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RESUMO

Este estudo teve por objetivo caracterizar os genes de viruléncia, resisténcia e relacédo
clonal em isolados clinicos de P. mirabilis carreadores e ndo carreadores do gene blakKPC ou
blaNDM provenientes de um hospital pablico de Recife em 2017 a 2019. Foram coletados 39
isolados clinicos de P. mirabilis, sendo 20 isolados carreadores e 19 ndo carreadores do gene
blakKPC ou blaNDM, provenientes de diferentes sitios de infeccdo nos pacientes. Os isolados
foram identificados por sistema automatizado pelo laborat6rio de Microbiologia do Hospital do
esudo. O DNA total dos isolados foi extraido e submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para a investigacdo de genes de resisténcia (blakKPC, blaNDM, blaOXA-10, blaOXA-
48, blaOXA-23, blaOXA-58, blaGES, blaIMP, blaVIM e gnrD) e viruléncia (mrpG, pstS,
nrpG, pbtA, ucaA, pmfA,), como também submetido a técnica de tipagem Consenso Intergénico
Repetitivo Enterobacteriano-Reagcédo em Cadeia da Polimerase (ERIC-PCR). Os amplicons
foram sequenciados pela técnica de Sanger. Foram selecionados dois isolados de P. mirabilis
multidroga resistente e carreadores dos genes blaKPC e blaNDM para a extracdo de DNA
plasmidial e posterior sequenciamento por Illumina MiSeq. As sequencias dos plasmideos
foram montadas e analisadas pelos programas Trimmomatic, Velvet, Cap3 e Artemis Sanger.
Os resultados mostraram que os isolados apresentaram disseminacdo multiclonal e alta
variabilidade genética, de acordo com a tipagem pela ERIC-PCR. O gene de resisténcia mais
encontrado foi blaOXA-10-like (n = 18), seguido por blaKPC (n = 10) e blaNDM (n = 8). Este
é o primeiro relato de blaOXA-10 em P. mirabilis no Brasil, bem como da ocorréncia de P.
mirabilis co-portador de blaOXA-10/blaKPC e blaOXA-10/blaNDM. Como também o
primeiro relato de P. mirabilis albergando o gene blaGES em 3 isolados. Revelando o vasto e
variado arsenal genético de resisténcia dessas cepas bacterianas. Os genes de viruléncia para
adesinas pmfA e mrpG, e 0 gene para transporte de fosfato pstS foram encontrados em todos os
isolados investigados, isso sugere que esses genes sdo intrinsecos nessa espécie. Por sua vez,
os isolados portadores de blaNDM ou blaKPC apresentaram genes de viruléncia importantes
que codificam adesinas fimbriais, como ucaA (n = 8/ 44,4%) e sideroforos, como pbtA (n =
10/55,5%) e nrpG (n = 2/11,1%). Porém, em geral, os isolados nao portadores de blaKPC e
blaNDM apresentaram maior nimero de genes de viruléncia, além disso este grupo apresentou
maior frequéncia em pacientes com mais de 60 anos e os pacientes fizeram uso de mais
antimicrobianos quando comparados ao grupo portador. Com relagdo ao conteudo plasmidial,
o isolado P20-A2 albergava os genes de resisténcia aph(3")-VI, blakPC e gqnrD1, além disso o

isolado albergava os plasmideos IncQ e Col3M, juntamente com o transposon NTEKPC-IId.



Os isolados clinicos de P. mirabilis, além de multirresistentes, apresentam fatores de viruléncia
eficientes que podem estabelecer infeccéo fora do trato gastrointestinal. Visto que P. mirabilis
€ um patdgeno emergente e frequentemente esquecido, a presenca de importantes fatores de
resisténcia e viruléncia nesse patogeno é alarmante e demonstra a necessidade de estudos

epidemioldgicos adicionais e monitoramento frequente desse organismo.

Palavras-chave: Proteus mirabilis; fatores de viruléncia; beta-lactamases; fatores de

resisténcia.



ABSTRACT

The objective of this study is to characterize the virulence, resistance and clonal
relationship genes in clinical isolates of P. mirabilis carreadores in ndo carreadores do gene
blakPC or blaNDM from a public hospital of Recife in 2017 to 2019. Foram collected 39
clinical isolates of P. mirabilis, being 20 isolated carriers and 19 not carriers of the blakPC or
blaNDM gene, coming from different sites of infection in patients. The isolated foram identified
by an automated system by the Hospital Microbiology laboratory. No research laboratory, or
two isolates total DNA was extracted and submitted to Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR)
for investigation of resistance genes (blaKPC, blaNDM, blaOXA-10, blaOXA-48, blaOXA-
23, blaOXA-58, blaGES, blalMP, blaVIM and gnrD) and virulence (mrpG, pstS, nrpG, pbtA,
ucaA and pmfA), as well as subject to the typing technique Repetitive Intergenic Consensus
Enterobacteria-Reacdo em Cadeia da Polimerase (ERIC-PCR). Sequenced foram amplicons by
the Sanger technique. We selected two isolates of multidrug resistant P. mirabilis carrying two
blakKPC and blaNDM genes for extraction of plasmid DNA and subsequent sequencing by
[llumina MiSeq. Thus, two foram plasmids were assembled and analyzed from the
Trimmomatic, Velvet, Cap3 and Artemis Sanger programs. The results will show that isolates
show multiclonal dissemination and high genetic variability, according to the type of ERIC-
PCR. The most resistance gene found for blaOXA-10-like (n = 18), followed by blaKPC (n =
10) and blaNDM (n = 8). This is the first report of blaOXA-10 in P. mirabilis in Brazil, as the
occurrence of P. mirabilis co-carrier of blaOXA-10/blaKPC and blaOXA-10/blaNDM. As also
the first report of P. mirabilis harboring the blaGES gene in 3 isolates. Revealing the vast and
varied genetic arsenal of resistance to these bacterial strains. The virulence genes for adesines
pmfA and mrpG, and the gene for phosphate transport pstS foram found in all the isolates
investigated, does not suggest that these genes are intrinsic to each species. In turn, isolates
carriers of blaNDM or blaKPC show important virulence genes that encode adesines fimbriais,
such as ucaA (n = 8 / 44.4%) and siderophores, such as pbtA (n = 10 / 55.5%) and nrpG. (n =
2/11.1%). Therefore, in general, those isolated who do not carry blakPC and blaNDM show a
higher number of virulence genes, also this group shows a higher frequency in patients over 60
years of age and in patients who use more antimicrobials when compared to the carrier group.
Relacéo to the plasmid content, or isolated P20-A2 harbors the resistance genes aph(3')-VI,
blakPC and gnrD1, also dissolated or isolated it harbors the IncQ and Col3M plasmids,
together with the transposon NTEKPC-IId. The clinical isolates of P. mirabilis, also multi-

resistant, show efficient virulence factors that can establish infection for gastrointestinal



treatment. Given that P. mirabilis is an emerging and frequently skeletal pathogen, in the
presence of important factors of resistance and virulence, it is an alarming pathogen and

demonstrates the need for additional epidemiological studies and frequent monitoring of the
organism.

Key-words: Proteus mirabilis; fatores de viruléncia; beta-lactamases; fatores de resisténcia.
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1 INTRODUCAO

Proteus mirabilis, patdgeno pouco estudado geneticamente, € uma bactéria gram-
negativa, pertencente a ordem Enterobacterales (ADEOLU et al., 2016), sendo originaria do
ambiente, do trato intestinal normal do homem e de animais, e comumente associada a
InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), principalmente causando Infeccdes do
Trato Urinario (ITU) e sepse em humanos (RAMOS et al., 2018). E preocupante a resisténcia
intrinseca dessa espécie bacteriana as polimixinas, nitrofurantoina e tigeciclina (CUNHA;
BARON; CUNHA, 2017), além disso a aquisicdo de genes codificadores de carbapenemases,
como Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) e Nova Dheli Metalo-Beta-Lactamase
(NDM), por este patogeno é cada vez mais frequente, diminuindo o espectro de acdo dos
antimicrobianos existentes. O gene blakrc em P. mirabilis foi relatado em diversos continentes
e em alguns paises, incluindo Brasil (CABRAL et al., 2015; FIRMO et al., 2020; BELTRAO;
OLIVEIRA; LOPES, 2021), india (SHANMUGAM; MEENAKSHISUNDARAM:;
JAYARAMAN, 2013), Italia e Grécia (PILATO et al., 2016). Contudo, associacdes entre 0S
genes blakpc € blanom em P. mirabilis foram pouco relatadas (FIRMO et al., 2020). Alem da
resisténcia aos antimicrobianos, os fatores de viruléncia bacteriana s&o importantes para o
estabelecimento da infec¢do. Desta forma P. mirabilis é capaz de sobreviver no trato urinario e
causar ITUs graves devido a capacidade de produzir diversos fatores de viruléncia. Apesar
disso, sdo poucos os estudos anteriores que analisaram a ocorréncia de diferentes genes de
viruléncia em isolados clinicos de P. mirabilis portadores dos genes blakec ou blanpm,
juntamente com outros genes de resisténcia.

O mecanismo de viruléncia responsavel por aderéncia possui diversidade nessa espécie,
incluindo fimbria Proteus do tipo resistente a manose (MR/P), Proteus mirabilis fimbria (PMF)
e Adesina Celular Uroepitelial (UCA) (GIRLICH et al., 2015; DONG et al., 2019; BITAR et
al., 2020). Adicionalmente, P. mirabilis também pode codificar dois sistemas de sider6foros, o
sideroforo independente de peptideo sintetase ndo ribossémico (proteobactina) e o sider6foro
peptideo ndo ribossdmico (Nrp). O Transporte de Potassio (Pst) também pode ser um grande
aliado no desenvolvimento da infeccdo por essa bactéria, assim como os sideroforos
desempenham um papel de captura de ferro, o transporte de fosfato atua levando o fosfato livre
no meio extracelular para o interior da celula bacteriana. Alem disso, a formacéo de biofilme

desempenha um papel importante no estabelecimento de ITUs severas e pielonefrites,
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especialmente em pacientes com cateter vesical (JACOBSEN; SHIRTLIFF, 2011,
SCHAFFER; PEARSON 2015). Proteus € conhecido por produzir quantidades elevadas da
enzima urease, contribuindo para a formacéo de pedras urinarias (JACOBSEN; SHIRTLIFF,
2011; SCHAFFER; PEARSON 2015). Apesar da gravidade das infec¢Oes causadas por esta
espécie, ainda sdo poucos 0s estudos sobre suas caracteristicas de viruléncia. Por outro lado,
em espécies mais estudadas como Klebsiella pneumoniae, sabe-se que 0s genes de viruléncia
sdo mais frequentes em conjunto, em isolados produtores de KPC (MELO et al., 2014; XIAO
etal., 2019).

Além da indiscutivel importancia da resisténcia a antimicrobianos somado a presenca
dos fatores de viruléncia, a disseminacdo clonal de enterobactérias multidroga resistentes
carreadores de blakrc e blanom € considerado um problema global emergente (FIRMO et al.,
2020; TAGGAR et al., 2020). Adicionalmente, a disseminacdo mundial de P. mirabilis
carreando outros genes de resisténcia tém sido descritos. As enzimas GES sdo -lactamases de
Classe A e foram descritas inicialmente em Klebsiella pneumoniae na Franga (POIREL et al.,
2000). Desde entdo, blaces ja foi relatada em diversos paises, incluindo Brasil, em varias
espécies bacterianas, exceto em Proteus spp. Tem sido descrita com uma maior frequéncia em
bacilos ndo fermentadores como Pseudomonas aeruginosa (SILVA JUNIOR et al., 2017), e
Acinetobacter baumannii (MOUBARECK et al., 2009) e também em enterobactéria como K.
pneumoniae (RIOS et al., 2018). Assim como GES, as enzimas do tipo OXA podem ser ESBL
ou Carbapenemase, a depender da variante enziméatica. As enzimas do tipo OXA s&o
amplamente difundidas e foram descritas principalmente em Enterobacterales e Pseudomonas
aeruginosa. Ja a resisténcia a quinolonas mediadas por plasmideo (PMQR), causada por genes
como qgnrA, gnrB, gnrC, gnrVC e gnrD, podem conferir susceptibilidade reduzida a
levofloxacina ou ciprofloxacina (HU et al., 2012; ZHANG et al., 2013; GUILLARD et al.,
2014). Esses determinantes de resisténcia sdo responsaveis pela alta taxa de resisténcia as
quinolonas e fluoroquinolonas em Proteus, antimicrobianos estes necessarios para o tratamento
de infeccgdes do trato urinario.

Considerando que fatores de viruléncia presentes em P. mirabilis sdo importantes para
0 estabelecimento da infeccdo, mas ainda sdo pouco conhecidos, principalmente em isolados
portadores dos genes blakpc e blanowm, 0 presente estudo visa investigar 0s genes responsaveis
por importantes mecanismos de viruléncia mrpG, pmfA, ucaA, nrpG. pstS e pbtA em isolados
clinicos de P. mirabilis carreadores e nao carreadores dos genes blakec ou blanom, como

também analisar a presenca de outros genes de resisténcia (blaoxa-10, blaoxa-23, blaoxa-ss,
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blaoxass, blaviv, blaive, blasem, blaces € gnrD, aac(6°)-1b) e relagdo clonal dos isolados

investigados provenientes de um hospital publico de Recife-PE.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Proteus spp.

A primeira descricdo do género Proteus data de 1885, tendo sido realizado pelo
microbiologista alemdo Gustav Houser, que descobriu sua caracteristica de crescimento
intensivo de enxame em superficies solidas (HAUSER, 1885; DRZEWIECKA, 2016). Houser
nomeou esse Novo grupo de bactérias inspirado em Proteu, um personagem mitoldgico do livro
“Odisséia” de Homero, que podia mudar de forma para fugir de seus perseguidores. Ainda na
mesma publicacdo, Houser relata duas espécies para o género Proteus: P. mirabilis e Proteus
vulgaris. Proteus mirabilis que do latim significa “incrivel”, por sua habilidade de mudanca
entre células nadadoras com flagelos curtos e células hiperflageladas. Houser pode ter
considerado P. vulgaris mais comum, visto que a caracteristica de alastramento € especialmente
visivel em P. mirabilis, por isso deu-lhe 0 nome em latim que significa “usual” (HAUSER,
1885; DRZEWIECKA, 2016).

Atualmente, o género Proteus pertence a ordem Enterobacterales e a familia
Morganellaceae (O’HARA; BRENNER; MILLER, 2000). Proteus spp. contém 6 espécies: P.
vulgaris, P. mirabilis, Proteus myxofaciens, Proteus cibarius, Proteus penneri e Proteus
hauseri (O’HARA; BRENNER; MILLER, 2000). P. mirabilis é a principal espécie do género
Proteus. P. vulgaris e P. penneri s&0 comumente descritos como patdgenos oportunistas
(GIRLICH et al., 2020). Os microrganismos deste género possuem, como uma das principais
caracteristicas a motilidade, através de um fendmeno denominado “swarming” (JONES et al.,
2005). Além disso, essas bactérias sdo oxidase negativas e negativas para arginina
descarboxilase e Voges-Proskauer (GIRLICH et al., 2020) (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais testes bioquimicos para identificacdo de Proteus spp.

[%2]
L - - %) S < ! ©
8 § § § 3T g =
Testes < s § > £ = g S
bioquimicos I= a8 = S X = S E
o o o o E S a 3
[a
Lactose 2% 1% 0% 2% 0% 1% 0% 1%

Glicose 100% 100% 100% 100%  100%  100% 100% 100%

Sulfeto de

) . 98% 30% 50%  95% 0% 20% 0% 95%
Hidrogénio
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Urease 98% 100% 100%  95% 100%  95%  30% 1%

Motilidade 95% 85% 100% 95%  100%  95% 85%  95%

Indol 2% 0% 100% 98% 0% 95%  98% 1%
Lisina 0% 0% 0% 0% 0% 1% 0% 98%

Ornitina 99% 0% 0% 0% 0% 95% 0% 97%

Citrato de

. 65% 0% 0% 15% 50% 0% 93% 95%
Simmons

Fonte: Adaptado de Procop, et al., (2018)

E frequente o surgimento de cepas de Proteus com resisténcia moderada ao imipenem.
Existem evidéncias que esta resisténcia se deve a alteracdes na proteina de ligacao a penicilina
(PBP2) (GIRLICH et al., 2020). Além disso, Proteus pode adquirir resisténcia a diversos
grupos antimicrobianos devido a presenca de genes de resisténcia como, blaoxa-ss, blaoxa-ss,
blaoxa-23, blanom-1, blavim-1, blaive, blakec-2, blaacc-1, blarox, blacmy-2, blapha-1, blaves-s,
blaper-2, blacTx-m e blarem, que podem ser transferidos por plasmideos conjugativos (GIRLICH
et al., 2020).

Desde a descoberta do género, Houser fez experimentos adicionais em coelhos e alertou
em 1885, que Proteus poderia causar bacteremias em animais (HOUSER, 1885). Atualmente,
P. mirabilis € uma das espécies de Enterobacterales mais comumente encontrada em amostras
clinicas, sendo 90% de infec¢des do trato urinério. No Brasil, P. mirabilis também é uma das 5
principais espécies mais encontrada como causadora de IRAS, principalmente em infec¢des do
trato urindrio (FLORES-MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019; KARLOWSKY, et al.,
2011).

2.1.1 Caracteristicas gerais da espécie Proteus mirabilis

Proteus mirabilis frequentemente encontrados em uma ampla variedade de ambientes,
incluindo matéria orgéanica, solo, fontes de agua e esgoto, mas é predominantemente um
comensal de trato gastrointestinais de humanos e animais. Contudo, esta bactéria € capaz de
causar uma variedade de infec¢cdes humanas, incluindo infec¢Bes no trato urinario, em feridas,
no globo ocular, ouvido, queimaduras e no trato gastrointestinal (ARMBRUSTER; MOBLEY;
PEARSON, 2018; SCHAFFER; PEARSON, 2015).

A espécie P. mirabilis possui caracteristicas bioquimicas que possibilitam sua

identificacdo. Possui reacdo de oxidase e lactose negativas; motilidade positiva; Sulfeto de
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hidrogénio - H2S e Indol negativos; urease positiva e Lisina negativos (Tabela 1) (ROZALSKI;
SIDORCZYK; KOTELKO, 1997).

Proteus mirabilis, pode causar cerca de 1-10% de todas as infecc¢des do trato urinario a
depender da localizacdo geogréafica (Karlowsky et al., 2011). Karlowsky et al., (2011),
analisaram amostras de urina coletadas no Canadé e observaram ocorréncia de 4% em infec¢oes
causadas por P. mirabilis de um total de 3000 casos de infec¢des do trato urinario (FLORES-
MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019; KARLOWSKY et al., 2011)(Figura 1). No Japéo,
Kobayashi et al., (2020), analisaram isolados causadores de infec¢fes no trato urindrio com
ocorréncia de 6,6% para P. mirabilis, perdendo para Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Klebsiella pneumoniae. Este organismo € mais comum em casos de complicadas infeccdes do
trato urinario, contribuindo entre 10-44% no uso prolongado em pacientes em uso de cateteres
internados em UTI (KOBAYASHI et al., 2020).

Figura 1 - InfeccBes de trato urinario associados a cateter (CAUTI) de prevaléncia uropatogénica. CN
— Coagulase negativa; NOS — Nao especificado

W E. coli

Candida spp
Enterococcus spp
P. aeruginosa
Klebsiella spp
Other pathogens
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CN staphylococci
S. aureus
Bacteriodes spp
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Fonte: (FLORES-MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019)

Armbruster, Mobley e Pearson, (2018), em Michigan nos Estados Unidos, relataram que
P. mirabilis é o principal causador de infec¢cBes no trato urinario com ocorréncia de 22%,
seguido de Escherichia coli e Enterococcus spp. com 18% e 12%, respectivamente. No Brasil,
Padrdo et al., (2010) estudo em UTI relataram P. mirabilis como sendo o principal agente
etioldgico encontrado com maior frequéncia como causador de infecgbes principalmente no
trato urinério. Recentemente, um estudo de monitoramento realizado em oito centros médicos
de trés cidades no Brasil relataram a ocorréncia de infecgdes causadas por bacilos gram-

negativos, o estudo descreveu P. mirabilis com 6%, como sendo o terceiro principal patégenos



24

causador de ITU, perdendo apenas para E. coli e K. pneumoniae com 35% e 28%,
respectivamente. Em estudo recente, foi observado que P. mirabilis mesmo em condi¢cfes
celulares desfavoravel, ainda permanece viavel, indetectavel em cultura e permanece com suas
caracteristicas de viruléncia preservadas (WASFI et al., 2020). Com isso, é provavel que a
ocorréncia de infecgbes causadas por Proteus seja maior do que observado na literatura.

2.2 Fatores de Viruléncia

2.2.1 Adesinas fimbriais

A capacidade das bactérias para aderirem as superficies do tecido no hospedeiro é um
passo importante no desenvolvimento da infeccdo. A adesdo se deve principalmente a
existéncia de adesinas fimbriais. Estas adesinas fimbriais sdo estruturas proteicas, filamentosas,
que possuem a capacidade de aderéncia célula-célula bacteriana e bactéria-hospedeiro
(JANSEN et al., 2004; SCHAFFER; PEARSON, 2015).

Embora as fimbrias sejam fatores de viruléncia essenciais para infec¢Ges do trato
urinario, muito permanece desconhecido sobre sua expresséo, caracteristicas fisicas e funcoes
bioldgicas. As primeiras fimbrias de P. mirabilis foram identificadas pela sua capacidade para
aglutinar glébulos vermelhos do sangue e se ligarem as células uroepiteliais (ROZALSKI;
SIDORCZYK; KOTELKO, 1997; ZHAO et al., 1997; SCHAFFER; PEARSON, 2015;).

Antes de sequenciar o genoma de P. mirabilis em 2008, cinco proteinas fimbrias tinham
sido descobertas. O sequenciamento revelou 12 fimbrias chaperonas adicionais no genoma de
P. mirabilis. Em comparagéo, Escherichia coli Uropatogénica (UPEC) codificam tipicamente
de nove a 12 dperons fimbriais. Dez dos operons chaperonas codificam o homologo de MrpJ,
uma proteina reguladora no inicio ou no fim do 6peron que permite a adesdo e motilidade, e
pode permitir a regulacdo fimbrial de outras fimbrias (ROCHA; PELAYO; ELIAS, 2007;
PEARSON et al., 2011; SCHAFFER; PEARSON, 2015).

Cinco tipos fimbriais foram descritos até 0 momento em isolados de Proteus mirabilis:
Proteus manose-resistente (MR/P), Adesina patogénica uroepitelial (UCA) ou Fimbria ndo
aglutinante (NAF), Fimbria Proteus mirabilis (PMF), Fimbria Temperatura Ambiente (ATF) e
Proteus mirabilis Pili (PMP). As fimbrias MR/P, UCA e PMF foram encontradas
desempenhando um papel na patogénese em estudos de viruléncia (Figura 4) (ZHAO et al.,
1997; ZUNINO et al., 2003; JANSEN et al., 2004; ROCHA; PELAYO; ELIAS, 2007;
PEARSON et al., 2011; SCHAFFER; PEARSON, 2015).
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Figura 2 - Fatores de viruléncia de Proteus. As fimbrias PMP, PMF, MR-P e urease.
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Fonte: (ROZALSKI; SIDORCZYK; KOTELKO, 1997)

O MR/P é a fimbria melhor caracterizada em P. mirabilis. O 6peron MRP
(mrpABCDEFGHJ) codifica a subunidade principal (mrpA), guatro pequenas subunidades
(mrpBEFG), um acompanhante (mrpD), uma regido promotora (mrpC), uma adesina de
extremidade (mrpH) e um regulador de transcricdo (mrpJ) (Figura 3) (PEARSON et al., 2011;
SCHAFFER; PEARSON, 2015; OLIVEIRA et al., 2021)

O Operon esta precedido por um promotor 70 dentro de um elemento invertido cuja
orientacdo € controlada pelo gene mrpl, uma recombinase transcrita de forma divergente a partir
do 6peron estrutural. Quando o promotor 670 esta a frente do 6peron estrutural, MR/P € “ON”,
enquanto que quando o promotor 670 esta a frente do mrpl, MR/P é “OFF”. A transcrigdo do
mrpl ndo é afetada pela orientagdo do elemento invertivel. O MR/P contribui para a formagéo
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de biofilme, presumivelmente por mediar fixacdo em superficies e auto agregacdo (PEARSON
etal., 2011; SCHAFFER; PEARSON, 2015).

Figura 3 - Operon fimbrial mrp, mrpABCDEFGHJ.
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Fonte: (PEARSON et al., 2008)

Zhao et al., (1997), analisaram o Gperon mrp e observaram a presenca do gene mrpG
localizado no fim do agrupamento, relatando que este gene pode ser responsavel por codificar
o0 receptor responsavel pela ligacdo ao hospedeiro. Rocga, Sérgio et al., (2007), analisaram a
expressao da fimbria MR/P atraves do gene mrpA, e descobriram que esta é a fimbria com maior
influéncia na formacao de biofilme.

UCA, também conhecido por Fimbria ndo aglutinante (NAF), foi identificado pela sua
capacidade para se ligarem a superficie de células epiteliais. Um estudo constatou que uma cepa
de P. mirabilis mutante de AucaA, é diminuida na colonizacdo dos rins, mas coloniza a bexiga,
bem como P. mirabilis tipo selvagem sugerindo que a fimbria UCA pode ser importante para o
rim ao invés da colonizacio da bexiga (PEARSON et al., 2011; ROZALSKI; SIDORCZYK;
KOTELKO, 1997; SCHAFFER; PEARSON, 2015).

PMF, também conhecido como Mannose-Resistant Klebsiella-Like (MR/K), foi
inicialmente caracterizado como um padrdo de hemaglutinacao de P. mirabilis revelando uma
hemaglutinina MR/K ou PMF (SCHAFFER; PEARSON, 2015). A hemaglutinagdo MR/K é
caracterizada pela capacidade das bactérias de aglutinar &cido tanico tratados com células
vermelhas do sangue. A expressdo da fimbria de 4-5nm de didmentro foi encontrada em cerca
de 60% das cepas que apresentaram padrdo de hemaglutinacdo MR/K, sugerindo que pode
haver mais de uma fimbria em P. mirabilis que € capaz de mediar a hemaglutinagdo MR/K
(ZUNINO et al., 2003; JACOBSEN; SHIRTLIFF, 2011; OLD; ADEGBOLA, 2016).

Em 1995, Proteus mirabilis Pili (PMP) foi nomeado pela primeira vez em uma fimbria
expressa de P. mirabilis isolado da urina canina. No entanto os autores notaram a existéncia de

um artigo de 1991, e observaram que a sequéncia de pmpA tinha sido anteriormente identificada
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como rmpA. Embora, a importancia do PMP na infeccdo humana é desconhecida, o
sequenciamento genémico revelou a presenca de pmpA em todos os genomas de P. mirabilis
sequenciados (KUAN et al., 2014; SCHAFFER; PEARSON, 2015).

2.2.2 Transporte de Fosfato

O fosforo, elemento essencial para a vida, é mais frequentemente incorporado como
fosfato inorganico. A detecgéo e absorgéo de fosfato tém sido associadas a viruléncia em muitas
espécies bacterianas e P. mirabilis ndo € excecdo. Alguns estudos tém apontado para
importancia do sistema de captacdo de fosfato de pstSCAB para a viruléncia em Proteus
(O’MAY et al., 2009; ARMBRUSTER; MOBLEY; PEARSON, 2018).

Proteus mirabilis codifica um transportador de fosfato inorgéanico de elevada afinidade
muito semelhante ao do operon pst da E. coli. O operon pst de P. mirabilis inclui genes que
codificam quatro proteinas relacionadas com o transporte de fosfato (pstSCAB) e um regulador
transcricional. Quando a atividade da fosfatase alcalina € medida no tipo selvagem, P. mirabilis
tem pouca atividade em meio LB e atividade muito elevada em meios limitados de fosfato. Na
urina humana, ndo ha inducdo de fosfatase alcalina intermediario, sugerindo que a urina é
limitada de fosfato (THOMPSON; WARD; HOPWOOD, 1982; MONDS; SILBY;
MAHANTY, 2001; O’MAY et al., 2009; . Com isso, a urina € um meio propicio para o
desenvolvimento da célula e progressao da infeccdo, por conta da expressdo de pst em meio

limitado de fosfato.

2.2.3 Siderdéforos

O ferro, um elemento essencial necessério para a fun¢do de muitas proteinas e enzimas
envolvidas em diversos processos bioldgicos, incluindo transporte de oxigénio, regulacdo
génica e fixacdo de nitrogénio. Em condicdes aerdbicas e pH neutro, o ferro existe na forma
férrica insolGvel (Fe3™), que pode ser toxica apds interacdo com o oxigénio e espécies com
reducdo de oxigénio. Durante a colonizacdo do hospedeiro, os patdgenos devem superar 0
sequestro de ferro do hospedeiro para estabelecer infec¢do, porque o ferro livre é
essencialmente indisponivel in vivo. Para contrabalancear as condic¢Bes limitantes de ferro,

reservas intracelulares de ferro, as espécies bacterianas evoluiram em varios sistemas de
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transporte de ferro, reservas intracelulares de ferro e sistema de resisténcia ao stress redox
(HIMPSL et al., 2008).

Uma das formas pelas quais as bactérias adquirem ferro férrico extracelular é secretando
quelantes férricos conhecidos como sideréforos, que capturam ferro do ambiente em condicGes
limitantes (HIMPSL et al., 2008; HIMPSL et al., 2011). Evidéncias iniciais sugeriram que P.
mirabilis ndo possuia sider6foros, ao serem realizados experimentos de quelacdo de ferro e
observou-se que P. mirabilis se saia mal quando comparados a outros patdgenos, e em testes
para ensaios de deteccdo de sideroforos P. mirabilis foi negativo (HIMPSL et al., 2011).

Espécies do género Proteus sdo frequentemente relatadas causando graves infecgdes no
trato urinario, sendo necessario em sua estrutura a producdo de sider6foros. Contudo, ao ser
analisado o genoma completo de P. mirabilis, foi detectado a presenca de pelo menos dois
agrupamentos gendmico com genes relacionados a biossintese de sideréforos e transporte ABC
(GAISSER; HUGHES; GEN, 1997; HIMPSL et al., 2011). Agora, sabe-se que P. mirabilis tem
pelo menos trés maneiras de captura de ferro: proteubactina (pbt), um sistema de sintese de
peptideo ndo ribossdmico (nrp) e a-cetoacido. Também pode usar a enterobactina, um
sideroforo produzido por outras bacterias entéricas, embora essa espécie ndo seja capaz de
sintetizar a enterobactina sozinha. Os genes nrp sdo homologos ao gene da yersiniabactina,
codificado dentro de uma ilha de patogenicidade derivada de Yersinia spp. Apesar dos genes
nrp serem homdlogos a yersiniabactina, P. mirabilis é incapaz de utilizar ou produzir
yersinibactina, sugerindo que este locus relacionado a yersiniabactina é funcionalmente distinto
(HIMPSL et al., 2008; ARMBRUSTER; MOBLEY; PEARSON, 2018;).

