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RESUMO - DISSERTACAO DE MESTRADO

Bianca Santos da Costa

A producdo de carbapenemases por enterobactérias é um problema de saude publica global,
uma vez que reduz as opcdes terapéuticas para tratamento das infec¢bes causadas por essas
bactérias, sendo necessario utilizar compostos de polimixinas como uma das Ultimas opcbes
disponiveis. Nos investigamos a frequéncia e os mecanismos relacionados a resisténcia as
polimixinas em amostras do complexo Enterobacter cloacae e Klebsiella aerogenes
encaminhadas ao Laboratério de Pesquisa em Infeccdo Hospitalar (LAPIH/FIOCRUZ) no
periodo de 2016 a 2018. A sele¢do das amostras foi realizada com a semeadura de 124 amostras
(94 do complexo E. cloacae e 30 K. aerogenes) em meio de cultura EMB acrescido de 4 pg/mL
de sulfato de colistina e submetidas posteriormente ao teste de microdiluicdo em caldo para a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria. O perfil de susceptibilidade a 17
antimicrobianos foi realizado através do teste disco difusdo em &gar. Foi realizado PCR para
deteccdo dos genes codificadores de carbapenemases (blakpc, blanom € blaoxa-4s) € genes
plasmidiasis de resisténcia as polimixinas mcr (variantes alélicas 1-9). Foi realizado o
sequenciamento do gene hsp60 para identificacdo das espécies do complexo E. cloacae e a
determinacdo da diversidade genética foi realizada por PFGE e MLST. Das 124 amostras, 23
(19%) foram consideradas resistentes a colistina (19/94 complexo E. cloacae e 4/30 K.
aerogenes) apés a microdiluicdo em caldo com CIM variando de 4 a 128 pg/mL. E. hormaechei
subsp. steigerwaltii foi a espécie mais frequente no complexo, seguido de E. cloacae subsp.
cloacae. Os antimicrobianos com menor taxa de resisténcia foram gentamicina (22%),
amicacina (22%) e tigeciclina (22%). Pelo teste fenotipico BlueCarba foram detectadas 8
amostras produtoras de carbapenemases (serinobetalactamase=6 e metalobetalactamase=2).
Através da PCR, essas carbapenemases foram identificadas como blakpc n=6 e blanopm n=2.
Apenas em uma amostra foi detectado o gene mcr-9. Dentre as modificagdes encontradas em
PmrA, PmrB, PhoP e PhoQ (proteinas do sistema de dois componentes), foi encontrada a
substituicdo S1751 em foi considerada deletéria entre as amostras de E. cloacae subsp cloacae.
Foram identificados 13 perfis por PFGE no complexo E. cloacae, sendo o EcD (E. cloacae
subsp cloacae) o mais frequente. Em K. aerogenes, 4 perfis foram identificados. Por MLST, 11
ST’s foram identificados (1 novo) em E. cloacae e 2 em K. aerogenes, sendo 1 novo. A taxa de
resisténcia a polimixina, associada a resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados e a
presenca de carbapenemases alerta para necessidade de mais estudos com objetivo de elucidar
0s mecanismos envolvidos com a resisténcia a polimixina no complexo E. cloacae e K.
aerogenes e desenvolvimento de medidas para controle e prevencédo de infecgdes causadas por
bactérias multirresistentes.
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ABSTRACT - DISSERTACAO DE MESTRADO

Bianca Santos da Costa

The carbapenemases production by Enterobacteriaceae is a global public health problem, since
it reduces the therapeutic options for treating infections caused for these bacteria, been
necessary to use polymyxin compounds as one of the option available. Here we investigated
the colistin resistance rate and mechanisms related to resistance among Enterobacter cloacae
complex and Klebsiella aerogenes isolates. The isolates selection was carried out by screening
124 isolates (94 E. cloacae complex and 30 K. aerogenes) in EMB agar containing 4pg/mL of
colistin sulfate followed by broth microdilution test for determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). The susceptibility to 17 antimicrobials was performed by disk diffusion
test. PCR was performed to detect carbapenemases encoding genes (blakpc, blanom and blaoxa-
48) and plasmidial genes for resistance to polymyxins (mcr1-9). The hsp60 gene was sequenced
to identify species of the E. cloacae complex. Genetic diversity was evaluated by PFGE and
MLST. Among 124 isolates evaluated, 23 (19%) were colistin resistant. While 19 of 94 (20%)
E. cloacae complex isolates were colistin-resistant, only 4 of 30 (13%) K. aerogenes isolates
showed resistance with MIC ranging from 4 to 128ug / mL. E. hormaechei subsp. steigerwaltii
was the prevalent species in the complex, followed by E. cloacae subsp. cloacae. The
antimicrobials with the highest susceptibility rate were gentamicin (22%), amikacin (22%) and
tigecycline (22%). By Blue Carba were detected 8 isolates positive for carbapenemases.
Carbapenemases encoding genes (blakpc n = 6, blanom n = 2) were detected in 8 isolates and
mcr-9 in one. Among the modifications found in PmrA, PmrB, PhoP e PhoQ (two-component
regulatory system), only the S175I substitution in PmrB found in E. cloacae subsp cloacae
isolates was considered deleterious. By PFGE, 13 profiles were found among E. cloacae
complex isolates, with EcD the most frequent. In K. aerogenes, 4 profiles were identified. By
MLST, 11 ST’s were identified (1 new ST) in E. cloacae and 2 in K. aerogenes (1 new ST).
The polymyxin-resistance rate, associated with resistance to most of antimicrobials tested and
the presence of carbapenemases, warns of need to elucidate the mechanisms involved in the
resistance to polymyxin in the E. cloacae complex and K. aerogene for development measures
to control and prevent infections caused by these multiresistant bacteria.
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1. INTRODUCAO

As InfeccOes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) s&o reconhecidas como um
problema de satde pablica mundial por acrescer aos nimeros de letalidade hospitalar, duracéo
da internacdo e custos financeiros (1). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
centenas de milhdes de pessoas sdo afetadas a cada ano em todo mundo e cerca de 10% dos
pacientes hospitalizados em paises em desenvolvimento irdo adquirir IRAS (1). Vérios fatores
estdo associados as IRAS, como imunossupresséao, o uso prolongado de antibidticos e aumento
da resisténcia a antimicrobianos, assim como fatores relacionados a infraestrutura e condicdes
higiénicas, representando um alto custo financeiro adicional para saide publica e para os

pacientes (1).

A resisténcia € um fendmeno natural, entretanto 0 uso em excesso e muitas vezes
inadequado dos antimicrobianos tem acelerado esse fendmeno. Os antimicrobianos geram uma
pressdo seletiva sobre as bactérias, selecionando aquelas que conseguem sobreviver aos seus
efeitos (2). Dados da OMS indicam que esse fenémeno é responsavel por 700 mil mortes por
ano, com uma projecdo de atingir 10 milhdes até 2050 a menos que medidas efetivas de

prevencdo sejam implementadas imediatamente (3).

Dentro desse cenario, espécies da ordem Enterobacterales possuem grande importancia por
serem causadoras de infec¢des sanguineas, pneumonia e infecgdes de trato urinario (4). Esses
microrganismos séo isolados em cerca de 50% dos pacientes com IRAS e compreendem 80%

de todos os isolados dentre as bactérias Gram-negativas (5)

Recentemente, um estudo taxondmico avaliou a ordem Enterobacteriales propondo outras
familias, além de Enterobacteriacae para essa ordem: Erwiniaceae fam. nov.,
Pectobacteriaceae fam. nov., Yersiniaceae fam. nov., Hafniaceae fam. nov., Morganellaceae
fam. nov. e Budviciaceae fam. nov. Assim também como a modificacdo da nomenclatura da
ordem para Enterobacterales, adequando-a as regras Cdodigo Internacional de Nomenclatura de

Bactérias (International Code of Nomenclature of Bacteria) (6).

Em 2017, a OMS divulgou uma lista de patdgenos prioritarios para pesquisa e
desenvolvimento de novos antibidticos. Nessa lista, dividida em 3 categorias, géneros da
familia Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemas e a terceira geragdo de cefalosporinas
séo considerados como prioridade critica, incluindo Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e

Enterobacter spp. (7).



O género Enterobacter pertence ao grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter

spp), no qual estdo as principais espécies causadoras de infeccbes clinicas. (8-10).
1.1. Género Enterobacter

As espécies do género Enterobacter sdo bacilos Gram negativos que pertencem a Ordem
Enterobacterales, familia Enterobacteriaceae, anaerdbicos facultativos, ndo formadores de
esporos, moveis pela presenca de flagelos peritriquios (8), catalase positivos, oxidade e DNase
negativos, ndo pigmentados (11). Sdo encontrados em diferentes habitats, como solo e agua,

algumas espécies deste género sao fitopatdgenos (12) e comensais na microbiota intestinal (11).

Desde a descricdo do género proposto por Hormaeche e Edwards em 1960, alteracOes
taxondmicas tem sido observadas, a exemplo da espécie Enterobacter sazakii transferida para
0 género Cronobacter, Enterobacter agglomerans transferida para o género Pantoea (8) e
Enterobacter aerogenes recentemente renomeado como Klebsiella aerogenes (13). Assim

como a descrigdo de novas espécies, como E. bugandensis (14) e E. chengduensis (15).

