneumoniae apresentaram uma CIM >2,
sendo classificados como resistentes. A CIM para esse antimicrobiano variou de 0,5 a 32pug/mL.
A amicacina e a tigeciclina foram os antimicrobianos com melhor atividade para a espécie K.
pneumoniae, enquanto a gentamicina e a piperacilina/tazobactam foram os melhores contra P.

mirabilis e S. marcescens.
Genes de resisténcia

Os resultados da PCR seguido de sequenciamento dos amplicons mostraram 0s
seguintes genes para carbapenemases: blanpwm-1 (n=9; 26%) e blakpc2 (n=31; 89%). Cinco
isolados apresentaram  concomitantemente esses dois genes. Os genes para
carbapenemases blaoxa-as, blagkc, blaces , blavim , blaive € blasme ndo foram detectados nesse
estudo.

Trinta e quatro isolados (97%) abrigaram genes EMAs (Tabela 3). Dentre eles, 0 mais
comum foi aph(3)- VI, com 63% (n=22/35) de ocorréncia, seguido do aac(6’)-1b, aac(3)-1la e
ant(2")-la, com 43% (n=15/35), 40% (n=14/35) e 20%(n=07/35), respectivamente. O gene
aac(3)-la ndo foi encontrado. A combinacdo de aac(3)-1la e aac(6’)-1b foi observada em sete
(20,5%) isolados e de aac(6’)-lb, aph(3)- VI em trés (9%). Embora neste estudo algumas
amostras tenham apresentado alto nivel de resisténcia a amicacina e gentamicina (CIM
>128ug/mL), todas elas foram negativas para os genes metilases 16S rRNA pesquisados
(armA, rmtD e rmtG).

O gene mcr-1 foi investigado nos isolados de K. pneumoniae, porém todos foram negativos.
Esse gene ndo foi investigado em P. mirabilis e S. marcescens devido a resisténcia intrinseca

as polimixinas dessas espécies. Sequéncias dos genes de resisténcia a antibioticos
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incluindo blanpm-1, blakpc2 foram  submetidas ao GenBank sob o0os ndmeros de
acesso: MK442916, MK860790, MH891076, MK543945, MK543946, MK543948.

ERIC-PCR

A analise da ERIC-PCR dos 16 isolados de K. pneumoniae mostrou que apenas 3
isolados (19%) (K4R3, K6R3 e K7R3) apresentaram um padrao de bandas Unico, apresentando
100% de similaridade genética, ou seja, relacdo clonal. Os outros 13 isolados de K. pneumoniae
apresentaram perfis heterogéneos, com um maximo de 40% de similaridade (Figura 2). Com
relacdo aos isolados de S. marcescens, as amostras S1U e S3U apresentaram um perfil dnico,
indicando relacdo clonal. Foi observado também que os isolados S4U e S9U apresentaram 80%
de similaridade. Os outros isolados apresentaram perfis genéticos distintos. Por fim, a analise
dos 10 isolados de P. mirabilis revelou que 20% deles (P5R3 e P7R3) compartilharam o mesmo
perfil pela ERIC-PCR, e outros 8 isolados apresentaram um maximo de 20% de similaridade,

sendo considerados geneticamente ndo relacionados (Figura 2).
Analise comparativa de acordo com as espécies

Realizando uma analise comparativa em relagdo aos genes de resisténcia nas trés
espécies estudadas, observamos que a K. pneumoniae foi a espécie que apresentou uma maior
ocorréncia dos genes blanowm-1 € blakpc-2 em um mesmo isolado, e estes, associados aos genes
aac(6’)-1b e aac(3)-lla, o que também foi compartilhado por um isolado de S. marcescens,
S9U. Apenas no isolado de P. mirabilis P6R3 os genes blanpm-1 € blakpc-2 estdo associados ao
gene aph(3)-VI. Além disso, foi observado a presenca de um isolado de K. pneumoniae (K7R3)
proveniente de swab retal (cultura de vigilancia) sendo portador dos genes blanpwm-1 € bla kec-
2> e apresentando relacdo clonal com outros dois isolados de infeccdo (K4R3 e K6R3)
provenientes do mesmo hospital, porém de setores distintos. Outro ponto observado entre as
trés espécies é alta prevaléncia do gene blakpec-2, além da emergéncia do blanpm-1. Dentre 0s
genes EMAs, o aph(3)- VI foi observado em todos isolados de P. mirabilis, em 67% das S.
marcescens e apenas 37% das K. pneumoniae, entretanto, a maior ocorréncia das
acetiltransferases, representadas pelos genes aac(6°)-1b e aac(3)-lla, foi observado na especie

K. pneumoniae. Essa espécie também apresentou uma maior ocorréncia do gene ant(2")-la.

Discussao
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A incidéncia mundial de enterobactérias produtoras de carbapenemases (CPE) tem
aumentado consideravelmente, porém as espécies P. mirabilis e S. marcescens ainda sdo
negligenciadas e poucos estudadas. Esse fato € bastante preocupante, visto que a producdo de
carbapenemases, por espécies intrinsecamente resistentes as polimixinas, representa um risco
ao sucesso terapéutico e contribuem para altos indices de mortalidade decorrente de IRAs
causadas por essas bactérias (26,27).

No Brasil, a KPC é endémica desde 2006, sendo o primeiro relato na cidade de Recife-
PE (28), porém recentemente, a NDM tem sido detectada em isolados de bactérias gram-
negativas em varias regides desse pais, principalmente em K. pneumoniae e Enterobacter
cloacae (11,6). No presente trabalho foi observado que a maioria dos isolados que apresentaram
0 gene blanpm-1 possuiam também o gene blakec-2 e diferentes genes codificadores de EMAs
(aac(3)-lla, aac(6)-1b e aph(3)-VI). Esse dado mostra a persisténcia da KPC ao longo dos anos
no nordeste brasileiro e evidencia a emergéncia de uma nova carbapenemase, a NDM. Pelo
nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que descreve a associacdo de blanpwm-1 € blakpc-
2> em isolados de P. mirabilis e S. marcescens, bem como a associagdo com 0s genes EMAs.
Essa associacao de resisténcia demonstra a rapida evolucao dessas bactérias e a capacidade de
adquirir e manter diferentes genes, indicando a necessidade de investigagdes acerca do
ambiente genético onde estes genes estdo inseridos.

Com relacdo a resisténcia aos aminoglicosideos, foram observadas discordancias entre
perfil fenotipico e o perfil genotipico. Fernandez-Martinez et al (29) também encontraram
discordancias desse tipo. Essa relacdo exata € complexa de ser estabelecida, pois uma
determinada enzima pode modificar diferentes aminoglicosideos e um isolado pode expressar
ou ndo o gene da enzima modificadora que ele apresente. Além disso, uma acetilacdo ineficiente
também prejudica a inativacdo do aminoglicosideo (12). Por outro lado, quando se observa
isoladamente a prevaléncia dos genes encontrados por espécie, estes estdo de acordo com a
predominancia do perfil fenotipico, como por exemplo é observado em isolados de P. mirabilis
e S. marcescens resistentes a amicacina e que apresentaram predominantemente o gene aph(3’)-
VI, principal responsavel pela resisténcia a esse antimicrobiano. Do mesmo modo foi observado
uma alta prevaléncia do gene aac(3)-11a em isolados de K. pneumoniae, 0s quais apresentaram
altos niveis de resisténcia a gentamicina (12). Vale mencionar também, que talvez as altas
CIMs, para amicacina e gentamicina, encontradas neste estudo sejam devido a presenca de
outras metilases 16S rRNA ndo pesquisadas, como foi observado por Kumarasamy et al (30) e

Wu et al (7) em outras espécies.
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Os altos percentuais de resisténcia bacteriana aos carbapenémicos e a resisténcia
cruzada a varios antimicrobianos observadas nesse trabalho sdo preocupantes. Em nosso estudo
foi observado que a maioria dos isolados exibiu um alto nivel de resisténcia a quase todos
agentes antimicrobianos testados, incluindo cefalosporinas de amplo espectro, carbapenémicos,
quinolonas, aminoglicosideos e polimixina B. Estudos recentes alertam para o crescimento de
forma significativa da resisténcia a polimixina em enterobactérias produtoras de
carbapenemases, sugerindo uma forte associacdo entre a presenca de carbapenemases e a
diminuigéo da atividade da polimixina contra esses isolados (31,32). Este trabalho mostra a
presenca do alto nivel de resisténcia a polimixina B entre metade dos isolados de K.
pneumoniae, todos carbapenemase positivo. Com destaque para o isolado K7R2 que também é
portador do gene blanpm-1 € que apresentam uma CIM considerado elevado para polimixina B.
Apesar da alta taxa de resisténcia a polimixina B detectada nesse estudo, o gene mcr-1 néo foi
encontrado. Deve-se ressaltar que a resisténcia as polimixina em K. pneumoniae esta
principalmente relacionada a mutacBes cromossémicas em sistemas reguladores de dois
componentes envolvidos na via de sintese de lipopolissacarideos (33), apesar de que o0 gene
mcr-1 ja tenha sido descrito nesta espécie bacteriana (34,35).

A ERIC-PCR demonstrou que tanto K. pneumoniae, quanto P. mirabilis e S. marcescens
apresentaram um perfil multiclonal. Essa variabilidade genética, que também foi observada em
estudos anteriores (36,37,38), € essencial para a persisténcia dessas espécies no ambiente
hospitalar. Isolados de colonizagcdo carreando diversos genes de resisténcia e apresentando
relagdo clonal com outros isolados indicam uma alta probabilidade de pacientes estarem
servindo de reservatorios para bactérias portadoras dos genes blanpm-1 € blakpc2 € outros
determinantes de resisténcia. Esses achados sdo preocupantes, pois a associacdo desses
mecanismos de resisténcia limita ainda mais as opcbes antimicrobianas disponiveis para o
tratamento das IRAS por essas bactérias.

Portanto, os dados do presente trabalho alertam para a emergéncia do gene blanpm-1,
associado com blakec-2 € genes EMAs, em isolados de enterobactérias com perfil multiclonal,
destacando os achados desses genes em P. mirabilis e S. marcescens, que Sa0 especies pouco
investigadas. Destacamos que se a emergéncia do gene blanom néo for contida, existe um
grande risco desse gene se tornar endémico no Brasil e em outros paises, como ocorreu com 0

gene blakpc.
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Figura 10 - Perfil de resisténcia antimicrobiana da Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis
and Serratia marcescens. Todos isolados foram pré-selecionados baseado na resisténcia ao

carbapenémicos e aminoglicosideos.
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Figura 11 - Dendrograma mostrando o perfil genético de A-P. mirabilis; B-S. marcescens; C-
K. pneumoniae. Analise de agrupamentos por ERIC-PCR usando o coeficiente de
similaridade de Jaccard e 0 método de agrupamento UPGMA. A escala indica a porcentagem

de similaridade genética.
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Tabela 1 - Origem e perfil de resisténcia antimicrobiana da Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis e Serratia marcescens provenientes de trés hospitais de Recife-PE, Brasil entre os

anos de 2016 e 2018.
Isolado Data de Local de Setor Perfil de resisténcia amtimicrobiana
isolamento isolamento
1. K7-R2  04/25/2016 Urina UTI Adulto CPM, CAZ, CRX, ERT, GEN, IMI, MEM, PMB
2. K10- 05/22/2016 Urina Clinica Médica ~ CFZ, CPM, CAZ, CRX, CIP, ERT, GEN, IMI, MEM
R2
3. K11- 05/25/2016 Urina Ortopedia CFZ, CPM, CAZ, CRX, CIP, ERT, GEN, IMI, MEM,
R2 PMB
4.K1-R3  10/31/2017 Urina UTI Adulto CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX, CIP, AMK, GEN,
ERT, IMI, MEM, PMB
5. K2-R3 10/06/2017 Urina Traumatologia CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX, CIP, GEN, ERT,
IMI, MEM
6. K4-R3  09/14/2018 Urina UTI Adulto ATM, CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX, CIP, ERT,
GEN, MEM, TIG, TOB
7.K5-R3  09/13/2018 Ferida operatéria UTI Geral CFZ, CPM, CAZ, CRO, CRX, CIP, ERT, GEN, IMI,
MEM, TOB
8.K6-R3  09/14/2018 0ss0 Ortopedia ATM, CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX, CIP, ERT,
GEN, IMI, MEM, TIG, TOB
9.K7-R3 09/17/2018 Swab Retal UTI Adulto CFz, CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX, CIP, ERT, GEN,
IMI, MEM, TIG, TOB
10. K2-U  09/22/2016 Asp. traqueal UTI Geral CPM, CAZ, CIP, ERT, GEN, IMI, MEM, PIT, PMB
11. K8-U 03/10/2017 Fluido Cerebral Neurologia AMK, CPM, CAZ, CRO, CRX, CFO, CTX, CIP, IMI,
MEM ,ERT, PIT, PMB
12. K2- 12/15/2016 Urina uTI CAZ, CRO,CFO, CTX, CIP, IMI, MEM, ERT, GEN, PIT,
C4 TOB
13. K3- 01/04/2016 Swab Retal uTI AMP, CRO, CFO, CTX, CIP, PIT, GEN, TOB, MEM,
C4 IMI, ERT, PMB
14. K5- 02/12/2016 Aspirado traqueal uTI CRO, CFO, CTX, CIP, GEN, TOB, MEM, IMI, ERT, PIT,
C4 PMB
15. K6- 03/02/2016 Aspirado traqueal uTI CRO,CFO, CTX,CIP, GEN, TOB, MEM, IMI, ERT, PIT
C4
16. K7- 01/15/2017 Sangue uTI CRO, CFO, CTX, CIP, GEN, TOB, MEM, IMI, ERT, PIT,
C4 PMB
17.P1-U 07/29/2016 Urina UTI Geral AMP, ASB, AMK, CPM, CAZ, CIP, ERT, MEM, IMI
18.P2-U  07/30/2016 Urina UTI Geral AMP, ASB, AMK, CPM, CAZ, CIP, GEN, MEM, IMI,
ERT, TOB,
19.P4-U  05/19/2016 Sangue UTI Geral AMP, ASB, AMK, CPM, CAZ, MEM, IMI, ERT, PIT
20.P8-U  09/22/2016 Aspirado traqueal Isolamento AMP, ASB, AMK, CPM, CAZ, MEM, IMI, PIT
21.P1- 03/02/2016 Swab de lesdo uTI AMP, AMK, CAZ, CRO, CIP, MEM, IMI, GEN, TOB
C4
10/23/2017 Abscesso UTI Geral
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22. P2- AMP, ASB, AMK, ATM, CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO,
R3 CRX, CIP, MEM, IMI, ERT
23. P3- 10/25/2017 Urina UTI Geral AMP, ASB, AMK, ATM, CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO,
R3 CRX, CIP, GEN, MEM, IMI, ERT, TOB
24. P5- 11/01/2017 Fluido Cerebral Neurologia AMP, ASB, AMK, ATM, CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO,
R3 CRX, CIP, MEM, IMI, ERT, TOB
25.P6-R3 04/09/2018 Ulcera Sacral UTI adulto AMP, ASB, CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX, GEN,
MEM, IMI, ERT, TOB
AMP, ASB, AMK, CFZ, CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX,
26.P7-R3 04/29/2018 Urina UTI adulto CIP, MEM, IMI, ERT, TOB
27. S1- 03/21/2018 Fibrose Ortopedia AMK, CPM, CAZ, CRO, CIP, MEM, ERT, IMI
R3
28. S2- 09/08/2018 Ferida operatéria UTI Geral AMK, CPM, CAZ, CRO, CIP, ERT, MEM, TOB
R3
29. S1- 04/07/2016 Fluido Cerebral Neurologia AMK, CAZ, CIP, ERT, GEN, IMI, MEM, TOB
R2
30. S1-U 05/01/2016 Aspirado traqueal UTI Geral AMK, CPM, CAZ, CRO, MEM
31.S2-U 05/03/2016 Urina UTI Geral AMK, CPM, CAZ,CRO, MEM, IMI, ERT
32. S3-U 06/01/2016 Aspirado traqueal UTI Geral AMK, CPM, CAZ, CRO, MEM, IMI, ERT
33.54-U 05/30/2016 Aspirado traqueal UTI Geral AMK, CPM, CAZ, CIP, MEM, IMI, ERT, TOB
34. S9-U 09/02/2016 Sangue UTI Geral AMK, CPM, CAZ, CIP, MEM, IMI, ERT, TOB
35. S1- 09/29/2016 Sangue UTI AMK, CRO, MEM, IMI, ERT, PIT
C4

K: Klebsiella pneumoniae; P: Proteus mirabilis; S: Serratia marcescens. R/C: hospital

publico; U: hospital privado; AMP: ampiciling;

ASB: ampicilina/sulbactam; ATM:

aztreonam; AMK: amicacina; CFZ: cefazolina; CPM: cefepime; CFO: cefoxitina; CAZ:

ceftazidima; CRO: ceftriaxona; CRX: cefuroxima; CTX: cefotaxime; CIP: ciprofloxacina;

GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; MEM: meropenem; IMI: imipenem; ERT:

ertapenem; PIT: piperacilina/tazobactam; PMB: polimixina B; TIG: tigeciclina. UTI: unidade

de terapia intensiva.
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Tabela 2 Perfil clonal, fenotipico e genotipico dos isolados de Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis e Serratia marcescens provenientes de trés hospitais de Recife, Brasil.