2.2.4 Formacéo de biofilme

Biofilmes sdo estruturas bem organizadas de comunidade microbianas de uma ou varias
espécies, nas quais as células microbianas estdo ligadas a um substrato e umas as outras. Dentro
dos biofilmes, as células sdo incorporadas a uma matriz autoproduzida composta de
polissacarideos, proteinas, lipidios e DNA extracelular (CHEN et al., 2012; WASFI et al.,
2020a). O processo de formacédo de biofilme é composto de mdltiplos estagios que comegam
pela adesdo bacteriana a superficies bidticas ou abidticas, seguida por fixacdo, formacédo de
microcolbnias e finalmente o desenvolvimento de um biofilme maduro (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010; WASFI et al., 2020).

Entre o enorme arsenal de fatores de viruléncia produzidos por Proteus para causar ITUs

associadas a cateter, alguns fatores de viruléncia tém sido relacionados a formagéo de biofilme
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nesta espécie. Em destaque, a capacidade de enxameamento caracteristico de Proteus, presencga
de fimbrias, producdo de urease, capsula de polissacarideo e bombas de efluxo (Figura 4)
(WASFI et al., 2020).

Figura 4 - O papel de vérios fatores de viruléncia para formacédo de biofilme cristalino por Proteus
mirabilis na superficie de cateter.
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Isso induz a precipitacéo de minerais na urina formando
cristais de estruvita e hidroxiapatita

Superficie do cateter

Superficie do cateter de revestimento
de proteina do hospedeiro

Matrix do biofilme

P. mirabilis migra através
1 da enxameacdo da regido

periuretral ao longo da

superficie do cateter

2 As fimbrias se fixam na capa protéica dos fluidos corporais
da superficie do cateter ou diretamente no material do
cateter. Isso induz a produc&o de exopolissacarideos e
formagéo de biofilme

Fonte: (WASFI et al., 2020)

Proteus é conhecido por sua caracteristica de enxameamento devido a grande
capacidade de motilidade. Em superficie sdlida, esta bactéria desencadeia a diferenciacdo entre
células com hastes curtas para células enxame altamente alongadas e hiperflageladas podendo
se alinhar em conjuntos multicelulares, podendo migrar rapidamente em superficie sélida de
forma coordenada. Essa caracteristica permite que Proteus migre da regido periuretral da
superficie do cateter até a superficie da bexiga urinaria dando inicio a ITUs associadas a cateter
(WASFI et al., 2020).

Inicialmente, a formag&o de biofilme se d& pela fixacdo de célula bacteriana, atraves das
adesinas fimbriais a superficie do cateter. Pelo menos 17 dperons fimbriais foram identificados
no genoma de P. mirabilis por sequenciamento do genoma completo (PEARSON et al., 2008;
SCAVONE et al., 2016; FILIPIAK et al., 2020; WASFI et al., 2020).

Uma caracteristica do P. mirabilisé sua capacidade Unica de formar biofilmes
cristalinos incomuns que geralmente levam a incrustacdo e obstrucdo dos cateteres, tornando

os CAUTIs mais complicados. Dois fatores de viruléncia conhecidos por atuarem na formacéo
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de biofilmes cristalinos de P. mirabilis sdo a enzima urease e 0s polissacarideos da capsula
(CPSs) (JACOBSEN; SHIRTLIFF, 2011; WASFI et al., 2020).

A urease possui uma enzima que catalisa a hidrélise da ureia em dioxido de carbono e
amdnia. O amoniaco resultante é a fonte de azoto preferida para muitas espécies bacterianas.
Uma consequéncia direta da producédo de urease é a geracdo de amoniaco e um aumento no pH
local. O pH alcalino do trato urinario leva a precipitacdo de ions calcio e magnésio e a formacéo
de pedras urinarias compostas de fosfato de aménia magnésio (MgNH4PO4-6H20) (estruvita)
e fosfato de calcio [CalO(PO4)6CO3] (apatite) (SCHAFFER; PEARSON, 2015;
ARMBRUSTER; MOBLEY; PEARSON, 2018).

Em P. mirabilis a urease é codificada pelo 6peron ureDABCEFG. Um regulador ureR é
codificado na cadeia inversa adjacente a esse operon. Ure é uma proteina de ligacdo que induz
a expressdo de urease positiva na presenca de ureia (COKER; BAKARE; MOBLEY 2000).

2.3 Beta-lactamicos: carbapenémicos

O primeiro B-lactdmico surgiu na década de 1920, criado por Alexander Fleming o
Benzilpenicilina foi pensado inicialmente como um agente anti-séptico ou como agente seletivo
para o isolamento de bactérias gram-negativas. No grupo dos B-lactamicos estdo incluidas as
penicilinas, as cefalosporinas, os monobactamicos e os carbapenémicos. Todos estes possuem
em comum o anel-p-lactdmico, que € composto de trés atomos de carbono e um de nitrogénio
(DIAS 2009).

Entre os carbapenémicos mais descritos, ha destaque para imipenem, meropenem e
ertapenem. Esses sdo os carbapenémicos disponiveis atualmente na préatica clinica nos EUA,
Europa e Brasil. Em relacdo a atividade antimicrobiana, 0 meropenem possui atividade para
bactérias gram-negativas, o imipenem possui atividade um pouco superior para bactérias Gram-
positivas e o0 ertapenem ndo tem apresentado atividade contra P. aeruginosa e A. Baumannii.
Os carbapenémicos sdo considerados como a op¢ao terapéutica preferencial para o tratamento
de infeccbes graves associadas aos cuidados de salude com bactérias gram-negativas
multidroga-resistentes. Entretanto, tém sido descritos varios mecanismos de resisténcia aos
carbapenémicos, como a producdo de enzimas carbapenemases. Duas grandes classes de
carbapenemases sdo mais comumente encontradas em enterobactérias atualmente: as metalo-
beta-lactamases (sendo os tipos IMP, VIM, SPM e NDM as mais frequentes), e as serino
carbapenemases (incluindo como mais comuns as do tipo KPC, GES e as OXA-
carbapenemases) (PINTO, et al., 2014).
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Durante a ultima década, houve um alarmante aumento global da incidéncia e
prevaléncia de bactérias gram-negativas resistentes aos carbapenémicos. Na Europa, a
porcentagem média ponderada por populacdo de isolados invasivos resistentes a
carbapenemicos em 2015 foi de 17,8% para Pseudomonas aeruginosa, 8,1% para K.
pneumoniae e 0,1% para E. coli (CENTERS FOR DIASEASE CONTROL AND
PREVENTION. CDC, 2015). A disseminacdo de Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenémicos (ERC) a nivel mundial ameaca o sistema de saude, uma vez que as bacterias
apresentam multiplus mecanismos de resisténcia, tais como a producdo de carbapenemases,
metallo-p-lactamases, oxacilinases e bombas de efluxo (LORENZONI et al., 2017).

Além da disseminacdo de Enterobacteriaceae carreando varios genes de resisténcia em
ambito hospitalar. Sdo cada vez mais frequente relatos da disseminacdo desses patdégenos em
ambiente e em animais carreando genes como, blakpc-2, blakprc-3, blanpm-s, blaoxa-as, blacTx-m-
15, blashv, blatem, blaoxa-1, and blarer-1, blaoxa-1s1 € blavim-1 (BLEICHENBACHER et al.,
2020; HAMZA et al., 2020)

2.3.1 Carbapenemases

2.3.1.1 Serina-Carbapenemase: KPC, GES e OXA

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) é uma [-lactamase que possui a
capacidade de hidrolisar os carbapenémicos (YIGIT et al., 2003). O primeiro isolado detectado
como produtor de KPC, foi encontrado em uma cepa de K. pneumoniae nos Estados Unidos,
em 1996, apresentando resisténcia a todos os B-lactdmicos. Em seguida, surgiram outros relatos
de uma variante da enzima em pacientes hospitalizados na costa leste dos EUA, sendo
denominado de KPC-2 (CHEN et al., 2011). Porém, uma corre¢do posterior revelou se tratar
da mesma variante descrita inicialmente como KPC-1, diferenciando-se apenas por um
aminoéc. A enzima KPC possui identidade de 45% e similaridade >90% para a enzima SME
de Serratia marcescens (YIGIT et al., 2003b), confirmando a ancestralidade com esta enzima.

Existem 95 variantes de blakec que foram descritas até a data (outubro de 2021),
classificadas em ordem de sequéncia numérica em blakpc2 até blakecs?
(http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#KPC). Os genes variantes para KPC j& foram descritos em
vérias espécies de bactérias gram-negativas e em todos os continentes (Figura 5)(APENDICE

A). No Brasil, a variante mais identificada € blakpc-2, mas existem relatos da variante blakpec-3
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em alguns estudos. Recentemente, blakpec-30 foi relatado em Klebsiella pneumoniae em hospital
no Brasil (APENDICE C)(BEIRAO et al., 2010; MIGLIORINI et al., 2021).

Nos Estados Unidos, o primeiro relato de P. mirabilis carreando o gene blakrc
proveniente da hemocultura foi de um paciente diabético de 53 anos (TIBBETTS et al., 2008).
No Brasil, Monteiro et al., (2009) publicaram o primeiro relato da ocorréncia de KPC em 4
cepas de K. pneumoniae produtora de carbapenemase em um hospital terciario na cidade de
Recife. Cabral et al., (2015), relataram o isolamento da primeira cepa de P. mirabilis produtora
de KPC no Brasil, também em Recife. E preocupante a disseminagio do gene blakpc em
bactérias de importancia clinica, principalmente no Brasil. Pinto et al., (2014), em hospitais de
Porto Alegre, relataram uma predominancia de KPC de 48,5% (340/701) em isolados

bacterianos, com K. pneumoniae em 1° lugar.

Figura 5 - Distribui¢do de Enterobacteriaceae KPC positiva e P. aeruginosa coletada de 2012
a 2014.

oKPC-2 ®KPC-3 eKPC-9 0KPC-12 e KPC-18

FIG 1 Distribution of KPC-positive Enterobacteriaceae and P. aeruginosa collected in 2012 to 2014.

Fonte: (KAZMIERCZAK et al., 2016)

Um outro gene também relacionado a producéo de carbapenemase é o gene blaces (B-
lactamase - Guiana Extended Spectrum). A familia GES 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).
Sendo inicialmente classificadas como [-lactamases de Espectro Estendido (ESBL), esta
caracteristica confere a capacidade de resisténcia desde as penicilinas as cefalosporinas de
terceira geracdo. Em adicional, a enzima GES confere a capacidade de hidrolisar o imipenem
(BELTRAOQ; OLIVEIRA; LOPES 2021).

Existem 49 variantes de GES que foram descritas até a data (outubro de 2021),

classificadas em ordem de sequéncia numérica em blaces-1 até blages49 (NAAS et al., 2017)
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(http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#GES) (APENDICE D). blaces j& foi descrito no Brasil em
varias espécies de bactérias gram-negativas, incluindo K. pneumoniae (RIBEIRO, et al., 2014),
Kluyvera intermedia (RIBEIRO et al., 2014), A. baumannii e E. coli. Contudo, sua frequéncia
é maior em P. aeruginosa (APENDICE B).

2.3.1.2 Metallo-Carbapenemases: NDM

As Metallo-carbapenemases (MBL) hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos e ndo sdo inibidas pelo acido clavul6nico. Até o momento sdo conhecidas 7
variantes de MBL, que sdo Verona Imipenemase (VIM), Imipenemase (IMP), Sdo Paulo
metalo-p-lactamase (SPM), German Imipenemase (GIM) e New Delhi Metallo-B-Lactamase
(NDM) (CABRAL 2016).

Séo conhecidas 40 variantes de NDM que foram descritos até a data (outubro de 2021),
e classificados em ordem numeérica de blanpm-1 a blanom-40
(http://bldb.eu/BLDB.php?prot=B1)(APENDICE E). Os genes variantes para NDM ja foram
descritos no Brasil em varias espécies de bactérias gram-negativas, incluindo E. coli (TADA et
al., 2013), P. aeruginosa (VANEGAS et al., 2014), Acinetobacter baumanni (KAASE et al.,
2011), K. pneumoniae (ZHENG et al., 2016) e P. mirabilis (ZHANG et al., 2016).

Apesar de blanowm-1 ser a variante mais frequente desse gene, sdo poucos os relatos em
P. mirabilis. Baraniak et al., (2016) relataram a presen¢a de blanpm-1 em um isolado de P.
mirabilis proveniente de hospital no Afeganistdo. Zhang et al., (2016), relataram a presenca do
gene blanpm-s em um isolado de P. mirabilis proveniente de um hospital na China. Ja Valentin
et al., (2018), relataram isolados de P. mirabilis carreando o gene blanpom-s em Bangladesh na
Austria. No Brasil a variante mais relatada ¢ a blanowm-1. Barberino et al., (2018), relataram a
presenca de blanom em isolados de K. pneumoniae e Citrobacter freundii apresentando
resisténcia aos carbapenémicos, em estudo de caso de dois pacientes internados em hospitais
da Bahia.

2.4 Enzimas de Classe D do tipo OXA

As B-lactamases de Classe D sdo também conhecidas como oxacilinases ou -
lactamases do tipo OXA. Possuem como caracteristica a presenca de um sitio ativo um residuo
serina, assim como observado nas B-lactamases de classe A e C de Ambler (BERT; BRANGER,;
LAMBERT-ZECHOVSKY, 2002).



34

As enzimas do tipo OXA (hidrdlise de oxacilina) sdo amplamente difundidas e foram
descritas principalmente em Enterobacteriaceae e P. aeruginosa. Geralmente possui alto nivel
de atividade hidrolitica contra penicilina, oxacilina e meticilina. Com atividade fracamente
inibida pelo acido clavulanico (BERT; BRANGER; LAMBERT-ZECHOVSKY, 2002;
POIREL et al., 2004; LIKE et al., 2018). As oxacilinases geralmente exibem um fenétipo de
espectro restrito. Além da resisténcia acima mencionada, as enzimas OXAs podem conferir
resisténcia em menor escala ao imipenem e/ou as oxiiminos cefalosporinas, como consequéncia
de mutagOes pontuais em seus derivados (POIREL et al., 2004). Podem apresentar producéo de
ESBL ou carbapenemase a depender da variante. Até o momento, sdo conhecidas 1026 enzimas
de tipo OXA (http://bldb.eu/BLDB.php?prot=D) (APENDICE F).

O surgimento de novo grupo de [-lactamases transmitidas por plasmideos foi
denominada PSE, pois eram considerados especificos para P. aeruginosa. Haviam quatro
enzimas conhecidas PSE-1 a PSE-4. Contudo, em estudos adicionais 0s genes blapse foram
transferidos para cepa de E. coli, comprovando a denominacgéo incorreta da enzima como
especifica para P. aeruginosa. Quando os genes foram sequenciados, blapse2 estava
intimamente relacionado as B-lactamases OXAs. Posteriormente esta enzima foi denominada
de OXA-10 (EVANS; AMYES, 2014)

As enzimas OXAs mais frequentemente encontradas sdo OXA-23, OXA-48 e OXA-58
(; JEON et al., 2005; FERREIRA et al., 2011; MANAGEIRO et al., 2014; SAMPAIO et al.,
2014; HAMMOUDI et al., 2015; SKALOVA et al., 2016; BERLEUR et al., 2018; AYOUB
MOUBARECK et al., 2021). O primeiro produtor de OXA-48 identificado foi de uma cepa de
K. pneumonia isolada na Turquia em 2003 (POIREL et al., 2004). No Brasil, foi detectado
blaoxa-370, um derivado de blaoxa-ss de E. cloacae recuperada de swab retal de paciente adulto
em Porto Alegre (SAMPAIO et al., 2014). blaoxa-23 foi amplamente detectado em isolados de
A. baumannii (CARVALHO et al., 2009; FERREIRA et al., 2011; GROSSO et al., 2011,
CORREA et al., 2012;).

2.5 Resisténcia a Quinolonas Mediada por Plasmideos (PMQR)

A resisténcia a Quinolonas Mediada por Plasmideos (PMQR) foi relatada em 1998, 31
anos depois que o &cido nalidixico comegou a ser usado clinicamente e 12 anos depois que as
quinolonas modernas foram aprovadas para uso (MARTINEZ-MARTINEZ; PASCUAL;
JACOBY, 1998; HOOPER; JACOBY, 2016;). O primeiro relato de PMQR foi de um isolado

multirresistente de K. pneumoniae de amostra de urina no Alabama, que poderia transferir
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resisténcia a ciprofloxacina de baixo nivel para uma variedade de bactérias gram-negativas
(MARTINEZ-MARTINEZ; PASCUAL; JACOBY 1998; HOOPER; JACOBY, 2016).

A PMQR compreende os genes de resisténcia gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrVC, gnrE,
gnrAS, aac(6’)-1b-cr, OgxAB e QepA. A clonagem e sequenciamento de gnrA revelaram que
este gene codifica uma proteina com 218 amino&cidos. Outras pesquisas levaram a descoberta
de genes relacionados a proteinas de repeticao de pentapeptideo mediadas por plasmideo gnrsS,
gnrB, gnrC, gnrD, gnrE, gnrAS e gnrVC. Esses genes gnr diferiam entre si por 35% ou mais.
Variedades alélicas que diferem em 10% ou menos foram descritas em quase todas as familias:
atualmente sete para QnrA, 78 para QnrB, uma para QnrC, duas para QnrD, nove para QnrS e
seis para QnrVC (JACOBY; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014; HOOPER; JACOBY, 2016;).

A enzima 6’-N-acetiltransferase type Ib-cr (AAC(6’)-1b-cr) é uma variante da enzima
de resisténcia a aminoglicosideos aac(6’)-1b, fornecendo resisténcia a canamicina, tobramicina
e amicacina. E adicionalmente confere baixo nivel de resisténcia a fluoroquinolonas que afetam
0 grupo piperazinil ndo substituido, como norfloxacina e ciprofloxacina (ROBICSEK et al.,
2006; RAHERISON et al., 2017).

A disseminacdo de determinantes de resisténcia, como aac(6°)-1b3 ja foi relatado em
isolados clinicos de A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli e Enterobacter
cloacae em diversos paises incluindo Brasil . Além disso, a presenca de genes PMQR em
elementos mdveis como transposons e integrons inseridos em plasmideos podem contribuir
para a disseminacdo e selecdo de cepas multidroga resistentes, uma vez que cassetes de
integrons de classe | séo frequentemente encontrados albergando aac(6°)-1b3, que podem
adicionalmente abrigar outros genes de resisténcia, como gnrA, gnrB, blaoxa-zo, blaoxa-10, sull
e aadAl (STRAHILEVITZ et al., 2009; RAHERISON et al., 2017).

Recentemente, um gene hibrido semelhante a ambos genes aac(6°)-1b3 e aac(6’)-1b-cr
foi caracterizado e nomeado aac(6’)-1b-D179Y (Figura 6). Este novo gene pode conferir
resisténcia elevada a amicacina e as fluoroquinolonas, assim como 0s genes aac(6’)-1b3 e
aac(6’)-1b-cr, respectivamente (SATO et al., 2020a).
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Figura 6 - Presenca de aac(6°)-1b-D179Y em SMKPO03, anélise gendmica de pSMKP03 e comparacdo
com outros plasmideos por BLAST. (A) Ocorréncia de aac(6’)-1b-D179Y em SMKPO03. aac(6’)-1b-
D179Y abrigou uma substituicdo de aminoacido, R102W, em relacdo a aac(6’)-lb-cr em SMKPO1,;
assim, AAC (69) -1b-D179Y ¢é geneticamente intermediario entre aac(6’)-1b e aac(6’)-1b-cr devido a
presenca de substituicdes dos aminoacidos quiméricos 102W e 179Y.

(A)

SMKPO1
AAC(6')-Ib AAC(6')-Ib-cr

102 179 102 179
mE-E) -
[

SMKPO3
AAC(6')-Ib-D179Y

102 179
-
Fonte: (SATO et al., 2020b)

2.6 Plasmideos e grupos de Incompatibilidade Plasmidial (Inc)

Os dois principais fatores envolvidos na resisténcia bacteriana a antimicrobianos é a
pressdo seletiva e aquisicdo de genes de resisténcia. Esses genes que codificam resisténcia
podem estar localizados no DNA cromossomal bacteriano ou principalmente nos plasmideos.
O DNA cromossémico € estavel, por seu tamanho relativamente grande se comparado ao DNA
plasmidial, este ultimo por sua vez é facilmente transportado de uma linhagem a outra por
conjugacao bacteriana, permitindo a transferéncia de genes de resisténcia em conjunto (LIMA
etal., 2014; PEREIRA et al., 2015).

Os plasmideos sdo elementos genéticos circulares e extra cromossémico que tém a
capacidade de se replicar utilizando uma sequéncia de DNA que serve como uma origem de
replicacdo (um ponto inicial para a replicacdo de DNA). E apesar da replicacdo plasmidial ser
auténoma, os plasmideos possuem importantes mecanismos que controlam o nimero de copias
daquele mesmo plasmideo numa célula bacteriana (OZGUMUS et al., 2008; SCHWARZ,
JOHNSON, 2016). De acordo com a capacidade dos plasmideos serem transmitidos através da
conjugacao bacteriana, os mesmos podem ser classificados em plasmideos conjugativos e ndo
conjugativos (CARATTOLI et al., 2009; ROGERS; STENGER, 2012).

Os plasmideos conjugativos podem ser incompativeis entre si, impedindo a coexisténcia
de tipos iguais em uma mesma célula, pertencendo ao mesmo Grupo de Incompatibilidade

Plasmidial (Inc) (BERGER et al., 2013). A incompatibilidade é uma manifestacéo da relagdo
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entre plasmideos que compartilham origens de replicagdo comum (BERGER et al., 2013;
DATTA; HUGHES, 1983; COUTURIER et al., 1988).

A identificacdo do grupo Inc tem sido frequentemente usada para classificar os
plasmideos. O método tem sido uma ferramenta importante para rastrear a difusdo de
plasmideos conferindo resisténcia antimicrobiana e também para acompanhar a evolugéo e
disseminacéo de plasmideos emergentes (CARATTOLI et al., 2005).

Couturier et al. (1988) desenvolveram um novo método para a identificacdo dos
principais replicons de plasmideos circulantes entre as Enterobacteriaceae. Este método baseou-
se na hibridacdo com 19 sondas de DNA que reconhecem diferentes replicons basicos
(COUTURIER et al., 1988). Os plasmideos parecem aumentar a diversidade genética
bacteriana, adquirindo e perdendo genes, e podem ser trocados horizontalmente entre
populacOes bacterianas por conjugacao ou mobilizacdo (FRANCIA et al., 2004). Elas contém
genes essenciais para a iniciacao e controle de genes de replicacdo e acessorios que podem ser
Gteis ao seu hospedeiro bacteriano tal como resisténcia antimicrobiana ou genes de viruléncia
(FRANCIA et al., 2004).

A identificacdo e classificacdo dos plasmideos deve basear-se em caracteristicas
genéticas presentes e constantes. Esses critérios sdo melhor atendidos por tragos relacionados
com a manutencao do plasmideo, especialmente controles de replicacdo (RODRIGUES et al.,
2016). Desde 2005, esta disponivel um esquema de tipagem com base em PCR, tendo como
alvo os replicons das principais familias de plasmideos que ocorrem em Enterobacteriaceae
(HI2, HI1, 11-x, X, L/ M, N, FIA, FIB, FIC,W, Y,P,A/C, T,K,B/0O) (CARATTOLI et al.,
2005).

Dentre os plasmideos ja relatados, hd destaque para o IncQ. Este é um plasmideo
pequeno e promiscuo e, embora ndo conjugativo, tem a capacidade de ser mobilizavel.
Plasmideos IncQ albergando blakec foram relatados em isolados clinicos, como K. pneumoniae,
P. aeruginosa e K. aerogenes no Brasil (CERDEIRA et al., 2017; BELTRAO et al., 2020).
Esse fato pode indicar que o IncQ foi o plasmideo responsavel pela disseminacdo do gene
blakpc no Brasil (BELTRAO et al., 2020).

2.7 Tipagem Molecular

Desde a descoberta de cultivos bacterianos em cultura pura realizada por Koch, o

laboratorio tem sido um componente importante para a investigacdo da epidemiologia de
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bactérias patogénicas (FOXMAN et al., 2005). Com o tempo a necessidade de discriminar
cepas bacteriana da mesma espécie aumentou.

Técnicas foram elaboradas com o intuito de definir a relacdo clonal de cepas de uma
mesma especie. O que antigamente eram utilizadas técnicas fenotipicas como, sorotipo, biétipo,
tipagem fégica ou antibiograma. Com o passar do tempo, foram elaboradas técnicas baseadas
em sequencias génicas que se mostraram mais eficientes, apesar dos custos serem mais elevados
(FOXMAN et al., 2005).

As metodologias de Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain
Reaction (ERIC-PCR), Repetitive extragenic palindrome (REP-PCR), ribotipagem, pulsed field
gel eletrophoresis (PFGE), sequenciamento do gene rRNA 16S, multilocus sequencing type
(MLST) e multilocus variable number tandem analysis (MLVA), tém sido utilizadas com
sucesso para tais finalidades (FOXMAN et al., 2005).

A ERIC-PCR baseia-se na familia de elementos repetitivos presentes em sequencias
gendmicas de DNA bacteriano. A ERIC é um palindromo imperfeito de 127pb que ocorre em
multiplas copias em sequéncias intergénicas nao codificantes e altamente conservados do
genoma de bactérias entéricas e vibrios. Os nimeros de cdpias de sequencias variam entre
espécies bacterianas (DUAN et al., 2009). As bactérias sdo diferenciadas de acordo com o
numero de copias e posicdo das bandas em gel d eletroforese.

ERIC-PCR ja foi amplamente utilizada para a detec¢do de relacdo clonal entre espécies
de Enterobactérias. Em P. mirabilis foi observada uma grande eficiéncia na determinacédo de
relacdo clonal entre esta espécie. Michelim et al., (2008), analisaram relacdo clonal entre
isolados de P. mirabilis utilizando diferentes técnicas de tipagem génica, e observaram que
ERIC-PCR possui alta capacidade discriminatoria para determinar o perfil clonal dos isolados
comparando com outras técnicas, como RAPD, BOX-PCR ou REP-PCR. Um outro estudo
investigou a eficiéncia e capacidade discriminatoria de ERIC-PCR e PFGE (considerada padréo
ouro em analise de perfil clonal) em 64 isolados de P. aeruginosa e observaram que as duas
técnicas possuem capacidade discriminatéria igual (DUAN et al., 2009; GALES et al., 2003b;
AHMED et al., 2015; CODJOE et al., 2019;).

Diferente de outras técnicas, MLST tem sido amplamente utilizada para a definicéo de
relacdo clonal e permite que o perfil clonal de isolados bacterianos relatados mundialmente
sejam comparados em um banco de dados on line (https://pubmlst.org). Essa tem sido uma das
técnicas mais consideradas e utilizadas para determinar os clones (ST) bacterianos
mundialmente (MAIDEN, 2006). Contudo, essa técnica ainda ndo foi padronizada para a

investigacgdo de clones ST no género Proteus. Por outro lado, a técnica de ERIC-PCR pode ser
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uma ferramenta molecular atil para a tipagem molecular de P. mirabilis, podendo ser
determinada a relacao clonal, como foi sendo mostrada para K. pneumoniae, que também ¢ da
ordem Enterobacterales (MICHELIM et al., 2008; CODJOE et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar genes de viruléncia, resisténcia aos beta-lactamicos e quinolonas, e relagao
clonal em isolados clinicos de Proteus mirabilis carreadores e ndo carreadores do gene blaxpc-

2 0u blanpm-1 provenientes de um hospital publico de Recife de 2017 a 2019.

3.2 Objetivos especificos

o Analisar a presenca dos genes de viruléncia mrpG, pstS, nrpG, pbtA, ucaA e
pmfA nos isolados de P. mirabilis;

o Comparar a frequéncia dos genes de viruléncia nos isolados portadores e nao
portadores do gene blakrc ou blanom nos isolados do estudo;

o Verificar a presenca dos genes de resisténcia aos beta-lactamicos, blakpc, blavim,
blaive, blaspm, blaces, blanom, blaoxa-10, blaoxa-23, blaoxa-4s, blaoxa-ss € as quinolonas gnrD
nos isolados do estudo;

o Determinar o perfil genético e relagdo clonal dos isolados de P. mirabilis;

o Determinar o contetido genético plasmidial de isolado de P. mirabilis carreador

de blakpc ou blanpw;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Hospital do estudo

O hospital do estudo é localizado em Recife, Pernambuco. Foi fundado em 1948. Atende
mais de 5 mil pacientes por més nas suas quatro emergéncias (Clinica, Cardioldgica,
Otorrinolaringologia e Maternidade de alto risco); mais de 10 mil consultas ambulatoriais por
més no ambulatério de especialidades. Sdo 477 leitos disponiveis para a populacgdo, sendo 59
de UTI adulto e neonatal. Uma das principais areas de referéncia é a Cardiologia, area na qual
ele é credenciado pelo Ministério da Saude (MS) como Centro de Referéncia em Alto
Complexidade em Cardiologia. A maternidade de alto risco é outra area de referéncia deste
hospital, contribuindo de forma importante com a Rede Materno Infantil do Estado.
Credenciado pelo MS como de alta complexidade em salde auditiva, sendo principal referéncia
desta especialidade no estado.

4.2 Origem e coleta das amostras

Os isolados bacterianos foram coletados no laborat6rio de Microbiologia de um Hospital
publico de Recife-PE. Os isolados foram inoculados em meio de Transporte Stuart, embalados
em sacos ziplock, acondicionados em caixas térmicas hermeticamente fechadas e levados para
o Laboratério de Biologia Molecular e Genética Bacteriana (Area de Medicina Tropical, CCM,
UFPE).

4.3 Critérios de inclusao e excluséo

Como critérios de inclusdo foram adicionados ao estudo 39 isolados clinicos de P.
mirabilis, 20 isolados carreadores e 19 nédo carreadores do gene blakpc, provenientes de
diferentes sitios de infeccdo, fornecidos pelo hospital publico de Recife, no periodo de 2017 a
2019.

Foram excluidos do trabalho isolados que na confirmacdo de identificacdo nao

correspondiam a espécie de P. mirabilis.

4.4 Isolados Bacterianos
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As amostras bacterianas foram identificadas inicialmente no laboratorio de
microbiologia do hospital pelo sistema bioguimico automatizado, Phoenix-BD™. No
Laboratorio de pesquisa da UFPE os isolados foram semeados em Agar Hektoen Enteric
(KONEMAN et al., 2017). Para a confirmagdo da pureza das culturas bacterianas foram
utilizados os testes bioquimicos agar Indol Sulfeto Motilidade (SIM), agar Triple Sugar Iron
(TSI), Lisina, Citrato, ornitina e urease.

As bacterias foram mantidas em estoque congelado com glicerol 15% a -20°C, e para
analise foram cultivadas em Caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 18 horas a 37°C e semeadas

em agar nutriente ou agar LB (Luria-Bertani).

4.5 Deteccédo da susceptibilidade a antimicrobianos

Todos os isolados foram caracterizados quanto ao perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos através dos resultados dos testes automatizados, Phoenix-BD™, advindos do
hospital, utilizando os seguintes antimicrobianos: ertapenem (ERT), imipenem (IPM),
meropenem (MPM), ampicilina (AMP), ampicilina-acido clavulanico (AMC), ampicilina-
sulbactam (AMP/SUL), piperacilina-tazobactam (PPT), cefturoxima (CFU), cefoxitina (CFO),
ceftriaxona (CTX), ceftazidima (CTZ), cefepime (CPM), amicacina (AMI), gentamicina
(GEN), ciprofloxacina (CIP), levofloxacina (LEV), Cefalotina (CFL) e Nitrofurotoina (NIT),
de acordo com o CLSI (2020).

