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RESUMO

Foi investigada a ocorréncia de genes de resisténcia a quinolonas (qnrA, gnrB e gnrS), a
presenca de mutacOes em gyrA, gyrB e parC, a expressédo de bombas de efluxo (acrB e
acrF) e mutacBes no gene ramR, como também foi avaliado alteragdes ultraestruturais
provocadas pela polimixina B, meropenem e pela associagdo entre polimixina B e
meropenem em isolados de Klebsiella pneumoniae portadores de blakpc.» provenientes de
infeccdo e colonizagdo, em pacientes de hospitais de Recife-PE, Brasil. Trinta isolados de
K. pneumoniae foram selecionados para este estudo, destes, seis isolados foram
selecionados para seqiienciamento de DNA e dois foram selecionados para deteccdo de
alteracdes ultraestruturais. A deteccdo dos genes gnr, acrB e acrF foram realizadas por
PCR seguidas por sequenciamento de DNA. As mutacdes em ramR e nas QRDRs de gyrA,
gyrB e parC foram detectadas por sequenciamento, a expressdo das bombas de efluxo foi
determinada por RT-PCR e as alteragOes ultraestruturais foram detectadas por microscopia
eletronica de transmissdo e varredura. Dos isolados analisados, 73,3% (n=22) apresentaram
0 gene gnrB, sendo detectadas por sequenciamento as variantes gnrB1 e qnrB12. Esse é o
primeiro relato publicado da presenca de genes gnrBl e gnrB12 com blakpc, em K.
pneumoniae, como também o primeiro relato mundial da presenca do gene gnrB12 em K.
pneumoniae. Foram observadas mutacdes em gyrA S83 em dois isolados e mutacdo em
ramR em um isolado. Todos os isolados apresentaram genes para as bombas de efluxo
acrB e acrF. A RT-PCR realizada mostrou que as bombas estavam sendo expressas.
Quando submetidos & concentragdo clinicamente relevante para meropenem, a analsie de
microscopia eletrbnica mostrou que os isolados apresentaram alteracBes morfoldgicas,
retracdo do material citoplasmatico, incapacidade de divisdo celular, rompimento da parede

celular e extravasamento do contetdo citoplasmatico. Quando submetidos a concentracdo



clinicamente relevante de polimixina B os isolados apresentaram perda de membrana
celular, retracdo do material citoplasmatico, extravasamento do conteudo citoplasmatico e
presenca de compartimento membranares. Quando submetidos a concentracao
clinicamente relevante de meropenem associado com polimixina B, os isolados
apresentaram uma maior intensidade das alteracdes ultraestruturais visualizadas. Portanto,
foi observada uma maior alteracdo celular quando os isolados eram submetidos a
associacdo de meropenem e polimixina. Os resultados obtidos sdo preocupantes porque
foram detectados isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc-2, gnrB, mutacédo
em gyrA, expressdo de bombas de efluxo acrB e acrF e mutacdo em ramR, infectando e
colonizando pacientes, podendo ser importantes reservatorios para disseminacdo de

diversos mecanismos de resisténcia no ambiente hospitalar.

Palavras-chaves: Klebsiella pneumoniae; gnrB1; gqnrB12; Bomba de efluxo; gyrA;

ramR e alteracOes ultraestruturais.



ABSTRACT

The occurrence was investigated of genes resistant to the quinolones (gnrA, gnrB and
gnrS), the presence of mutations in gyrA, gyrB and parC, the expression of efflux pumps
(acrB and acrF), mutations in the ramR gene. Also assessed were ultrastructural changes
provoked by polymyxin B, meropenem and by the association between polymyxin B and
meropenem in isolated Klebsiella pneumoniae isolates carriers of blakpc., coming from
infection and colonization, in patients of hospitals in Recife, Brazil. Thirty isolates of K.
Pneumoniae were selected for this study. Of these, six isolates were selected for DNA
sequencing and two were selected to detect ultrastructural changes. The detection of the
gnr, acrB and acdF genes were performed by PCR followed by DNA sequencing.
Mutations in ramR and in the QRDRs of gyrA, gyrB and parC were detected by
sequencing. The expression of efflux pumps was determined by RT-PCR and the
ultrastructural changes were detected by transmission electron microscopy and scanning.
Of the isolates analyzed, 73.3% (n=22) presented the gqnrB gene, which was detected by
sequencing the gnrB1l and gnrB12 variants. This is the first published account of the
presence of gnrB1 and qnrB12 genes with blakpc2 in K. Pneumoniae, as well as being the
first report in the world of the presence of the gnrb12 gene in K. Pneumoniae. Mutations
were observed in gyrA S83 in two isolates and mutation in ramR in one isolate. All the
isolates presented genes for acrB and acrF efflux pumps. The RT-PCR performed showed
that the pumps were being expressed. When subjected to the clinically relevant
concentration for meropenem, the electron microscopy analysis showed that the isolates
presented morphological changes, retraction of the cytoplasmic material, inability of cell
division, rupture of the cell wall and extravasation of the cytoplasmic content. When
submitted to the clinically relevant concentration for polymyxin, the isolates showed loss
of cell membrane, retraction of the cytoplasmic material, extravasation of the cytoplasmic
content and presence of membrane compartments. When submitted clinically relevant
concentration for meropenem associated with polymyxin B, the isolates presented a higher
intensity of the ultrastructural changes visualized. Therefore, a greater cellular change was
observed when the isolates were submitted to the association of meropenem and
polymyxin B. The results obtained are disturbing because what were detected were K.

Pneumoniae isolates carriers of the blakec-2 gene, gnrB, mutation in gyrA, expression of



acrB and acrF efflux pumps and mutation in ramR, infecting and colonizing patients and

may be important reservoirs for disseminating several resistance mechanisms in hospitals.
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1. INTRODUCAO
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Klebsiella pneumoniae séo bacilos gram-negativos associados a uma variedade de
infeccOes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS), que afetam as vias urinérias, o trato
respiratorio, as feridas cutaneas e a via sisttémica, causando bacteremia, pneumonia,
abscesso hepatico e infec¢cdes do trato urinario (Siu et al., 2012 e Chiu et al., 2013). Essa
espécie bacteriana vem se destacando pelo desenvolvimento de diversos mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos. Pacientes com infec¢do ou pacientes cronicos colonizados
necessitam de cuidados médicos em longo prazo, podendo desempenhar um importante
papel na disseminacéo desses patdgenos extremamente resistentes (Lin et al., 2013).

Os carbapenémicos tornaram-se o tratamento de escolha para infecgOes graves
causadas por patogenos hospitalares gram-negativos, incluindo a familia
Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBLs). O aumento
do uso dos carbapenémicos foi previsivelmente seguido pelo aparecimento da resisténcia a
estes antimicrobianos (Cabral et al., 2012 e Jain et al., 2013). A enzima Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) confere resisténcia a todos os B-lactamicos, incluindo
os carbapenémicos (Lolans et al., 2010). Neste caso, o uso de fluoroquinolonas tem sido
considerado uma opc¢édo terapéutica adequada, no entanto, varios estudos indicam um
aumento percentual de cepas de enterobactérias resistentes a esta classe de antimicrobianos
(Yang et al., 2010, Padilla et al., 2010 e Paiva et al., 2012).

A alta prevaléncia de pacientes colonizados em UTI e mortalidades significativas
associadas com a infeccdo de K. pneumoniae portadores do gene blakpc demonstram a
importancia da identificacdo, isolamento e tratamento precoce destes pacientes (Lin et al.,
2013; Papadimitriou-Olivgeris et al., 2013).

As fluoroquinolonas tornaram-se os antimicrobianos mais prescritos em todo o
mundo devido ao seu amplo espectro de acdo (Aldred et al., 2014), sendo as enzimas
bacterianas, DNA girase e topoisomerase IV seu alvo de acdo (Fabrega et al., 2009).
Diferentes mecanismos estdo envolvidos no desenvolvimento de resisténcia as
fluoroquinolonas: mutagfes nas subunidades da DNA girase (genes gyrA e gyrB) e da
topoisomerase 1V (genes parC e parE), presenca do gene gnr em elementos genéticos
moveis, hiperexpressdo de bomba de efluxo e perda ou reducdo de porinas (Guan et al.,
2013).

As mutacdes pontuais cromossémicas nos genes que codificam a DNA girase e
topoisomerase 1V sdo clinicamente relevantes quando combinados com bombas de efluxo,

0 que contribuem para altos niveis de resisténcia a fluoroguinolona em K. pneumoniae
22



SCAVUZZI, AML. Investigacdo de genes de resisténcia a quinolonas e avaliacgao ....

(Takatsuka et al 2010). O sistema de efluxo multidrogas AcrAB-TolC é um dos mais
envolvidos nessa resisténcia (Padilla et al., 2010). AcrAB-TolC e AcrEF-TolC estéo
presente na maioria das enterobactérias e 0 aumento da expressdo dessas bombas resulta
em reducdo das concentragcdes intracelulares de varios antimicrobianos, incluindo
fluoroquinolonas, B-lactdmicos, macrolideos, tetraciclina, cloranfenicol e tigeciclina
(Zheng et al., 2009 e Bialek-Davenet et al., 2011),

A expressdo do operon acrAB é regulada pelo seu repressor local acrR e também é
influenciada por varios ativadores globais de transcricdo. O gene ramR é um repressor
transcricional do gene ramA, sendo esse ultimo um regulador positivo do sistema de efluxo
AcrAB, ou seja, controla aumentando a expressdo de acrAB (Bialek-Davenet et al 2011).
O gene ramR é um fator importante na reducdo da multirresisténcia, pois reprime ramA
diminuindo a expressdo dos genes do sistema de efluxo multidrogas AcrAB-TolC.
Portanto, mutagdes em ramR pode resultar em superexpressdo de acrAB (Bialek-Davenet
et al 2011). No entanto, estes reguladores tém sido estudados principalmente em
Escherichia coli e Salmonella entérica e pouco é conhecido sobre o seu papel em K.
pneumoniae (Bialek-Davenet et al 2013).

Além de mutagdes cromossdmicas em DNA girase e Topoisomerase 1V,
suprexpressdo de bombas de efluxo e acdo de seus reguladores, 0s genes gnr presentes em
plasmideos mediando resisténcia a quinolonas (PMQR), podem também reduzir os niveis
de sensibilidade a esses antimicrobianos, (Paiva et al 2012). A presenca de genes
plasmidiais gnr, transferiveis horizontalmente, pode ser responsavel pela relativa facilidade
com que a resisténcia a fluoroquinolonas desenvolve-se (Kim et al., 2009). Atualmente,
pelo menos, cinco grupos principais de determinantes gnr (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS)
foram relatados em enterobacteriaceae e qnrCV em Vibrio cholerae (Yang et al., 2010,
Fonseca et al., 2012, Ferrari et al., 2013, Ferjani et al., 2014).

Alguns organismos produtores de KPC usualmente apresentam também resisténcia
associada as fluoroquinolonas, o que pode ser justificado pela presenca do gene gnr
acompanhados pelo gene blakpc N0 mesmo plasmideo (Mendes et al., 2008 Endimiani et
al., 2008, Chmelnitsky et al., 2008). Essa ligagédo pode ser uma das raz0es para a alta
frequiéncia de resisténcia a quinolonas observada em bactérias produtoras de KPC.

As polimixinas s@o reservadas para a terapia remanescente de infeccdes causadas
por bactérias produtoras de KPC, pois a maioria destes organismos manteve

susceptibilidade a esses antimicrobianos (Dubrovskaya 2013). A modalidade de tratamento
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mais usual para organismos produtores de KPC, inclusive no Brasil, € o uso da terapia
combinada, por exemplo, a polimixina B ou o polimixina E, em associacdo com
carbapenémico, aminoglicosideos ou tigeciclina (Nota técnica da Anvisa n°01/2013). Essas
associacOes foram recentemente associadas com melhora da sobrevida de pacientes com
bacteremia (Muoez-price et al., 2013 e Lee et al., 2013). Na era da crescente resisténcia
associada a uma diminuicdo do arsenal de antibioticos, a atencdo deve ser levada ao papel
da terapia combinada (Lee et al., 2013). Concentracdo inibitéria minima (CIM) de agentes
antimicrobianos do grupo dos beta-lactamicos pode afetar a producéo dos componentes da
parede celular bacteriana, resultando em sua reducado significativa. Estudos realizados com
K. pneumoniae multi-resistentes e produtoras de f3-lactamases, determinaram que bactérias
tratadas com CIM de B-lactdmicos respondem com uma significante alteracdo da
morfologia celular e grandes distarbios metabdlicos (Veras et al., 2014).

Até o presente momento ndo existem estudos brasileiros publicados que avaliem a
presenca dos genes gnr, como também a presenca de mutagdes em gyrA, gyrB e parC, nos
isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc, adicionalmente, ndo existe no
Brasil, relatos na literatura pesquisada do sistema de efluxo acrAB-TolC, acrEF-TolC e
seus reguladores em K. pneumoniae. Considerando que o Brasil tem um das mais altas
percentagens de resisténcia as quinolonas dentre os paises da América Latina, é relevante
detectar quais mecanismos genéticos de resisténcia a quinolonas estdo presentes em
isolados de K. pneumoniae provenientes de infec¢do e colonizacao de pacientes de Recife-
PE, como também séo necessarios estudos que possibilitem avaliar e comparar alteracfes
ultraestruturais provocados por polimixina B, meropenem e combinagdes de polimixina B

com meropenem em isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc.
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2. REVISAO DE LITERATURA

25



SCAVUZZI, AML. Investigacdo de genes de resisténcia a quinolonas e avaliacgao ....

2.1 Klebsiella pneumoniae

O género Klebsiella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, é representado por
bacilos gram-negativos, fermentadores de carboidratos, que fazem parte da microbiota
entérica comensal, como também podem ser encontrados na &gua, nos vegetais e no solo.
Esses bacilos estdo associados a uma variedade de infec¢fes, principalmente hospitalares,
que afetam as vias urinarias, o trato respiratorio, as feridas cutaneas e, algumas vezes,
causam septicemia e meningite (Pan et al., 2008 e Padilla et al., 2010). A fonte de infec¢édo
imediata na maioria dos casos € a microbiota enddgena do paciente. As infecgdes causadas
por Klebsiella acometem principalmente portadores de diabetes mellitus, neonatos e
imunocomprometidos (Fang et al., 2004).

O género Klebsiella foi descrito pela primeira vez em 1885 por Trevisan e foi
designado em homenagem ao famoso microbiologista alem&o Edwin Kleb, sendo dois anos
mais tarde (1887) descrita a espécie K. pneumoniae (Koneman et al., 2008; Tang et al.,
2014). Taxonomicamente, as espécies do género Klebsiella sdo classificadas em K.
pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp.ozaenae, K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis, K. oxytoca, K. terrigena, K. planticola, K. ornithinolytica
(Orskov&Orskov, 1984). Usualmente refere-se a espécie K. pneumoniae subsp.
pneumoniae como K. pneumoniae, e as outras duas subespécies como K. ozaenae e K.
rhinoscleromatis (Brisse e Verhoerf, 2001). Klebsiella ozaenae ¢ isolada do nariz em casos
de ozena (atrofia fétida das mucosas) e K. rhinoscleromatis é isolada de lesdes
granulomatosas destrutivas do rinoscleroma (Brisse e Verhoerf, 2001 e Alterthum, 2008).

As espécies K. terrigena, K. planticola e K. ornithynolytica foram reclassificados
taxonomicamente, em um novo género chamado Raoutella (Drancourt et al., 2001). A
estrutura filogenética do género Klebsiella foi reanalisada (Brisse; Verhoef, 2001; Boye;
Hansen, 2003; Rosenblueth et al., 2004; Drancourt et al., 2005). Esses estudos mostram a
complexidade taxondmica deste organismo. Duas novas espécies foram descritas: (1)
Klebsiella variicola foi considerada uma nova espécie baseando-se principalmente na
analise das sequiéncias dos genes rpoB, gyrA, mdh, infB, phoE e nifH, (Rosenblueth et al.,
2004) e (2) Klebsiella singaporensis, baseado nas sequéncias dos genes de RNAr 16S e
do gene rpoB. Tanto K. pneumoniae, quanto K oxytoca sdo as principais espécies do
género responsaveis por infeccBes hospitalares, sendo a K. pneumoniae a espécie

clinicamente mais importante, devido & associa¢do com altas taxas de mortalidade e por ser
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frequentemente envolvida em surtos nosocomiais (Haryani et al., 2007 e Oliveira et al.,
2010).

As especies de Klebsiella sdo imoveis, ndo esporuladas, e geralmente exibem
colbnias mucdides e de consisténcia viscosa quando encontradas em placas com meios de
isolamento (Figura 1). Este microrganismo é envolvido por capsulas polissacaridicas que
sdo consideradas o maior fator de viruléncia em K. pneumoniae, nas quais estdo presentes
diferentes antigenos que permitem a diferenciacdo da Klebsiella em diversos sorotipos
(Lawlor et al., 2006 e Tu et al., 2009). Muitas cepas hidrolisam uréia lentamente e
produzem uma cor rosa-palida na superficie inclinada do &gar uréia de Christensen. A
producdo de indol a partir do triptofano pode ser utilizada para separar as duas espécies
principais: K. pneumoniae é indol-negativa e K. oxytoca € indol-positiva (Tabela 1).
Algumas espécies do género Enterobacter podem ser muito similares a espécies do género
Klebsiella em muitas provas bioquimicas, podendo ser diferenciadas basicamente pela
motilidade e ornitina descarboxilase, nas quais espécies de Enterobacter sdo positivas e

espeécies de Klebsiella sdo negativas (Koneman et al., 2008).

Figura 1. Isolamento de Klebsiella pneumoniae em agar MacConkey.

(Fonte:http://www.bacteriainphotos.com)
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Tabela 1: Principais testes bioquimicos para identificacdo de enterobactérias.

Testes E. coli K. ozaenae K. pneumoniae K. oxytoca Enterobacter Shigella ~ Salmonella
bioquimicos

Lactose + + + + + R N
Glicose + + + + + - I
Sulfeto - - - - - R I
de hidrogénio

Urease - -[+ + + +/- - -
Motilidade +/- - - - + - ¥
Indol + - - + _ +- N
Lisina + + +/- -

Citrato - + + _

de Simmons

Fonte: Adaptado de Koneman et al. (2008)

De acordo com o “SENTRY Antimicrobial Surveillance Program” (Biedenbach et
al., 2004) no Brasil dentre as bactérias gram-negativas mais envolvidas em infecgdes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) de acordo com 0 mesmo programa, destacam-se:
Pseudomonas aeruginosa (30.3%), Escherichia coli (18.6%), Klebsiella pneumoniae
(16.9%), Acinetobacter baunmannii (8.8%) e Enterobacter cloacae (7.1%). Apesar dos
avancos da terapia antimicrobiana, a mortalidade e morbidade associadas a casos de IRAS
continuam significantes mundialmente.

De acordo com Lin et al., (2013) a distribuicdo de Enterobacteriaceae produtoras
de KPC foi semelhante entre os pacientes colonizados que permaneceram longo tempo em
cuidados hospitalares agudos como em pacientes em cuidados agudos de curta duracdo na
UTI dos hospitais- LTACHSs. Entre 149 pacientes colonizados com KPC 87% (n = 129)
foram espécies de K. pneumoniae as espécies restantes produtoras de KPC incluiram
Enterobacter aerogenes (6%), E. coli (4%), E. cloacae (0,7%), e co-colonizacdo por K.

pneumoniae mais E. coli ou E. cloacae (2,7%).

2.2 Antimicrobianos

Em 1928, Alexander Fleming observou que o crescimento da bactéria
Staphylococcus aureus foi inibido em uma area que circundava a colénia de um fungo que

havia contaminado a placa de Petri. O fungo foi identificado como Penicillium notatum, e
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seu composto ativo, isolado logo em seguida, foi chamado de penicilina. Quando as
defesas normais do organismo nédo sdo capazes de impedir ou derrotar uma doenca, ela
frequentemente pode ser tratada pelo uso das drogas antimicrobianas, que sdo drogas que
agem matando ou interferindo no crescimento dos micro-organismos e que precisam agir
dentro do hospedeiro, sem causar dano a ele (Tortora et al., 2012).

Os antibidticos estdo entre as mais importantes descobertas da medicina moderna,
ainda no inicio do século XX pouco podia ser feito para tratar muitas doencas infecciosas
letais. A introducdo de agentes antimicrobianos, como penicilinas e sulfanilamidas, para
atuar no tratamento de um apéndice supurado ou uma sepse resultou em curas que
pareciam impossiveis (Tortora et al., 2012).

As drogas antimicrobianas podem funcionar de cinco modos: inibicdo da sintese da
parede celular, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo da sintese de acidos nucleicos,
dano a membrana plasmatica ou inibi¢do da sintese de metabdlitos essenciais. Penicilina e
alguns outros antibidticos inibem a sintese de peptideoglicanos intactos ocasionando
graves alteracGes ultraestruturais, a parede celular fica enfraquecida e a célula sofre lise
(Tortora et al., 2012)..

2.2.1 p-lactamicos

Os B-lactdmicos sdo os antimicrobianos mais prescritos mundialmente, devido a sua
boa atividade, baixa toxicidade, baixo custo e grande variedade dos compostos disponiveis
(Denisuik et al., 2013). O grande nimero de antimicrobianos B-lactamicos naturais, semi-
sintéticos e sintéticos pode ser subdividido em seis diferentes subtipos estruturais: (1)
penams que incluem os derivados de penicilinas (por exemplo, ampicilina e
benzilpenicilina), (2) cephems que incluem as cefalosporinas classica, cefalosporinas de 22
geracgdo (cefuroxima e cefotiam, por exemplo) e também representantes das cefalosporinas
de 3 2 geracdo (por exemplo, ceftazidima, cefotaxima, oxacephem como o flomoxef), (3)
cefamicinas como 7-metoxi-cefalosporinas (por exemplo, cefoxitina), (4) monobactamicos
como moléculas monociclica (por exemplo, aztreonam), (5) penems com uma ligacdo
dupla 2,3 no anel thiazoline (Faropenem, por exemplo) e (6) carbapenémicos (imipenem,
por exemplo) diferindo da estrutura dos penems pela posse de um atomo de carbono na
posicao 1 (Pfeifer; Cullik; Witte, 2010) (Figura 2).
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As penicilinas constituem o primeiro grupo de antimicrobianos indicado para uso
na terapia clinica, possibilitando um tratamento seguro e eficaz para infecGes de origem
bacteriana (Tang et al., 2014). Todos estes antimicrobianos sdo portadores de um anel -
lactdmico, formado de trés atomos de carbono e um de nitrogénio, interferindo na sintese
da parede celular bacteriana, apds a fixacdo da droga aos sitios de ligacdo na bactéria,
denominados proteinas de ligagdo da penicilina (PBPs), os B-lactdmicos inibem a enzima
de transpeptidacdo interferindo na sintese e ancoragem da parede celular (Petrella et al.,
2008). Entre os agentes que inibem a sintese da parede celular bacteriana, os antibioticos
beta-lactamicos surgiram como agentes de amplo espectro para inibir bactérias patogénicas
(Bush, 2012).

Figura 2: Estrutura quimica dos B-lactamicos.

Anel B-Lactamico

H H / ,
e RON a8 = F %M
}( ”~ H\‘ - H ) i
O ) C j N ) /1 N /) R \/ /
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»NH: A~ o R H
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Oxacephe Oxanenam Monobactamico

Fonte: adaptado de http://www.lookfordiagnosis.com
Nota: Em destaque o anel p-lactamicos, estrutura comum a todos os antimicrobianos desta

classe.
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Os danos causados pelos B-lactamicos as bactérias especialmente no estado de
crescimento vém da sua capacidade de se ligar as transpeptidases e inativa-las. Este
processo de inativacdo interrompe a constituicao fisiologica normal do peptidoglicano da
parede celular produzindo uma morfologia indefinida o que induz a lise e morte celular
(Rang et al., 2006). Uma vez que os B-lactdmicos agem sobre o processo de sintese do
peptideoglicano, somente células que estejam crescendo ativamente séo afetadas por esses
antibioticos, e devido ao fato de que as celulas humanas ndo possuem parede celular
constituida por peptideoglicano, os B-lactamicos apresentam pouca toxicidade para as
células do hospedeiro (Tortora et al., 2012).

Os p-lactdmicos exercem actividade bactericida por ligacdo covalente e por
inativacdo das PBPs, resultando em interferéncia com a sintese e remodelacdo do
peptidoglicano bacteriano (Tang et al., 2014).

As PBPs variam em suas afinidades pelos diferentes p-lactamicos, embora as
ligagbes se tornem covalentes. Algumas PBPs de bactérias gram-negativas sao
responsaveis pela sintese do peptideoglicano, outras sdo necessarias para a manutencdo da
forma de bastonetes da bactéria, ou para a formacéo de septos durante a divisdo bacteriana
(Brunton; Chabner; Knolman, 2012). Cada PBP tem um papel especifico na proliferacao e
na manutencdo da morfologia bacteriana, onde o bloqueio da PBP-1 leva a rapida lise
bacteriana, da PBP-2 a formacdo de células esféricas e da PBP-3 a formacdo de longos
filamentos, cusados pela incapacidade de formacao de septos de divisdo apds a duplicacéo
da massa celular bacteriana (Buijs et al., 2008).

Os pB-lactamicos pertencem a uma classe extremamente importante de
antimicrobianos, por serem amplamente utilizados para tratamento de infecgdes graves
adquiridas em hospitais e na comunidade (Denisuik et al., 2013). As cefalosporinas e 0s
carbapenémicos estdo inclusos nos regimes de tratamento de escolha para muitas doencas

infecciosas, incluindo as provocadas por K. pneumoniae (Bush; Jacoby, 2010).

2.2.2 Carbapenémicos

Os carbapenémicos (ertapenem, imipenem, meropenem e doripenem) difundem-se
facilmente dentro da bactéria e tem um vasto espectro de atividade contra muitos gram-
negativos, gram-positivos e bactérias anaerdbicas (Walther-Rasmussen e Hoiby, 2007).

Além disso, apresentam 0s componentes necessarios para a clinica médica: amplo espectro
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de atividade, rdpida acdo bactericida, propriedades que limitam a promocao da resisténcia e
boa tolerabilidade (Rodloff et al., 2006). Os carbapenémicos sdo antimicrobianos que
contétm um anél pirrolidinico compartilhando uma molécula de nitrogénio, sendo
considerado B-lactamicos de maior espectro de acdo (Maryn; Gudiol, 2003).

Semelhante a penicilina e as cefalosporinas, os carbapenémicos sdo agentes
bactericidas que se ligam as PBPs inibindo a sintese da parede celular bacteriana. Eles
mostram menos resisténcia do que outros antibioticos PB-lactdmicos por causa da sua
estabilidade a hidrélise por B-lactamases incluindo as ESBL (Basseti et al., 2013). A
eficiéncia dos carbapenémicos deve-se a elevada afinidade pelas PBPs-2, estabilidade
frente a micro-organismos produtores de AmpC cromossomal e¢/ou [-lactamases
plasmidiais (Walther-Rasmussen; Hoiby, 2007; Peirano et al., 2009).

Os carbapenémicos tiveram seu uso aumentado nas ultimas duas décadas e
estdo sendo amplamente usados no tratamento de patdgenos nosocomiais gram-negativos
multirresistentes (Papp-walace et al., 2011), sdo considerados como as drogas de escolha
para graves infeccdes com enterobactérias produtoras de ESBLs (Wirth et al., 2009).
Como essas drogas tém amplo espectro de atividade, elas sdo frequentemente utilizadas
para terapia empirica de infeccdes potencialmente letais, tais como sepse, carbapenémicos
também sdo utilizados para infecgbes com bacilos gram-negativos multirresistente, como
P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e Enterobacteriaceae produtoras de ESBL (Patel;
Rasheed; Kitchel, 2009; Lee; Doi, 2014).