CIM(ug/ mL)
Isolado ERIC Genes de Resisténcia
PMB AMI GEN TOB MEM

1. K7- E2« blakec, blanowm, aac(3)-1la, aac(6)-Ib 16 16 128 4 16
R2

2. K10- Elk  blakec, aac(3)-lla, ant(2)-la 2 2 16 1 16
R2

3. K11- E5« blanom, aac(3)-l1la, aac(6)-1b aph(3)-VI, 4 8 64 4 16
R2 ant(2)-la

4, K1- E9% blakec, aac(3)-1la, aac(6)-1b, aph(3)-VI, 4 64 16 4 32
R3 ant(2)-la

5. K2- E7«  blakec, aac(3)-1la, aac(6)-1b, ant(2)-1a 2 2 64 2 64
R3

6. K4- El4k  blakec, aac(3)-1la, aac(6)-1b 1 4 256 16 32
R3

7. K5- E13k  blakec aac (3)-lla, aph(3)-VI 1 8 64 16 32
R3

8. K6- El4x  blakec, blanom, aac(3)-11a, aac(6)-1b 0,5 4 128 16 64
R3

9.K7- El4x  blakec, blanom, aac(3)-11a, aac(6)-1b 1 4 64 16 64
R3

10. K2- E6k  blakec, aph(3)-VI 4 16 16 1 16
U

11.K8-  Ellk  blakec, aph(3)-VI 32 64 1 1 16
U

12. K2- E10k  blakec 0,5 16 32 8 64
C4

13. K3- E8k  blakec, aac(3)-lla, aac(6)-Ib 4 4 128 16 32
C4

14. K5- Edk blakec, aac(3)-11a, aac(6)-1b 4 4 128 16 64
C4

15.K6- El2¢  blakec, ant(2)-1a 2 2 128 16 64
C4

16. K7- E3k blakpc, aph(3)-VI 4 16 32 32 64
C4

17.P1-  E3p  blakec, aph(3)-Vi IR 128 4 4 16
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18. P2- E7p blakec, aac(3)-1la, aph(3)-VI, IR 128 256 16 16
U

19. P4- E2p blakpc, aph(3)-VI IR 32 4 4 8
U

20. P8- Edp blakec, aph(3)-VI IR 64 4 4 16
U

21. P1- E9% blakec, aac(6)-1b, aph(3)-VI IR 128 8 16 16
C4

22. P2- Elp blakec, aph(3)-VI IR 64 4 4 16
R3

23. P3- E5p blanom, aac(6)-1b, aph(3)-VI, ant(2)-la IR 64 16 32 16
R3

24. P5- E6p blakec, aac(6)-1b, aph(3)-VI IR 256 4 16 256
R3

25.P6- E8p blakec, blanowm, aph(3)-VI IR 256 128 16 16
R3

26.P7- E6p blakpc, aac(6)-Ib, aph(3)-VI IR 512 16 64 128
R3

27.S1- E3s blanom, aph(3)-VI IR 64 4 0,25 512
R3

28. S2- E4s blanom, aac(6)-1b IR 64 2 16 128
R3

29. S1- E5s blakec, aac(3)-11a, ant(2)-la IR 64 256 32 256
R2

30. S1- E6s blakec, aph(3)-VI IR 32 1 1 16
U

31. S2- Els blakec, aph(3)-VI IR 64 1 1 16
U

32. S3- E6s blakpc, aph(3)-VI IR 64 1 1 16
U

33. S4- E7s blakec, aph(3)-VI IR 64 4 16 16
U

34. S9- E7s blakec, blanowm, aac(3)-lla, aac(6)-Ib IR 64 2 16 128
U

35. S1- E2s blakec, aph(3)-VI IR 128 4 1 16
C4

ERIC-PCR: Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-polymerase chain reaction.
PMB: polimixina B; AMI: amicacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; MEM:

meropenem. IR: intrinsecamente resistente a polimixina B.
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Tabela 3 - Prevaléncia dos genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAS) e
correlagdo com antibiogramas esperados e observados em 35 isolados de enterobactérias

produtoras de carbapenemases.

Genes EMAs N° isolados  Fendtipo Fendtipo
esperado Observado (N° isolados)
aph(3)- VI 14 AMI Como esperado (10)
AMK, GEN, TOB (1)
AMK, TOB (1)
GEN, TOB (1)
GEN (2)
ant(2”)-la 1 GEN, Como esperado (1)
TOB
aac(6’)-1b 1 AMI, Como esperado (1)
TOB
aac(3)-1la, aac(6’)-1b 7 AMI, GEN, TOB (5)
GEN, AMK, TOB(1)
TOB GEN (1)
aac(3)-lla, ant(2”)-1a 2 GEN, AMK, GEN, TOB (1)
TOB GEN (1)
aac(3)-11a, aph(3)- VI 2 AMI, Como esperado (1)
GEN, GEN, TOB (1)
TOB
aac(6)-1b, aph(3)- VI 3 AMI, Como esperado (1)
TOB AMK, GEN, TOB (2)
aac(3)-1la, aac(6’)-1b, 1 AMI, GEN(1)
ant(2”)-la GEN,
TOB
aac(6’)-1b, aph(3)- VI, 1 AMI, Como esperado (1)
ant(2”)-la GEN,
TOB
aac(3)-1la, aac(6’)-1b, 2 AMI, GEN(1)
ant(2”)-1a, aph(3)- VI GEN, AMK, GEN (1)
TOB
Nenhum 1 GEN, TOB (1)
N° Total de isolados 35

AMI: amicacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina.
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5.2 ARTIGO 2- ATIVIDADE IN VITRO DA POLIMIXINA B EM COMBINACAO COM
MEROPENEM, AMICACINA E GENTAMICINA CONTRA ISOLADOS CLINICOS DE
KLEBSIELLA PNEUMONIAE PORTADORES DE EMAS, BLANDM-1 E BLAKpc-2.

1. Introducéo

Cepas de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos representa uma ameaca a
satde humana mundial. Entre as enzimas responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos, a
metalo-pB-lactamase Nova Délhi (NDM) merecem atencdo devido a sua localizacdo em
elementos genéticos moveis e a coexisténcia com muitos outros determinantes de resisténcia,
como a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e as enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (EMAS) (Kumarasamy e Kalyanasundaram, 2012; Quiles et al, 2015; Firmo
et al, 2019). Por serem tipicamente resistentes a todos B-lactamicos e a muitas outras classes
de antimicrobianos, as infeccdes causadas por isolados bacterianos produtores de NDM e KPC
sdo extremamente dificeis de tratar, principalmente quando se utiliza a monoterapia. O que
acarreta no aumento da morbidade e dos custos econémicos (Thabit et al, 2015).

Diante das opcdes de tratamento cada vez menores, ressurgiram as polimixinas, que mantém
uma atividade significativa contra patogenos produtores de NDM e KPC, incluindo K.
pneumoniae. Em contrapartida, estudos recentes demonstram o crescimento da resisténcia a
polimixina B em bactérias gram-negativas, mundialmente, inclusive no Brasil (Diep et al, 2018;
Firmo, 2019). Nesse cenério a terapia combinada tem sido proposta como uma estratégia para
aumentar a atividade antimicrobiana e reduzir o surgimento de resisténcia (Rahim et al 2015;
Bulman et al 2017; Hagiya et al, 2018; Kulengowski et al, 2018).

Infelizmente, as combinagdes de antibidticos utilizadas na clinica para tratamento das
infeccbes relacionadas a assisténcia a salde (IRAs) causadas por K. pneumoniae MDR
permanecem incertas e sdo utilizadas de modo empirico. Embora existam pesquisas relatando
as combinacdes efetivas in vitro contra algumas espécies bacterianas, é fundamental continuar
a busca por combinagdes efetivas contra bactérias com novos perfis de resisténcia afim de
manter a eficacia clinica dos antimicrobianos utilizados atualmente (T&ngdén et al, 2014;
Hagiya et al, 2018; Kulengowski et al, 2018). Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar
in vitro, utilizando concentragcdes subinibitérias de cada antibidtico, a combinacdo de
polimixina B (PMB), meropenem (MEM), amicacina (AMI) e gentamicina (GEN) contra dois
isolados clinicos de K. pneumoniae portadores de genes blanowm-1, blakec-2 € EMAS e resistentes

a polimixina B.
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2. Materiais e métodos

2.1. Isolados bacterianos

Para este estudo, foram selecionados dois isolados clinicos de K. pneumoniae (K7R2 e
K11R2) provenientes de pacientes com infeccao urinéaria de um hospital publico de Recife, PE,
Brasil, por apresentarem resisténcia a polimixina B (PMB) (CIMs 16 e 4 mg/L) e possuirem o
gene blanpm coexistindo com genes EMASs e o gene blakec (Firmo et al., 2019) (Tabela 1).
Ambos isolados (K7R2 e K11R2) foram resistentes ao meropenem (MEM) (CIM 16 mg/L) e a
gentamicina (GEN) (CIMs de 128 e 64 mg/L), respectivamente. A amicacina (AMI) foi o
antimicrobiano testado mais ativo, com CIMs de 16 e 8 mg/L, segundo 0s critérios
interpretativos do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

2.2. Checkerboard

O checkerboard foi utilizado para determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) das combinag6es PMB+AMI, PMB+GEN, PMB+MEM, MEM+AMI e MEM+GEN. As
CIMs de cada antimicrobiano foram determinadas por testes de microdiluigdo em caldo, e 0s
dados obtidos foram utilizados para os calculos da sinergia. Para o checkerboard foram
utilizados 2xCIM do antimicrobiano sozinho e as dilui¢des foram feitas em triplicata. O in6culo
de cada isolado bacteriano foi preparado em caldo Mueller-Hinton cétion ajustado (CAMHB),
com padro 0,5 McFarland e adicionado aos pocos a uma concentragdo final de 10° UFC/mL e
as placas foram incubadas por 18 a 20h a 37 °C (MOODY, 2004). As concentracdes inibitorias
fracionarias totais (FICs) para cada poco foram calculadas de acordo com a formula: FICI =
FIC do agente A + FIC do agente B, em que a FIC do agente A ou B = CIM do agente A ou B
em combinagdo / CIM do agente A ou B sozinho. Na interpretagdo dos resultados dos célculos,
foram utilizados os seguintes principios: valores de FICI de < 0,5 indicam “sinergia”, valores
de FICI > 0,5 - 4 indicam “indiferenca” e FICI > 4 “antagonismo” (ODDS, 2003).

2.3. Ensaio Time—kill

Os ensaios time-kill foram realizados com os isolados K7R2 e K11R2 para avaliar a
sinergia e a atividade bactericida da combinagdo. O CAMHB (Sigma-Aldrich) foi inoculado
com a suspensdo bacteriana para atingir um inéculo final de 10° UFC/mL. As concentracdes
testadas foram 0,125 x CIM (concentracdo subinibitoria) para todos os antimicrobianos. As
experiéncias de controle sem os farmacos (isto é, uma curva de crescimento bacteriano) foram

realizadas simultaneamente com os estudos de time-kill.
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Foram retiradas amostras de cada uma das concentracfes de bactérias/antimicrobiano
as 0, 3, 6, 12 e 24 h a partir do momento da adicao do farmaco. Aliquotas foram semeadas em
placas com agar Mueller-Hinton (Kasvi). As contagens de colnias bacterianas (expressas em
logio UFC/mL) foram realizadas ap0s a incubacdo a 37 ° C em cada intervalo de tempo. Todas
as experiéncias foram realizadas em triplicata (Wentao et al., 2018).

A atividade bactericida foi definida como uma diminuicdo >3 logio CFU/mL na
contagem de col6nias, as 24 horas, em relacdo ao indculo inicial. O recrescimento foi definido
como um aumento na contagem de colonias em relagdo a um ponto anterior. A sinergia foi
definida como uma diminuicéo na contagem de colonias de >2 logio UFC/mL em 24 horas em
comparacdo com o agente mais ativo isoladamente. A indiferenca foi definida como uma
alteracdo na contagem de col6nias as 24 horas em 2 logio UFC/mL em comparagdo com o
agente mais ativo isoladamente. Antagonismo foi definido como > 2 logio UFC/mL maior
contagem de colbnias as 24 horas em compara¢cdo com 0 agente mais ativo isolado (CLSI,
1999).

3. Resultados

O teste checkerboard revelou sinergia nas cinco combinacdes testadas em ambos
isolados, mesmo estes sendo susceptiveis apenas a amicacina e portadores de genes EMAS,
blanom-1 € blakpc2 (Tabela 1). Considerando o menor Y FIC encontrado, as combinagdes de
PMB com AMI e PMB com MEM tiveram melhor desempenho no isolado K7R2 com reducéo
da CIM de PMB em 16 vezes quando combinados, em comparagdo com o seu uso isolado. De
maneira andloga, para o0 K11R2, PMB e AMI foi a melhor combinacdo com diminuicdo da CIM
da PMB em torno de 32 vezes. Antagonismo ndo foi observado em nenhum isolado.

As curvas de morte dos antimicrobianos AMI, GEN, MEM e PMB e das respectivas
combinacg6es avaliadas em relacdo aos isolados K7R2 e K11R2 sdo mostradas nas Figura 1 e
2. Contra K7R2, MEM e PMB, utilizados isoladamente, foi observado uma redugéo na
contagem de colonias quando comparado com a curva de crescimento. Porém, contra K11R1,
produtor apenas de NDM, foi observado um novo crescimento apds 6h para ambos
antimicrobianos. A GEN foi ineficaz contra os dois isolados e apresentou desempenho
semelhante ao controle de crescimento. A AMI demonstrou atividade contra ambos os isolados
até 6h apos o inicio da exposicdo, porém foi observado um recrescimento apos esse periodo.
Segundo resultados do time-kill, em ambos isolados foi observada sinergia nas combinac6es

testadas no presente trabalho, exceto para a combinagdo PBM+GEN. MEM em combinagéo
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com AMI ou GEN contra o isolado K7R2 resultou em atividade bactericida, sem que nenhuma
UFC/mL fosse detectada a partir de 12h, porém, as combinacdes de PBM com AMI e MEM
apresentaram melhor atividade bactericida, sem crescimento bacteriano apds 6h. Para o isolado
K11R2 apesar das combinacOes testadas (0,125X CIM) apresentarem sinergia, ndo foi
observada reducdo >3 logio CFU/mL no nimero de colbnias, portanto nenhuma atividade

bactericida.

5. Discussao

Neste estudo, avaliamos os efeitos antibacterianos de combinacgdes incluindo PMB,
MEM, AMI e GEN contra isolados clinicos de K. pneumoniae produtoras de EMAs, NDM-1 e
KPC-2 e resistentes a polimixina B. O uso desses antimicrobianos isoladamente foi ineficaz e
com novo crescimento ap6s 6h na maioria dos casos, 0 que é sugestivo de selecdo de populacdes
resistentes, devido a heterorresisténcia, e potencial fracasso clinico, assim como encontrado por
Lim et al., (2015) e Cai et al., (2016), possivelmente devido a producdo e acdo das enzimas
codificadas pelos genes encontrados nestes isolados. Em contrapartida, foi demonstrado a
eficacia in vitro das combinacdes de PMB+MEM e PMB+AMI. Nesse estudo, encontramos
sinergia entre os antimicrobianos, mesmo ambos isolados apresentando resisténcia a PMB,
MEM e GEN. Entretanto, nos testes de time-kill observamos um efeito bactericida apenas no
isolado K7R2.

Em ensaios de combinacbes € importante considerar as concentracbes dos
antimicrobianos utilizados, alguns estudos demonstram que essa concentracao pode influenciar
diretamente na sinergia (Kulengowski et al 2017; Alves et al., 2018). Assim como Alves et al.,
(2018) este estudo encontrou sinergia utilizando concentragdes antimicrobianas subinibitorias
e dentro dos breakpoints estipulados pelo CLSI (2018). O que para a pratica clinica pode ser
mais Util do que aqueles resultados obtidos de estudos que utilizaram concentracGes bem
maiores do que as fisiologicamente alcancaveis. Além disso, ao contrario de Kulengowski et
al. (2017) néo foi possivel afirmar que a sinergia foi diretamente dependente da CIM do
meropenem, ja que foi utilizado apenas uma concentrag&o.

Apesar do desenvolvimento de novos antimicrobianos para o enfrentamento das
infeccOes causadas por microrganismos multirresistentes, vale ressaltar que esses novos
farmacos sdo ineficazes contra produtores de metalo-p-lactamases, como NDM (Karaiskos et
al., 2019). Por isso, € importante a pesquisa de combinacdes que sejam capazes de tratar
infeccbes causadas por bactérias produtoras de NDM. Mesmo com a alta resisténcia ao
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meropenem, alguns estudos in vitro mostraram que o meropenem tem sido eficaz quando em
combinacdo com outros antimicrobianos contra portadores do gene blanom (Tangdén et al,
2014; Lagerback et al., 2016).