4.6 Extracgao e quantificacdo de DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada por kit Wizard Genomic DNA purification, de
acordo com especificacdes do fabricante (Promega). O DNA foi quantificado utilizando o
equipamento Nano Drop e diluido para uso em agua Milli Q estéril a 20ng/uL. O DNA extraido

foi estocado em freezer -20°C.

4.7 Condicdes da PCR para identificacdo dos genes mrpG, pstS, nrpG, pbtA, ucaA e pmfA

Os genes de viruléncia mrpG, pstS, nrpG, pbtA, ucaA, pmpA e pmfA foram investigados
em todos os isolados de P. mirabilis pela técnica de PCR e os iniciadores descritos na tabela 3.
Os iniciadores para os genes de viruléncia foram desenhados no presente trabalho, pois ndo

foram encontrados primers para tais genes na literatura. Os iniciadores foram desenhados com
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o0 auxilio da plataforma primer-BLAST NCBI e em seguida, foram realizados PCR in silico na
plataforma In silico PCR Amplification, utilizando sequencias de DNA genémico sob nimero
de acesso Gene Bank: NC_022000, ACLE01000068 e NC_010554. As reacdes de amplificagdo
foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1pl de DNA
gendmico a 20ng/ul, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig
Biotec), 25 mM de MgCl, e 10 umol dos iniciadores. Em cada partida de amplificacdo foi
incluso um controle negativo e positivo para cada gene. As amplificacfes dos genes foram
realizadas com ciclos de desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos,
consistindo em cada ciclo de 1 minuto & 95°C para desnaturacdo, 1 minuto temperatura de
anelamento do iniciador para cada gene (Tabela 2) e 1 minuto a 72°C para extensao. Apos estes

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



Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores utilizados na PCR para o estudo.
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Genes Sequéncia dos iniciadores Tamanho  Temperatura Ref.
fragmento de
Anelamento
blakpc TGTCACTGTATCGCCGTC 882pb 63 °C (YIGIT et al., 2001a)
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
blaces ATCAGCCACCTCTCAATGG 860pb 55 °C (BOYD, D. et al., 2015)
TAGCATCGGGACACATGAC
blanpm TGCCCAATATTATGCACCCGG 621pb 60 °C (HUANG et al., 2017)
CGAAACCCGGCATGTCGAGA
blavim CAGATTGCCGATGGTGTTTGG ND 62 °C (CABRAL et al., 2012)
AGGTGGGCCATTCAGCCAGA
blaivp GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 232pb 60 °C (CABRAL et al., 2012)
GTGATGCGTCYCCAAYTT CACT
blaspm CCTACAATCTAACGGCGACC 271pb 63 °C (GALES et al., 2003b)
TCGCCGTGTCCAGGTATAAC
blaoxa-10 TCAACAAATCGCCAGAGAAG 276pb 62 °C (BERT; BRANGER,;
TCCCACACCAGAAAAACCAG LAMBERT-ZECHOVSKY.,
2002)
blaoxa-23 GATCGGATTGGAGAACCAGA 501pb 57°C (RANJBAR; ZAYERI,
ATTTCTGACCGCATTTCCA MIRZAIE, 2020)
blaoxa-4s TTGGTGGCATCGATTATCGG 743pb 55°C (POIREL et al., 2004)
GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
blaoxa-ss CGATCAGAATGTTCAAGCGC 800 ND (POIREL; NORDMANN,
ACGATTCTCCCCTCTGCGC
2006)
gnrD CGAGATCAATTTACGGGGAATA 500 61 °C (CAVACO et al., 2009)
AACAAGCTGAAGCGCCTG
aac(6°)-1b CCCGCTTTCTCGTAGCA 500pb 52 °C (FIRMO et al., 2020)
TATGAGTGGCTAAATCGAT
mrpG GGCTTTTGCAATACCGGACAAC 365pb 63 °C Este trabalho
CACCCGCAGTTAATGACATCT
TGTC
pstS CATTGCCGCTGCACTTTCAA 974pb ND Este trabalho
TTGTTTTCCAAGCGGCACG
ucaA GCATTTGCTGGCTCATCTATGG 496pb ND Este trabalho
AGGCAATGGTGTAATGAACGG
pmfA GCTTTGGCTGCGGCTTTAG 496pb ND Este trabalho
CACCTGGCGTTACTTTAGCG
nrpG TAATGAGGTGCATATCTGGATTGG 718pb ND Este trabalho
T
TAAATGATGTGGCAGGTTGCTT
pbtA ATTGCAGGGCAACAAACTGC 1667pb ND Este trabalho
AGTTCAAGCTCTTCGCCGAT
ERIC ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC ND 36 °C (DUAN et al. 2009)

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

Fonte: A autora (2021)
ND — Nao determinado
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4.8 Condicdes da PCR para identificacdo dos genes blakpec, blaoxa-10, blaoxa-23, blaoxa-ss,

blaoxa-ss, blavim, blaivpe, blasem, blaces, blanom € gurD, aac(6’)-1b

Os genes de resisténcia blakec, blaoxa-10, blaoxa-23, blaoxa-4s, blaoxa-ss, blaspm, blavim,
blaivp, blaces, blanom e gnrD foram investigados em todos os isolados P. mirabilis pela técnica
de PCR, com o iniciador descritos na Tabela 2. As rea¢des de amplificacdo foram preparadas
em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1pl de DNA genémico a 20ng/ul, 1,0U
da enzima Tag DNA polimerase (Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl;
e 10 umol dos iniciadores. Em cada partida de amplificacéo foi incluso um controle negativo e
positivo para cada gene. As amplificacBes dos genes blaces e blanpm foram realizadas com
ciclos de desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo em cada
ciclo de 1 minuto a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto temperatura de anelamento do iniciador
para cada gene (Tabela 2) e 1 minuto a 72°C para extensdo. Apds estes ciclos foi realizada uma

etapa de alongamento final de 10 minutos a 72 °C.

4.9 Eletroforese em gel de agarose

Apdbs a PCR todos os produtos foram corados com Blue Green Loading Dye (LGC
Biotechnology) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TBE e
voltagem constante de 100V. Foram utilizados um marcador de peso molecular de 100pb como
padrdao de peso molecular, visualizados em transiluminador de luz UV e fotografados em

sistema de foto documentacao Photocap da Vilber Lourmat.

4.10 Sequenciamento dos amplicons para os genes de viruléncia e resisténcia detectados

Foram selecionados produtos de PCR positivos para cada gene de resisténcia e
viruléncia, para confirmacéo da identificacdo dos genes e determinacao das variantes dos genes
de resisténcia. Os produtos de PCR positivos foram purificados através de Kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) e sequenciados pelo método de terminagéo
de cadeia de desoxirribonucleotideo (SANGER et al., 1977). O sequenciamento dos amplicons
foi realizado no laboratério multiusuarios Plataforma de Sequenciamento LABCEN/CCB na
UFPE. As sequéncias de nucleotideos foram analisadas pelos programas BLAST e Clustal W

do European Bioinformatics Institute. A traducao dos nucleotideos em proteinas foi realizada
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utilizando o programa expasy (http://web.expasy.org/tools/ translate). As sequéncias de
nucleotideos foram depositadas no GenBank, sob nimeros de acesso: MW536487, MW527065,
MW536486, MW548282, MW536486, MW554921 e MW581825.

4.11 ERIC-PCR

A tipagem molecular para determinar a relacdo clonal dos isolados foi realizada pela
ERIC-PCR conforme a metodologia de Cabral et al. (2012) e com iniciadores descritos por
Duan et al., (2009) Tabela 2. As reagdes de amplificacdo foram preparadas em um volume total
de 25 ul por tubo, compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 100ng/ul, 1,0U da enzima Taq
DNA polimerase (Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,52 mM de MgCl; e 0,4 umol
dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo. As
amplificagdes foram realizadas com ciclos de desnaturagdo inicial a 95 °C por 3 minutos,
seguido de 40 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 92 °C para desnaturacdo, 1 minuto a
36°C para anelamento do primer e 8 minutos a 72°C para extensdo. Apds estes ciclos também
foi realizada uma etapa de alongamento final de 16 minutos a 72 °C (CABRAL et al., 2012).
Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em
tampdo TBE e voltagem constante de 100v. A analise dos fragmentos amplificados pela ERIC-
PCR e a construcdo do dendrograma foram feitas utilizando o software GelAnalyzer 19.1 e

DARwin 5.0, respectivamente.

4.12 Extracéo do DNA plasmidial

Foi selecionado um isolado de P. mirabilis (P20-A2) para realizacdo do sequenciamento
plasmidial por ser multidroga resistente e portadores dos genes blaoxa-10, blanom €/0ou blakec.

A extracdo do DNA plasmidial do isolado P20-A2 foi realizada com o Kit de extragdo
plasmidial PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, de acordo com especificacdes do
fabricante. Para a visualizacdo, o0 DNA plasmidial foi corado com Blue Green Loading Dye
(LGC Biotechnology) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampéao TBE e

voltagem constante de 70V. Foram visualizados em transiluminador de luz UV.

4.13 Sequenciamento completo do DNA plasmidial
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O DNA plasmidial extraido foi quantificado em equipamento Nano Drop e pela
plataforma fluorimétrica Qubit (ThermoFisher Scientific). As bibliotecas foram montadas
utilizando o Kit TruSeq DNA PCR Free (Illumina). A quantificacdo das bibliotecas foi realizada
pela técnica da PCR em Tempo Real através do kit Library Quantification — [llumina/Universal
(Kapa Biosystems). O sequenciamento foi realizado utilizando o equipamento MiSeq
(HMumina), com o cartucho MiSeq Kit V2 de 500 ciclos (Illumina) no Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes-CPgAM-Fiocruz-Recife-PE.

Foram utilizadas diversas ferramentas gratuitas para as analises dos fragmentos
gerados. Os dados foram processados usando o Trimmomatic e montados utilizando a
ferramenta Velvet, através do Velvetoptimiser. Os resultados da montagem foram submetidos
a outro programa de montagem, o Cap3 e a anotacdo foi realizada através do Prokka.

Para a analise dos resultados do sequenciamento foi utilizado o software Artemis
Sanger. E para a observacdo dos genes de resisténcia foram utilizados os sites Resfinder 2.1,
Plasmidfinder, Rapid Annotattion using Subsystem Technology - RAST e Clustal.
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5 RESULTADOS
Artigo 1: Fatores de viruléncia em isolados clinicos de Proteus mirabilis carreando

blakpc-2 e blanom-1€ primeiro relato de blaoxa-10 no Brazil

Artigo aceito na revista Journal of Infection and Chemotherapy
Qualis A4

Introducéo

Proteus mirabilis € uma bactéria gram-negativa pouco estudada, pertencente a ordem
Enterobacterales (ADEOLU et al., 2016), sendo comumente causadora de Infec¢des do Trato
Urinario (ITU) e sepse em humanos (CARVALHAES et al., 2018; MARQUES et al., 2019).
O que é preocupante € a resisténcia intrinseca dessa espécie bacteriana as polimixinas,
nitrofurantoina e tigeciclina (CUNHA; BARON; CUNHA, 2017b). Além disso, esse patdgeno
estd adquirindo genes que codificam carbapenemases com frequéncia crescente, diminuindo o
espectro de acdo dos antimicrobianos existentes. Os genes blakrc € blanom em P. mirabilis
foram relatados em varios continentes e em varios paises, incluindo o Brasil (JACOME et al.,
2012; SHANMUGAM; MEENAKSHISUNDARAM; JAYARAMAN, 2013; GIRLICH et al.,
2015; PILATO et al., 2016; DONG et al., 2019; FIRMO et al., 2020; BITAR et al., 2020). Por
outro lado, existem poucos relatos sobre o blaoxa-10 em qualquer parte do mundo em P.
mirabilis (POIREL et al., 2011; XIAO et al., 2019b; BITAR et al., 2020).

Além da resisténcia, os fatores de viruléncia bacteriana sdo importantes para o
estabelecimento da infecgdo, assim P. mirabilis é capaz de sobreviver no trato urinario e causar
infeccOes do trato urinario graves devido a sua capacidade de produzir diversos mecanismos de
viruléncia, entre os quais esta a adesao a célula hospedeira por diferentes estruturas, incluindo
a fimbria resistente a manose Proteus (MR/P), P. mirabilis fimbriae (PMF) e Uroepithelial Cell
Adhesin (UCA) (PELLEGRINO et al., 2013; SCAVONE et al., 2016; SANCHES et al., 2019).
Essas adesinas s@o importantes na formacédo de biofilme desempenhando papel importante no
estabelecimento de ITUs graves e pielonefrites, especialmente em pacientes cateterizados.
Além disso, essa bactéria também pode usar mecanismo de Transporte de Fosfato (Pst) e
diferentes sistemas de captacdo de ferro, como a proteobactina (Pbt) e a peptideo sintetase ndo-
ribossémica (NRPS) (Yersiniabactina).

Apesar da gravidade das infec¢des causadas por P. mirabilis, ainda ndo existem dados

sobre essas caracteristicas de viruléncia de cepas multirresistentes com blakpc € blanom. Por
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outro lado, em espécies nas quais ha mais estudos, como a Klebsiella pneumoniae, sabe-se que
0s genes de viruléncia sdo mais frequentemente encontrados juntos, em isolados produtores de
KPC (BACHMAN et al., 2011; MELO et al., 2014).

A disseminacdo clonal de patdgenos multirresistentes portadores de blakpc € blanom
pode ser considerada um problema global emergente, inclusive no Brasil, principalmente em
espécies de Klebsiella (CABRAL et al., 2017; FIRMO et al., 2020). Em P. mirabilis, esta
disseminacdo foi em Portugal e na Alemanha, evidenciada em humanos e animais, mas em
estirpes portadoras de outros genes de resisténcia, como blacmy-1 0u blaoxa-ss (LANGE et al.,
2017; MARQUES et al., 2019). As enzimas do tipo OXA sdo amplamente difundidas e foram
descritas principalmente em Enterobacterales e Pseudomonas aeruginosa. Pertencente a classe
D de Ambler, OXA-10 € uma ESBL que apresenta alto nivel de atividade hidrolitica contra
penicilinas, cloxacilina e oxacilina, além de alta resisténcia a ceftazidima (BELTRAO et al.,
2020; YEZLI; SHIBL; MEMISH, 2015).

Considerando que os fatores de viruléncia presentes em P. mirabilis portadores dos
genes blakrc-2 ou blanom ainda sdo pouco conhecidos, o presente estudo se propde a investigar
0s genes mrpG, pmfA, ucaA, nrpG e pbtA em isolados clinicos e ndo portadores de P. mirabilis
dos genes blakpc-2 ou blanpm € analisar a variabilidade genética, relacdo clonal e outros genes

que apresentam resisténcia aos -lactdmicos.

Material e métodos

Isolados bacterianos e teste de sensibilidade antimicrobiana

Foram analisados 36 isolados clinicos de P. mirabilis, dos quais 18 eram portadores e
18 ndo portadores do gene blakrc ou blanpm de diferentes sitios e setores de infeccéo atendidos
sob demanda de um hospital publico de Recife-PE, Brasil, entre 2017 a 2019. Os isolados foram
identificados pelo sistema bioquimico automatizado Phoenix-BD™, e mantidos em estoque
congelado com glicerol 15% a -70 °C, para posterior analise.

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos e de concentracdo inibitéria minima
também foram realizados pelo sistema automatizado Phoenix-BD™, seguindo critérios
determinados pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Os antimicrobianos
testados  foram  ampicilina, B-lactamicos/B-lactamases  (ampicilina/sulbactam e
piperacilina/tazobactam), B-lactamas monociclicos (aztreonam), cefalosporinas (Cefepime,

Ceftazidima e cefuroxima) Aminoglicosideos (gentamicina, amicacina e tobramicina)
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fluoroquinolona (ciprofloxacina), carbapenémicos (meropenem, imipenem e ertapenem) e

tigeciclina.

Extracdo de DNA, design de primer e condi¢cdes de PCR para detectar os genes de

viruléncia e resisténcia

O DNA dos isolados bacterianos foi extraido por meio do Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, EUA), e sua qualidade e quantidade foram avaliadas em
espectrofotdbmetro NanoDrop.

Seis genes importantes associados a viruléncia em P. mirabilis em humanos foram
investigados, incluindo mrpG, pmfA e ucaA (adesinas fimbriais), pstS (transporte de fosfato),
nrpG e pbtA (sideroforos). Os primers foram desenhados neste estudo com o auxilio da
plataforma primer-BLAST NCBI.

As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25ul por tubo,
compreendendo: DNA gendmico a 20ng/ul, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega,
EUA), dNTP 8mM (Promega, EUA), MgCI2 25mM e 20umol de primers. Para cada misturador
de amostra, um controle negativo e um controle positivo (P4-A2; P26-A2; P27-A2) de um
isolado desse mesmo estudo foram adicionados com a confirmagdo da presenca de genes por
sequenciamento do produto de PCR. Com ciclos de desnaturacgéo inicial a 95°C por 5 minutos,
seguidos de 30 ciclos, consistindo - em cada ciclo - de 1 minuto a 95°C para desnaturacéo, 1
minuto de temperatura de anelamento do iniciador para cada gene (Tabela 1) e 1 minuto a 72°C
para extensdo. Apos esses ciclos, uma etapa final de alongamento de 10 minutos foi realizada
a 72°C.
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers que foram usados no estudo

Tamanho dos  Temperatura

Gene Sequéncia dos primers f Referéncia
ragmentos de anelamento
blawec TGTCACTGTATCGCCGTC 882bp 63°C (SCAVUZZI et al., 2019)
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
blanoy TAAAATACCTTGAGCGGGC 439bp 60°C (SCAVUZZI et al., 2019)
AAATGGAAACTGGCGACC
blaoxao TCAACAAATCGCCAGAGAAG 276bp 63°C (BERT; BRANGER;
e ind TCCCACACCAGAAAAACCAG LAM BER';E)%I;C)HOVSKY,
a
blaoxas- TTGGTGGCATCGATTATCGG 743bp 55°C (POIREL; HERITIER et al.,
like GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 2004)
blaoxa-2s- GATCGGATTGGAGAACCAGA 501bp 55°C (RANJBAR; ZAYERI,
like ATTTCTGACCGCATTTCCA MIRZAIE, 2020)
blaoxa-ss- CGATCAGAATGTTCAAGCGC NI 55°C (POIREL; NORDMANN,
like ACGATTCTCCCCTCTGCGC 2006a)
blasen CCTACAATCTAACGGCGACC 700bp 63°C (GALES et al., 2003a)
TCGCCGTGTCCAGGTATAAC
blaces ATCAGCCACCTCTCAATGG 860bp 55°C (MATASEJE et al., 2012)
TAGCATCGGGACACATGAC
blavim CAGATTGCCGATGGTGTTTGG ND 62°C (CABRAL et al., 2012)
AGGTGGGCCATTCAGCCAGA
blaime GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 232bp 60°C (CABRAL et al., 2012)
GTGATGCGTCYCCAAYTT CACT
mrpG GGCTTTTGCAATACCGGACAAC 365bp 63°C Este estudo
CACCCGCAGTTAATGACATCT TGTC
pStS CATTGCCGCTGCACTTTCAA 974bp 63°C Este estudo
TTGTTTTCCAAGCGGCACG
UcaA GCATTTGCTGGCTCATCTATGG 496bp 63°C Este estudo
AGGCAATGGTGTAATGAACGG
omfA GCTTTGGCTGCGGCTTTAG 496bp 63°C Este estudo
CACCTGGCGTTACTTTAGCG
NIpG TAATGAGGTGCATATCTGGATTGGT 718bp 63°C Este estudo
TAAATGATGTGGCAGGTTGCTT
DbtA ATTGCAGGGCAACAAACTGC 1667bp 63°C Este estudo
AGTTCAAGCTCTTCGCCGAT
ERIC ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC ND 36°C DUAN et al. (2009)

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

Fonte: A autora (2021)
ND — Nao determinado; bp — pares de bases; NI — Nao informado pela referéncia

Investigamos em todos os isolados de P. mirabilis cinco genes importantes que
conferem resisténcia a antimicrobianos beta-lactamicos: blakec, blaspm, blaviv, blame, blaces,
blaoxa-10-ike € blanom, estes sendo investigados pela técnica de PCR, seguido de
sequenciamento de amplicons. Para cada ensaio, um controle negativo e um controle positivo
foram adicionados para cada gene investigado. Os controles positivos para 0s genes blaxrc,
blasem, blanom, blaiem, blaoxa-10, blaviv e blages foram Eal8A (BELTRAO et al., 2020), PS6-
A, PS7-A e PS8-A (SCAVUZZI et al., 2019), respectivamente. As reacOes de amplificacdo
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foram preparadas em um volume total de 25 pl por misturador de amostra, compreendendo:
DNA gendmico a 20ng/ul, 1,0U da enzima Tag DNA polimerase (Promega, EUA), dNTP 8mM
(Promega, EUA), MgCI2 25mM e 20 pmol de primers. Um controle positivo e negativo foi
incluido em cada partida de amplificacdo. As amplificacfes foram realizadas com ciclagem,
temperatura de anelamento e pares de primers para cada gene descrito na Tabela 1. Em seguida,
as amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose contendo
CyberSafe (Thermofisher, Reino Unido).

Sequenciamento dos amplicons

Os amplicons dos genes de viruléncia e resisténcia encontrados foram purificados pelo
kit SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega, EUA) e sequenciados pelo método de
terminacdo de cadeia de desoxirribonucleotideo (SANGER et al., 1977). As sequéncias de
nucleotideos foram analisadas pelos programas Bioedit (HALL, 2017), BLAST e ClustalW do
Instituto Europeu de Bioinformatica. As sequéncias de nucleotideos foram depositadas no
GenBank, sob o nimero de acesso: MW536487, MW548282, MW581825, MZ562557 e
MZ562558.

ERIC-PCR

A tipagem molecular para determinar a relagdo clonal dos isolados foi realizada por
Consenso Intergénica Repetitiva Enterobacteriana - Reacdo em Cadeia de Polimerase (ERIC-
PCR) com primers descritos na Tabela 1 (DUAN et al., 2009). As reacdes de amplificacédo
foram preparadas em um volume total de 25 ul por tubo, compreendendo: DNA genémico a
100ng/ul, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega, EUA), dNTP 2mM (Promega,
EUA), MgCI2 25mM e 10 umol de primers. Um controle negativo foi incluido em cada partida
de amplificacdo. As amplificagOes foram realizadas com ciclos de desnaturacdo inicial a 95°C
por 3 minutos, seguidos de 40 ciclos, consistindo - em cada ciclo - de 1 minuto a 92°C para
desnaturacdo, 1 minuto a 36°C para anelamento do primer e 8 minutos a 72°C para extensao.
Apos esses ciclos, uma etapa final de alongamento de 16 minutos também foi realizada a 72°C
(CABRAL et al., 2017). Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,5% em tampdo Tris, Acido Bérico e EDTA (TBE). A andlise dos fragmentos

amplificados por ERIC-PCR e a construcdo do dendrograma foram realizadas nos softwares
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GelAnalyzer (LAZAR; HORVATH-LAZAR, 2010) e DARwin 6.0 (PERRIER,;
JACQUEMOUD-COLLET, 2006), respectivamente.

Resultados
Perfil de origem e suscetibilidade a antimicrobianos de isolados de P. mirabilis

Os isolados clinicos de P. mirabilis analisados vieram de diferentes amostras, incluindo
urina (n = 21/58%), ponta do cateter (n = 6/16,6%), tecido (n = 1/2,7%), secrecéo traqueal (n =
3/7,5%), sangue (n = 1/2,7%), fluido peritoneal (n = 1/2,7%), secrecéo ocular (n = 1/2,7%) e
secrecdo da ferida (n = 1/2,7%) (Tabelas 2 e 3). O setor com maior ocorréncia foi Unidade de
Terapia Intensiva (n = 15/41,6%) seguido de Cardiologia (n = 7/19,4%), Unidade Coronariana
(n =5/13,8%) e Clinica Médica (n = 3/8,3%).

Com relacdo aos dados clinicos dos pacientes, a maioria eram do sexo feminino
(n=24/72%) com média de 58 anos. Dos 33 pacientes analisados 39% (n=13) ficaram internados
por mais de 90 dias e 54% (n=18) foram a Obito. Os antimicrobianos utilizados pertenciam a
grupos, como cefalosporinas, aminoglicosideos, carbapenémicos, glicopeptideo, quinolonas e

lincosamidas (Tabela 2 e 3).
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Tabela 2 - Antibioticoterapia, idade, género, tempo de internacdo e desfecho clinico de pacientes com isolados de P. mirabilis carreadores dos genes blakec ou blanpm de Recife entre 2017 e

2018.
NUmero Amostra Tempo
do Clinica Género/ida de Desfecho
Paciente Setor Perfil de resisténcia Antibidtico terapia d interna e
e (anos) clinico
[cepa mento
(dias)
2/P3-A2 CM Urina AMI (>32); GEN (>8); CPM (>16); CFO (I)(=16); CTX (=32);
CTZ (=4); CFU (>16); CFL (>16); IMP (>8); MER (=8); AMP Meropenem; Vancomicina /74 84 Alta
(>16); AMC (>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL Amicacina; Piperacilina- tazobactam
(>4/76)
3/P4-A2 CCuU Pontade AMI (>32); CPM (>16);CFO (I)(=8); CTX (=32); CFU (>16); CFL Piperacilina-tazobactam; Meropenem;
cateter (>16); IMP (>8); MER (=8); AMP (>16); AMC (>16/8); PPT Levofloxacina; Polimixina; Amicacina; F/66 ND Obito
(>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Linezolide; Moxifloxacina
4/P6-A2 Ccu Pontade AMI (>32); CPM (>16); CFU (>16); CTX (=16); IMP (>8); MER
cateter (=8); AMP (>16); AMC (>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP N&o determinado F/ND ND ND
(>2); TRI-SUL (>4/76)
7/P10-A2 CM Urina AMI (>32); CPM (>16); CFL (>16); CFU (>16); CFO (1) (=16);
CTZ () (=2); CTX (=32); IMP (>8); MPM (=8); ERT (>4); AMP Piperacilina-tazobactam M/39 19 Alta
(>16); AMC (>16/8); PPT (>64/4); CIP (>2); LEV (>4);
10/P14-A2 CCU qu_mdq AMI (>32); AMP (>16) Piperacilina-tazobactam; VVancomicina; M/41 1 Obito
peritonial Meropenem
11/P16-A2  UTI Urina GEN (I)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CFO (>16); CTX (>32); . - L
CFU (>2); CTZ (>16) AMP (>16): AMC (>16/8): PPT (1)(=64/4); Amf(’te”cl'\;l‘a B; Vancomicing; 359 Obito
LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) eropenem F/29
13/P18-A2  UTI Urina GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO
(>16); IMP (=4); ERT (=4); AMP (>16); AMC (>16/8); PPT Ceftriaxona; Vancomicina; Meropenem; 4
(>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Amicacina: Doxacilina: I\/,Ietronigazol*, F/32 ND Obito
13/P23-A2 UTI Urina GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); AMP ' '
(>16); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)
15/P20-A2  UTI Tecido GEN (=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO Meropenem; Vacomicina: Polimixina B: )
(>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (4); AMP (>16); AMC (>16/8); Am iciliné' Amicacina', Dantomicina ’ M/43 104 Obito
PPT (1)(>64/4): LEV (>4): CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) P ' » Dap
17/P25-A2  UTI Urina GEN (1)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); Ceftriaxona- azitromicina; Flaa 148 Shbito
i

CFO (>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (>8); ERT (>4); AMP

Meropenem; VVancomicina; Fluconazol*
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(>16); AMC (>16/8); PPT (I)(>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-
SUL (>4/76)

17/P27-A2

UTI

Ponta de
cateter

GEN (1)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16);
CFO (>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (=8); AMP (>16); AMC
(>16/8): PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)

20/P29-A2

CM

Urina

GEN (1)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16);
CFO (>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (=8); AMP (>16); AMC
(>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)

Meropenem; Vancomicin;
Amicacina; Fluconazol*

F/65

120

Alta

26/P35-A2

CARD

Urina

GEN (I)(=8); CPM (=16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16);
CFO (>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (=8); AMP (>16); AMC
(>16/8); PPT (1)(=64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)

Ceftriaxone; Azitromicina

F/83

ND

Obito

27/P38-A2

UTI

Ponta de
cateter

AMI (1)(=32); GEN (I)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32);
CFU (>16); CFO (>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (>8); ERT
(>4); AMP (>16); AMC (>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP
(>2); TRI-SUL (>4/76)

Ceftriaxona; Ceftazidima; Polimixin B;
Meropenem

F/48

66

Obito

28/P39-A2

UTI

Urina

AMI (>32); GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU
(>16); CTZ (I); IMP (>8); MPM (=8); ERT (>4); AMP (>16);
AMC (>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CPM (>2)

Ciprofloxacina; Clindamicina;
Vancomicing;

M/44

Alta

29/P41-A2

CARD

Urina

AMI (>32); GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU
(>16); CTZ (*); IMP (>8); MPM (=4); ERT (=4); AMP (>16);
AMC (>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2)

Ciprofloxacina

F/79

19

Alta

30/P42-A2

UTI

Urina

AMI (1)(=32); GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32);
CFU (>16); CTZ (>16); CFO (>16); IMP (>8); MPM (=8); ERT
(>4); AMP (>16); AMC (>16/8); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL
(>4/76)

Meropenem; Linezolide; Fluconazol*

F/54

332

Obhito

32/P45-A2

UTI

Ponta de
cateter

AMI (1)(=32); GEN (>8); CPM (=8); CFL (>16); CTX (>32); CFU
(>16); CTZ (>16); CFO (>16); IMP (>8); MPM (=8); AMP (>16);
AMC (>16/8); PPT (1)(64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL
(>4176)

Vancomicina; Meropenem; Cefepime;
Polimicina B; Amicacina; Linezolide

M/59

120

Obito

Fonte: A autora (2021)

M- Masculino; F- Feminino; CCU - Unidade Coronariana; NCCU - Unidade Coronariana Neonatal; UTI - Unidade de Terapia Intensiva; CARD - Cardiologia; CM - Clinica

Médica; (asterisco *) - Antifingico; ND - N&do determinado; AMP - Ampicilina; TRI / SUL - Sulfametoxazol-trimetoprima; AMP / SUL - Ampicilina-sulbactam; PPT -
Piperacilina-tazobactam; CFU - Cefuroxima; CFO - Cefoxitina; CTX - Ceftriaxona; CTZ - Ceftazidima; CPM - Cefepime; MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI -

Amicacina; CFL - Cefalotina; GEN - gentamicina; CIP - Ciprofloxacina; (int) - intermediario; neg - negativo
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Tabela 3 - Antibioticoterapia, idade, género, tempo de internagéo e desfecho clinico de pacientes com isolados de P. mirabilis ndo carreadores dos genes blakec ou blanom de Recife

entre 2017 e 2018.
Numero Amostra Tempo
do clinica . . de
paciente/ Setor Perfil de resisténcia Antibidtico terapia Génerofidade interna De§fgcho
(Anos) ~ clinico
cepa cao
(dias)
1/P2-A2  SC Urina Sensivel a todos 0s antimicrobianos testados Vancomicina M/58 8 Obito
5/P7-A2 CV Fragment GEN (>8); AMP (>16); CIP (>2); LEV (>4); TRI-SUL (>4/76) Alta por
0 de 0sso Levofloxacina; Clindamicina F/ND ND insubordinag
do
6/P8-A2  CARD Urina GEN (>8); CFO (1)(=16); CFL (>16); CTZ (1) (=2); AMP Ceftriaxona; Azitromicina M/54 9 Alta
(>16); AMC (>16/8); CIP (>2); LEV (>4); TRI-SUL (>4/76)
8/P12-A2 CCU Sangue AMI (>32); GEN (>8); CPM (>8); CFL (>16); CFU (>16); Ceftriaxona; Clindamicina; Obito
CTX (>32); AMP (>16) Polimixina B; Meropenem;
L ) F/55 154
Amicacina; Trimetroprim-
sulfamethoxazol
9/P13-A2 ICU Pontade  GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CFU (>16); CTX (>32); Meropenem; Levofloxacina; Obito
cateter AMP (>16); AMC (>16/8); CIP (>2); LEV (>4) Amicacina; Vancomicina;
Polimixin B; Amfotericina; M/71 96
Piperacilina-tazobactam;
Clindamicina
12/P17- ICU Urina GEN (>8); CPM (=8); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); Ceftriaxona-azitromicing; Obito
A2 IMP (=4); AMP (>16); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Piperacilina tazobactam;
Linezolide; Amicaina; F/65 160
Gentamicina; Daptomicina;
Levofloxacina; Fluconazol*
14/P19- ICU Secrecdo  GEN (1)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU Cefepime; Meropenem; Obito
A2 traqueal (>16); AMP (>16); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Tigecicline; Amicacina; £/30 97

Levofloxacina; Polimixina B;
Vancomicina
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15/P21- CCcu Secrecdo  GEN (1)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); Meropenem; VVacomicing; )
A2 traqueal CFO (>16); AMP (>16); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL Polimixina B; Ampicilina; M/43 104 Obito
(>4/76) Amicacina, Daptomicina
16/P24- CARD Secrecao Sensivel a todos os antimicrobianos testados Cefepime; Meropenem:
A2 de ferida Vancomicina; Ampicilina F/57 110 Alta
18/P26- AR Uri ina: Cli icina:
rina Sensivel a todos os antimicrobianos testados Cefalexmaz C_:Imdam'f:m?’ F/29 6 Alta
A2 Gentamicin; Cefalotina;
19/P28- ICU Secrecao Sensivel a todos os antimicrobianos testados Ceftriaxona; Ciprofloxacina;
A2 traqueal Meropengm; I?ollm_lcm_a B £/71 47 Obito
Vancomicina, Amicacina;
Amfotericina
21/P30- CARD Urina CFL (=8) Trimethoprim-
A2 sulfamethoxazole;
Ceftazidima; ceftriaxone- Frl ar Alta
azitromicina;
22/P31- AMB Urina CFL (=8) Paciente
A2 N&o informado F/69 Ndo f or -
hospitali
zado
23/P32- EMER Urina Sensivel a todos os antimicrobianos testados Cefepime; Meropenem; Alta
- F/74 124
A2 Vancomicina
,20\42/P33_ CARD Urina CFL (=8) Ceftriaxone E/82 24 Alta
25/P34- NCCU Secrecdo  AMP (>16); TRI-SUL (>4/76) Vancomcina; Meropenem; -
A2 ocular Oxacilina; Ceftriaxona MFo.7 ND Obito
31/P43- ICU Urina AMI (1)(=32); GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (=32); Ceftriaxona; Vancomicina;
A2 CFU (>16); IMP (>8); AMP (>16); AMC (>16/8); LEV (>4); Piperacilina-tazobactam; )
CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Amfotericina B; Amicacina; F/70 138 Obito
Meropenem; Polimixina B;
clindamicina; Fluconazol*
33/PAE- AT Urina  GEN (I)(=8); AMP (I)(=16); PPT (>64/4); LEV (>4) ND F/ND ND ND

A2
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Fonte: A autora (2021)
M - Masculino; F- Feminino; CCU - Unidade Coronariana; NCCU - Unidade Coronariana Neonatal; UTI - Unidade de Terapia Intensiva; CARD - Cardiologia;
CM - Clinica Médica; AR — Alto risco; (asterisco *) - Antifungico; ND - N&o determinado; AMP - Ampicilina; TRI/ SUL - Sulfametoxazol-trimetoprima; AMP
/ SUL - Ampicilina-sulbactam; PPT - Piperacilina-tazobactam; CFU - Cefuroxima; CFO - Cefoxitina; CTX - Ceftriaxona; CTZ - Ceftazidima; CPM - Cefepime;
MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI - Amicacina; CFL - Cefalotina; GEN - gentamicina; CIP - Ciprofloxacina; (int) - intermediario; neg — negativo;
ND — Nao determinado
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Com relacdo aos isolados ndo carreadores e carreadores de blakec € blanpwm, a
porcentagem de oObitos foi semelhante para ambos o0s grupos, com 62.5% (n=10) de obitos
no grupo néo carreadores e 50% (n=9) nos carreadores de blakec € blanpm.

Entre os pacientes com isolados de P. mirabilis ndo carreadores de blakpc €
blanom, 50% (n=9) tinham mais de 60 anos e destes cinco morreram, 27.7% (n=5) dos
pacientes que tinham entre 40 e 59 anos, um paciente tinha sete meses e outro paciente
29 anos. Dos pacientes com isolados de P. mirabilis carreadores de blakec e blanpm,
31.3% (n=>5) tinham mais de 60 anos, 43.2% (n=7) tinham entre 40 e 59 anos e 25% (n=4)
tinham menos de 40 anos. Com relagdo ao tempo de internagéo a porcentagem para ambos
os grupos foi semelhante, os grupos de carreadores e ndo carreadores de blakpc e blanpwm,
43.7% (n=7) e 44.4% (n=8) ficaram internados por mais de 90 dias, respectivamente.

Todos os pacientes que fizeram uso de cinco ou mais antimicrobianos foram a
6bito em ambos os grupos. Ao todo, os pacientes que fizeram uso de cinco ou mais
antimicrobianos ficaram internados por mais de 90 dias. Dos pacientes que fizeram uso
de um ou dois antimicrobianos nos grupos de isolados carreadores e ndo carreadores de
blakec € blanom apenas um foi a ébito em cada grupo. O percentual da quantidade de
antimicrobianos utilizados pelos pacientes dos dois grupos esta na Grafico 1.
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Gréfico 1 - Percentual da quantidade de antimicrobianos utilizados pelos pacientes com relagdo
ao grupo dos isolados carreadores dos genes blanom € blakec (CNK) e 0 grupo de isolados néo
carreadores de blanom and blakec (NCNK).

Percentual da quantidade de antimicrobianos usados
12

10

IS

N

1or2ABTs 3 ATBs 4 ATBs > 5 ATBs

B CNK ONCNK

Fonte: A autora (2021)
ATBs — Antimicrobianos

Os isolados apresentaram altas taxas de resisténcia aos principais grupos de
antimicrobianos (carbapenémicos, aminoglicosideos, cefalosporinas e quinolonas). Por
outro lado, apresentaram maior sensibilidade a amicacina (n = 12/33%), cefoxitina (n =
12/33%), seguida de meropenem (n = 13/36%) (Tabelas 2 e 3). Os isolados portadores
de blanpm e blakec apresentaram altas taxas de resisténcia quando comparados aos ndo
portadores, principalmente ampicilina (n = 18/100%), amoxicilina-clavulanato (n =
17/94,4%), cefepime (n = 17/94,4%), levofloxacina (n = 16/88,8%), cefuroxima (n =
16/88,8%) e ciprofloxacina (n = 16/88,8%).

Genes de resisténcia a beta-lactamicos

A anélise dos genes de resisténcia aos beta-lactdmicos mostrou que as variantes
mais encontradas foram blaoxa-10 (n = 8), blakec-2 (n = 10) e blanpm (n = 8). Deve-se notar
gue nenhum isolado foi encontrado carregando os genes blakpc e blanom. Dos 36 isolados
de P. mirabilis analisados, 18 carregavam o gene blaoxa-10, apresentando resisténcia a
uma grande variedade de antimicrobianos. A resisténcia a ceftazidima foi frequente em
44,4% (8/18) dos isolados portadores de blaoxa-10 (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4 - Fonte de isolamento, presenga de genes de viruléncia e perfil ERIC-PCR de isolados de P. mirabilis carreadores dos genes blakec e blanom de
Recife em 2017 e 2018.

Classificagdo de

Ide[mﬂ Data_da Setor Amostra clinica Genes de Viruléncia Ger_1esAde_ P_erfl!de_ Perfil de resisténcia resisténcia ERIC
cacéo colheita resisténcia viruléncia R, .
antimicrobiana

i AMI/GEN/AMC/AMP/PPT/CFL/CTX/CPM/CFU/CIP/ XDR

P3-A2 22/09/2017 MC Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA  blakec V5 LEV/ERT/IMP/MER/TRI-SUL E2
AMI/GEN/AMC/AMP/PPT/CFL/CPM/CFO(int)/CFZ( XDR

P4-A2 13/09/2017 uco Ponta de cateter mrpG, pstS, pmfA, ucaA blakrc V4 int)/CTX/CFU/CIP/LEV/ERT/IMP/MER/TRI-SUL E3
AMI/AMC/AMP/PPT/CPM/CFEX/CFU/CIP/LEV/ERT/ XDR

P6-A2 27/09/2017  UCO Ponta de cateter mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA  blakec V5 IMP/MER/TRI-SUL E3
. AMI/AMC/AMP/PPT/CFL/CPM/CTX/CFZ(int)/CFO(i XDR

P10-A2  09/10/2017 CM Urina mrpG, pstS, pmfA, pbtA, nrpG  blakec V5 nt)/CFU/CIP/LEV/ERT/IMPIMER E5
P . AMI/AMC/AMP/PPT/ATM/CPM/CTZI/CTX/ XDR

P14-A2  09/11/2017 UCO Liquido peritoneal ~mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA  blakec V5 ERT/IMP/MER/LEV/CIP/PPT/TRI-SUL ES8
. blanpwm AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CFO/CTZ/CTX/CFUICI XDR

P16-A2  26/01/2018  UTI Urina MrpG, psts, pmfA blaoxa.10-ike V3 PIGEN(INt)/LEV/PPT/(Int)/TRI-SUL E9
UTI . blakec AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CFP/CTX/CFU/CIP/ERT XDR

P18-A2  04/03/2018 Urina mrpG, pstS, pmfA, pbtA blaoxa1o V4 /GEN/IMP/LEV/MER/PPT/TRI-SUL E18
UTI bla AMC/AMP/ATM/CPM/CFO/CTZ/CTX/CFU/ XDR

P20-A2  23/03/2018 Tecido mrpG, pstS, pmfA NDM V3 CIP/ERT/GEN (Int)/IMP/LEV/MER/PPT(Int)/TRI- E12

blaoxa-10-like SUL
P23.A2  20/03/2018 uTi Urina G, 0SS, DA UCAA blakec va AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CTX/CFU/CIPIGE XDR E14
PS, Psts, pmiA, blaoxa.10-1ike N/LEV/TRI-SUL
P25 A2 03042018 o Urina oG DSES. DA, DDA blanowm V4 AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CFO/CTZ/CTXI/CFU/CI XDR E13
P, psts, pmiA, p blaoxa-10 P/ERT/GEN(Int)/IMP/LEV/MER/PPT/TRI-SUL

blanom AMC/AMP/ATM/CPM/CFO/CTZ/CTX/CFUICIP/ER XDR

P27-A2  06/04/2018 UTI Ponta de cateter mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA blaoxa.o V5 T/ GEN(Int)/IMP/LEV/MER/PPT/TRI-SUL E17
. blaxrc MDR

P29-A2 28/03/2018 CM Urina mrpG, pstS, pmfA, nrpG blaoxa1o.ik V4 AMI/AMP/CFL/CFUICIP(Int)/LEV(Int)/TRI-SUL E19

-10-like

XDR

P35-A2 20/04/2018 CARD Urina MrpG, pstS, pmfA blanom V3 AMI(1)/AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CTX/CFU/ E25

blaoxa-10-ike

CIP/GEN/LEV/TRI-SUL



P38-A2

P39-A2

P41-A2

P42-A2

P45-A2

10/06/2018

06/06/2018

07/05/2018

19/06/2018

03/08/2018

UTI

UTI

CARD

UTI

UTI

Ponta de cateter

Urina

Urina

Urina

Ponta de cateter

mrpG, pstS, pmfA, pbtA

mrpG, pstS, pmfA, ucaA
mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA

mrpG, pstS, pmfA

mrpG, pstS, pmfA, pbtA

blanpm
blaoxa-10

blaxrc
blaoxa-10-like

blakpc

blanom
blaoxa-10-like

blanom
blaoxa-10-like

V4

V4

V5

V3

V4

AMI(1)/AMC/AMP/ATM/CPM/CFO/CTZ/CTXICIPIE
RT/GEN (1)/IMP/LEV/MER/PPT/TRI-SUL

AMI/AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CTX/CFU/CI
P/ERT/GEN/IMP/LEV/MER/PPT

AMI/AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CTX/CFUI/CI
P/ERT/GEN/IMP/LEV/ERT/PPT

AMI/AMC/AMP/CFL/CPM/CFO/CTZ/CFU/CIP/ERT/
IMP/MER/GEN/LEV/TRI-SUL

AMC/AMP/AMI/CPM/CFO/CTZ/CFU/CIP/TRI-
SUL/ERT/GEN/IMP/LEV/MER/PPT/

XDR

XDR

XDR

XDR

XDR
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E26

E27

E28

E29

E31

Fonte: A autora (2021)

UCO - Unidade Coronariana; UCON — Unidade Coronariana Neonatal; UTI — Unidade de Terapia Intensiva; CARD — Cardiologia; MC — Clinica Médica; MAT
— Maternidade; AMB — Ambulatorio; CV — Clinica vascular; EMER — Emergencia; AR — Alto Risco; (linha-) — Sensibilidade a todos os antimicrobianos
testados; AMP - Ampicillin; AMP/SUL - Ampicilina-sulbactam; PPT - Piperacilina-tazobactam; CFU - Cefuroxima; CFO - Cefoxitina; CFX - Ceftriaxona;
CTZ - Ceftazidima; CPM - Cefepime; MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI - Amicacina; GEN - Gentamicina; CIP - Ciprofloxacina; CFL - Cefalotina;
(int) - Intermediario; neg - negativo; MDR - Multidroga Resistante; CFU - Cefuroxima; CFO - Cefoxitina; CTX - Ceftriaxona; CTZ - Ceftazidima; CPM -
Cefepime; MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI - Amicacina; CFL — Cefalothina; GEN - Gentamicina; CIP - Ciprofloxacina ; CEFL - Cefalotina; NIT -
Nitrofurantoina; (int) - Intermediario; neg - negativo; MDR - Multidroga Resistente; XDR — Extensivamente resistente a drogas; MDR — resistente a >1 agente
em >3 categorias antimicrobianas; ndo-MDR, sensivel a todas as classes testadas ou resistente a apenas uma ou duas categorias de Drogas antimicrobianas;
XDR, resistente a >1 agentes em todas as categorias exceto uma ou duas categorias antimicrobianas; blaoxa-10-ike — gene blaoxa-10 confirmado por PCR, mas ndo
confirmada a variante derivada pelo sequenciamento de Sanger; blaoxa-10 — a presenca do gene blaoxa-10 foi confirmada por PCR e sequenciamento de Sanger
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Tabela 5 - Fonte de isolamento, presenga de genes de viruléncia e perfil ERIC-PCR de isolados de P. mirabilis ndo-carreadores dos genes blakec e blanom de

Recife em 2017 e 2018.

Classificagdo da

Identifica Data da . o Perfil . o Lo
. . Setor Amostras clinicas Genes de viruléncia o blaoxa-10 Perfil de resisténcia resisténcia ERIC
cao colheita Viruléncia o .
antimicrobiana
P2-A2 25/09/2017 CARD Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg - ndo-MDR El
P7-A2 04/10/2017 Ccv Fragmento de 0sso mrpG, pstS, pmfA, pbtA V4 neg AMP/GEN/CIP/LEV/TRI-SUL MDR E4
. neg AMP/AMC/CFL/CFO(int)/CTZ(int)/CI MDR
P8-A2 02/10/2017 CARD Urina mrpG, pstS, pmfA nrpG, pbtA V5 E2
P/LEV/GEN/TRI-SUL
AMI/GEN/CPM/CFL/CFU/CTX/AMP/ MDR
P12-A2 14/11/2017 UCON Sangue mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg AMC E6
neg AMP/ATM/CPM/CTZ/CTX/CFUICIP/  MDR
P13-A2 20/11/2017 UTI Ponta de cateter mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 o E7
AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CT XDR
P17-A2 06/03/2018 UTI Urina mrpG, pstS, pmfA, nrpG, pbtA V5 blaoxa-10-ike ~ X/CFU/CIP/LEV/GEN/IMP/PPT/TRI- E10
SUL
AMC/AMP/ATM/CPM/CAZICTXICF XDR
P19-A2 23/03/2018 UTI Secrecédo Traqueal mrpG, pstS, pmfA V3 blaoxa-10-tike =
U/CIP/LEV/ERT/GEN (Int)/TRI-SUL
3 AMC/AMP/ATM/CPM/CFO/CTZICT  XDR
P21-A2 25/03/2018 uco Secre¢do Traqueal mrpG, pstS, pmfA V3 blaoxa-10 E13
X/CFU/CIP/LEV/GEN(Int)/TRI-SUL
P24-A2 02/04/2018 CARD Secregdo de ferida mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 blaoxa-10-ike - ndo-MDR E15
P26-A2 27/03/2018 AR Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg - ndo -MDR E16
P28-A2 03/04/2019 UTI Secre¢do Traqueal mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 neg - ndo -MDR E18
P30-A2 13/04/2019 CARD Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 blaoxa-10-like CFL nao -MDR E20
P31-A2 13/04/2018 AMB Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 neg ATM/CFL/NIT ndo -MDR E21
P32-A2 14/04/2018 EMER Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg - ndo -MDR E22
P33-A2 13/04/2018 CARD Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 neg CFL ndo -MDR E23
Secrecéo ocular 50 -MDR
P34-A2 23/04/2018 UCON mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 neg AMP/TRI-SUL nao - E24
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AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/ICAZICF  XDR

P43-A2 19/06/2018 uTI Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 blaoxa-10-like E30
O/CFUICIP/GEN/LEV/TRI-SUL

P46-A2 31/07/2018 MAT Urina mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg AMP(int)/GEN(int)/PPT ndo -MDR E32

Fonte: A autora (2021)

UCO - Unidade Coronariana; UCON — Unidade Coronariana Neonatal; UTI — Unidade de Terapia Intensiva; CARD — Cardiologia; MC — Clinica Médica; MAT
— Maternidade; AMB — Ambulatorio; CV — Clinica vascular; EMER — Emergéncia; AR — Alto Risco; (linha-) — Sensibilidade a todos os antimicrobianos
testados; AMP - Ampicillin; AMP/SUL - Ampicilina-sulbactam; PPT - Piperacilina-tazobactam; CFU - Cefuroxima; CFO - Cefoxitina; CFX - Ceftriaxona;
CTZ - Ceftazidima; CPM - Cefepime; MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI - Amicacina; GEN - Gentamicina; CIP - Ciprofloxacina; CFL - Cefalotina;
(int) - Intermediario; neg - negativo; MDR - Multidroga Resistente; XDR — Extensivamente resistente a drogas; MDR — resistente a >1 agente em >3 categorias
antimicrobianas; ndo-MDR, sensivel a todas as classes testadas ou resistente a apenas uma ou duas categorias de Drogas antimicrobianas; XDR, resistente a >1
agentes em todas as categorias exceto uma ou duas categorias antimicrobianas; blaoxa-1o-ike — gene blaoxa-10 confirmado por PCR, mas nao confirmada a variante
derivada pelo sequenciamento de Sanger; blaoxa-10 — a presenca do gene blaoxa-10 foi confirmada por PCR e sequenciamento de Sanger
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Perfil genotipica de viruléncia

Os genes mrpG, pmfA, ucaA (adesinas fimbriais), pstS (transporte de fosfato),
nrpG e pbtA (sider6foros), foram encontrados em isolados portadores e ndo portadores de
blakec € blanom, mas com frequéncia diferente. Os genes mrpG, pmfA e pstS foram
encontrados em todos os 36 isolados analisados, seguidos por ucaA (n = 21/58,3%), nrpG
(n=16/44,4%) e pbtA (n = 21/58,3%). Os genes que codificam siderdforos (nrpG e pbtA)
foram encontrados concomitantemente em oito dos 21 isolados de amostras de urina,
ocorrendo principalmente em isolados nao blakec e blanom (Tabelas 4 e 5), e em apenas
um isolado que carregava o gene blaxpc.

Os isolados carreadores blanpm-1 0u blakpc-2 apresentaram menor ocorréncia de
genes responsaveis pela sintese de adesinas e siderdforos (ucaA: n = 8/44,4%, pbtA: n =
10/55,5% e nrpG: n = 2/11,1 %), quando comparado ao grupo ndo portador (ucaA: n =
13/72%, pbtA: n = 11/61% e nrpG: n = 14/77%). Além disso, no grupo portador blanpm-
1 e blakec-2, a ocorréncia de isolados com cinco ou mais genes de viruléncia foi menor em

comparagao com 0s grupos nao portadores blanpm-1 € blakec-2 (Gréfico 2).

Graéfico 2 - Distribuicdo de Proteus mirabilis de acordo com o perfil de viruléncia para o grupo
de isolados carreadores dos genes blanom € blakec (CNK) e o grupo de isolados ndo-carreadores
dos genes de blanom € blakec (NCNK).

14

12

NCNK
10

8 BCNK

Numero de isolados de Proteus mirabilis

N

V3 \Z! V5 V6
Perfil de viruléncia

Fonte: A autora (2021)
V — Perfil de viruléncia
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Os isolados portadores de blaoxa-10 apresentaram percentuais de menor viruléncia
dos genes ucaA (n= 7/38,8%), pbtA (n= 7/38,8%) e nrpG (n= 5/27,7%), quando
comparados a blanowm e blakpc isolados de portadores (Tabelas 4 e 5).

ERIC-PCR

Trinta e dois perfis genéticos diferentes foram detectados por ERIC-PCR entre 0s
36 isolados de P. mirabilis analisados neste estudo (Figura 1). Apenas quatro perfis
incluiram dois isolados: E2 (P3-A2 e P8-A2), E3 (P4-A2 e P6-A2), E11 (P18-A2 e P19-
A2) e E13 (P21-A2 e P25-A2). Esses isolados com o mesmo perfil clonal vieram de
diferentes setores, amostras bioldgicas e diferentes padrdes de resisténcia e viruléncia
(Tabelas 4 e 5).
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Figure 1 - Dendrograma do perfil genético dos isolados de Proteus mirabilis. Andlise de cluster por ERIC-PCR usando o coeficiente de similaridade de Jaccard
e 0 método de cluster Weighted Neighbour-Joining. A escala indica a porcentagem da distancia genética.
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Discusséo

Proteus mirabilis é um dos principais patégenos causadores de ITUs graves,
principalmente em pacientes que usam cateter por muito tempo. No entanto, estudos sobre
fatores de viruléncia importantes para o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro e
sobre resisténcia aos antimicrobianos ainda sdo limitados (FIRMO et al., 2020;
MARQUES et al., 2019b; PILATO et al., 2016). Os genes blavim, blaive € blaoxa sdo
relatados com menos frequéncia em P. mirabilis em comparacdo com blakpc e blanpm
(OLIVEIRA et al., 2021; GIRLICH et al., 2015; SCAVUZZI et al., 2019). No presente
estudo, ndo foram encontrados isolados co-portadores de blakpc e blanom. No entanto,
em outro estudo recente realizado no Brasil, isolados de P. mirabilis e K. pneumoniae,
co-carregavam os dois genes (FIRMO et al., 2020). Em rela¢do ao blaoxa-10, até onde
sabemos, este é o primeiro relato da presenca desse gene em P. mirabilis no Brasil. O
blaoxa-10€m Proteus ja foi relatado na China (XIAQ et al., 2019), Suica (POIREL et al.,
2011), Itélia (BITAR et al., 2020) e Grécia (GALANI et al., 2012). Pela primeira vez,
cepas de P. mirabilis co-portadoras de blaoxa-10 € blakpc. A presenga de P. mirabilis
portador de blaoxa-10 € preocupante porque este gene codifica uma ESBL que hidrolisa
oxiimino-cefalosporinas e em menor grau imipenem. Além disso, a presenca de genes
para carbapenemase em isolados de P. mirabilis portadores de blaoxa-10 limita as op¢des
terapéuticas existentes.

Com relacdo a diversidade genética pela ERIC, foram encontrados 32 perfis
clonais distintos, de um total de 36 isolados analisados. Diversos isolados apresentaram
perfil de viruléncia e resisténcia semelhante, mesmo pertencendo a agrupamentos clonais
diferentes. Por outro lado, os grupos clonais compartilhados por mais isolados possuiam
caracteristicas de resisténcia e viruléncia diferentes. Isso sugere que algumas
caracteristicas podem ter surgido pela aquisicdo de plasmideos, mutacdo ou outros
mecanismos genéticos (OLIVEIRA et al., 2021b). Como observado neste estudo, a
disseminacdo multiclonal, pode favorecer a sobrevivéncia e persisténcia dessa bactéria
no ambiente hospitalar, colonizando e causando infec¢fes nos pacientes. Adicionalmente,
a variabilidade clonal destas cepas pode dificultar as medidas terapéuticas empregadas
pelos profissionais de salde, como terapias empiricas, mesmo que a implementacao da
Comisséo de Controle Infeccdo Hospitalar (CCIH) seja eficiente. Como ja mencionado
no presente estudo, isolados de P. mirabilis foram encontrados causando infecgdes

urinarias no mesmo paciente em epocas distintas. Tragar o perfil microbioldgico e de
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resisténcia de P. mirabilis ndo é tarefa facil comparado aos demais patdgenos causadores
de infecgdes, como Klebsiella pneumoniae ou Klebsiella aerogenes, que sabidamente
possuem o gene blakec amplamente disseminado nesses dois patégenos (CABRAL et al.,
2017; FIRMO et al., 2020). Contudo, ainda ndo estar completamente elucidado como
ocorre a associacdo entre fatores de viruléncia e a presenca de importantes genes de
resisténcia em isolados de P. mirabilis.

Todos os isolados investigados carregavam 0s genes mrpG e pmfA, pertencentes
aos operons dos genes mrp e pmf em P. mirabilis, e parecem ser intrinsecos a este
patdgeno. O mesmo foi observado em estudo recente no Ird, em que todos os isolados de
P. mirabilis analisados possuiam os genes mrpH, mrpA e pmfA (OLIVEIRA et al.,
2021b). No Brasil, em linhagens de P. mirabilis, isoladas de carcagas de frango, a
presenca dos genes mrpA e pmfA tambeém foi observada em 100% dos isolados
(SANCHES et al., 2019). A presenca desses genes em Proteus, pode justificar a alta
capacidade de producao de biofilme por este patdgeno, uma vez que as adesinas fimbriais
codificadas por esses genes tém a capacidade de se fixar nas células do hospedeiro no
inicio da formacdao do biofilme (MIRZAEI et al., 2019a).

O gene ucaA (adesina fimbrial UCA) foi encontrado em 70% dos isolados de P.
mirabilis no presente estudo e encontrado com menor frequéncia quando comparado aos
outros genes para adesinas fimbriais investigados aqui. Percentuais mais elevados foram
encontrados por Mirzaei (MIRZAEI et al., 2019b), no Ird, que observou que 95,5% dos
isolados de P. mirabilis eram portadores de ucaA. As cepas de P. mirabilis portadoras do
gene ucaA tém uma capacidade aumentada de colonizar os rins devido as propriedades
adesivas do material fimbrial associado a este gene (PELLEGRINO et al., 2013). Kuan,
relataram a presenca e importancia do gene ucaA na expressdo de adesdo as células
epiteliais, principalmente nos rins e bexiga, estando ligada a formacdao de biofilme em P.
mirabilis devido a capacidade da célula bacteriana. adesdo celular, as células do
hospedeiro e cateter urindrio nas vias urinarias (KUAN et al., 2014). Outros estudos
relataram a presenca simultanea de varios tipos de fimbrias em P. mirabilis, incluindo
pmf, uca e mrp, observando que as fimbrias de P. mirabilis tm um papel distinto na
geracdo de biofilme (OLIVEIRA et al., 2021c; SCAVONE et al., 2016b).

A expressdo do operon génico para yersiniabactina (nrp) e proteobactina (pbt) em
Proteus é 0 mecanismo que atua na producéo de siderdforos, capturando o ferro no meio
extracelular e transportando-o para dentro da célula bacteriana. Até entdo, o Unico estudo

anterior que investigou a presenca dos genes nrp e pbt determinou que dez isolados de P.
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mirabilis causando ITU carregavam esses dois genes, enquanto em infecgdes ndo ITU
apenas 50% dos isolados tinham ambos os genes (KUAN et al., 2014). No presente
estudo, determinamos que cerca da metade dos isolados de P. mirabilis da UTI
carregavam esses dois genes responsaveis pela producgéo de sideroforos, essenciais para
a captacdo de ferro e estabelecimento de infec¢des urinarias por Proteus, em ambientes
com limitacdo de ferro.

Além disso, o gene pstS foi encontrado em todos os isolados em nosso estudo. O
fésforo, um elemento essencial para a vida, é mais frequentemente incorporado como
fosfato inorgénico. A detec¢do e absorcao de fosfato tem sido associada a viruléncia em
muitas especies bacterianas, incluindo P. mirabilis (ARMBRUSTER; MOBLEY;
PEARSON, 2018; HIMPSL et al., 2011). Como resultado, nrpG, pbtA, ucaA e pstS
detectados simultaneamente em alguns isolados portadores de blakec ou blanpm
representam uma ameagca aos pacientes imunossuprimidos e também aos hospitalizados
e, portanto, reduzem as opcdes terapéuticas existentes.

Inesperadamente, P. mirabilis ndo portador de blakec € 0 blanpm acumularam
mais fatores de viruléncia, contendo cinco ou mais genes de viruléncia, quando
comparados ao grupo de portadores de blakpc € blanom neste estudo. A aquisicao de genes
que determinam a resisténcia antimicrobiana geralmente tem um custo biolégico na
fisiologia bacteriana que pode ser observado em algumas especies, como Campylobacter
jejuni (LAPIERRE et al., 2016), portanto isolados suscetiveis a antimicrobianos podem
albergar mais genes de viruléncia em conjunto (LAMARCHE et al., 2008). Por outro
lado, para patdgenos importantes, como K. pneumoniae e Klebsiella variicola a
associacdo entre resisténcia a antimicrobianos e determinantes de viruléncia é
convergente, cepas multidroga resistentes podem também ser hipervirulentas (MELO et
al., 2014; MORALES-LEON et al., 2021). Embora os isolados com blakpec € blanpwm
analisados neste estudo tenham menos fatores de viruléncia, comparados ao grupo nao
portador, eles apresentaram fatores importantes, como pbtA e nrpG, que sdo siderdéforos
que ajudam no estabelecimento de infeccdes.