Isolados produtores de carbapenemases tornaram-se um problema significativo em
termos de salde publica e evolucdo clinica, devido frequentemente serem capazes de
hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, azetreonam como também os carbapeémicos,

tornando o tratamento clinico um desafio para os médicos (Tumbarello et al., 2012).

2.2.3 Quinolonas

Os antimicrobianos sintéticos da classe das quinolonas apresentam potente
atividade contra grande nimero de bactérias gram-positivas e gram-negativas e ainda
apresentam conveniéncia quanto ao seu uso e a sua biodisponibilidade (Arsene et al.,
2007).

Acido nalidixico, que pode ser considerado como a primeira geraco de quinolonas,

foi introduzido para utilizacdo clinica em 1962 (Lesher et al., 1962) e foi administrada
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inicialmente para tratar infec¢des do trato urinério causadas por gram-negativos em seres
humanos e animais (Suh e Lorber, 1995). O acido nalidixico € um subproduto resultante da
sintese e purificacdo da cloroquina (composto antimalérico), a primeira geracdo das
quinolonas teve seu uso limitado pois mostrou estreito espectro de atividade (Guan et al.,
2013).

A evolucédo das quinolonas para moléculas mais potentes foi baseado em alteracGes
nas posicdes 1, 6, 7 e 8 da estrutura quimica do &cido nalidixico. As estruturas moleculares
das quinolonas foram modificadas para melhorar as suas propriedades antimicrobianas e
perfis farmacocinéticos (Figura 3) (Fabrega et al., 2009).

Com base principalmente nos espectros antibacterianos, medicamentos do grupo
das quinolonas foram classificados em geracdes. A segunda geracdo de quinolonas
comecou com fluoroquinolonas obtidas pela halogenacdo da molécula de quinolonas na
posicdo C6 (Guan et al., 2013). Ciprofloxacina, uma das fluoroquinolonas mais utilizados,
foi introduzida no mercado clinica em 1987, o antimicrobiano ciprofloxacina €
considerado, dentre a classe das quinolonas, o agente antimicrobiano mais utilizado em
todo mundo (Chenia et al., 2006).

Fluoroquinolonas sdo drogas ativas contra uma vasta gama de bactérias gram-
negativas e gram-positivas e demonstram uma melhor absor¢do oral e distribuicéo
sistémica. Assim, as aplicacOes terapéuticas destes compostos foram estendidos para o
tratamento de infeccBes do trato respiratorio, infeccdes da pele e tecidos moles, infeccdes
oftdlmicas, doencas sexualmente transmissiveis e infeccbes do trato urinario (Moellering,
2005; Fabrega et al., 2009). Como resultado de seu amplo espectro de acdo, as
fluoroguinolonas tém sido extensivamente prescritas como terapia empirica em muitos
casos de infeccBes e na comunidade devido a alta freqliéncia de patdgenos com elevada
percentagem de resisténcia a varias classes de antimicrobianos e a severidade da doenca
(Chenia et al., 2006). No entanto, esta segunda geracdo de quinolonas tem uma atividade
clinicamente limitada contra um nimero relevante de bactérias gram-positivas e anaerobios
Zhanel et al., 2002).
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Figura 3: Estrutura quimica representativa das quinolonas.
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Desde 1987, variagdes estruturais de fluoroquinolonas tém proporcionado
adequados inimeros novos agentes para o tratamento de uma variedade de infecgdes
bacterianas. Na terceira geracdo de quinolonas, fluoroguinolonas mais potentes foram
desenvolvidos, tais como a levofloxacina, gatifloxacina e moxifloxacina (Barrett, 2000),
que exibem melhoria da atividade bactericida contra bactérias gram-positivas. A quarta
geracdo de farmacos de quinolonas, tais como a gemifloxacina, mostra uma boa actividade
contra cocos gram-positivos e uma atividade significativa contra anaerébios (Kim et al.,
2001).

As quinolonas agem inibindo a acdo de topoisomerases tipo I (DNA girase) e
topoisomerase 1V (Drlica et al., 2009). O primeiro alvo de fluoroquinolonas em bactérias
gram-negativas é a DNA girase, que apresenta funcédo na replicacdo e transcricdo do DNA,
mais precisamente catalisa a superhelicoidizacdo negativa do DNA, o DNA ¢é
classicamente retratado como um par de filamentos helicoidais fechados (Minarini, 2008).
Quando a hélice se encontra intacta, as informagdes dos codigos ndo sdo acessiveis para a
transcricdo e o0 DNA ndo pode se replicar para a divisdo celular. Assim, a separacao e
reunificacdo dos filamentos sdo processos essenciais para o crescimento e a multiplicacao
celular (Morrow et al., 2010).

Os sitios de acdo das quinolonas sdo basicamente diferentes em bactérias gram-
negativas e gram-positivas, nas primeiras, preferencialmente, é a DNA girase
(topoisomerase do tipo Il), enquanto que em gram-positivas, o alvo principal é a enzima
topoisomerase 1V, que atuam convertendo a dupla hélice do DNA em uma forma
superhelicoidal negativa para preparar a separacao dos filamentos (Van Hess et al., 2011).

Estas enzimas tetramérica sdo compostas por duas subunidades A e duas
subunidades B, as quais sdo mediadas pelos genes gyrA e gyrB, respectivamente. A
topoisomerase 1V é outra enzima responsavel por esse processo que provoca a separacdo
(decatenacdo) dos circulos ligados resultantes da duplicacdo do DNA bacteriano, apresenta
uma estrutura com duas subunidades A e duas subunidades B mediadas, respectivamente,
por parC e parE. As quinolonas capturam uma ou ambas as enzimas do cromossomo
bacteriano, criando um complexo medicamento-enzima-DNA com rupturas em um Gnico
filamento que impede a passagem continua do DNA pelo mecanismo de replicacéo.
Aparecem rupturas nos dois filamentos e, conseqlientemente, morte da célula bacteriana
(Minarini 2008; Drlica et al., 2009).
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O amplo uso de fluoroguinolonas, bem como seu uso indiscriminado na terapéutica,
tem sido considerado fatores responséveis pelo rapido desenvolvimento de resisténcia
bacteriana a esta classe de antimicrobianos. Em paises com intenso uso terapéutico de
quinolonas, a resisténcia as fluoroguinolonas tem se tornado problema crescente na
medicina clinica, limitando os agentes disponiveis para o tratamento de varios tipos de
infeccOes (Cheniaet al., 2006; Biedenbach et al., 2006).

Livermore e colaboradores identificaram um aumento da prevaléncia de amostras
de K. pneumoniae (de 3,5 a 7,1%) e E. coli (de 0,8 a 3,7%) resistentes as
fluoroguinolonas isoladas de hemocultura, entre 1990 e 1999, em paises europeus
(Livermore et al., 2002). Na China, por exemplo, foi encontrada uma percentagem bem
mais elevada, sendo mais de 50% das amostras clinicas de E. coli resistentes a
ciprofloxacina (Wang et al., 2003).

De acordo com um estudo realizado pelo “SENTRY Antimicrobial Surveillance
Program”, o qual analisou dados referentes ao perfil de sensibilidade de varios patégenos
isolados em paises da América Latina, entre os anos de 1997 e 2001, o Brasil apresentou
10 a 20% de K. pneumoniae e E. coli resistentes a ciprofloxacina,dependendo da quinolona
testada (Sader et al., 2004). Um estudo publicado em 2006 por este mesmo programa de
vigilancia revelou que a percentagem de resisténcia ao acido nalidixico foi mais alta na
América Latina (15%) comparada a América do Norte (6,3%), sendo considerada mais alta
no México (50%) e no Brasil (33,6%) (Biedenbach et al., 2006).

O estudo brasileiro de Koch et al. (2008) demonstrou as prevaléncias da resisténcia
antimicrobiana de trés bactérias uropatogénicas, a Klebsiella apresentou a maior
prevaléncia da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, com uma média de 35% quando
comparada ao Proteus mirabilis e a E.coli, o acido nalidixico apresentou 27,6% de
prevaléncia da resisténcia bacteriana. Na evolucdo temporal da resisténcia bacteriana aos
antibioticos testados durante o periodo estudado (2000-2004) o &cido nalidixico foi o Gnico
antibidtico que apresentou aumento significativo de resisténcia, com um crescimento anual
de 5,9%. Ciprofloxacina mostrou a tendéncia de aumento na taxa de resisténcia bacteriana,
com um crescimento anual de 3,3%. Observou-se que os isolados dos pacientes com mais
de 65 anos apresentaram maior taxa de resisténcia a trés antibidticos: acido nalidixico,
nitrofurantoina e ciprofloxacina.

O estudo de Santana et al. (2012) demonstrou que o acido nalidixico esta entre as

frequéncias mais elevadas de resisténcia nas cepas de pacientes hospitalizados, na analise
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das amostras destes pacientes, a resisténcia a antimicrobianos mostrou-se elevada, cuja
resisténcia a ciprofloxacino e acido nalidixico variaram entre 15% e 30% para a maioria

dos isolados.

2.2.4 Polimixinas

As polimixinas, foram descobertas em 1940, sdo um grupo de antimicrobianos
peptideos policatidonicos, produzidos pelos sistemas peptideos sintetase ndo-ribossomais de
bactérias tais como Paenibacillus polymyxa, que apresentam potente eficicia contra a
maior parte das bactérias gram-negativas, com algumas excec¢des, por exemplo, Serratia
marcescens, Proteus spp. e Providencia spp. (Lee; Doi 2014).

Entre todos os cinco compostos quimicos (A-E) de polimixinas apenas sdo
clinicamente utilizados as polimixina B e E (colistina), com a diferenca na estrutura de um
amino&cido (Liu et al., 2014). As polimixinas tém como alvo as membranas celulares e
estdo sendo usadas com mais freqiéncia no tratamento de infeccbes gram-negativas
multirresistentes (Bush 2012). Sdo antimicrobianos com uma estrutura geral que consiste
em um peptideo ciclico com um radical hidrofébico longo que rompem a estrutura da
membrana celular bacteriana por interacdo com os seus fosfolipidos e lipopolisacarideos
(LPS). As polimixinas sdo seletivamente toxicas para as bactérias gram-negativas, devido a
sua especificidade para a molécula de lipopolissacarideo que existe no interior da
membrana externa em gram-negativos (Mendes et al., 2009). O problema global do avanco
da resisténcia antimicrobiana levou recentemente a um renovado interesse na utilizacdo da
polimixina B (Basseti et al., 2013).

Desde 1970 o uso das polimixinas tinha sido praticamente abandonado na maioria
dos pacientes devido a relatos de graves efeitos adversos sendo 0s mais importantes destas
drogas: nefrotoxicidade (principalmente insuficiéncia renal aguda) e neurotoxicidade como
também pelo aparecimento de novos antimicrobianos com menos téxicos (Mendes et al.,
2009). No entanto, na recente década, de infeccBes por organismos gram-negativos multi-
droga resistente (MDR), levou ao retorno das polimixinas especialmente em pacientes
criticamente enfermos, porém maiores dados sdo necessarios para esclarecer o papel das
polimixinas nas infeccdes, embora as evidéncias disponiveis sugiram que terapias a base
de polimixinas podem ser eficazes para o tratamento de infecgbes causadas por

Acinetobacter baumannii (Liu et al., 2014).
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H& também relatos de aumento na frequéncia de infecgdes causadas por bactérias
naturalmente resistentes a polimixina, tais como Proteus, Providencia, Morganella e
Serratia (Hayakawa et al., 2012;. Merkier et al., 2013; Samonis et al., 2014). Enquanto
iss0, junto com o ressurgimento de polimixinas no tratamento de infec¢des, a sua melhor
administracdo permanece incerta. E especialmente dificil julgar quando se comparam
monoterapias de polimixinas com terapias combinadas. VArios estudos de polimixinas in
vitro e em animais demonstraram atividade sinérgica com outros agentes. Ao alterar a
permeabilidade da membrana, pode as polimixinas facilitar a entrada de antimicrobianos
para dentro da célula bacteriana, porém a eficiéncia da terapia combinada tem sido
questionada em relagéo a probabilidade do aumento da toxicidade e dos custos (Liu et al.,
2014).

A terapéutica para infeccOes por enterobactérias multirresistentes se baseia na
utilizacdo de Polimixina B ou Polimixina E em associagdo com um ou mais
antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos (gentamicina ou amicacina), dos
carbapenémicos (meropenem ou doripenem) e/ou a tigeciclina. Sempre usando associa¢des
de dois ou trés antimicrobianos, sendo um deles a polimixina B ou a polimixina E,
devendo-se evitar a utilizacdo de monoterapias pelo risco do rapido desenvolvimento de
resisténcia. A escolha do(s) farmaco(s) de associacdo com polimixina B ou E deve se
basear, preferencialmente, no perfil de susceptibilidade esperado aos referidos
medicamentos das enterobactérias resistentes aos carbapenémicos detectadas no hospital
ou, na auséncia de dados locais, na sua regido (Nota técnica da Anvisa n°01/2013).

O Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI (2014) ndo fornece critérios de
interpretagdo para polimixina B contra Enterobacteriaceae, mas fornece “breakpoints”
para A. baumannii (sensivel < 2ug/mL; resistente > 4 pg/mL) e para P. aeruginosa
(sensivel < 2pg/mL; resistente > 8 pg/mL) (Lat et al., 2011; CLSI 2014). A pobre difusdo
de polimixinas em &gar devido as suas propriedades catibnicas resulta em resultados
imprecisos pelo método de difusdo em meio sélido o que gera dificuldades na interpretacao
dos testes de susceptibilidade das polimixinas. A metodologia E-test, em comparacdo com
0s métodos de susceptibilidade de diluicdo, resultou em grandes taxas de erro para P.
aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae. Apesar do caldo Mueller-Hinton cation
ajustado ainda ser o caldo recomendado para microdiluicdo, a adigdo de polissorbato 80
parece reduzir a adsor¢do de colistina para pogos de poliestireno, resultando em

substancialmente valores inferiores de CIM (Hindler; Humphries, 2013). O método ideal
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para testes de susceptibilidade a polimixinas devera ser ainda melhor definido (Landman et
al., 2013; Hindler; Humphries, 2013).

2.3. Alterac6es ultraestruturais provocadas por antimicrobianos

Desde 1987, Paul Williams relatou que sub-Concentra¢des Inibitorias Minimas de
antimicrobianos (Sub-MICs), em particular da penicilina e de cefalosporinas, podem
exercer um efeito grave na morfologia bacteriana e conseqiientemente na superficie
celular, onde os danos induzidos pelos antimicrobianos podem aumentar sensivelmente os
mecanismos de defesas do hospedeiro, contribuindo para a erradicagéo da infecgéo.

Segundo HELD et al. (1995), sub-MICs de agentes antimicrobianos podem afetar a
producdo dos componentes da parede celular bacteriana, resultando em sua reducdo
significativa. Os B-lactamicos se ligam covalentemente as PBPs inibindo sua atividade e
provocam alteragdes na estrutura da parede celular promovendo diferentes alteracGes
morfologicas , as células apresentam-se filamentosas e curvadas, alongam-se de duas a oito
vezes, apresentam formacao de septos espacados e irregulares e espessamento da parede
celular (Derrel; David, 2003).

A membrana citoplasmaética interna estd protegida contra estresse osmético e
pressdo de turgescéncia pela rigida camada de peptidoglicano. Quando as bactérias se
dividem na presenca de um B-lactdmico, sdo produzidas formas deficientes de parede
celular, como o ambiente intracelular bacteriano é hiperosmotico as células entumescem e
sofrem ruptura (Whitfield; Naismith, 2008). Os B-lactamicos previnem a sintese do
peptideoglicano, consequentemente a parede celular fica enfraquecida e a célula sofre lise
(Figura 4).

Estudos realizados com Helicobacter pylori, submetidos a sub-MICs de
antimicrobianos B-lactdmicos (amoxicilina, ampicilina, penicilina G, aztreonam,
mezlocilin, oxacilina, ceftriaxone e cefuroxima) mostraram grandes alteracbes na
membrana e na morfologia celular bacteriana em todos os antimicrobianos B-lactamicos
testados. Cada um dos oito B-lactdmicos examinados induziram a formacg&o de vesiculas e
esfera, enquanto o aztreonam foi 0 Unico antimicrobiano estudado que induziu pronunciada
filamentac&o em H. pylori (Deloney & Schiller, 1999).

No estudo de Rajeshwari et al. (2009), ocorreu alongamento de filamentos

bacterianos em isolados de K. pneumoniae resistentes, mostrando que o estresse provocado
39



SCAVUZZI, AML. Investigacdo de genes de resisténcia a quinolonas e avaliacgao ....

pela cefotaxima provocaram alongamento, deformacédo das células bacterianas e superficie

rugosa.

Figura 4: (a) Eletromicrografia demonstrando estrutura conservada de bactérias antes do

uso de um B-lactamico; (b) Eletromicrografia demonstrando alteragbes ultraestruturais

provocadas ap0s o uso de um B-lactamico.

(a) Bacteria em forma de bastonete antes do uso m — (b) Lise da célula bacteriana apds o enfraquecimento m
da penicilina. 1ym da parede celular pela penicilina.

1pm

Fonte: (Tortoraet al., 2012).

Veras (2014) descreveu alteracGes ultraestruturais e morfoldgicas de isolados de K.
pneumoniae obtidos de microbiota e IRAS, portadores dos genes blarem, blaspy, blacTx ou
blakpc, quando submetidos in vitro a concentracdo de antimicrobianos B-lactdmicos
(cefotaxima, ceftazidima, aztreonam, imipenem, ampicilina e amoxicilina). Os isolados
demonstraram diferentes alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais, tais como filamentacédo
celular, perda de material citoplasmatico e deformacao dos septos de divisdo. Os resultados
revelaram também que isolados de K. pneumoniae portadores de diferentes genes
codificantes para P-lactamases, apresentam alteracfes celulares quando submetidos a
diferentes antimicrobianos B-lactamicos sugerindo que estes possuem uma agdo residual in

vitro nos isolados analisados, suportando a idéia de que isolados de K. pneumoniae MDR
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néo séo capazes de evitar completamente a interacdo entre os antimicrobianos p-lactdmicos
com seu alvo.

O estudo de Hirsh et al. (2013), demonstrou a a¢do in vivo e in vitro da combinacao
de antimicrobianos B-lactamicos e aminoglicosideos em isolados de K. pneumoniae
multidroga-resistentes (MDR), objetivando identificar novas opcdes terapéuticas para
tratamento de infecgBes por esta espécie bacteriana.

Para infeccbes causadas por K. pneumoniae produtoras de carbapenemase KPC,
tem sido sugerido o tratamento combinado, com duas ou mais drogas, incluindo a
polimixina B ou a polimixina E, associado com um carbapenémico ou com a tigeciclina,
visando uma maior efetividade em relacdo a monoterapia (Tumbarello et al., 2012; Nota
técnica da Anvisa n°01/2013). As polimixinas tém acdo semelhante a detergentes
cationicos simples, deslocando competitivamente os ions de Ca™ e Mg*™* que agem como
estabilizadores da membrana, provocando ruptura da mesma, levando a perda do conteido
celular e ocasionando morte da bactéria (Mendes et al., 2009).

Até o presente momento ndo existem estudos publicados que possibilitem avaliar e
comparar as alteracdes ultraestruturais provocados por antimicrobianos utilizados no
tratamento sugerido para infecgdes por K. pneumoniae produtoras de KPC. Novas terapias
combinadas para tratamento de isolados multirresistentes devem ser avaliadas, assim como
também é importante conhecer quais os efeitos ultraestruturais podem ser produzidos com
0 uso de polimixina B e meropenem sozinhos e pela associacdo de polimixina B e

meropenem frente a isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc.

2.4. Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem ser reunidos em quatro grupos: (1)
inativacdo enzimatica, (2) alteracdo do sitio de acdo do antimicrobiano, (3) alteracdo da
permeabilidade da membrana (alteracbes ou perda de porinas) e (4) expulsdo ativa do
antimicrobiano para o ambiente extracelular (Rossi et al., 2011). (Figura 5).

O alto envolvimento de K. pneumoniae em infeccBes graves esta relacionado a
grande facilidade desta espécie na aquisicdo de plasmideos de multirresisténcia durante o
processo de conjugacdo bacteriana (Cuzon et al., 2011), os quais podem possibilitar
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos principalmente aos p-lactamicos, sendo

um fator limitante e uma das maiores causas de falhas no tratamento das infeccGes
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causadas por esta bactéria. A transferéncia destes plasmideos de resisténcia pode ocorrer

inter e intra-espécie, facilitando a disseminacdo da resisténcia bacteriana (Ozgumus, 2008).

Figura 5: Sitio de acdo e mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
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Fonte: Mulvey e Simor (2009) com modificagdes.

A répida disseminagdo de mecanismos de resisténcia confere uma vantagem
seletiva as células bacterianas que adquirem plasmideos em ambientes onde ha uma grande
pressdo seletiva, como o0 uso de antimicrobianos no ambiente hospitalar (Leavitt, et al.,
2010). De maneira geral, os plasmideos ndo carreiam genes essenciais para 0
desenvolvimento das células em ambientes na auséncia de estresse, diferente disso carreia
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genes que conferem uma maior vantagem quanto a adaptacdo bacteriana em diferentes
ambientes (Carattoli, 2009). Sharma; Ray e Sharma (2010) descreveram uma tendéncia no
aumento de resisténcia com o0 aumento do nimero de plasmideos.

A diversidade genética em plasmideos de K.pneumoniae mostra claramente que as
bactérias podem reforcar sua resisténcia a antimicrobianos frequentemente pela troca de
plasmideos de multirresisténcia e também pela elevada taxa de mutacdo em plasmideos
(Zhao et al., 2010 e Hiroi et al., 2012).

2.4.1 B-lactamases

A resisténcia aos B-lactamicos € conferida principalmente pela producdo de B-
lactamases, enzimas codificadas principalmente por genes plasmidiais que sdo encontrados
com frequéncia entre as enterobactérias, representando uma séria ameaca a atual terapia
por antimicrobianos B-lactamicos (Pulido et al., 2011).

As B-lactamases s3o enzimas bacterianas capazes de inativar antimicrobianos [3-
lactdmicos originando produtos inativos. As B-lactamases de amplo espectro (ESBLs-
Extended Spectrum [-lactamases) sdo enzimas que surgiram a partir de sucessivas
mutacOes pontuais das P-lactamases classicas dos tipos TEM e SHV, que resultou na
substituicdo de um ou mais aminoacidos, alterando a configuracdo da enzima e
aumentando o seu espectro hidrolitico. (Haeggman et al., 2004).

E crescente o nimero de ESBLs descritas, a maioria é derivada dos grupos TEM,
SHV e CTX-M. De acordo com o site: http://www.lahey.org/Studies, até dezembro de
2014 foram descritas 222 variantes do tipo TEM, 189 variantes do tipo SHV e 161
variantes do tipo CTX-M.

A Classificagdo de B-lactamases tem sido tradicionalmente baseada tanto nas
caracteristicas funcionais das enzimas quanto na sua estrutura principal (Bush; Jacoby,
2010). As B-lactamases sdo bastante diversificadas podendo ser agrupadas em 4 classes
moleculares (A, B, C e D) de acordo com as caracteristicas estruturais (classificacdo de
Ambler) ou em 3 principais grupos de acordo com caracteristicas funcionais e moleculares
(esquema de Bush-Jacob-Medeiros de 1995) (Robin et al., 2005; Bush; Jacoby, 2010).

As B-lactamases sdo proteinas bastante diversificadas, o grupo 1: -lactamases que

hidrolisam cefalosporinas e que sdo pouco inibidas pelo acido clavulanico; o grupo 2:
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penicilinases, cefalosporinases, B-lactamases de amplo espectro (ESBLs- Extended
Spectrum B-lactamases), geralmente sdo inibidas pelo acido clavulanico e carbapenemases;
e 0 grupo 3: metalo-pB-lactamases que hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos e que ndo sao inibidas pelo acido clavulanico.

O grupo 2 engloba o maior numero de B-lactamases, sendo dividido em oito
subgrupos (2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e, 2f) (Chaeggman et al., 2004; Jeong et al., 2004). O
subgrupo 2f compreende as serina-carbapenemases da classe molecular A de Ambler,
tendo os carbapenémicos como substrato. Estas enzimas s&o melhor inibidas pelo
tazobactam do que pelo acido clavulanico. SME, IMI-1 e CNM-1 séo os representantes
cromossémicos das enzimas do subgrupo 2f (Queenan; Bush, 2007). Mais preocupante, no
entanto, é o subgrupo 2f mediado por plasmideo, incluindo enzimas KPC e algumas GES.

O grupo 3 compreende as MBLs que hidrolizam penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos e que ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico. Elas diferem
estruturalmente das outras B-lactamases por sua exigéncia de um ion de zinco no sitio
ativo. Funcionalmente, ja foram distinguidas principalmente pela sua capacidade de
hidrolisar carbapenémicos, porém algumas serina-p-lactamases tém agora adquirido essa
habilidade. Em contraste com as serina-B-lactamases, MBLs tém uma fraca afinidade ou
capacidade hidrolitica para monobactamicos e ndo sao inibidas pelo acido clavulanico ou
tazobactam. (Marchiaro et al., 2008).

O  subgrupo 3aincluias principais familiasde = MBL  plasmidiais, tais
como IMP e VIM que tém aparecido globalmente, principalmente em bactérias ndo-
fermentadoras, mas também em Enterobacteriaceae. O subgrupo 3b contém um pequeno
grupo de MBLs que  preferencialmente  hidrolisam carbapenémicos em  contraste as
penicilinas e cefalosporinas (Bush; Jacoby, 2010). Existem varios mecanismos de
resisténcia aos carbapenémicos (Paterson, 2006; Queenan; Bush, 2007; Bennett et al.,
2010).

Até dezembro de 2014 foram relatadas 43 variantes VIM e 48 variantes IMP na
literatura (http://www.lahey.org/Studies/other. asp#tablel).

Ao longo dos ultimos 20 anos, novos antimicrobianos p-lactdmicos tem sido
desenvolvidos, que foram especificamente concebidos para serem resistentes a acgdo
hidrolitica de B-lactamases. No entanto, a cada nova classe que tem sido utilizada na

terapia, novas P-lactamases emergem, causando resisténcia a mesma classe de drogas.
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Presumivelmente, o uso de novos antimicrobianos no tratamento de pacientes foi
selecionando novas variantes de B-lactamases (Bradford 2001). Atualmente, as bactérias
sdo geneticamente mais complexas do que ha uma ou duas décadas. Devido ndo apenas aos
novos mecanismos de resisténcia como ESBL, mas também devido a isolados que
produzem multiplas B-lactamases, representando um grave problema terapéutico em muitas
partes do mundo (Sharma; Ray; Sharma, 2010).