Atualmente o género é composto de 13 espécies: Enterobacter asburiae, Enterobacter
bugandensis, Enterobacter cancerogenus, Enterobacter chengduensis, Enterobacter cloacae,
Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii, E. mori, Enterobacter
nimipressuralis, Enterobacter roggenkampii, Enterobacter sichuanensis, Enterobacter
xiangfangensis (8,15,16). Seis dessas espécies: E. cloacae, E. asburiae, E. hormaechei, E.
kobei, E. ludwigii, e E. nimipressuralis sdo agrupadas no complexo E. cloacae por serem
genotipicamente semelhantes com mais de 60% de similaridade com base na hibridizacdo
DNA-DNA com E. cloacae e compartilharem caracteristicas fenotipicas que dificultam sua
identificacdo na rotina, identificando-as como complexo E. cloacae (8).

A similaridade fenotipica entre as espécies do complexo E. cloacae dificulta a identificagdo
dessas espécies. Pouco se sabe sobre o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, a prevaléncia
das espécies em IRAS entre as espécies de Enterobacter spp, principalmente as incluidas no
complexo, apesar da relevancia clinica do complexo. A identificacdo por caracteristicas

fenotipicas ndo diferencia todas as espécies do complexo (8,11).

A técnica de Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) tem sido aplicada na microbiologia clinica para identificagdo

de microrganismos de importéncia clinica, substituindo os métodos convencionais de analise



bioquimica e fenotipica, como um método simples e rapido (17-19). Em relacéo a identificacdo
das espécies do complexo E. cloacae, Pavlovic e colaboradores em 2012, avaliando o uso do
MALDI-TOF e a PCR em tempo real para identificacdo das amostras referéncias das espécies
do complexo, encontrou dados em que 0 uso exclusivo do MALDI-TOF néo discriminou
corretamente as espécies do complexo, identificando corretamente e distinguindo apenas E.

cloacae e E. nimipressuralis (20).

Por sequenciamento do gene 16S rRNA € possivel discriminar algumas espécies de

Enterobacter. Contudo, nédo diferencia as espécies agrupadas no complexo E. cloacae (8).

Baseado no sequenciamento parcial do gene hsp60, também conhecido como groEL ou
cpn60 (gene que codifica a proteina de choque térmico) em amostras identificadas como E.
cloacae, Hoffmann e Roggenkamp (2003) descreveram 12 clusters (I — XII), nos quais cada
cluster corresponde a uma espécie ou subespécie de Enterobacter spp: E. asburiae (Cluster 1),
E. kobei (Cluster I1), E. cloacae cluster Ill, E. cloacae cluster 1V, E. ludwigii (Cluster V), E.
hormaechei subsp. oharae (Cluster VI), E. hormaechei subsp. hormaechei (Cluster VII), E.
hormaechei subsp. steigerwaltii (Cluster VIII), E. cloacae cluster IX, E. nimipressuralis
(Cluster X), E. cloacae subsp. cloacae (Cluster X1) e E. cloacae subsp. dissolvens (Cluster XII)
(8,21).

Desde o estudo de Hoffmann e Roggenkamp (2003), os clusters sem uma espécie especifica
representante (E. cloacae cluster Ill, E. cloacae cluster 1V, E. cloacae cluster IX) foram
renomeados conforme as espécies foram identificadas. O cluster Il - E. hormaechei subsp.

hoffmannii, Cluster IV - E. roggenkampii e o Cluster IX - E. bugandensis (8,14,22).

A espécie E. cloacae, foi descrita em 1890 por Jordan como Bacillus cloacae e desde
esse momento, outras alteraces aconteceram até 1960, quando E. cloacae foi proposto junto a
definicdo do género Enterobacter e é usado até 0 momento (11,23). Esta espécie é dividida em
duas subespécies: E. cloacae subsp. cloacae e E. cloacae subsp. dissolvens (8). E um
microrganismo ubiquo sendo amplamente encontrado em diferentes ambientes, tanto aquaticos
quanto terrestre, considerado patdgeno de plantas e insetos, bem como em humanos, sendo
responsavel por infec¢Bes no trato urinario, respiratorio, endocardites, pele e tecidos moles (11).

Causa frequentemente surtos em unidades neonatais (24,25).

Descrito por Brenner em 1986, E. asburiae é uma espécie isolada no ambiente,
principalmente no solo. Entretanto, ha registros de infec¢bes causadas por essa espécie em
pacientes com endocardites e transplante de medula 6ssea (26-29).
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E. hormaechei (1990) é o nome dado em homenagem ao microbiologista Estenio
Hormaeche que, junto a Edwards, prop0s e definiu o género Enterobacter em 1960 (11,23).
Essa espécie consiste em trés subsespécies: E. hormaechei subsp. oharae, E. hormaechei subsp.
hormaechei e E. hormaechei subsp. steigerwaltii. Essas correspondem aos clusters VI, VII e
VI descritos por Hoffmann e Roggenkamp (21). Recentemente, foram descritas duas novas
subespécies de E. hormaechei: E. hormaechei subsp. xiangfangensis e E. hormaechei subsp.
hoffmannii (22). Seguido de E. cloacae, E. hormaechei é frequentemente isolado como

patdgeno em IRAS, principalmente em UTI de neonatos (30-32).

E. kobei foi proposto por Kosako e colaboradores em 1996 em homenagem a cidade de
Cobe no Japdo, pois seu primeiro relato foi em amostras sanguineas de um paciente com
diabetes na cidade de Cobe (26,33). Ha descri¢cdes desta espécie causando infeccbes no trato

urinario (8).

Hoffmann et al em 2005 propuseram a espécie E. ludwigii em homenagem a Wolfgang
Ludwig, um microbiologista que contribuiu para compreensdo da sistematica bacteriana (34).
O primeiro isolado descrito (EN-119T) foi obtido de amostra de urina de um paciente com

infeccdo urinaria em um hospital da Alemanha (26).

E. nimipressuralis é frequentemente isolada como patégeno em plantas (35). Foi
descrita como Erwinia nimipressuralis e reclassificada como E. nimipressuralis por Brenner e
colaboradores em 1986 baseado em andlises de hibridizagdes DNA-DNA (29). Em 2010, foi
reportado um caso de pseudobacteremia causada por um isolado desta espécie (36). Nao
diferente de outras espécies do género, tem sido proposta a reclassificacdo de E. nimipressularis

como Lelliottia nimipressularis baseado em anélise de MLSA (16).
1.1.1. K. aerogenes (antigo Enterobacter aerogenes)

Antes nomeado como Aerobacter aerogenes, a posicao taxondmica do atual K. aerogenes
tem sido discutida desde 1960 gquando foi nomeado como E. aerogenes por Hormaeche e
Edwards (23). Contudo, recentemente, no estudo de Diene e colaboradores em 2013, a analise
do sequenciamento de genoma total de amostras clinicas resistentes a multiplos antimicrobianos

sugeriram reclassificar E. aerogenes para o género Klebsiella como K. aeromobilis (37).

A dificuldade de classificacdo desta espécie tem sido atribuida & aquisi¢do sucessiva de
genes de outras espécies de Enterobacterales por elementos genéticos mdveis que sédo

eficientemente integrados e transcritos (8,37,38). Tindall e colaboradores em 2017,



considerando esses estudos ao longo do tempo sobre a reclassificacdo de E. aerogenes e 0s
requisitos taxonémicos para classificacdo de nomeacdo das espécies, discutiram sobre a
substituicdo do epiteto mobilis proposto por Bascomb e colaboradores (1971) para aerogenes,
nomeando a espécie como K. aerogenes (13). O CLSI e EUCAST incluiram nos seus
documentos essa modificacdo a partir de 2018. Contudo, até o momento as publicacGes

cientificas frequentemente ainda usam o nome E. aerogenes ao invés de K. aerogenes (8).

Frequentemente nos estudos ao avaliar frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos, K.
aerogenes (antes E. aerogenes) e o complexo eram agrupados em Enterobacter spp o que gera
uma dificuldade em avaliar esse fator comparando os dois grupos. Junto ao complexo E.
cloacae, K. aerogenes sdo frequentemente isolados em IRAS com perfis de resisténcia a
antimicrobianos, chamando atengdo aos carbapenemas. Em um boletim da Anvisa em 2017,
apesar de inserir K. aerogenes dentro de Enterobacter spp, apresenta K. aerogenes e E. cloacae
como esse grupo entre os mais isolados em UTIs de Adulto, pediatrico e neonatal com perfis

de resisténcia aos carbapenemas (39).
1.2. A resisténcia aos betalactamicos

Os betalactamicos sdo os antimicrobianos mais utilizados na pratica clinica em todo o
mundo. Estes antimicrobianos atuam na sintese da parede celular e tem como caracteristica
comum da classe a presenca do anel betalactamico com uma cadeia lateral. As penicilinas,
cefalosporinas, monobactdmicos e os carbapenemas sdo representantes dessa classe de
antimicrobianos. O mecanismo mais frequente de resisténcia a esses antimicrobianos é a
producdo de enzimas chamadas de betalactamases que atuam hidrolisando o anel betalactamico.
Os genes que codificam essas enzimas podem ser cromossoémicos ou codificados por elementos
genéticos moveis, como plasmideos, por exemplo. A essa segunda informacéo é importante ser

levado em consideracdo pela possibilidade de transferéncia desses genes a outras espécies.