Outros estudos demonstraram a eficacia de combinagdes envolvendo a polimixina B
contra isolados portadores do gene blanom (Bulman et al 2017; Cai et al, 2016; Rahim, 2015;
Alves et al., 2018). Cai et al. investigaram combina¢des de PMB com outros antimicrobianos,
incluindo AMI e MEM, em quatro isolados de E.cloacae multidroga-resistente e produtor das
enzimas NDM-1 ou IMP-1. Assim como esse estudo, encontramos sinergia e efeito bactericida
nas combinacGes de PMB+MEM e PMB+AMI, porém em uma concentragdo de meropenem
32 vezes menor.

Avaliando a combinacdo de meropenem com amicacina, Kulengowski et al. (2017)
demonstraram sinergia e atividade bactericida dessa combinacédo contra isolados produtores de
KPC e sensiveis a amicacina com um tempo de morte em torno de 8 horas. Entretanto, no
presente estudo observamos uma morte bacteriana mais lenta, s6 ap6s 12 horas de exposicao
aos antimicrobianos. O que sugere que a concentracdo utilizada além da presenca de outros
genes de resisténcia interfere na taxa de morte. Este estudo ndo investigou os niveis de
expressdo génica para 0s genes de resisténcia pesquisados, o que poderia ter indicado
silenciamento ou regulacdo positiva dos mecanismos de resisténcia e consequentemente o seu
comportamento ao longo da exposi¢do aos antimicrobianos.

Em concluséo, as combinaces utilizadas neste estudo foram sinérgicas contra isolados
clinicos de K. pneumoniae produtores de NDM e KPC, porém considerando a atividade
bactericida as combinacbes de PMB+MEM e PMB+AMI, utilizadas em concentracdes
subinibitorias, foram as mais ativas contra esses isolados. Também pode-se concluir que
antimicrobianos aos quais as bactérias sdo resistentes podem fazer parte dessas combinacdes,
entretanto estudos adicionais in vitro e ensaios clinicos sdo necessarios para elucidar o efeito
dos genes de resisténcia na morte sinérgica e para otimizar a terapia combinada contra as
bactérias multidroga resistentes. A medida que essas informacdes se tornam disponiveis, sua

traducéo para a clinica deve prolongar a eficacia desses antimicrobianos de ultima linha.



Figura 1 - Time kill do isolado clinico de Klebsiella pneumoniae (K7R2) sob agdo de
polimixina B (PMB), meropenem (MEM), amicacina (AMK) e gentamicina (GEN)
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Figura 2 Time Kkill do isolado clinico de Klebsiella pneumoniae (K11R2) sob a¢do de
polimixina B (PMB), meropenem (MEM), amicacina (AMK) e gentamicina (GEN)
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Tabela 1 - Concentragdes inibitorias minimas de amicacina, gentamicina, meropenem e

polimixina B isoladamente e resultados de ensaios de checkerboard para isolados clinicos de

Klebsiella pneumoniae positivos para blanom-1 € blakpc-2.

Ensaio Checkerboard

Isol CIM (mg/L) AMI+MEM AMI+PMB GEN+MEM GEN+PMB PMB+MEM

ado
A GE PM ME  FICI Interpret  FICI  Interpret  FICI  Interpret Interpret  FICI  Interpret
M N B M acdo acao acao acdo acdo
|

K7 1 128 16 16 0.26  sinérgico 0.07  sinérgico 0.14  sinérgico sinérgico  0.07  sinérgico

R2 6

K11 8 64 4 16 0.09 sinérgico 0.06 sinérgico 0.14  sinérgico sinérgico  0.14  sinérgico

R2

CIM: concentracdo inibitéria minima; FICI = (FIC do agente A+ FIC do agente B). AMI:

amicacina, GEN: gentamicina, MEM: meropenem e PMB: polimixina B.
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53 ARTIGO 3 - ALTERACOES MORFOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAIS
CAUSADAS POR COMBINACOES SINERGICAS DE MEROPENEM-GENTAMICINA E
MEROPENEM-AMICACINA CONTRA UM ISOLADO CLINICO MULTIDROGA-
RESISTENTE DE PROTEUS MIRABILIS PORTADOR DOS GENES BLAwom.1, AAC(6)-IB,
ANT(2)-1A E APH(3)-VI

1. Introducdo

Proteus mirabilis € uma bactéria Gram-negativa e um importante patégeno humano
comumente isolado de infecgBes do trato urinario (ITU), principalmente em pacientes
cateterizados. Além da ITU, o patégeno tem sido descrito como um agente etiolégico de
diversas infec¢des oportunistas, como também de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAs), como pielonefrite e sepse (ARMBRUSTER et al., 2018).

Como esse patdgeno € intrinsecamente resistente as polimixinas, a tetraciclina e a
tigeciclina, a aquisicdo de genes resisténcia, aos beta-lactamicos e aminoglicosideos, como os
codificadores de metalo-B-lactamases (MPBLs) e de enzimas modificadoras de aminoglicosideos
(EMASs) sdo extremamente preocupantes, visto que as opgdes terapéuticas sdo drasticamente
limitadas (QIN et al., 2015). As metalo-p-lactamases (MBLs) sdo carbapenemases de classe B
que hidrolisam quase todos os B-lactdmicos e sdo relatadas principalmente entre os patégenos
Gram-negativos. A principal enzima dessa classe, que ocorrem em enterobactérias, € a NDM-
1 (New Delhi metallo-B-lactamase 1), codificada pelo gene blanom-1 que foi inicialmente
identificado em uma cepa de Klebsiella pneumoniae na india (YONG et al., 2009). J4 as EMAs
sdo enzimas que agem modificando a estrutura do aminoglicosideo, antes que este se ligue ao
seu alvo. Sdo divididas em trés classes, de acordo com suas atividades modificadoras:
acetiltransferases (AAC), nucleotidiltransferases (ANT) e fosfotransferases (APH) e
encontram-se amplamente disseminadas em diferentes espécies de enterobactérias (RAMIREZ;
TOLMASKY, 2010).

Diante das limitacGes terapéuticas, o uso de combinagdes de antimicrobianos tem sido
uma estratégia para controlar clinicamente as infec¢bes causadas por bactérias produtoras de
carbapenemases e tentar suprimir o surgimento de subpopulacgdes resistentes, dentro de uma
populacéo heterorresistente (SIQUEIRA et al. 2014; SCHMID et al., 2019). Entretanto, a acdo
sinérgica e 0 mecanismo de acdo dos antimicrobianos em combinacao contra isolados MDR de
P. mirabilis tém sido pouco investigados.

Portanto o objetivo desse estudo foi investigar a sinergia e atividade bactericida das

combinagdes de meropenem, amicacina e gentamicina contra um isolado multidroga-resistente
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(MDR) de P. mirabilis portador dos genes bla nom-1, @ac(6)-1b, ant(2)-la e aph(3)-VI e
identificar as possiveis alteracdes morfologicas e ultraestruturais causadas por essas

combinacoes.

2. Material e Métodos

2.1. Isolado bacteriano

Para este estudo foi selecionado um isolado clinico de P. mirabilis (P3R3) proveniente
de um paciente de um hospital publico de Recife, PE, Brasil. Esse isolado foi selecionado pois
era de infeccdo urinéria e apresentava os genes blanom, aac(6)-Ib, aph(3)-VI, ant(2)-la,
determinados em estudo anterior (Firmo et al., 2019). O isolado apresentou resisténcia ao
meropenem (MEM), a amicacina (AMI) e a gentamicina (GEN), com concentraces inibitorias
minimas (CIM) de 16, 64 e 16 mg/L, respectivamente, de acordo com os critérios interpretativos
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

2.2. Ensaio Checkerboard

As combinacdes foram avaliadas em ensaios checkerboard em microplacas com caldo
Mueller-Hinton cation ajustado (CAMHB). Os antimicrobianos foram testados sozinhos e
combinados em concentracdes duas vezes maiores do que as CIM dos isolados testados
sozinhos. A concentragdo final do indculo do isolado P3R3 foi de aproximadamente 10° UFC/
ml, e as placas foram incubadas a 37 ° C por 18-20 h. Os testes foram realizados em triplicata.
Foram calculados indices de concentragdes inibitorias fracionarias (FICIs), sinergia foi definida
como FICI<0,5, nenhuma intera¢do foi definida como FICI> 0,5 e < 4, e antagonismo foi

definido como FICI> 4 (Odds, 2003; Moody, 2004).

2.3. Ensaio da curva time-kill

Amicacina e gentamicina foram testados na concentracdo de 0,25 X MIC e o
meropenem foi testado na concentracdo de 2 mg/L. Todos 0s ensaios incluiram um controle de
crescimento sem antimicrobiano. O indculo final utilizado foi de 10° UFC / ml, todo
experimento foi realizado em CAMHB. As amostras foram coletadas de cada uma das

concentracdes de bactérias /antimicrobiano as 0, 3, 6, 12 e 24 horas apos a adicao do farmaco.



103

Aliquotas foram semeadas em placas de 4gar Mueller-Hinton (Kasvi). As contagens bacterianas
(expressas em log10 UFC / mL) foram realizadas ap6s a incubacdo de 18 a24 ha 37 °C. A
cada intervalo de tempo, o valor log10 da contagem de coldnias viaveis foi determinado. Todos
o0s experimentos foram realizados em triplicata (Wentao et al., 2018).

A atividade bactericida foi definida como uma diminui¢cdo> 3 logio UFC/mL na contagem
de colonias, as 24 horas, em relacdo ao inoculo inicial. O recrescimento foi definido como um
aumento na contagem de coldnias em relacdo a um ponto anterior. O sinergismo foi definido
como uma reducdo na contagem de colonias >2 logio UFC/mL em 24 horas em comparagéo
com o0 agente mais ativo isoladamente. A indiferenca foi definida como uma alteragdo na
contagem de colbnias as 24 horas em 2 logio UFC/mL em comparagéo com o agente mais ativo
isoladamente. Antagonismo foi definido como um aumento na contagem de coldnias de > 2

logio UFC/mL as 24 horas em comparagcdo com o agente mais ativo isolado (CLSI, 1999).

2.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios anteriores, as células do isolado P3R3
foram expostas aos agentes antimicrobianos usando as concentracoes, 0,5 mg/L para amicacina
e gentamicina e 1mg/L de meropenem. Apos 8 h de crescimento, as células bacterianas foram
cuidadosamente centrifugadas e fixadas por 2h a 4 °C em solugdo contendo glutaraldeido a
2,5% e paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich) em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2.
Posteriormente, as células foram lavadas no mesmo tampéo e pds-fixadas com tetroxido de
6smio a 1% (Electron Microscopy Science), seguida de desidratacdo gradual com etanol
(SigmaAldrich) (Veras et al., 2015). Apos a desidratacdo, o material foi seco através do ponto
critico, metalizado e visualizado através do microscépio eletrénico de varredura (JEOL JSM-
5600 LV).

2.5. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As células do isolado P3R3 foram expostas a agentes antimicrobianos usando as
concentragOes e os critérios descritos anteriormente. Em todos os processos, um controle para
0 isolado foi incluido nas mesmas condicdes e nas mesmas diluicBes, sem a presenca do
antibiotico. Apds o crescimento, as células bacterianas foram centrifugadas e fixadas nas
mesmas condigdes descritas para o ensaio de MEV. As células foram pds-fixadas em tetroxido

de 6smio a 1% e logo em seguida contrastadas em acetato de uranila a 5% por 12h (Electron
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Microscopy Science). Apos esse tempo, as amostras foram desidratadas em série gradual de
acetona (Sigma-Aldrich), infiltradas e emblocadas em resina epon 812 (Electron Microscopy
Science) a 60°C por 72h. Cortes ultrafinos foram corados com uranila a 5% e citrato de chumbo
e visualizados através do microscopio eletronico de transmissdo (FEI Tecnai™ Spirit G2
BioTWIN) (Veras et al., 2015).

3 Resultados

Apesar do isolado P3R3 ser resistente ao meropenem (CIM de 16 mg/L), & gentamicina
(CIM de 16 mg/L) e a amicacina (64 mg/L), o ensaio checkerboard demonstrou que quando o
meropenem foi testado simultaneamente com a gentamicina ou com a amicacina houve um
sinergismo potencializando o efeito de ambos. O meropenem apresentou CIM de 0,5 mg/L
quando combinado com a gentamicina e uma CIM de 1mg/L quando combinado com a
amicacina. Com relacdo aos aminoglicosideos os resultados também foram promissores com
reducdo da CIM em 16 vezes para a gentamicina e 4 vezes para amicacina. Os resultados
expressos pelo FICI mostraram um efeito predominantemente sinérgico nas duas combinacdes
avaliadas, na combinagdo meropenem e gentamicina o menor FICI encontrado foi 0,09 e na
combinacdo meropenem e amicacina, foi 0,31.

Os resultados dos ensaios time-kill corroboraram os resultados obtidos no checkerboard.
Nas concentracdes testadas, ambas as combinagdes apresentaram sinergismo e efeito
bactericida, porém a combina¢do meropenem e gentamicina apresentou efeito bactericida a
partir de 6h de incubacdo, erradicando a populacdo de P. mirabilis nesse tempo. Ja na
combinacdo meropenem e amicacina o efeito bactericida s6 foi observado a partir de 12h de
exposicdo aos antimicrobianos (Figura 1). Quando o isolado foi incubado apenas com
amicacina ou gentamicina a uma concentracdo subinibitoria de 16 mg/L e 4 mgl/L,
respectivamente, o crescimento bacteriano foi transitoriamente inibido, mas apds 6h a
populacdo bacteriana voltou a crescer. Resultado semelhante foi obtido quando as células foram
expostas ao meropenem sozinho, no entanto, um novo crescimento s6 foi observado apos 12h
de incubacao.

A microscopia eletrénica de varredura indicou que as células do isolado P3R3 usadas
como controle, sem exposi¢cdo aos antimicrobianos, apresentaram uma morfologia bem
conservada, em forma de bastonete e comprimento médio de 1 a 3 pum, com ocorréncia da
formacéo de septos e divisdo celular normal (Figura 2A-B). Embora o isolado P3R3 tenha
apresentado resisténcia a amicacina e a gentamicina, e seja carreador dos genes aph(3)-VI,
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ant(2)-la e aac(6)-Ib, quando as células foram submetidas a esses aminoglicosideos foi possivel
observar como principal alteracdo morfologica o alongamento celular. Além disso, a formacéo
de cavidades, septos irregulares e o rompimento celular com extravasamento de material
citoplasmatico foram identificados quando as células foram expostas a amicacina (Figura 2C-
E). Também nota-se a presenca de estruturas flagelares nos quadros D e F, caracteristicos da
espécie P. mirabilis. As superficies das células no grupo controle eram relativamente suaves,
entretanto, alongamento e uma aparéncia enrugada foram predominantemente observadas nas
celulas expostas ao meropenem.

Na figura 3, os quadros A-C mostram as alteracbes causadas pela combinagéo
meropenem e gentamicina. De modo geral, observa-se uma consideravel diminui¢do no niUmero
de células bacterianas. Além disso, ha um predominio de células com alteracdes mais intensas,
0 que levou a perda da morfologia caracteristica dessa espécie. Adicionalmente é possivel
observar uma superficie aspera, divisGes celulares incompletas e a presenca de cavidades
indicativas de alteracdes na membrana externa. Na combinacdo meropenem e amicacina foram
observados células alongadas, septos irregulares ou auséncia deles, divisdo celular incompleta
e discreto enrugamento celular. Apesar dessa combinacéo ser sinergica, apos 8h foi possivel
observar uma quantidade significativa de células bacterianas quando comparada a combinacao
meropenem e gentamicina (Figura 3 D-F).

A microscopia eletrdnica de transmissao foi utilizada para avaliar as alteracdes internas
e na parede das células do isolado P3R3. Nas células controle foi possivel observar a
preservacdo da morfologia, manutencdo da integridade da parede celular, contetdo
citoplasmatico eletrodenso, presenca de ribossomos e material genético distribuido no
citoplasma bacteriano (Figura 4A). Células tratadas com amicacina apresentaram alongamento
ou perda de morfologia, separacdo das camadas do envoltério celular, presenca de espacos
elétron-lucentes (indicando perda de conteido citoplasmatico, ribossomos) e divisao celular
irregular (Figura 4 B-D). Células sujeitas a gentamicina apresentaram grandes espacos elétron-
lucentes no citoplasma com retracdo da massa citoplasmatica, separacdo das camadas do
envoltorio celular, divisdo celular incompleta, células alongadas e células “fantasma” (Figura
4 E-G). O mesmo foi observado nas células tratadas com o meropenem, porém, adicionalmente
foram encontrados agregados intracelulares eletrodensos e células disformes (Figura 4 H-J).

Nas celulas tratadas com a combinagdo meropenem e gentamicina, é possivel observar
estruturas conhecidas como vesiculas da membrana externa (OMV- outer membrane vesicles)

(Figura 5A e 5C). Em ambas as combinagdes, houve um predominio da presenca de espacos



106

elétron-lucentes indicativo da perda de ribossomos, paredes celulares com aspecto plissado e
ruptura com extravasamento do material citoplasmatico (Figura 5A e 5F).

4  Discussao

A aquisicdo de genes codificadores de carbapenemases, como o blanowm, € de enzimas
modificadoras de aminoglicosideos é particularmente preocupante em P. mirabilis, visto que,
essa especie é intrinsecamente resistente ao imipenem, a tigeciclina e as polimixinas, o que
torna a terapia clinica extremamente dificil. Diante disso, 0 uso de combinacBes de
antimicrobianos tem sido uma estratégia para controlar clinicamente as infecgdes causadas por
bactérias produtoras de carbapenemases e tentar inibir o crescimento de subpopulactes
resistentes (SIQUEIRA et al. 2014; SCHMID et al., 2019).