Dados da literatura mostram que K. pneumoniae € a espécie bacteriana que mais
produz ESBLs, principalmente do grupo 2, TEM, SHV e CTX (Chanawong et al., 2002 e
Ghafourian et al., 2012). A producdo destas enzimas é frequentemente acompanhada por
uma resisténcia a mdaltiplas drogas devido sua localizagdo plasmidial, incluindo
antimicrobianos B-lactimicos ¢ ndo P-lactamicos, o que pode causar uma limitacdo na
escolha da droga apropriada para utilizacdo na pratica clinica devido aos altos CIMs frente
a diferentes classes de antimicrobianos (Castanheira et al., 2008). Recentemente, uma serie
de enzimas ESBL que ndo estdo relacionadas com as enzimas TEM e SHV foram
descritas, OXA, AmpC e VEB (Bush; Jacoby, 2010).

A emergéncia e disseminacdo das ESBLs tem comprometido o uso dos [-
lactdmicos no tratamento de pacientes hospitalizados com infec¢des causadas por diversos
membros da familia Enterobacteriaceae (Castanheira et al., 2008), visto que a
disseminacdo deste mecanismo de resisténcia neste grupo estd aumentando por todo o
mundo (Queenan et al., 2007 e Hartmann et al., 2012). K. pneumoniae tem sido relatada

como a mais frequente espécie produtora de ESBLs (Bratu et al., 2005).

2.4.2 Carbapenemases

Em K. pneumoniae, a resisténcia aos carbapenémicos esta principalmente
relacionada a aquisicdo de carbapenemases. A K. pneumoniae carbapenemase (KPC) é
capaz de hidrolizar todas as penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos, e sdo fracamente inibidas pelo acido clavulanico e tazobactam (Peirano et
al., 2009; Goren et al., 2010). A KPC foi primeiramente detectada na Carolina do Norte,
Estados Unidos, sendo mais comum em enterobactérias, especialmente em K. pneumoniae
(Won et al., 2009 e Lolans et al., 2010). Depois expandiu-se ao longo da costa leste dos
Estados Unidos e a partir de 2005 a detec¢do de KPC foi relatada em outros paises (Nass et

al., 2005; Wendt et al., 2010). KPC ja foi detectada na Europa (Pfeifer; Cullik; Witte,
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2010), Finlandia (Osterblad et al., 2009), América do Sul (Villegas et al., 2006; Pasteran et
al., 2008), China (Wei et al., 2007; Cai et al., 2008) e Alemanha (Wendt, 2008).

Organismos produtores de KPC continuam a espalhar-se ao longo do tempo, sendo
notificados em 27 estados dos Estados Unidos e em muitos paises ao redor do mundo,
incluindo Colémbia, Brasil, Israel (Navon-Venezia et al.,, 2006; Samra et al., 2007;
Monteiro et al., 2009; Zavascki et al., 2009; Leavitt et al., 2009; Jacome et al., 2012; Jain
et al., 2013; Melo et al., 2014), Canada, Franca, Republica da Irlanda, Grécia, Espanha
(Tsakris et al., 2008; Maltezou et al., 2009; Lopez-Cerero et al., 2014) e na Italia (Giani et
al., 2009; Fontana et al., 2010; Giacobbe et al., 2014).

As B-lactamases que hidrolisam carbapenémicos sdo significantes clinicamente e
sua freqiiéncia tem aumentado em todo o mundo, inclusive no Brasil (Monteiro et al.,
2009; Arend et al., 2014; Pereira et al., 2014; Quiles et al., 2014). Na cidade do Recife-PE
foram detectados dois clones distintos de K. pneumoniae do ano de 2006 produtores de
KPC (Monteiro et al., 2009), sendo este o primeiro relato no Brasil. Em seguida, foram
detectados seis isolados de K. pneumoniae recuperados de dois hospitais do Rio de Janeiro
(de setembro de 2007 a maio de 2008) (Peirano et al., 2009). Na verdade, Pavez,
Mamizuka e Lincopan (2009), mostraram que estes isolados estavam presentes na regido
sudeste do Brasil desde pelo menos 2005 (Zavascki et al., 2009). Trabalhos recentes
desenvolvidos em Recife-PE com isolados K. pneumoniae provenientes de infecgdes e
colonizacBes mostram a alta ocorréncia do gene blakpc, sendo predominante a variante
blakpc-2 (Melo et al., 2014), como também a presenca simultanea desse gene com blaspy,
blatem, blactx-m-2 (Cabral et al., 2012)

As serinas-carbapenemases (KPC e GES) sdo amplamente dispersas, pois seus
genes estdo localizados em elementos transferiveis, facilitando sua disseminacdo, o que
também reflete na sua distribuicdo geografica (Walther-Rasmussen e Hoiby, 2007). Os
genes blakpc estdo localizados no transposon Tn4401 baseado no Tn3 (Nass et al., 2008;
Fontana et al., 2010). Este transposon foi identificado em plasmideos de diferentes
tamanhos, sugerindo que o gene também pode se mover pela insercdo do transposon em
plasmideos diferentes (Patel; Rasheed; Kitchel, 2009).

De acordo com o site http://www.lahey.org/Studies/other. asp#tablel, até
dezembro de 2014, 22 variantes do gene blakpc ja foram detectados. Isolados produtores de
KPC sdo preocupantes para a clinica, devido ao seu potencial de disseminacgdo epidémica

(Poupnaras et al., 2009). Isolados de K. pneumoniae produtores de KPC estdo sendo
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identificados entre os patdgenos nosocomiais mais frequentes (Nass et al., 2008). Embora
a P-lactamase KPC seja predominantemente encontrada em isolados de K. pneumoniae,
alguns trabalhos tém descrito esta enzima em Enterobacter spp., Salmonella spp.
(Queenan; Bush, 2007; Petrella et al., 2008; Fontana et al., 2010), bem como, em outros
membros de enterobactérias (K. oxytoca, E. coli, E. cloacae, Citrobacter freundii e
Serratia spp.) (Anderson et al., 2007; Zhang et al., 2007) e também em P. aeruginosa
(Wolter et al., 2009; Jacome et al., 2012).

De acordo com Lin et al. (2013), foram pesquisados 391 pacientes colonizados com
Enterobacteriaceae na UTI dos hospitais de Chicago, Illinois. Em pacientes que
permaneceram longo tempo em cuidados hospitalares agudos -LTACHs 30,4% (119 de
391) estavam colonizados por Enterobacteriaceae produtoras de KPC em comparagdo com
3,3% (30 de 391) dos pacientes internados na UTI do hospital em curta duracdo. Todos os
entrevistados LTACHSs eram portadores de KPC com uma taxa de prevaléncia de 10% a
54%, contra uma prevaléncia de 0% a 29% de pacientes em cuidados de curta duracdo nos
hospitais, identificando uma alta taxa de prevaléncia entre pacientes LTACHs colonizados
com Enterobacteriaceae produtoras de KPC.

A aquisi¢do de KPC tem contribuido para resisténcia a todos os -lactamicos. Estes
isolados também sdo frequentemente resistentes a aminoglicosideos e fluoroquinolonas,
este atributo limita as opcOes terapéuticas disponiveis para o tratamento de infecgdes
graves, que é basicamente restrito a tigeciclina e polimixinas (Saidel-Odes; Borer, 2013).

Alguns organismos produtores de KPC usualmente apresentam também resisténcia
associada as fluoroquinolonas, o que pode ser justificado pela presenca do gene gnr
acompanhado pelo gene blakpc em plasmideos (Pereira et al., 2008). Portanto, é importante
pesquisar a ocorréncia de genes de resisténcia a quinolonas em isolados multirresistentes
de K. pneumoniae portadores do gene blakpc provenientes de colonizagdo e infeccdo em
pacientes de hospitais publicos no Brasil para que intervencBes de controle de infeccdo
sejam adotadas precocemente, interrompendo a propagacdo destes mecanismos de

resisténcia e aumentando a sobrevida dos pacientes.

2.5 Mecanismos de resisténcia as quinolonas

A compreensdo de que a resisténcia tradicional a quinolona é adquirida somente

através de mutacdes e transmitido apenas verticalmente ndo é inteiramente responsavel
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pela relativa facilidade com que a resisténcia desenvolve-se. Diferentes mecanismos de
resisténcia estdo envolvidos no desenvolvimento de resisténcia as quinolonas. Os
principais mecanismos sdo: alteracdes na DNA girase e topoisomerase 1V, considerados
sitios alvos ativos de quinolonas; diminui¢do do acimulo de antimicrobiano no interior da
célula bacteriana, por impermeabilidade de membrana e hiperexpressdo de sistemas de
bomba de efluxo, além de elementos moveis (plasmideos) carreando os genes gnr, o qual
confere niveis de resisténcia as quinolonas e sdo transferiveis horizontalmente (Ruiz,
2003).

2.5.1 MutacGes em DNA girase e topoisomerase 1V

O desenvolvimento de resisténcia as quinolonas, especialmente em membros da
familia Enterobacteriaceae, tem sido descrito por mutag¢fes pontuais cromossémicas nos
genes que codificam a DNA girase (gyrA e gyrB) e a topoisomerase IV (parC e parE).
Esses sdo 0s mecanismos mais eficientes de resisténcia as quinolonas (Shigemura et al.,
2012; Guan et al., 2013; Yang; Nam; Lee, 2013). Em bactérias gram-negativas, a DNA
girase € mais susceptivel a inibi¢do por quinolonas que a topoisomerase 1V, ao passo que,
em bactérias gram-positivas, topoisomerase IV é geralmente o principal alvo das
quinolonas, e a DNA girase intrinsecamente menos susceptiveis. Consequentemente, as
mutacdes de resisténcia ocorrem primeiro em gyrA em bactérias gram-negativas, mas
ocorrem primeiro em parC em bactérias gram-positivas (Jacoby, 2005).

DNA girase ¢ uma enzima encontrada apenas em células bacterianas, esta enzima
utiliza a energia da hidrélise de ATP para introduzir superhelicoidiza¢do negativa no DNA
esta enzima é um excelente alvo para quinolonas porque ndo estd presente em células
eucaridticas e é essencial para o crescimento bacteriano (Fabrega et al., 2009). A
superhelicoidizacdo negativa do DNA é essencial para a condensa¢do do cromossomo,
aliviando a tensdo de torcdo durante a replicacdo, e promove a fusdo local para os
processos Vvitais, tais como iniciacao e transcricdo pela RNA polimerase (Wang, 2002). A
DNA girasse é essencial para o processo de replicacdo bacteriana, mutacfes descritas no
gene gyrA que codifica a subunidade A desta proteina geralmente estdo localizadas em
uma regido designada de regido determinante de resisténcia a quinolonas (QRDRS),
mutacdes nessas regides altera o sitio de ligacdo da DNA girase ao antimicrobiano o que

pode resultar em resisténcia a quinolonas (Minarini, 2008; Ferrari et al., 2013). Esta regido
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QRDRs ocorre na superficie de ligacdo do DNA a enzima, mutagdo nas posi¢des dos
aminoéacidos 83 e 87 do gene gyrA sdo as mais comuns.

As mutacdes mais importantes que conduz a um fenotipo resistente a quinolona no
gene gyrA, sao principalmente encontradas nos aminoacidos Ser-83-Leu e Asp-87-Asn
(esta posigéo pode ser ocasionalmente alterado para Val, Tyr e Gli), e na mudanca do gene
parC Ser-80-Arg (lle também pode ser encontrado) e Glu-84-Val (Gli também pode ser
encontrado) (Paiva et al, 2012). No estudo de Nam et al.,(2013) mutagdes em gyrA e parC
sdo mais frequentes do que em gyrB e parE, como também as mutacdes sdo mais comuns
em isolados de E.coli do que em K. pneumoniae. As mutacfes no gene gyrB séo
principalmente encontradas nos aminoacidos Ser-359-Ala, Ser-367-Thr e Glu-466-Asp
(Nam et al., 2013). No entanto, mutacGes em Asp-426-Asn e Lys-447-Glu em isolados
clinicos de E. coli, parece ndo ser um achado comum, varias mutacdes sdo necessarias para
produzir um nivel elevado de resisténcia a quinolona. (Fabrega et al., 2009).

Além de mutagBes pontuais nos genes gyrA, gyrB, parC e/ou parE, a diminuigdo da
susceptibilidade a fluoroguinolonas pode ser devido a diminuicdo do acumulo do
antimicrobiano ou pela presenca de alguns plasmideo mediando mecanismos de resisténcia
as quinolonas. Além disso, superexpressao de bombas de efluxo pode também
desempenhar um elevado papel no nivel de resisténcia, acredita-se que os sistemas de
efluxos sozinhos séo capazes de produzir baixos niveis de resisténcia as quinolonas, torna-
se clinicamente relevante quando combinados com mutacdes em enzimas alvos ou

alteracdes de membrana (Guan et al., 2013).

2.5.2 Bombas de efluxo

Além de mutacdes de topoisomerases, permeabilidade alterada (geralmente por
causa de perda de porina) as bombas de efluxo também podem contribuir com o fenétipo
de resisténcia a fluoroquinolona em K.pneumoniae (Nam et al., 2013).

Efluxo é o bombeamento do soluto para fora de uma célula. A resisténcia
antimicrobiana em um “efluxo mutante” (mutantes que superexpressam bombas de efluxo)
é devido a um de dois mecanismos: (i) aumento da expressao da proteina da bomba de
efluxo, ou (ii) aproteina contéem uma substituicdo de aminoacido(s)que torna-a mais

eficiente na exportagdo. Em qualquer caso, a concentragdo intracelular do substrato
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antimicrobiano é diminuido e o organismo torna-se menos susceptivel a esse agente
(Piddock 2006).

Existem essencialmente cinco diferentes familias de proteinas de bombas de efluxo,
familias importantes codificadas cromossomicamente, sdo as familias RND (resistance
nodulation division), MFS (major facilitator superfamily), SMR(staphylococcal
multiresistance), MATE (multidrug and toxic compound extrusion) e ABC (ATP binding
cassette) (Piddock 2006).

Os transportadores pertencentes a familia RND sdo particularmente eficazes
gerando resisténcia e apresentam ampla especificidade de substrato (Horiyama; Nishino,
2014). Um dos sistemas de efluxo envolvido neste fenotipo de resisténcia € o sistema de
efluxo multidrogas AcrAB-TolC que em K. pneumoniae é codificada pelo operon acrRAB.
Sabe-se que uma proteina transportadora na membrana interna (AcrB) forma uma
complexo com AcrA, uma proteina adaptadora periplasmatica e Tolc, um membro da
membrana externa, canal envolvido na exportacdo de pequenas moléculas e algumas
proteinas (figura 6) (Perez et al., 2012; Horiyama; Nishino, 2014).

A proteina AcrA, acredita-se estd envolvida in vivo na montagem e na manutencédo
de um complexo estavel que transmite mudancas conformacionais em AcrB e TolC, tendo
um papel estrutural de estabilizacdo na arquitetura da bomba fazendo a juncéo de AcrB e
TolC levando, assim, a abertura do canal na membrana exterior, neste modelo a
especificidade do substrato € determinada pelo AcrB (Elkins et al., 2010). Embora o
componentes da bomba de efluxo AcrAB-TolC trabalnem juntos como um sistema
tripartite, os componentes individuais podem também desempenhar determinados papéis
em outros sistemas de efluxo. Em E. coli, TolC tem sido mostrado ser necessario para o
funcionamento de muitos sistemas de efluxo, incluindo bombas da familia RND: AcrD,
AcrEF, MdsAB, e MdtABC, bem como da familia MFS: EmrAB e EmrKY, e também da
familia ABC: MacAB (Perez et al., 2012). Swick et al., (2011) sugerem que Supexpressao
de AcrAB é um marcador de resisténcia a maltiplas drogas.

O gene acrB codificam uma lipoproteina periplasmatica de 40 kDa, ancorada na
membrana interna, a proteina AcrB conecta-se com a Tolc, uma proteina de membrana
externa, que é essencial para a expulsédo de drogas (Takatsuka et al., 2010). Esta estrutura
tripartite permite o efluxo direto de drogas para 0 meio externo, ao inves de ir para o
periplasma, e faz AcrAB-Tolc e seus homdlogos um sistema muito eficiente para manter

0s nhiveis crescentes de resisténcia em bactérias gram-negativas. O transportador AcrB, que
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presumivelmente, capta moléculas da droga principalmente do periplasma, mostra uma
extrema especificidade ao substrato. A estrutura sugere que o0s substratos podem ser
capturados a partir do periplasma ao invés de serem capturados pela membrana ou
citoplasma, os substratos sdo entdo activamente transportados para o canal Tolc em
seguida, é ligado a parede da cavidade central, e é bombeado para 0 meio externo contra o
gradiente de préton (Figura 6). A ligacdo de substratos em AcrB é devido a parcial ligacdo
do composto com a bicamada fosfolipidica da membrana citoplasmatica, dependendo do

caréater lipofilico e carga da molécula (Horiyama; Nishino, 2014).

Figura 6: Desenho esquematico do sistema da bomba de efluxo AcrAB-Tolc.
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Bombas de efluxo podem ser especificas para um substrato ou pode transportar uma
variedade de compostos estruturalmente diferentes (incluindo antimicrobianos demultiplas
classes); Tais bombas podem ser associadas comresisténcia a multiplas drogas (MDR)
(Piddock 2006).

AcrAB-Tolc pode bombear para fora ndo s6 corantes basicos (como acriflavina e
brometo de etidio), mais também antimicrobianos (como macrolideos, fluoroquinolonas, -
lactdmicos, polimixina, tetraciclinas, cloranfenicol, rifampicina, novobiocina, &cido
fusidico, mas ndo aminoglicosidos e detergentes, tais como sais de bili, Triton X-100,
SDS). Mesmo solventes simples, como hexano, heptano, octano, nonano e ou ciclo-hexano
sdo bombeados para fora por AcrAB-Tolc (Takatsuka et al., 2010; Padillha et al., 2010).

Em adicdo a um papel estabelecido na resisténcia antimicrobiana, algumas bombas
de efluxo multridrogas ndo s6 conferem resisténcia aos medicamentos usados em terapia,
mas também tém mostrado ter um papel na patogenicidade bacteriana, na colonizacdo de
uma variedade de organismos e na sua sobrevivéncia no hospedeiro. As bombas de efluxo
sdo responsaveis por expelir agentes antimicrobianos derivados do hospedeiro, tais como
sais biliares e acidos graxos de cadeia longa, assim, a inativacdo da bomba de efluxo
AcrAB-TolC pela falta de um dos seus componentes estruturais afeta diretamente a
viruléncia da bactéria, indicando que este sistema € necessario para as bactérias serem
patogénicas (Martinez et al., 2009; Perez et al., 2012).

A aquisicdo KPC tem contribuido para a resisténcia a todos os beta-lactamicos,
essas cepas também sdo frequentemente resistentes a aminoglicosideos e quinolonas, e
alguns isolados ocasionalmente sdo resistentes as polimixinas e a tigeciclina. AcrAB-Tolc
também tem sido implicado como o mediador para reducdo da susceptibilidade a
tigeciclina em varias bactérias gram-negativas, incluindo E. coli, K.pneumoniae,
Morganellamorganii, P.mirabilis e Enterobacter cloacae (Keeney et al., 2008, Bratu et al.,
2009).

AcrEF é um outro transportador da familia RND conhecido para complementar
funcionalmente AcrAB-TolC. Sistemas de efluxo desempenham um papel altamente
relevante na defesa bacteriana contra agentes antimicrobianos e compostos tdxicos,
diminuindo acumulagdo intracelular de drogas (Rensch et al., 2014).

A bomba de efluxo AcrEF é altamente homdéloga a AcrAB em S. enterica com uma

identidade de aminoéacidos de 81,4% e especificidades de substrato semelhantes, uma vez
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que a superexpressdo de AcrEF confere um efeito semelhante a AcrAB. AcrEF pode
conferir uma vantagem neste organismo, pois AcrEF pode ser necessaria para a resisténcia
aos medicamentos em S. enterica quando AcrAB faz ndo funciona. Outras investigacdes da
regulacdo dos sistemas de efluxo multidrugas em diversos micro-organismos Sao
necessarios para elucidar o significancia biologica das suas redes reguladoras (Nishino;
Hayashi-Nishino; Yamaguchi, 2009).

2.5.3 Reguladores da bomba de efluxo

AcrAB esta presente na maioria das enterobactérias reduzindo a susceptibilidade
das fluoroquinolonas, macrolideos, clorafenicol, trimetropim, polimixina e tetraciclinas). A
transcricdo dos genes acrAB é controlada por diversos ativadores da familia AraC/XylS
como: RamA, MarA, SoxS e RobA, os quais interagem com o promotor acrAB aumentando
a producéo da proteina AcrAB e elevando o efluxo das drogas (Ruzin et al., 2008; Bratu et
al., 2009; Bialek-Davenet et al., 2011; Villa et al., 2014).

Mais conhecimento sobre as vias regulatorias que controlam a expressdo do sistema
de efluxo multidrogas AcrAB-Tolc em algumas espécies de Enterobacteriaceae tem sido
adquirido ao longo dos ultimos anos. RamR € um repressor transcricional da proteina que
codifica 0 gene ramA, que por sua vez controla a expressdo dos genes do sistema de efluxo
multidrogas AcrAB-TolC (Aboouzed et al., 2008; Baucheron et al., 2012; Yamasaki et al.,
2013).

O lécus repressor de ramA, chamado ramR, cujo gene é encontrado “upstream” de
ramA, em sentido oposto, foi identificado em S. enterica e codifica uma proteina da familia
de repressores da transcricdo (TetR) (Aboouzed et al., 2008; Bialek-Davenet et al., 2011).
O locus intrinseco de ram, codificado pelos genes ramR-romA-ramA, foi primeiramente
descrito em K.pneumoniae (George et al., 1995). O gene ramR é um regulador negativo da
transcricdo de ambos 0s genes romA-ramA e esta localizado na posi¢do 622040 até 622621

compreendendo 582 nucleotideos (Figura 7) (Majundar et al., 2014).

Figura 7: Diagrama esquematico da regido compreendendo ramR a ramA de K.

pneumoniae com a localizagdo das mutag6es identificadas.
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Se a expressdo de ramA é controlada pelo regulador negativo ramR, a deplecéo ou
mutacdo de ramR tem implicado na ativagdo de RamA, promovendo a super expressédo da
bomba de efluxo AcrAB-TolC (Bratu et al., 2009; Pérez et al., 2012; Villa et al., 2014). A
superexpressdo de ramA parece ser a causa da super expressdo de AcrAB em
K.pneumoniaee E. cloacae, mas bases moleculares da “upregulation” ndo podem ser
definidas nessas espécies (Hentschke et al., 2010).

Algumas mutacGes em ramR afetam a expressdo do sistema de efluxo, varios tipos
de mutagdes em ramR foram identificadas em isolados de S. typhimurium, S. enterica e K.
pneumoniae multidroga-resistentes, o que resulta em aumento da expressdo de ramA e
aumento da resisténcia mediada pelo efluxo de mutiplas drogas (Hentschke et al., 2010;
Akiyama; Khan, 2012; Baugheron 2013; Yamasaki et al., 2013). Essas mutacdes pontuais
ocorrem em diferentes posicdes e essas mudangas genéticas sao distribuidas ao longo do
gene ramR que mais adiante pode acarretar na modificacdo do aminoacido, um “stop
codon” prematuro ou a sintese truncada da proteina RamR (Biaek-Davenet et al., 2011).

Biaek-Davenet et al., (2011) analisando isolados clinicos de K. pneumoniae

encontraram mutagfes pontuais em ramR as quais foram responsaveis pela super expresséo
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dos genes ramA e acrB, no entanto a localizagcdo dessas mutacGes foram direntes das
descritas por Hentschke et al. (2010). Biaek-Davenet et al. (2011) encontraram mutacgdes
nos nucleotideos 58, 70, 78, 104, 364, 454 e 490, ja Hentschke et al., (2010) encontraram
mutacgdes nos nucleotideos 40, 122, 136, 137, 147 e 542 (figura 7).

2.5.4 Genes gnr

Mecanismos secundarios estdo associados com uma reducdo na susceptibilidade
das bactérias as fluoroquinolonas, tais como a presenca de genes qnr, aac(6’)- Ib-cr, gepA
e 0gxA e ogxB. Estes genes sdo geralmente transportados por plasmideos, de forma que
eles sdo conhecidos como mecanismo de resisténcia as quinolonas mediada por plasmideos
(PMQR) e estdo implicados na susceptibilidade reduzida as fluoroquinolonas (Dominguez-
Herrera et al., 2013).

O gene gnr € responsavel por codificar uma proteina de mesmo nome (Qnr) de 218
aminoacidos, capaz de proteger a DNA girase e a topoisomerase IV da ligacdo as
quinolonas (Minarini; Darini, 2012). A funcdo da proteina Qnr ainda permanece obscura, é
possivel que a interacdo entre as proteinas gnr e a topoisomerase 1l ou DNA girasse de
alguma forma afete tanto a replicacdo cromossomica bacteriana quanto a sua forma
(Machuca et al., 2014). A proteina Qnr se fixa as enzimas em competicdo com o DNA
bacteriano, a reducdo do numero de complexos binarios topoisomerases-DNA diminui a
fixacdo das quinolonas nos sitios ativos o que confere um aumento dos niveis de
resisténcia as fluoroquinolonas (Jacoby et al., 2006).

Em 1998, o primeiro gene mediada por plasmideo exibindo resisténcia as
fluoroquinolonas, atualmente denominada gnrAl relatado em um isolado de K.
pneumoniae, foi identificado. Sete variantes do gene gnrA (qnrAl a gnrA7), 80 variantes
de gnrB (gnrB1 a gnrB80), 9 variantes de gnrS (qnrS1 a gnrS9), 1 variante de gnrC, 2
variantes de gnrD (gnrD1 e gnrD2), e 6 variantes de gnrVC (gnrVC1 a gnrVC6) foram
relatados até outubro de 2014 (http://lahey.org/gnrStudies). A clonagem e expressdo dos
genes gnrA, gnrB, e gnrS no isolado J53 de Escherichia coli produziu um aumento de
aproximadamente 32 vezes nos MICs de ciprofloxacina (Okade et al., 2014).

Os genes PMQR conferem baixos niveis de resisténcia as quinolonas, porém

complementam o nivel de resisténcia causada por outros mecanismos (Yang; Nam; Lee
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2013), alguns PMQRs genes estdo associados com a produgdo de ESBLs (Nam et al.,
2013; Park et al., 2012).

A presenca de genes PMQR pode facilitar o desenvolvimento de mutacdes na
regido QRDR de gyrA, bem como aumentar a resisténcia a quinolonas e,
consequentemente, reduzir o seu uso clinico (Ferrari et al., 2011). Embora os genes gnr
estejam presentes em isolados clinicos de todos os continentes, a incidéncia de genes gnr
em E. coli ¢ mais baixa do que outros mecanismos de resisténcia, tais como B-lactamases.
As potenciais implica¢Bes clinicas dos genes gnr baseiam-se na sua capacidade de ser
transferido para outro isolado. Genes gnr presentes em E. coli contendo uma substitui¢do
de Ser83Leu em GyrA, podem desempenhar um papel significativo na aquisi¢éo de alto
nivel de resisténcia as quinolonas e, conseqlientemente, podera causar falhas terapéuticas
(Dominguez-Herrera et al., 2013).

O alto nivel de genes gnr foi detectado em enterobactérias comensais de criancas
saudaveis no Peru e Bolivia, onde gnrB estava presente em 54% e qnrS em 14% dos
espécimes. Mecanismos envolvidos em resisténcia a quinolonas é sem duvida, uma
questdo importante na América do Sul. Um relato incluindo isolados nosocomiais de K.
pneumoniae entre 2008 e 2010 indicou que a resisténcia a fluoroquinolonas ocorreu em
taxas de 51,7% na Argentina, 44,4% no Brasil e 47,3% no Chile (Gales et al., 2012). No
Chile, a prevaléncia de resisténcia a fluoroquinolona em E. coli de isolados hospitalares
variaram de 35% a 39%, enquanto 19% dos isolados adquiridos na comunidade, causando
infeccdes no trato urinario, mostrou este fendtipo (Gales et al., 2012; Silva et al., 2011).