A alta diversidade genética de P. mirabilis somada a presenca de fatores de
viruléncia amplamente disseminados neste patdgeno podem implicar no estabelecimento
de infec¢Bes graves no hospedeiro. Esse patdgeno, que pertence a microbiota intestinal
humana, pode eventualmente infectar outros locais e causar infeccdes. NOs observamos
neste estudo que isolados néo carreadores de blakec e blanom eram mais frequentes em

pacientes com mais de 60 anos quando comparados ao outro grupo. Embora isolados
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suscetiveis a antimicrobianos tenham mais fatores de viruléncia em conjunto, esses
fatores podem proteger o microrganismo da acéo do sistema imunoldgico do hospedeiro
(LAPIERRE et al., 2016), especialmente se o paciente for imunocomprometido. Apesar
dos isolados possuirem mais fatores de viruléncia em conjunto no grupo nao carreador de
blakec € blanom a resisténcia a antimicrobianos foi menor, mesmo assim, 0s pacientes
nesse grupo fizeram uso de cinco ou mais antimicrobianos com maior frequéncia que o
grupo carreador de blakec € blanom. A patogenicidade desses isolados pode estar
relacionada a presenca desses fatores de viruléncia, juntamente com a idade acima de 60
anos o que pode implicar na baixa imunidade do hospedeiro a esses patdgenos, isso pode
sugerir que bactérias com tais fatores de viruléncia, independente da resisténcia
antimicrobiana, tém facilidade de causar infecgfes graves em pacientes com idade acima

de 60 anos. E consequentemente, dificultar o tratamento dessas infecgdes.

Conclusao

Um dos achados mais relevantes deste estudo foi o fato de isolados clinicos de P.
mirabilis, além de multidrogas resistentes (portadores dos genes blanpm-1 € blakec-2 €
blaoxa-10), apresentarem fatores de viruléncia eficientes. para o estabelecimento de
infeccdo fora do trato gastrointestinal. Além disso, outro fato relevante foi o fato
inesperado de isolados menos resistentes terem mais genes de viruléncia do que isolados
mais resistentes, indicando também o potencial desses isolados, que ndo possuem 0s
genes blanowm e blakpc, de causar infecgdo. Inesperadamente, os genes mrpG, pmfA e pstS
parecem ser intrinsecos a P. mirabilis, uma vez que observamos esses genes de forma
unanime em todos os isolados. Uma vez que P. mirabilis é um patégeno emergente e
frequentemente esquecido, a presenca de importantes fatores de resisténcia e viruléncia
nesse patogeno é alarmante e demonstra a necessidade de estudos epidemioldgicos

adicionais e monitoramento frequente desse organismo.
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Artigo 2: Primeiro relato de blaces-1 em isolados clinicos de Proteus mirabilis

Artigo Publicado na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.
Qualis B1

Introducéo

Proteus spp. sdo bacilos gram-negativos pertencentes a ordem Enterobacterales.
O género contém seis espécies: Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Proteus myxofaciens,
Proteus cibarius, Proteus penneri e Proteus hauseri. P. mirabilis, P. vulgaris e P. penneri
sdo comumente descritos como patogenos oportunistas (GIRLICH, et al. 2020). As cepas
de Proteus com resisténcia moderada ao imipenem sdo frequentes, com evidéncias de que
essa resisténcia se deve a alteragcdes na proteina de ligacdo a penicilina (PBP2). Além
disso, Proteus pode adquirir resisténcia a varios grupos antimicrobianos por causa da
presenca de genes de resisténcia, como blaoxa-ss, blaoxa-as, blaoxa-23, blanom-1, blavim-1,
blaivp, blakec-2, blaacc-1, blarox, blacmy-2, blapna-1, blaves-s, blarer-2, blacTx-m € blatem
(GIRLICH, et al. 2020).

Proteus mirabilis € uma bactéria frequentemente associada a infec¢des do trato
urinario (ITU), principalmente em pacientes que usam cateter urinario had muito tempo.
Além disso, apresenta resisténcia intrinseca as polimixinas, nitrofurantoina e tigeciclina,
0 que dificulta o tratamento das infeccdes por essa bacteria (CUNHA, et al. 2017). Nesse
contexto, as infeccdes por P. mirabilis que apresentam resisténcia adquirida aos beta-
lactamicos sdo consideradas questdes desafiadoras para a terapia antimicrobiana.

As beta-lactamases de espectro estendido de classe A (ESBL) séo determinantes
da resisténcia adquirida com alto impacto clinico (BALLABEN, et al. 2019). O
surgimento de ESBLS, como o GES, tornou-se um problema emergente de saude publica,
junto com os carbapenemases NDM e KPC. GES confere resisténcia a todas as
cefalosporinas de espectro estendido e impacta adversamente a eficiéncia da ceftazidima,
e KPC e NDM para todos os beta-lactamicos.

A literatura atual descreve a presenca de blaces em varias espécies bacterianas e
em varios paises distribuidos em todos os continentes. No entanto, a presenca desse gene
em Proteus ndo foi exaustivamente investigada. Pesquisamos bancos de dados mundiais
(Pubmed/NCBI, Scielo, Google académico e sequéncias de nucleotideos depositadas na

plataforma Nucleotide/NCBI) para manuscritos que relataram a presenca de isolados de
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Proteus carregando blaces (palavras-chave para as pesquisas: “Proteus” e “blaces,”
“Proteus” ¢ “GES”, “Proteus mirabilis” e “blages”). Inesperadamente, nenhum dos
manuscritos relatou a presenca de blages em P. mirabilis ou em qualquer espécie
pertencente ao género Proteus. Até onde sabemos, este € o primeiro relato de caso de um

isolado de P. mirabilis portador de blages.

Relato de caso

Foram analisadas trés cepas bacterianas isoladas de trés pacientes de um hospital
publico de Recife-PE, Brasil. O primeiro isolado (P5-A2) foi obtido de uma paciente com
infeccdo urinaria internada na clinica cirdrgica. O segundo isolado (P15-A2) foi obtido
de uma paciente com infeccdo do trato urinario admitida no departamento de cardiologia.
O terceiro isolado (P44-A2) foi obtido de uma paciente do sexo feminino com amostra
coletada da ponta do cateter, internada na unidade de terapia intensiva (UTI).

A identificacdo bioquimica e susceptibilidade as diferentes classes de
antimicrobianos foram realizadas por meio do sistema automatizado Phoenix-BD™. A
interpretacédo da suscetibilidade foi realizada de acordo com o BrCast (BrCast, 2017). A
presenca de blaces, blanom e blakec foi determinada por PCR usando primers
especificoss. Os produtos de PCR foram sequenciados por sequenciamento de Sanger.
As sequéncias de nucleotideos foram analisadas utilizando  BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Clustal W do European Bioinformatics Institute
(http://www.cbi.ac.uk/) e Bioedit v7. As sequéncias de nucleotideos foram depositadas
no GenBank sob 0s nimeros de acesso: MW527065 e MW554921.

Os trés isolados apresentaram multirresisténcia e indicacdo fenotipica para
producdo de ESBL e/ou carbapenemases, apresentando resisténcia a diversos
antimicrobianos (Tabela 1). Apenas o isolado P44-A2 apresentou resisténcia aos
carbapenémicos, imipenem e meropenem (Tabela 1). A analise de sequenciamento
revelou a presenca de variante blaces-1 nos trés isolados (P5-A2, P15-A2 e P44-A2). Além
da presenca do blaces-1, também identificamos a presenca dos genes blakpc-2 € blanpm-1

nos isolados P15-A2 e P44-A2, respectivamente.
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Tabela 1 - Perfil de isolados de Proteus mirabilis analisados no estudo.

Id Data da colheita Setor Amostra
' (dd/mm/aaaa) clinica

Perfil de resisténcia

Amoxicilina-clavulanato (MIC>16/8)
Ampicilina (MIC>16)
Aztreonam
Cefalotina (MIC>16)
Cefepime (MIC>16)
Clinica . Ceftazidima
P5-A2 24/08/2017 Cirrgica Urina Ceftriaxona (M1C>32)
Cefuroxima (MIC>16)
Ciprofloxacina (MIC>2)
Gentamicina (MIC>8)
Levofloxacina (MIC>4)
Trimetoprim-sulfametoxazol (MIC>4/76)
Amicacin (MIC>32)
Amoxicilina-clavulanate (MIC>16/8)
Ampicilina (MIC>16)
Aztreonam
Cefalotina (MIC>16)
Cefepime (MIC>16)
Ceftazidima
Ceftriaxona (MIC1=6)
Cefuroxima (MIC>16)
Ciprofloxacina (MIC>2)
Levofloxacina (MIC>4)
Nitrofurantoina (MIC>64)
Piperacilina-tazobactam (MIC>64/4
Trimetroprim-sulfamethoxazol (MIC>4/76)
Amicacina (MIC=32)
Amoxicilina-clavulanate (MIC>16/8)
Ampicilina (MIC>16)
Aztreonam
Cefepime (MIC>16)
Cefoxitina (MIC>16)
Ceftazidima (MIC>16)
Ponta de Ceftriaxona (MIC>32)
P44-A2 03/05/2018 uTI cateter Cefuroxima (MIC>16)
Ciprofloxacina (MIC>2)
Gentamicina (MIC>8)
Imipenem (MIC>8)
Levofloxacina (MIC>4)
Meropenem (MIC=8)
Nitrofurantoina (MIC>64)
Piperacillin-tazobactam (MIC>64/4)
Trimetroprim-sulfametoxazol (MIC>4/76)
Fonte: A autora (2021)
UTI — Unidade de Terapia Intensiva; MIC: Concentracéo Inibitoria Minima; Id: identificacéo

P15-A2 05/01/2017 Cardiologia Urina

Discussao

A presenca de genes de resisténcia importantes ocorre com menor frequéncia em
Proteus (RAMOS, et al. 2017), visto que ha poucos relatos de f-lactamases nesta espécie
quando comparada a outras espécies da ordem Enterobacterales. No entanto, a presenca
de ESBL em Proteus foi mais frequente (POIREL, et al. 2000).
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As enzimas GES foram inicialmente descritas em K. pneumoniae na Franca
usando um swab retal de uma menina de um més que foi hospitalizada na Guiana Francesa
(POIREL, et al. 2000). Desde entéo, o blaces foi relatado em vérias espécies e diversos
paises, incluindo o Brasil, mais frequentemente em bacilos ndo fermentadores como P.
aeruginosa, A. baumannii e enterobactérias como K. pneumoniae (RIOS, et al. 2018;
HAFA, et al. 2019; YAMASAKI, et al. 2016). GES faz parte de um grupo de ESBL e
carbapenemases, compreendendo 49 variantes (http:/bldb.eu/BLDB.php?prot=A#GES)
que foram encontradas em varias espécies de bactérias gram-negativas (BALLABEN, et
al. 2019). Nos trés isolados investigados, foi observado um valor de concentragdo
inibitéria minima (CIM) superior a 16 para ceftazidima. GES-1 pode hidrolisar
aztreonam, amoxicilina e principalmente ceftazidima com valor MIC muito elevado
(MIC = 4 a MIC = 128) (POIREL, et al. 2000).

Os genes investigados no presente estudo foram obtidos do genoma bacteriano e
podem conter plasmideos ainda ndo identificados. blaces € constantemente encontrado
em plasmideos, mas pode estar presente no cromossomo e em plasmideos conjugativos
ou ndo conjugativos, como IncP, ColEl, IncQ e IncF, bem como em plasmideos ndo
tipificaveis (DANG, et al. 2016; IRRGANG, et al. 2020).

A presenca de P. mirabilis carregando blages-1 € preocupante, pois esse gene
codifica a enzima ESBL e apresenta resisténcia a uma ampla gama de -lactamicos, como
resisténcia a cefalosporinas de 3% geracdo (ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina) e 42
geracdo (cefepime) e monobactadmico (Aztreonam) (PAL, et al. 2016). Além disso, dentro
do género Proteus, ndo ha relatos desse patdgeno portador de blaces. Esses dados
enfatizam a importancia do monitoramento e vigilancia de todas as enterobactérias. A
circulacéo de cepas de P. mirabilis portadoras de blages.1 constitui um novo cenério de

resisténcia dessa espécie e deve ser um alerta epidemioldgico para a saude global.
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Artigo 3: Proteus mirabilis portador de NTEkpc-11d, blanom-1, blaoxa-10, aph(3°)-VI,
gnrD1 e plasmideos IncQ e Col3M proveniente de paciente internado em hospital de
Recife-PE, Brasil

Artigo sera submetido a revista Research, Society and Development- A3

Resumo

Entre as espécies bacterianas envolvidas em IRAS, ha destaque para P. mirabilis,
uma bactéria gram-negativa comumente causadora de infeccbes do trato urinario,
infeccbes de corrente sanguinea e tecido, com altos niveis de resisténcia as diferentes
classes de farmacos, inclusive aos carbapenémicos. Assim, este estudo teve por objetivo
caracterizar aspectos clinicos de um paciente com infeccdo por duas cepas de P. mirabilis
e a presenca de determinantes de resisténcia nos dois isolados provenientes de um
paciente de um hospital publico de Recife-PE, Brasil. O DNA total dos isolados foi
extraido e submetido a PCR e sequenciamento dos amplicons para a investigacao de genes
de resisténcia, blakpc, blaoxa-10, blaoxa-23, blaoxa-as, blaoxa-ss, blavim, blaive, blaspwm,
blaces, blanom € gnrD, aac(6°)-1b). O isolado P21-A2 albergava os genes aac(6’)-1b,
blaoxa-10 € gnrD. Um dos isolados, P20-A2, foi selecionado para o sequenciamento do
DNA plasmidial por albergar os genes blakec e blanom. Os resultados mostraram que o
paciente desenvolveu diversas infec¢des por varios patdgenos incluindo duas cepas de P.
mirabilis. O paciente ficou internado por 103 dias, teve choque séptico de foco cutaneo,
abdominal, pulmonar e Ulcera, e veio a 6bito. O isolado P20-A2 albergava os genes
blanowm, gnrD, aph(3°)-VI, blakec e blaoxa-1o, € 0s plasmideos IncQ e Col3M, juntamente
com NTEkpc-ia. Este € o primeiro relato de P. mirabilis albergando NTExkpc-ud. Apesar
de P. mirabilis estar se destacando como causador de infeccdes nosocomiais e patdgeno
multidroga resistente, esta espécie ainda é negligéncia, a emergéncia desses isolados de
P. mirabilis albergando determinantes de resisténcia antes mencionados e 0s plasmideos
IncQ e Col3M demonstra o potencial de disseminagdo de importantes genes de
resisténcia, principalmente em se tratando de P. mirabilis. A alta patogenicidade desse
microrganismo pode implicar no estabelecimento de infeccdes graves, como 0 desse
paciente. Esse patdgeno que pertence a microbiota intestinal humana, pode eventualmente
infectar outros locais e causar infeccoes.

Palavras-chave: Proteus mirabilis; NTEkpc-q; IncQ; Col3M plasmideo; patogenicidade
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Introducéo

As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) continuam sendo motivo
de grande preocupacdo aos 6rgdos publicos de vigilancia epidemioldgica, devido ao
aumento da resisténcia aos antimicrobianos, principalmente devido a disseminacdo
plasmidial de genes de resisténcia, juntamente com a disseminacdo de patdgenos
oportunistas, como Proteus mirabilis. Suas consequéncias estdo associadas ao aumento
na morbimortalidade, o aumento no tempo de internagdo dos pacientes, bem como o
aumento da pressao seletiva (Canton et al., 2002; Del Franco et al., 2015).

O género Proteus contém seis especies conhecidas: Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Proteus myxofaciens, Proteus cibarius, Proteus penneri e Proteus hauseri.
Sendo P. mirabilis, P. vulgaris e P. penneri sdo comumente descritas como patdgenos
oportunistas (BELTRAO, E. M. B.; OLIVEIRA, E. M. DE; LOPES, A. C. D. S., 2021;
GIRLICH etal., 2020). Proteus mirabilis € um bacilo gram-negativo pertencente a ordem
Enterobacterales (Oliveira et al., 2021). Este patogeno é frequentemente relatado
causando Infecgdes de Trato Urinario (ITU), principalmente em pacientes fazendo uso
prolongado de cateteres e sondas vesicais de demora. Em adicional, P. mirabilis possui
resisténcia intrinseca a tigeciclina, nitrofurantoina, polimixinas e tetraciclina (Beltrdo et
al., 2020; Cunha et al., 2017). E possui susceptibilidade reduzida ao imipenem
(BONTRON et al., 2019). Essa caracteristica de resisténcia intrinseca somada a
transferéncia horizontal de genes através da disseminacao plasmidial torna esse patdgeno,
agente de IRAS, motivo de grande preocupacdo. Destacando que P. mirabilis pertence a
microbiota intestinal normal de humanos, e pode eventualmente migrar para outros
tecidos e causar infecgOes graves. Nesse contexto, as infec¢des causadas por P. mirabilis
gue apresentam resisténcia aos beta-lactamicos, principalmente devido aos genes blages,
blanom € blakec sd0 consideradas questdes desafiadoras para terapia antimicrobiana
(BELTRAO, E. M. B.; OLIVEIRA, E. M.; LOPES, A. C. D. S., 2021).

Levando em consideracdo a importancia de investigar os aspectos clinicos e
microbiologicos de resisténcia de P. mirabilis, o presente estudo teve por objetivo
caracterizar aspectos clinicos de um paciente com infeccdo por duas cepas de P. mirabilis
em um hospital pablico de Recife em 2018, e a presenca de determinantes de resisténcia

aos carbapenémicos e quinolonas.
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Material e métodos

Foram selecionados dois isolados clinicos de P. mirabilis recuperados de um
paciente internado em um hospital terciario de Recife-PE, Brasil. A identificagdo
bioquimica e o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foram realizados por sistema
automatizado Phoenix-BD™ e os dados foram interpretados de acordo com CLSI,
especificacOes de 2020. Esses dados foram citados em literatura anterior para 0s mesmos
isolados (Beltrdo et al., 2021). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos (CEP / Plataforma Brasil) e parecer n° 3.007.636.

Para os testes de susceptibilidade foram testados o0s seguintes antimicrobianos:
Amicacina, Amoxicilina-acido clavulanico, Ampicilina; Aztreonam, Cefalotina,
Cefepime, Cefoxitina, Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefuroxima, Ciprofloxacina;
Gentamicina, Ertapenem, Imipenem, Meropenem, Levofloxacina, Piperacilina-
tazobactam e Sulfametaxazol-trimetoprim.

O DNA gendmico dos isolados foi extraido usando o Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega) e 0s genes de resisténcia blakpec, blaoxa-10, blaoxa-23, blaoxa-
48, blaoxa-sg, blavim, blaivpe, blasem, blaces, blanom € gnrD, aac(6°)-1b foram investigados
por PCR. As condicdes de amplificacdo e os iniciadores utilizados foram apresentados na
Tabela 1. Controles positivos e negativos foram incluidos em cada PCR.

Foi realizada a técnica Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-
Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR), para determinar o parentesco entre os dois
isolados, P20-A2 e P21-A2. Foram utilizados iniciadores descritos na Tabela 1. Para as
analises dos resultados da ERIC foram utilizados os programas GelAnalyzer e DARwin
6.0.
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Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores para PCR que foram utilizados no estudo.

Genes Sequéncia dos iniciadores Tamanho Temperatura Ref.
fragmento de
Anelamento
blakpc TGTCACTGTATCGCCGTC 882pb 63°C (YIGIT et al., 2001a)
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
blaces ATCAGCCACCTCTCAATGG 860pb 55°C (BOYD et al., 2015)
TAGCATCGGGACACATGAC
blanom TGCCCAATATTATGCACCCGG 621pb 60°C (HUANG et al., 2017)
CGAAACCCGGCATGTCGAGA
blavim CAGATTGCCGATGGTGTTTGG ND 62°C (CABRAL et al., 2012)
AGGTGGGCCATTCAGCCAGA
blaive GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 232pb 60°C (CABRAL etal., 2012)
GTGATGCGTCYCCAAYTT CACT
blaspm CCTACAATCTAACGGCGACC 271pb 63°C (GALES et al., 2003b)
TCGCCGTGTCCAGGTATAAC
blaoxa-10 TCAACAAATCGCCAGAGAAG 276pb 62°C (BERT et al., 2002)
TCCCACACCAGAAAAACCAG
blaoxa-23 GATCGGATTGGAGAACCAGA 501pb 57°C (RANJBAR; ZAYERI,
ATTTCTGACCGCATTTCCA MIRZAIE, 2020)
blaoxa-s TTGGTGGCATCGATTATCGG 743pb 55°C (POIREL et al., 2004)
GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
blaoxa-ss CGATCAGAATGTTCAAGCGC 800 (POIREL; NORDMANN,
ACGATTCTCCCCTCTGCGC
2006Db)
gnrD CGAGATCAATTTACGGGGAATA 500 61°C (CAVACO et al., 2009)
AACAAGCTGAAGCGCCTG
aac(6’)-1b CCCGCTTTCTCGTAGCA 500pb 52°C (FIRMO et al., 2020)
TATGAGTGGCTAAATCGAT
ERIC ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC ND 36°C DUAN et al. (2009)

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

Fonte: A autora (2021)
ND — Né&o determinado

Para a realizagdo do sequenciamento do DNA plasmidial foi selecionado o isolado
P20-A2 por albergar os genes blakrc € blanpwm.

O DNA plasmidial do isolado P20-A2 foi extraido utilizando o kit PureYieldTM
Plasmid Miniprep System (Promega) de acordo com especificacdes do fabricante. Os
isolados foram caracterizados por sequenciamento Illumina MiSeq (bibliotecas Nextera
XT).

Os dados foram processados para remover leituras de baixa qualidade usando a
ferramenta Trimmomatic. Posteriormente, as leituras filtradas foram utilizadas para a
montagem de novo aplicando a ferramenta Velvet, cujos parametros foram otimizados
através do programa Velvet Optimiser. Os resultados do Velvet também foram usados

como entrada para outro programa de montagem, CAP3, a fim de melhorar as montagens.
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A predicdo e a anotacdo do gene foram realizadas usando o programa Prokka. As
sequéncias de DNA plasmidial foram analisadas utilizando o software Artemis Sanger.

Além disso, foram utilizadas as plataformas Resfinder e PlasmidFinder.

Resultados

Informagdes clinicas do paciente

Em dezembro de 2017, um homem de 43 anos foi internado para pré-operatorio
de cirurgia bariatrica. O paciente tinha obesidade grau Il (216kg no momento da
internacao) com IMC de 71.4, crise hipertensiva, edema (portador de distarbio restritivo),
Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e depressdo. Apo6s 16 dias do internamento o
paciente foi submetido a cirurgia de gastroplastia aberta em Y de Roux sob anestesia geral
balanceada. O paciente fez uso de dreno de Blake em cavidade abdominal e meia elastica
em membros inferiores. O tempo de internacdo foi de 103 dias. Apos cirurgia o paciente
teve diversas infeccBes bacterianas e veio a 6bito. O motivo do 6bito foi insuficiéncia
pulmonar, choque séptico de foco cutaneo, abdominal, pulmonar e ulcera. Durante o
internamento de 103 dias o paciente fez uso de meropenem, vancomicina, polimixina B,

ampicilina, amicacina, daptomicina e anfotericina.

Perfil dos isolados de Proteus mirabilis

Uma amostra de tecido e uma amostra de secrecdo traqueal do paciente foram
enviadas ao laboratorio de microbiologia do hospital com um intervalo de 3 dias da
colheita de ambas amostras. Foram recuperados dois isolados clinico de P. mirabilis
(P20-A2 e P21-A2) multidroga resistente e possivelmente produtores de ESBL (Tabela
2). O isolado P20-A2 apresentou resisténcia a maioria dos antimicrobianos, incluindo
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdo, sulfonamidas, monobactamicos,
carbapenémicos e quinolonas. O isolado P21-Az2 diferiu por ndo possuir resisténcia aos
carbapenémicos (Tabela 2). Os isolados P20-A2 e P21-A2 ndo apresentaram relacao
clonal por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-Polymerase Chain Reaction
(ERIC-PCR).
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Tabela 2 - Perfil fenotipica de resisténcia e presenca de genes de resisténcia investigados por
PCR para 0s dois isolados de Proteus mirabilis (P20-A2 e P21-A2).

Data _da Amostra de Perfil de resisténcia Genes de
\d. colheita isolamento Setor G resisténcia
(dd/mm/aaaa) _=2rupos Antimicrobianos (MIC)
antimicrobianos
Aminoglicosideos  Gentamicina (=8)(Int) aph(3")-VI
Cefalosporinas Cefepime (>16); Cefoxitina (>16); blaoxa-10
Ceftriaxona (>32); Ceftazidima (>16); blakec-2
Cefuroxima (>16) blanpm-1
gnrD1
Carbapenémicos Imipenem (>8); Meropenem (=4);
. Ertapenem
P20-A2  23/03/2018 Tecido UTL penicilinas Ampicillin (>16): Amoxicillin-acido
clavulanico (>16/8); Piperacillin tazobactam
(=64/4)(Int)
Quinolonas e Levofloxacina (>4); Ciprofloxacina (>2)
fluoroguinolonas
Sulfonamida Sulfamethoxazole-trimethoprim (>4/76)
Monobactamico Aztreonam
Aminoglicosideos  Gentamicina (=8)(Int) aac(6’)-1b
. . blaoxa-10
. Cefepime (>16); Ceftriaxona (>32);
Cefalosporinas Ceftzfzidmfa; toronims (>1é); : 1
AOXA-10
Secregédo e Ampicillin (>16
P21-A2 25/03/2018 traqugal uTl Penicilinas Amgxicillin(+claz/ulanic acid

Quinolones and
fluoroquinolones
Sulfonamida
Monobactamico

Levofloxacin (>4); Ciprofloxacina (>2)

Sulfamethoxazole-trimethoprim (>4/76)
Aztreonam

Fonte: A autora (2021)
Id.- Identificacdo; UTI — Unidade de Terapia Intensiva, UCO — Unidade Coronaria; Int — intermediario;

Além de P. mirabilis o paciente também adquiriu infecgdes em diferentes sitios.

Em liquido da cavidade abdominal foram isolados Morganella morganii e Klebsiella

pneumoniae, secrecdo traqueal foram isolados P. mirabilis (P21-A2) e Acinetobacter

baummanii, em hemocultura Enterococcus faecalis, em secrecdo de ferida Morganella

morgannii e em amostra de tecido P. mirabilis (P20-A2).

Anélise do ambiente genético do gene blakec e grupo de Incompatibilidade

Plasmidial (Inc)

Os resultados do sequenciamento plasmidial mostrou que o isolado P20-A2

obteve teor de GC de 47,8%, com um total de 31.899 bases. Em resumo, todo o contelido

sequenciado foi montado em 27 contigs, produzidos com cobertura de 333,0x. Foram
obtidos 33 CDS (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracterizacdo do DNA plasmidial do isolado de Proteus mirabilis P20-

A2
Isolado P20-A2
Contetido GC 47,8%,
Tamanho sequencia do DNA plasmidial 31.899pb
Contigs 27
CDS 33
. IncQl
Plasmideos encontrados Col3M
blakpc-2
Genes de Resisténcia aph(3’)-VI
gnrD1
tnpA; tnpR; mobA; mobC; oriV;
Outros genes encontrados nos plasmideos repA; repC; maze; mazF; trayu;
higA; dinG

Fonte: A autora (2021)

A anélise usando os bancos de dados Resfinder e GenBank mostrou 100% de
identidade para os genes de resisténcia blakpec-2, aph(3')-VI e gnrD1 no DNA plasmidial
do isolado P20-A2. Foram encontrados replicons de incompatibilidade para o plasmideo

IncQ e um pequeno plasmideo da familia Col3M (Figura 1).

Figura 1 - Sequéncia completa do plasmideo IncQ1 e elemento genético mével ndo-Tn4401
(NTEkpc-ug) que alberga o gene blakpc-2 no isolado P20-A2 do estudo e comparacdo com
sequéncias de referéncia provenientes do GenBank (NTEkpcis:MG786907 (BELTRAO et al.,
2020). As sequéncias de codificacdo de proteinas foram representadas como setas e marcadas
com o nome do gene. Tracejado em cinza representa regides homélogas compartilhadas (> 95%).

A sequéncia IR de NTEkpc-114 € representada por um circulo.

ISkpn6
IncQ1
A v ' y DR 10867pb
orft  aph(3)}Vii  of3  mobC mobA orf6 repC repA tnpR maKPc-z tnpA
ISkpn6
Abla,
TEM T 1
MG786907 NTE o -lld
DR bl IRL DR
1kb TnpR dpca ThpA

Fonte: A autora (2021)

O gene blakpc-2 foi encontrado inserido entre a sequéncia de insercdo ISKpn6
parcial (AISKpn6) com um IR esquerdo associado (IRL) e tnpR resolvase (Figura 1). Um
fragmento de 21 pb correspondente ao gene Ablarem foi encontrado a montante do gene
blakpc-2. Ao comparar 0 ambiente genético do gene blakec2 com as sequéncias
depositadas no GenBank, observamos a variante NTEkpc.ug (nUmero de acesso do

GenBank: MG786907) com aproximadamente 100% de identidade para os isolados.
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Os outros genes mobA, mobC, oriV, repA, repC, mazE, mazF, traU, higA e dinG

foram identificados através do Blast/NCBI.

Discussao

Além de outras IRAs, P. mirabilis pode causar infeccdes na pele colonizada e na
mucosa oral de pacientes internados (WASFI et al., 2020). Podendo causar infeccdes
graves, além de contribuir para 0 aumento no tempo de internacdo e no uso de diversos
antimicrobianos (BELTRAO et al,. 2021). O paciente do presente estudo, adquiriu
infeccbes por Morganella morganii, K. pneumoniae, P. mirabilis (P21-A2),
Acinetobacter baummanii e Enterococcus faecalis em diversos sitios de infecgéo, por
periodo de 103 dias. Pacientes que adquirem infeccdes no hospital, tém histérico de
infeccdes recorrentes, principalmente se o periodo de internacéo for prolongado (WASFI
et al., 2020). As manifestacdes clinicas mais comuns causadas por P. mirabilis sdo
infec¢Oes do trato urinario (ITUs), mas pouco se sabe sobre outras infec¢des causadas por
este patdgeno, como no caso do paciente no presente estudo com infec¢des no trato
respiratério e tecido.