O presente estudo relata pela primeira vez a atividade sinérgica e bactericida contra um
isolado de P. mirabilis portador dos genes, blanowm-1, aac(6)-Ib, ant(2)-1a, aph(3)-VI e resistente
ao meropenem, a gentamicina e a amicacina. A sinergia foi encontrada em concentragdes dos
antimicrobianos dentro dos breakpoints propostos pelo CLSI, assim como Alves et al. (2018).
Esse resultado € bastante promissor, ja que concentragdes mais baixas sdo fisiologicamente
alcancéveis e podem ser mais viaveis para a pratica clinica. Sobre a dosagem de
aminoglicosideos, a literatura recomenda uma CIM para gentamicina de 0,5-1 pg/ml para
minimizar a toxicidade desse antimicrobiano para o paciente (BLAND; PAI; LODISE, 2018).

Apesar de encontrarmos sinergia e atividade bactericida utilizando a combinacgéo
meropenem e amicacina, contra apenas um isolado de P. mirabilis produtor de NDM-1, a curva
de morte foi mais lenta, com a reducdo da populacéo bacteriana ap6s 12h. Tempo relativamente
lento, quando comparamos ao descrito por Kulengowski et al. (2018), onde foi encontrado uma
maior taxa de morte bacteriana em torno de 8 horas para um isolado de Enterobacter cloacae
produtor de VIM-1 e sensivel a amicacina.

Em contrapartida, os resultados obtidos com a combinacdo meropenem e gentamicina
sdo animadores. Considerando o checkerboard e o ensaio time-kill, podemos afirmar que essa
combinacdo foi a mais ativa contra esse isolado, visto que, houve um efeito sinérgico
potencializando o efeito de ambos antimicrobianos, o que foi refletido em uma consideravel
reducdo da CIM, tanto do meropenem quanto da gentamicina. Além disso, no ensaio time-kill
foi possivel observar uma curva de morte mais rapida, quando comparada a combinagdo de
meropenem com amicacina, com um efeito bactericida ap6s 6h de exposicdo a essa

combinagdo. Esses resultados também podem ser associados aos resultados observados nos
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quadros A e D da figura 3, onde ficou evidente a redu¢do no numero de células bacterianas,
indicativo do efeito bactericida.

Alteracdes morfoldgicas das células bacterianas induzidas pela exposicao a sub-CIMs
de antimicrobianos também foram observadas por outros pesquisadores em diferentes espécies
(WOJNICZ et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2014; VERAS et al., 2015; HAGIYA et al., 2018).
Wojnicz et al. (2007) relataram que a exposicdo de isolados Gram-negativos a sub-CIMs de
amicacina e ciprofloxacina apresentaram alteracdes morfologicas como filamentos e células
fantasmas. J& Hagiya et al. (2018) desmonstraram que 0,5 x CIM do meropenem e do
cefmetazole era capaz de induzir diferentes alteragbes morfoldgicas, nas células de K.
pneumoniae portadora do gene blakpc-2. Assim como esses relatos, no presente estudo também
foram observadas diferentes alterac6es nas células do isolado de P. mirabilis, portador do gene
blanpwm-1, expostas a sub-CIMs de meropenem, amicacina e gentamicina. Embora as sub-CIMs
de antimicrobianos ndo matem as células bacterianas, essas concentracfes ainda sao capazes de
modificar suas caracteristicas fisico-quimicas e arquitetura de sua superficie, interferindo assim
em alguns aspectos importantes da funcdo bacteriana, e consequentemente reduzindo a sua
patogenicidade (WOJNICZ et al., 2007).

De modo geral, a alteracdo morfolGgica mais prevalente neste estudo foi o alongamento
celular. A filamentacéo celular é uma alteracdo comumente observada no formato bacteriano,
onde as células aumentam drasticamente de comprimento devido a inibicdo da divisdo celular
durante o crescimento (JUSTICE et al., 2008). Varios fatores podem levar a esse fenbmeno, na
auséncia de antimicrobianos ou stress ambiental o alongamento celular pode ocorrer como um
mecanismo de protecdo contra predacdo e fagocitose. Entretanto, também podem ocorrer
durante a exposi¢do as terapias antimicrobianas (CUSHNIE et al., 2016).

Além disso, no caso da espécie P. mirabilis a formacao de células alongadas geralmente
ocorre em resposta ao contato com superficies, o que ¢ conhecido como “swarming”. Esse
fendmeno é comum entre bactérias moveis e esta relacionado a patogénese de infecgdes
bacterianas, com aumento da viruléncia e producdo de enzimas patogénicas (BELAS et al.,
2004; AUER et al., 2019). Como o presente estudo foi realizado em caldo CAMHB,
provavelmente o super alongamento sofrido pelas células do isolado estudado seja uma resposta
a agressao sofrida pela exposigéo aos antimicrobianos utilizados.

O alongamento celular também pode ocorrer ap6s a inibigdo ou interrupcao da sintese
de peptidoglicano. Células tratadas com B-lactdmico, por exemplo, apresentam essa alteracao
devido a inibicdo da PBP-3, que reticula o peptidoglicano na parede septal, mas ndo na parede
lateral, resultando no alongamento celular sem divisdo (CUSHNIE et al., 2016).
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Diferentemente das células ovais encontradas por Horii et al. (1998), neste estudo as células de
P. mirabilis tratadas com meropenem apresentaram aspecto alongado. No caso do meropenem,
além da afinidade pela PBP-3 ha também uma alta afinidade pela PBP-2 que induz a formacéo
de filamentos ou células ovais, dependendo da concentracdo do antimicrobiano e do periodo de
exposicdo (HORII et al., 1998).

Esse fendmeno também pode ocorrer se a sintese de proteinas for inibida, como por
exemplo, apds o uso de aminoglicosideos (CUSHNIE et al., 2016). Embora essa classe de
antimicrobianos nédo influenciem diretamente na composicéo da parede celular, acredita-se que
a sintese de certas enzimas envolvidas na formacéao dessa estrutura se torne prejudicada quando
as bactérias crescem nas sub-CIMs desses antibioticos. Assim, os aminoglicosideos podem
influenciar indiretamente essa estrutura bacteriana e consequentemente gerar um discreto
alongamento das células (WOJNICZ et al., 2007). No presente estudo, assim como observado
em outro estudo realizado com um isolado de Serratia marcescens (dados ndo publicados). O
alongamento celular observado nas células tratadas com os aminoglicosideos apresentou um
aumento expressivo, o que poderia ser explicado pela duracdo da exposicdo das células a esses
antimicrobianos (KLAINER; PERKINS, 1972; CUSHNIE et al., 2016).

Outra alteracdo observada ap0s a exposicao das células a amicacina, por exemplo, foi a
formacdo de cavidades na superficie. Esse fenbmeno indica que houve um aumento da
permeabilidade celular devido a ruptura da membrana externa bacteriana (figura 5-F), o que
pode gerar o vazamento de material citoplasmatico (figura 5-D). Isso pode ser explicado pelo
fato do aminoglicosideo permeabilizar a membrana externa das bactérias Gram-negativas
favorecendo, por exemplo, a penetracdo do meropenem e sua ligacdo as PBPs (SHARMA et
al.,2017; ZAVASKI et al., 2017). A perda do material citoplasmatico também foi responsavel
por células conhecidas como “fantasmas” observadas pela MET, tal fendmeno ja foi descrito
tanto apos a exposi¢ao aos f-lactamicos quanto a gentamicina (CUSHNIE et al., 2016).

A perda do material citoplasmatico pode explicar outra alteracdo ultraestrutural
observada neste estudo, a redugdo no nimero de ribossomos. Essa alteragdo ja foi descrita por
outro estudo em P. mirabilis (LORIAN; SABATH; SIMIONESCU, 1975) e tem sido
observada, principalmente, quando as bactérias sdo tratadas com inibidores de proteinas, como
amicacina e gentamicina, além de inibidores da sintese de peptidoglicano (CUSHNIE et al.,
2016). Lorian e Atkinson (1975) ainda associaram a diminui¢cdo no nimero de ribossomos as
diversas alteracbes morfoldgicas encontradas nas células tradadas com penicilinas e

aminoglicosideos.
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Com relacdo as combinacbes usadas neste estudo, os resultados foram bastantes
distintos. A combinacdo de meropenem com gentamicina resultaram em células sem
morfologia definida, ao contrario da combinacdo de meropenem com amicacina, que resultou
em células super alongadas e com certa perda de rigidez da parede celular, como observado por
AUER et al. (2019). Na MET também é possivel observar que a combina¢do meropenem e
gentamicina apresentou ruptura da célula bacteriana indicando atividade bactericida. Além
disso, € possivel descrever a presenca de OMVs, muito encontradas em Pseudomonas
aeruginosa (KADURUGAMUWA; BEVERIDGE, 1995; SIQUEIRA et al., 2014). Essas
vesiculas sdo descarregadas da parede celular durante o crescimento de bactérias gram-
negativas e desempenham um papel importante na viruléncia bacteriana, transportando enzimas
e outros fatores de viruléncia para a célula hospedeira, também estdo envolvidas nas respostas
ao estresse, que envolvem a formacdo de biofilme, entrega de moléculas entre e intra-espécies,
resisténcia a antibidticos e modulacao da resposta imune do hospedeiro (BEVERIDGE, 1999;
SIQUEIRA et al., 2014; JAN, 2017).

No presente estudo, as alteracGes morfoldgicas e ultraestruturais observadas nas células
tratadas com as combina¢Bes ndo demonstraram um somatério dos efeitos obtidos com a
monoterapia, como observado por Siqueira et al. (2014) e Sharma et al. (2016). Por exemplo,
foi observado que o meropenem associado a gentamicina ndo causou o alongamento celular,
comum nas células expostas aos antimicrobianos utilizados isoladamente, e sim alteracdes mais
intensas com perda da morfologia caracteristica dessa espécie. Waisbren et al. (1980) sugerem
que ocorrem alteracGes adicionais nas bactérias expostas a combina¢des de antimicrobianos do
gue naquelas expostas a antimicrobianos isoladamente, devido ao fato de que essas bactérias
foram privadas de algum mecanismo de protecdo quando expostas a combinacdes sinérgicas, o
que pode ser um indicativo da eficacia da terapia combinada.

Através desse estudo pode-se concluir que o0 meropenem associado com a gentamicina
foi a melhor combinacéo contra o isolado clinico de P. mirabilis MDR (P3R3) e portador dos
genes blanowm, aac(6)-1b, aph(3)-VI, ant(2)-1a, com a elimina¢do da populacéo bacteriana apos
6h de exposicdo a essa combinacdo. Considerando as limitacdes de antibioticoterapia para as
infec¢Oes causadas por P. mirabilis, 0 uso em combinagéo de antimicrobianos ja conhecidos,
como utilizados nesse estudo, representa uma alternativa contra a ameaga das infeccoes

causadas por essas bactérias.
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Figura 1 - Time kill do isolado de Proteus mirabilis (P3R3) sob acdo de meropenem (MEM),

amicacina (AMI) e gentamicina (GEN) isoladamente e em combinacé&o.
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Figura 2 - Micrografia eletronica de varredura do isolado clinico de Proteus mirabilis (P3R3)

multidroga-resistente

F IOCRUZ-FE

(A-B) Controle (sem antimicrobiano). Células com tamanhos e formas preservadas, com
ocorréncia de formacdo de septos e divisdo celular normal; (C-E) Células tratadas com
concentragOes subinibitdrias de amicacina (0,5 mg/L), (F-G) gentamicina (0,5 mg/L) e (H-J)

meropenem (1 mg/L). Estrelas: indicam presenca de alongamento celular. Setas: mostram a
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presenca de flagelos. Pontas de seta: indicam septos irregulares e divisdo celular incompleta.
Setas grossas: indicam formacdo de pits. Circulo: indica ruptura da célula bacteriana com
extravasamento de material citoplasmatico. Nos quadros H-J € possivel observar o enrugamento

da superficie bacteriana.

Figura 3 - Micrografia eletronica de varredura das combinagdes usadas contra do isolado

clinico de Proteus mirabilis (P3R3) multidroga-resistente.
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(A-C) Células tratadas com a combinacdo de meropenem (1 mg/L) + gentamicina (0,5 mg/L).
(D-F) Células tratadas com a combinacgdo de meropenem (1 mg/L) +amicacina(0,5 mg/L). Nos
quadros B e C observa-se células sem morfologia definida e a formagdo de cavidades
caracterizando a perda de material sem ruptura da membrana (seta branca) . Estrelas indicam
alongamento celular. No quadro E é possivel observar uma célula apresentando curvatura
podendo indicar a perda da rigidez da parede celular e no quadro F o circulo indica uma

protuberancia.
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Figura 4 - Micrografia eletronica de transmisséo do isolado clinico de Proteus mirabilis

(P3R3) multidroga-resistente.

(A) célula bacteriana sem tratamento (controle) - morfologia preservada, membrana
citoplasmatica, parede celular (setas pretas), e citoplasma (c) intactos. (B-D) Celulas expostas
a amicacina (0,5 mg/L), observa-se a presenca de células alongadas (estrela), separacdo das
camadas do envoltorio celular (seta branca), espacos eletron-lucentes indicativos de perda de
material citoplasmatico (ponta de seta branca). (E-G) Células tratadas com gentamicina (0,5

mg/L) e (H-J) Células tratadas com meropenem (1 mg/L). Presenca de divisdo incompleta



115

(pontas de seta), células “fantasmas” (seta preta), espagos elétron-lucentes e retracdo

citoplasmatica (seta branca), agregados eletrodensos (asteriscos).

Figura 5 - Micrografia eletrdnica de transmissdo das combinagdes utilizadas no isolado

clinico de Proteus mirabilis (P3R3) multidroga-resistente.

by

(A-D) Células expostas a combinacdo de meropenem e gentamicina. (c) Conteudo
citoplasmatico. Nos quadros A e C, as setas indicam vesiculas de membrana externa, observa-
se também a ruptura da célula bacteriana com extravasamento do material citoplasmatico e
paredes com aspecto plissado. No quadro D a seta branca indica retragdo do citoplasma (E-G)
células expostas a0 meropenem e a amicacina apresentando parede celular com aspecto plissado
e intensa perda de material citoplasmatico, ribossomos (E), além de ruptura da parede celular
indicada pela seta (F). No quadro G ainda é possivel observar a condensa¢do da cromatina

indicado pela seta branca.
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5.4 ARTIGO 4 - ALTERACOES MORFOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAIS EM UM
ISOLADO CLINICO DE SERRATIA MARCESCENS PORTADORA DOS GENES BLANDM-1
E BLAkec2 E EXPOSTA A COMBINAGOES DE MEROPENEM-GENTAMICINA E
MEROPENEM -AMICACINA

1 Introducéo

Serratia marcescens € um importante patdgeno associado a infecgdes graves e surtos,
principalmente devido a resisténcia intrinseca a polimixinas e a aquisicdo de genes de
resisténcia, como blakec e blanom (Phan et al., 2018; Firmo et al., 2019). Além disso, a alta taxa
de morbimortalidade e a escassez de novos agentes antimicrobianos destacam a necessidade de
investigacao de abordagens eficazes para o tratamento de infec¢fes causadas por S. marcescens.

O uso extensivo de carbapenémicos resultou no surgimento de enzimas, conhecidas
como carbapenemases, que hidrolisam eficientemente quase todos p-lactdmicos. As
carbapenemases KPC-2, NDM-1 e OXA-48, em particular, tornaram-se fontes generalizadas
de resisténcia, principalmente ao meropenem, e estdo associadas a altas taxas de faléncia
terapéutica (van Duin; Doi, 2017).

Com o0 aumento da resisténcia ao meropenem, os aminoglicosideos se tornaram uma
das opcdes de escolha para tratar infeccbes causadas por bactérias produtoras de
carbapenemases e resistentes as polimixinas, visto que muitas vezes um aminoglicosideo pode
ser 0 Unico antimicrobiano ao qual esses isolados mostram suscetibilidade in vitro (Zavaski et
al., 2017). Porém, devido a menor eficécia clinica quando os aminoglicosideos sdo prescritos
como monoterapia, a terapia combinada tem sido proposta como uma estratégia para aumentar
a atividade antimicrobiana (Schmid et al., 2019).

Raros estudos in vitro investigaram o sinergismo de combinagbes utilizando
aminoglicosideos (Tang et al., 2016; Kulengowski et al, 2018; Wentao et al., 2018),
principalmente quando se trata da espécie S. marcescens produtora de carbapenemases. Além
disso, nenhum estudo analisou as alteragdes induzidas por aminoglicosideos utilizados
isoladamente ou em combinagdo com o meropenem na estrutura celular de S. marcescens.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar in vitro a atividade sinérgica e bactericida
das combinacgdes de amicacina e gentamicina com meropenem, além disso identificar alteragdes
morfologicas e ultraestruturais causadas por essas combinagdes em um isolado de MDR de S.

marcescens portador dos genes blakpc € blanpwm.