Entre 2000 e 2005 no Brasil, genes gnr foram encontrados em cerca de 3% dos
isolados clinicos de enterobactérias resistentes a acido nalidixico recuperados a partir de
pacientes externos, incluindo gnrA em E. cloacae, qnrB2 em E. coli e K. pneumoniae, e
gnrB8 em C. freundii (Minarini et al., 2007, 2008b). Cinco anos mais tarde, no entanto, um
projeto sobre resisténcia nosocomial ao acido nalidixico em Enterobacteriaceae realizado
na mesma area geografica, detectou 12,3% de genes gnr sendo a variante gnrBl1
identificada como a mais prevalente, seguida por gnrS1, gnrB2 e gnrB19 (Viana et al.,
2013). No Brasil, a prevaléncia entre isolados resistentes a ciprofloxacina de E. coli
isoladas de infeccdo urinaria durante 2011 e 2012 mostrou uma taxa de 9% a 17%,
dependendo da regido adquirida na comunidade estudada (Araujo et al., 2011; Rocha et al.,
2012).
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Até o presente momento ndo existem estudos brasileiros publicados que avaliem a
presenca dos genes gnr, como também a presenca de mutagdes em gyrA, gyrB e parC, em
isolados K. pneumoniae portadores do gene blakpc provenientes de infeccéo e colonizagéo.
Adicionalmente, também nao existe no Brasil, relatos na literatura pesquisada do sistema

de efluxo acrAB-TolC, acrEF-TolC e seus reguladores em K. pneumoniae.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de genes de resisténcia a quinolonas em isolados
multirresistentes de K. pneumoniae portadores do gene blakpc, provenientes de
colonizagdo e infeccdo em pacientes de hospitais puablicos de Recife-PE, como também
avaliar alteragOes ultraestruturais provocadas pela polimixina B, por meropenem e pela

associacdo entre polimixina B e meropenem nestes isolados.

3.2. Objetivos Especificos

Analisar o perfil de resisténcia aos agentes antimicrobianos em isolados de K.

pneumoniae portadores do gene blakpc.

o Investigar a ocorréncia dos genes de resisténcia gnrA, qnrB,gnrS, acrB, acrF e
ramR nos isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc.

o Investigar a presenca de mutacdes nos genes gyrA, gyrB, parC e ramR.

o Avaliar a expressdo das bombas de efluxo AcrAB e AcrEF nos isolados de K.
pneumoniae.

o Identificar possiveis alteracGes ultraestruturais e a intensidade dessas alteracdes em

isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc submetidos a concentragao
clinicamente relevante de polimixina B, de meropenem, assim como de polimixina

B associado com meropenem.
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4. MATERIAS E METODOS
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4.1. Isolados bacterianos

Foram analisados 30 isolados hospitalares de K.pneumoniae previamente
selecionados por serem resistentes a quinolonas e positivos para o0 gene blakec,
provenientes de colonizacdo (swab retal), infeccGes urinarias ou infeccBes respiratorias, de
trés hospitais publicos da cidade do Recife-PE, Brasil, entre 2011 e 2012. Os isolados de
K. pneumoniae selecionados foram anteriormente identificados bioquimicamente pelo
sistema automatizado Bactec 9120/Phoenix-BD nos hospitais e ao chegar ao Laboratorio
de Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical,
Universidade Federal de Pernambuco, foi confirmada a pureza da cultura através de testes
bioquimicos convencionais: fermentacdo de glicose, lactose e sacarose, producdo de H,S,
degradacdo da uréia, citrato e descarboxilacdo da lisina, producdo de indol e motilidade
(Koneman et al., 2008). Os 30 isolados de K. pneumoniae selecionados para esse trabalho
fazem parte do estoque de culturas bacterianas do referido Departamento, ja tipadas
quanto ao perfil de resisténcia, perfil de ERIC-PCR e presenca do gene blakpc (Melo et al.,
2014). Para seqiienciamento de DNA dos genes encontrados nesse estudo e expressdo de
bombas de efluxo foram selecionados 6 isolados (K3-A2, K12-A2, K25-A2, K27-A2,
K19-A2 e K3-C2) sem relagdo clonal e resistentes a 15 ou mais antimicrobianos, inclusive
resistente a 4 quinolonas. As culturas encontram-se preservadas em glicerol 20% a -70 °C e
para realizacdo das analises foram crescidas em meio Caldo Infuso de Cérebro e Coracéo
(BHI) a 37 °C por 18 horas.

4.2. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

A susceptibilidade dos isolados a diferentes classes de antimicrobianos foi
detectada pelo sistema automatizado Bactec 9120 (Phoenix BD). O método de difusdo em
disco proposto por Kirby e Bauer foi adicionalmente utilizado para quinolonas e a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIMs) para polimixina B meropenem
CLSI (2014). Foram utilizados os seguintes antimicrobianos: amoxicilina-clavulanato
(AMC); amoxicilina (AMO); amicacina (AMI); aztreonam (ATM); ceftazidima (CAZ);
cefoxitina (CFO); cefotaxima (CTX); cefepime (CPM); piperaciclina/tazobactam (PIT);
polimixina B (POL); trimetropim/sulfametoxazol (SUT); gentamicina (GEN);
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ciprofloxacina (CIP); norfloxacina (NOR); &cido nalidixico (NAL); levofloxacina (LEV);
imipenem (IPM); meropenem (MPM) e ertapenem (ERT). As leituras das CIMs de
polimixina B e meropenem e do método de difusdo em disco, foram realizadas respeitando
os critérios do CLSI (2014).

4.3. Extracéo de DNA total

O DNA genbémico dos 30 isolados foi extraido diretamente das coldnias em
suspensdo em 200pul de agua destilada. A suspenséo foi aquecida a 100°C por 10 minutos,
centrifugada (5min/10.000g) e 100pul do sobrenadante contendo o DNA foram mantidos a -
20°C até o momento de uso. Apds a extracdo, o0 DNA foi quantificado em NanoDrop 2000c

UV-Vis Spectrophotometer.

4.4. Condicbes da PCR para amplificacdo da regido QRDR dos genes gyrA,
gyrB e parC.

Os genes gyrA, gyrB e parC foram investigados em 4 isolados de K. pneumoniae
(K3-A2, K12-A2, K25-A2 e K27-A2) pela técnica de PCR, com os primers descritos na
tabela 2. As reacdes de amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por
tubo, compreendendo: 1ul de DNA genémico a 5ng/uL, 2,0U da enzima Tag DNA
polimerase (Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl,, tampdo 5X e
10 umol dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo.

As amplificages do gene gyrA foram realizadas com desnaturagéo inicial de 12
minutos a 94°C seguidas de 30 ciclos, correspondendo cada ciclo a 1 minuto a 94°C para
desnaturacdo, 30 segundos a 55°C para o0 anelamento e 1 minuto a 72°C para a extensdo e
uma extensdo final de 5 minutos a 72 °C. As amplificagfes do gene gyrB foram realizadas
com desnaturacéo inicial de 12 minutos a 95°C seguidas de 35 ciclos, correspondendo cada
ciclo a 30 segundos a 94°C para desnaturacao, 30 segundos a 65°C para 0 anelamento e 45
segundos a 72°C para a extensdo e uma extensdao final de 5 minutos a 72 °C. As
amplificagdes do gene parC foram realizadas com desnaturagdo inicial de 12 minutos a
95°C seguidas de 30 ciclos, correspondendo cada ciclo a 1 minuto a 94°C para
desnaturacéo, 1 minuto a 55°C para o anelamento e 1 minuto a 72°C para a extensao e uma

extensdo final de 5 minutos a 72 °C.
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4.5. CondicGes da PCR para amplificacdo dos genes acrB e acrF

Os genes de resisténcia acrB e acrF foram investigados pela técnica de PCR nos 30
isolados de K. pneumoniae, com os pares de primers descritos na tabela 2. As reacdes de
amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1l
de DNA gendmico a 5ng/pL, 2,0U da enzima Tag DNA polimerase (Promega), 8 mM de
dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl,, tampédo 5X e 10 pumol dos primers. Em cada
partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo. As amplificacGes dos genes acrB
e acrF foram realizadas com desnaturacdo inicial de 10 minutos a 94°C seguidas de 30
ciclos, correspondendo cada ciclo a 30 segundos a 94°C para desnaturagdo, 1 minuto a
61°C para o anelamento e 2 minutos a 72°C para a extensdo e uma extensao final de 10

minutos a 72 °C.

4.6. CondicGes da PCR para amplificagdo do gene ramR

O gene de resisténcia ramR foi investigado pela técnica de PCR em 4 isolados de K.
pneumoniae (K3-A2, K12-A2, K25-A2 e K27-A2), com o0s pares de primers descritos na
tabela 2. As reacdes de amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por
tubo, compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 5ng/pl, 2,0U da enzima Tag DNA
polimerase (Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl, tampéo 5X e
10 pumol dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo.
As amplificages do gene ramR foi realizada com desnaturagdo inicial de 10 minutos a
95°C seguidas de 30 ciclos, correspondendo cada ciclo a 1 minuto a 95°C para
desnaturacdo, 1 minuto a 60°C para o anelamento e 1 minuto a 72°C para a extensao e uma

extensdo final de 10 minutos a 72 °C.

4.7. Condicbes da PCR para amplificagdo dos genes gnr

Os genes de resisténcia gnrA, gnrB e gnrS foram investigados pela técnica de PCR
nos 30 isolados de K. pneumoniae, com 0s pares de primers descritos na tabela 2. As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA genémico a 5ng/uL, 2,0U da enzima Tag DNA polimerase

(Promega), 8 MM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl,, tampé&o 5X e 10 pmol dos
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primers. Em cada partida de amplificagdo foi incluso um controle negativo. As
amplificagdes do gene gnrA foram realizadas com desnaturagdo inicial de 10 minutos a
95°C seguidas de 32 ciclos, correspondendo cada ciclo a 45 segundos a 95°C para
desnaturacdo, 45 segundos a 54°C para o anelamento e 1 minuto a 72°C para a extensao e
uma extenséo final de 10 minutos a 72 °C. As amplificagcdes do gene gnrB foram realizadas
com desnaturacéo inicial de 10 minutos a 95°C seguidas de 35 ciclos, correspondendo cada
ciclo de 1 minuto a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto a 63°C para o anelamento e 1 minuto
a 72°C para a extensdo e uma extensao final de 10 minutos a 72 °C. As amplifica¢bes do
gene gnrS foram realizadas com desnaturag&o inicial de 10 minutos a 95°C seguidas de 35
ciclos, correspondendo cada ciclo de 1 minuto a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto a 64°C
para o anelamento e 1 minuto a 72°C para a extensdo e uma extensdo final de 10 minutos a
72 °C.

4.8. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de amplificacdo dos genes gnrA, gnrB, gnrS, acrB, acrF, ramR, gyrA,
gyrB e parC foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,0% em tampédo TBE
(Tris; &cido bérico; EDTA e agua MilliQ g.s.p.) e voltagem constante de 100 v. Foi
utilizado um marcador de 100pb (Ludwig biotec) como padrédo de peso molecular,
visualizados em transiluminador de luz ultra-violeta (UV) e fotografados pelo sistema de

fotodocumentacdo Photocap (Vilber Lourmat).

4.9. Purificacdo dos produtos de PCR e Sequenciamento de DNA

Os produtos amplificados por PCR dos genes qnrB, acrB, acrF, ramR, gyrA, gyrB e
parC de 6 isolados de K. pneumoniae (K3-A2, K12-A2, K25-A2, K27-A2, K19-A2 e K3-
C2), foram purificados através do kit PCR Purification ( Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System- Promega), de acordo com as instrucdes do fabricante. Ap6s a purificacao,
esses produtos foram quantificados em nano-drop e enviados ao Laborat6rio Central do
CCB/UFPE- LABCEN para o seqienciamento de DNA, realizado através do método de
terminacdo de cadeia de desoxirribonucleotideo (Sanger et al., 1977), utilizando o
sequenciador 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram

analisadas através do Software Chromas (http://www.mybiosoftware.com/sequence-
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analysis) e comparadas com as sequéncias depositadas nos bancos de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) atraves da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search tool). Para avaliar mutacGes nas regides QRDRs dos genes gyrA, gyrB,
parC e mutacdes em ramR, apds o alinhamento no Blast, as sequéncias de nucleotideos
foram transformadas em sequéncias de aminoacidos pelo SMS (Sequence manipulation
Suite - http://www.bioinformatics.org/sms2/trans_map.html ) através da ferramenta
Translation Map. As sequéncias foram depositadas no GenBank, com o0s seguintes
numeros de acesso: KP144334; KP144337; KP144338 e KP271121.

4.10. Extracgédo de RNA total

O RNA de 4 isolados selecionados de K. pneumoniae (K3-A2, K12-A2, K25-A2 e
K27-A2), para analise da expressdo das bombas de efluxo, foi extraido através do Kit SV
Total RNA Isolation System (Promega), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos a
extracdo, o RNA foi quantificado em nano-drop e armazenado em deep-freezer a -70°C no
Aggeu Magalhdes-CPgAM, Fiocruz-PE.

4.11. Condicdes da RT-PCR para os gene acrB e acrF

Para avaliar a expressdo das bombas de efluxo, através da presenca ou auséncia dos
transcritos acrB e acrF, foi realizado a RT-PCR qualitativa com RNA total extraido dos 4
isolados de K. pneumoniae selecionados (K3-A2, K12-A2, K25-A2 e K27-A2), através do
Kit Access RT-PCR System (Promega), que foi projetado para uma trascricdo reversa
seguido de amplificacBes por PCR. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um
volume total de 50 ul por tubo, compreendendo: 2ul de RNA total a 50ng/uL, 5,0U da
enzima Tfl DNA polimerase, 5,0U da enzima AMV Reverse transcriptase, 10 mM de
dNTP, 25 mM de MgSO, tampdo AMV/TFL 5X , 50 pmol dos primers e agua livre de
nuclease g.s.p. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo sem
RNA, um controle positivo com primer e RNA fornecidos pelo préprio Kit e um controle
negativo da transcrigdo sem a enzima AMV Reverse transcriptase. A sintese da primeira
fita de DNA complementar foi realizada com um ciclo de 45°C por 45 minutos, um ciclo a
94°C por 2 minutos (transcricdo reversa), a segunda fita de DNA complementar e as

amplificacdes por PCR foram realizadas com 40 ciclos, correspondendo cada ciclo a 30
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segundos a 94°C para desnaturacdo, 1 minuto a 61°C para o anelamento e 2 minutos a 72°C
para a extensdo e uma extensdo final de 10 minutos a 72 °C. Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, visualizados em trasiluminador de

luz ultra-violeta e fotografados pelo sistema de fotodocumentagéo.

4.12. Determinacdo das Concentragdes inibitérias minimas (CIMs)

Antes da determinacdo das CIMs foi ralizado o teste de controle de qualidade dos
antimicrobianos com a cepa de referéncia E. coli ATCC 25922, segundo as normas do
CLSI (2014). A cepa foi semeada em BHI por 18h a 37°C, posteriormente foi preparado o
inéculo em Caldo Mueller-Hinton Cation ajustado (CAMHB) com uma suspensdo
padronizada a 0,5 na escala de turbidez de McFarland correspondente a 2 x 102 CFU/mI. O
teste de controle de qualidade dos antimicrobianos foram determinados usando
concentracdes derivadas de diluicGes duplas seriadas em base 2 (0,00195; 0,0039; 0,0078;
0,0156; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5; 1 pg/ml) para o meropenem (European
Pharmacopoeia (EP) Reference Standard- Sigma) e (0,0156; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5;
1; 2; 4, 8 pg/mL) para a polimixina B (Eurofarma). O critério de interpreta¢do do teste de
controle de qualidade utilizado foi o proposto pelo CLSI (2014). 1 ul do indculo ajustado
da cepa de referéncia foi adicionada a 999 ul CAMHB estéril contendo o antimicrobiano a
ser testado nas concentracdes seriadas. Os inoculos bacterianos finais foram mantidos a 37°
C por 18 horas e posteriormente foi ralizada a leitura do teste de controle de qualidade dos
antimicrobianos. Os CIMs de meropenem e polimixina B foram determinados para 4
isolados de K. pneumoniae (K3-A2, K12-A2, K25-A2 e K27-A2), os isolados foram
semeados em BHI por 18h a 37°C, o in6culo foi comparado e ajustado com a escala 0,5 de
MacFarland, correspondente a 2 x 108 UFC/mL. Os CIMs foram determinados usando
concentracdes derivadas de dilui¢cBes duplas seriadas em base 2 (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16;
32; 64; 128 ug/mL para o meropenem (European Pharmacopoeia (EP) Reference Standard-
Sigma) e para a polimixina B (Eurofarma). O critério de sensibilidade e resisténcia
utilizado foi o proposto pelo CLSI (2014). Foi adicionado 1 ul do indculo bacteriano,
anteriormente ajustado, a 999 ul de CAMHB estéril contendo o antimicrobiano testado nas
concentragOes seriadas. Os indculos bacterianos finais foram mantidos a 37° C por 18
horas, posteriormente foi realizada a leitura das CIMs dos antimicrobianos testados para

cada isolado.
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4.13. Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para a analise pela microscopia eletrénica de transmissdo foram analisados dois
isolados de K. pneumoniae (K3-A2 e K12-A2) na presenca de concentracdo clinicamente
relevante (definida como a concentragcdo necessaria para atingir exposi¢fes do farmaco no
plasma em adultos com funcgdo renal e hepatica normal, concentragdo esta que se baseia
nos “breakpoints”) para polimixina B (4pug/mL), meropenem (4ug/mL), e para a
associacdo entre polimixina B e meropenem (4pg/mL + 4ug/mL). Em todos os
processamentos foram incluidas um controle negativo do isolado nas mesmas condicdes,
sem a presenca de antibidtico. Todos os isolados foram inoculados em meio BHI por 6
horas a 37° C na presenca ou auséncia do antibidtico a ser analisado, conforme o protocolo
do CLSI (2014). Os isolados foram fixados e processados, as culturas foram lavadas em
tampéo fosfato 0,1M, pH, 7,2-7,4 estéril e centrifugadas a 3500 rpm por 2 minutos para
posterior fixacdo em Tampao fosfato 0,1M, glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido 4%
(Sigma Aldrich) (Brayner et al., 2005).

Apbs a fixacdo foram realizadas 3 lavagens em tampdo fosfato 0,1M, pos-fixacéo
em tetroxido de 6smio a 1% em tampdo fosfato 0,1M por 1 hora e posteriormente a
contrastagdo em bloco utilizando acetato de uranila a 5% (Electron Microscopy Science).
Posteriormente foram realizadas trés lavagens, duas em tampdo fosfato 0,1M e uma em
agua destilada de 10 minutos cada para posterior desidratacdo, utilizando uma série
crescente de acetona (Sigma Aldrich) a 30, 50, 70, 90 e trés vezes a 100%, por 10 minutos
cada etapa. Apo0s a desidratacdo foi realizada a infiltracdo do material para substituicdo da
acetona por resina Epon 812 em séries crescentes e overnight de 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e resina
pura (Electron Microscopy Science). O material foi emblocado, realizado cortes ultrafinos
para contrastacdo com acetato de uranila 5% por 30 minutos e citrato de chumbo por 10
minutos (Electron Microscopy Science). Em seguida as amostras foram visualizadas em
microscopio eletrénico de transmissdo (Tecnai Spirit G1 BioTwin G2-FEI Company) do
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas- NPT do CPgAM/FIOCRUZ.

4.14. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a analise pela microscopia eletronica de varredura foram analisados dois

isolados de K. pneumoniae (K3-A2 e K12-A2) na presenca de na presencga de concentragdo
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clinicamente relevante para a polimixina B (4ug/mL), meropenem (4pg/mL), e para a
associacao entre polimixina B (4pug/mL + 4upg/mL) e meropenem. Em todos os
processamentos foram incluidas um controle negativo do isolado nas mesmas condicdes,
sem a presenca do antibiotico. Todos os isolados foram inoculados em meio BHI por 6
horas a 37° C na presenca ou auséncia do antibidtico a ser analisado, conforme o protocolo
do CLSI (2014). Os isolados foram fixados e processados, as culturas foram lavadas em
tampédo fosfato 0,1M, pH, 7,2-7,4 esteril e centrifugadas a 3500 rpm por 2 minutos para
posterior fixacdo em Tampdo fosfato 0,1M, glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido 4%
(Sigma Aldrich) (Brayner et al., 2005). Apos a fixacdo foram realizadas 3 lavagens em
tampé&o fosfato 0,1M, a pos-fixacdo foi realizada em tetroxido de dsmio a 1% em tampéo
fosfato 0,1M por 1 hora (Sigma Aldrich). Posteriormente foram realizadas trés lavagens,
duas em tampdo fosfato 0,1M e uma em agua destilada de 10 minutos cada para posterior
desidratacdo, utilizando uma série crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes de
100% por 10 minutos cada etapa (Sigma Aldrich). Ap6s a desidratacdo foi realizado o
ponto critico para a substituicdo do etanol por dioxido de carbono, obtendo-se a secagem
do material para montagem do material seco em stubs metalicos utilizando uma fita dupla
face de carbono. Em seguida, foi realizada a metalizac&o cobrindo o material com uma fina
camada de ouro e a visualizacdo da superficie dos isolados bacterianos no microscopio
eletronico de varredura (ZEISS EVO LF-15) no Setor de Microscopia Eletronica do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE.

4.15. Consideragcdes Eticas

Os isolados de K. pneumoniae utilizados nesse estudo sdo amostras secundarias de
outro projeto de pesquisa, ja aprovado pelo Comité de Etica em pesquisas do Hospital
Agamenom Magalhdes (n° de Registro do Comité-47, CAAE-0040.0.236.000.11) e
atualmente fazem parte do estoque de culturas bacterianas do Laboratorio de Bacteriologia
e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical, UFPE. Os isolados sdo
amostras secundérias fornecidas pelas instituicdes, apenas com as informacdes de sitio de
infeccdo e resultado do antibiograma realizado no laboratério de anélises clinicas do
hospital, ndo dispomos de nenhum contato ou dados de prontuarios de pacientes, nao
havendo a possibilidade de identificacdo dos mesmos. Portanto, ndo existem implicacGes
éticas.
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Tabela 2: Primers utilizados na PCR e sequenciamento de DNA para detecgéo dos genes

gyrA, gyrB, parC, acrB, acrF, ramR, gnrA, gnrB e gnrS.

Primer Sequéncia (5°- 3") temp.® Referéncia Gene
gyrAF CGCGTACTATACGCCATGAACGTA . Brisse e Verhoef et al. A
° r
gyrAR ACCGTTGATCACTTCGGTCAGG (2001) v
gyrB F ATGGATAAAGAAGGCTACAGCA
65°C Nam et al. (2013) gyrB
gyrBR TCGACGTCCGCATCGGTCAT
parC F ATGTACGTGATCATGGACAG
55°C Nam et al. (2013) parC
parC R ATTCGGTGTAACGCATGGC
acrB F TCAAACCAGGTGTGCAGGTA
61°C Bratu et al. (2009) acrB
acrB R TTAATACCCAGACCGGATGC
acru7 GAGCTGATTGACCAGG ]
61°C Padilha et al. (2010) acrF
acrL4 CTGATAAGACATCCCGGTCCA
ramR F CACGGTTCATATCCTGACCA 60°C Bialek-Davenet et al. R
° ram
ramR R CCRTCGACCTTAAACACGTC (2011)
gnrAF ATTTCTCACGCCAGGATTTG )
54°C Robicsek et al. (2006) gnrA
gnrAR GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
gnrB-For GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
63°C Kim et al. (2009) gnrB
gnrB-Rev. ATGAGCAACGATGCCTGGTA
gnrSmF GCAAGTTCATTGAACAGGGT )
64°C Cattoir et al. (2007) gnrS

gnrSmR TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

@ Temp, temperatura de anelamento dos primers
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5. RESULTADOS
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5.1. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Todos os 30 isolados de K. pneumoniae analisados mostraram resisténcia a
amoxicilina, amoxicilina/clavulanato, cefepime, cefotaxima, e piperacilina/tazobactam,
dentre esses, 96.7% (n=29) foram resistentes ao aztreonam e ceftazidima, 93.4% (n=28) ao
trimetropim/sulfametoxazol, 73.3% (n=22) a cefoxitina e 63.3% (n=19) a gentamicina.
Quanto as quinolonas testadas, os isolados demostraram 100% de resisténcia a
ciprofloxacina, 96.7% (n=29) de resisténcia ao 4acido nalidixico, 93.4% (n=28) de
resisténcia a norfloxacina e 60% (n=18) de resisténcia a levofloxacina, como também altos
niveis de resisténcia aos carbapenémicos testados, sendo 100% (n=30) de resisténcia ao
ertapenem, 80% (n=24) de resisténcia ao meropenem e 73.3% (n=22) de resisténcia ao
imipenem. Os isolados de K. pneumoniae analisados foram mais susceptiveis a polimixina
B e amicacina quando comparada aos demais antimicrobianos, apenas 6,7% (n=2) foram
resistentes a amicacina e 10% (n=3) foram resistentes a polimixina B (tabela 3). Os
isolados (K3-A2 e K12-A2) de K. pneumoniae analisados, tanto de colonizacdo como de
infeccdo mostraram o mesmo perfil de resisténcia incluindo resisténcia a polimixina B e ao
meropenem sendo sensivel apenas a amicacina e com resisténcia intermediaria a
levofloxacina. As CIMs com microdiluicio em caldo para meropenem nos isolados
avaliados confirmou a taxa de resisténcia encontrada quando comparado com o método de
difusdo em disco. Por outro lado, as CIMs para polimixina B com microdiluicdo em caldo
se mostraram divergentes do método de difusdo em meio solido. O isolado K3-A2
considerado sensivel no método de disco difusdo, quando reavaliado pela microdiluicdo em
caldo foi classificado como resistente a polimixina B (tabela 5).

5.2. Anélise de mutacdo nas QRDRs dos genes gyrA, gyrB e parC

As andlises de mutacdes génicas foram realizadas nos representantes (K3-A2, K12-
A2, K25-A2 e K27-A2) com diferentes perfis clonais para excluir a possibilidade da
anélise em um mesmo clone. Os isolados foram analisados quanto a presenga de mutagdes
nas posicoes Ser83 e Asp87 para o gene gyrA, Ser80 e Glu84 para o gene parC e Ser359,
Ser367 e Glu466 para o gene gyrB. Neste trabalho, dos 4 isolados analisados, dois (K25-

A2 e K27-A2) apresentaram mutacdo em gyrA na posi¢cdo Ser83 onde a troca de um
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aminoacido originou a mudanca de uma Serina para uma Leucina. A sequéncia mutada
encontra-se depositada no GenBank com o niumero de acesso: KP 271120.

O isolado K25-A2, resistente as fluoroquinolonas, apresenta mutacdo na QRDR de
gyrA e ndo apresentou nenhum dos genes gnr investigados. Por outro lado, o isolado K27-
A2 apresenta 0 gene qnrB associado com uma mutacdo na QRDR de gyrA. Nenhuma
mutacdo em gyrB e parC foram encontradas nas posic¢des analisadas (tabela 4).