As betalactamases podem ser classificadas de acordo com sua atividade sobre as classes de
betalactamicos e inibidores, como proposto por Bush, Jacob e Medeiros em quatro grupos (1 —
4) ou baseado na estrutura quimica dessas enzimas, em classes de A — D, como descrito por
Ambler em 1980. As betalactamases de classes A, C e D sdo betalactamases que possuem serina
no sitio ativo, sendo chamadas de serino betalactamases. A betalactamases de classe B s&o

metalo-betalactamases que possuem zinco no sitio ativo (40,41)

As espécies do complexo E. cloacae sdo frequentemente associadas a multirresisténcia. Sao
intrinsecamente resistentes a penicilinas e a cefalosporinas de primeira geracéo pela expresséo
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constitutiva de betalactamases do tipo AmpC. A superproducao dessa enzima, por mutacdo no
repressor ampR ou por inducdo durante o tratamento com cefalosporinas de terceira geragéo,
causa resisténcia a maioria dos betalactamicos, exceto aos carbapenémicos e a cefalosporinas
de gquarta geracéo (8,38). Entretanto, a presenca de genes que codificam AmpC carreados por
plasmideos conferindo o mesmo fendtipo de superproducdo de AmpC cromossémico tem sido
descrito em diferentes espécies de Enterobacterales: K. pneumoniae , Salmonella enterica,
Proteus mirabilis e E. coli (38,42).

Infeccbes causadas por espécies do complexo E. cloacae e K. aerogenes produtoras de
betalactamases de espectro estendido (ESBL) € descrita. No Brasil, as ESBLs mais comuns
neste dois grupos de bactérias sdo as do tipo TEM e CTX-M (43-45). A producdo dessas
enzimas minimiza as opg¢des para tratamento das infec¢fes causadas por essas espécies, uma
vez que tais enzimas sdo capazes de hidrolisar penicilinas, monobactamicos e cefalosporinas
de amplo espectro (4,43). ESBLs ndo agem sobre os carbapenemas, sendo esses a opc¢do para
tratamento das infeccBGes causadas por bactérias produtoras dessas enzimas. Contudo, com o
aumento do uso dos carbapenemas, observou-se a emergéncia de amostras de diferentes
espécies de bacilos Gram-negativos resistentes a esses antimicrobianos principalmente pela

producdo de carbapenemases.

Dentre 0s mecanismos de resisténcia, atualmente, a producdo de carbapenemases (KPC,
NDM e OXA-48), é 0 mais preocupante, uma vez que 0s carbapenemas representam uma das
ultimas linhas de tratamento contra bacilos Gram-negativos multirresistentes e 0s genes que
codificam as carbapenemases apresentam ampla capacidade de disseminacdo por estarem em

elementos genéticos maéveis (46).

A carbapenemase mais disseminada no Brasil e no mundo entre as espécies de
Enterobacterales é a serino-carbapenemase KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase),
sendo mais frequentemente encontrada em K. pneumoniae (47). Desde a primeira descri¢cdo no
Brasil em 2009, por Monteiro e colaboradores, em amostras de K. pneumoniae isoladas em
Recife em 2006, outros trabalhos foram publicados evidenciando a disseminagdo desse gene
pelo Brasil em diferentes espécies (47,48). Ha poucos dados sobre Enterobacter e K. aerogenes,
mas observa-se que a carbapenemase do tipo KPC é amplamente disseminada e detectada

principalmente em K. aerogenes quando comparado ao complexo E. cloacae (43,49-51).

A metalo-betalactamase NDM, inicialmente foi descrita em K. pneumoniae e em E. coli
isoladas de um paciente na Suécia que havia vindo da india em 2008. Apds sua descrigo, ja

foi descrita em outros membros da familia Enterobacteriaceae em diversos paises. Essas
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enzimas sdo capazes de hidrolisar todas as penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas, mas ndo
0 monobactamico aztreonam (46). No Brasil, o primeiro relato de NDM foi no Rio Grande do
Sul em uma amostra de Providencia rettgeri recuperada de um fragmento de tecido de um
paciente com pé diabético (52). Dentre as espécies do complexo E. cloacae, essa

carbapenemase é frequentemente detectada em E. hormaechei (53-55)

As carbapenemases de classe D descritas em Enterobacteriaceae pertencem a familia da
OXA-48. O primeiro relato de OXA-48 foi em amostras de K. pneumoniae na Turquia em 2001
e desde entdo, varias variantes alélicas de OXA-48 tém sido identificadas em diversos lugares
no mundo. Essas variantes se diferem pela substituicdo ou delecdo de aminoacidos resultando
na modificacdo no espectro atividade na hidrolise de PB-lactamicos (56). Embora menos
frequente, uma nova variante de OXA-48, a OXA-370 foi identificada em uma amostra de E.
hormaechei isoladas de pacientes em UT]I, aléem de amostras de E. cloacae e K. aerogenes de

diferentes hospitais no Brasil (57—-60).

Um ponto de grande importancia é a relagdo de clones epidémicos e disseminacdo da
resisténcia. O clone ST258 de K. pneumoniae (identificado por MLST) é um clone epidémico
de alto risco associado ao rapido aumento da resisténcia aos antimicrobianos e a disseminacgéo
da carbapenemase do tipo KPC em amostras de K. penumoniae em varios paises no mundo
(61,62). Semelhante a esse dado, a relagdo entre o clone ST131 de E. coli e disseminagéo de
CTX-M15 no mundo também tem sido descrita (63,64).

Com aumento da resisténcia aos carbapenemas devido a grande disseminacdo de
carbapenemases, a reintroducdo das polimixinas para tratamento de infeccdes causadas por

bactérias com esse perfil se fez necessario.
1.3. Polimixinas

As polimixinas sdo polipeptidios catidnicos de ~1200 Da em massa, caracterizados por um
anel policatidonico e uma cadeia lateral de &cidos graxos. A cadeia hidrofobica facilita a insercao
nas membranas bacterianas e o anel catidnico torna as moléculas soliveis em ambientes

aquosos (65)

A primeira molécula isolada foi a polimixina B como produto sintetizado por uma bactéria
Gram positiva Bacillus polymyxa, reclassificada como Paenibacillus polymyxa, e a polimixina
E, também chamada de colistina, foi isolada da subespécie Paenibacillus polymyxa subsp
colistinus (65,66). Ha cinco variantes (A- E), mas apenas a polimixina B e polimixina E



(colistina) sdo utilizadas clinicamente, sendo a colistina a mais utilizada (67). Ambas se
diferenciam estruturalmente pelo aminoécido presente no anel cationico, no qual em polimixina
B € uma D-fenilalanina e em colistina, uma D-leucina (65). A administracdo desses farmacos
também é diferente, a polimixina B é administrada diretamente como sulfato de polimixina,
enguanto a colistina é administrada como colistimetato (metanosulfonato de colistina) uma pro

droga que é metabolizada in vivo e convertida em sulfato de colistina (65,68).

As polimixinas possuem amplo espectro de agdo contra bactérias Gram-negativas, incluindo
a maioria das espécies da ordem Enterobacterales e os Bacilos Gram-negativos nédo
fermentadores de glicose (BGN-NF), como Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. No entanto,
ha alguns géneros que sdo intrinsecamente resistentes a esse grupo de antimicrobianos: Proteus
spp., Providencia spp., Serratia spp., Edwardsiella spp., Morganella spp., e Hafnia spp e
Burkholderia cepacia (67,69).

Desde a descoberta, as polimixinas foram utilizadas no tratamento de diferentes infec¢bes
no trato gastrointestinal e no trato urinério, como também na descontaminagdo intestinal em
pacientes tratados com imunossupressores (70). Contudo, entre as décadas de 1970 a 1980
devido aos niveis de nefrotoxicidade e neurotoxicidade por uso prolongado desse
antimicrobiano, seu uso clinico foi restrito ao tratamento de infeccdes persistentes em pacientes
com fibrose cistica. Gradativamente o uso das polimixinas foi substituido por outros
antimicrobianos, como o0s aminoglicosideos e cefalosporinas de amplo espectro, que
apresentavam o mesmo espectro de acdo e menos toxicos (65,66,70). Com esse retorno no uso
das polimixinas para tratamento de infeccbes causadas por bactérias produtoras de

carbapenemases, a resisténcia a esse grupo de antimicrobianos tem sido observada (66)
1.3.1. Mecanismo de acao das polimixinas

O mecanismo de acdo inicial das polimixinas envolve a interacdo eletrostatica entre 0s
grupos amino do anel catidnico da colistina e o lipidio A do lipopolissacaridio (LPS) na
membrana externa das bactérias Gram negativas (67). Essa interacdo gera o deslocamento de
ions magneésio e calcio do LPS, aumentando a permeabilidade da célula bacteriana e
consequentemente, liberacdo do conteudo citoplasmaético (67,70). Embora o alvo inicial das
polimixinas seja 0 LPS na membrana externas das bactérias Gram negativas, 0 mecanismo que

acarreta a morte celular ndo é tdo claro.



Outros mecanismos de acao tém sido apontados para as polimixinas. Apos a lise celular e
liberacdo do LPS, a colistina interage e neutraliza o LPS uma vez que interage com o lipideo A
do LPS, exercendo uma atividade antiendotoxina (71).