2 Material e Métodos
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2.1 Isolado Bacteriano

Para este estudo, foi selecionado um isolado clinico de S. marcescens proveniente do
sangue de um paciente de um hospital particular de Recife, PE, Brasil. O isolado S9U foi
selecionado devido ao seu perfil de suscetibilidade e a presenca dos genes blakec-2, blanowm-1,
aac(3) -lla e aac(6) -1b (Firmo et al., 2019 ), mostrando resisténcia ao meropenem (MEM) e a
amicacina (AMI) e suscetibilidade a gentamicina (GEN), apresentando CIMs 128, 64 e 2mg/L,
respectivamente. Segundo os critérios interpretativos do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2018).

2.2 Checkerboard

As combinacdes foram avaliadas em ensaios checkerboard em microplacas com caldo
Mueller Hinton cétion-ajustado (CAMHB). Ambos os antimicrobianos foram testados sozinhos
e combinados em concentracGes duas vezes maiores do que as CIM dos isolados testados
sozinhos. A concentracdo final de indculo do isolado S9-U foi de aproximadamente 10°
UFC/ml, e as placas foram incubadas a 37 °C por 18-20 h. Os testes foram realizados em
triplicata. Foram calculados indices de concentragdes inibitorias fracionarias (FICIs), sinergia
foi definida como FICI < 0,5, nenhuma interacdo foi definida como FICI > 0,5 ¢ < 4, ¢
antagonismo foi definido como FICI > 4 (Odds, 2003; Moody, 2004).

2.3 Time-kill

AMI e GEN foram testadas em concentragdes de 0,25 X CIM. A concentragdo de MEM
utilizada foi de 2 mg/L. Todos os ensaios incluiram um controle de crescimento sem
antimicrobiano. O indculo final utilizado foi de 10° UFC/ml preparado em CAMHB. Foram
retiradas amostras de cada uma das concentragdes de bactérias/farmaco as 0, 3, 6, 12e 24 h a
partir do momento da adi¢do do antimicrobiano. Aliquotas foram semeadas em placas com agar
Mueller-Hinton (Kasvi). As contagens bacterianas (expressas em logio UFC/mL) foram
realizadas apos a incubacdo a 37 ° C de 18 a 24 h. Em cada intervalo de tempo, o valor logio da
contagem de coldnias viaveis foi determinado. Todos os experimentos foram realizadas em
triplicata (Wentao et al., 2018).

A atividade bactericida foi definida como uma diminuigdo >3 logio CFU/mL na

contagem de coldnias, as 24 horas, em relagéo ao indculo inicial. O recrescimento foi definido



122

como um aumento na contagem de colbnias em relagéo a um ponto anterior. O sinergismo foi
definido como uma contagem de colonias >2 logig UFC/mL em 24 horas em comparag¢do com
0 agente mais ativo isolado. A indiferenca foi definida como uma alteragdo na contagem de
coldnias as 24 horas em 2 logio UFC/mL em comparagao com o agente mais ativo isoladamente.
O antagonismo foi definido como um aumento de > 2 logio UFC/mL na contagem de col6nias

as 24 horas em comparagdo com o agente mais ativo isolado (CLSI, 1999).

2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As células S9U foram expostas aos agentes antimicrobianos usando concentragdes de
acordo com os resultados obtidos no checkerboard. Apds 8 h de crescimento, as células
bacterianas foram cuidadosamente centrifugadas e fixadas por 2h a 4 °C em solucdo contendo
glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich) em tampéo fosfato 0,1M, pH
7,2. Posteriormente, as células foram lavadas no mesmo tampao e pos-fixadas com tetroxido de
6smio a 1% (Electron Microscopy Science), seguida de desidratacdo gradual com etanol
(SigmaAldrich). Apds a desidratacdo, o material foi seco através do ponto critico, metalizado e
visualizado através do microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM-5600 LV).

2.5 Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

As células do isolado S9U foram expostas a agentes antimicrobianos usando as
concentragdes e os critérios descritos anteriormente. Em todos 0s processos, um controle para
o0 isolado foi incluido nas mesmas condicdes e nas mesmas diluicdes, sem a presenca do
antimicrobiano. Apos o crescimento, as células bacterianas foram centrifugadas e fixadas nas
mesmas condi¢des descritas para o ensaio de MEV. As células foram pds-fixadas em tetroxido
de 6smio a 1% e logo em seguida contrastadas em acetato de uranila a 5% por 12h (Electron
Microscopy Science). Apos esse tempo, as amostras foram desidratadas em série gradual de
acetona (Sigma-Aldrich), infiltradas e emblocadas em resina epon 812 (Electron Microscopy
Science) a 60°C por 72h. Cortes ultrafinos foram corados com uranila a 5% e citrato de chumbo
e visualizados através do microscopio eletronico de transmissdo (FEI Tecnai™ Spirit G2
BioTWIN).

3 Resultado
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O ensaio checkerboard mostrou que a combinacdo de meropenem e gentamicina
apresentam sinergismo (FIC1=0,26), com reducéo bastante significativa da CIM do meropenem
(variou de 128 mg/L a 2 mg/L, quando combinado com 0,5 mg/L de gentamicina), entretanto
a combinacdo meropenem e amicacina ndo apresentou interacdo (FICI=0,62). Os resultados dos
ensaios de time-kill corroboraram os resultados obtidos no checkerboard e mostraram uma
diminuigdo >2-l0g10 nas contagens viaveis apenas na combinagdo de meropenem e gentamicina
indicando sinergismo, entretanto ndo foi observada atividade bactericida em nenhuma das
combinagoes.

A microscopia eletrdnica de varredura indicou que as células do isolado S9U usadas
como controle, sem exposi¢do ao tratamento, apresentaram uma morfologia bem conservada,
em forma de bastonete e comprimento médio de 1 a 3 um, com ocorréncia da formacdo de
septos e divisdo celular normal (Figura 1A-B). Embora o isolado S9U tenha apresentado
resisténcia a amicacina e seja carreador dos genes aac(3)-11a e aac(6)-1b, quando as células
foram submetidas a amicacina e gentamicina foi possivel observar como principal alteracdo
morfoldgica o alongamento celular, além disso a formacao de cavidades e o rompimento celular
com extravasamento de material citoplasmatico foi identificado quando as células foram
expostas a gentamicina (Figura 1C-D). As células tratadas com meropenem se mostraram em
sua maioria ovais, raras células alongadas e algumas sem morfologia definida, além da presenca
de cavidades e aparéncia enrugada da superficie. Também é possivel observar a formacéo
irregular dos septos e a divisdo celular incompleta, principalmente nas células tratadas com 8
mg/L de meropenem (Figura 1E-F). As alteracOes causadas pela combinacdo meropenem e
amicacina sdo predominantemente as alteracdes observadas quando as células foram tratadas
apenas com meropenem (8 mg/L), com a presenca de raras células alongadas. Além disso o
namero de células bacterianas observadas também reflete a auséncia de sinergismo da
combinacdo. Do mesmo modo, ficou evidente, como mostra a figura 1 (G-H), que a
combinacdo sinérgica de meropenem com gentamicina causou uma maior diminuicdo no
namero de células bacterianas. Também € possivel observar raras células ovais ou sem
morfologia definida, superficie rugosa, com ruptura da membrana e extravasamento do material
citoplasmatico indicativo de morte celular.

A microscopia eletronica de transmissdo foi usada para avaliar as alteracGes internas e
na parede das células do isolado S9U tratadas com meropenem, amicacina, gentamicina e
combinagBes. Nas células controle foi possivel observar a preservacdo da morfologia,
manutencdo da integridade da parede celular, contetdo citoplasmatico eletrodenso, presenca de
ribossomos e material genético distribuido no citoplasma bacteriano (Figura 2A). A exposicao
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a amicacina permitiu a identificagdo de células alongadas, com presenca de vacuolos
intracelulares e retracdo citoplasmatica com separacdo das camadas do envoltorio celular
(Figura 2B-C). Celulas expostas a gentamicina apresentaram grandes espacos elétron-lucentes
no citoplasma bacteriano com diminui¢do do material citoplasmatico, formacéo de agregados
intracelulares eletrodensos, septos irregulares e células alongadas (Figura 2D-F). Apesar de
altamente resistente ao meropenem e ser portador dos genes blakpc-2 € blanpm-1 as células
quando tratadas com meropenem apresentaram alteracGes ultraestruturais intensas, como
retracdo citoplasmatica com separacdo das camadas do envoltério celular, formagdo de
agregados intracelulares eletrodensos, grandes espagos elétron-lucentes, células disformes e
divisdo irregular (Figura 2G-L). Embora a combinacdo meropenem e amicacina para esse
isolado ndo apresentar sinergismo, foi possivel observar pela MET que as células apresentaram
caracteristicas semelhantes quando foram expostas ao meropenem isoladamente, porém menos
intensas (Figura 3A-C). J& na combinacdo sinérgica de meropenem e gentamicina foi
observado um somatdrio das alteracbes observadas utilizando esses antimicrobianos

isoladamente, porém com danos mais intensos.

4 Discussao

O uso de combinacdes de antimicrobianos tem sido uma estratégia para controlar
clinicamente as infec¢es causadas por bactérias produtoras de carbapenemases (Schmid et al.,
2019). No entanto, 0 mecanismo de ac¢do dos antimicrobianos em combinagéo tem sido pouco
investigado. A literatura sugere que o aminoglicosideo permeabiliza a membrana externa de
bactérias gram-negativas, favorecendo a penetracdo no local alvo do antibi6tico usado em
combinacdo. Para isso, € importante que um dos antimicrobianos utilizados apresente
suscetibilidade in vitro (Zavaski et al., 2017). Esse fato pode explicar os resultados obtidos no
presente estudo, onde observou-se importante sinergismo da combinacdo de meropenem com
gentamicina contra S. marcescens, porém o mesmo nao foi observado entre amicacina e
meropenem.

A atividade sinérgica entre meropenem e outros antimicrobianos tem sido relatadas,
tanto por checkerboard quanto por time-kill frente a diversos microrganismos, entretanto
Enterobacterales produtoras de KPC sdo as mais comumente avaliadas (Alves et al., 2018;
Kulengowski et al, 2018). A descoberta de sinergismo contra isolados de S. marcescens
resistentes aos carbapenémicos e portadores dos genes blakpc-2 € blanpm-1 devem ser destacadas,

uma vez que esses isolados s&o extremamente dificeis de tratar. Poréem, poucos estudos
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avaliaram esse problema no cenario clinico e experimental. Chibabhai et al. (2017) relataram
um caso de uma infeccdo da corrente sanguinea, causada por uma S. marcescens produtora de
NDM, que foi tratada com sucesso com uma combinacdo de meropenem e amicacina.
Enquanto, Barth et al. (2015) demonstraram in vitro que a combinagdo de meropenem e
polimixina B além de sinérgica foi bactericida, apesar dessa espécie ser intrinsecamente
resistente as polimixinas. Esses achados destacam a importancia do meropenem fazer parte da
combinacédo usada para tratar infecgdes causadas por S. marcescens, assim como foi observado
no nosso estudo.

Este é o primeiro estudo sobre as alteragbes morfoldgicas e ultraestruturais causadas
pelo meropenem, amicacina e gentamicina sozinhos e em combinacdo frente a
um isolado multirresistente de S. marcescens carreando 0s genes blakpc-2, blanowm-1, aac(3)-1la
e aac(6)-1b. Geralmente inibidores da sintese de proteinas, como amicacina e gentamicina,
causam um discreto alongamento celular quando comparados com o0s inibidores de
peptidoglicano. Porém, no presente estudo, o alongamento celular observado nas células
tratadas com os aminoglicosideos apresentou um aumento expressivo, o que pode ser explicado
pela duracdo da exposicdo das células a esses antimicrobianos, visto que foram utilizadas
concentragdes subinibitérias (KLAINER; PERKINS, 1972; CUSHNIE et al., 2016).

A nivel ultraestrutural as alteracdes encontradas condizem ao que ja foi relatado na
literatura para os inibidores da sintese de proteinas como é o caso dos aminoglicosideos
(CUSHNIE et al., 2016). Vale destacar, que nossos resultados também mostraram que apesar
de resistente a amicacina, quando submetido a concentra¢fes subinibitorias desse
antimicrobiano as células sofreram alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais semelhante as
obtidas quando foram expostas a gentamicina, a qual o isolado apresenta susceptibilidade. Esses
dados estéo de acordo com os descritos por Veras et al. (2015) e Scavuzzi et al. (2016) que
sugerem que isolados MDR néo s@o capazes de evitar completamente a interacdo entre os
antimicrobianos com seu alvo, e consequentemente sofrem alteragcdes estruturais decorrente da
acao desses antimicrobianos.

De maneira analoga, também foi observada uma atividade residual do meropenem, visto
que, apesar de apresentar uma alta resisténcia a esse antimicrobiano as células sofreram
alteracOes caracteristicas de inibidores de peptidoglicano. A formacao de células ovais induzida
por B-lactdmicos foi relatada, ndo apenas em E. coli e P. aeruginosa, mas em muitas espécies
de bactérias gram-negativas, incluindo Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis e S. marcescens (HORII et al., 1998). Como o meropenem tem alta afinidade
pelas PBP-2 e PBP-3 (proteinas de ligacéo a penicilinas) € comum que células expostas a esse
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antimicrobiano apresente formas alongadas e ovais, dependendo da concentragédo de
antibioticos e do periodo de exposicdo (CUSHNIE et al., 2016).

Assim como Siqueira et al. (2014) e Sharma et al. (2016), as alteracbes morfoldgicas e
estruturais observadas nas células tratadas com as combinagfes sinérgicas mostraram um
somatdrio dos efeitos observados quando em comparagdo com as células expostas apenas aos
antimicrobianos isolados. Ja as células expostas a combinacgédo nao sinérgica parecem refletir o
mecanismo de acao apenas do meropenem, 0 que sugere a ndo interacao desses farmacos contra
este isolado.

Devido a escassez de antimicrobianos eficazes contra a produgcdo de NDM, a
combinacdo de antibi6ticos tem sido uma estratégia para prevenir o desenvolvimento da
resisténcia. Neste estudo, foi demonstrado a atividade sinérgica da combinacdo de meropenem
e gentamicina contra um isolado de S. marcescens portador dos genes aac(3) -1la, aac(6) -1b,
blakpc e blanpm. Apesar de ndo haver atividade bactericida, houve uma redugéo significativa
da CIM do meropenem. O gue se refletiu em danos mais extensos causados na célula bacteriana,
0 que pode sugerir que essa combinacdo € capaz de interferir em aspetos importantes da funcéo

bacteriana, e consequentemente reduzir a sua patogenicidade e a sua multiplicacéo.
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Figura 1 - Micrografia eletronica de varredura do isolado clinico de Serratia marcescens

(S9U) multidroga-resistente.

FIOCRUZ -PE

(A-B) Células com tamanhos e formas preservadas, com ocorréncia da formacéo de septos e
divisdo celular normal; Células tratadas com concentragdes subinibitorias de (C) amicacina (16
mg/L), é possivel observar o predominio de células alongadas (estrela); (D) gentamicina (0,5
mg/L), além de alongamento celular (estrela) com septos irregulares (ponta de seta), observa-

se a presenca de cavidades indicativo de alteracdo da permeabilidade da membrana externa e
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presenca de ruptura celular (setas); (E-F) meropenem (1 and 8 mg/L, respectivamente), perda
da morfologia bacteriana e aparéncia oval (quadrado). (G) combinacdo meropenem +
amicacina, predominio de células com aparéncia oval; e (H) combinacdo meropenem +
gentamicina, observa-se a presenca de células com aparéncia predominantemente oval com
presenca de cavidades e indicios de ruptura com extravasamento do material citoplasmatico
(seta)
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Figura 2 - Micrografia eletronica de transmissdo do isolado clinico de Serratia marcescens

(S9U) multidroga-resistente

(A) célula bacteriana sem tratamento (controle) - morfologia preservada, membrana
citoplasmatica, parede celular (setas pretas), e citoplasma (c) intactos. (B-C) Células tratadas
com amicacina (16mg/L), é possivel observar o citoplasma elétron-lucente (c), células
alongadas, com presenca de vacuolos intracelulares (colchetes) e retracdo citoplasmatica (setas
brancas). (D-F) Células submetidas a gentamicina (0,5 mg/L), morfologia variada com presenca

de alongamento celular. Septos indicando divisdo celular (ponta de seta), espagos eletron-
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lucentes com presencga de compartimento de membranas. (G-1) Células expostas a0 meropenem
(Img/L) e (J-L) (8 mg/L). Pontas de seta indicam células em divisdo. Grandes espacos elétron-
lucente (estrela) com compartimentos de membrana (asteriscos), além de separacdo das

camadas do envoltério celular (setas brancas).

Figura 3 - Micrografia eletronica de transmissdo das combinac@es utilizadas no isolado

clinico de Serratia marcescens (S9U) multidroga-resistente.