5.3. Presenca e expressao de Bombas de efluxo acrAB e acrEF e analise de mutacao

do gene regulador ramR

A investigacdo de bombas de efluxo revelou a presenca do gene acrB que codifica a
bomba acrAB-TolC e a presenca do gene acrF que codifica a bomba acrEF-TolC em todos
0s 30 isolados de K. pneumoniae analisados. Por RT-PCR foi confirmada a transcrigdo dos
genes acrB e acrF nos 4 isolados selecionados, revelando a expressdo de ambas as bombas
investigadas.

Os isolados K3-A2 e K12-A2, que expressavam as duas bombas de efluxo, nédo
apresentaram mutacdo em gyrA, porém apresentaram qnrB1. O isolado K25-A2, também
com as duas bombas, mostrou mutagdo em gyrA, porém ndo carreava nenhum dos genes
gnr testados e o isolado K27-A2, além das duas bombas, apresentou mutacdo em gyrA e
presenca de gnrB (tabela 4).

Na analise da sequéncia do regulador ramR, as mutacdes foram investigadas nas
posicOes 58 G>C e 104 G>C de acordo com (BialeK-Davenetet al., 2011) e nas posi¢oes
40 A>T, 122 C>T e 136 C>T de acordo com (Hentschke et al., 2010). O isolado K3-A2
apresentou mutacdes nas posicdes 40 e 122, os outros 3 isolados analisados néo
apresentaram mutacdo em ramR nas posicOes avaliadas (tabela 4). A sequéncia mutada

encontra-se depositada no GenBank com o seguinte nimero de acesso: KP730602.

5.4. Presenca e variantes de genes qnr

Neste estudo, a analise de PCR mostrou que 73,3% (n=22) dos isolados
apresentaram o gene gnrB (tabela 3), o sequenciamento revelou a presenga da variante
gnrB1 em 2 dos isolados e a presenga do gene qnrB12 em outros 2 isolados (tabela 4). Os

isolados K3-A2 e K12-A2 apresentaram ambos os genes gnrBl e blakpc-2, 0S isolados
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K19-A2 e K3-C2 apresentaram os genes qnrB12 e blakpc-2. N&o foram encontrados gnrA e

gnrS nos isolados de K. pneumoniae analisados.

5.5 Analises ultraestruturais e morfoldgicas

As celulas controle dos 2 isolados de K. pneumoniae (K3-A2 e K12-A2), analisadas
pela MET sem adicdo de antimicrobianos, apresentaram morfologia conservada com
parede celular integra e contetdo citoplasmatico de aspecto eletrodenso, sendo possivel
observar a presenca de ribossomos e material genético distribuidos pelo citoplasma
bacteriano, (figuras 8A e 9A). A andlise das células controles pela MEV demonstrou
morfologia bacteriana conservada em formato de bastdo, nimero expressivo de células e

comprimento celular compreendido entre 1 a 5um (figuras 10A e 11A).

Isolado K3-A2

O isolado K3-A2 mesmo apresentando o gene blakpc, bombas de efluxo, mutacéo
em ramR e resisténcia a meropenem e polimixina B, demonstrou alteracdes celulares
ultraestruturais comparados com as células controle, quando submetido a estes
antimicrobianos sozinhos ou associados.

A analise da MET mostrou que as células do isolado K3-A2 submetidas ao
meropenem apresentaram inGmeras alteracdes morfologicas, aumento do espaco
periplasmatico com maior visualizagdo nas extremidades das células sugerindo retracGes
citoplasmaticas (figura 8B). Foram observados pequenos compartimentos citoplasmaticos
e desorganizacdo estrutural na membrana citoplasmatica e parede celular sem a
manutencdo da forma normal das células bacterianas (figura 8C). As alteracdes
morfoldgicas foram reproduzidas também na analise pela MEV, na qual foram verificados
(figura 10B) diferentes formatos nas celulas do isolado K3-A2, apresentando-se ovais,
esféricas, com formas aberrantes ou formas indefinidas.

Pela MET, as ceélulas bacterianas do isolado K3-A2 submetidas a polimixina B
apresentaram condensacgédo dos ribossomos e coagulacdo do DNA (figura 8D). Ndo foram
observadas alteracBes morfologicas pela MET, pois a membrana citoplasmatica e a parede
celular encontram-se integras, porém pode-se visualizar o espessamento da parede celular

(figura 8E). Através da MEV foi possivel avaliar que as células do isolado K3-A2
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mantiveram sua morfologia, porém 4ug/mL de polimixina B foi capaz de reduzir grande
parte do numero de células viaveis (figura 10C).

A analise da MET também mostrou que as células do isolado K3-A2 quando
submetidas a associacdo de polimixina B e meropenem apresentaram danos celulares mais
intensos do que quando os antimicrobianos eram utilizados separadamente apresentando
espessamento da parede celular, coagulacdo do DNA, rompimento da membrana
citoplasmatica e parede celular com perda de material citoplasmatico (figuras 8F-G). De
acordo com a MEV, as células submetidas a associacdo de polimixina B e meropenem nao
apresentaram alteracbes morfoldgicas, porem podem ser observadas algumas células
rompidas com extravasamento do contetdo citoplasmatico e com o numero de células
reduzido (figura 10D).

Isolado K12-A2

O isolado K12-A2 mesmo apresentando o gene blakpc, bomba de efluxo,
resisténcia a polimixina B e ao meropenem, demonstrou alteracBes celulares
ultraestruturais comparados com as células controle, quando submetido a estes
antimicrobianos sozinhos ou associados.

Através da analise da MET as células submetidas a meropenem apresentaram
rompimento de membrana e parede celular com perda de material citoplasmatico, (figuras
9B e D). Presenca de grandes espacos eletronluscentes, em destaque compartimento celular
membranar sem material citoplasmatico e a presenca de célula fantasma (figura 9C).
Mostrando através da MET que o isolado K12-A2 sofreu mais alteragdes com o
meropenem do que o isolado K3-A2. A anélise pela MEV revelou que as células
bacterianas do isolado K12-A2 submetidas a meropenem ndo apresentaram alteracfes
morfologicas (figura 11B). Foi possivel observar pela MET que as células bacterianas do
isolado K12-A2 submetidas a polimixina B apresentaram-se alongadas, com Varios restos
membranares em toda sua extensdo devido a acdo da polimixina B, o que acarretou a
desorganizacdo e destruicdo da membrana citoplasmatica celular (figura 9E-G). A analise
da MET revelou retragbes citoplasmaticas, com compartimento celular membranar
contendo material citoplasmatico localizado entre a membrana e a parede celular (figura

O9E). Espessamento da parede celular, assim como rompimento da membrana
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citoplasmatica e parede celular com perda de material citoplasméatico podem ser
visualizados na figura 9F.

De um modo geral, o isolado K12-A2 apresentou alteracbes mais severas quando
submetido ao meropenem do que quando submetido a polimixina B. A analise da MEV
mostrou células alongadas quando submetidas a polimixina B (figura 11C), o que também
foi visualizado na anélise da MET.

A analise da MET mostrou que as células do isolado K12-A2 submetidas a
associacdo de polimixina B e meropenem apresentaram danos celulares mais intensos do
que quando os antimicrobianos eram utilizados separadamente. Foram observados
rompimento da membrana citoplasmatica e parede celular com perda de material
citoplasmatico, espessamento da parede celular, condensacdo dos ribossomos, coagulagédo
do DNA e irregularidades na parede celular (figuras 9H-1). Através da MEV pode-se
observar que as células do isolado K12-A2 submetidas a associagdo de polimixina B e
meropenem,  aparentemente, ndo apresentaram alteragdes morfoldgicas, porém a
associacdo 4pg/mL+4pg/mL de meropenem e polimixina B foi capaz de reduzir a maior

parte do nimero de células viaveis (figura 11D).
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6. DISCUSSAO
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6.1 Ocorréncia de genes qnrB1, gnrB12, mutacdo em gyrA e ramR, e expressao de
bombas de efluxo em isolados de Klebsiella pneumoniae portadores de blakpc-2.

Desde a introducdo das fluoroquinolonas, a resisténcia a estes agentes na familia
Enterobacteriaceae tornou-se comum e difundido. Infecgbes nosocomiais por K.
pneumoniae sdo frequentemente tratados com cefalosporinas de espectro estendido,
carbapenémicos e fluoroquinolonas. No entanto, 0s mecanismos de resisténcia tais como
genes gnr e carbapanemases foram promovendo graves problemas terapéuticos (Seyedpour
etal., 2014).

Genes qnr foram identificados principalmente em isolados clinicos de
Enterobacteriaceae, incluindo K. pneumoniae, e tém sido mostrados por desempenhar nao
s6 um papel importante na resisténcia as quinolonas, mas também na resisténcia a outros
antibidticos, particularmente B-lactdmicos e aminoglicosideos (Seyedpour et al., 2014).

O perfil de resisténcia dos isolados de K. pneumoniae deste estudo sugerem que 0s
altos niveis de resisténcia as quinolonas e os carbapenémicos estdo relacionados com a
juncdo de mais de um mecanismo de resisténcia o que pode ser justificado neste estudo
pela presenca de blakpc-2, genes gnrB e bombas de efluxo e pode ser bem representado
pelos isolados K3-A2, K12-A2, K19-A2 e K3-C2.

Os dados desse estudo revelam a presenca de blakpc2 € qnrB1, como também
blakpc2 € gnrB12 em isolados de K. pneumoniae, até a presente data ndo existem relatos
publicados no Brasil sobre a presenca de blakpc., com gnrB1l ou com gnrB12. Outros
estudos demonstraram a presenca de genes gnr juntamente com outras [B-lactamases.
Ferjane et al., (2014), na Tunisia, detectaram gnrB1 associado comblacrx-m-15 0u blaspy-12.
Na Franca, Fillipa et al., (2014) encontraram gnrB1 junto com blacrtx.m-15. No Brasil,
Viana et al., (2013) relataram a associacdo de gnrB1 com blactx-m-1, blatem-1, blasyy-11, ou
blaoxa-1s/4s-like. EM outros paises também ja existem alguns relatos de associacdo de gnr e
blakpc. Chmelnitsky et al., (2008), descreveram pela primeira vez, em Israel, a presenga de
blakpc-2 € gnrB2 em um mesmo plasmideo de isolado de E. cloacae. Na China, Jiang et al.,
(2010) e Zhang et al., (2012), relatam, respectivamente, a presenca de blakpc2 € qnrB4, e
blakpc-2 € gnrB2, em isolados de K. pneumoniae.

Os isolados K19-A2 e K3-C2 apresentaram o gene gnrB12, sendo o primeiro relato
desse gene em K. pneumoniae. O gene gnrB12 tinha sido descrito anteriormente apenas em

Citrobacter werkmanii, na Alemanha (Kehrenberg et al., 2008) e em Citrobacter
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youngae, na Filandia (Gunell et al., 2009). Esse estudo demonstra a emergéncia desse gene
em isolados de K. pneumoniae produtores de blakpc-2 Nno Brasil. Deve-se ressaltar que em
Citrobacter spp., gqnrB12 parece ser um gene cromossdmico, enquanto que a maioria dos
genes gnr sdo plasmidiais nas enterobactérias, poucos sdo o0s relatos que sugerem uma
localizag&o cromossomal (Kehrenberg et al., 2008). Kehrenberg et al., (2008) sugerem que
um plasmideo que alberga o gene qgnrB12, similar ao plasmideo pTN60012 de K.
pneumoniae, pode ter sido integrado ao DNA cromossomal de C. werkmanii.

No presente trabalho o gnrB foi 0 gene PMRQ mais comumente encontrado nos
isolados de K. pneumoniae em Recife-PE, Brasil, ndo sendo detectado a presenca dos
genes gnrA e gnrS. Poucos sdo os relatos da deteccdo do gene gnrA no Brasil, sendo o
primeiro relato em Minas Gerais, em isolados de Enterobacter cloacae (Minarini et al.,
2007). Castanheira et al., (2007), relataram gnrAl em isolados nosocomiais de E. coli.
(Yang et al., 2014; Viana et al., 2013).

Estudos mostram uma alta prevaléncia de genes gnr encontrados em enterobactérias
provenientes de fezes de criancas saudaveis na América do Sul (Peru e Bolivia), onde 54%
continham gnrB (Pallecchi et al., 2009; Gunnel et al., 2009). No Brasil, Veras et al.,
(2011), detectaram o gene blasyy em isolados de K. pneumoniae provenientes da
microbiota entérica de criangcas saudaveis em Recife-PE. Esses estudos mostram a
importdncia das bactérias comensais como portadores de genes de resisténcia a
antimicrobianos.

No presente estudo, 80% dos isolados (n=24) resistentes a quinolonas e portadores
de blakpc sdo amostras de colonizacdo, podendo servir como fonte de infeccdo clinica ou
como uma importante reserva para disseminacdo de blakpc € qnrB no ambiente
hospitalar. Os isolados de colonizacdo podem disseminar blakpc, € qnrB entre outros
organismos da mesma espécie ou de espécies bacterianas diferentes no mesmo paciente, ja
que o gene blakpc pode ser transmitido por plasmideos de uma cepa para outra (Mathers et
al., 2011). Consequentemente, uma vigilancia ativa da disseminacdo de K. pneumoniae
portadoras de blaxpc € outras Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos (CRE) tem
se tornado parte integrante de programas projetados para controlar a propagacédo de CRE
em varios hospitais (Bilavsky et al., 2010; Schwaber et al., 2011; Schechner et al., 2012;
Borer et al., 2012; Feldman et al., 2013).

Papadimitriou-Olivgeris et al. (2014), relataram que a alta prevaléncia de K.

pneumoniae entérica portadoras de blakpc resistententes a colistina ou tigeciclina em
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pacientes de UTI indicam que a disseminacéo ¢ devido a sua transferéncia de paciente para
paciente via profissional, como também indica a importancia de rigorosos protocolos de
controle de infeccéo hospitalar.

Os isolados K19-A2 e K25-A2, também investigados em outro estudo com relacdo
a viruléncia (Melo et al., 2014), apresentaram 0s genes de viruléncia fimH e mrkD
(adesinas fimbriais), e o K25-A2 além desses genes apresentou também o gene irp2
(sideroforo yersiniabactina). Esses achados ressaltam a gravidade e relevancia do fato de
que isolados de colonizacdo além de possuirem bombas de efluxo (AcrAB e AcrEF),
presenca dos genes de resisténcia (gqnrB e blakpc2) € mutagfes em gyrA, que levam a
resisténcia a quinolonas e a outros antimicrobianos, possuem também genes de viruléncia
importantes para o estabelecimento da infeccao.

No presente trabalho ndo foram detectadas mutacGes nas QRDRs de gyrB e parC,
esses achados corroboram com Paiva et al., (2012) que também néo detectaram nenhuma
mutacdo em gyrB. De acordo com Kim et al., (2009) e Nam et al., (2013) as mutagdes em
gyrB e parE sdo substancialmente menos frequentemente detectadas e conferem menores
niveis de resisténcia quando comparados com gyrA e parC. Nesse trabalho, foi detectada
uma mutacdo em gyrA (S83L) em dois isolados de K. pneumoniae. Machuca et al., (2014)
demonstraram que uma Unica substituicdo em gyrA aumenta os valores das CIMs para as
fluoroguinolonas em até 16 vezes, fato este que pode explicar a resisténcia a
fluoroquinolona, mesmo sem a presenca do gene gnr no isolado K25-A2. Interacdes entre
mutacbes em QRDRs e qgnr podem resultar em maior nivel de resisténcia a
fluoroquinolonas. O gene gnr sozinho confere resisténcia de baixo nivel as quinolonas, sua
principal contribuicdo é facilitar o desenvolvimento de muta¢cdes em QRDRs (Wu et al.,
2010; Zhang et al., 2014). Machuca et al.,(2014) observaram que a presenca de qualquer
gene gnr aumenta os niveis das CIMs em todos os genétipos de E. coli e que combinacdes
de apenas um mecanismo cromossdmico, como mutacdes em QRDRs, com genes gnr
aumentam os valores das CIMs de 4 a 32 vezes e de 32 a 128 vezes maiores do que 0
equivalente genético sem o gene gnr.

Superexpressdo de bombas de efluxo pode também desempenhar um elevado papel
no nivel de resisténcia. Acredita-se que os sistemas de efluxos sozinhos produzem baixos
niveis de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos incluindo quinolonas,
cloranfenicol e p-lactdmicos (Biaek-Davenetet al., 2011), tornando-se clinicamente

relevante quando combinados com mutagdes em enzimas alvos ou alteragdes de membrana
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(Guan et al., 2013). No presente estudo, detectamos que 73,3% (n=22) dos isolados
apresentavam além de bombas de efluxos os genes gnrB. Também foi detectado que o
isolado K3-A2 apresentou mutacdo em ramR o que pode levar uma superexpressdo da
bomba de efluxo AcrAB. A localizacdo das mutacdes na sequéncia de ramR detectada
nesse trabalho corroboram tanto com Hentschke et al., (2010), como com Biaek-Davenet
et al., (2011), apresentando mutacOGes nos locais descritos em ambos os trabalhos.
Mutacdes pontuais ocorrem em diferentes posicdes e essas mudancas geneéticas sdo
distribuidas ao longo do gene ramR que mais adiante pode acarretar na modificacdo do
aminoacido, um “stop cédon” prematuro ou a sintese truncada da proteina RamR (Biaek-
Davenet et al., 2011).

Hentschke et al., (2010), encontraram muta¢6es pontuais no gene ramR em 8 de 17
mutantes e essas mutacGes mostraram ser responsaveis pela superexpressdo de ambos 0s
genes ramA e acrB. Biaek-Davenet et al., (2011) relatam que o gene ramR controla a
expressao do sistema de efluxo em K. pneumoniae, entretanto, a localizagcdo das mutacgdes
na sequéncia encontradas no seu trabalho foram diferentes das descritas por Hentschke et
al. (2010).

O sistema de efluxo AcrEF, também detectada em todos os isolados de K.
pneumoniae analisados neste estudo, pode conferir uma vantagem para 0s organismos, pois
AcrEF pode ser necesséaria para a resisténcia aos medicamentos quando AcrAB néo
funciona. Outras investigacGes da regulacdo dos sistemas de efluxo multidrogas séo
necessarios para elucidar o significado biolégico de suas redes reguladoras (Nishino;
Hayashi-Nishino; Yamaguchi, 2009).

O isolado de colonizacdo K3-A2 além de ser portador do gene blakpc2, apresentou
também o gene gnrB1, expressdo de ambas bombas de efluxo analisadas e mutacdo em
ramR, o que pode acarretar em superexpressdo da bomba de efluxo AcrAB adicionalmente,
todos os outros isolados apresentaram pelo menos um mecanismo de resisténcia a
quinolona associado com blakpc-2, 0 que j& pode causar falha na terapéutica.

O presente estudo revela pacientes colonizados com K. pneumoniae portadores do
gene blakpc-2, qnrB, mutagdo em gyrA, expressdo de bombas de efluxo e mutacdo em
ramR. Pacientes colonizados normalmente necessitam de cuidados médicos em longo
prazo, podendo desempenhar um importante papel na disseminacdo desses patdgenos
extremamente resistentes. A alta prevaléncia destes isolados em pacientes de UTI e

mortalidades significativas associadas com a infec¢do de K. pneumoniae portadores do
80



SCAVUZZI, AML. Investigacdo de genes de resisténcia a quinolonas e avaliacgao ....

gene blakpc demonstram a importancia da identificagéo, isolamento e tratamento precoce
destes pacientes (Lin et al., 2013; Papadimitriou-Olivgeris et al., 2013).

Foi observado nesse estudo a emergéncia de diferentes mecanismos de resisténcia
as quinolonas em isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc-2 provenientes de
colonizagdo e infecgdo de pacientes hospitalizados em Recife-PE, Brasil. Esses achados
ressaltam a necessidade de estudos sistematicos que visem o maior entendimento destes
mecanismos na resisténcia e viruléncia destas bactérias, para que ndo ocorram
disseminacdo destas associacOes, e que intervengdes de controle de infeccdo sejam
adotadas precocemente, interrompendo a propagacdo destes mecanismos de resisténcia e
aumentando a sobrevida dos pacientes.

6.2 Alteracdes ultraestruturais provocadas por polimixina B e meropenem em
isolados multirresistentes de Klebsiella pneumoniae portadores do gene blakpc-, €
bombas de efluxo.

Existe cada vez mais preocupacdo de que os resultados de testes de susceptibilidade
disponiveis comercialmente para K. pneumoniae produtora de KPC possam indicar falsa
susceptibilidade para alguns antimicrobianos, embora com frequéncia ainda desconhecida
(Lat et al., 2011). Sabe-se que a pobre difusdo das polimixinas em agar resulta em
resultados imprecisos pelo método de difusdo em disco (Landman et al., 2013). No
presente estudo, as CIMs com microdiluicdo em caldo foram determinados para ambos 0s
isolados analisados, que apresentaram resisténcia a polimixina B e meropenem, e
apresentaram discordancia quando comparados com o teste de difusdo em disco. O
tratamento de infec¢Bes causadas por K. pneumoniae produtora de KPC é muitas vezes
dependente dos resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiano previsto pelos
laboratérios de microbiologia clinica. Portanto, € indispensavel elucidar a precisdao dos
métodos comumente usados para testar a susceptibilidade (Lat et al., 2011).

Gales et al. (2006), identificaram pobres concordancias de resultados de CIMs
obtidos por Etest para polimixinas e os CIMs de microdiluicio em caldo para
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. O método de referéncia
(microdiluicdo em caldo) constatou que 15% dos isolados eram resistentes a polimixina B,
enquanto que 37% eram resistentes a este agente quando testados por por Etest. Este

fendmeno pode ser devido a pobre difusdo das grandes moléculas de polimixina em &gar.
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Este fato pode ter implicacBes terapéuticas significativas na pratica clinica, pois a
polimixina B pode ser classificada como inativa, deixando ainda menos opgdes de
tratamento disponiveis (Lat et al., 2011).

Este € o primeiro estudo sobre as alteracGes ultraestruturais provocadas por
polimixina B, meropenem e pela associagdo entre polimixina B e meropenem em isolados
multirresistentes de K. pneumoniae portadores do gene blakpc. Neste estudo foi observado
que os dois isolados analisados apresentaram comportamentos diferenciados quando
submetidos aos antimicrobianos. A MET mostrou que o isolado K12-A2 sofreu muito mais
alteracdes com meropenem do que o isolado K3-Az2, o que pode ser explicado pelo CIM de
apenas 8 pg/ml para o isolado K12-A2. No entanto, o isolado K3-A2 também apresentou
alteracdes morfoldgicas quando submetidas ao meropenem, mesmo apresentando uma
maior CIM para o meropenem (128 pg/ml). Provavelmente a acdo do meropenem nestes
isolados foram em PBPs distintas.

Os pB-lactamicos exercem atividade bactericida por ligacdo covalente e por
inativacdo das PBPs, resultando em interferéncia com a sintese e remodelacdo do
peptidoglicano bacteriano o que promove diferentes alteracdes morfoldgicas (Tang et al.,
2014). Algumas PBPs de bactérias gram-negativas sdo responsaveis pela sintese do
peptideoglicano, outras sdo necessarias para a manutencdo da forma de bastonetes da
bactéria, ou para a formacdo de septos durante a divisdo bacteriana.

Cada PBP tem um papel especifico na proliferacdo e na manutencdo da morfologia
bacteriana, onde o blogueio da PBP-1 leva a réapida lise bacteriana, da PBP-2 a formacao
de células esféricas e da PBP-3 a formacdo de longos filamentos, cusados pela
incapacidade de formacdo de septos de divisdo apds a duplicacdo da massa celular
bacteriana (Buijs et al., 2008). A eficiéncia dos carbapenémicos deve-se a elevada
afinidade pela PBP-2 (Walther-Rasmussen; Hoiby, 2007). Podemos observar que o
isolado K3-A2 apresentou formacdo de células esféricas com a acdo do meropenem,
provavelmente pelo boqueio da PBP-2, o que n&o foi observado no isolado K12-A2. Por
outro lado, este Ultimo isolado apresentou alteragdes mais intensas, com destaque de
compartimento celular membranado sem material citoplasmatico, rompimento de
membrana e parede celular com perda de material citoplasmatico presenca de célula
fantasma, provavelmente pela acéo na PBP-1.

Isolados produtores de carbapenemases tornaram-se um problema significativo em

termos de salde puablica e evolucdo clinica, devido frequentemente serem capazes de
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hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, azetreonam como também os carbapenémicos,
tornando o tratamento clinico um desafio para os médicos (Tumbarello et al., 2012).

As alteracBGes celulares ultraestruturais foram diferentes nos isolados frente a
polimixina B e 0 meropenem, 0 que era esperado, ja que as polimixinas tém como alvo as
membranas celulares (Olaitan et al., 2014) e os carbapenémicos a parede celular (Tang et
al., 2014). O isolado K12-A2, proveniente de infeccdo, apresentou maiores alteragoes
ultraestruturais quando comparado com o isolado K3-A2, de colonizacgdo, tanto frente ao
meropenem quanto a polimixina B. Este resultado pode ser devido ao fato de que isolado
K3-A2 apresentou mutacdo em ramR o que pode levar a superexpressdo da bomba de
efluxo AcrAB-TolC neste isolado, tornando-o mais resistente.

O gene ramR é um repressor transcricional negativo do gene ramA, sendo esse
ultimo um regulador positivo do sistema de efluxo AcrAB, ou seja, controla aumentando a
expressdo de acrAB (Bialek-Davenet et al., 2011). A superexpressdo de ramA parece ser a
causa da super expressdo de AcrAB em K.pneumoniaee e E. cloacae, mas bases
moleculares da “upregulation” ndo podem ser definidas nessas espécies (Hentschke et al.,
2010). Deplecao ou mutacdo em ramR tem implicado na ativacdo de RamA, promovendo a
super expressdo da bomba de efluxo AcrAB-TolC (Bratu et al., 2009; Pérez et al., 2012;
Villa et al., 2014) sugerindo que o isolado K3-A2 pode expulsar com maior eficiéncia os
antimicrobianos utilizados e sofrer menores danos ultraestruturais.

Neste estudo o isolado K12-A2 apresentou filamentacdo quando submetido a
polimixina B o que pode indicar que AcrEF perdeu sua funcdo e ndo manteve a divisdo
celular normal.

AcrEF € um outro transportador conhecido para conferir um fen6tipo de resisténcia
a mdltiplas drogas em células deficientes em AcrAB e complementar funcionalmente
AcrAB-TolC. Sistemas de efluxo desempenham um papel altamente relevante na defesa
bacteriana contra agentes antimicrobianos e compostos tdxicos, diminuindo acumulacéo
intracelular de drogas (Kehrenberg et al., 2014).

Lau et al. (2005) sugerem que a filamentacdo celular é provocada pela perda da
funcdo de AcrEF e que desempenha um papel importante na manutencdo normal da
divisdo celular). Lau et al., (2005) demonstraram que a expressao aumentada de AcrA, é
toxico apenas em celulas sem o transportador de efluxo multidrogas AcrEF, ou seja,
células deficientes de AcrEF com aumento da expressao de AcrA tem um grave defeito na

divisdo celular o que resulta em filamentacdo da célula. Defeitos semelhantes foram
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obtidos em células com falta de TolC, que atua com AcrEF, sugerindo que filamentagdo
célular é causada pela perda da funcéo de AcrEF.

No estudo de Rajeshwari et al. (2009), ocorreu a formacdo de filamentos
bacterianos em isolados de K. pneumoniae resistentes, mostrando que o estresse provocado
pela cefotaxima provocaram alongamento, deformacéo das células bacterianas e superficie
rugosa.