Ainda que pouco discutido, Deris e colaboradores sugerem em seu estudo que um segundo
alvo das polimixinas é a inibicdo da enzima NADH-quinona oxirredutase tipo Il que atua no

transporte de elétrons na membrana interna das Bactérias Gram negativas (72).

O aumento da multirresisténcia em bactérias Gram negativas pelo mundo, somada ao ndo
desenvolvimento de novas opcdes para tratamento, as polimixinas foram reintroduzidas no uso
clinico como ultima opc¢éo terapéutica na linha de tratamento contra infecgdes graves causadas

por bactérias multirresistentes (65,71).
1.3.2. Mecanismos de resisténcia as polimixinas

Com o aumento do uso das polimixinas observa-se a emergéncia de resisténcia a esse grupo
de antimicrobianos. O mecanismo mais discutido até o momento estd relacionado a
modificacbes do LPS, o qual estd relacionado com o mecanismo de acdo das polimixinas
(69,73). Essa modificacdo acontece através da adicdo do 4-amino-4-deiocil-arabinose (L-
AradN) ou fosfoetanolamina (PEtN), diminuindo a carga negativa do Lipidio A e reduzindo a

afinidade da polimixina pela superficie celular (69).

Estas modificacdes tém sido associadas a alteracBes no sistema regulatério de dois
componentes PmrA/PmrB, PhoP/PhoQ. Esses sistemas sdo influenciados por fatores
ambientais como alteracdes do pH do meio, presenca de ferro, concentracdes de célcio e
magnésio. Sao responsaveis pela regulacdo de diferentes fatores de viruléncia e resisténcia. As
alteragbes no meio estimulam uma proteina sensor de histidina quinase que sofre
autofosforilacdo e ativa uma proteina citoplasmatica que promove expressao ou repressdo de
genes alvos (66). O sistema PmrA-PmrB € regulado pelo sistema PhoP-PhoQ e regula dois loci
pmrCAB e arnBCADTEF-pmrE, responsaveis pelas alteragdes no lipidio A pela adi¢do de PEtN
e L-Ara4N alterando a carga do lipolissacaridio (Figura 1.1) (69).
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Figura 1.1: Sistema de dois componentes PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB assossiado a resisténcia a
polimixina em bactérias Gram negativas. Fonte: OLAITAN et al. (2014).

Os sistemas relacionados a resisténcia a polimixina diferem entre as bactérias: mutacdes
nos genes pmrA/ pmrB tém sido associado a resisténcia em E. coli, K. pneumoniae, Salmonella
spp., Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa; phoP/phoQ em K. pneumoniae e
Salmonella spp.; parR/parS e colR/colS em P. aeruginosa e; cprR/cprS em Campylobacter
jejuni (69)

Diene e colaboradores (2013) encontraram, em uma amostra clinica de K. aerogenes,
mutacdo no gene pmrA por substituicdo do aminoacido glicina por uma serina (G53S),
resultando na resisténcia a colistina (37). Um estudo recente sugeriu que a falha no tratamento
com colistina em subpopulac@es de E. cloacae dependiam da expressao de PhoQ (BAND et al.,
2016). Guerin et al. avaliando os genomas do complexo E. cloacae observaram a auséncia de
homélogos de pmrD sugerindo a independéncia entre os sistemas phoP/phoQ e pmrA/pmrB,
diferentemente de outras enterobactérias em que os sistemas sdo interdependentes (69,74).
Entretanto, outros estudos sugerem que 0s mecanismos de resisténcia a colistina em E. cloacae
podem ser diferentes, que ndo no sistema PmrAB/PhoPQ, comparados a outras bactérias Gram

negativas (75).

A resisténcia a polimixina também tem sido associada a elementos genéticos méveis, como
0 caso do gene mcr presente em plasmideos. Recentemente, Liu e colaboradores (2016)
observaram um aumento na resisténcia a colistina entre as amostras de E. coli de origem animal
na China. Entdo, identificaram o gene plasmidial mcr-1 (76). Esse gene codifica uma
fosfoetanolamina transferase (pEtN transferase) que transfere pEtN para o lipideo A (77). Apés
sua descrigdo, até o presente estudo, ha descritas 10 variantes do gene mcr descritas em
Enterobacterales (67,78-83).
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Apds sua descricdo em amostras de origem animal, o gene mcr-1 foi descrito por todos os
continentes e em diferentes géneros (Escherichia spp, Klebsiella spp, Salmonella spp, Shigella
spp e Enterobacter spp), mais frequentemente em E. coli (84). De modo geral, as amostras
positivas para mcr-1 sdo caracterizadas por CIM baixas entre 2 a 8ug/mL (67). Estudos mostram
a ocorréncia do gene mcr-1 em amostras produtoras de carbapenemases, uma questdo de
necessaria atencdo devido a problemética com a resisténcia aos carbapenémicos e inviabilidade
as opcdes disponiveis para tratamento. No Brasil, a coexisténcia de mcr-1 e KPC-2 foi descrita

por pesquisadores do nosso grupo em K. pneumoniae e E. coli (85,86).

Em 2016, Xavier e colaboradores identificaram a variante mcr-2 na Bélgica em E. coli
isolada de suinos e bezerros que apresentou 80,65% de identidade em relacdo a variante mcr-1
(81). A terceira variante, mcr-3, foi identificada e descrita por Yin e colaboradores em 2017 em
E. coli isoladas de porcos. Essa variante apresentou 32,5 e 31,7% de identidade nucleotidica
com mcr-1 e mcr-2, respectivamente. (83). No mesmo ano, o gene mcr-4 foi detectado em

Salmonella e E. coli isoladas de porcos na Italia, Espanha e Bélgica (87).

A variante mcr-5 foi identificada e descrita como uma nova variante associada a resisténcia
a colistina em um transposon integrado ao cromossomo bacteriano, em um gene de ornitina
descarboxilase em Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi B (79). Outras

variantes foram descritas posteriormente: mcr-6, mcr-7 e mer-8 (78,80,82)

Recentemente, a variante mcr-9 foi identificada em 2019 em Salmonella enterica
Typhimurium isolada de um paciente em Washington em 2010. Essa amostra era sensivel a

colistina com CIM de 2ug/mL e a transconjugante apresentou CIM entre 1,2 e 2,5ug/mL. (88).

Até o fim da escrita da dissertacdo, a Gltima variante descrita foi a 10. O mcr-10 foi descrito
em E. roggenkampii isolado em 2016 no West China Hospital, China. Essa variante apresentou
79,69% de identidade nucleotidica com mcr-9. Semelhante ao perfil das amostras positivas para

as variantes anteriores, nesse estudo, a CIM para colistina nesta amostra foi de 2pg/mL (89).

A frequéncia de disseminacdo dessas variantes pelo mundo é diferente (90). Ling e
colaboradores realizaram um levantamento de dados de estudos publicados detectando as
variantes de mcr e do National Database of Antibiotic Resistant Organisms (NDARO),

observaram que as variantes mcr-1 e mcr-9 sdo as mais detectadas, seguida pelo mcr-5 (90).
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1.4. Novas opgdes terapéuticas

Esse cenério é preocupante, uma vez que o progresso no desenvolvimento de novos
antimicrobianos ainda estd escasso e novos antibidticos direcionados para o tratamento de

infeccdes causadas por Gram-negativos multirresistentes sdo necessarios (91).

A Food and Drug Administration (FDA) e European Medicines Agency aprovaram duas
novas combinacOes de cefalosporinas e inibidores de betalactamase para o tratamento de
infecgBes graves intra-abdominais e do trato urinario e pneumonia: Ceftolozane/tazobactam e
Ceftazidima/Avibactam (CAZ/AVI) (92,93). A combinacdo CAZ/AVI tem como alvo
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemas, produtoras de serino carbapenemase, como
KPC ou OXA-48, devido ao inibidor avibactam néo ter atividade em metalo-beta-lactamases
(92). Estudos tem demonstrado bons resultados em relacdo a eficacia de CAZ/AVI no
tratamento de infecgdes graves causadas por Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenemas
(94,95).

1.5. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Apesar da sua importancia clinica, o conhecimento sobre a frequéncia de resisténcia a
polimixina e 0s mecanismos associados em K. aerogenes e no complexo E. cloacae sao
escassos. Cada vez mais tem sido observado um aumento da frequéncia de resisténcia as
polimixinas em espécies de importancia hospitalar, contudo, ainda néo é claro os mecanismos
que resultam nesse fenotipo.

Com poucas opcdes disponiveis para terapia de infeccdes causadas por espécies
multirresistentes, entender a dinamica desse cenario de resisténcia a polimixina, a
caracterizacdo molecular e a frequéncia com que ocorre entre essas espécies é fundamental para
manutencdo da viabilidade do uso desses antimicrobianos até que novas opgoes terapéuticas

sejam disponibilizadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a frequéncia e os mecanismos relacionados a resisténcia as polimixinas em amostras

do complexo E. cloacae e K. aerogenes encaminhadas ao Laboratorio de pesquisa em Infecgédo
Hospitalar (LAPIH/FIOCRUZ) no periodo de 2016 a 2018.