Além do estabelecimento de infecgbes graves no hospedeiro por cepas
patogénicas a resisténcia bacteriana a antimicrobianos vem sendo motivo de grande
preocupacdo aos 6rgdos de saude mundial, principalmente em cepas que albergam
determinantes de resisténcia a carbapenémicos. Os isolados analisados no presente
estudo, albergavam determinantes de resisténcia, incluindo os genes aph(3')-V1, aac(6’)-
Ib e blaoxa-10 amplamente relatados em outras espécies como K. pneumoniae ou
Pseudomonas aeruginosa (FIRMO et al., 2020). Contudo, em P. mirabilis, esses genes
de resisténcia sdo pouco investigados, quando comparados a outras espécies bacterianas.
No presente estudo foram analisadas carateristicas clinicas do paciente e aspectos
genéticos e de resisténcia das duas cepas isoladas. O isolado P20-A2 albergava os genes
blakpc-2 e blanom-1. A presenga desses genes representa um verdadeiro desafio, uma vez
que a identificacdo desse fenotipo de resisténcia por testes da rotina laboratorial no
hospital ndo tem a sensibilidade dos métodos moleculares (Beirdo et al., 2011). Além
disso, as opcdes disponiveis para tratamento de tais infec¢Bes causadas por esta espécie
sdo reduzidas, pois essa espécie possui resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos

que poderiam ser utilizados alternativamente para o tratamento de infecgdes graves.
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O ambiente genético do gene blakpc-2 vem sendo amplamente investigado em todo
o0 mundo. O transposon Tn4401 é comumente relatado albergando esse gene e ja foi
amplamente estudado. Este transposon possui até a data nove variantes nomeadas por
Tn4401a até Tn4401i sendo diferenciados por dele¢Ges em sua estrutura. A estrutura do
Tn4401 compreende duas tnpA, uma tnpR, as sequéncias de insercdo ISKpn6 e ISKpn7,
0 gene blakec € 0s genes istA e istB, todas essas estruturas auxiliam na capacidade de
transferéncia deste transposon. Além do transposon Tn4401, outros transposons podem
albergar o gene blakpc-2, a exemplo o transposon Tn3000 e o elemento moével ndo-Tn4401
(NTE). O NTEkec-uq foi relatado no Brasil em K. pneumoniae e Klebsiella aerogenes,
inclusive em hospitais de Recife-PE, Brasil (Cerdeira et al., 2017; Beltréo et al., 2020;
Fuga et al., 2020; Lima et al., 2020). Existem indicios de que NTEkpc-iid S€ja a variante
circulante em Recife albergando o gene blakec em K. pneumoniae e K. aerogenes,
juntamente com o plasmideo IncQ (Beltrdo et al., 2020b; Lima et al., 2020; Oliveira et
al., 2020). Uma vez que blakpc esta amplamente disseminado em nosso pais (Almeida et
al., 2012; Pereira et al., 2013, 2015; Dalmolin et al., 2018; Oliveira et al., 2020). Além
disso, NTEkpc-1ia pode diminuir ou potencializar a disseminacéo de blakpc (BELTRAO et
al., 2020). Em adicional, pelo nosso conhecimento NTEkpc.ug ainda ndo tinha sido
relatado em P. mirabilis.

O plasmideo IncQ1 encontrado no isolado P20-A2 é um plasmideo pequeno,
promiscuo e nao conjugativo. Contudo, este plasmideo tem a capacidade de se ligar a
plasmideos conjugativos no momento da conjugacdo, o que pode facilitar sua
disseminacdo em bactérias patogénicas da mesma espécie e de espécies distintas
(BELTRAO et al., 2020; LIMA, G. J. De et al., 2020; OLIVEIRA, E. M. De et al., 2020).
Além do plasmideo IncQ1, um plasmideo pequeno pertencente a familia Col3M foi
encontrado albergando o gene qnrD1, que confere resisténcia as quinolonas, no isolado
P20-A2. A presenca de gnrD transportado pelo plasmideo Col3M foi pouco relatado, o
que se sabe é que o gene gnrD estd amplamente disseminado em isolados de P. mirabilis
causando infec¢des em humanos e em animais (SANCHES et al., 2019). Os mecanismos
de resisténcia mediado por plasmideos sdo preocupantes pois apresentam uma maior
capacidade de disseminacgéo por transferéncia horizontal de genes (Rozwandowicz et al.,
2018; Lerminiaux e Cameron, 2019)

Em conclusdo, apesar de P. mirabilis estar ganhando destaque como causador de
infec¢Bes nosocomiais e patégeno multidroga resistente, esta espécie ainda é negligéncia.

A emergéncia desses isolados de P. mirabilis albergando determinantes de resisténcia
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como qnrD1, blakrc-2, blanowm-1, aph(3')-V1, aac(6’)-1b e blaoxa-10 € 0s plasmideos IncQ
e Col3M demonstra o potencial de disseminacdo de importantes genes de resisténcia,
principalmente em se tratando de P. mirabilis. Adicionalmente, o elemento genético
movel NTEkpc-nq, juntamente com o IncQ pode estar relacionado com a alta disseminagéo
do gene blakpc em Recife. Coinfec¢fes podem contribuir para um mal prognostico,
principalmente em paciente imunocomprometido com internamento prolongado como no

presente estudo.
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6. CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos, podemos concluir que:

e Os isolados clinicos de P. mirabilis do presente estudo, além de multirresistentes,
apresentaram fatores de viruléncia eficientes como a presenca de adesinas fimbriais,
e siderdforos que podem facilitar o estabelecimento de infecgdes fora do trato
gastrointestinal;

e Os genes de viruléncia mrpG, pmfA e pstS parecem ser intrinsecos nos isolados de P.
mirabilis do presente estudo. Com isso este patdgeno possui naturalmente a
capacidade aumentada de estabelecer infec¢des graves no hospedeiro;

e Isolados menos resistentes tiveram mais genes de viruléncia do que isolados mais
resistentes, indicando também o potencial desses isolados, que ndo possuem 0s genes
blanom e blakec, de causar infecgdo, ou seja, isolados multirresistentes sdéo menos
patogénicos que isolados sensiveis;

e Isolados clinicos de P. mirabilis ndo carreadores dos genes blakpc e blanpm infectam
com maior frequéncia pacientes acima de 60 anos e que por sua vez aumenta o risco
de internamentos prolongados e até mesmo obito;

e Isolados clinicos de P. mirabilis frequentemente albergam o gene de resisténcia
blaoxa-10, aumentando a multirresisténcia desse patdgeno;

e A presenca de P. mirabilis carregando blaces.1 € preocupante, pois esse gene codifica
a enzima ESBL e apresenta resisténcia a uma ampla gama de B-lactdmicos. Além
disso, dentro do género Proteus, ndo ha relatos desse patdgeno portador de blaces.
Esses dados enfatizam a importancia do monitoramento e vigilancia de todas as
enterobactérias. A circulacdo de cepas de P. mirabilis portadoras de blaggs-1 constitui
um novo cenario de resisténcia dessa espécie e deve ser um alerta epidemioldgico
para a satde global.

e Proteus mirabilis possui alta variabilidade multiclonal por ERIC-PCR, contudo foi
encontrado com em menor quantidade perfis clonais compartilhados por mais de um
isolado;

e O elemento genetico movel NTEkpcig, juntamente com o IncQ pode estar
relacionado com a alta disseminacgédo do gene blakec em Recife;

e O plasmideo Col3M albergando o gene gnrD pode estar relacionado a alta
disseminacdo deste gene em isolados clinicos de P. mirabilis, o que implica na
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resisténcia desse patdgeno a quinolonas, antimicrobianos frequentemente utilizados

para tratamentos de ITUs.
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ABSTRACT

Introduction: Proteus mirabilis is one of the main pathogens that cause urinary tract
infections. Therefore, the aim of this study was to analyze and compare the genetic profile
of 36 clinical isolates of P. mirabilis that carry and do not carry the blakec and blanpm
gene with respect to virulence factors (mrpG, pmfA, ucaA, nrpG and pbtA) and
antimicrobial resistance (blavim, blaive, blaspm, blaces, blaoxa-23-like, blaoxa-ss-like, blaoxa-
s8-like aNd blaoxa-10-like)

Methods: The virulence and resistance genes were investigated by using PCR and
sequencing.

Results: ERIC-PCR typing showed that the isolates showed multiclonal dissemination
and high genetic variability. The gene that was most found blaoxa-1o-iike (N = 18), followed
by blakpec (n=10) and blanom (n=8). To our knowledge, this is the first report of blaoxa-
10 in P. mirabilis in Brazil, as well as the first report of the occurrence of P. mirabilis co-
carrying blaoxa-io/blakec and blaoxa-1o/blanom. The blanom or blakpc carrier isolates
showed important virulence genes, such as ucaA (n=8/44.4%), pbtA (n=10/55.5%) and
nrpG (n=2/11.1%). However, in general, the non-carrier isolates of blakpc and blanpom
showed a greater number of virulence genes when compared to the carrier group.
Conclusion: Clinical isolates of P. mirabilis, in addition to being multi-drug resistant,
presented efficient virulence factors that can establish infection outside the

gastrointestinal tract.

Keywords: Proteus mirabilis; virulence; blakec; blanom; blaoxa
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INTRODUCTION

Proteus mirabilis is a little studied gram-negative bacterium, belonging to the
order Enterobacterales 11, and is commonly the cause of Urinary Tract Infections (UTI)
and sepsis in humans®3. What is worrying is the intrinsic resistance of this bacterial
species to polymyxins, nitrofurantoin and tigecycline . Moreover, this pathogen is
acquiring genes that encode carbapenemases with increasing frequency, thus decreasing
the spectrum of action of existing antimicrobials. The blakec and blanom genes in P.
mirabilis have been reported on several continents and in several countries, including
Brazil 5678 910111 On the other hand, there have been few reports about blaoxa-10 from
anywhere in the world 112131,

Besides resistance, bacterial virulence factors are important for the establishment
of infection, and thus P. mirabilis is able to survive in the urinary tract and cause severe
UTIs due to its ability to produce several virulence mechanisms, amongst which is the
adhesion to the host cell by different structures, including mannose-resistant fimbria
Proteus (MR/P), P. mirabilis fimbriae (PMF) and Uroepithelial Cell Adhesin (UCA)
[141518] ' These adhesins are important in the formation of biofilm which plays an
important role in establishing severe UTIs and pyelonephritis, especially in catheterized
patients. In addition, this bacterium can also use a Phosphate Transport (Pst) mechanism
and different iron uptake systems, such as proteobactin (Pbt) and nonribosomal peptide
synthetase (NRPS) (Yersiniabactin).

Despite the severity of infections caused by P. mirabilis, there is still no data on
these virulence characteristics of multidrug-resistant strains carrying blakec and blanpwm.

On the other hand, in species on which there are more studies, such as Klebsiella
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pneumoniae, it is known that virulence genes are more frequently found together, in
isolates producing KPC 17281,

The clonal dissemination of resistant multidrug pathogens carrying blakec and
blanom can be considered an emerging global problem, including in Brazil, mainly in
Klebsiella species . In P. mirabilis, this spread was in Portugal and Germany,
evidenced in humans and animals, but in strains carrying other resistance genes, such as
blacmy-1 or blaoxa-ss B2, Enzymes of the OXA type are widespread and have been
described mainly in Enterobacterales and Pseudomonas aeruginosa. Belonging to
Ambler's class D, OXA-10 is an ESBL that has a high level of hydrolytic activity against
penicillins, cloxacillin and oxacillin, in addition to high resistance to ceftazidime 21231,

Considering that virulence factors present in P. mirabilis carrying the blakpc-2 or
blanom genes are still scarcely known, the present study sets out to investigate the mrpG,
pmfA, ucaA, nrpG and pbtA genes in clinical and non-carrier P. mirabilis isolates of the
blakrc-2 or blanom genes and to analyze the genetic variability, clonal relationship and

other genes that show resistance to p-lactams.



123

Materials and Methods:

Bacterial isolates and antimicrobial susceptibility test

Were analyzed of 36 clinical isolates of P. mirabilis, 18 of which were carriers
and 18 non-carriers of the blakec or blanom gene from different infection sites and sectors
provided under the demand of a public hospital in Recife-PE, Brazil, between 2017 and
2018. The isolates were identified by the automated biochemical system Phoenix-BD™,
and kept in frozen stock with 15% glycerol at -70°C, for further analysis.

The tests of susceptibility to antimicrobials and minimum inhibitory concentration
were also performed by the automated system Phoenix-BD™, following criteria
determined by the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). The
antimicrobials tested were Ampicillin, B-lactam / B-lactamases (ampicillin/ sulbactam and
piperacillin/ tazobactam), monocyclic B-lactams (aztreonam), cephalosporins (Cefepime,
Ceftazidime, Cefuroxime) aminoglycosides (tobramycin, amikacin and gentamicin),
fluoroquinolone (Ciprofloxacin), carbapenems (meropenem, imipenem and ertapenem)

and tigecycline.

DNA extraction, primer design and PCR Conditions for detecting the

virulence and resistance genes

The DNA of the bacterial isolates was extracted using the Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, USA), and its quality and quantity were evaluated by a

NanoDrop spectrophotometer.
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Six important genes associated with virulence in P. mirabilis in humans were
investigated, including mrpG, pmfA and ucaA (fimbrial adhesins), pstS (phosphate
transport), nrpG and pbtA (siderophores). Primers were designed in this study with the
aid of the primer-BLAST NCBI platform.

The amplification reactions were prepared in a total volume of 25 ul per tube,
comprising: genomic DNA at 20ng/pl, 1.0U of the Tag DNA polymerase enzyme
(Promega, USA), 8mM dNTP (Promega, USA), 25mM MgCl> and 20pumol of primers.
For each sample mixer, a negative control and a positive control (P4-A2; P26-A2; P27-
A2) from an isolate from this same study were added with confirmation of the presence
of genes by sequencing the PCR product. With cycles of initial denaturation at 95°C for
5 minutes, followed by 30 cycles, consisting - in each cycle - of 1 minute at 95°C for
denaturation, 1 minute annealing temperature of the initiator for each gene (Table 1) and
1 minute at 72°C for extension. After these cycles, a 10-minute final stretching step was

performed at 72°C.

Table 1 - Sequence of Primers that were used in the study.

Fragment Annealing

Gene Primer Sequence ? Ref.
size temperature
blaee TGTCACTGTATCGCCGTC 882bp 63°C [24]
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
blanow TAAAATACCTTGAGCGGGC 439bp 60°C (241
AAATGGAAACTGGCGACC
blaoxA10-1ie TCAACAAATCGCCAGAGAAG 276bp 63°C (44]
TCCCACACCAGAAAAACCAG
blaoxAe.iice TTGGTGGCATCGATTATCGG 743bp 55°C 4]
GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
blaoxazs i GATCGGATTGGAGAACCAGA 501bp 55°C [46]
ATTTCTGACCGCATTTCCA
blaoxase i CGATCAGAATGTTCAAGCGC NI 55°C 471
ACGATTCTCCCCTCTGCGC
blaseu CCTACAATCTAACGGCGACC 700bp 63°C (48]
TCGCCGTGTCCAGGTATAAC
blaces ATCAGCCACCTCTCAATGG 860bp 55°C (491
TAGCATCGGGACACATGAC
blavim CAGATTGCCGATGGTGTTTGG ND 62°C [50]
AGGTGGGCCATTCAGCCAGA
blaive GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 232hp 60°C (501
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GTGATGCGTCYCCAAYTT CACT

MrpG GGCTTTTGCAATACCGGACAAC 365hp 63°C This study
CACCCGCAGTTAATGACATCT TGTC
ostS CATTGCCGCTGCACTTTCAA 974bp 63°C This study
TTGTTTTCCAAGCGGCACG
UCaA GCATTTGCTGGCTCATCTATGG 496bp 63°C This study
AGGCAATGGTGTAATGAACGG
omiA GCTTTGGCTGCGGCTTTAG 496bp 63°C This study
CACCTGGCGTTACTTTAGCG
e TAATGAGGTGCATATCTGGATTGGT 718bp 63°C This study
TAAATGATGTGGCAGGTTGCTT
obtA ATTGCAGGGCAACAAACTGC 1011bp 63°C This study
AGTTCAAGCTCTTCGCCGAT
ERIC ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC ND 36°C

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

Fonte: A autora (2021)

We investigated in all P. mirabilis isolates five important genes that confer
resistance to beta-lactam antimicrobials: blakec, blaspm, blavim, blaime, blaces, blaoxa-1o-
like and blanpwm, these being investigated by the PCR technique, followed by sequencing
of amplicons. For each assay, a negative control and a positive control were added for
each gene investigated. The positive controls for the blakec, blaspm, blanom, blaipm,
blaoxa-10, blaviv and blaces genes were Eal8A [2%1 PS6-A, PS7-A and PS8-A [24],
respectively. The amplification reactions were prepared in a total volume of 25 pl by
sample mixer, comprising: genomic DNA at 20ng/ul, 1.0U of the Tag DNA polymerase
enzyme (Promega, USA), 8mM dNTP (Promega, USA), 25mM MgCl; and 20umol of
primers. A positive and negative control was included in each amplification match. The
amplifications were performed with cycling, annealing temperature and pairs of primers
for each gene described in Table 1. Then, the amplified samples were subjected to agarose

gel electrophoresis containing CyberSafe (Thermofisher, UK).

Sequencing Amplicons
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The amplicons of the virulence and resistance genes found were purified using the
SV Gel and PCR Clean-Up System kit (Promega, USA) and sequenced by the
deoxyribonucleotide chain termination method[25]. The nucleotide sequences were
analyzed by the Bioedit [26], BLAST and ClustalW programs of the European Institute
of Bioinformatics. The nucleotide sequences were deposited in GenBank, under access

number: MW536487, MW548282, MW581825, MZ562557 and MZ562558.

ERIC-PCR

The molecular typing to determine the clonal relationship of the isolates was
performed by Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-Polymerase Chain
Reaction (ERIC-PCR) with primers described in Table 1 [27]. The amplification reactions
were prepared in a total volume of 25 pul per tube, comprising: genomic DNA at 100ng/pl,
1.0U of the Taq DNA polymerase enzyme (Promega, USA), 2mM dNTP (Promega,
USA), 25mM MgCl; and 10pmol of primers. A negative control was included in each
amplification match. The amplifications were performed with cycling of initial
denaturation at 95°C for 3 minutes, followed by 40 cycles, consisting — in each cycle - of
1 minute at 92°C for denaturation, 1 minute at 36°C for annealing of the primer and 8
minutes at 72°C for extension. After these cycles, a 16-minute final stretching step was
also performed at 72°C [28]. The amplification products were submitted to
electrophoresis in 1.5% agarose gel in Tris, Boric Acid and EDTA (TBE) buffer. The
analysis of fragments amplified by ERIC-PCR and the construction of the dendrogram

were performed using the software GelAnalyzer [29] and DARwin 6.0 [30], respectively.

Results
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Clinical information about the patients, origin and susceptibility profile to

antimicrobials of P. mirabilis isolates

As to clinical data about the patients, most were female (n=24/72%) with a mean
age of 58 years. Of the 33 patients analyzed, 39% (n=13) were hospitalized for more than
90 days and 54% (n=18) died. The antimicrobials used belonged to groups such as
cephalosporins, aminoglycosides, carbapenems, glycopeptides, quinolones and

lincosamides (Table 2 and 3).
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Table 2 - Antibiotic therapy, age, gender, length of stay and clinical outcome of patients for the of P. mirabilis isolates carriers the blakpc or blanom gene from Recife of 2017 and 2018

Patient Clinical Gender/  Length

number/st  Sector samples Resistance profile Antibiotic therapy Age of stay ocul';(r:lcl)(r:ﬁle
rain (years) (days)
2/P3-A2 MC Urine AMI (>32); GEN (>8); CPM (>16); CFO (1)(=16); CTX (=32); CTZ Meropenem: Vancomycin Hospital
(=4); CFU (>16); CFL (>16); IMP (>8); MER (=8); AMP (>16); AMC Amikacin; Piperécillin- tazobactam Fi74 84 Discharge
(>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) '
3/P4-A2 Cccu Catheter  AMI (>32); CPM (>16);CFO (I)(=8); CTX (=32); CFU (>16); CFL Piperacillin-tazobactam; Meropenem;
tip (>16); IMP (>8); MER (=8); AMP (>16); AMC (>16/8); PPT (>64/4); Levofloxacin; Polymycin; Amikacin; F/66 ND Death
LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Linezolid; Moxifloxacin
4/P6-A2 Ccu Catheter ~ AMI (>32); CPM (>16); CFU (>16); CTX (=16); IMP (>8); MER
tip (=8); AMP (>16); AMC (>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2); Not determined F/ND ND ND
TRI-SUL (>4/76)
7/P10-A2  MC Urine AMI (>32); CPM (>16); CFL (>16); CFU (>16); CFO (I) (=16); CTZ Hospital
() (=2); CTX (=32); IMP (>8); MPM (=8); ERT (>4); AMP (>16); Piperacillin- tazobactam M/39 19 Discharge
AMC (>16/8); PPT (>64/4); CIP (>2); LEV (>4);
10/P14-A2 CCU Pe_rltc_mla AMI (>32); AMP (>16) Piperacillin-tazobactam; VVancomycin; M/41 11 Death
| liquid Meropenem
11/P16-A2 ICU Urine GEN (I)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CFO (>16); CTX (>32); CFU e -
(>2); CTZ (>16) AMP (>16); AMC (>16/8); PPT (I)(=64/4); LEV Amph‘“er,'\;'” B Vancomycin; 359 Death
(>4); CIP (>2): TRI-SUL (>4/76) eropenem F/29

13/P18-A2 ICU Urine GEN (>8): CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO
(>16); IMP (=4); ERT (=4); AMP (>16): AMC (>16/8); PPT (>64/4); Cefri v - _
LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) ertriaxone; vancomycin; ivieropenem; F/32 ND Death

13/P23-A2 ICU  Urine GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); AMP Amikacin; Doxacillin; Metronidazole
(>16); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)

15/P20-A2  ICU Tissue  GEN (=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO Meropenem: Vacomycin: Polymyxin B:

(>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (4); AMP (>16); AMC (>16/8); nem, vacomycin . M/43 104 Death
PPT (1)(>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Ampicillin; Amikacin; Daptomycin

17/P25-A2 ICU Urine GEN (I)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO Ceftriaxone- azithromvein:
(>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (>8): ERT (>4): AMP (>16); AMC yein, Fl44 148 Death

. . *
(>16/8); PPT (I)(>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Meropenem; Vancomycin; Fluconazole
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17/P27-A2 ICU Catheter ~ GEN (1)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO
tip (>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (=8); AMP (>16); AMC (>16/8);
PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)
20/P29-A2 MC Urine GEN (I)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO Meropenem; Vancomycin: Hospital
(>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (=8); AMP (>16); AMC (>16/8); Amikacin: ,Fluconazole*, F/65 120 Discharge
PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) '
26/P35-A2 CARD  Urine GEN (I)(=8); CPM (=16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO
(>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (=8); AMP (>16); AMC (>16/8); Ceftriaxone; Azithromycin F/83 ND Death
PPT (1)(=64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)
27/P38-A2 ICU Catheter ~ AMI (1)(=32); GEN (I)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU
tip (>16); CFO (>16); CTZ (>16); IMP (>8); MPM (>8); ERT (>4); AMP Ceftriaxone; Ceftazidime; Polymyxin B; E/48 66 Death
(>16); AMC (>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL Meropenem
(>4176)
28/P39-A2 ICU Urine AMI (>32); GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU Hospital
(>16); CTZ (I); IMP (>8); MPM (=8); ERT (>4); AMP (>16); AMC Ciprofloxacin; Clindamycin; Vancomycin; M/44 32 Discharge
(>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CPM (>2)
29/P41-A2 CARD  Urine AMI (>32); GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU Hospital
(>16); CTZ (*); IMP (>8); MPM (=4); ERT (=4); AMP (>16); AMC Ciprofloxacin F/79 19 Discharge
(>16/8); PPT (>64/4); LEV (>4); CIP (>2)
30/P42-A2 ICU Urine AMI (1)(=32); GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU
(>16); CTZ (>16); CFO (>16); IMP (>8); MPM (=8); ERT (>4); AMP Meropenem; Linezolid; Fluconazole* F/54 332 Death
(>16); AMC (>16/8); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)
32/P45-A2 ICU Catheter ~ AMI (1)(=32); GEN (>8); CPM (=8); CFL (>16); CTX (>32); CFU Vancomycin; Meropenem; Cefepim:
tip (>16); CTZ (>16); CFO (>16); IMP (>8); MPM (=8); AMP (>16); i ' ’ M/59 120 Death

AMC (>16/8); PPT (1)(64/4); LEV (>4): CIP (>2); TRI-SUL (>4/76)

Polymycin B; Amikacin; Linezolid

Fonte: A autora (2021)

M- Male; F- Female; CCU- Coronary Care Unit; NCCU — Neonatal Coronary Care Unit; ICU — Intensive Care Unit; CARD — Cardiology; MC — Medical Clinic; SC - Surgical
Clinic; (asterisk*) — Antifungal; ND - Not determined; AMP - Ampicillin; TRI/SUL — Sulfamethoxazole-trimethoprim; AMP / SUL - Ampicillin-sulbactam; PPT - Piperacillin-
tazobactam; CFU - Cefuroxime; CFO - Cefoxitin; CTX - Ceftriaxone; CTZ - Ceftazidime; CPM - Cefepime; MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI - Amikacin; CFL —
Cephalothin; GEN - Gentamycin; CIP - Ciprofloxacin; (int) - Intermediate; neg — negative
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Table 3 - Antibiotic therapy, age, gender, length of stay and clinical outcome of patients for the of P. mirabilis isolates non-carriers the blakpc or blanom gene from Recife of 2017 and 2018

Patient Clinical Gender/Age Length Clinical
number/st Sector samples Resistance profile Antibiotic therapy of stay
. (years) outcome
rain (days)
1/P2-A2 SC Urine Sensitivity to all tested antimicrobials Vancomycin M/58 8 Death
5/P7-A2 VC Bone GEN (>8); AMP (>16); CIP (>2); LEV (>4); TRI-SUL (>4/76) Hospital
fragment Levofloxacin; Clindamycin F/ND ND I_Dlscharggd f_or
insubordinatio
n
6/P8-A2 CARD Urine GEN (>8); CFO (I)(=16); CFL (>16); CTZ (1) (=2); AMP (>16); Ceftriaxone; Azithromycin M/54 9 Hospital
AMC (>16/8); CIP (>2); LEV (>4); TRI-SUL (>4/76) Discharge
8/P12-A2 Ccu Blood AMI (>32); GEN (>8); CPM (>8); CFL (>16); CFU (>16); CTX Ceftriaxone; Clindamycin;
(>32); AMP (>16) Poly_myx_ln. B; _Meropen_em, /55 154 Death
Amikacin; Trimethoprim-
sulfamethoxazole
9/P13-A2 ICU Catheter GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CFU (>16); CTX (>32); AMP Meropenem; Levofloxacin;
tip (>16); AMC (>16/8); CIP (>2); LEV (>4) Amikacin; Vancomycin;
Polymyxin B; Amphotericin; M/71 96 Death
Piperacillin-tazobactam;
Clindamycin
12/P17-A2 ICU Urine GEN (>8); CPM (=8); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); IMP Ceftriaxone-azithromycin;
(=4); AMP (>16); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Piperacillin tazobactam;
Linezolid; Amikacin; Gentamicin; F/65 160 Death
Daptomycin; Levofloxacin;
Fluconazole*
14/P19-A2 ICU Tracheal GEN (1)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); AMP Cefepim; Meropenem;
secretion (>16); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Tlgecycll_n(_e, AmlkaC|_n, _ £/80 97 Death
Levofloxacin; Polymyxin B;
Vancomycin
15/P21-A2 CCU Tracheal GEN (1)(=8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (>32); CFU (>16); CFO Meropenem; Vacomycin;
secretion (>16); AMP (>16); LEV (>4); CIP (>2); TRI-SUL (>4/76) Polymyxin B; Ampicillin; M/43 104 Death
Amikacin; Daptomycin
16/P24-A2  CARD Wound Sensitivity to all tested antimicrobials Cefepim; Meropenem; Hospital
secretion Vancomycin; Ampicillin FIS7 110 Discharge
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18/P26-A2  HR Urine Sensitivity to all tested antimicrobials Cephalexin; Clindamycin; Hospital
Sl L F/29 6 :
Gentamicin; Cephalothin; Discharge
19/P28-A2 ICU Tracheal Sensitivity to all tested antimicrobials Ceftriaxone; Ciprofloxacin;
secretion Meropenem;_ P.olym_lycm B £/71 47 Death
Vancomycin; Amikacin;
Amphotericin
21/P30-A2 CARD Urine CFL (=8) Trimethoprim-sulfamethoxazole; Hospital
Ceftazidime; ceftriaxone- F71 47 10SP
- . Discharge
azithromycin;
22/P31-A2  AMB Urine CFL (=8) Patient
Uninformed F/69 was not -
hospitali
zed
23/P32-A2 EMER Urine Sensitivity to all tested antimicrobials Cefepim; Meropenem; E/74 124 Hospital
Vancomycin; Cefepim Discharge
24/P33-A2 CARD Uri CFL (=8 i
ne =8) Ceftriaxone F/82 24 l—_|osp|tal
Discharge
25/P34-A2 NCCU Eye AMP (>16); TRI-SUL (>4/76) Vancomycin; Meropenem;
Secretion Oxacillin; Ceftriaxone M/0,7 ND Death
31/P43-A2 ICU Urine AMI (1)(=32); GEN (>8); CPM (>16); CFL (>16); CTX (=32); CFU Ceftriaxone; Vancomycin;
(>16); IMP (>8); AMP (>16); AMC (>16/8); LEV (>4); CIP (>2); Piperacillin-tazobactam;
TRI-SUL (>4/76) Amphotericin B; Amikacin; F/70 138 Death
Meropenem; Polymyxin B;
clindamycin; Fluconazole*
33/P46-A2 MAT Urine GEN (1)(=8); AMP (1)(=16); PPT (>64/4); LEV (>4) ND F/ND ND ND

Fonte: A autora (2021)
M- Male; F- Female; CCU- Coronary Care Unit; NCCU — Neonatal Coronary Care Unit; ICU — Intensive Care Unit; CARD — Cardiology; MC — Medical Clinic; SC - Surgical
Clinic; (asterisk*) — Antifungal; ND - Not determined; AMP - Ampicillin; TRI/SUL — Sulfamethoxazole-trimethoprim; AMP / SUL - Ampicillin-sulbactam; PPT - Piperacillin-
tazobactam; CFU - Cefuroxime; CFO - Cefoxitin; CTX - Ceftriaxone; CTZ - Ceftazidime; CPM - Cefepime; MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI - Amikacin; CFL —
Cephalothin; GEN - Gentamycin; CIP - Ciprofloxacin; (int) - Intermediate
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Regarding the carriers and non-carriers blakpc and blanom gene isolates, the
percentage of deaths was similar for both groups, with 62.5% (n=10) of deaths in the non-
carriers group and 50% (n=9) in the groups of carriers of blakrc and blanom gene.

Among patients with P. mirabilis isolates not carrying blakec and blanpm, 50%
(n=9) were over 60 years old and of these five died, 27.7% (n=5) of the patients were
between 40 and 59 years old, one patient was seven months old and one patient was 29
years old. Of the patients with P. mirabilis isolates carrying blakec and blanowm, 31.3%
(n=5) were over 60 years old, 43.2% (n=7) were between 40 and 59 years old and 25%
(n=4) were younger 40 years old. Regarding the length of stay, the percentage for both
groups was similar, in the groups of blakpec and blanom carriers and non-carriers, 43.7%
(n=7) and 44.4% (n=8) were hospitalized for more than 90 days, respectively.

All patients who used five or more antimicrobials died in both groups. In all,
patients who used five or more antimicrobials were hospitalized for more than 90 days.
Of the patients who used one or two antimicrobials in the isolated groups carrying and
not carrying blakec and blanom, only one died in each group. The percentage of the

amount of antimicrobials used by patients in both groups is shown in Figure 1.

Graphic 1 — Percentage of the amount of antimicrobials used by patients in relation to the group of isolates
that carry the blanom and blakec (CNK) genes and the group of isolates that do not carry blanpm and blakec
(NCNK). ATBs — Antimicrobials

Percentage of the amount of antimicrobials used

12

10

N

N

1or 2 ABTs 3 ATBs 4 ATBs > 5 ATBs

B CNK ONCNK

Fonte: A autora (2021)
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The clinical isolates of P. mirabilis analyzed came from different samples,
including urine (n=21/58%), catheter tip (n=6/16.6%), tissue (n=1/2.7%), tracheal
secretion (n=3/7.5%), blood (n =1/2.7%), peritoneal fluid (n=1/2.7%), ocular secretion
(n=1/2.7%) and wound secretion (n=1/2.7%) (Tables 4 and 5). The sector with the highest
occurrence was the Intensive Care Unit (n=15/41.6%) followed by Cardiology
(n=7/19.4%), Coronary Care Unit (n=5/13.8%) and medical clinic (n=3/8.3%).
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Table 4 - Source of isolation, the presence of virulence genes, and ERIC-PCR profile of P. mirabilis isolates carriers the blakec or blanom gene from Recife of 2017 and 2018.