O isolado K12-A2 também apresentou maiores danos quando submetidos a
polimixina B, mesmo apresentando maior CIM do que K3-A2, com rompimentos na
membrana celular e perda de material citoplasméatico. Este evento deve-se acdo da
polimixina B, a qual possui uma cauda hidrofobica longa, que rompe a estrutura da
membrana celular bacteriana por interacdo com os seus fosfolipidos e lipopolisacarideos,
com acdo semelhante a detergentes catiénicos simples deslocando competitivamente os
fons Ca™ e Mg"™ que agem como estabilizadores da membrana, provocando ruptura da
mesma, levando a perda do conteudo celular e ocasionando morte da bactéria (Mendes et
al., 2009).

O espessamento da parede celular e a condensacdo dos ribossomos em bactérias
indica a presenca de mecanismos de defesa para manter a pressdao osmotica ap6s acao dos
antimicrobianos e as bactérias produzem mais peptidoglicano para se protegerem
(Santhana, 2007), o que foi encontrado nos isolados K3-A2 quando submetido a
polimixina B e no isolado K12-A2 quando submetido a associacdo de Polimixina B e
Meropenem. Estes isolados além do espessamento da parede celular e a condensacdo dos
ribossomos apresentaram coagulacdo do DNA.

O termo DNA coagulado significa que a funcdo da DNA girase parou de funcionar
e ela ficaria impedida de cumprir sua funcdo durante a replicacdo do DNA (Romano et al.,
2013 e Dimech et al., 2013). O isolado K3-A2 quando submetido a associacdo de
polimixina B e meropenem também apresentou DNA coagulado.

Novas terapias combinadas para tratamento de isolados multirresistentes tem sido
avaliadas. O estudo de Bulik et al. (2011), avaliaram a eficiéncia da combinacdo de
ertapenem e doripenem em modelo in vitro e in vivo em camundongos, demonstrando que
a combinacdo destes antimicrobianos teve eficadcia aumentada quando comparado aos
agentes isolados. Hirsh et al. (2013) demonstrou a acéo in vivo e in vitro da combinacdo de
antimicrobianos B-lactdmicos e aminoglicosideos em isolados de K. pneumoniae

multidroga-resistentes (MDR), objetivando identificar novas opcOes terapéuticas para
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tratamento de infeccBes por esta espécie bacteriana. Hirsh et al. (2013), demonstrou
experimentalmente que a combinagdo de meropenem e amicacina pode ser bem sucedida.

A polimixina B é um antimicrobiano peptideo policatibnico que atualmente
funciona como ultimo recurso para o tratamento de infec¢bes por bactérias gram-negativas
multirresistentes, incluindo K. pneumoniae portadora do gene blakpc. A reintrodugédo de
polimixina B na terapia antimicrobiana tem sido seguida por um aumento dos relatos de
resisténcia entre bactérias gram-negativas (Olaitan et al., 2014).

No presente estudo foi avaliado as alteracBes ultraestruturais provocadas por
antimicrobianos usados na terapia para Enterobacteriaceae portadoras do gene blakpc com
a combinacdo entre polimixina B e meropenem, demonstrando que esse associagdo tem
eficacia aumentada quando comparada com os antimicrobianos separadamente. Porém, as
acOes dos antimicrobianos isoladamente também demonstraram danos ultraestruturais nos
isolados analisados. Este é o primeiro estudo que investigou e comparou as alteracdes
ultraestruturais provocadas por polimixina B, meropenem e pela associagdo entre
polimixina B e meropenem em isolados multirresistentes de K. pneumoniae portadores do
gene blakpc. E importante destacar que mesmo os isolados de K. pneumoniae analisados
sendo multirresistentes, portadores de gene blakpc, € bombas de efluxo, sofreram

alteraces estruturais relevantes com a agao da polimixina B e meropenem.
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Tabela 3: Origem, presenca dos genes gnrB, acrB, acrF, perfil da ERIC-PCR e perfil de resisténcia dos isolados hospitalares de Klebsiella

pneumoniae portadores do gene blakpc do Recife-Brasil.

Identificacéo dos Origem qnrB acrB acrF ERIC® Perfil de Resisténcia )
Isolados @
K3-A2 Swab retal + + + 5E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, POL, SUT
K8-A2 Swab retal + + + 9E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT
K9-A2 Swab retal + + + 9E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO(l), CPM,CTX, CIP, LEV(l), NAL, NOR, ERT,GEN, PIT, SUT
K10-A2 Urina + + + 9E AMC,AMO, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(l), NAL(l), ERT,GEN, IMP, MPM,
K12-A2 Urina + + + 9E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(l), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, POL, SUT
K14-A2 Swab retal + + + 12E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT
K15-A2 Swab retal + + + 13E AMC,AMO, CAZ(I), CFO(l), CPM,CTX, CIP, ERT,GEN, IMP, PIT
K16-A2 Swab retal + + + 13E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO(l), CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT
K17-A2 Swab retal + + + 13E AMC,AMO, ATM, AMI(l), CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(l), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT
K18-A2 Swab retal + + + 39E AMC, AMO, ATM. CAZ, CFO(l), CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT
K19-A2 Swab retal + + + 14E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT
K20-A2 Swab retal + + + 15E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP, MPM, PIT,SUT
K21-A2 Swab retal + + + 5E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(l), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT
K24-A2 Swab retal + + + 17E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR (1), ERT, IMP, MPM, PIT
K25-A2 Swab retal - + + 18E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, MPM, PIT,SUT
K26-A2 Secr. Traqueal - + + 18E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO(int),CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, PIT,SUT
K27-A2 Swab retal + + + 19E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, PIT, SUT
K29-A2 Swab retal - + + 19E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP, MPM, PIT,SUT
K30-A2 Swab retal + + + 40E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP(l), PIT,SUT
K31-A2 Urina - + + 20E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO(l), CPM, CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP(I), PIT,SUT
K32-A2 Swab retal - + + 19E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP, MPM, PIT,SUT
K33-A2 Swab retal + + + 19E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP, MPM, PIT,SUT
K34-A2 Swab retal + + + 21E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT
K1-C2 Swab retal + + + 23E AMC, AMI(I), AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM, CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT
K2-C2 Swab retal + + + 23E AMC, AMI(I), AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM, CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT
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K3-C2 Swab retal + + + 41E AMC, AMI, AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT
K1-0OC Swab retal + + + 25E AMC, AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, ERT,GEN, IMP, LEV(I), MPM, NAL, NOR, PIT, SUT
K3-0C Swab retal + + 27E AMC, AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, ERT, IMP, LEV, MPM, NAL, NOR, PIT, SUT

K5-0C Urina + + 42E AMC, AMO, ATM, CAZ, CFO(l), CPM,CTX, CIP, ERT, IMP(l), LEV, NAL, NOR, PIT, SUT

K6-0OC Secr. Traqueal + + 43E AMC, AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, ERT, IMP(I), LEV, MPM, NAL, NOR, PIT, SUT

Legenda: @: K: K. pneumoniae; A2, C2 e OC: hospital publico; ERIC™: PCR de seqiiéncias consenso intergénicas repetitivas de Enterobactérias -Melo et al., ( 2014);

(*):amoxicilina-clavulanato (AMC); amoxicilina (AMO); amicacina (AMI); aztreonam (ATM); ceftazidima (CAZ); cefoxitina (CFO); cefotaxima (CTX); cefepime

(CPM); piperaciclina/tazobactam (PIT); polimixina B (POL); trimetropim/sulfametoxazol (SUT); gentamicina (GEN). ciprofloxacina (CIP); norfloxacina (NOR); cido
nalidixico (NAL); levofloxacina (LEV); imipenem (IPM); meropenem (MPM) e ertapenem (ERT). *Melo et al., ( 2014).

Tabela 4: Caracteristicas dos isolados selecionados.

Identificacdo Fonte Substituicéo acrB acrF Mutacao PMQR Genes de ERICY [PERFIL DE RESISTENCIA A QUINOLONAS
do de em gyrA em Genes® | Viruléncia® E CARBAPENEMICOS"

Isolado ® | isolamento ramR

K3-A2 Swab retal - + + 40 A>T gnrB1 - 5E CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT, IMP, MPM

122 C>T
K12-A2 Urina - + + - gnrB1 ND 9E CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT, IMP, MPM
K19-A2 Swab retal ND + + ND gnrB12 fimH, mrkD 14E CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP, MPM
K25-A2 Swab retal S(83)L + + - - fimH, mrkD, 18E CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, MPM
irp2
K27-A2 Swab retal S(83)L + + - gnrB ND 19E CIP, LEV, NAL, NOR, ERT
K3-C2 Swab retal ND + + ND qnrB12 ND 41E CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP, MPM

Legenda: Identificacdo dos Isolados ®: K: K. pneumoniae; A2 e C2: hospital pablico; (b): PMQR plasmideos de resisténcia a quinolonas; (c): Melo et al., ( 2014); (d):

ERIC: PCR de seqliéncias consenso intergénicas repetitivas de Enterobactérias -Melo et al., ( 2014); ND: ndo determinado; (*): ciprofloxacina (CIP); norfloxacina

(NOR); &cido nalidixico (NAL); levofloxacina (LEV); imipenem (IPM); meropenem (MPM) e ertapenem (ERT); l:susceptibilidade intermediaria.
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Tabela 5: Origem, presenca e expressao dos genes acrB, acrF, mutacdo em ramR, perfil da ERIC-PCR e perfil de resisténcia pelo método de

difusdo em disco dos isolados hospitalares selecionados de Klebsiella pneumoniae portadores do gene blakpc do Recife-Brasil.

Identificagdo | Origem acrB* acrkF* RT de acrB Mutacéo ERIC® | Meropenem [Polimixina B Perfil de Resisténcia pelo método de difusdo em disco(**)
dos e acrF* em (ng/mL) (ug/mL)
Isolados @ ramR* CIM CIM
K3-A2 Swab retal + + + + 5E 128 16 AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(l), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT
K12-A2 Urina + + + - 9E 8 128 AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, POL, SUT

Legenda: Identificaticdo dos Isolados ®: K: K. pneumoniae; A2: hospital piblico; “’Scavuzzi et al., 2015; ERIC™: PCR de seqiiéncias consenso intergénicas repetitivas de Enterobactérias-
Melo et al., (2014); “: amoxicilina-clavulanato (AMC); amoxicilina (AMO); amicacina (AMI); aztreonam (ATM); ceftazidima (CAZ); cefoxitina (CFO); cefotaxima (CTX); cefepime (CPM);
piperaciclina/tazobactam (PIT); polimixina B (POL); trimetropim/sulfametoxazol (SUT); gentamicina (GEN). ciprofloxacina (CIP); norfloxacina (NOR); acido nalidixico (NAL); levofloxacina

(LEV); imipenem (IPM); meropenem (MPM) e ertapenem (ERT).
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Figura 8(A-G): Eletromicrografias do isolado K3-A2 de K. pneumoniae. (A): Célula
bacteriana controle sem tratamento apresentando morfologia preservada, membrana
citoplasmatica (M), parede celular (P) e contetdo citoplasmatico (C) integros. (B-C):
Células submetidas a MER (4pg/mL) apresenta alteracdes morfologicas (AM),
retraces citoplasmaticas (asterisco), pequenos compartimentos citoplasmaticos (CC)
e irregularidades na parede celular (pontas de seta). (D-E): Células submetidas a POL
(4pg/mL) com condensacdo dos ribossomos (CR), coagulacdo do DNA (CD) e
espessamento da parede celular (EP). (F-G): Células submetidas a associacdo de
MER+POL (4pg/mL+4pg/mL) apresenta espessamento da parede celular (EP),
coagulacdo do DNA (CD), rompimento da membrana e parede celular (RMP) com

perda de material citoplasmatico.
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Figura 9(A-1): Eletromicrografias do isolado K12-A2 de K. pneumoniae. (A):
Célula bacteriana controle sem tratamento apresentando morfologia preservada,
membrana citoplasmatica (M), parede celular (P) e conteudo citoplasmatico (C)
integros. (B-D): Células submetidas a MER (4ug/mL) apresentam rompimento de
membrana e parede celular (RMP) com perda de material citoplasmatico,
compartimentos membranares (CM) e espaco eletronluscentes (EE). (E-G):
Células submetidas a POL (4pg/mL) apresentam células alongadas (CA),
destruicdo da membrana citoplasmatica (DM), compartimentos membranares
(CM), retragdes citoplasmaticas (asterisco), rompimento de membrana e parede
celular (RMP) com perda de material citoplasmético. (H-1): Células submetidas a
associacdo de MER+POL (4pg/mL+4pg/mL) apresentam rompimento de
membrana e parede celular (RMP) com perda de material citoplasmatico,
espessamento da parede celular (EP), condensacdo dos ribossomos (CR),

coagulacdo do DNA (CD) e irregularidades na parede celular (pontas de seta).
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Figura 10(A-D): Eletromicrografias do isolado K3-A2 de K. pneumoniae. (A):
Células controle sem tratamento com morfologias preservadas. (B): Ceélulas
submetidas a MER (4ug/mL) apresentam alteragdes morfoldgicas (asteriscos). (C):
Células submetidas a POL (4pg/mL) nédo apresentam alteragdes morfoldgicas porém
encontra-se em numero reduzido. (D): Células submetidas a associacdo de
MER+POL (4pg/mL+4pg/mL) sem alteracbes morfoldgicas, porém podem ser
observadas algumas células rompidas com extravasamento do contetdo

citoplasmatico (seta).
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Figura 11(A-D): Eletromicrografias do isolado K12-A2 de K. pneumoniae. (A):
Célula bacteriana controle sem tratamento apresentando morfologia preservada.
(B): Células submetidas a MER (4pug/mL) ndo apresentam alteracdes
morfolégicas. (C): Isolado submetido a POL (4ug/mL) podemos observar células
com aspectos alongados (Asteriscos). (D): Células submetidas a associacdo de
MER+POL (4pg/mL+4ug/mL) aparentemente sem alteragdes morfoldgicas ,

porém encontra-se em namero bastante reduzido (seta).
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7. CONCLUSOES
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Foi observado nesse estudo, a emergéncia de diferentes mecanismos de resisténcia
as quinolonas em isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc2
provenientes de colonizacdo e infeccdo de pacientes hospitalizados em Recife-
Brasil.

Os isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc € resistentes a quinolonas
apresentaram resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados, sendo mais
susceptivel a polimixina B e amicacina.

O gnrB foi o gene PMQR mais comumente encontrado nos isolados de K.
pneumoniae analisados em 3 hospitais publicos em Recife-PE, ndo sendo detectado
a presenca dos genes qnrA e gnrS. Este € o primeiro relato publicado da presenca
de genes gnrBl e gnrB12 com blakpc, em K. pneumoniae, como também o
primeiro relato mundial da presenca do gene gnrB12 em K. pneumoniae.

Foram observadas mutacdes em gyrA na posicdo Ser83 o que pode aumentar oS
niveis das CIMs frente as quinolonas, porém nenhuma mutacdo foi detectada em
gyrB e parC nas posicdes analisadas

Todos os isolados apresentaram genes acrB e acrF para as bombas de efluxo. As
bombas estavam sendo expressas e a mutacdo em ramR provavelmente levou a
superexpressdo da bomba de efluxo acrAB em um dos isolados analisados (K3-
A2).

Quando submetidos a concentragdo clinicamente relevante de polimixina B ou
meropenem a analise pela microscopia eletrénica mostrou alterac6es significativas,
os isolados de K. pneumoniae apresentaram alteracbes morfoldgicas, rompimento
da membrana plasmatica e parede celular, retracdo do material citoplasmatico,
extravasamento do contelddo citoplasmatico, presenca de compartimento
membranares, espessamento da parede celular, condensacdo dos ribossomos,
coagulacdo do DNA e irregularidades na parede celular.

Os isolados de K. pneumoniae, quando submetidos a concentracdo clinicamente
relevante de polimixina B associado com meropenem apresentaram uma maior
intensidade das alteracGes ultraestruturais visualizadas quando comparada com o0s
antimicrobianos testados sem associacao.

Os resultados obtidos sé@o preocupantes porque foram detectados isolados de K.
pneumoniae portadores do gene blakpc2, qnrB, mutagdo em gyrA, expressao de
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bombas de efluxo acrB e acrF e mutacdo em ramR, infectando e colonizando

pacientes, podendo ser importantes reservatorios para disseminacdo de diversos

mecanismos de resisténcia no ambiente hospitalar.

e Isolados de K. pneumoniae, mesmo sendo multirresistentes, portadores do gene

blakpc-2, apresentando o gene gnrB, mutacdo em gyrA, expressando bomba de

efluxo e com mutacdo em ramR, sofreram alteracGes estruturais relevantes com a

acdo da polimixina B e meropenem, mostrando que a associagdo provoca alteragdes

ultraestruturais mais severas.

e Esses achados ressaltam a necessidade de estudos sistematicos que visem o maior

entendimento destes mecanismos na resisténcia e viruléncia destas bactérias, para

que ndo ocorram disseminacao destas associacOes, e que intervencdes de controle

de infeccdo sejam adotadas precocemente, interrompendo a propagacao destes

mecanismos de resisténcia aumentando a sobrevida dos pacientes.
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mutations in gyrA, gyrB and parC, as well as the expression of efflux pumps (acrB and
acrF) and mutations in the gene ramR were investigated in 30 blakPC positive isolates
of Klebsiella pneumoniae taken from infection and colonization in hospital patients
from Recife, Brazil. The detection of the gnr, acrB and acrF genes and analysis of the
mutations in ramR and the QRDRs of gyrA, gyrB and parC were performed by PCR
followed by DNA sequencing. Among the isolates analyzed, 73.3% (n = 22) presented
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K19-A2 and K3-C2) were selected, and the gnrB1and qnrE 12 variants were detected.
This is the first report in Brazil of the presence of gnrB1 or gnrB12 with blakPC-2 in K.
pneumoniae. It is also the first report in the world of the presence of gnrB12 in K.
pneumoniae. Mutations were observed in gyrA S83 in two isolates and mutation in
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and the RT-PCR performed showed that the pumps were being expressed. KPC-2-
positive isolates colonizing patients, which also showed gnrB, mutation in gyrA and
efflux pumps, may be important reservoirs for disseminating these resistance
mechanisms in the hospital environment. This study relates the emergence of different
quinolone resistance mechanisms in K. pneumoniae isolates from colonization and
infection in Recife, Brazil.
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KPC-2-positive isolates colonizing patients, which also showed gnrB, mutation in gyrd
and efflux pumps, may be mmportant reservoirs for disseminating these resistance
mechanisms in the hospital environment. This study relates the emergence of different
quinolone resistance mechamisms in K. pneumoniae isolates from colonization and

infection in Recife, Brazil.

123



SCAVUZZI, AML. Investigacdo de genes de resisténcia a quinolonas e avaliacgao ....

53
4
35
36

37

58

39

60

61

62

63

64

63

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

T

78

Kevwords: Klebsiella pnenmoniae, gqurBl; gnrB12; Efflux pump; gyvrd and ramR.

LINTRODUCTION

Klebsiella pneumoniae 1s an umportant pathogen associated with a vanety of
infections related to health care, which causes mainly septicemia, pneumonia and
urinary tract infections (Siu et al., 2012; Chiu e al.. 2013, and Nam er al.. 2013). This 1s
the main bacterial species producing the enzyvme Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC) which confers resistance to all p-lactam antibiotics, mcluding carbapenems
(Lolans et al., 2010, Cabral ef al., 2012, Melo ef al.. 2014). Some bactena that produce
carbapenemase usually also present associated resistance to quinolones, which can be
justified by the presence of the blagpc gene accompanied by the gnr gene in resistance
plasmids (Endimiami ef al., 2008). Since the introduction of quinolones, the resistance to
these agents in the Enferobacteriaceae family has become common and widespread.

The mechanisms of resistance to quinolones emerged from mutations of
chromosomsal genes which encode the DNA gyrase and topoisomerase IV (3) gyrd and
gvrB, parC and parE. respectively, in regions called quinoloneresistance-determining
(QRDEs) (Nam er al., 2013; Yang ef al.. 2014). Two other main mechanisms have also
been reported, comsisting of an active efflux mediated by the AcrAB-TolC efflux
system, chromosomally encoded, and the protection of the gnr target proteins, most of
which are plasmud-mediated quinolone resistance (PMOQE) genes acquired by
horizontal transfer (Paiva ef al.. 2012; Yang ef al . 2014).

To date. different vanants of the PMQR genes have been described: grnrd (7
vanants)., gnrB (74 vanants), gnrC (1 vanant), gnrD (2 vanants), gnrd (9 varants) and
gniVe (5 variants) (http//www lahey org/gnrStudies/). In Brazil, PMQR genes have

been detected in Enterobactenaceae (K. pneumoniae, Escherichia coli and Enterobacter
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79  cloacae) bearing gnrBl, gnrB2, gnrB19 and gn#S1 with the co-occurrence of extended-
80  spectrum beta-lactamase (ESBLs) (Peirano ef al., 2011; Paiva ef al., 2012; Viana ef al.,
81 2013).
82 The AcrAB efflux system, present in most species of Enterobacteriaceae, uses
83  the protein of the outer membrane of TolC, thus reducing susceptibility to macrolides.
84  fluoroquinolones, chloramphenicol, trimethoprim and tetracyclines (Villa et al | 2014).
85  The AcrEF efflux pump is highly homologous to AcrAB in Salmonella enterica with an
86 amino acid identity of 81 4% and similar substrate specificities, since the
87  overexpression of AcrEF confers a simalar effect to AcrAB.
88 The overexpression of ramd seems to be the cause of the overexpression of
89  AcrAB m K. preumoniae and E. cloacae (Hentschke et al., 2010) and the expression of
90  ramd is negatively controlled by the regulator RamR leading to overexpression of the
91  efflux pump AcrAB (Vila er al, 2014). RamR. 1s a protemn of the TFR famuly of
92  regulators. and i1s the repressor of the romd-ramd locus. Reports on Salmonella,
93  Klebsiella and Enferobacter have shown that mutations located throughout the protein
94  RamR lead to the non-suppression of the transcription of romA-ramA and subsequently
95  to the overexpression of the AcrAB operon, resulting in a multiresistance phenotype
096  (De Majumdar er al., 2014; Villa ef al.. 2014; Bialek-Davenet et al., 2011).
a7 Therefore. the objective of this study was to investigate the occurrence of gnr
08  genes, the presence of mutations m gyrd, gwB, parC and ramR genes, as well as to
09  assess the presence and expression of efflux pumps in multi-resistant blagpc positive

100  isolates of K. preumoniae, coming from colonization and mfection in patients in public

101  hospitals of Recife. Brazil.

102

103 2.MATERIALS AND METHODS
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104
105 2.1. Bacternal 1solates

106

107 An analysis was made of 30 hospital isolates of K prneumoniae previously
108 selected due to their bemg resistant to quinolones and positive for the blagpc gene,
109  coming from colomization (rectal swab). urinary tract infections or respiratory
110  infections. from three public hospitals in the city of Recife-PE, Brazil. between 2011
111 and 2012. The K. pneumoniae 1solates selected are stored i the Bacteriology and
112 Molecular Biology Laboratory, of the Department of Tropical Medicine, Federal
113 University of Pernambuco, Brazil, and were identified biochemically before hand by the
114  auvtomated system Bactec 9120/Phoemix-BD and typed as to their resistance profile. the
115  presence of virulence genes. ERIC-PCE. and the presence of the blagpc gene (Melo et
116 al, 2014). For DNA sequencing of the genes found, six 1solates (K3-A2 K12-A2 K25-
117 A2 K27-A2, K19-A2and K3-C2) were selected that had no clonal relationship and
118 were resistant to 15 or more antimicrobials, including their being resistant to four
119  quinolones. The cultures are preserved in 20% glycerol at -70°C and to conduct the

120  analysis, they were grown 1n Brain Heart Infusion (BHI) at 37°C for 18 hours.

122 2.2, Test of susceptibility to antimicrobials

124 The 30 K. prnewmoniae 1solates were seeded with Mueller-Hinton agar (Biolife)
125  and the susceptibility of the 1solates was detected by the automated BD Phoemix system.
126  and the disc diffusion method for quinclones proposed by Kirby and Bauer. The
127  following antimicrobials were used: amoxicillin-clavulanic acid (AMC); amoxicillin
128 (AMO); amikacin (AMI); aztreonam (ATM); ceftazidime (CAZ); cefoxitin (CFO);

129  cefotaxime (CTX); cefepime (CPM): piperacillintazobactam (PIT); polymyxin B
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150
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(POL); trimethoprim/sulfamethoxazole (SUT); gentamicin (GEN): ciprofloxacin (CIP);
norfloxacin (NOR): nalidixic acid (WAL): levofloxacin (LEV): imipenem (IPM);

meropenem (MPM) and ertapenem (ERT) (CLSI 2014).

2.3. PCR and sequencing of the gyvrd, gvrB, parC and ramR genes.

Genomic DNA of 30 isolates was extracted directly from colomes suspended in
200l of distilled water. The suspension was heated at 100 ® C for 10 minutes,
centrifuged (Smin / 10,000g) and 100 ul of the supernatant containing the DNA was
kept at -20 ® C until the time of use. After extraction, the DNA was quantified in
NanoDrop 2000¢c UV-Vis Spectrophotometer.

The gyrd, gyrB, parC and ramR genes were amplified in four K. preumoniae
1solates (K3-A2 K12-A2 K25-A2 and K27- A2). the pnmers of which are described 1n
Table 1. In each PCR. a negative control and a positive control were included The
amplification conditions were previously described for the gyrd gene by Brisse and

Terthoef et al., (2001), for the gyrB and parC genes by Nam er ql., (2013) and for the
ramR gene by Bialek-Davenet er al., (2011). The amplified products were subjected to
electrophoresis on 1% agarose gel under constant voltage of 100V, in TBE buffer (Trnis-
boric-acid EDTA). The amplicons of the gvrd, gvrB, parC and ramR genes were
purified (Kit: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System-Promega). After
purification. they were measured in nano-drops and sequenced (Sequencer 3500 Genetic

Analyzer- Applied Biosystems).

2.4 Analysis of mutations in the gvrd. gvrB, parC and ramR genes
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For the analysis of mutations in the gyrd, gyrB, parC and ramR genes, 4 1solates
(K3-A2 K12-A2 K25-A2 and K27-A2) were selected. The sequences were compared
with the sequences deposited 1n the GenBank The amino-acid sequences of gyrd, gyrB
andparC were analyzed to identify precise mutations with the respective changes in
their protein sequence (Sequence manipulation Suite -
http:/www bioinformatics org/sms2/trans_map html).

For the analysis of the sequences of the ramR regulator, the sequences were
compared with the sequence of the K. preumoniae 1solate MGH 78578 deposited in the
GenBank accession number: NC_009648 (Ogawa et al.,, 2003). The ramR amino-acid
sequences were analyzed to identify precise mutations which foster superexpression of
the AcrAB-TolC efflux pumps. The sequences of this analysis have been deposited in
the GenBank under the following accession numbers: KP144334; KP144337;

KP144338 and KP271121.

2.5, Amplification of the gnr, acrB and acrF genes.