2.2. Obijetivos especificos

Avaliar a frequéncia de resisténcia as polimixinas e determinar as concentragdes
inibitérias minimas (CIM) de colistina

Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados
selecionados para o0 estudo

Confirmar a identificacdo das amostras do complexo E. cloacae resistentes a
polimixina por sequenciamento

Avaliar a producdo de carbapenemases das amostras resistentes a polimixina, por
teste fenotipico e confirmar a presenca dos genes de carbapenemases por PCR e
sequenciamento

Avaliar a presenca dos genes plasmidiais de resisténcia as polimixinas (mcr-1 ao 9),
através de PCR

Avaliar a presenca de mutag6es nos genes associados a alteracdo de carga do LPS
levando a resisténcia as polimixinas através de PCR e sequenciamento

Avaliar a relacdo de clonalidade entre as amostras resistentes a colistina através de
PFGE e MLST
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Selecdo de amostras

As amostras bacterianas incluidas no presente estudo foram obtidas a partir de um banco de
amostras provenientes de diferentes espécimes clinicos encaminhadas ao Laboratério de
Pesquisa em Infeccdo Hospitalar (LAPIH) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) para

investigacdo de mecanismos de resisténcia.

Foram recuperadas 124 amostras (94 do complexo E. cloacae e 30 de K. aerogenes)
recebidas pelo LAPIH no periodo de 2016 a 2018. Todas foram retiradas do estoque, onde
permanecem congeladas a uma temperatura de -30°C em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(OXOID, UK) acrescido de 20% de glicerol (Sigma-Aldrich, EUA), e semeadas
simultaneamente em duas placas de &gar Eosin Methylene Blue - EMB (OXOID, UK), uma sem
a adicdo de antimicrobianos e outra acrescido de 4ug/mL de sulfato de colistina (SigmaAldrich,
EUA) para avaliar o crescimento bacteriano e selecionar as amostras resistentes,
respectivamente. Foram utilizadas como controle as cepas E. coli ATCC 25922 (sensivel a
colistina) E. coli CCBH 23595 (ClMcolistina= 4 pg/mL, mcr-1-positiva). Apos o periodo de
incubacdo em estufa bacteriologica a 35 £2°C por um periodo de 18 a 24 horas, as amostras que

ndo apresentaram crescimento no meio contendo colistina foram retiradas da selecdo.
3.2. Determinacdo das concentracdes inibitérias minimas (CIMs) para colistina

Para inclusdo definitiva das amostras no presente estudo, estas foram submetidas a
determinacédo da CIM para colistina utilizando o método da microdiluicdo em caldo descrito no
CLSI M07-A10 e interpretacdo de acordo com o BrCast (96).

3.2.1. Preparo da solucéo estoque de sulfato de colistina

Antes de preparar as concentragdes para microdiluicdo, uma solugédo estoque de sulfato
de colistina a 2560 pg/mL foi preparada. Para isso, a poténcia do antimicrobiano, indicada no
frasco em Ul/mg, foi multiplicada por 0,03333, obtendo a poténcia em pg/mg. A partir disso,
calculou-se a quantidade de antimicrobiano (mg) para preparar a solugdo estoque (2560
pg/mL), baseada na formula abaixo:

Peso (mg) = Volume (mL) x Concentracdo Méxima da Solucdo Estoque (ug/mL)

Poténcia do Antimicrobiano (ug/mg)
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O antimicrobiano foi dissolvido em agua e a solucéo filtrada em membrana Millipore®
de 0,22 um. Em seguida aliquotas de 1,1mL foram feitas e estocadas a -20°C.
3.2.2. Preparo da placa de microdilui¢éo

Para preparar as concentragdes de teste de sulfato de colistina (0,25 a 256 pg/mL), volumes
especificos de solugdo estoque de sulfato de colistina (2560ug/mL) foram adicionados em tubos
Falcon® contendo Caldo Mueller Hinton Cétion Ajustado (CAMHB- Sigma) conforme Figura
3.1.

' SE
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v v

- - -
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Figura 3.1: Esquema de preparo das solugdes de uso para microdiluigdo
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Foram distribuidos 50 uL das solugdes concentradas de sulfato de colistina em microplacas
de poliestireno de 96 pogos com fundo em U (CralPlast, Sdo Paulo, Brasil). Uma coluna foi
reservada para adicionar 50uL. de CAMHB sem adicdo de antimicrobiano como controle de

contaminacéo.
3.2.3. Inoculacédo e leitura da CIM

A partir de um crescimento recente em placa de agar nutriente (OXOID, Hampshire, UK)
(18-24h) foi preparada a suspencdo bacteriana, com 1 ou 2 colénias, em solucdo salina estéril
(NaCl 0,9% p/v), com turvacgéo correspondente a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL)
e diluido 33uL dessa suspensdo em 4967uL de CAMHB (Sigma). Para controle foram
utilizadas as cepas E. coli ATCC 25922 (ClMcalistina= 0,25 a 2ug/mL) e P. aeruginosa ATCC 27853
(ClMcolistina= 0,5 a 2pug/mL). Um volume de 50uL dessa nova suspensao foi transferido para a
microplaca contendo 50uL das diluigdes, resultando em um volume final de 100pL por poco.
Apbs a aplicacdo, as placas foram incubadas a 35 £2°C por 16 a 20 horas.

Com a adi¢ao de 50uL da suspensdo a placa contendo o mesmo volume de solugdo de
sulfato de colistina, a concentracdo final de antimicrobiano é diluida pela metade. Assim o0 poco
que antes continha uma solucdo concentrada a 32ug/mL, com adi¢do da suspensao, na leitura

foi interpretado como 16pg/mL.

[colistina] pg/mL

Y Y Y Y VY Y Y Yy
Q00000000000
s O00000000000
cOO000000000O0O
J0l0/0]00/0]0/0/0]0]0]e,
J10/0/0]0/0/0]0[000]0]e,
rOO0000000000
JOl0[0]0/0/0]0[000]0]e,
+OO0000000000

Figura 3.2: Esquema da organizagdo da placa de 96 pogos

cepal:)csciftj‘(fle
R EEEEE

Apos o periodo de incubacao, foi realizada a leitura e considerando a concentracéo inibitoria
minima (CIM), o primeiro poco onde ndo houve turvagdo do meio de cultura ou formagéo de
botdo de crescimento bacteriano. Para interpretacao dos resultados obtidos, foram utilizados 0s
pontos de corte estabelecidos no BrCast, tendo sido selecionadas as amostras resistentes (CIM

>2ng/mL) e descartadas as amostras com CIM <2ug/mL (sensiveis).
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3.3. Confirmacao das espécies

Uma vez que as amostras do acervo do LAPIH ja possuiam identificagdo prévia para fins
de catalogacdo, a confirmacdo da identificacdo das espécies foi realizada através de métodos
bioquimicos convencionais: TSI (Triple Sugar Iron) para avaliar a fermentacdo dos
carboidratos (glicose, lactose, sacarose) e producdo do sulfeto de hidrogénio; Agar SIM
(Motilidade, Indol e H.S) para determinar a motilidade, formacao de indol e producgéo de sulfeto
de hidrogénio; Citrato para avaliar o uso do citrato como fonte de carbono; Agar Uréia para
avaliar a atividade da urease, agar DNase para determinar a capacidade de produzir a enzima

DNase e descarboxilacdo da lisina, ornitina e arginina (97).
3.3.1. Sequenciamento gene hsp60

Para identificagdo das espécies do complexo E. cloacae foi realizado o PCR e
sequenciamento do gene hsp60 (21). A partir de um crescimento recente em Agar Mueller-
Hinton (OXOID, Hampshire, UK), 1 ou 2 coldnias foram suspensas em microtubo de
polipropileno de 1,5 mL estéril contendo 500 pl de é4gua UltraPure™(Invitrogen),
homogeneizadas e submetidas a sonicagdo em cuba de ultrassom (Cristofoli, BR) 3 vezes por
30 segundos com intervalo de 10 segundos. O material lisado foi submetido a centrifugacdo em
microcentrifuga (Heraeus® Biofuge Fresco) (16000 x g por 3 minutos) e armazenado em gelo

até sua utilizacéo.

A reacdo para deteccdo do gene hsp60 foi preparada para o volume final de 25 pLL contendo
0,5uL de cada iniciador: senso (5"GGTAGAAGAAGGCGTGGTTGC3’) e antisenso
(5"ATGCATTCGGTGGTGATCATCAG3’) a uma concentragdo de 20 pmoles/uL, 12,5 uL de
PCR Master Mix (Promega, EUA), 9,5 uL. de agua UltraPure™ (Invitrogen, USA) e 2 puL do
lisado bacteriano. A reacdo foi submetida a amplificacdo em termociclador (Biorad, EUA) sob
as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto. Por fim, extensdo final a 72°C por 5 minutos. Para controle do experimento foi utilizada

a cepa ATCC 13047, uma cepa de E. cloacae subsp. cloacae.

Com o término da amplificacdo, os produtos de PCR (272 pb) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose ultrapura (UltraPure™ Agarose, Invitrogen) a 1,5% em TBE
0,4X (TBE 10X). A eletroforese foi realizada com tampé&o TBE 0,4X sob corrente de 100V por
30 minutos. Apds a corrida, o gel foi corado por 30 minutos em GelRed Biotium (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) diluido em tampdo TBE 1X e visualizados sob luz ultravioleta e
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fotografados utilizando-se a ferramenta de fotodocumentacdo L-pix Molecular Imaging

(Loccus Biotecnologia).