Antimicrobial

Id. Harvest Sector Clinical samples  Virulence genes Resistance V|ru_lence Resistance profile (MIC) resistance ERIC
date genes Profile .
classification
. AMI/GEN/AMC/AMP/PPT/CFL/CTX/CPM/CFU/CIP/ XDR

P3-A2 22/09/2017 MC Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA blakrc V5 LEV/ERT/IMP/MER/TRI-SUL E2
. AMI/GEN/AMC/AMP/PPT/CFL/CPM/CFO(int)/CFZ( XDR

P4-A2 13/09/2017 CCU Catheter tip mrpG, pstS, pmfA, ucaA blakec V4 int)/CTX/CFU/CIP/LEV/ERT/IMP/IMER/TRI-SUL E3
. AMI/AMC/AMP/PPT/CPM/CFX/CFU/CIP/LEV/ERT/ XDR

P6-A2 27/09/2017  CCU Catheter tip mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA  blakec V5 IMP/MER/TRI-SUL E3
_ . AMI/AMC/AMP/PPT/CFL/CPM/CTX/CFZ(int)/CFO(i XDR

P10-A2  09/10/2017 MC Urine mrpG, pstS, pmfA, pbtA, nrpG  blakec V5 nt)/CFU/CIP/LEV/ERT/IMPIMER E5
L AMI/AMC/AMP/PPT/ATM/CPM/CTZ/CTX/ XDR

P14-A2  09/11/2017 CCU Peritonial liquid mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA  blakec V5 ERT/IMP/MER/LEV/CIP/PPT/TRI-SUL ES8
. blanpm AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CFO/CTZ/CTX/CFUICI XDR

P16-A2  26/01/2018  ICU Urine mrpG, pstS, pmfA blaoxa-10-ike V3 P/GEN(Int)/LEV/PPT/(Int)/TRI-SUL E9
. blakpc AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CFP/CTX/CFU/CIP/ERT XDR

P18-A2  04/03/2018 ICU Urine mrpG, pstS, pmfA, pbtA blaoxa1o V4 /GEN/IMP/LEV/MER/PPT/TRI-SUL E18
bla AMC/AMP/ATM/CPM/CFO/CTZ/CTX/CFU/ XDR

P20-A2  23/03/2018  ICU Tissue mrpG, pstS, pmfA NOM V3 CIP/ERT/GEN (Int)/IMP/LEV/MER/PPT(Int)/TRI- E12

blaoxa-10-like SUL
XDR
. blakec AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CTX/CFU/CIP/GE

pP23-A2  29/03/2018 ICU Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA blaoxa1o-ike V4 N/LEV/TRI-SUL E14

XDR
. blanom AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CFO/CTZ/CTX/CFUICI

P25-A2  03/04/2018  ICU Urine MrpG, pstS, pmfA, pbtA blaoxa-1o0 va P/ERT/GEN(Int)/IMP/LEV/MER/PPT/TRI-SUL E13
. blanowm AMC/AMP/ATM/CPM/CFO/CTZ/CTX/CFU/CIP/ER XDR

P27-A2  06/04/2018 ICU Catheter tip mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA blaoxa1o V5 T/ GEN(Int)/IMP/LEV/MER/PPT/TRI-SUL E17
MDR

P29-A2  28/03/2018 MC Urine mrpG, pstS, pmfA, nrpG E:;’;i‘;ml_k V4 AMI/AMP/CFL/CFU/CIP(Int)/LEV/(Int)/TRI-SUL E19

-10-like

XDR

P35.A2  20/04/2018 CARD  Urine 8, [ blanowm V3 AMI(1)/AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CTX/CFU/ o5

blaoxa-10-like

CIP/GEN/LEV/TRI-SUL



P38-A2

P39-A2

P41-A2

P42-A2

P45-A2

10/06/2018

06/06/2018

07/05/2018

19/06/2018

03/08/2018

ICU

ICU

CARD

ICU

ICU

Catheter tip

Urine
Urine

Urine

Catheter tip

mrpG, pstS, pmfA, pbtA

mrpG, pstS, pmfA, ucaA
mrpG, pstS, pmfA, ucaA, pbtA

mrpG, pstS, pmfA

mrpG, pstS, pmfA, pbtA

blanpm
blaoxa-10

blakrc
blaoxa-10-like

blakpc

blanom
blaoxa-10-like

blanom
blaoxa-10-like

V4

V4

V5

V3

V4

AMI(1)/AMC/AMP/ATM/CPM/CFO/CTZ/CTXICIPIE
RT/GEN (1)/IMP/LEV/MER/PPT/TRI-SUL

AMI/AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CTXI/CFU/CI
P/ERT/GEN/IMP/LEV/MER/PPT

AMI/AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/CTXI/CFU/CI
P/ERT/GEN/IMP/LEV/ERT/PPT

AMI/AMC/AMP/CFL/CPM/CFO/CTZ/CFU/CIP/ERT/
IMP/MER/GEN/LEV/TRI-SUL

AMC/AMP/AMI/CPM/CFO/CTZ/CFU/CIP/TRI-
SUL/ERT/GEN/IMP/LEV/MER/PPT/

XDR

XDR

XDR

XDR

XDR

135

E26

E27

E28

E29

E31

Fonte: A autora (2021)

CCU- Coronary Care Unit; NCCU — Neonatal Coronary Care Unit; ICU — Intensive Care Unit; CARD — Cardiology; MC — Medical Clinic; (line-) — Sensitivity to all tested
antimicrobials; AMP - Ampicillin; AMP / SUL - Ampicillin-sulbactam; PPT - Piperacillin-tazobactam; CFU - Cefuroxime; CFO - Cefoxitin; CTX - Ceftriaxone; CTZ -
Ceftazidime; CPM - Cefepime; MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI - Amikacin; CFL — Cephalothin; GEN - Gentamycin; CIP - Ciprofloxacin ; CEFL - Cephalothin;
NIT - Nitrofurantoin; (int) - Intermediate; neg - negative; MDR - Multidrug Resistant; XDR - Extensively Drug Resistant; MDR - resistant to >1 agent in >3 antimicrobial
categories; non-MDR, sensitive to all classes tested or drug resistant to only one or two categories of antimicrobials; XDR, resistant to >1 agent in all categories except one or

two categories of antimicrobials; blaoxa-10-iike — the blaoxa-10 gene confirmed by PCR, but no confirmation of variant derived by Sanger sequencing; blaoxa-10 - the presence of

blaoxa-10 was confirmed by PCR and Sanger sequencing
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Table 5 - Source of isolation, the presence of virulence genes, and ERIC-PCR profile of P. mirabilis isolates non-carriers the blakec and blanpm
genes from Recife in 2017 and 2018.

Virulence

Antimicrobi

al resistance

Id. Harvest date  Sector Clinical Sample  Virulence genes ) blaoxa-10 Resistance Profile L ERIC
Profile classificatio
n
P2-A2 25/09/2017 CARD  Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg - non-MDR  E1l
P7-A2 04/10/2017 VvC Bone fragment  mrpG, pstS, pmfA, pbtA V4 neg AMP/GEN/CIP/LEV/TRI-SUL MDR E4
. neg AMP/AMC/CFL/CFO(int)/CTZ(int MDR
P8-A2 02/10/2017 CARD  Urine mrpG, pstS, pmfA nrpG, pbtA V5 )ICIPILEV/GEN/TRI-SUL E2
P12-A2 14/11/2017  CCU Blood mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg ﬁﬂl\gl/GEN/CPM/CFL/CFU/CTX/AMP/A MDR E6
. ne AMP/ATM/CPM/CTZ/CTX/CFU/  MDR
P13-A2  20/11/2017 ICU Catheter tip mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 g CIP/GEN E7
AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CTZ/ XDR
P17-A2 06/03/2018 ICU Urine mrpG, pstS, pmfA, nrpG, pbtA V5 blaoxa1o-ike ~ CTX/CFU/CIP/LEV/GEN/IMP/PP E10
T/TRI-SUL
Tracheal AMC/AMP/ATM/CPM/CAZICTX/ XDR
P19-A2 23/03/2018 ICU ) mrpG, pstS, pmfA V3 blaoxaioike ~CFU/CIP/LEV/ERT/GEN Ell
secretion
(Int)/TRI-SUL
Tracheal AMC/AMP/ATM/CPM/CFO/CTZ/ XDR
P21-A2  25/03/2018 Cccu secretion mrpG, pstS, pmfA V3 blaoxa1o ~ CTX/CFU/CIP/LEV/GEN(Int)/TRI E13
-SUL
Wound non-MDR
P24-A2  02/04/2018 CARD secretion mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 blaoxa1oiike - E15
P26-A2  27/03/2018 HR Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg - non-MDR  E16
Tracheal -MDR
P28-A2  03/04/2019  ICU fachea MrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 g non E18

secretion
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P30-A2 13/04/2019 CARD  Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 blaoxa-10ike  CFL non-MDR  E20

P31-A2 13/04/2018 AMB Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 neg ATMI/CFL/NIT non-MDR  E21

P32-A2 14/04/2018 EMER  Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg - non-MDR  E22

P33-A2 13/04/2018 CARD  Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG V5 neg CFL non-MDR  E23

P34-A2  23/04/2018 Nccu  CYESECTEHON G pstS, pmiA., ucaA, nrpG V5 neg  AMP/TRI-SUL non-MDR g0y
AMC/AMP/ATM/CFL/CPM/CAZ/ XDR

P43-A2  19/06/2018 ICU Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 blaoxa-10ike ~ CFO/CFU/CIP/GEN/LEV/TRI- E30
SUL

P46-A2 31/07/2018 MAT Urine mrpG, pstS, pmfA, ucaA, nrpG, pbtA V6 neg AMP(int)/GEN(int)/PPT non-MDR  E32

Fonta: A autora (2021)

CCU- Coronary Care Unit; NCCU — Neonatal Coronary Care Unit; ICU — Intensive Care Unit; CARD — Cardiology; MC — Medical Clinic; MAT — Maternity; AMB —
Ambulatory; VC - Vascular clinic; EMER — Emergency; HR - High risk; (line-) — Sensitivity to all tested antimicrobials; AMP - Ampicillin; AMP / SUL - Ampicillin-sulbactam;
PPT - Piperacillin-tazobactam; CFU - Cefuroxime; CFO - Cefoxitin; CFX - Ceftriaxone; CTZ - Ceftazidime; CPM - Cefepime; MPM - Meropenem; IMP - Imipenem; AMI -
Amikacin; GEN - Gentamycin; CIP - Ciprofloxacin; CFL - Cephalothin; (int) - Intermediate; neg - negative; MDR - Multidrug Resistant; XDR - Extensively Drug Resistant;
MDR - resistant to >1 agent in >3 antimicrobial categories; non-MDR, sensitive to all classes tested or drug resistant to only one or two categories of antimicrobials; XDR,
resistant to >1 agent in all categories except one or two categories of antimicrobials; blaoxa-1o-iike — the blaoxa-10 gene confirmed by PCR, but no confirmation of variant derived
by Sanger sequencing; blaoxa-10 - the presence of blaoxa-10 Was confirmed by PCR and Sanger sequencing.
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The isolates showed high rates of resistance to the main groups of antimicrobials
(carbapenems, aminoglycosides, cephalosporins and quinolones). On the other hand, they
showed greater sensitivity to amikacin (n=12/33%), cefoxitin (n=12/33%), followed by
meropenem (n=13/36%) (Tables 4 and 5). The blanom and blakpc carrier isolates showed
high rates of resistance when compared to non-carriers, mainly ampicillin (n=18/100%),
amoxicillin-clavulanate (n=17/94.4%), cefepime (n=17/94.4%), levofloxacin (n=16/
88.8%), Cefuroxime (n=16/88.8%) and Ciprofloxacin (n= 16/88.8%).

Beta-lactam resistance genes

The analysis of the beta-lactam resistance genes showed that the variants most
found were blaoxa-10 (n=8), blakpc-2 (n=10) and blanom (N=8). It should be noted that no
isolates were found co-carrying the blakec and blanom genes. Of the 36 P. mirabilis
isolates analyzed, 18 carried the blaoxa-10 gene, showing resistance to a wide variety of
antimicrobials. Resistance to ceftazidime was frequent in 44.4% (8/18) of blaoxa-10

carrier isolates (Tables 4 and 5).

Genotypic virulence profile

The genes mrpG, pmfA, ucaA (fimbrial adhesins), pstS (phosphate transport),
nrpG and pbtA (siderophores), were found in both carrier and non-carrier isolates of
blakrc and blanom, but in different numbers of occurrence. The mrpG, pmfA and pstS
genes were found in all 36 isolates analyzed, followed by ucaA (n=21/58.3%), nrpG
(n=16/44.4%) and pbtA (n=21/58,3%). The genes encoding siderophores (nrpG and pbtA)
were found concomitantly in eight of the 21 isolates from urine samples, occurring mainly
in non- blakec and blanpwm isolates (Tables 4 and 5), and in only one isolate that carried
blakpc genes.

The blanpm-1 oOr blakec-2 carrier isolates showed a lower occurrence of genes
responsible for the synthesis of adhesins and siderophores (ucaA: n=8/ 44.4%, pbtA:
n=10/55.5% and nrpG: n=2/11.1%), when compared to the non-carrier group (ucaA:
n=13/72%, pbtA: n=11/61% and nrpG: n=14/77%). Additionally, in the blanpm-1 and
blakrc-2 carrier group, the occurrence of isolates with five or more virulence genes was

lower compared to the blanpm-1 and blakpc-2 non-carrier groups (Figure 2).
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Graphic 2. Distribution of Proteus mirabilis according to the virulence profile for the groups of the isolates
carrying the blanpm and blakec (CNK) genes and the group of the non-carrier isolates of the blanom and
blakec (NCNK) genes. V - Virulence profile

Percentage of the amount of antimicrobials used

12

10

I

N

1or2ABTs 3 ATBs 4 ATBs > 5 ATBs

B CNK ONCNK

Fonte: A autora (2021)

The blaoxa-10 carrier isolates showed percentages of lesser virulence of the genes
ucaA (n=7/38.8%), pbtA (n=7/38.8%) and nrpG (n=5 /27.7%), when compared to blanpm

and blakec carrier isolates (Tables 4 and 5).

ERIC-PCR

Thirty-two different genetic profiles were detected by ERIC-PCR among the 36
isolates of P. mirabilis analyzed in this study (Figure 3). Only four profiles included two
isolates: E2 (P3-A2 and P8-A2), E3 (P4-A2 and P6-A2), E11 (P18-A2 and P19-A2) and
E13 (P21-A2 and P25-A2). We found that these isolates with the same clonal profile came
from different sectors, biological samples, and different resistance and virulence patterns
(Tables 4 and 5).
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Figure 3 - Dendrogram of the genetic profile of Proteus mirabilis isolates. Cluster analysis by ERIC-PCR using the Jaccard similarity coefficient and the Weighted Neighbor-
Joining cluster method. The scale indicates the percentage of genetic distance.
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Discussion

Proteus mirabilis is one of the main pathogens that cause severe UTIs, especially
in patients using catheters for a long time. However, studies on important virulence
factors for establishing infection in the host and on resistance to antimicrobials are still
limited B78. The blavim, blave and blaoxa genes are reported less frequently in P.
mirabilis compared to blaxpc and blanom B29%1, In the present study, no isolates were
found co-carrying blakec and blanom. However, in another recent study carried out in
Brazil, isolates of P. mirabilis and K. pneumoniae, co-carried the two genes 1. Regarding
blaoxa-10, to our knowledge this is the first report of the presence of this gene in Proteus
mirabilis in Brazil. blaoxa10 in Proteus has already been reported in China 12,
Switzerland ™3, Italy [*Y1 and Greece 2. To our knowledge, we also report here for the
first time strains of P. mirabilis co-carrying blaoxa-10 and blakpc. The presence of P.
mirabilis carrying blaoxa-10 is worrying because this gene encodes an ESBL that
hydrolyzes oxyimino-cephalosporins and to a lesser extent imipenem. Additionally, the
presence of genes for carbapenemase in isolates of P. mirabilis carrying blaoxa-10 limits
the existing therapeutic options.

Regarding genetic diversity by ERIC, 32 distinct clonal profiles were found out
of a total of 36 isolates analyzed. Several isolates had a similar virulence and resistance
profile, even if they belong to different clonal groups. On the other hand, clonal groups
shared by other isolates had different resistance and virulence characteristics. This
suggests that some characteristics may have arisen because they acquired plasmids,
underwent mutation or other genetic mechanisms 3. As observed in this study,
multiclonal dissemination can favor the survival and persistence of this bacteria in the
hospital environment, which colonized and caused infections in patients. Additionally,
the clonal variability of these strains can hinder the therapeutic measures used by health
professionals, such as empirical therapies, even if the implementation of the guidelines
of the Nosocomial Infection Control Commission (NICC) is efficient. As already
mentioned in the present study, isolates of P. mirabilis were found to cause urinary
infections in the same patient at different times. Tracing the microbiological and
resistance profile of P. mirabilis is not an easy task compared to other infection-causing
pathogens, such as Klebsiella pneumoniae or Klebsiella aerogenes, in both of which it is

known that the blaxec gene is widely disseminated 281, However, it is still not completely
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elucidated how the association between virulence factors and the presence of important
resistance genes in P. mirabilis isolates occurs.

All the isolates investigated carried the genes mrpG and pmfA, belonging to the
gene operons mrp and pmf in P. mirabilis, and appear to be intrinsic in this pathogen. The
same was observed in a recent study in Iran, in which all P. mirabilis isolates analyzed
had the genes mrpH, mrpA and pmfA B4, In Brazil, in strains of P. mirabilis, isolated from
chicken carcasses, the presence of genes mrpA and pmfA were also observed in 100% of
the isolates 4. The presence of these genes in Proteus, may justify the high capacity of
biofilm production by this pathogen, since the fimbrial adhesins encoded by these genes
have the ability to fixate on host cells at the beginning of biofilm formation [/,

The ucaA gene (UCA fimbrial adhesin) was found in 70% of P. mirabilis isolates
in the present study and found less frequently when compared to the other genes for
fimbrial adhesins investigated here. Higher percentages were found by Mirzaei B4, in
Iran, who observed that 95.5% of P. mirabilis isolates carried ucaA. P. mirabilis strains
carrying the ucaA gene have an increased capacity to colonize the kidneys due to the
adhesive properties of fimbrial material associated with this gene %1, Kuan B9, reported
the presence and importance of the ucaA gene in the expression of adhesion to epithelial
cells, mainly in the kidneys and bladder, this being linked to the formation of biofilm in
P. mirabilis due to the ability of bacterial cell-cell adhesion, to host cells and urinary
catheter in urinary pathways. Other studies have reported the simultaneous presence of
various types of fimbriae in P. mirabilis, including pmf, uca and mrp, noting that P.
mirabilis fimbriae have a distinct role in generating biofilm (16341,

The expression of the gene operon for yersiniabactin (nrp) and proteobactin (pbt)
in Proteus is the mechanism that acts in the production of siderophores, thereby capturing
iron in the extracellular environment and transporting it inside the bacterial cell. Until
then, the only previous study that investigated the presence of the nrp and pbt genes
determined that ten isolates of P. mirabilis causing UTI carried these two genes, whereas
in non-UT] infections only 50% of the isolates had both genes 7. In the present study,
we determined that about half of the isolates of P. mirabilis from the ICU carried these
two genes that are responsible for producing siderophores, which is essential for the
uptake of iron and the establishment of urinary infections caused by Proteus, in iron-
limited environments.

Additionally, the pstS gene was found in all isolates in our study. Phosphorus, an
essential element for life, is most often incorporated as inorganic phosphate. The
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detection and absorption of phosphate has been associated with virulence in many
bacterial species, including P. mirabilis #8%1 As a result, nrpG, pbtA, ucaA and pstS
detected concurrently in some blakec or blanpm carrier isolates pose a threat to
immunosuppressed patients and also those hospitalized, and thus reduce existing
therapeutic options.

Unexpectedly, P. mirabilis, a non-carrier of blakpc and blanom, accumulated more
virulence factors, and contained five or more virulence genes, when compared to the
group of blakpc and blanpwm carriers in this study. The acquisition of genes that determine
antimicrobial resistance generally has a biological cost in bacterial physiology that can
be observed in some species, such as Campylobacter jejuni (%1 Therefore, antimicrobial-
susceptible isolates may harbor more virulence genes together 111, On the other hand, for
important pathogens such as K. pneumoniae and Klebsiella varicola, the association
between antimicrobial resistance and virulence determinants is convergent. Resistant
multidrug strains can also be hypervirulent 2431, Although the blakpc and blanpwm isolates
analyzed in this study had fewer virulence factors compared to the non-carrier group, they
had important factors such as pbtA and nrpG, which are siderophores that help establish
infections.

The high genetic diversity of P. mirabilis added to the presence of widely
disseminated virulence factors in this pathogen may imply serious infections become
established in the host. This pathogen, which belongs to the intestinal microbiota of
humans, can eventually infect other sites and cause infections. We observed in this study
that isolates not carrying blakec and blanom were more frequent in patients older than 60
years when compared to the other group. Although isolates susceptible to antimicrobials
have more virulence factors together, these factors can protect the microorganism from
the action of the host's immune system [0 especially if the patient is
immunocompromised. Although the isolates had more virulence factors together in the
group that non-carring blakec and blanpwm, resistance to antimicrobials was lower, even
so, patients in this group used five or more antimicrobials more frequently than the group
that carried blakrc and blanom. The pathogenicity of these isolates may be related to the
presence of these virulence factors, along with age above 60 years, which may imply in
low host immunity to these pathogens, this may suggest that bacteria with such virulence
factors, regardless of antimicrobial resistance, can easily cause serious infections in

patients over 60 years of age. And consequently, make it difficult to treat these infections.
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Conclusion

One of the most relevant findings of this study was the fact that clinical isolates of P.
mirabilis, in addition to being resistant multi-drugs (carriers of blanpm-1 and blakpc-2, and
blakoxa-10 genes), presented efficient virulence factors for the establishment of infection
outside the gastrointestinal tract. Additionally, another relevant fact was the unexpected
fact that less resistant isolates had more virulence genes than more resistant isolates, also
indicating the potential of these isolates, which do not have the blanom and blakec genes,
to cause infection. Unexpectedly, the mrpG, pmfA and pstS genes appear to be intrinsic
to P. mirabilis since we have unanimously observed these genes in all isolates. Since P.
mirabilis is an emerging and often overlooked pathogen, the presence of important
resistance and virulence factors in this pathogen is alarming and demonstrates the need
for additional epidemiological studies and frequent monitoring of this organism.
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First report of blaces.1 in Proteus mirabilis clinical isolates

Running title: Beltrdo EMB — First report of blages.1 in Proteus mirabilis
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Abstract

Proteus mirabilis is one of the main pathogens that cause urinary tract infections and
sepsis. To our knowledge, this is the first report of P. mirabilis hosting blaces. The
presence of genes was determined by PCR and sequencing. We identified the presence of
blaces-1 in three isolates. In addition, we also identified the blakpc-2 and blanpm-1 genes in
two strain. These data emphasize the importance of monitoring and surveillance of all
enterobacteria. The circulation of P. mirabilis strains carrying blaces-1 constitutes a new
scenario of resistance in this species and should be an epidemiological alert for global

health.

Introduction

Proteus spp. are gram-negative bacilli belonging to the order Enterobacterales.
The genus contains six species: Proteus vulgaris, P. mirabilis, Proteus myxofaciens,
Proteus cibarius, Proteus penneri and Proteus hauseri. P. mirabilis, P. vulgaris and P.

penneri are commonly described as opportunistic pathogens?.
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Proteus strains with moderate resistance to imipenem are frequent, with evidence
that this resistance is due to changes in the penicillin-binding protein (PBP2). In addition,
Proteus can acquire resistance to several antimicrobial groups due to the presence of
resistance genes such as, blaoxa-ss, blaoxa-s, blaoxa-23, blanom-1, blavim-1, blaive, blakpec-
2, blaacc-1, blarox, blacmy-2, blapwa-1, blaves-s, blarer-2, blactx-m and blarem®.

Proteus mirabilis is a bacterium frequently associated with Urinary Tract
Infections (UTI), especially in patients who have been using a urinary catheter for a long
time. In addition, it has intrinsic resistance to polymyxins, nitrofurantoin and tigecycline,
this making it difficult to treat infections caused by this bacterium?. In this context,
infections by P. mirabilis presenting acquired resistance to beta-lactams are considered
challenging issues for antimicrobial therapy.

Class A Extended-Spectrum Beta-Lactamases (ESBL) are determinants of
acquired resistance that have a high clinical impact®. The emergence of ESBLs, such as
GES, has become an emerging public health problem, along with the NDM and KPC
carbapenemases. Since GES gives resistance to all extended-spectrum cephalosporins and
adversely impacts the efficiency of ceftazidime, and KPC and NDM to all beta-lactams.

The current literature describes the presence of blaces in several bacterial species
and in several countries distributed on all continents. However, the presence of this gene
in Proteus has been little investigated. We searched worldwide databases (Pubmed/NCBI,
scielo, Google scholar and nucleotide sequences deposited on the Nucleotide/NCBI
platform) for manuscripts that reported the presence of Proteus isolates carrying blaces
(Keywords for the searches: “Proteus” and “blaces”, "Proteus "and" GES "," Proteus
mirabilis "and" blaces"). Unexpectedly, none of the found manuscripts reported the

presence of blaces in P. mirabilis or any species belonging to the genus Proteus. With
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that, to our knowledge, here we address the first case report of an isolate of P. mirabilis

carrying blages.

Case Report

Three bacterial strains isolated from three patients from a public hospital in
Recife-PE, Brazil, were analyzed. The first isolate (P5-A2) was from a female patient
with urinary infection, admitted to the surgical clinic. The second isolate (P15-A2) was
from a female patient with urinary tract infection, admitted to the cardiology sector. And
the third isolate (P44-A2) was from a female patient with a sample collected from the
catheter tip, who was admitted to the Intensive Care Unit (ICU).

The biochemical identification and susceptibility to different classes of
antimicrobials were performed by an automated system Phoenix-BD™. The
susceptibility interpretation was performed according to BrCast®. The presence of blages,
blanom and blakec was determined by PCR using specific primers®. And the PCR products
were sequenced using the Sanger technique. The nucleotide sequences were analyzed by
the BLAST platforms (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Clustal W of the European
Bioinformatics Institute (http://www.cbi.ac.uk/) and Bioedit v7. The nucleotide
sequences were deposited in GenBank, under access number: MW527065 and
MW554921.

The three isolates showed multidrug resistance and phenotypic indication for the
production of ESBL and/or carbapenemases, presenting resistance to several
antimicrobials (Table 1). Only isolate P44-A2 showed resistance to carbapenems,
imipenem and meropenem (Table 1). Sequencing analysis revealed the presence of

blages-1 variants in the three isolates (P5-A2, P15-A2 and P44-A2). In addition to the
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presence of blages-1, we also identified the presence of the blakpc-2 and blanpm-1 genes in

isolates P15-A2 and P44-A2, respectively.

Table 1 - Profile of Proteus mirabilis isolates analyzed in the study.

Id. Harvest date Sector Clinical Resistance Profile
(dd/mm/lyyyy) Sample

Amoxicillin-Clavulanate (MIC>16/8)
Ampicillin (MIC>16)
Aztreonam
Cephalothin (MIC>16)
Cefepime (MIC>16)
Surgical urine Ceftazidime
clinic Ceftriaxone (MIC>32)
Cefuroxime (MIC>16)
Ciprofloxacin (MIC>2)
Gentamicin (MIC>8)
Levofloxacin (MIC>4)
Trimetroprim-Sulfametoxazol (MIC>4/76)
Amikacin (MIC>32)
Amoxicillin-Clavulanate (MIC>16/8)
Ampicillin (MIC>16)
Aztreonam
Cephalothin (MIC>16)
Cefepime (MIC>16)
P15-A2 . . Ceftazidime
05/01/2017 cardiology urine Ceftriaxone (MIC1=6)
Cefuroxime (MIC>16)
Ciprofloxacin (MIC>2)
Levofloxacin (MIC>4)
Nitrofurantoin (MIC>64)
Piperacillin-Tazobactam (MIC>64/4
Trimetroprim-Sulfametoxazol (MIC>4/76)

PS-A2 24/08/2017

Amikacin (MIC=32)
Amoxicillin-Clavulanate (M1C>16/8)
Ampicillin (MIC>16)
Aztreonam
Cefepime (MIC>16)
Cefoxitin (MIC>16)
Ceftazidime (MIC>16)
Ceftriaxone (MIC>32)
PA4-AZ 031052018 ICU Catt'.‘eter Cefuroxime (MIC>16)
P Ciprofloxacin (MIC>2)
Gentamicin (MIC>8)
Imipenem (MIC>8)
Levofloxacin (MIC>4)
Meropenem (MIC=8)
Nitrofurantoin (MIC>64)
Piperacillin-Tazobactam (MIC>64/4)
Trimetroprim-Sulfametoxazol (MIC>4/76)

Fonte: A autora (2021)
ICU — Intensive Care Unit; MIC - Minimum Inhibitory Concentration; Id. Identification
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Discussion

The presence of important resistance genes occurs less frequently in Proteus®,
since there are few reports of B-lactamases in this species when compared to other species
of the Enterobacterales order. However, the presence of ESBL in Proteus is more
frequent’.

GES enzymes were initially described in Klebsiella pneumoniae in France using
the rectal swab from a one-month-old girl who was hospitalized in French Guiana’. Since
then, blaces has been reported in several species and in several countries, including in
Brazil. Most frequently in non-fermenting bacilli such as Pseudomonas aeruginosa, and
Acinetobacter baumannii and also in enterobacteria such as K. pneumoniae®*°. GES is
part of a group of ESBL and carbapenemases, comprising 43 variants
(http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#GES) that have been found in several species of
gram-negative bacteria®. In the three isolates investigated, a Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) value greater than 16 for Ceftazidime was observed. GES-1 can
hydrolyze aztreonam, amoxicillin and mainly ceftazidime with a very high MIC value
(MIC = 4 to MIC = 128)’.

The genes investigated in the present study were obtained from the bacterial
genome, and may contain plasmids that have not been identified. blages is constantly
found in plasmids, but it can be present in the chromosome and in conjugative or non-
conjugative plasmids, such as IncP, ColEl, IncQ and IncF, as well as in non-typable
plasmids*12,

The presence of P. mirabilis carrying blaces1 is worrying because this gene
encodes the ESBL enzyme, and shows resistance to a wide range of p-lactams, such as
resistance to 3rd generation (Ceftazidime, Cefotaxime, Cefoxitin) and 4th generation
(Cefepime) cephalosporins and monobactamics (Aztreonam)*®. In addition, within the
Proteus genus, there were no reports of this pathogen carrying blaces. These data
emphasize the importance of monitoring and surveillance of all enterobacteria. The
circulation of P. mirabilis strains carrying blaces-1 constitutes a new scenario of resistance

in this species and should be an epidemiological alert for global health.
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APENDICE C - Variantes do gene blakrc, espécies bacterianas relatadas, pais de

Variante

blakpc-2

blakpc-3

blakpc-4

blakpc-s

blakpc-s

origem do isolado e referéncia.