The gnrd, gnrB, gnrs, AcrB and acrF resistance genes were mvestigated using
the PCR technique on 30 K. pneumoniae isolates, the primers of which are described in
Table 1. The amplification conditions were previously described for gnrd, gnrB and
gnrsS genes by Robicsek erf al,, (2006), Kim er al., (2009) and Cattoir er al.,(2007) and
for the acrB and acrF genes by Bratu er al,. (2009) and Padilla er al.. (2010).
respectively. Four positive 1solates (K3-A2. K12-A2 K19-A2 and K3-C2) for the gnrB
gene and four positive 1solates (K3-A2, K12-A2 K25-A2 and K27-A2) for the acrB and
acrF genes were purified (Kitt Wizard® SV Gel and PCR. Clean-Up System-Promega)

and sequenced (Sequencer 3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). All the
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sequences were deposited in the GenBank under the following accession numbers:

KP144336: KP184842; KP184843 and KP184844.

2.6. RT-PCR for the acrE and acrF genes (efflux pumps).

The ENA (nibonucleic acid) of 4 K. pneumoniae 1solates (K3-A2, K12-A2 K25-
A2 and K27-A2) was extracted using the SV Total RNA Isolation System Kit
(Promega) i accordance with the manufacturer's instructions. was quantified in nano-
drops and stored in a deep-freezer at -70°C. To evaluate the expression of the efflux
pumps by means of the presence or absence of the acrB and acrF transcripts, qualitative
RT-PCR was underiaken uvsing the Access RT-PCE System Kit (Promega) imn
accordance with the manufacturer's mstructions. The amplified products were subjected
to electrophoresis on 1% agarose gel under constant voltage of 100V. In all the

reactions, a positive control supplied with the Kit and a negative control were used.

3. RESULTS

3.1 Profile of susceptibility to antimicrobials

All 30 isolates of K. prneumoniae analyzed showed resistance to amoxicillin,
amoxicillin/clavulanate, cefepime. cefotaxime, and piperacillin/tazobactam. amongst
which 96.7% (n=29) were resistant to aztreonam and ceftazidime. 93 4% (n=28) to
tnimethoprim/sulfamethoxazole, 73 3% (n=22) to cefoxitin and 633% (n=19) to
gentamicin. As to the quinolones tested. the isolates demonstrated 100% resistance to

ciprofloxacin. 96.7% (n=29) resistance to nalidixic acid, 93.4% (n=28) resistance to
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205  norfloxacn and 60% (n=18) resistance to levofloxacin, as well as high levels of
206 resistance to the carbapenems tested. there being 100% (n=30) resistance to ertapenem.
207  B0% (n=24) resistance to meropenem and 73 3% (n=22) resistance to imipenem. The K.
208  pmnewmoniae isolates analyzed were more susceptible to polymyxin B and amikacin

209  when compared to the other antimicrobials: only 6.7% (n=2) were resistant to amikacin

210 and 10% (n=3) were resistant to polymyxin B (Table 2).

212 3.2 Analysis of mutation in the QRDESs of the gvrd. gvrB and parC genes

214 Analysis of gene mutations was performed on the representatives (K3-A2, K12-
215 A2 K25-A2 and K27-A2) with different clonal profiles. The isolates were analyzed for
216 the presence of mutations at the Ser83 and Asp87 positions for the gyrd gene, Ser80
217  and GluB84 for the parC gene and Ser339. Ser367 and Glud66 for the gvrB gene. In this
218  study. of the four i1solates tested, two (K23-A2 and K27-A2) presented mutation in gyrd
219 in the Ser83 position where the exchange of one amino-acid resulted m the change of a

220 Senine to a Leucine. The mutated sequence has been deposited in the GenBank under

221 accession number: KP271120.

222 The isolate K25-A2, which 15 fluoroquinolone resistant. presents a mutation in
223 the QRDR of gyrd and did not present any of the gnr genes investigated (Table 3). On
224 the other hand. the isolate K27-A2 presents the gnrB gene associated with a mutation in
225 the QRDE of gyrd (Table 3). No mutation in gyrB nor in parC was found at the
226 positions analyzed (Table 3).

227

228 3.3 gnrgenes

229
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230 In this study. the PCR analysis showed that 73.3% (n = 22) of the isolates
231  showed the gnrB gene (Table 2). Sequencing of the selected isolates revealed the
232 presence of the gnrBl varant in 2 other 1solates and the presence of the gnrBI2 gene 1
233 other 2 isolates (Table 3). The 1solates K3-A2 and K12-A2 showed both the gn#BJ and
234 blappc.; genes and the K19-A2 and K3-C2 isolates showed the gnrBI2 and blagec

235  genes. No gnrd nor gnr§ genes were found in the K. preumoniae 1solates analyzed.

237 3.4 Efflux pumps and the ramR regulator

239 The investigation of efflux pumps ActB revealed the presence of the acrB gene
240  which encodes theTolC pump and the presence of the acrF gene which encodes the
241 actEF-TolC pump n all of the30 K. pneumoniae 1solates analyzed. Using RT-PCE., the
242 transcription of the acrB and acrF genes in thed 1solates selected was confirmed. thus
243 revealing the expression of both pumps investigated.

244 The K3-A2 and K12-A? isolates. which express the two efflux pumps showed
245 no mutation in gyvrd, but did in gurBl. The isolate K25-A2_ also with the two pumps.
246 showed mutation m gyrd but did not carry any of the gnr genes tested and the 1solate
247 K2T7-A2. as well as the two pumps. presented mutation in gyr4 and the presence of gnrB
248 (Table 3).

249 In the analysis of the sequence of the ramR regulator. mutations were investigate
250  dat positions 38 G= C and 104 G=C 1n accordance with (Bialek-Davenet er al., 2011)
251  and at positions 40 and A= T, 122 C= T, and 136 C> T in accordance with (Hentschke
252 et al, 2010). The isolate K3-A2 presenied mutations at positions 40 and 122, The 3
253 other isolates analyzed did not present mutation in ramR at the positions evaluated
2534 (Table 3). The mutated sequence has been deposited in the GenBank with the following

255 Access number: KP730602.
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4. DISCUSSION

Since the introduction of fluoroquinolones, resistance to these agents i the
Enterobacteriaceae family has become common and widespread. Nosocomial infections
by K pneumoniae are often treated with extended-spectrum cephalosporins.
carbapenems. and fluoroquinolones. However, the mechanisms of resistance such as gnr
genes and carbapanemases were found to be promoting serious therapeutic problems
(Sevedpour ef al., 2014).

Qnr genes were mostly identified in clinical isolates of Enrerobacteriaceae.
mcluding K. pnewmoniae and have been shown to play not only an mmportant role n
resistance to quinolones but also the resistance to other antibiotics. especially p-lactams
and aminoglycosides (Seyedpour er al., 2014).

The resistance profile of K. pneumoniae 1solates of this study suggests that the
high levels of resistance to quinolones and carbapenems are related to the junction of
more than one resistance mechanism which may be justified in this study because of the
presence of blagec.:. gnrB genes and efflux pumps and may be well represented by the
K3-A2 K12-A2 K19-A2 and K3-C2 isolates (Table 3).

The data from this study reveal the presence of blagpc and gnrBl.as well as
blagpc.r and gnrBI2 in K. pneumoniae 1solates. To date there are no reports published
in Brazil about the presence of Mlagpca with gnrBl or with gneB12. Other studies have
demonsirated the presence of gnr genes together with other f-lactamases. Ferjam ef al.,
(2014), in Tumsia, detected gnrBl associated with blacars or Blasgyz. In France,
Fillipa et al., (2013) found gmnrBl with bdlacmoaas. In Brazil, Viana er al.. (2013)
reported the association of gnrBlwith blacmiw blatene1, blasmvoir or blagias 451ge. In

other countries there are also already some reports which associate gnr and blagec.
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301

302
303

304

305

306

Chmelmtsky et al.,(2008). described for the first time, in Israel. the presence of blagec
and grrB2 m the same plasmud of E. cloacae isolate. In China, Jiang ef al., (2010) and
Zhang et al., (2011), report, respectively, the presence of blagpc: and gmnrB4. And
blagpca and gnrB2, in K. pneumoniae 1solates.

The isolates K19-A2 and K3-C2 presented the gnrBi2 gene, which was the first
report of this gene 1n K. pneumoniae. The gnrBi2 gene had previously been described
only in Citrobacter werkmanii, in Germany (Kehrenberg et al, 2008) and in
Cirrobacrer youngae, in Fmland (Gunell ef al., 2009). This study demonstrates the
emergence of this gene in isolates of K. pneumoniae, blagpc.: producers, in Brazil. It
should be noted that in Citrebacter spp.. gnrBIl2 seems to be a chromosomal gene.
While most gnr genes are present m plasmids m enterobacteria, there are few reports
that suggest a chromosomal location (Kehrenberg et al., 2008). Kehrenberg et al.,
(2008) suggest that a plasmid harboring the gn#BI? gene. similar to the pTIN60012
plasmid of K. pnenmoniae, may have been integrated into the chromosomal DNA of C.
werkmanii.

In this study, the gnrB was the plasmid-mediated quinolone resistance (PMRQ)
gene most commonly found in K. preumoniae 1solates in Recife, Brazil The presence
of gnrd and gnrS genes was not detected. Few reports have detected the grnrd gene 1n
Brazil: the first report being in Minas Gerais. in isolates of Enterobacter cloacae
(Minarim et al., 2007). Castanheira et al., (2007), reported gnrd! i nosocomial 1solates
of E. coli. in Porto Alegre (Yang ef al.. 2014:Viana et al., 2013).

Studies showed a high prevalence of gnr genes found in enterobacteria from
faeces of healthy children in South America (Peru and Bolivia). 54% of which
contained gnrB (Pallecchi er al, 2009; Gunnel et al., 2009). In Brazil, Veras er al,

(2011} detected the blasgy gene in K. pneumoniae 1solates from enteric microbiota of
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healthy children in Recife-PE. These studies show the importance of commensal
bacteria as carriers of genes that are resistant to antimicrobials.

In this study, 80% of the 1solates (n=24) resistant to quinolones and carners of
blagpc are from colonization that may serve as a source of clinical infection or as an
important reserve for dissemunating blagpc: and gneB in the hospital environment.
Colonization isolates can disseminate blagpcs and gnrB among other orgamisms of the
same species or different species of bacteria in the same patient, since the blagpc.agene
may be transmitted by plasmids from one strain to another (Mathers er al, 2011)
Consequently, active surveillance of the spread of KPC-positive K. prneumoniae. and
other carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) has become an integral part of
programs designed to control the spread of CRE in various hospitals (Bilavsky ef al.,
2010; Schwaber et al., 2011; Borer et al., 2012; Feldman et al_. 2013).

Papadimitriou-Olivgeris et al. (2014) reported that the high prevalence of enteric
K. pneumoniae cammers of blappe resistant to colistin or tigecycline in ICU patients
indicate that dissemination 1s due to 1ts transfer from patient to patient via professionals
and this also indicates the importance of stringent protocols to control hospital infection.

The K19-A2 and K23-A2 isolates, also investigated in another study with regard
to virulence (Melo er al,, 2014). presented fimH and mrkD virulence genes (fimbrial
adhesins), and K25-A2 besides these genes, the irp2 gene (siderophore yersinia bactina)
was also present. These findings bring out the gravity and importance of the fact that
colonization isolates besides having efflux pumps (AcrAB and AcrEF). the presence of
resistance genes (gnrB and blagpcs) and mutations i gyvrd. leading to resistance to

quinolones and other antimicrobial agents, also have virulence genes that are important

for the establishment of the infection (Table 3).
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331 In this study, no mutations the QRDREs of gvrB and par(C were detected. These
332  findings corroborate those of Paiva ef al.,, (2012) who also did not detect any mutation
333 1o gvrB. According to Kim er al.,, (2009) and Nam er al., (2013). mutations in gvrB and
334  parE are substantially less frequently detected and confer lower levels of resistance
335  when compared with g4 and parC. In this study, a mutation was detected m gyrd
336 (S83L) in two isolates of K. pnewmoniae. Machuca er al, (2014) have shown that a
337  single substitution in gyrd increases the values of the MICs for fluoroquinolones by up
338 to 16 times, a fact that mav explain the resistance to fluoroquinolone, even without the
339  presence of the gnr gene in the K25-A2 isolate. Interactions between mutations in
340 QRDREs and gnr and may result in a higher level of resistance to fluoroquinolone. The
341  gnr gene alone confers low-level resistance to quinolones. Its main contribution 1s to
342 facilitate the development of mutations in QRDEs (Wu et al,, 2010; Zhang er al, 2014.).
343  Machuca er al., (2014) observed that the presence of any gnrgene increases the levels of
344 MICs i all genotypes of E. Coli and that combinations of only one chromosomic
345  mechanism. with mutations in QRDRs, with gnr genes increased the values of the MICs
346 from 4 to 32 times and from 32 to 128 times greater than the genetic equivalent without
347  the gnr gene.

348 Overexpression of efflux pumps may also play a hugh role m the resistance level
349 Tt 1s believed that the efflux systems by themselves produce low levels of resistance to
350  different classes of antimicrobial agents including quinolones, chloramphenicol and p-
351 lactam (Biaek-Davenet er al., 2011). and become clinically relevant when combined
352 with mutations m target enzymes or membrane changes (Guan ef al., 2013). In this
353  study, we found that 73 3% (n=22) of isolates, besides efflux pumps, presented gnrB
3534  genes. It was also detected that the isolate K3-A2 showed mutation mn #amRwhich can

3535  lead to an overexpression of the AcrAB efflux pump. The location of the mutations in
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356  the ramR sequence, detected i this study. corroborate both Hentschke er al., (20107,
357  and Biaek-Davenet ef al, (2011), since mutations in the locations described i both
358  studies are presented. Prompt mutations occur in different positions and these genetic
359  changes are distributed throughout the ramR gene which can lead to further
360  modification of the amino acid. a premature "stop codon” or truncated synthesis of the
361  protein RamR (Biaek-Davenet et al., 2011).

362 Hentschke er al.. (2010) found precise mutations in the ramR gene in 8 of 17
363  mutants and these mutations proved to be responsible for the overexpression of both
364  ramd and acrB genes. Biaek-Davenet erf al., (2011) report that the ramR gene controls
365  the expression of the efflux system in K. prneumonia. However, the location of the
366  mutations in the sequence found in their study were different from those described by
367  Hentschke et al.,(2010).

368 The AcrEF efflux system. also detected in all the isolates of K. pneumoniae
369  analyzed in this study. may confer an advantage on the organisms because AcrEF may
370  be necessary for the resistance to medications when AcrAB does not work. Further
371  investigations of the regulation of multidrug efflux systems are needed to elucidate the
372  bwlogical sigmificance of thew regulatory networks (MNishino, Havashi-Nishino;
373 Yamaguchi 2009).

374 The colonization isolate K3-A2 besides being the carrier of the blagpc: gene,
375  also showed the qurB1 gene. an expression of both efflux pumps analyzed and mutation
376  1n ramR. which may result in overexpression of the AcrAB efflux pump. Additionally,
377  all the other isolates presented at least one resistance mechanism to quinolone
378  associated with dlagpc2 which can already cause failure in therapy.

379 This study shows patients colonized with K. preumoniae, carriers of the blagpc.

380  gene. gnrB. mutation in gyrd, expression of efflux pumps and mutation m ramf.
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381 Colonized patients usually require long-term medical care and can play an important
382  r1ole in the spread of these extremely resistant pathogens. The high prevalence of these
383  1isolates in ICU patients and significant mortality rates associated with infection by K
384  pneumonia, carriers blagpc, demonstrate the importance of identifying. isolating and
385  treating these patients early (Lin ef al, 2013; Papadimitriou- Olivgeris et al., 2013).

386 To date there are no published Brazilian studies evaluating the presence of gnr
387  genes, as well as the presence of mutations in gyrd, gyrB and parC in KPC-2-positive
388 K. pneumowniae isolates. Additionally, in Brazil, there are no reports in the literature
389  surveyed of the acrAB-TolC. actEF-TolC efflux systems and their regulators m K
390  pneuwmoniae. In this study. was observed the emergence of different resistant
391 mechanisms to quinolones in KPC-2-positive isolates of K. pmeumoniae. from
392 colomization and infection of patients hospitalized in Recife, Brazil. These findings
393  underscore the need for systematic studies aimed at a better understanding of these
394  mechanisms in the resistance and virulence of these bacteria, to prevent any spread of
395  these associations, and that infection control measures be adopted early, thus

396  interrupiing the spread of these resistance mechamsms and increasing patient survival.

397
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Table
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Table 1: Primers used in PCR and DNA sequencing for detection of gyrd, gyrB,

parC, ramr, gnrA, gurB, gnrS, AcrB and acrF genes.

Primer Sequencing (5°- 37) temp.” References Gene
gTAF  CGCGTACTATACGCCATGAACGTA Brisse e Verhoef ef al.. y
3 T
oTAR ACCGTTGATCACTTCGGTCAGG (2001) 2
gBF ATGGATAAAGAAGGCTACAGCA
5°C Nam et al, (2013) B
sviBR TCGACGTCCGCATCGGTCAT
parCF ATGTACGTGATCATGGACAG
55°C Nam et al, (2013) parC
parCR ATTCGGTGTAACGCATGGC
ramR F CACGGTTCATATCCTGACCA 0°C Bialek-Davenet af al, R
ram
ramR R CCRTCGACCTTAAACACGTC (2011)
qurAF ATTTCTCACGCCAGGATTTG _ )
4°C Robicsek ef al, (2006) grrd
qurAR GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
quB-For GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
63°C Kim ef al, (2009) grrB
quB-Rev  ATGAGCAACGATGCCTGGTA
qurSmF GCAAGTTCATTGAACAGGGT ]
64°C Cattotr ef al., (2007) gnrs
gqnrSmR TCTAAACCGTCGAGITCGGCG
actB F TCAAACCAGGTGTGCAGGTA
o . ) 61°C Bratu er al . (2009) acrB
actB R TTAATACCCAGACCGGATGC
acrlJ7 GAGCTGATTGACCAGG i i
61°C Padilha er al, (2010) acrF
acrL4 CTGATAAGACATCCCGGTCCA

Legend: temp.”: annealing temperature.
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Table 2: Origm, presence of the guiB, acrB, acsF genes, ERIC-PCR profile and resistance profile of the hospital of KPC-L-positive

lebsiella prenmornae tsolates of Recife, Brazil,

Ideatificsrion of Orimm ] il aerF ERIC™ Becictance Proflle
iolaies ™
E-A Racal st t t + | AMCAMD ATM, CAZ CFD, CPMCTY, CTP, LEVIT, NAL, NOR, FRT/GEN, IMP, MPM, FIT, FOL, 3UT
ER-A Racal st t t + S| AMCAMOATM, CAZ CRD, CPMCTX, CIP, LEV(T, NAL, NOR. FRT.GEN, IMP, MPAL PITSUT
B Racal st t t + SE | AMCAMO, ATM, CAZ CFO, CPM.CTC CIP, LEVIT, NAL, NOR, ERT,GEN, PIT, SUT
Eik-42 Ui t t + SE | AMCAMO, CFO, CPML.CTR, CTP, LEVTT, NAL, ERTGEN, DR, ML,
AR 5 t t + SE | AMCAMO, ATS CAZ Crl, (1} NAL NU3
B4 Racal st t t + IE  AMCAMOATM, CAZ, CRD, CPMCTY, CTP, LEVIT), NAL NOR, FRT GEN. IMP, MPM, FIT.SUT
AR Racal st t t + BE  |AMCAMO, CAZ, CFO[TL CPALCTE, CIP, FAT,GEN, IMP, FT
AL Racal st t t + BE  |AMCAMOATM, CAZ, CROT, CPMCTXL, CTP, LEVIT), NAL NOR, FRT,GEN, IMP, MPM, PITAUT
AR Racal st t t + BE  |AMCAMO, ATM, AMET) CAZ CFO, CRRLCTX, CTP, LEVIT), AL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM_ T, SUT
AR Racal st t t + JE | AMC, AMO, AT CAZ, CFO, CPMCTR, CIP, LEV, NAL NOR, FRT.GEN, IME, MPM, PIT, SUT
JALR FreET t t + BE [ AMCAMOATM CAZ CFO, CRMCT U LEV, RAL NORERTGeN P MAL FITEUT
Bik-g Racal st t t + IE  |AMCAMOATM, CAZ, CRO, CRMCTY, CTP, LEV, NAL NOR, ERT, MP, MPM, PITAUT
B4 Racal st t t + | AMCAMD ATM, CAZ CFD, CPALCTE, CTP, LEVITL KAL NOR, FRT.GEN, MR, MPM, FIT.SUT
B+L Racal st t t + IE  |AMCAMOATM, CAZ, CRO, CPACTX, CTP, LEV(T. NAL NOR (T ERT, IR, MPM, FIT
ke Racal st t + I |AMCAMOATM, CAZ, CRO, CPACTY, CTP, LEV, NAL WOR, ERT, MPML, FITAUT
B4 Tracheal sty t + I |AMCAMO AT, CAZ, CROint) CPM CTR, CIP, LEV, NAL, NOR, FITAUT
Ri-A FreET t t + T [AMCAMO, ATM CAZ (20,
AL Racal st t + I |AMCAMOATM, CAZ, CRO, CRMCTY, CTP, LEV, NAL NOR, ERT, IMP, MPM, FIT.SUT
B4 Racal st t t + HE | AMCAMO, ATM, CAZ CF0, CPALCTE, CTP, LEV, NAL NOR, FRT,GEN, IMP(T, PITSUT
Ble Ui t + NE | AMCAMO, ATM, CAZ CFO(, CPM, CTX. CIP, LEV, NAL NOR. ERT, MR, FIT.SUT
By Racatl st t + IE  AMCAMOATM, CAZ, CRO, CRMCTY, CTP, LEV, NAL KOR, ERT, MP MPM, PITAUT
Bk Racal st t t + I |AMCAMOATM, CAZ, CRO, CRMCTY, CTP, LEV, NAL NOR ERT, DM, MPM, PILAUT
J<ZR FreET t t + JE [ AMCAMOATM CAZ, CFO, CRMCTE, U, LEV, NAL WOX, ERT RN NP MAL FTS0T
K- Racal st t t + JE | AMC, AMST, AMOATN, CAZ, CFO, CAL CTX CIR, LEV, NAL NOR, ERT.GEN, IMP, MR FIT, ST
B Racal st t t + JE | AMC, AMST, AMOATN, CAZ, CFO, CAL CTX CIR, LEV, NAL, NOR, FRT,GEN, IMP, MP, FIT, 5UT
B Racal st t t + 4IE | AMC, AML AMO, ATML CAZ, CFO, CRALCTY. CIP, LEV, NAL NOR, ERT.GEN, NP ML FIT, ST
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K00 Rocl i 1 JE | AMC,AMDATM, CAZ, CFO, CPMCTE CTP, LEV(T, NAL, NCR, ERT,CEN, IR, MPML FIT, 5UT
K- Rocl i JE | AMC,AMDATM, CAZ CFD, CRMCTE CTP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP, MR, FIT T
EHC Ui 4E | AMC, AMD, ATM, CAZ, CRO(T, CPMCTX, TP, LEV, KAL NOR, EXT, IMRYT), PIT, 50T

KO0 Trachal aipimte 4E | AMC, AMD, ATM, CAZ, CFO, CPALCTX, CTP, LEV, NAL NOR, ERT, IR, MPM, FIT, SUT

Legend: Identification of olates ™ K. X meumoniae; A2, C2 and OC: public hospital; ERIC™ Enterobacteriz] Repetitive Intergenic Consensus -Melo f al,

2004 (%): amoricillim-clavilamic acid (AMC); smoxicillin (AMOY; amikacin (AMI), azireonsm (ATM); ceftamdime (CAZ), cefosgtin (CFO); cefotamme (CTX), cefepme

(CEM); piperacillin/tazobactam (PIT); polvayxin B (POL): trimehoprim sul femethoxazale (SUT), gentamicin (GEN); ciprofloxacin (CTP); norfloxacin (NOR); nalidivic acid

(NAL); levofloxacin (LEV); imipenem (TPA); mesopenem (MPM) and ertapenem (ERT).

Table 3: Characteristics of the solates selected.

ldetfication | Oripm | Matafonin | aerB | aoF | Motmew | PMQR | Vieece | ERIC” |PROFILE OF RESISTANCE TO QUINOLONES
of fhe g4 mile | Ceme" | pene” AND CARBAPENEMS
Lalates ramk
A | Swhrenl t | AT | bl SE | T LEVIT, NAL NCR, ERT, DP. MR
10CT
ElL | Um t t qui] D OF |CT,LEVIT, NAL NCR, ERT, DR MY
ESAD | Swibenl | MDD t t N | guBl] | fmHaiD | ME | CILEV, NAL NOR ERT DR MPY
B5AD | Swabreml | SBIL t t fmf D, | 1E [ CPLEVNAL NOR ERT, MM
ik
R | Swbenl | SEIL t t grd D E [C LEV,NAL NCOR. ERT
BL | Swbeal | ND t t | gl | XD 4IF | CILEV, NAL NOR, ERT, DR AEM

Lesend: Identification of solates ™ E: K. preumoniae; A2 and C2: public hospital; (b): PMQR: plastid-medisted qunolone resiztance: (c): Melo ot al, { 2014); (d):

ERIC: Enterobacterial Repetitive Intersemc Consensus -Melo of al, ( 2014); NI not determined: (%): ciprofoxacin (CTP); norfloxacin (NOR); nalidtvic scid (MAL):

levofloxacin (LEV), inupenem (TPM); meropenem (MPM) and ertapenem (ERT); I intermediate susceptibility.
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Abstract:

The ultrastructural alterations caused by polymyxin B, meropenem and by
the association between polymyxin B and meropenem were investigated in
2 multiresistant isolates of K. pneumoniae (K3-A2 and K12-A2) carriers
ofblakPC-2 and efflux pumps (acrAB and acreF), coming from infection and
colonization in patients of a public hospital in Recife, Brazil. The
ultrastructural changes were detected by transmission electron microscopy
and scanning. The susceptibility of the isolates to antimicrobials was tested
by the disk diffusion metheod and microdilution in broth. The analysis by
electron microscopy showed that the isolates presented morpholegical and
ultrastructural cellular changes when subjected to a clinically relevant
concentration of antimicrobials alone or associated ones. When subjected
to meropenem, they presented retraction of the cytoplasmic material,
rupture of the cell wall and extravasation of the cytoplasmic content. When
submitted to polymyxin B, the isolates showed condensation of the
ribosomes, DNA clotting, cell wall thickening and the presence of
membrane compartment. When subjected to the association of polymyxin
B and meropenem, the isolates showed a higher intensity of the
ultrastructural changes visualized. This is the first report of the
ultrastructural changes caused by polymyxin B and meropenem in
multiresistant isolates of K. pneumoniae carriers of the blakPC-2 gene. It
should be noted that even when the K. pneumoniae isolates analyzed were
multi-resistant, carriers of the blakPC-2 gene and efflux pumps, they
underwent important structural change with the action of polymyxin B and
meropenem.
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Ultrastructural changes caused by polyvmyxin B and meropenem in Klebsiella

pnenmoniage multiresistant isolates carrying blagpc.» gene and efflux pumps.