Os produtos foram purificados utilizando o illustra GFX PCR DNA and Gel Band

Purification Kit (GE Healthcare, UK) de acordo com as instruc@es do fabricante.

Os produtos purificados foram encaminhados para a Plataforma de Sequenciamento Sanger
- RPTO1A (FIOCRUZ) em placas de 96 pocos (SAPPHIRE, Greiner Bio-one). O
sequenciamento foi realizado no sequenciador capilar 3730xI DNA Analyser (Applied
Biosystems), com reac0es feitas utilizando o Big Dye terminator v.3.1 Cycle sequencing Kit
(Applied Biosistems). Os resultados foram analisados no programa Geneious 6.1.7 (Biomatters
Ltd., Auckland, New Zealand) quanto a qualidade e a comparacdo com as sequencias
referéncias para identificagdo das espécies. As informagfes das sequéncias referéncias se

encontram na Tabela 3.1.

Com as sequéncias analisadas, a arvore filogenética foi construida baseada no método
estatistico Neighbor-joining, a significancia das ramificacGes foi avaliada com 100 replicatas
Bootstrap utilizando o programa Mega X. Foram mantidos apenas 0s grupos com bootstrap de
50% e o cluster genético como fortemente suportado com valores de bootstrap acima de 80%

foram considerados significativos, conforme descrito por Hoffmann e Roggenkamp (21)

Tabela 3.1 Informacdes das sequencias referéncias selecionadas para analise dos resultados do

sequenciamento do gene hsp60.

Cluster  Espécie Amostra tipo n° de acesso
I E. asburiae ATCC 35953 AJ417141.1
1 E. kobei DSM 13645 NZ_CP017181.1
V E. ludwigii EN-119 NZ_CP017279.1
VI E. hormaechei subsp. oharae DSM 16687 NZ_CP017180.1
Vil E. hormaechei subsp. hormaechei ATCC 49162  GCA_000213995.1
VIl E. hormaechei subsp. steigerwaltii DSM 16691 NZ_CP017179.1
IX E. bugandensis EB-247 GCA_900324475.1
X E. nimipressuralis ATCC 9912 AJ567900.1
XI E. cloacae subsp. cloacae ATCC 13047 AJ417142.1
XIl E. cloacae subsp. dissolvens ATCC 23373 AJ417143.1
- E. cancerogenus ATCC 33241T AJ567895.1
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Cluster  Espécie Amostra tipo n° de acesso
- E. chengduensis WCHECI-C4 CP043318.1

3.4. Testes de susceptibilidade a antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado para as amostras que se
mostraram resistentes a colistina como resultado do teste de microdiluicdo em caldo (CIM >2
pg/mL). Foi realizado a determinacdo da concentracdo minima inibitéria Etest® para
Ceftazidima-avibactam utilizando tiras de gradiente (Etest®) e o teste de disco-difusdo em &gar

para 0s outros antimicrobianos conforme as recomendac6es do BrCAST 2020.

A partir de cultura recente em Agar Muller Hinton (OXOID, Hampshire, UK) foram
selecionadas 1 a 2 colonias para obtencdo de uma suspensao padronizada em solucgdo salina
fisiologica estéril, com turvagdo correspondente ao padrdo 0,5 da escala de MacFarland. Esta
suspensdo foi semeada em toda a superficie da placa contendo o meio Mueller Hinton Agar
(MHA; OXOID, UK), com auxilio de swab estéril, para obtencdo de crescimento confluente.
Em até 15 minutos, foram aplicados os discos de antimicrobianos (OXOID, UK), mantendo-se
um espaco de, no minimo, 2,5 cm entre eles. Para este teste foram utilizados os discos de

antimicrobianos descritos na tabela 3.2.

Tabela 3.2: Lista dos antimicrobianos utilizados no presente estudo para determinar o perfil de

resisténcia entre as amostras de K. aerogenes e do complexo E. cloacae.

Antimicrobianos

Categoria, classe Agente Conteudo do disco
Aminoglicosideos Amicacina 30 ug
Tobramicina 10 g
Gentamicina 10 pg
Penicilinas
antipseudomonas + Piperacilina/ tazobactam 100/ 10 pg
inibidores de b-lactamase
Cefalosporinas Cefoxitina 30 pug
Cefepima 30 pug
Ceftazidima 10 pg
Monobactamicos Aztreonam 30 ug
Cabapenemas Ertapenem 10 pg
Meropenem 10 pg
Imipenem 10 ug

19



Antimicrobianos

Categoria, classe Agente Conteudo do disco
Tigeciclina Tigeciclina 15 pg
Quinolonas Ciprofloxacina 5ug
Anfenicois Cloranfenicol 30 ug
Inibidores da via do folato | Trimetoprim/ sulfametoxazol 1,25/23,75 ng

Para a combinacdo de Ceftazidima-avilbactam, foi adicionada a tira de gradiente de
concentracdo de Ceftazidima-avilbactam (Etest®, Biomérieux, Franca) concentrado de 0,016 a

256 ng/mL de Ceftazidima e o inibidor avibactam em concentracéo fixa de 4 pg/mL.

Apos aplicacédo dos discos as placas foram incubadas em estufa em ar ambiente a 35°C £1°C
por 18h+2°C. Terminado o periodo de incubagdo, o didmetro dos halos para cada disco de
antimicrobiano e area de inibicdo das tiras de Ceftazidima-avilbactam (Biomérieux, Franca)

foram avaliados e o perfil de susceptibilidade interpretado de acordo com o BrCAST (96)
3.5. BLUE-CARBA

Para a avaliacdo fenotipica da producdo de carbapenemases, todas as amostras foram
submetidas ao teste Blue-Carba, um teste bioquimico desenvolvido para rapida deteccdo da
producdo de carbapenemases (serino-beta-lactamases ou metalo-beta-lactamases). (98). A
deteccdo é baseada na hidrélise do imipenem, com ou sem adi¢éo de EDTA (inibidor de metalo-
beta-lactamases), que acidifica e altera a cor do meio pela presenca do indicador de pH azul de
bromotimol que em solucdo acida altera a cor de azul para amarelo. As amostras foram
semeadas em &gar nutriente (OXOID, Hampshire, UK) e incubadas entre 18 a 24 horas a
35°C+2°C. Para realizacdo do experimento a solucdo Blue-Carba (0,04% de Azul de
bromotimol; 1% DMSO; 1% de sulfato de zinco 10mM, pH 7, agua ultrapura (g.s.p)) foi
adicionada a 3 tubos Falcon de 15mL (identificados como solucdo A, B e C). Nos tubos B e C
foi adicionado a solucdo de Blue-Carba, 6 mg/mL de imipenem (imipenem + cilastatina sédica
(500+500mg)/ BioChimico, Brasil. No tubo C também foi adicionado 30 pL/mL de solucéo de
EDTA 100mM (EDTA dissddico, pH7,5). Apos preparadas, as solugdes foram distribuidas na

placa de microtitulagcdo de 96 pocos adicionando 100uL das solugdes em colunas diferentes.

Cada amostra bacteriana foi semeada nos pogos contendo as 3 diferentes solu¢des. Em
cada poco foi adicionada uma quantidade de massa bacteriana com uso de uma alga calibrada
de 10 pL, agitando para obter uma suspensao homogénea. As placas foram incubadas por até 2
horas a 35£2°C seguindo a primeira leitura com 15 minutos, a segunda a 30 minutos e depois
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com 1 e 2 horas de incubagdo. Como controle negativo foi utilizada a amostra E. coli ATCC
25922 e para controle positivo para atividade de serino betalactamase a K. pneumoniae CCBH
4556 (produtora de KPC-2), como controle positivo de metalo-betalactamase a K. pneumoniae
CCBH 16302 (produtora de NDM-1).

Para interpretacdo dos resultados, verificamos a modificacdo da coloracdo dos pocos 2
e 3 em relagdo ao poc¢o 1 (sem antimicrobiano), sendo a combinagéo do pogo 2 com cor amarelo
e/ou verde-amarelado e poco 3 azul ou semelhante ao po¢o 1, como amostra produtora de
carbapenemases do tipo metalo- betalactamase. Caso o pogo 3 altere a cor, semelhante ao poco

2, a amostra foi classificada como produtora de serino-betalactamase (Figura 3.1).

S.BC
+
S.BC  Imipenem
+ +
S.BC Imipenem EDTA
\/ \/ \/

Controle negativo =p

Controle positivo para serinobetalacmase =p- n'u .

Controle positivo para metalobetalacmase =p- '

Figura 3.1: Interpretacdo do resultado através da alteracdo da coloracdo dos pocos.
Legenda: S.BC- Solucédo Blue-Carba

3.6. Deteccao dos genes plasmidiais de resisténcia aos carbapenemas (blaxpc, blandm e

blaoxa-48) € polimixina (mcr-1 ao mcr-9)

Foram preparadas reacOes multiplex para deteccdo de genes codificadores de
carbapenemases: blakpc, blanom e blaoxa-4s (Tabela 3.3) e para os genes plasmidiais de
resisténcia a polimixina: mcr-1 ao mcr-5 e do mcr-6 ao mcr-9 (Tabela 3.3). Ambas as reagdes
com volume final de 25ulL contendo 0,5 ulL dos iniciadores F e R de cada gene a uma
concentragdo de 20 pmoles/pL, 12,5uL. de PCR Master Mix (Promega, EUA), 9,5uL de agua
UltraPure™ (Invitrogen, USA) e 2ulL do DNA extraido. Como controle positivo para os genes

investigados foram utilizadas as cepas foram utilizadas as cepas CCBH6556 (blakpc-positiva),
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CCBH16302 (blanpm-positiva), CCBH10079 (blaoxa-4s-iike-positiva). Apds preparada, a reagao
para carbapenemases foi submetida a amplificacdo em termociclador (Biorad, EUA) nas
sequintes condicOes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1minuto e extensdo a 72°C por 1

minuto. Por fim, extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Tabela 3.3 Iniciadores para deteccdo de genes codificadores de carbapenemases.