] . I g
p— 200 e} 500 M

(A-C) Células submetidas as combinaces de meropenem (8mg/L) e amicacina (16mg/L) e
(D-F) meropenem (1 mg/L) e gentamicina (0,5mg/L). Presenca de ceélulas disformes e
alongadas, com presenca de espacos elétron-lucentes (estrela), agregados intracelulares
eletrodensos (asteriscos) e retracdo citoplasmatica (setas brancas). Pontas de seta indicam

divisao celular.
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6 CONCLUSOES

e Os dados do presente trabalho mostram a emergéncia do gene blanpwm-1, associado com
blakpc-2 € genes EMAS, em isolados clinicos de enterobactérias com perfil multiclonal,
tanto em K. pneumoniae quanto em P. mirabilis e S. marcescens, provenientes de
pacientes de hospitais publicos e privados de Recife-PE entre 2016 e 2018.

e A KPC foi a carbapenemase de maior ocorréncia entre os isolados clinicos de
enterobactérias do estudo, seguida da NDM.

e Foi observada uma grande variabilidade de enzimas modificadoras de aminoglicosideos
(EMAs), com maior ocorréncia da fosfotransferase aph(3)- VI, nos isolados de P.
mirabilis e S. marcescens e maior ocorréncia das acetiltransferases, representadas pelos
genes aac(6’)-1b e aac(3)-1la, na espécie K. pneumoniae.

e Dados obtidos neste estudo alertam para a disseminacdo de genes de resisténcia entre
isolados provenientes de colonizacdo e infecgdo, e relacionados clonalmente. O que
pode indicar uma alta probabilidade de pacientes estarem servindo de reservatorios para
bactérias portadoras dos genes blanom-1 € blakec-2 € outros determinantes de resisténcia.

e Metade dos isolados de K. pneumoniae apresentaram resisténcia a polimixina B, embora
0 gene mcr-1 ndo tenha sido encontrado.

e Apesar da resisténcia a polimixina B, as combinacdes desse antimicrobiano com
meropenem e amicacina, além de sinérgicas, foram bactericidas contra o isolado clinico
de K. pneumoniae (K7R2) portador dos genes blanowm-1 e blakpc-2, mostrando que essas
combinagbes podem ser uma alternativa contra infecgdes causadas por essas cepas
multidroga-resistentes e portadores de genes de resisténcia.

e Meropenem associado a amicacina demonstrou sinergia e atividade bactericida contra
o isolado clinico de P. mirabilis (P3R3), portador dos genes blanpwm, aac(6)-1b, aph(3)-
VI, ant(2)-1a, entretanto a eliminacdo da populagdo bacteriana so foi observada apds
12h de exposicdo a essa combinacao.

e Meropenem associado a gentamicina foi a melhor combinacdo contra o isolado clinico
de P. mirabilis (P3R3), portador dos genes blanom, aac(6)-1b, aph(3)-VI, ant(2)-1a, além
de sinérgica essa combinagéo foi bactericida com a eliminagdo da populagéo bacteriana

apos 6h de exposicdo a esses antimicrobianos combinados.
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Mesmo quando submetidos a concentra¢des subinibitdrias de meropenem, amicacina e
gentamicina, isoladamente, os isolados clinicos de P. mirabilis (P3R3) e S. marcescens
apresentaram alteracdes morfologicas e ultraestruturais significativas, mostrando que o
isolado mesmo sendo MDR e portador de diversos genes de resisténcia sofre alteraces
estruturais sob a acdo desses antimicrobianos.

O isolado clinico de P. mirabilis (P3R3) quando submetido a concentragdes
subinibitorias de meropenem associado a gentamicina apresentaram uma maior
intensidade das alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais visualizadas quando
comparada com os antimicrobianos testados sem associacdo, além de, uma maior
diminuicdo do namero de células bacterianas.

Meropenem associado a amicacina ndo demonstrou interacdo nem atividade bactericida
contra o isolado clinico de S. marcescens (S9U) multidroga-resistente portador dos
genes blakec2, blanom-1, aac(3) -lla e aac(6) -Ib. Em contrapartida, meropenem
combinado com gentamicina demonstrou atividade sinérgica, porém nao foi bactericida
contra esse isolado. Mostrando a dificuldade de eliminar um isolado de S. marcescens
com essas caracteristicas genéticas de resisténcia com os antimicrobianos testados nesse
estudo.

O isolado clinico de S. marcescens (S9U) quando submetido a concentragdes
subinibitérias de meropenem associado a amicacina (combinacdo ndo sinérgica)
apresentou alteracdes semelhantes aquelas observadas nas células tratadas apenas com
meropenem, porém menos intensas. Entretanto, as células expostas a combinacao
sinérgica de meropenem e gentamicina apresentaram um somatorio das alteragdes
obtidas quando se utilizou os antimicrobianos isoladamente.

Apesar do desafio de se alcangcar uma antibioticoterapia adequada contra as infecgdes
causadas por enterobactérias MDR e com alta variabilidade genética, 0s
antimicrobianos utilizados nesse estudo mostraram ser uma alternativa para suprimir o

desenvolvimento dessas bactérias.
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Abstract

Obijective

Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae are often involved in healthcare-
associated infections worldwide. Therefore, the objective of this study was to investigate the
frequency of the main genes for carbapenemases, methylases, aminoglycoside-modifying
enzymes (AMEs), and mcr gene, as well as the clonal relationship of enterobacteria isolates
resistant to carbapenems and aminoglycosides from colonization and infection in patients from

hospitals in northeastern Brazil.

Methods

The antimicrobial susceptibility was determined by automated system, and the
occurrence of carbapenemase, AME and 16S rRNA methylase genes, as well as mcr, was
determined by PCR and amplicon sequencing. The genetic variability was determined by ERIC-

PCR.

Results

Among the 35 isolates selected, because they were resistant to carbapenems and
aminoglycosides, Klebsiella pneumoniae was the most detected, followed by Proteus mirabilis
and Serratia marcescens. AME genes were found in 97% of the isolates. The most common
being aph (3)-VI, followed by aac (6)- Ib. blanom-1 and blakpc-2 were detected in 26% and
89% of the isolates, respectively. Five isolates presented these genes concomitantly. According
to the literature, this is the first report of the association of blanpm-1 and blakpc-2 in P. mirabilis

and S. marcescens isolates. The isolates showed a multiclonal profile by ERIC-PCR.
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Conclusions

The emergence of the blanpm-1 associated with blakec2 and AMEs genes in K.
pneumoniae, P. mirabilis and S. marcescens isolates, with a multiclonal profile is of concern,
as this limits the therapeutic options. These results should alert medical authorities to institute

rigorous methods of detection and thus reduce the spread of these bacterial genes.

Keywords

carbapenemase-producing Enterobacteriaceae, NDM, KPC, aminoglycoside-

modifying enzymes.
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1. INTRODUCTION

The prevalence of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) causing
Healthcare-Associated Infections (HAIs) poses a major threat to global public health (1).
Among the species of enterobacteria involved in HAIs, Klebsiella pneumoniae is the most
investigated. However, resistance to carbapenems has now been highlighted in less studied
species such as Proteus mirabilis and Serratia marcescens. The increasing tendency of these
latter two species to acquire resistance is of concern, since they are intrinsically resistant to
polymyxins and consequently only a limited number of antimicrobials remain available for

clinical use (2).

Carbapenems have been considered to be the most effective antimicrobial agents for the
treatment of HAIs. However, their usefulness has been limited due to the increased resistance
mainly driven by the production of carbapenemases such as KPC, GES, VIM, IMP and more
recently NDM (3). The first worldwide report of this enzyme occurred in a K. pneumoniae
isolate from India in 2009 (4). In Brazil, the first report of blanom-1 was described in 2013 in a
Providencia rettgeri isolate from the city of Porto Alegre (5). To date, this gene has been

identified in several other species of enterobacteria (6,7,8,9).

Due to the rapid spread of carbapenemases, polymyxins were reintroduced as a last
resort for the clinical treatment of CPE-infected patients. However, the inappropriate use of
polymyxins in medicine and animal production allowed the bacteria to develop an acquired
resistance mediated by the mcr (mobilized colistin resistance) gene (10). Generally the genes
encoding the carbapenemases and the mcr are located in plasmids, which may also harbor other
resistance determinants, including AME (aminoglycoside modifying enzymes) and 16S rRNA

methylase genes (11). Enzymatic inactivation by producing AMEs is the most common
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mechanism against aminoglycosides, followed by methylation of 16S rRNA which imparts a

high level of resistance mainly to tobramycin, amikacin and gentamicin (12,13).

Therefore, the objective of this study was to investigate the frequency of the main genes
for carbapenemases, methylases, aminoglycoside-modifying enzymes (AMESs), and mcr gene,
as well as the clonal relationship of enterobacteria isolates resistant to carbapenems and
aminoglycosides from colonization and infection in patients from three hospitals in the city of

Recife-PE, in northeastern Brazil.

2. METHODS

2.1. BACTERIAL ISOLATES

Enterobacteriaceae clinical isolates from different patients were obtained from three
hospitals of Recife-PE, Brazil, between 2016 and 2018. The inclusion criteria were that in
addition to being resistant to at least one carbapenem, these isolates would also be resistant to
at least one aminoglycoside. All the isolates were identified biochemically by VITEK® 2
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, France), an automated system and were maintained as frozen

stock at -20 °C with 15% glycerol.

2.2 TESTING FOR ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY

The antimicrobial susceptibility was determined by the automated VITEK® 2 system
(bioMérieux, Marcy [I’Etoile, France). The antimicrobials tested included penicillin
(ampicillin), B-lactam complexes/ B-lactamase inhibitors (ampicillin/ sulbactam, piperacillin/
tazobactam), monocyclic B-lactams (aztreonam), cephalosporins (cefepime, ceftazidime,
cefuroxime, cefazolin, cefoxitin, ceftriaxone and cefotaxime), aminoglycosides (tobramycin,

amikacin and gentamicin), fluoroquinolones (ciprofloxacin), carbapenems (ertapenem,
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imipenem, meropenem) and tigecycline. The minimum inhibitory concentrations (MICs) for
the amikacin (AMI), gentamicin (GEN), tobramycin (TOB) and meropenem (MER)
antimicrobials were confirmed by microdilution in broth, according to the recommendations
and interpretative criteria of the Clinical and Laboratory Standards Institute (14). The MIC of
polymyxin B (PMB) by the microdilution method was carried out in accordance with the
Brazilian Committee for Sensitivity Test (15). Klebsiella pneumoniae isolates with MIC < 2
ug/ml were categorized as susceptible to polymyxin B, and those with MIC> 2 ug/ml were
considered resistant. Escherichia coli ATCC 25922 was used as standard strain in the
antibacterial susceptibility test. The susceptibility to polymyxin B was tested only for K.
pneumoniae, as P. mirabilis and S. marcescens presented intrinsic resistance to this

antimicrobial.

2.3. DNA EXTRACTION, PCR AND SEQUENCING OF RESISTANCE GENES

Total DNA extraction was performed by using the Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega), according to the manufacturer's instructions. PCR was performed to detect the
resistance genes using primers and the conditions according to the literature, and to detect
carbapenem-resistant genes blaoxa-4s, blaskc, blanowm, blakec, blages, blaviv, blaive and blaswe
(16,17,18), aminoglycoside-resistant genes, 16S rRNA methylase genes (armA, rmtD and
rmtG), AME genes aac(3)-la, aac(3)-l1la, aac(6’)-Ib, ant(2")-la and aph(3)-VI
(19,13,20,21,22) and the mcr (10). Representative amplicons, positive for the resistance genes,
were purified by the SV Total DNA Isolation System (Promega) and subjected to DNA
sequencing (23). The results were analyzed using the BioEdit, Clustal and BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.4. MOLECULAR TYPING BY ERIC-PCR


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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The genetic variability of the isolates, grouped by species, was determined by
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) PCR using primers: ERIC-1 (5'-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC-3) and ERIC-2 (5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3) (24), and PCR conditions described in the literature.
ERIC-PCR profiles were scored by fragment size using GelAnalyser software. The amplified
fragments were analyzed and then classified as absent (0) or present (1) in order to aid the
construction of dendrograms. The dendrograms and the similarity coefficient were obtained
based on the average similarity of the matrix, according to the UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean), using DendroUPGMA (http://genomes.urv.es/lUPGMA)

(25).

3. RESULTS

3.1. SPECIES OF ENTEROBACTERIA DETECTED AND THE PROFILE OF
SUSCEPTIBILITY TO ANTIMICROBIALS

Among the 35 Enterobacteriaceae isolates selected, because they were resistant to
carbapenems and aminoglycosides, K. pneumoniae (n=16) was the most frequently detected
species, followed by P. mirabilis (n=10) and S. marcescens (n=9). The isolates were collected
from different specimens, including urine (n=12), tracheal secretion (n=7), blood (n=4), liquor
(n=3), surgical wound (n=2), rectal swab (n=1), bone (n=1), lesion swab (n=1), abscess (n=1),

sacral ulcer (n=1) and fibrosis (n=1) (Table 1).

The results from the profile of the antimicrobial susceptibility of the 35 isolates
indicated high resistance rates to carbapenems, aminoglycosides, cephalosporins and
quinolones in all three species (Figure 1). All isolates were resistant to one or more
carbapenems, were always resistant to meropenem, the MIC ranging from 8 to 512 pg/mL

(Table 2), and the isolates also exhibited high resistance rates to ertapenem and imipenem.
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Considering only the resistance to the three aminoglycosides tested, 6 different phenotypes
were observed, AMK and GEN/TOB being the most resistant, both with 28.5% (n=10). Five
isolates were resistant to AMK, GEN and TOB. The MIC ranges for these antimicrobials ranged
from 2 to 512 pg/mL, 1 to 256 pg/mL, 0.5 to 64 pg/mL, respectively (Table 2). As for
polymyxin B, the MIC of 50% (8/16) of the K. pneumoniae isolates was >2 and these isolates
were classified as resistant. The MIC for this antimicrobial ranged from 0.5 to 32pug/mL.
Amicacin and tigecycline were the antimiocrobials with best activity for K. pneumoniae, while

gentamicin and piperacillin/tazobactam were the best against P. mirabilis and S. marcescens.
3.2. ANTIMICROBIAL RESISTANCE GENES

PCR results followed by sequencing the amplicons showed the following genes for
carbapenemases: blanom-1 (n=9; 26%) and blakpc-2 (n=31; 89%). Five isolates presented these
two genes concomitantly. The genes for the blaoxa-ss, blaskc, blaces , blavim , blaime and blasve
carbapenemase genes were not detected in this study

Thirty-four isolates (97%) harbored AME genes (Table 3). Among them, the most
common was aph(3)-VI, its occurrence being 63% (n=22/35), and this was followed by aac(6')-
Ib, aac (3)-1la and ant(2"), their occurrence being 43% (n=15/35), 40% (n=14/35) and 20%
(n=07/35) respectively. The aac(3)-1a gene was not found. The combination of aac(3)-11a and
aac (6')- Ib was observed in seven (20.5%) isolates and aac (6')-1b, aph(3)- VI in three (9%).
Some samples had a high level of resistance to amikacin and gentamicin (MIC >128ug/mL),
all of which were negative for the methylase genes tested (namely armA, rmtD and rmtG).

The mcr-1 gene was investigated in K. pneumoniae isolates, but all were negative. This
gene was not investigated in P. mirabilis and S. marcescens because of the intrinsic resistance
to polymyxins of these species. Sequences of the antibiotic resistance genes including blanom-
1, blakpc-2 were sent to the GenBank under the accession numbers: MK442916, MK860790,

MH891076, MK543945, MK543946, MK543948.
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3.3. ERIC-PCR

The ERIC-PCR analysis of the 16 isolates of K. pneumoniae showed that only 3 isolates
(19%) (K4R3, K6R3 and K7R3) presented a single-band pattern, presenting 100% genetic
similarity, that is, a clonal relationship. The other 13 isolates of K. pneumoniae presented
heterogeneous profiles, with a maximum of 40% similarity (Figure 2). Regarding S.
marcescens isolates, the S1U and S3U samples presented a unique profile, indicating a clonal
relationship. It was also observed that the isolates S4U and S9U presented 80% similarity. The
other isolates presented distinct genetic profiles. Finally, the analysis of the 10 isolates of P.
mirabilis revealed that 20% of them (P5R3 and P7R3) shared the same profile when ERIC-
PCR was used, and another 8 isolates showed a maximum of 20% similarity and were

considered genetically unrelated (Figure 2).

3.4. COMPARATIVE ANALYSIS OF RESISTANCE GENES ACCORDING TO

SPECIES

On conducting a comparative analysis with regard to resistance genes in the three
species studied, we found that K. pneumoniae was the species with the highest occurrence of
the blanom-1 and blakec-2 genes in a single isolate, and these were associated with the aac(6')-1b
and aac(3)-lla genes, which was also shared by a S. marcescens isolate, SOU. Only the P.
mirabilis P6R3 isolate had the blanom-1 and blakec-2 genes associated with the aph(3)-V1 gene.
In addition, was observed a K. pneumoniae isolate (K7R3) from a rectal swab that was a carrier
of the blanpm-1 and blakrc-2 genes and presented a clonal relationship with two other infection
isolates (K4R3 and K6R3) from the same hospital, but from different sectors.

Another point observed among the three species was the high prevalence of the blakpc-
2 gene, in addition to the emergence of blanom-1. Among the AME genes, aph(3)- VI was
observed in all P. mirabilis isolates, 67% of S. marcescens and only 37% of K. pneumoniae.