Abstract

The ultrastructural alterations caused by polymyxin B. meropenem and by the
association between polvmyxin B and meropenem were investigated in 2 multiresistant
1solates of & pneumoniae (K3-A2 and K12-A2) carniers ofblagpe; and efflux pumps
(actAB and acrEF). coming from infection and colomization in patients of a public
hospital in Recife, Brazil. The ultrastructural changes were detected by transmission
electron microscopy and scanning. The susceptibility of the isolates to antimicrobials
was tested by the disk diffusion method and microdilution in broth. The analysis by
electron microscopy showed that the isolates presented morphological and
ultrastructural cellular changes when subjected to a climically relevant concentration of
antimicrobials alone or associated ones. When subjected to meropenem. they presented
retraction of the cvtoplasmic material. rupture of the cell wall and extravasation of the
cytoplasmic content. When submuitted to polvmyxin B. the isolates showed
condensation of the ribosomes. DNA cloting, cell wall thickening and the presence of
membrane compartment. When subjected to the association of polvmyxin B and
meropenem, the isolates showed a higher intensitv of the ultrastructural changes
visualized. This 1s the first report of the ultrastructural changes caused by polvmyxin B
and meropenem in multiresistant 1solates of K pnenmaniae carriers of the blagpe > gene.
It should be noted that even when the K pmeumoniae isolates analyzed were multi-
resistant, carners of the blagpc.: gene and efflux pumps. thev underwent important

structural change with the action of polvmyxin B and meropenem.

(]
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Kevwords: Klebsiella pneumoniae. polvmyxin B. meropenem. ultrastructure.

INTRODUCTION

Carbapenems have become the treatment of choice for severe mfections caused
by gram-negative nosocomuial pathogens, including the Enterobacteriaceae family,
producers of f-lactamases of extended spectrum (ESBLs). The increasing use of
carbapenems was predictably followed by the appearance of resistance to these
antimicrobials®'”. The enzyme Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) confers
resistance to all B-lactams including carbapenems .

The high prevalence of colonized patients in an intensive care unit (ICU) and
significant mortality rates associated with the infection of K pneumoniae carriers of the
blagpc gene demonstrate the importance of identifying. isolating and treating these
patients early 71,

Polvmyxins are reserved for the therapy remaining from infections caused by
KPC-producing bacteria, as most of these organisms remained susceptible to this
antimicrobial’®. The most common treatment modality for KPC-producing organisms.
wncluding 1 Brazl, is the use of combined therapy. for example, polvmyxm B or
polymyxin E. in association with carbapenem, amioglycosides or tigecycline ' These
associations have recently been associated with the improved survival of patients with
bacteremia =71,

In the age of increasing resistance associated with a decrease in the arsenal of
antibiotics. attention should be drawn to the role of combination therapy **. The global

problem of the advance of antimicrobial resistance has recently led to a renewed mterest

in using polymyxin B =

Lad
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AcrAB-TolC and ActEF-TolC are multi-drug efflux systems present in most
enteric bacteria and the increased in the expression of these pumps results in reducing
witracellular concentrations of various antimicrobials. mcluding fluoroquinoclones, B-
lactams. macrolides. tetracycline. polymyxin B, chloramphenicol and tigecycline #-%
16

Bacteria employ various means to protect themselves from adverse
environmental stimuli including exposure to antimicrobial cationic peptides such as
polvmyxin B. These strategies include changes in their lipopolvsaccharides. which have

generally negative loads and are the initial targets of polvmvxins ~. as well as the
formation of the capsule and the use of the efflux pump AcrAB-TolC **.

When the bacteria divide in the presence of a f-lactam, deficient forms of cell
wall are produced. As the bactenal intracellular environment 1s hyperosmotic, the cells
swell up and rupture * To date. there are no published studies that enable an
assessment and comparison to be made of the ultrastructural changes caused by
antibiotics used in the treatment suggested for infections by K. pneumoniae. the carmer
of the blagpc.: gene. such as, for example. polymvxin and associations.

The objective of this study was to mvestigate and compare the ultrastructural
changes caused bv polymyxin B and meropenem. by the association between
polvmyxin B and meropenem in multidrug-resistant K. pneumoniae isolates carrying

the blagpc. gene and efflux pumps, coming from colonization and infection in patients

from a public hospital m Recife. Brazil.

2. MATERIALS AND METHODS
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1.1. Bacterial isolates

For this studv 2 1solates were selected of K pnenmoniae (K3-A2 and K12-A2)
resistant to 18 antimicrobials and positive for the blagpe, gene. coming from
colonization (rectal swab) and urinarv tract infection of patients from a public hospital
in the citv of Recife. Brazil identified biochemically by the automated system Bactec
9120/ Phoenix-BD. (Table 1). The selected isolates are part of the stock of bacterial
cultures already typed as to the resistance profile. the ERIC-PCR profile and presence of
the blagec.o gene . and do not present a clonal relationship. The K pneumoniae isolates
also have actAB and actEF efflux pumps. and the presence of mutations i the
regulatory ramR gene *°. Bacterial cultures are preserved in 20% glycerol at -70°C and

to conduct the analyses. they were grown in a Brain Heart Infusion (BHI) medum at

372C for 18 hours.

2.2.Test of susceptibility to antimicrobials

The K pneumaniae 1solates were seeded on Mueller-Hinton agar (Biolife) and
the susceptibility of the isolates to different classes of antimicrobials was detected by
the automated BD Phoenix system and the disk diffusion method proposed by Kirby
and Bauer. The following antimicrobials were tested: ameoxicillin-clavulanate acid
(AMC): amoxicillin (AMO): amikacin (AMI): azireonam (ATM): ceftazidime (CAZ):
cefoxitin (CFO); cefotaxime (CTX); cefepime (CPM):; piperacillinftazobactam (PIT);
polvmyxin B (POL): tnimethoprim/sulfamethoxazole (SUT): gentamicin (GEN);

ciprofloxacin (CIP): norfloxaci (NOR): nalidixic acid (WAL): levofloxacm (LEV):

Ln

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801

Page 6 of 29

155



SCAVUZZI, AML. Investigacdo de genes de resisténcia a quinolonas e avaliagao ....

Page 7 of 29

W00 =l O N L0 R —

Microbial Drug Resistance

imipenem (IPM). meropenem (MPM) and ertapenem (ERT). The results were
wterpreted on respecting the criteria of the Clinical and Laboratory Standards Institute-
CLSI (2014)""

The microdilution test on broth was carried out for polvmyxin B (Eurofarma)
and meropenem (European Pharmacopoeia - Reference Standard- Sigma) as per the
recommendations of CLSI (2014)'%. Prior to determining the Minimum Inhibitory
Concentrations (MICs). quality control testing of the antimicrobials was carried our
with the reference strain £ coli ATCC 25922 1n accordance with the CLSI standards
(2014)". To interpret the MICs of polymyxin B and meropenem. the "breakpoints” for

cingtobacter bawmannii (sensitive = 2mg/ml. resistant = 4 pg/ mL) since the CLSI

(2014)" does not provide interpretive criteria for polymyxin B for Enterobacteriaceae.

2.3. Transmission electron microscopy (TEM)

For the analysis by transmissien electron microscopy, 2 K. pnewmoniae 1solates
were analyzed in the presence of clinically relevant concentrations (defined as the
concentrations needed to achieve exposures of the drug in plasma m adults with normal
renal and normal hepatic functions, a concentration which 1s based on "breakpoints") for
polvmyxin B (4pg / ml). meropenem (4pg / ml), and the association between polvmyxin
B and meropenem (4ug /ml + 4pg / ml).

In all processes, a negatrve control of the 1solate in the same conditions without
the presence of the antibiotic. was mcluded. All strains were inoculated mto Cation-
Adjusted Mueller-Hinton (CAMHB) medium for 6 hours at 37°C i the presence or
absence of the antimicrobial to be analyzed. Afrer growth. the isolates were fixed and

processed, the cultures were washed in sterile 0.1M phosphate buffer, pH 7.2-7.4 and

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801

156



SCAVUZZI, AML. Investigacdo de genes de resisténcia a quinolonas e avaliagao ....

W~ e Wb =

Microbial Drug Resistance

centrifuged at 3500 rpm for 2 munutes for subsequent fixation in 0.1 M phosphate
buffer, 2.5% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde (Sigma Aldrich)’. After fixation,
they were washed 3 times m 0.1 M phosphate buffer, post-fixation mn 1% osmium
tetroxide 1n 0.1M phosphate buffer for 1 hour and then counterstained on block using
5% ethyl uranyl (Electron Microscopy Science). Subsequently they were washed three
times. twice in in 010 phosphate buffer and once in in distilled water for 10 minutes
each and then dehvdrated. using an mcreasing series of acetone (Sigma Aldrich) at 30%.
50%, 70%, 90% and three times at 100% for 10 minutes each step. After dehvdration,
the material was nfiltrated so as to replace acetone with Epon 812 resin 1 an increasing
series overnight in 3:1, 2:1_ 1:1, 1:2 and pure resin (Electron Microscopy Sciences). The
material was put into blocks. after making ultrathin cuts for staming with 5% uranyl
acetate for 30 minutes and lead citrate for 10 minutes (Electron Microscopy Science).
Then the samples were observed under a transmission electron mucroscope (Tecnai

Spirit G1 G2 BioTwin-FEI Company).

2.5. Scanning electron microscopy (SEM)

For the analysis by scanning electron mucroscopy. the K. preumoniae 1solates
were analyzed m the presence of a clinscallv relevant concentration for polvmyxin B
(4pg/ mL), meropenem (4pg/mL), and the association between polymyxin B (4pug/ml +
4pg/ml) and meropenem. In all processes. a negative control of the isolate 1 the same
condittons, without the presence of the anfibiotic. was mcluded. All strams were
inoculated in CAMHB medium for & hours at 37°C in the presence or absence of the
antibiotic to be analyzed After growth. the isolates were fixed and processed. the

cultures were washed i sterile 0.1M phosphate buffer, pH 7.2-7.4 and centnifuged at
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3500 rpm for 2 minutes for subsequent fixation in 0.1 M phosphate buffer. 2.5%
clutaraldehyde and 4% paraformaldehyde (Sigma Aldrich). After fixation. they were
washed 3 times in 0.1 M phosphate buffer. the post-fixation was performed m 1%
osmium ftetroxide mn 0.1M phosphate buffer for 1 hour (Sigma Aldrich). Subsequently.
they were washed three times. twice m 0.1M phosphate buffer and once 1n distilled
water for 10 minutes each and subsequently dehydrated, wsing an increasing ethanol
sertes of 30%. 50%. 70%. 90% and 3 tumes at 100% for 10 minutes each step (Sigma
Aldrich). After dehydration the critical point was found at which to replace ethanol with
carbon dioxide. resulting in drying the material so as to mount the dried material on
metal stubs using double-sided carbon tape. Then thev were plated by covering the

material with a thin laver of gold and the surface of the bacterial 1solates was visualized

using scanning electron microscopy (ZEISS EVO LF-15).

3. RESULTS

3.1. Susceptibility to Antimicrobials

The K. pnewmoniae 1solates analyzed both of colomzation and infection showed
the same resistance profile mcluding resistance to poelymyvxin B and meropenem, and
were only sensitive to amikacin and with mntermediate resistance to levofloxacin (Table
1). The MICs with a microdilution in broth for meropenem in the 1solates confirmed the
resistance rate found when compared with the disc diffusion method. On the other hand.
the MICs for polvmyvxin B with a microdilution in broth proved to be divergent from the

disk diffusion method. The K3-A2 1solate considered sensitive 1n the disk diffusion
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method. when re-assessed by the microdilution in broth was classified as resistant to

polvmyxin B (Table 2).

3.2 Analysis and ultrastructural morphological

The control cells of the 2 K pnewmoniae isolates. analyzed by TEM without
addition of antimicrobials, had preserved morphology with an integral cell wall and a
cytoplasmic content of electron-dense aspect. it being possible to observe the presence
of nibosomes and genetic material distributed by the bacterial cytoplasm (Figures 14
and 2A). The analysis of the control cells by SEM showed a bacterzal morphology
preserved in a rod-shaped. large number of cells and a cell length of between 1 and Spm

(Figures 3A and 4A).

K3-A2 Isolate

The K3-A2 1solate even presenting the blagec., gene. efflux pumps. mutation in
ramR and resistance to meropenem and polymyxin B, showed ultrastructural cell
changes compared with the control cells. when subjected to these antimicrobial agents
alone or to associated ones.

The TEM analysis showed that the cells of the K3-A2 cells subjected to
meropenem presented numerous morphelogical changes. an increase in the penplasmuc
space with a greater visualization at the extremities of the cells suggesting cytoplasmic
retractions (Figure 1B). Small cytoplasmic compartments were observed as were a
structural disorganization in the cytoplasmic membrane and the cell wall without

maintaining the normal form of the bacterial cells (Figure 1C). The morphological
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changes were also reproduced in the SEM analysis. in which different formats in the
cells of the K3-A2 isolates were found. These formats were seen to be owval and
spherical. with aberrant forms or undefined forms.

Using the TEM. the bacterial cells of the K3-A?2 isolate submitted to polymyxin
B presented condensation of the ribosomes and coagulation of the DNA (Figure 1D).
No morphological changes were observed bv TEM. as the cytoplasmic membrane and
the cell wall are undamaged. but cell wall thickening can be visualized (Figure 1E). By
SEM it was possible to assess that the cells the K3-A2 isolate mamtamed their
morphology, but 4pg/ml of polymyxin B was able to greatly reduce a large number of
viable cells (Figure 3C).

The TEM analysis also showed that the cells of the K3-AZ isolate when
submitted to the association of polymvxin B and meropenem presented more intense
damage than when the antimicrobials were used separately. presenting cell wall
thickening. coagulation of the DNA, mupture of the cytoplasmic membrane and cell wall
with loss of cytoplasmic material (Figures 1F-G). According to SEM. the cells
subjected to the association of polymvxin B and meropenem did not show any
morphological changes. However, some ruptured cells can be seen with extravasation of

cyvtoplasmic contents. and with a reduced number of cells (Figure 3D).

K12-A2 Isolate
The K12-A2 1solate even presenting the bdlagpc_» gene. efflux pump. resistance to
polvmyxin B and meropenem. showed ultrastructural cell changes compared with the
control cells, when subjected to these antimicrobial agents alone or associated ones.
Through the TEM analysis. the cells subjected to meropenem showed rupture of

the membrane and cell wall with loss of cytoplasmic material. (Figures 2B and D) the

10
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presence of large electron-luscent spaces. highlighting a membrane cellular
compartment without cytoplasmic material and the presence of a ghost cell (Figure 2C).
Showmg by using TEM that the K12-A2 isolate suffered more changes with the
meropenem than the A2-K3 isolate. SEM analvsis revealed that the bacterial cells of the
K12-A2 iselate subjected to meropenem did not show any morphological changes
(Figure 4B).

It could be observed by usmg TEM that the bacterial cells of the K12-A2 1solate
submitted to polymyxin B were elongated. with several membrane remaims at their full
extension because of the action of polymyxin B, which led to the disergamization and
and destruction of the cellular cytoplasmic membrane (Figure 2E-G). The TEM analysis
revealed cytoplasmic retractions with a cell membrane compartment containing
cytoplasmic material located between the membrane and the cell wall (Figure 2E). Cell
wall thickemng as well as rupture of the cyvtoplasmic membrane and cell wall with loss
of cvtoplasmic material can be seen in Figure 2F.

In general, the K12-A2 isolate showed more severe changes when subyected to
meropenem than when subjected to polvmyxin B. The SEM analvsis showed elongated
cells when subjected to polymyxin B (Figure 4C), which was also seen in the TEM
analysis.

The TEM analvsis showed that the cells of the K12-A2 isolate subjected to the
association of polymyxin B and meropenem showed more intense damage than when
the antimicrobials were used separately. Rupture of the cytoplasmic membrane and cell
wall with loss of cvtoplasmic material, cell wall thickening, condensation of ribosomes,
DNA clotting and irregularities in the cell wall were observed (Figures 2H-I). Bv SEM
it can be seen that the cells of the K12-A2 isolate subjected to the association of

polvmyxin B and meropenem. apparently. showed no morphological changes. but the
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association of 4ug/ml + 4pg/ml of polymyxin B and meropenem was able to reduce

most of the number of viable cells (Figures 4G-H).

4. DISCUSSION

There 15 increasmg concern that the results of susceptibility test for
commercially available KPC-producing K pneumoniae KPC may indicate false
susceptibility to some antimicrobials. although often this is still unknown ™. It is known
that poor dissemunation of polvmyxims i agar results 1 imprecise results by the disk
diffusion method'®. In the present study. with the MICs with microdilution in broth
were determined for both 1solates analyzed, which showed resistance to polvmyxin B
and meropenem and showed discordance compared with the disk diffusion test. The
treatment of fections caused by KPC-producing K. pneumoniae 1s often dependent on
the results of the antimicrobial susceptibility tests predicted by clinical microbiology
laboratories. Therefore. 1t 1s essennal to elucidate the precision of the methods
commonly used for susceptibility testing™.

Gales ef al. (2006)" identified poor concerdance with MIC results obtained by
Etest for polymyxins and microdilution 1n broth MICs for Psuedomanas aeruginosa and

cinetobacter bawmannii. The reference method (microdilution in broth) found that
15% of the isolates were resistant to polymyxin B. whereas 37% were resistant to this
agent when tested by the Etest. This phenomenon mav be due to the poor diffusion of
the large polvmvxin molecules on agar. This mav have sigmficant therapeutic
implications i clinical practice. because polymyxin B can be classified as mactve, thus

leaving still fewer treatment options available *".
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This is the first study on the ultrastructural changes caused by polymyxin B.
meropenem and by the association between polvmyxin B and meropenem in
multiresistant 1solates of K pnenmoniae carriers of the blagpc gene. In this study it was
observed that the two isolates analvzed isolates showed different behavior when
subjected to antimicrobials. TEM showed that the K12-A2 iselate underwent more
changes with meropenem than the A2-K3 1solate, which can be explained by the MIC of
only & mg/ml for the K12-A2 isolate. However. the K3-A2 isolate also showed
morphological changes when subjected to meropenem. and even presented a greater
MIC for meropenem (128 pug'ml). Probably the action of meropenem on these i1solates
were in different Penicillin-binding Proteins ( PBPs).

The p-lactam antibiotics exert bactericidal activity by covalent binding and
wactvating the PBPs, resulting i interference with the svathesis and remodeling of the
bacterial peptidoglycan which promotes different morphological changes ** Some PBPs
of gram-negative bacteria are responsible for the synthesis of peptidoglycan. others are
required to maintain the rod-shaped bacterium, or to form septs during bacterial
division. Each PBP has a specific role in proliferating and maintaining the bacterial
morphology, where blocking PBP-1 leads to the rapid bactenial lysis, from PBP-2 to
forming spherical cells and from PBP-3 to forming long filaments. caused by the
inability of forming division septs after the duplication of the bacterial cell mass ®. The
efficiency of the carbapenems is due to the high affinity for PBP-2 *'. We can see that
the K3-A2 isolate presented formation of spherical cells with the action of the
meropenem. probably because of the blockage of the PBP-2. which was not observed in
the K12-A2 isolate. On the other hand. the latter isolate showed more intense changes,

especially of membrane cellular compartment without cytoplasmic material. membrane
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rupture and cell wall with loss of cytoplasmic material the presence of a ghost cell.
probably by the action on PBP-1.

Carbapenemase-producing isolates have become a significant problem in terms
of public health and clinical evolution, due often to their bemg able to hydrolyze
pemicillins, cephalosporins. azetreenam as well as carbapenems. which makes clinical
treatment a challenge for physicians .

The ultrastructural cell changes were different in the isolates with regard to
polvmyxin B and meropenem which was expected since polvmyxins target cell

membranes ~ and carbapenems the cell wall ** The K12-A2 isolate. coming from
wfection, presented greater ultrastructural changes when compared with the K3-A2
isolate, of colonization, with regard to both meropenem and polymyxin B. This result
may be due to the fact that the K3-A2 isolate showed mutation m ramR which can lead
to overexpression of the AcrfAB-TolC efflux pump in this 1selate. thus making 1t more
resilient.

The ramR gene is a negatrve transcriptional repressor of the ramd gene, the
latter being a positive regulator of the AcrAB efflux system. namely. it controls
increasing the expression of acr4B®. Overexpression of ram seems to be the cause of
the overexpression of acrdB i K pnenmoniae and E. cloacae, but melecular bases of
the "upregulation” cannot be defined in these species ™. Depletion or mutation in ramR
has implied activation i ramR. promoting the overexpression of the AcrAB-TolC

43240
efflux pump ™

suggesting that the K3-A2 isolate can more efficiently expel the
antimicrebials used and suffer less ultrastructural damage.
In this study. the K12-A2 1solate studied presented filamentation when subjected

to polymyxin B which mav indicate that the AcrEF lost its function and did not keep the

normal cell division.
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ActEF is another transporter known to confer a phenotype of multidrug
resistance in cells deficient in AcrAB and to complement AcrAB-TolC functionally.
Efflux systems plav an extremely important role in the bactemal defense agamst
antimicrobial agents and toxic compounds. by decreasing the mtracellular accumulation
of drugs .

Lau ef al. {2005) Psuggest that cell filamentation is caused by the loss of the
function of AcrEF and plays an important role in the normal maintenance of the cell
division. These authors demonstrated that the increased expression of AcrA is toxic
onlv 1 cells without the ActEF multdrug efflux transporter. i1e. cells deficient in
ActEF with an increase in the expression of AcrA have a semous defect in the cell
division resulting in cell filamentation. Similar defects were obtained i cells lacking
TelC, which acts with AcrEF. suggesting that cell filamentation 1s caused by the loss of
the function of AcrEF.

In the study by Rajeshwari er al (2009). the formation of bacterial filaments
occurred n resistant K pmeumoniae 1solates, showing that the stress caused by
cefotaxime caunsed elongation. deformation of the bactenal cells and a rough surface.

The K12-A2 isolate also presented further damage when subjected to polymyxin
B. even presenting a MIC higher than that of K3-A2 with ruptures in the cellular
membrane and loss of cyfoplasmic material. This event 15 due to the action of
polvmyxin B which has a long hvdrophobic tail. which breaks down the structure of the
bacterial cellular membrane because of its interaction with phospholipids and
lipopolvsacchanides. with an action sumilar to cationic detergents competitively
displacing Ca™ and Mg~ that act as membrane stabilizers. thus causing them to

rupture. leading to loss of the cellular content and causing death of bacteria =
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The cell wall thickenmg and condensation of ribosomes in bacteria indicate the
presence of defense mechanisms to maintain the osmotic pressure after action of the
antimicrobials and the bacteria produce more peptidoglycan to protect themselves ™
This was found in the K3-A2 isolates when subjected to the association of pelymyxin B
and in the K12-A2 isolate when subjected to the association of polymvxin B and
meropenem. These 1solates besides the thickenmg of the cell wall and the condensation
of the ribesomes showed coagulation of the DNA.

The term coagulated DNA means that the function of the DNA gyrase stopped
working and it would be prevented from performing its function during DNA
replication *™'!. The K3-A2 isolate when subjected to the association of polymyxin B
and meropenem also presented coagulated DNA.

New combination therapies for treating multidrug-resistant isolates have been
evaluated. The study of Bulik er al. (2011) evaluated the efficiency of the combination
of ertapenem and doripenem in an i vifre model and i vive in mice, showing that the
combmation of these antimicrobials had enhanced efficacy compared to the isolate
agents. Hirsh er al (2013) *° demonstrated the action i vive and in viro of the
combmation of f-lactam antibiotics and aminoglveosides 1n multidrug-resistant (MDR)
K. pneumoniae 1solates i order to identify new therapy options for treating infections
caused by this bacterial species. Hirsh ef al. (2013) ¥ demonstrated experimentally that
the combination of meropenem and amikacin can be successful

Polvmyxin B 15 a pelveationic antimicrobial pepride that currently functions as a
last resort for treating infections cauvsed by multidrug-resistant Gram-negative bacteria.
including K pneumonia, the carrier of the blagpc gene. The re-introduction of
polvmyxin B in antimicrobial therapy has been followed by an increase in reports of

. . -2
resistance between gram-negative bactenia = .
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In the present study. the ultrastructural alterations provoked caused by
antinicrobials used in therapy for Enterobacteriaceae, carriers of the blagpe.» gene with
the combination between polymvxin B and meropenem. demonstrating that this
association has enhanced efficacy when compared with the antmicrobials separately.
However. the actions of the antimicrobials alone also demonstrated ultrastructural
damage 1n the isolates analyzed. This 1s the first study that imnvestigated and compared
the ultrastructural changes provoked by polymyxin B. meropenem and by the
association between polvmyvxin B and meropenem in multresistant isolates of K.
pnemmomniae carriers of the blagpc., gene.

It is important to stress that even the X pnewmoniae 1solates analyzed since they
are multidrug-resistant, carriers of the blagpc, gene and efflux pumps, underwent

umportant structural change with the the action of polvmyvxin B and meropenem.
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Table 1: Origin, prezence and expression of the aerB, aerF genes, mutation in ramR, profile of the ERIC-PCR and resistance profile by dizk diffuzion

methed of the selected nosocomial izolates of Klebsiella pnenmoniae carriers of the blayg, gene of Recife, Brazil.
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Figure 1 (AG): Electron micrographs of isolated K3-A2 from K. pneumoniae (A) untreated control bacterial
cell have preserved morphology, cytoplasmic membrane (M), cell wall (P), and cytoplasmic contents (C)
intact. (BC): Cells submitted to MER (4pg / mL) showed merphological changes (AM), cytoplasmic

retractions (asterisk), small cytoplasmic compartments (CC) and irreqularities in the cell wall (arrowheads).

(DE): Cells submitted to POL (4uq / mL) with condensation of ribosomes (CR), DNA coaqulation (CD) and
cell wall thickening (EP). (FG): cells submittad to MER+POL association (4uq / ml + 4ug / ml) present cell
wall thickening (EP), DNA coaqulation {CD) of the membrane and cell wall rupture (SMR) with loss of
material cytoplasmic.
114x230mm (150 x 150 DPI)
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Figure 2 (AI): Electron micrographs of isolated K12-A2 K. pneumoniae, (A) untreated control bacterial cell
have preserved morphology, cytoplasmic membrane (M), cell wall (P), and cytoplasmic contents (C) intact.
(BD): Cells submitted to MER (4pg / mL) present membrane disruption and cell wall (RMP) with loss of
cytoplasmic material, membrane compartments (CM) and eletronluscentes space (EE). (EG): Cells submitted
0 POL (4pq / ml) have elongated cells (CA), destruction of the cell membrane (DM) membrane
compartments (CM), cytoplasmic shrinkage (asterisk), membrane and cell wall rupture (SMR) with loss of
cytoplasmic matenial. (HI): Cells submitted to MER + POL association (4pq / ml + 4pg / mL) present
membrane disruption and cell wall (RMP) with loss of cytoplasmic material, cell wall thickening (EP),
condensation of ribosomes (CR ), DNA coagulation (CD) and imegularities in the cell wall (arrowheads).
125x223mm (150 x 150 DPI)
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Figure 3 (AD): Electron micrographs of isolated K3 A2 from K. pneumonize. (A) untreated control cells with
preserved morphology. (B): Cells submitted to MER (4uq / ml) showed morphological changes (asterisks).
(C) Cells submitted to POL {4ug / ml) but do not exhibit morphological alterations found in small numbers.
(D): cells submitted to MER + POL association {(4pq / ml + 4pg / mL) without morphological changes, but
may be visible cells disruptad with leakage of cytoplasmic contents (arrow).
146x144mm (150 x 150 DPI)
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Fiqure 4 (A-D): Electron K12 A2 isolated from K. pneumoniae. (A) untreated control cells are preserved
morphology. (B): Cells submitted to MER (4uq / ml) did not show morphological changes. (C) Cells
submitted to POL (4ug / mL) we can observe cells with elongated features (asterisks). (D): cells submitted
to MER + POL association {4pq / ml + 4ug / mL) apparently without morphological changes, but is in a very
small number (arrow).
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