Genes Sequéncias dos iniciadores (5°-3”) Tamanho(ﬂg; prERIES Referéncia
F 5’TCGCTAAACTCGAACAGG3’
b|a|<pc 1011
R 5’TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCCS’
F 5’GGAGATCAACCTGCCGGT3’
blanom 608 (99)
R 5’TCAGCGCAGCTTGTCGGC3’
bla F 5’GTAAMRATGCTTGGTTCGC3’
OXA- 755
48 R 5S’TGTTTTTGGTGGCATCGAT3’

A reacdo para deteccdo dos genes mcr-1 ao 9 foi submetida & amplificacdo em
termociclador (Biorad, EUA) nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 94°C por 15
minutos, seguida de 25 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por
1 minuto e 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Por fim, extensdo final a 72°C por 10
minutos. Como controle foram utilizadas as cepas CCBH20180 (mcr-1-positiva) e CCBH25606
(mcr-5-positiva), CCBH27304 (mcr-9-positiva)

Com o término da amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose ultrapura (UltraPure™ Agarose, Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X (EDTA 0,5M
pH 8,0; Tris 1M pH 8,0; Acido Bérico 0,035 M). A eletroforese foi realizada com tamp&o TBE
0,4X sob corrente de 100V por 30 minutos. Apos a corrida, o gel foi corado por 30 minutos em
GelRed Biotium (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) diluido em tampdo TBE 1X e visualizados
sob luz ultravioleta e fotografados utilizando-se a ferramenta de fotodocumentacdo L-pix

Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia).

Tabela 3.4 Iniciadores para deteccao dos genes plasmidiais de resisténcia a polimixina

Genes Sequéncias dos iniciadores (5°-3”) VEMENIAE 8103 Referéncia
produtos (pb)
F AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
mcr-1 320
R AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
(100)
F CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT
mcr-2 715
R TCTAGCCCGACAAGCATACC
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A - s o Tamanho dos A
Genes Sequéncias dos iniciadores (5°-3”) produtos (pb) Referéncia
F AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG
mcr-3 929
R AATGGAGATCCCCGTTTTT
F TCACTTTCATCACTGCGTTG
mcr-4 1.116
R TTGGTCCATGACTACCAATG
F ATGCGGTTGTCTGCATTTATC
mcr-5 1.614
R TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG
F GTCCGGTCAATCCCTATCTGT
mcr-6 252
R ATCACGGGATTGACATAGCTAC
F TGCTCAAGCCCTTCTTTTCGT
mcr-7 551
R TTCATCTGCGCCACCTCGT
(101)
F AACCGCCAGAGCACAGAATT
mcr-8 856
R TTCCCCCAGCGATTCTCCAT
F GTATCCTTCCTGCCATCCTC
mcr-9 1011
R CTTTCCATAACAGCGAGACAC

3.7. Andlise de mutacBes nos genes phoP, phoQ, pmrA, pmrB

Para as amostras do complexo E. cloacae foi realizada a PCR em termociclador (Biorad,
EUA) para os genes phoP, phoQ, pmrA, pmrB (Tabela 3.5). As reacdes foram preparadas para
um volume final de 25pL contendo 0,5 pL dos iniciadores F e R de cada gene a uma
concentracao de 20 pmoles/pL, 12,5uL. de PCR Master Mix (Promega, EUA), 9,5uL de agua
UltraPure™ (Invitrogen, USA) e 2uL do DNA extraido como descrito no tdpico 1.

Para os genes phoP e phoQ a amplificacdo se deu sob as seguintes condi¢des: desnaturacdo
inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Por fim, extensdo final a 72°C
por 5 minutos. E para os genes pmrA e pmrB: desnaturagéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida
de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos,

extensdo a 72°C por 45 minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos.

Com o término da amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose ultrapura (UltraPure™ Agarose, Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X (EDTA 0,5M
pH 8,0; Tris 1M pH 8,0; Acido Bérico 0,035 M). A eletroforese foi realizada com tamp&o TBE
0,4X sob corrente de 100V por 30 minutos. Apoés a corrida, o gel foi corado por 30 minutos em
GelRed Biotium (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) diluido em tampdo TBE 1X e visualizados
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sob luz ultravioleta e fotografados utilizando-se a ferramenta de fotodocumentacdo L-pix

Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia).

Tabela 3.5 Sequéncia de iniciadores para amplificagéo e sequenciamento dos genes associados

a resisténcia a polimixina para as espéecies do complexo E. cloacae.

Genes Sequéncias dos iniciadores (5’- 3”) Tamanhczp(:)c; Bludie Referéncia
F TCAGCGTTAAACTATTCATACTCTG
phoP 732
R CAGTGAAAGGGGCATAATGT
F GGCTACCTGTTCGAATTA
phoQ 518
R GAAGCCTGGGTGCGAGAT
(75)
F AGGTATCAGCCAAAACAGGT
pmrA 942
R ATCTGTTCGCGGCTTTCA
F TTGGCAAAGACCGGATAAAAA
pmrB 1.004
R GATAAGGCCCCTGTTGATAC

Os produtos purificados foram encaminhados para a Plataforma RPTO1A de
Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz em placas de 96 pocos (SAPPHIRE, Greiner Bio-
one). O sequenciamento foi realizado no sequenciador capilar 3730xI DNA Analyser (Applied
Biosystems), com reacg0es feitas utilizando o Big Dye terminator v.3.1 Cycle sequencing kit
(Applied Biosistems). As sequencias foram analisadas no programa Geneious 6.1.7 (Biomatters
Ltd., Auckland, New Zealand) comparando com as sequéncias referéncias descritas na Tabela
3.6.

Tabela 3.6: Sequéncias das amostras tipo das amostras identificadas no complexo E. cloacae

Cluster  Espécie Amostra tipo n° de acesso
V E. ludwigii EN-119 NZ_CP017279.1
VIl E. hormaechei subsp. steigerwaltii DSM 16691 NZ_CP017179.1
IX E. bugandensis EB-247 GCA_900324475.1
Xl E. cloacae subsp. cloacae ATCC 13047 CP001918.1
E. chengduensis WCHECI-C4 CP043318.1

Para avaliacdo do efeito das mutacdes, sendo essas inser¢des, delecdes ou substituicdes, foi

utilizado a ferramenta PROVEAN PROTEIN (http://provean.jcvi.org/seq_submit.php), a qual

classifica de acordo com o dado inserido se as modificagdes encontradas na sequéncia de

aminoacidos da proteina sdo deletérias ou neutras. O escore para classificar as mutacoes foi 0
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padrdo estabelecido pela ferramenta: -2,5 para a classificacdo binaria (ou seja, deletéria versus

neutra).

A amplificagdo dos quatro genes para K. aerogenes ndo foi realizada pois até o fim da
realizacdo desse estudo, ndo havia primers descritos na literatura para amplificacdo dos genes

do sistema de dois componentes (PmrA/PmrB, PhoP/PhoQ) em K. aerogenes.
3.8. Determinacédo da diversidade genética

3.8.1. Anélise dos perfis de fragmentacao do DNA cromossémico apoés eletroforese de

campo pulsado em gel de agarose (PFGE)

De acordo com o protocolo descrito por Ribot e colaboradores (102), as amostras foram
semeadas em tubos contendo 3mL de &gar nutriente (OXOID, Hampshire, UK) e incubadas
por 24 horas a 35°C +2. Apds esse periodo, foi preparada uma suspensao bacteriana em tampéo
de suspensdo de células (BSC) (EDTA 0,5M pH 8.0, TRIS-HCI 10mM pH 8) equivalente ao
padrdo de turvacdo 3 de MacFarland e 200uL dessa suspensdo foram transferidos para um
microtubo de 1,5mL contendo 5uL de Proteinase K (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a
50mg/pL. Em seguida, foram adicionados 200uL de agarose Seakem Gold®(Lonza, Atlanta,
EUA) a 1%, contendo SDS (0,1 g de agarose, 0,5mL de SDS a 1%, 9,4mL de TE (TRIS-HCI
10 mM pH 8.0, EDTA 0,1 MM pH 8.0), homogeneizados e distribuidos em moldes para plugs
de PFGE (Bio-Rad, Berkeley, EUA). Apds a solidificacdo dos blocos, esses foram transferidos
para tubos de polipropileno de 15mL contendo 5uL de Proteinase K (50mg/ uLSigma) e 2mL
de solucdo de lise (TRIS-HCI 10 mM pH 8,0/ EDTA 0,5M pH8,0/ N-Lauril sarcosil
[SigmaAldrich, St. Louis, EUA] 10%/ Agua Milli Q (g.s.p)) e incubados por 2 horas em banho
maria a £50°C. Os blocos foram lavados 3 vezes com 10mL de agua MilliQ a +50°C por 15
minutos e uma vez com 7mL de Tampdo TE a +50°C por 15 minutos. Apds as lavagens, 0s

blocos foram armazenados em 2mL de TE na geladeira.