However, the highest occurrence of acetyltransferases, represented by aac(6')- Ib and aac(3)-
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Ila genes, was observed in the K. pneumoniae species. This species also had a higher occurrence
of the ant(2")-1a gene.

4. DISCUSSION

The global incidence of carbapenem-producing Enterobacteriaceae (CPE) has increased
considerably, but the species P. mirabilis and S. marcescens are still neglected and few have
been studied. This fact is very worrying, since the production of carbapenemases by species
intrinsically resistant to polymyxins represents a risk to therapeutic success and contributes to

high mortality rates due to HAIs caused by these bacteria (26,27).

In Brazil, KPC has been endemic since 2006, and was first reported in the city of Recife-
PE (28), but recently NDM has been detected in isolates of Gram-negative bacteria in several
regions of the country, mainly in K. pneumoniae and Enterobacter cloacae (11,6). In this paper,
it was observed that most of the isolates that had the blanom-1gene also had the blakpc-> gene
and different genes encoding AMEs (aac(3)-11a, aac(6)-1b and aph(3)-VI). This data shows the
persistence of KPC over the years in the Northeast of Brazil and gives evidence of the
emergence of a new carbapenemase, NDM. To our knowledge, this is the first study to describe
the association of blanpm-1 and blakpec-2 in isolates of P. mirabilis and S. marcescens, as well as
the association with AME genes. This association of resistance demonstrates the rapid evolution
of these bacteria and their ability to acquire and maintain different genes, indicating the urgent

need for investigations into the genetic environment where these genes are found.

With respect to the resistance to aminoglycosides, disparities were observed between
the phenotypic profile and the genotypic profile Fernandez-Martinez et al. (29) also found
disparities of this type. It is a complex matter to establish the exact relationship, since a certain
enzyme can modify different aminoglycosides and an isolate may or may not express the AME

gene that it presents. In addition, inefficient acetylation also impairs inactivation of the
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aminoglycoside (12). On the other hand, when the prevalence of the genes found by species is
observed in isolation, they are in agreement with the predominance of the phenotypic profile,
as, for example, is observed in isolates of P. mirabilis and S. marcescens resistant to amicacin
and that presented predominantly the aph(3')- VI gene, the main gene responsible for resistance

to this antimicrobial.

Likewise, a high prevalence of the aac(3)-1la gene was observed in K. pneumoniae
isolates, which showed high levels of resistance to gentamicin (12). It is also worth mentioning
that perhaps the high MICs for amikacin and gentamicin found in this study are due to the
presence of other 16S rRNA methylase genes that have not been researched, as observed by

Kumarasamy et al (30) and Wu et al (7) in other species.

The high percentages of bacterial resistance to carbapenems and cross-resistance to
various antimicrobials observed in this study are worrying. In our study it was observed that
the majority of isolates exhibited a high level of resistance to almost all antimicrobial agents
tested, including cephalosporins from a broad spectrum, carbapenems, quinolones,
aminoglycosides and polymyxin B. Recent studies warn of the significant growth of resistance
to polymyxin in Enterobacteriaceae producing carbapenemases, thereby suggesting a strong
association between the presence of carbapenemases and the decrease of polymyxin activity

against these isolates (31,32).

This study shows the presence of the high level of resistance to polymyxin B among
half of the isolates of K. pneumoniae, all of which are carbapenem positive. The K7R2 isolate
should be given most attention, since it is also a carrier of the blanom-1 and has a MIC that is
considered to be high for polymyxin B. Despite the high polymyxin B resistance rate detected
in this study, the mcr-1 was not found. It should be noted that polymyxin resistance in K.

pneumoniae is mainly related to chromosomal mutations in two-component regulatory systems
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involved in the lipopolysaccharide synthesis pathway (33), even though the mcr-1 has already

been described in this bacterial species (34,35).

ERIC-PCR demonstrated that K. pneumoniae, P. mirabilis and S. marcescens presented
a multiclonal profile. This genetic variability, which has also been observed in previous studies
(36,37,38), is essential for the persistence of these species in the hospital environment.
Colonization isolates carrying several resistance genes and presenting clonal relationships with
other isolates indicate a high probability that patients are serving as reservoirs for bacteria
bearing the blanom-1 and blakec2 genes and other resistance determinants. These findings are
worrying, since the association of these resistance mechanisms further limits the antimicrobial

options available for the treatment of HAIs by these bacteria.

Therefore, data from the present study point to the emergence of the blanom-1, gene,
associated with blakec-2 and AME genes, in isolates of enterobacteria which have a multi-clonal
profile, and we stress that these genes have been found in P. mirabilis and S. marcescens, which
are species that have received little attention from researchers. We emphasize that if the
emergence of the blanom gene is not contained, there is a great risk that this gene will become
endemic in Brazil and in other countries, as occurred with the blakpc gene. These results should
alert medical authorities to institute rigorous methods of detection and thus reduce the spread

of these bacterial genes.
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Figure 1 - Antimicrobial resistance profile of Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis and Serratia marcescens. All isolates were pre-selected based on resistance

to carbapenems and aminoglycosides.
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Figure 2 - Dendrogram showing the genetic profile of A-P. mirabilis; B-S. marcescens; C-K.
pneumoniae cluster analysis by ERIC-PCR using the Jaccard similarity coefficient and the

UPGMA clustering method. The scale indicates the percentage of genetic similarity.
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Table 1 - Origin and antimicrobial resistance profile of Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis and Serratia marcescens from three hospitals in the years 2016 and 2018 of Recife-

PE, Brazil.
Isolates Date of Site of Hospital unit Antimicrobial reristance
isolation isolation profile
(mm/ddlyy)
1. K7-  04/25/2016 Urine Adult ICU CPM, CAZ, CRX, ERT, GEN,
R2 IMI, MEM, PMB
2. K10- 05/22/2016 Urine Medical Clinical CFZ, CPM, CAZ, CRX, CIP,
R2 ERT, GEN, IMI, MEM
3. K11- 05/25/2016 Urine Ortopedics CFzZ, CPM, CAZ, CRX, CIP,
R2 ERT, GEN, IMI, MEM, PMB
4.K1-  10/31/2017 Urine Adult ICU CFz, CPM, CFO, CAZ, CRO,
R3 CRX, CIP, AMK, GEN, ERT,
IMI, MEM, PMB
5. K2-  10/06/2017 Urine Traumatology CFz, CPM, CFO, CAZ, CRO,
R3 CRX, CIP, GEN, ERT, IMl,
MEM
6. K4-  09/14/2018 Urine Adult ICU ATM, CFz, CPM, CFO, CAZ,
R3 CRO, CRX, CIP, ERT, GEN,
MEM, TIG, TOB
7.K5-  09/13/2018 Operative General ICU CFzZ, CPM, CAZ, CRO, CRX,
R3 wound CIP, ERT, GEN, IMI, MEM,
TOB
8. K6-  09/14/2018 Bone Ortopedics ATM, CFZ, CPM, CFO, CAZ,
R3 CRO, CRX, CIP, ERT, GEN,
IMI, MEM, TIG, TOB
9.K7-  09/17/2018  Rectal Swab Adult ICU CFzZ, CPM, CFO, CAZ, CRO,
R3 CRX, CIP, ERT, GEN, IMI,
MEM, TIG, TOB
10. K2-  09/22/2016 Tracheal General ICU CPM, CAZ, CIP, ERT, GEN,
U aspirate IMI, MEM, PIT, PMB
11. K8- 03/10/2017  Cerebrospinal Neurology AMK, CPM, CAZ, CRO, CRX,
U fluid CFO, CTX, CIP, IMI, MEM
,ERT, PIT, PMB
12. K2-  12/15/2016 Urine ICU

C4
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CAZ, CRO,CFO, CTX, CIP,
IMI, MEM, ERT, GEN, PIT,
TOB

13. K3- 01/04/2016 Rectal Swab ICU AMP, CRO, CFO, CTX, CIP,
C4 PIT, GEN, TOB, MEM, IMI,
ERT, PMB
14. K5- 02/12/2016 Tracheal ICU CRO, CFO, CTX, CIP, GEN,
C4 aspirate TOB, MEM, IMI, ERT, PIT,
PMB
15. K6- 03/02/2016 Tracheal ICU CRO,CFO, CTX,CIP, GEN,
C4 aspirate TOB, MEM, IMI, ERT, PIT
16. K7- 01/15/2017 Blood ICU CRO, CFO, CTX, CIP, GEN,
C4 TOB, MEM, IMI, ERT, PIT,
PMB
17.P1-  07/29/2016 Urine General ICU AMP, ASB, AMK, CPM, CAZ,
U CIP, ERT, MEM, IMI
18. P2- 07/30/2016 Urine General ICU AMP, ASB, AMK, CPM, CAZ,
U CIP, GEN, MEM, IMI, ERT,
TOB,
19. P4-  05/19/2016 Blood General ICU AMP, ASB, AMK, CPM, CAZ,
U MEM, IMI, ERT, PIT
20. P8- 09/22/2016 Tracheal Isolation AMP, ASB, AMK, CPM, CAZ,
U aspirate MEM, IMI, PIT
21.P1- 03/02/2016  Lesion Swab ICU AMP, AMK, CAZ, CRO, CIP,
C4 MEM, IMI, GEN, TOB
22.P2- 10/23/2017 Abscess General ICU AMP, ASB, AMK, ATM, CFZ,
R3 CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX,
CIP, MEM, IMI, ERT
23.P3-  10/25/2017 Urine General ICU AMP, ASB, AMK, ATM, CFZ,
R3 CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX,
CIP, MEM, IMI, ERT, TOB
24.P5-  11/01/2017  Cerebrospinal Neurology AMP, ASB, AMK, ATM, CFZ,
R3 fluid CPM, CFO, CAZ, CRO, CRX,
CIP, MEM, IMI, ERT, TOB
25.P6-  04/09/2018 Sacral ulcer Adult ICU AMP, ASB, CFZ, CPM, CFO,
R3 CAZ, CRO, CRX, GEN, MEM,
IMI, ERT, TOB
26.P7-  04/29/2018 Urine Adult ICU AMP, ASB, AMK, CFZ, CPM,
R3 CFO, CAZ, CRO, CRX, CIP,

MEM, IMI, ERT, TOB
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27.S1- 03/21/2018 Fibrosis Ortopedics AMK, CPM, CAZ, CRO, CIP,
R3 MEM, ERT, IMI

28.S2-  (09/08/2018 Operative General ICU AMK, CPM, CAZ, CRO, CIP,
R3 wound ERT, MEM, TOB

29.S1- 04/07/2016  Cerebrospinal Neurology AMK, CAZ, CIP, ERT, GEN,
R2 fluid IMI, MEM, TOB

30.S1- 05/01/2016 Tracheal General ICU AMK, CPM, CAZ, CRO, MEM
U aspirate

31.S2- 05/03/2016 Urine General ICU AMK, CPM, CAZ,CRO, MEM,
U IMI, ERT

32.S3- 06/01/2016 Tracheal General ICU AMK, CPM, CAZ, CRO, MEM,
U aspirate IMI, ERT

33.S4-  05/30/2016 Tracheal General ICU AMK, CPM, CAZ, CIP, MEM,
U aspirate IMI, ERT, TOB

34.59- 09/02/2016 Blood General ICU AMK, CPM, CAZ, CIP, MEM,
U IMI, ERT, TOB

35.S1- 09/29/2016 Blood ICU AMK, CRO, MEM, IMI, ERT,
C4 PIT

K: Klebsiella pneumoniae; P: Proteus mirabilis; S: Serratia marcescens. R/C: public hospital;
U: private hospital; AMP: ampicilin; ASB: ampicilin/sulbactam; ATM: aztreonam; AMK:
amikacin; CFZ: cefazolin; CPM: cefepime; CFO: cefoxitin; CAZ: ceftazidima;, CRO:
ceftriaxona; CRX: cefuroxima; CTX: cefotaxime; CIP: ciprofloxacin; GEN: gentamicin;
TOB:

piperacilina/tazobactam; PMB: polymyxin B; TIG: tigeciclina. ICU: intensive care unit.

tobramicina; MEM: meropenem; IMI: imipenem; ERT: ertapenem; PIT:
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Table 2 - Clonal, genotypic and phenotypic profile of isolates Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis and Serratia marcescens from three hospitals in the years 2016 and 2018 of Recife,

Brazil.
MIC(pg/ mL)
Isolate ERIC Resistance determinants
PB AMK GEN TOB MEM
1. K7-R2 E2« blakec, blanom, aac(3)-lla, 16 16 128 4 16
aac(6)-1b
2. K10-R2 Elk blakec, aac(3)-11a, ant(2)-la 2 2 16 1 16
3. K11-R2 E5k blanom, aac(3)-11a, aac(6)-Ib 4 8 64 4 16
aph(3)-Vl, ant(2)-la
4. K1-R3 E9% blakec, aac(3)-11a, aac(6)-Ib, 4 64 16 4 32
aph(3)-Vl, ant(2)-la
5. K2-R3 E7« blakec, aac(3)-lla, aac(6)-Ib, 2 2 64 2 64
ant(2)-la
6. K4-R3 Eldx blakec, aac(3)-11a, aac(6)-1b 1 4 256 16 32
7. K5-R3 E13k blakec, aac (3)-11a, aph(3)-VI 1 8 64 16 32
8. K6-R3 Eldx blakec, blanom, aac(3)-l1la, 0,5 4 128 16 64
aac(6)-1b
9.K7-R3 Eldx blakec, blanom, aac(3)-lla, 1 4 64 16 64
aac(6)-1b
10. K2-U E6k blakec, aph(3)-VI 4 16 16 1 16
11. K8-U Ellk  blakec, aph(3)-VI 32 64 1 1 16
12. K2-C4 E10« blakec 0,5 16 32 8 64
13. K3-C4 E8k blakec, aac(3)-11a, aac(6)-1b 4 4 128 16 32
14. K5-C4 Edk blakec, @aac(3)-11a, aac(6)-1b 4 4 128 16 64
15. K6-C4 El2« blakec, ant(2)-la 2 2 128 16 64
16. K7-C4 E3k blakec, aph(3)-VI 4 16 32 32 64
17.P1-U E3p blakec, aph(3)-VI IR 128 4 4 16
18. P2-U E7r blakec, aac(3)-11a, aph(3)-Vl, IR 128 256 16 16
19. P4-U E2» blakec, aph(3)-VI IR 32 4 4 8
20. P8-U E4p blakec, aph(3)-VI IR 64 4 4 16
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21.P1-C4 E%  blakec, aac(6)-b, aph(3)-VI IR 128 8 16 16
22. P2-R3 Elr  blakec, aph(3)-VI IR 64 4 4 16
23. P3-R3 E5>  blanom, aac(6)-Ib, aph(3)-Vl, IR 64 16 32 16
ant(2)-la
24. P5-R3 E6p blakec, aac(6)-1b, aph(3)-VI IR 256 4 16 256
25.P6-R3 E8>  blakec, blanom, aph(3)-VI IR 256 128 16 16
26.P7-R3 E6-  blaxec, aac(6)-1b, aph(3)-VI IR 512 16 64 128
27.S1-R3 E3s  blanom, aph(3)-VI IR 64 4 025 512
28. S2-R3 E4s blanowm, aac(6)-1b IR 64 2 16 128
29. S1-R2 E5s  blakec, aac(3)-1la, ant(2)-la IR 64 256 32 256
30. S1-U E6s  blakec, aph(3)-VI IR 32 1 1 16
31 52-U Els  blakec, aph(3)-VI IR 64 1 1 16
32.53-U E6s  blakec, aph(3)-VI IR 64 1 1 16
33.54-U E7s  blakec, aph(3)-VI IR 64 4 16 16
34. 59-U E7s blakec, blanom, aac(3)-lla, IR 64 2 16 128
aac(6)-1b
35. S1-C4 E2s  blakec, aph(3)-VI IR 128 4 1 16

ERIC-PCR: Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-polymerase chain reaction. PB:

polymycin B; AMK: amikacin; GEN: gentamicin; TOB: tobramicin; MEM: meropenem.

IR: intrinsically resistant to polymyxins.



Table 3 - Prevalence of Aminoglycoside-Modifying Enzymes (AMEs) genes and

correlation with expected and observed antibiograms in 35 Enterobacteriaceae

isolates producing carbapenemases.

AME gene N° of Expected Observed phenothype (N° of isolates)
isolates resistance
phenotype
aph(3)- VI 14 AMK As expected (10)
AMK, GEN, TOB (1)
AMK, TOB (1)
GEN, TOB (1)
GEN (1)
ant(2”)-la 1 GEN, TOB As expected (1)
aac(6’)-1b 1 AMK, TOB As expected (1)
aac(3)-1la, aac(6’)-1b 7 AMK, GEN, GEN, TOB (5)
TOB AMK, TOB(1)
GEN (1)
aac(3)-lla, ant(2”)-la 2 GEN, TOB AMK, GEN, TOB (1)
GEN (1)
aac(3)-1la, aph(3)- VI 2 AMK, GEN, As expected (1)
TOB GEN, TOB (1)
aac(6)-1b, aph(3)- VI 3 AMK, TOB As expected (1)
AMK, GEN, TOB (2)
aac(3)-1la, aac(6’)-1b, 1 AMK, GEN, GEN(1)
ant(2”)-la TOB
aac(6°)-1b, aph(3)- VI, 1 AMK, GEN, As expected (1)
ant(2”)-la TOB
aac(3)-1la, aac(6’)-1b, 2 AMK, GEN, GEN(1)
ant(2”)-1a, aph(3)- VI TOB AMK, GEN (1)
None 1 GEN, TOB
Total N° of isolates 35

AMK: amikacin; GEN: gentamicin; TOB: tobramicin.
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Abstract

Objective

Multidrug resistant Klebsiella pneumoniae which carries blanpm-1and blakpc-2 genes is a
worldwide concern and combination antimicrobial therapy may be the only viable option.
Therefore, the aim of this study was to investigate in vitro activity of combinations of
polymyxin B (PMB) with meropenem (MEM), amikacin (AMK) and gentamicin (GEN) in
subinhibitory concentrations against two clinical isolates of blanpwm-1, blakpc2 and AMEs and

resistant to polymyxin B.