Espécie
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Serratia mascescens
Escherichia coli
Acinetobacter baumannii

Enterobacter cloacae

Enterobacter hormaechei
Enterobacter asburiae
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella aerogenes

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella aerogenes
Escherichia coli
Acinetobacter baumannii

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Pais
EUA
EUA

Brasil

Brasil

Brasil
Franca
Franca

Coldmbia

China
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

EUA

Italia
Franca
Portugal

Espanha

Porto Rico
EUA
Porto Rico
EUA

Maléasia

Ref.
(YIGIT, H. et al., 2001b)
(MOLAND et al., 2003)

(MONTEIRO, J. et al.,
2009a)

(CABRAL, Adriane Borges
et al., 2015a)

(MARGATE et al., 2015)
(GIRLICH et al., 2017)
(GIRLICH et al., 2017)

(LA CADENA, DE et al.,
2018)

(YANG, B. et al., 2018)
(ANDRADE et al., 2018)
(SCAVUZZI et al., 2019)
(BELTRAO et al., 2020)

(OLIVEIRA, E. M. De et al.,
2020)

(WOODFORD, Neu et dl.,
2004)

(PULCRANO et al., 2016)
(BERLEUR et al., 2018)
(CANEIRAS et al., 2018)

(DELGADO-VALVERDE et
al., 2020)

(WOLTER et al., 2009)
(CHEN, L. et al., 2013)
(WOLTER et al., 2009)
(LAMOUREAUX et al., 2012)

(AHMAD, Norazah et al.,
2015)



blakpc.7

blakrc-s

blakpc-9

blakpc-10
blakpc11
blakpc-12
blakpc.13
blakpc-14

blakpc-15

blakec-16
blakpc-17

blakpc-18

blakpc-19
blakpc-20
blakpc-21
blakpc-22
blakpc-23
blakpc-24
blakpc-2s
blakpc-2s
blakpc-27
blakpc-2s
blakpc-20

blakec-30

blakec-a1
blakpc-32

blakpc-33

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella quasipneumoniae
Acinetobacter spp.
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae

Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

EUA
EUA

Israel

india
Porto Rico
EUA
China
Tailandia
EUA
China

China
China
EUA

Italia
EUA
Portugal
China
Grécia
Chile
EUA
Brasil
Espanha
Franca
EUA
EUA
Brasil
EUA
EUA
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(PEREZ et al., 2010)
FJ234412.1

(HIDALGO-GRASS et al.,
2012)

(SHANKAR et al., 2019)
(ROBLEDO, I. E. et al., 2010)
(LASCOLS et al., 2012)
HQ641422.1

HQ342889.1

(NIU et al., 2020)

(WANG, Dongguo et al.,
2014)

(YU, W. L. etal., 2015)
(YU, W. L. etal., 2015)

(THOMSON, G. K. et dl.,
2016)

(CENTONZE et al., 2018)
MF772496.1
(MANAGEIRO et al., 2018)
KM379100.1

(GALANI et al., 2019)
(BARR et al., 2016)
KU216748.1
KX619622.1
KX828722.1

(OUESLATI et al., 2019)
KY563764.1
KY646302.1
(Migliorini, 2021)
(ANTONELLI et al., 2019)
MAPO01000050.1

ref



blakpc-34
blakpc-ss
blakpc-ss
blakpc-s7
blakpc-ss
blakpc-39
blakpc-40
blakpc-41
blakpc.42
blakpc.s
blakpc.44
blakpc.ss
blakpc.4s
blakpc.47
blakpc.ss
blakpc.49
blakpc-so
blakpc-s1
blakpc-s2
blakpc-ss
blakpc-sa
blakpc-ss
blakpc-ss
blakpc.s7
blakpc-ss
blakpc-so
blakpc-6o
blakpc-61
blakpc-e2
blakpc-es
blakpc-64

blakec-es

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter hormaechei

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

China
EUA
EUA
China
EUA
Franca
EUA
Suica
Alemanha
Republica da Coréia
Finlandia
EUA
EUA

China

China

Italia
Republica da Coréia
Coréia do Sul
USA

Grecia

USA

USA
Alemanha
Espanha
Italia

Italia

Italia

Italia
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KU985429.1
MH404098.1
MH593787.1
MH718730.1
MK098861.1
MK118771.1
QRBR01000058.1
(MUELLER et al., 2019)
MK467612.1
MK628511.1
MK823188.1
MN104596.1
MN267701.1

MN725731.1
MN725732.1

(PILATO, V. Dl et al., 2020)

MN854706.1
MT028409.1
NDBX01000081.1
MT358626.1
MT463289
MT463290
MT482411
MK559426
MT604163
MT604164
MT604165
MT604166



blakpc-es
blakpc-67
blakpc-es
blakpc-e9
blakpc-70
blakpc-71
blakpc.-72
blakpc.73
blakpc-74
blakpc-75
blakpc-7s
blakpc-77
blakpc-78
blakpc-79
blakpc-so
blakpc-s1
blakpc-s2
blakpc-s3
blakpc-s4
blakpc-gs
blakpc-gs
blakec-s7

blakpc-ss

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter koseri

Citrobacter koseri

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

- N4o atribuido pelo GenBank

USA
Italia
Italia
Italia
Italia
USA
USA
China
China

China
China
Argentina
Argentina
USA
USA
China
Holanda
China
China
China

163

MT833884
MT809697
MT809698
MT809700
MT809701
MT833885
MT833886
MT856045
MT920645

MW319056
MT875328
MW444845
MW444846
Lebreton, 2021
JAERIK010000005
MW657985
MW896839
MZ067229
MZ067230
MZ067231
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APENDICE D - Variantes de blaces, espécies bacterianas relatadas, informag&o

Variante

blaces-1

blaces-2

blaces-3

blaces-4

blaces-s

blaces-s

funcional, pais de origem da amostra e referéncia.

Espécie

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumonia

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Informacéo

Funcional Pals
Guiana Francesa
Brasil
ESBL
Ird
Peru
Portugal
Brasil
Carbapenemase - Africa do Sul
Hidrolise
aumentada para y
Imipenem Ira
Japdo
ESBL
Grécia
Coréia
Japéo
Carbapenemase
Grécia
Japéo
Coréia
Arabia Saudita
Carbapenemase
Polonia
Carbapenemase Grécia

Ref.

(POIREL, L et al., 2000)

(SILVA JUNIOR et al., 2017);
(SCAVUZZI et al., 2019);
(POLOTTO et al., 2012);
(CASTANHEIRA et al., 2004)

(AMIRKAMALI et al., 2017)
(RIOS et al., 2018)
(MENDONCA et al., 2009)
Beltrdo, 2021

(POIREL, Laurent et al.,
2002)

(TARAFDAR; JAFARI;
AZIMI, T., 2020)

(WACHINO; DO, Y.;
YAMANE; SHIBATA; YAGI;

KUBOTA; ITO; et al., 2004)
(VOURLI et al., 2004)

(RYOO et al., 2005)

(WACHINO; DOI, Y,
YAMANE; SHIBATA;
YAGI, KUBOTA;

ARAKAWA, 2004)
(VOURLI et al., 2004)
(YAMASAKI et al., 2017)
(BAE, 1. K. etal., 2007)
(AL-AGAMY et al., 2017)
(HISHINUMA et al., 2018)

(LITERACKA, E.
2020)

Vourli, 2004

et al.,



blaces-7
blaces-s
blaces-9

blaces-10

blaces-11

blaces-12

blaces-13

blaces-14

blaces-15

blaces-16

blaces-17

blaces-18

Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter cloacae
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter cloacae
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Né&o informada
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Serratia mascescens
Aeromonas sp.
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa

Enterobacteriaceae

ESBL
ESBL
ESBL
ESBL

Resisténcia a beta-
lactamicos,
incluindo
aztreonam, e
sensibilidade
reduzida a
carbapenens

ESBL

ESBL

Carbapenemase

Carbapenemase

Carbapenemase

ESBL

Carbapenemase

Portugal
Bélgica
Libano
Bélgica
Grécia
Franca

EUA
Franca
Libano
Tunisia

Brasil
Dubai

Tunisia
Bélgica
Grécia
Canada
Pol6nia

Malasia
Portugal
Bélgica
Franca

Bélgica
Pol6nia
Brasil
Brasil
México
Bélgica

Holanda
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Botelho, 2015

Cuzon, 2016

Yaghi, 2020

(CUZON et al., 2016)
(MAVROIDI et al., 2001)
(FOURNIER et al., 2020)
NG_049112.1
(DELBRUCK et al., 2012)
(HAMMOUDI et al., 2015a)
(CHIHI et al., 2016)

(SILVA JUNIOR et al., 2017)

(AYOUB MOUBARECK et al.,
2021a)

(HAMMAMI et al., 2017)
(BOGAERTS et al., 2010)
(KOTSAKIS et al., 2010)
(SEPEHRI et al., 2014)
(LAUDY et al., 2017)
(PHOON et al., 2018)

(HERNANDEZ-GARCIA et al.,
2020)

(BOGAERTS et al., 2010)

(BONNIN, Rémy A. et al.,
2011)

(DELBRUCK et al., 2012)
(LAUDY et al., 2017)
(STRELING et al., 2018)
(CONTE et al., 2020)
HQ874631

(BEBRONE et al., 2013)

(SADER, Helio S. et al., 2017)



blaces-19

blaces-20

blaces-21

blaces-22

blaces-23

blaces-24

blaces-25

blaces-26
blaces-27
blaces-2s
blaces-29
blaces-30
blaces-31
blaces-32
blaces-33

blaces-34

blaces-35

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

ESBL
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa  Carbapenemase
Né&o informado Carbapenemase
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
ESBL
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa ESBL
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Carbapenemase

Aeromonas hydrophila
Pseudomonas aeruginosa

Citrobacter freundii -

Pseudomonas aeruginosa -
Pseudomonas aeruginosa -
Pseudomonas aeruginosa -
Pseudomonas aeruginosa -
Pseudomonas aeruginosa -
Aeromonas caviae -
Pseudomonas aeruginosa -
Pseudomonas aeruginosa -
Pseudomonas aeruginosa -
Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

México

México
EUA
México
EUA

Turquia

Turquia

Turquia
Turquia
México

Japéo

Coreia do Sul

Japéo

Coreia do Sul

Alemanha

EUA
Lituania
Alemanha
EUA
Japao
Brasil
México
EUA
Alemanha
Alemanha

Egito

166

(BARRIOS et al., 2012)

(GARZA-RAMOS et al., 2015)
(KHAN, A. et al., 2019)
(GARZA-RAMOS et al., 2015)
NG_049124.1
(CASTANHEIRA et al., 2014)

(AYSEGUL SARAL,
DAVID A. LEONARD,
AZER OZAD DUZGUN,;
CYNTHIA M. JUNE, 2017)

(HOUCHI et al., 2019)
(CICEK et al., 2014)
KF179354

AB901141

(HONG, J. S. et al., 2016)
(UECHI et al., 2018)
(HONG, J. S. et al., 2020)

NG_049128.1

(KHAN, A. et al., 2019)
(MIKUCIONYTE et al., 2016)
KT626944

KT997885

LC126615

KX034181
(LOPEZ-GARCIA et al., 2018)
KY783911

MG748726

MH388469

(FAM et al., 2020)



blaces-36
blaces-37
blaces-3s
blaces-39
blaces-40
blaces-41
blaces-42
blaces-43
blaces-44
blaces-4s
blaces-46
blaces-47

blaces-4s

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella oxytoca

Aeromonas caviae

- Néo definido pela literatura

ESBL

Carbapenemase

Carbapenemase

Carbapenemase

Japéo
Japéo
Franca
Franca
EUA
Canada
Franca
Suica
China
Japdo
Alemanha
Japéo

Japéo
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LC385763
LC385764
MH780082
MH780083
MK105833
MK880227
MNO065796
MN219691
MT160807
LC558356
MW295358
LC612389
LC612390
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APENDICE E - Variantes do gene blanowm, espécies bacterianas relatadas, pais de

Variante

blanom-1

blanpm-2

blanom-3

blanpm-4

blanpm-s

blanom-6

origem da amostra e referéncia.

Espécie
Proteus mirabilis

Proteus mirabilis
Salmonella enterica

Klebsiella pneumoniae

Stenotrophomonas maltophilia

Enterobacter hormaechei

Proteus mirabilis

Moellerella wisconsensis

Acinetobacter baumannii

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Enterobacter bugandensis
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Pais
China

Franca
China
China

Brasil
China
Italia

india

Egito

Australia

Nepal

india

Sri Lanka
China
Reino Unido

China
China
China
Brasil
Egito
EUA

Ird

Referéncia

(QIN et al., 2015); (DONG, Dandan et
al., 2019a)

(GIRLICH et al., 2015a)
(HUANG, J. et al., 2017)
(GAO, H. et al., 2020)

(FURLAN; PITONDO-SILVA;
STEHLING, 2018)

(YANG, B. et al., 2018)
(BITAR et al., 2020a)

(AHMAD, Nayeem: ALI; KHAN, A.
U., 2020)

(KAASE; NORDMANN, Patrice;
WICHELHAUS; GATERMANN;
BONNIN, Rémy A; et al., 2011)

(ROGERS et al., 2013)
(SHRESTHA, B. et al., 2017)

(NORDMANN, Patrice;
BOULANGER; POIREL, Laurent,
2012)

(PAPAGIANNITSIS, Costas C. et al.,
2013)

(KIM, J. S. et al., 2020)

(HORNSEY; PHEE; WAREHAM,
2011)

(LI, Xi; FU; et al., 2018)
(YUAN, Y. et al., 2019)
(SUN, L.; XU, J.; HE, 2019)
(MATTEOLI et al., 2020)
(RAMADAN et al., 2020)
(RASHEED et al., 2013)

(BAHRAMIAN et al., 2019)
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Acinetobacter baumannii Espanha (XANTHOPOULOU et al., 2020)
blanom-7  Escherichia coli India (PAUL et al., 2017)
blanom-s  Escherichia coli Nepal (TADA et al., 2013)
blanom-o  Klebsiella pneumoniae Italia (FALCONE et al., 2020)
blanom-10  Klebsiella pneumoniae india (KHAJURIA et al., 2016)

Escherichia coli india (RAHMAN et al., 2018)
blanom-11

Escherichia coli Egito (HASSAN et al., 2020)
blanom-12  Escherichia coli Nepal (TADA et al., 2014)
blanom-13  Escherichia coli Nepal (SHRESTHA, B. et al., 2015)
blanom-14  Acinetobacter lwoffii China (zou, D. et al., 2015)
blanom-15  Escherichia coli india (MITRA et al., 2019)
blanom-16  Escherichia coli China (LI, Xi; MU; et al., 2018)
blanom-17  Escherichia coli China (LIU, Zhihai et al., 2017)
blanom-18  Providencia rettgeri Africado Sul  (NTSHOBENI; ESSACK, 2019)

Escherichia coli Suica (MANCINI et al., 2019)
blanom-19

Klebsiella pneumoniae China (LU, Yao et al., 2019)
blanom-20  Escherichia coli China (LIU, Zhihai et al., 2018)
blanom-21  Escherichia coli China (LIU, Lu et al., 2018)
blanom-22  Enterobacter cloacae EUA MH243357.1
blanom-2s  Klebsiella pneumoniae Suica MH450214.1
blanom-24  Providencia stuartii Suica MH450215.1
blanom-2s  Klebsiella pneumoniae Ardbia Saudita  (EL-BADAWY et al., 2020)
blanom-26  Escherichia coli China MKO079575
blanom-27  Escherichia coli EUA MK105832
blanom-2s  Klebsiella pneumoniae india MK425035.1
blanom-20  Klebsiella pneumoniae Russia MN624980.1
blanom-30  Klebsiella oxytoca Coreia MW306748

blanom-31  Citrobacter werkmanii Coreia MW306749
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APENDICE F — Variantes do gene blaoxa as variants derivadas

Variantes Derivadas

Variante

blaoxa1 ou blaoxa-1, blaoxa-224, blaoxa-320, blaoxa-3s2, blaoxa-szs, blaoxa-srs, blaoxa-7es, blaoxa-e21,

blaoxa-30 blaoxa-796, blaoxa-67s, blaoxa-4, blaoxa-47, blaoxa-s1, blaoxa-se2, blaoxa-320, blaoxa-224, blaoxa-
47, blaoxa-31, blaoxa-4, blaoxa-, blaoxa-, blaoxa.,

blaoxa-2 blaoxa-3, blaoxa-sas, blaoxa-737, blaoxa-7s2, blaoxa-es1, blaoxa-s39, blaoxa-s40, blaoxa-sa,
blaoxa-saz, , blaoxa-sas, blaoxa., blaoxa-, blaoxa-, blaoxa-ss1, blaoxa-732, blaoxa-737, blaoxa-
838, Dlaoxa-15, blaoxa-21, blaoxa-a2, blaoxa-as, blaoxa-3s, blaoxa-s3, blaoxa-141, blaoxa-61,
blaoxa-226, blaoxa-a1s, blaoxa-s43, blaoxa-s34, blaoxa-a1s, blaoxa-226, blaoxa-210, blaoxa-iet,
blaoxa-141, blaoxa-s3, blaoxa-32, blaoxa-21, blaoxa-1s, blaoxa-3

blaoxa-s blaoxa-129

blaoxa-7 blaoxa-10

blaoxa-s -

blaoxa-s blaoxa-ges

blaoxa-10 0U blaoxa-g2s, blaoxa-ss, blaoxa-s27, blaoxa-s2s, blaoxa-s24, blaoxa-7e4, blaoxa-795, blaoxa-7zs,

blapse-2 blaoxa-s76, blaoxas77, blaoxaess, blaoxaess, blaoxa-ese, blaoxaszo, blaoxa-sss, blaoxa-sss,
blaoxa-2s6, blaoxa-251, blaoxa-246, blaoxa-240, blaoxa-233, blaoxa-1s3, blaoxa-147, blaoxa-14s,
blaoxa-142, blaoxa-101, blaoxa-74, blaoxa-se, blaoxa-3s, blaoxa-2s, blaoxa-19, blaoxa-17, blaoxa-
14, blaoxa-16, blaoxa-13, blaoxa-11

blaoxa-11

blaoxa-12 blaoxa-gso, blaoxa-es1, blaoxa-gss, blaoxa-gs7, blaoxa-gss, blaoxa-ese, blaoxa-e12, blaoxa-72s,
blaoxa-72s, blaoxa-726, blaoxa-,

blaoxa-20 blaoxa-37

blaoxa-22 blaoxa-ges, blaoxa-s74, blaoxa-s72, blaoxa-ses, blaoxa-443

blaoxa-23 blaoxa-s11, blaoxa-so7, blaoxa-ss, blaoxa-sws, blaoxa-sio, blaoxasi, blaoxa-si2, blaoxa-sis,
blaoxa-sis, blaoxasis, blaoxasis, blaoxasiz, blaoxa-sis, blaoxa-sos, blaoxa-es7, blaoxa-ses,
blaoxa-s1, blaoxa-asz, blaoxa-ass, blaoxa-as0, blaoxa-ss, blaoxa-a22, blaoxa-a23, blaoxa-sss,
blaoxa-3ss, Dlaoxa-230, blaoxa-225, blaoxa-171, blaoxa-170, blaoxa-169, blaoxa-16s, blaoxa-167,
blaoxa-16s, blaoxa-16s5, blaoxa-146, blaoxa-133, blaoxa-10s, blaoxa-73, blaoxa-a9, blaoxa-27

blaoxa-24 blaoxa-ge7, blaoxa-sss, blaoxa-sz, blaoxa-207, blaoxa-160, blaoxa-130, blaoxa-72, blaoxa-2s,
blaoxa-26

blaoxa-29 -

blaoxa-ao -

blaoxa-s2 blaoxa-se, blaoxa-s7, blaoxa-3

blaoxa-ss blaoxa-gss, blaoxa-779, blaoxa-20s, blaoxa-119, blaoxa-11s



blaoxa-ss
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laoxa-
blaoxa-p20, blaoxa-p22, blaoxa-sss, blaoxa-p2s1, blaoxa-p2s2, blaoxa-p2es, blaoxa-p2es, blaoxa

p28s, Dlaoxa-p2gs, Dlaoxa-p2s7, Dlaoxa-p2es, blaoxa-p2ss, blaoxa-p200, blaoxa-p2e1, blaoxa-p2ez,
1

blaoxa-p29s,
blaoxa-psoo,
blaoxa-pso7,

blaoxa-p294, blaoxa-p2es, blaoxa-p2s, Dlaoxa-p207, blaoxa-pzes, blaoxa-p2e,

blaoxa-pso1, blaoxapsoz, blaoxapsos, blaoxapsos, blaoxapsos, blaoxa-paos,

blaoxa-psos, blaoxa-psoe, blaoxapsio, blaoxapsii, blaoxapsiz, blaoxapais,

-320, blaoxa-
blaoxa-ps14, blaoxa-pais, blaoxa-psis, Dlaoxa-ps17, blaoxa-psis, blaoxa-psis, blaoxa-a20, OXA

p321, blaoxa-p322, blaoxa-ps23, blaoxa-pszs, blaoxa-pszs, blaoxa-paze, blaoxa-nsz7, blaoxa-pazs,
i)

laoxa-
blaoxa-paze, blaoxa-p3so, blaoxa-pss1, blaoxa-p3s2, blaoxa-ass, blaoxa-pazs, blaoxa-psss, blaoxa

336, Dlaoxa-pas7, blaoxa-pass, blaoxa-psse, blaoxa-psso, blaoxa-psss, blaoxa-pess, blaoxa-929,
1

blaoxa-920,
blaoxa-sss,
blaoxa-ass,
blaoxa-24s,
blaoxa-sa

blaoxa-sis, blaoxa-ses,

blaoxa-s47, blaoxa-sss,
blaoxa-439, blaoxa-ass,

blaoxa-244, blaoxa-232,

blaoxa-gss,
blaoxa-s1a,
blaoxa-sss,
blaoxa-204,

blaoxa-793, blaoxa-731,

blaoxas17, blaoxa-sis,
blaoxa-a16, blaoxa-aos,
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3007 636

Apresentacio do Projeto:
Trata-se de um Projeto de Doutorado do Programa de Pds-Graduagho em Medicina Tropical - UFPE, O
prajetn foi elaborado pela aluna Elizabeth Maria Bispo Beltro, sob onentagho da Profa, Dva, Ana Cataring
de Souza Lopes, Trata-se de um estudo descritivo & exparimental, constituldo de amostras clinicas de P,
mirabilis portadoras e ndo portadoras do gene blakPC, isolados de diferentes amostras clinicas
proveniertes de um hospital pdblico do Recife-PE. Ma primeira elapa serd investigada a presenca de genes
de viruléncia e resisténcia de fodos 05 espécimes bactenanos selacionados para o estuda, como também a
relagho clonal dos isalados bacterianos, Seguido de uma segunda etapa, onde serho analisadas as
sagléncias da DMNA gendmico completa de dois isolados de P. mirabilis, sem ralagio clonal, com um maior
nimena de genes de resisténcia e vinnkncia investigados. O trabalho serd desenvolido na Universidade
Fadaral de Pemambuco, onde serdo realizados os tesies moleculares. O estudo lerd o Hospital Agamenan
Magalhfes comao instituigio coparticipante, onde amostras serfo coletadas e processadas. A amostra sard
canstitulda de 40 isolados cinicos de P, mirabilis, 20 solados carreadores e 20 ndo cameadores do gene
blakPC, provenientes de diferentes silios de infecgdo. Serdo excliidos do trabalho soados gue na
canfirmagio de identificagio ndo forem da espécie P, mirabilis, mesmo sendo do género Proteus, Tambéam
sardo axcliidos do estudo isolados ndo clinicos. O projelo dispde de infraestnilura adequada @ lodos os

equipamentos e reagentes necessarios para o desenvolvimento
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dos experimentos no Laboratdrio de Bacteriologia e Biokogia Molecular do Departamenta de Medicina
Tropical, CCS, Universidade Federal de Pernambuce. Os isclados bacterianos que serfo oblidos nesse
projeto serfo acompanhados apenas das informaches de sitio de infecgho e resultado do anfiblograma
realizado no laboratanio do haspital, a ser confimada pelas pesquisadoras, nao havendo acesso aos
pronfudrios médicos, nem conlato ou dados dos pacientes, impossibiitando a identificacio dos respectivos
pacientes, Os dados coletados nessa pesquisa (sitio de infecchio e resultado do antibiograma realizado no
laboratano de andlises o Inicas do hospital), ficardo amazenados em pastas de arquivos e em computador
pessoal, sob a responsabilidade de Msc® Elizabeth Mana Bispo Belirdo (Pesquisadora responsaval) & Dr*
Ana Catarina de Souza Lopes (Orientadora do projeto) no enderego, Avenida da Engenhania, Cidade
Universitaria, Recfe-PE, 50670420, segundo andar do Centro de Ciéncias da Sadde-UF PE, pelo perloda

minimo de 5 anos,

Objetivo da Pesquisa:
ORIETIVO GERAL

Caracterizar os genes de virukncia e de resisténcia aos carbapenémicos em isolados dinicos de Proteus
mirabilis cameadores e nfio cameadores do gene blakPC-2 provenientes de um hospital de Recife em 2018
a 2018,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a presenga dos genes de virukincia mipG, pstS, nrpG, pbilA, ucah, pmph e pmidem isdados
portadores & nfo portadores do gene blakPC,

- Verificar a presenca dos genes de resistdncia aos beta-lactdmicos, blakPC, blaVIM, blalMP, blaGES,
blaBKC e blaMDMnos isolados do estudo;

= Determinar a relagho clonal dos solados de P, mirabilis;

- Analisar o DNA plasmdial de isolados de P. mirabilis, portadores do gene blakPC-2, & com o maior ndmero
de genes de vinuléncia e resisténcia investigados, com o intuito de determinar o parfil @ ambiente genético
dos genes e resisténcia investigados no estudo & oulros genes que possam surgir no resullado do
saquenciamenta,

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
RISCO
Divulgagho do nome do hospital, porém em consonéncia aos requisitos da resalugho 466012 da
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CMS e suas complementares, os pesquisadores envolvidos comprometem-se em ulilizar os dados dos
isolados bacterianos exclusivamente para fins de pesquisa, mantends o sigilo das informagbes & a ndo
divulgacho do referido hospital,

BEMEFICIOS

Considerando que ndo sdo realizadas a identificacho e sequanciamento de genas de resisténcia bacteriana
nas hospitais incluldos nesse estudo, como também ndo se determing a relagho clonal das bacirias, &
impantarte infarmar quais os genes de resisténcia de maior ocomancia em Proteus mirabilis, coma ambéam
se ocore a disseminagho clonal dessa espécie no hospital. Portanio, no final da pesquisa, serdo enviados
relatdrios com os resultados obtidos para a Comissdo de Controle de Infecgio Hospitalar (CCIH) da
instituicBo, Ressaltando qua os dados desse projeto devem ser divulgados entre os profissionais de saldde
da instituicho.,

Comantarios & Consideragtes sobra a Pesquisa:

A pesquisa apresenta um excelente referencial tedrico @ um embasamento cientifico inquestionawvel,
Apresenta metodologia simples, objetiva e bem delimitada, nao apresentando quakjuer incoeréncia do panio
de vista cientifico, Mo &mbilo éfico, 8 pesquisa também nfo suscita ddvidas, incluindo coeréncia
argumentativa na solicitagho de dispensa do TCLE.

Consideractes sobre os Termos de apresentacio obrigatbria:

Todos os termos apresentados estéo de acordo com as recomendagdes do CEP,

Recomendacbes:

Sem recomendagies.,

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Sem recomendagies,

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Profocoko foi avaliado na reunifio do CEFP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados, Informamos
que a APROVACAD DEF INIT WA do projeto s6 serd dada apds o envio da Motificagho com o Relatdrio Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o downlkoad do modelo de Relatdrio Final para enviado via
“Notificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes dalink “Para enviar Relatdrio Final®, dispanivel no
sile do CEPYUFPE. Apds apreciacio desse relaldno, o CEP emitird novo Pamecer Consubstlanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil,
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Informamas, ainda, que ¢ |a) pesquisedor (a) deve desanvolver a pesquisa corforme delineada reste
potocolo aprovada, exceto quando perceber risco ou dano réo previsto ao voluntdno participante (item V.3,
da Resalugiio CNSIMS N® 486/12),

Eventuais modificaghes nesta pesquisa devem ser salicitadas atrarvés de EMENDA a0 prejeto, identificando
a parle do protocalo 2 ser modificada e suas justficalivas.

Para projetos com mais de um ano da exacucho, & obrigatario que o pasquisador responsavel pako
Protocoks de Pesquisa aprasente a sk Comité de Etica, relatérios parcais das athvidades desenvalvidas no
periodo de 12 meses a conlar da dala de sua eprovacio (ilem X.1.3b., da Resolucin CHS MS N® 486M2).
O CEPMUFPE dewe ser informado de todos os efeites adversos ou falos relewvantes cue alterem o curso
nomal do estuda (ilem V.5, da ResalugSo CNSIMS N® 466/12). E papal dofa pesoLisador/a assecurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evenio adverso grave ocorrido (mesmo gque tenha sido
em outro centro) e airda, enviar notificagio 4 ANVISA - Agéncia Nacioral de Vigilincia Saniténa, juntocom
s posicionameanto,

Este pamacer fol alaborada baseado nos documentos abaixo relacionados:

_Tlpn Documento Arqu v ﬁnﬁgﬂn ALEaT Situagao

Informagoes Basicas| PE_INFORMAGOES _BASICAS DO 5 | 23092018 Aceiin

co Projeto ETO 121 pedf 10:02:

Projeta Detalhado /| Proelo_Doutorade_para_comite23_09_| 23082018 |ELIZABETH MARIA | Aceito

Brochura 201Bdocx 10046 |BISFO BELTRAD

|y sligador

Outros Declacaodevincub ELIZABETHoom dou| 23082018 |ELIZABETH MARIA | Aceio

torede. pdf 00:57:16 BISFO BELTRAD

Outros Cumiculos_Lattes_Ana_Catanina,pdf 20092018 |ELIZABETA MARIA | Aceil
201628 |BISFO BELTR

Outros CumiculoL attesElizabeth, pdf 20092018 |ELIZABETH MARIA | Aceiln
20:09:51 BISFO BELTR

TCLE/ Termos de | Dispensa_de TCLE pdf 20092018 |ELIZABET- MARIA | Acsil

Assantimento § 200712 BISFO BELTRAD

Justificativa de

Auséncia I _ :

Outros Temro_de_confidencialidade. pdf 20092018 |ELIZABETH MARIA | Aceit
18:5520 |BISFO BELTR

Outros Cara_de_Anuencia_latoratono,pdf 20092018 |ELIZABETA MARIA | Aceiln
19:5:57 BISFD BELTRALD

Outros Cara_de_anuenca_hospital pdf 20092018 |ELIZABETAH MARIA | Acein
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Outros Carta_de_anuencia_hospital pdl 19.50,51 |B/SPO BELTRAD Acein

Folha de Rosto Folha_de_rostoPlataforma_Brasil_assin | 20092018 |ELIZABETH MARIA | Aceio
ﬂpdf 18:51:45 BISPO BELTREAD

Situagdo do Parecer:

Aprovacda

Mecessita Apreciagio da COMNEP:

Mao

RECIFE, 08 de Mavembro da 2018

Assinado por:

LUCIANG TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador(a))
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Bairrg: Cidade Universlaria CEP: 5] 740-600
Mumicipis: RECIFE

UF: PE
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