Methods

In this study, synergy and bactericidal activity were evaluated by checkerboard and
time-kill, against two clinical isolates of polymyxin B-resistant K. pneumoniae which are
resistant to polymyxin B (PMB) and are carriers of the blanpwm-1, blakpc-2, aac(3)-1la, aac(6)-1b
aph(3)-VI and ant(2)-la genes. Five combinations using the antimicrobials polymyxin B,

meropenem (MEM), amikacin (AMK) and gentamicin (GEN) were evaluated.

Results

The PMB / MEM and PMB / AMK combinations proved to be the best options against
the K7R2 isolate, mainly because they demonstrated bactericidal activity when using
subinhibitory concentrations of these antimicrobials. However, none of the studied

combinations were bactericidal against the K11R2 isolate.

Conclusions

In conclusion, the combinations used in this study showed synergy against NDM and

KPC producing isolates, but, given the bactericidal activity, the combinations of PMB / MEM
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and PMB / AMK were the most active only against one isolate. It also can be concluded that

the antimicrobials to which the bacteria were resistant could be part of these combinations.

Keywords: Synergy; carbapenemases; polymyxin B; meropenem; amikacin; gentamicin.

1. Introduction

Carbapenemic-resistant Klebsiella pneumoniae poses a threat to human health worldwide.
Among the enzymes responsible for the resistance to carbapenems, metallo-p-lactamase New
Delhi (NDM) deserves attention due to its localization in mobile genetic elements and to its
coexistence with many other determinants of resistance such as Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) and aminoglycoside-modifying enzymes (AMEs) (1,2,3). Because they
are typically resistant to all B-lactams and many other classes of antimicrobials, the infections
caused by NDM and KPC-producing isolates are extremely difficult to treat, especially when

monotherapy is used, as this leads to an increase in morbidity and economic costs (4).

In recent years, polymyxins have regained significant interest as a consequence of the
increasing incidence of infections due to multidrug-resistant Gram-negative bacteria, especially
K. pneumoniae. In contrast, recent studies demonstrate the growth of resistance to polymyxin
B in gram-negative bacteria, both worldwide and in Brazil (1,5). In this scenario, combined
therapy has been proposed as a strategy to increase antimicrobial activity and to reduce the

emergence of resistance (6,7,8).

Unfortunately, the optimal combinations of antibiotics which are used in clinics to treat
healthcare associated infections (HAIS) caused by K. pneumoniae MDR remain uncertain and

are used empirically. Although there is some researches which is reporting in vitro
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combinations that are effective against these bacteria, it is critical to continue the search for
combinations in order to maintain the clinical efficacy of currently used antimicrobials (6,7,9).
Therefore, the aim of this study was to investigate in vitro activity of combinations of
polymyxin B (PMB) with meropenem (MEM), amikacin (AMK) and gentamicin (GEN) in
subinhibitory concentrations against two clinical isolates of blanpwm-1, blakec2 and AMEs and

resistant to polymyxin B.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial isolates

For this study, two Klebsiella pneumoniae clinical isolates of patients from a hospital in
Recife, PE, Brazil, were selected. The K7R2 and K11R2 isolates were obtained from urine. The
susceptibility profile and presence of the genes blakpc-2, blanom-1, aac(3)-Ila and aac(6)-1b,
aph(3)-VI and ant(2)-la had been determined in a previous study (1), which showed resistance
to meropenem (MEM) and gentamicin (GEN), and susceptibility to amikacin (AMK). The
interpretative criteria of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) of 2018 (10)

were used.

2.2. Chequerboard analysis

The chequerboard microdilution panel method was used to determine the minimum
inhibitory  concentration  (MIC) of the combinations amikacin/meropenem,
gentamicin/meropenem, amikacin/polymyxin B, gentamicin/polymyxin B and polymyxin
B/meropenem. The MICs of each antibiotic were also determined by broth microdilution tests,
and the data obtained from these tests were used in calculations of synergy. For the K7R2
isolate, the concentrations tested were: 0.25-32 mg/L for amikacin, meropenem and polymyxin
B, and 2-256 mg/L for gentamicin. While for the K11R2 isolate, the concentrations tested were:

0.12-16 mg/L for amikacin, 0.25-32 mg/L for meropenem, 0.06-8 mg/L for polymyxin B and
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1-128 mg/L for gentamicin. Dilutions were tested in triplicate. The inoculum of each bacterial
isolate was prepared in cation-adjusted Mueller-Hinton broth with 0.5 McFarland standard and
added to the wells at a final concentration of 5 X 10° colony forming unit (CFU)/mL in a final

total volume of 100pL per well.

The plates were incubated for 18-20h at 37°C and the presence or inhibition of
microbial growth was determined visually. Total fractional inhibitory concentrations (FICs) for
each well were calculated according to the formula: ) FIC = FIC of agent A+ FIC of agent B,
where the FIC of agent A or B = MIC of agent A or B in combination/MIC of agent A or B
alone. In interpreting the results of calculations, the following principles were used: Y FIC
values of <0.5 indicate ‘synergy’, > FIC values of >0.5 — 4 indicate ‘indifference’ and ) FIC >

4 ‘antagonism’ (11).
2.3. Time—kill assays

Time—kill assays were performed with K. pneumoniae K7R2 and K11R2 to confirm
activity of the combination. Mueller—Hinton broth 2 (cation adjusted) (Sigma-Aldrich) was
inoculated with the bacterial suspension to reach a final inoculum of 10° CFU/mL. The
antimicrobial concentrations tested were 0.125xMIC (subinhibitory concentration) for all
antimicrobials. Control experiments without an active compound (i.e. a bacterial growth curve)

were conducted simultaneously with the time—Kkill studies.

Samples were taken from each of the bacteria/drug concentrations at 0, 3, 6, 12 and 24
h from the time that the drug was added. Aliquots were plated Mueller—Hinton agar (Kasvi)
plates. Bacterial counts (expressed as logio CFU/mL) were performed after incubation from 18—
24 h at 37°C. At each time interval, the logio value of the viable colony count was determined.

All experiments were performed in triplicate.
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Bacteriostatic activity was defined as a <3 logio CFU/mL decrease in the colony count.
Bactericidal activity was defined as a >3 logio CFU/mL decrease in the colony count, at 24h
hours, relative to the initial inoculum. Regrowth was defined as an increase in the colony count
from a previous time point. Synergy was defined as a >2 logio CFU/mL lower colony count at
24 hours compared to the most active agent alone. Indifference was defined as a change in the
colony count at 24 hours within 2 logio CFU/mL compared to the most active agent alone.
Antagonism was defined as a > 2 logio CFU/mL higher colony count at 24 hours compared to

the most active agent alone (12).

3. Results

The susceptibilities for K7R2 and K11R2 strains and checkerboard results are listed in
Table 1. Both isolates were resistant to meropenem (MIC 16 mg/L), polymyxin B (MICs 4 and
16 mg/L) and gentamicin (MICs 64 mg/L and 128 mg/L), respectively. Amikacin was the most

active antimicrobial tested, with MICs of 8 and 16 mg/L.

The checkerboard assay revealed a synergy on the five combinations tested in both
isolates, even though they are susceptible only to amikacin and carriers of AMEs, blanpm-1 and
blakpc-2. genes. Considering the smallest Y FIC found, the combinations of PMB with AMK
and PMB with MEM performed better on the K7R2 isolate with a 16-fold reduction in the MIC

of PMB when combined, compared to its use alone.

Similarly, for isolate K11R2, PMB and AMK was the best combination with about a

32-fold decrease in the MIC of the PMB. Antagonism was not observed with any isolate.

Time-kill curves for AMK, GEN, MEM and PMB and of the respective combinations
evaluated in relation to isolates K7R2 and K11R2 are shown in Figure 1. Against K7R2, it was
observed that MEM and PMB which was used alone produced a reduction in the colony count

when compared with the growth curve and a bacteriostatic activity. However, against K11R1,
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an NDM-only producer, a new growth was observed after 6h for both antimicrobials. GEN was
ineffective against both isolates and presented a performance similar to the control of growth.
AMK demonstrated activity against both isolates until 6h after the onset of exposure, but
regrowth was observed after this period. In both isolates, synergy was observed in the
combinations tested in this study, except for the combination of PBM and GEN (Figure 1).
MEM in combination with AMK or GEN against the K7R2 isolate resulted in bactericidal
activity, with no CFU/mL being detected after 12h, but the combinations of PBM with AMK
and MEM showed better bactericidal activity, with no bacterial growth after 6h. For the K11R2
isolate, although the combinations tested (0.125X MIC) showed synergy, a reduction of >3
logio CFU/mL in the number of colonies was not observed. Therefore there was no bactericidal

activity.

4. Discussion

In this study, we evaluated the antibacterial effects of combinations including PMB,
MEM, AMK and GEN against clinical isolates of K. pneumoniae that produced AMESs, NDM-
1 and KPC-2 and were resistant to polymyxin B. The use of these antimicrobials alone was
ineffective and there was regrowth after 6h in most cases, which is suggestive of selection of
resistant populations and potential clinical failure, as found by Lim et al. (13) and Cai et al.
(14). In the case of GEN, its use alone was irrelevant and its time Kill curve was similar to the
growth curve, this may be due to the high MICs found for this antimicrobial, in both isolates.
In addition, high MICs may have directly influenced for lower performance of combinations

involving GEN.

In contrast, the in vitro efficacy of the PMB/MEM and PMB/AMK combinations was
demonstrated. In our study, we found a synergy among the antimicrobials, even though both

isolates present resistance to PMB, MEM and GEN. However, in the time-kill tests, we
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observed a bactericidal effect only on the K7R2 isolate, which may have been due to the
doubling of the polymyxin B concentration as compared to the K11R2 isolate, since the MICs
of the isolates were different. Different antibacterial activity among isolates with a similar

resistance profile was also observed by Alves et al. (15) and Lim et al. (13).

In combination trials it is important to consider the concentrations of antimicrobials
used. Some studies show that this concentration can directly influence synergy (15,16). Similar
to Alves et al., this study found synergy on using subinhibitory antimicrobial concentrations
and within the breakpoints set by the CLSI (2018) which may be more useful for clinical
practice than results obtained from studies that used concentrations which are much higher than
those that are physiologically achievable. Moreover, unlike Kulengowski et al. (16), it was not
possible to state that synergy was directly dependent on the MIC of meropenem, as only one

concentration was used.

Despite the development of new antimicrobials to tackle infections caused by
multiresistant microorganisms, it is noteworthy that these new drugs are ineffective against
producers of metallo-B-lactamase such as NDM (17). Therefore, it is important for research to
be carried out to find combinations that may be able to treat these infections. Even with the high
resistance to meropenem, some in vitro studies show that meropenem has been effective when

combined with other antimicrobials against carriers of the blanom gene (9,18).

Other studies have demonstrated the efficacy of combinations involving polymyxin B
against isolates that carry the blanom gene (8,14,16). Cai et al. investigated combinations of
PMB with other antimicrobials, including AMK and MEM, in four extensively drug-resistant
E.cloacae isolates containing the enzymes NDM-1 or IMP-1. Similarly to this study, we found
synergy and a bactericidal effect in the combinations of PMB/MEM and PMB/AMK, but at a

32-fold lower meropenem concentration.
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Evaluating the combination of meropenem with amikacin, Kulengowski et al. (2018)
demonstrated synergy and bactericidal activity of this combination against amikacin-sensitive
KPC-producing isolates with a kill-time of about 8 hours. However, in our study, we observed
a slower bacterial death which occurred only after 12 hours of exposure to antimicrobials. This
suggests that the concentration used, besides the presence of other resistance genes, interferes

with killing rates.

In conclusion, the combinations used in this study showed synergy against isolates of
K. pneumoniae producing NDM and KPC. The combinations of PMB / MEM and PMB / AMK
were considered the most active, however, only in isolate K7R2 did these antimicrobials show
bactericidal activity. It can also be concluded that the antimicrobials to which the bacteria were
resistant could be part of these combinations. Additional research is needed to elucidate the
mechanisms of activity among the antimicrobials used, in addition to testing the application of
these combinations in clinical contexts. As this information becomes available, its translation

to the clinic should prolong the effectiveness of these last resort antimicrobials.
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Figura 12 - Time kill curves of amikacin, gentamicin, meropenem and polymyxin B alone and

in combination against K7R2 isolates.
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Table 1 - Minimum Inhibitory Concentrations of Amikacin, Gentamicin, Meropenem, and
Polymyxin B alone and results of checkerboard assays for clinical blanpm-1 and blakpc-2

positive Klebsiella pneumoniae isolates.

Checkerboard assay

Isolate CIM (mg/L) AMI+MEM AMI=PMB GEN=MEM GEN+PMB PMB+MEM

AME GEN PMB MEM TFIC Interpretation XFIC Interpretation YFIC  Interpretation YFIC  Interpretation FFIC  Interpretation

K7R2 16 128 16 16 026  smeey 007  =meigy 014  symesy 026  smergy 007 symersy
KIIR2 8§ 64 4 16 009  smerey 006  smersy 014  smesy 026  smersy 014 symergy

MIC, minimum inhibitory concentration; ) FIC smallest total fractional inhibitory

concentration (FIC of agent A+ FIC of agent B).
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Abstract

Introduction: The emergence of New Dells metallo-fl-lactamase (NDM) is comcermg because it reduces the antihictic therapy
options for bactenial infections. Methods: Resistant and viralent genes from an isolate of Klebsivelle preumanioe derived from
a patient with sepsis in a hospital in Recife-PE, Brazl, were investigated using PCR and DNA sequencing. Resubtss hla
aacl6 Jdbecr and acrB resistance genes, and cps and wrkD virulence genes were detected. Conclasioas: To our kna-lcdg:

is the first report on Slo,
gene by this bacterium m

,in Recafie-PE. This detection alerts researchers to the need %o control the spread of Ala resuu:not

Keywords: hla,,, Klehsiella pnesmoniae. Resistance. Vinubence

New Delh: metallo-fllactamase (NDM) is a fl-lactamase
classified as Ambler class B, and it differs from other
carbapencnases because it uses zme m its active site, which
facilitates antimicrobial hydrolysis and confers resistance
against all f-factam antibectics except aztrecoam. The bla
gene was first detected in 2009 in isolates of Klebsiella
pecumonioe and Escherichia coli from the feces of a Swedish
patient in Indsa®. Since this first description, hla_  has been
reparted workiwide'. In South Amenca, bla - was reported
in Uruguay in a Providencia rexgert isolate and in Brazl in
the state of Rio Grande do Sul. In both countries, bla,,,,  was
reported for the first tume in the same species’

In addition 1o its resistance mechanisms, these
K pocumontoe isolates may present several virukence factors,
those that stand oat are the production of polysaccharide
capsules, fimbrial adhesin type 3, and yersiniabactin. Fimbeial
adhesins type 3 can medaate the binding of X pueumonioe
salates to vanious human cells, sach as the endothelial and
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epithelal cells of the respratory tract and wrmary tract’. The
accumulation of virelence genes along with resistance genes
may facilitale infection and limit therapewtic options.

Thas paper analvzes 2 K. pwensoniae wolate (K2-R2) from
a female patient with sepsis who was admatted to the clinical
medicine department of a publx hospital in Recife, Brazzl, on
120472016, The K2-R2 isolate was pre-sdected because it 15
involved in sepsis and is multi-drug ressstant (MDR ), inchoding
tocarbapencms. The isolate was beochemecally identsfied using
the automated (Bactec 9120'Pheenix-BD system). The culbare
was preserved m 20% ghyoerol at <70 °C and grown in the
medium of Bram Hewt Infusion (BHI) at 37°C for 18 howrs prior
to analysis. Susceptibility to several classes of antimicrobials
was detected wsing the automated Bactee 9120 (Phoenix BD)
system, and susceptibdaty to0 the following antsmicobials was
tested: amikacin, ampicillin, amgecilim'sulbactam, ceftandome,
cefepime, cefoxutin, csprofloxacin, ceftriaxone, cefurcxime,
colistin, gentamyein, ertapenem, imipenem, meropenem, and
tigecycline. Intespretation was performed accooding to the onteria
of the Climical and Laboratory Standards Institate (CLSI)'

The genonic DNA of the K2-R2 isolate was extracted
using the Wizard Genomic DNA pursfication kit (Promega)
in accondance with the manufacturer's mstructions. The genes
encoding resistance 10 carbapenems (Mo, bla Wa
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