Um terco de um bloco foi cortado e transferido para um microtubo de 1,5mL contendo
5uL da solucéo tampéo da enzima de restricdo Xbal (Invitrogen™ Anza™) e 45ul agua MilliQ
e incubadas na geladeira por 30 minutos para a pré-restricdo. Posteriormente, o bloco foi
transferido a um mix contedo: 42uL de agua MilliQ, 5uL do tampédo da enzima e 3uL enzima

Xbal, foi preparado e incubado por 3 horas em termobloco a 37°C.

Os fragmentos de restricdo foram separados em gel de agarose 1,1% (Seakem Gold®),
preparado em TBE 0,4X, através de eletroforese de campo pulsado, utilizando o sistema CHEF-
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DRIII (Bio-Rad, Richmond, EUA) sob as seguintes condi¢Ges: pulso crescente de 0,5 a 35
segundos, por 18 horas a 6V/cm, na temperatura de 14°C. Foi utilizado como marcador
molecular o Lambda Ladder PFG Marker (50 pg/mL - New England BioLabs, Ipswich, MA)

com fragmentos com tamanhos entre 48.5-1,018 kb.

Ap0s a corrida, o gel foi corado por 30 minutos em GelRed Biotium (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA) diluido em tampdo TBE 1X e visualizados sob luz ultravioleta e fotografados
utilizando-se a ferramenta de fotodocumentacdo L-pix Molecular Imaging (Loccus

Biotecnologia).

As analises dos géis e a confeccdo dos dendrogramas foram realizadas com auxilio do
software BioNumerics (versdo 6.6, Applied Maths, KortrijK, Belgium). Os agrupamentos
foram realizados utilizando o coeficiente de Dice, e a correlagdo para agrupamento foi calculada
por UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com valores de
otimizacdo e tolerancia de 1,5%. O percentual de similaridade usado foi acima de 85% para que

as amostras fossem consideradas pertencentes ao mesmo grupo clonal.

3.8.2. MLST (Multilocus Sequence Typing) para as espécies do Complexo E. cloacae

e K. aerogenes

Todas as amostras foram submetidas ao MLST seguindo o protocolo descrito por
Miyoshi e colaboradores (103). As informagdes sobre os primers utilizados no estudo estéo na
Tabela 3.7.

As reacdes para amplificacdo dos sete genes (dnaA, fusA, gyrB, pyrG, leus, rplB, rpoB)
do MLST do complexo E. cloacae foram preparadas para um volume final de 25uL contendo
0,5uL de primer F e R de cada gene a uma concentracao final de 20 pmoles/uL, 12,5uL de PCR
Master Mix (Promega, EUA), 9,5uL de dgua Milli-Q e 2uL do lisado bacteriano. Nas seguintes
condigdes: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 50 segundos, anelamento a 63°C por 50 segundos e extensao a 72°C por 50 segundos.

Por fim, a extens&o final a 72°C por 5 minutos.

Para o MLST em K. aerogenes, as reagdes foram preparadas no mesmo volume descrito
no paragrafo anterior e para amplificacdo sob as condigdes para os genes dnaA, fusA, gyrB,
leuS, rpIB, rpoB: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de

desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 45 segundos e extensdo a 72°C
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por 45 segundos. Por fim, a extensdo final a 72°C por 5 minutos. Para o0 gene pyrG, o

anelamento foi configurado para 60°C, mas sob as mesmas condi¢Ges dos outros 6 genes.

Os produtos da amplificacdo foram purificados o illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare) de acordo com as instrucdes do fabricante. Os produtos
purificados foram encaminhados para a Plataforma RPTO1A de Sequenciamento do Instituto
Oswaldo Cruz em placas de 96 pocos SAPPHIRE (Greiner Bio-one). O sequenciamento foli
realizado no sequenciador capilar 3730xI DNA Analyser (Applied Biosystems), com reagoes
feitas utilizando o Big Dye terminator v.3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosistems). As
sequencias foram analisadas no programa Geneious 6.1.7 (Biomatters Ltd., Auckland, New

Zealand) e inseridas no banco disponivel em https://pubmlst.org/ecloacae/ e

https://pubmlst.org/organisms/klebsiella-aerogenes para comparacao e definicdo do sequence
type (ST). A andlise filogenética dos STs foi realizada com o auxilio do software PHYLOViZ

(https://online.phyloviz.net/).

Tabela 3.7: Iniciadores para MLST (PCR e sequenciamento)

- A L s o Tamanho do A
Espécie Genes Sequéncias dos iniciadores (5’-37) produto (pb) Referéncia
F  AYAACCCGCTGTTCCTBTATGGCGGCAC
dnaA 695
R KGCCAGCGCCATCGCCATCTGACGCGG
F TCGCGTTCGTTAACAAAATGGACCGTAT
fusA 851
R TCGCCAGACGGCCCAGAGCCAGACCCAT
F TCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAA
gyrB 1098
R GCAGAACCGCCCGCGGAGTCCCCTTCCA
F  GATCARCTSCCGGTKATCCTGCCGGAAG https://pub
leus 790 mlst.org/ec
R ATAGCCGCAATTGCGGTATTGAAGGTCT loacae/
Complexo E. cloacae
F AYCCBGAYGTBATTGCRCAYMAGGCGAT
pyrG 480
R GCRCGRATYTCVCCCTSHTCGTCCCAGC
F  GTAAACCGACATCTCCGGGTCGTCGCCA
rpIB 691
R ACCTTTGGTCTGAACGCCCCACGGAGTT
F  AAAAACGTATTCGTAAGGATTTTGGTAA
rpoB 693
R CCAGCAGATCCAGGCTCAGCTCCATGTT
Sequenciamento
F  AAAACCGGTACYATGGTGCGTTTCTGG
gyrB 785
R  GCAGAACCGCCCGCGGAGTCCCCTTCC
F  TCGCGTTCGTTAACAAAATGGACCGTAT
fusA 654
R ATCTCTTCACGYTTGTTAGCGTGCATCT
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Tamanho do

Especie Genes Sequéncias dos iniciadores (5°-3°) produto (pb) Referéncia
F CGTAAGCCAAATGCTAAAGTG
dnaA 694
R GGCAGGCTGTGGTTGGTC
F GTTCTTGATGGTGCGGTAATG
fusA 915
R CATACGCTCCAGAATGATCG
F GCGACGGCAAAGAAGACC
gyrB 699
R CCTGGTTCTTACGGTTACG
https://pub
F CAATTCCAATGGTGACCCTG mist orglor
K. aerogenes leus 882 - Kl
R CGGTATTGAAGGTCTGACG ganisms
ebsiella-
F CGTGACCGTCAACATCAAGC aerogenes
pyrG 488
R CTTCAATCGGTTTCAACAACA
F ATGGCAGTTGTTAAATGTAAAC
rplB 791
R TCAGTACGCTTGTTGCTGC
F GCTACCGTCTGGGCGAAC
rpoB 805
R CGTAAGCCAAATGCTAAAGTG
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4. RESULTADOS
4.1. Selecdo de amostras

4.1.1. Triagem em meio seletivo contendo colistina

Entre o periodo de 2016-2018, o LAPIH recebeu 94 amostras pertencentes ao complexo
E. cloacae e 30 de K. aerogenes totalizando 124 no acervo. Na triagem inicial, as 124 amostras
foram semeadas em placas com meio EMB acrescido de sulfato de colistina a uma concentragéo
final de 4pg/mL. Apds incubagdo, 31 amostras, sendo 26 do complexo E. cloacae (27,7%) e 5

de K. aerogenes (16,7%) apresentaram crescimento em meio seletivo Tabela 4.1

4.1.2. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Para confirmagdo da resisténcia e inclusdo no estudo, a CIM para colistina foi
determinada pelo teste de microdiluicdo em caldo. Das 31 amostras que apresentaram
crescimento no meio seletivo, 8 foram consideradas sensiveis com CIM <2ug/mL, sendo uma
de K. aerogenes e sete do complexo E. cloacae. Das 23 amostras resistentes incluidas no estudo,
a CIM para colistina variou entre 4pg/mL a >128ug/mL, com CIMso 64 pg/mL e ClMgo>128
pg/mL (Gréfico 4.1). Em K. aerogenes a frequéncia de resisténcia e CIM encontradas foram
menores (13%; CIMso 4pug/mL e ClMgo >128ug/mL) quando comparadas ao complexo E.
cloacae (20%; CIMso 32ug/mL e ClMgo >128ug/mL).

100%
90%
80%
70%
60%

= 50%

K. aerogenes
40%

Complexo E. cloacae
30%
20%
10%

0%
025 05 1 2 4 8 16 32 64 =128
Concentracéo Inibitoria Minima - pg/mL
Grafico 4.1: Variagédo entre as CIM das amostras do complexo E. cloacae e K. aerogenes
resistentes a colistina.
CIMsg e ClIMgo: Concentragfes que inibem o crescimento de 50% e 90% da populacdo

bacteriana estudada respectivamente.
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Tabela 4.1 Resultado da selecdo de amostras para o estudo apds triagem no meio seletivo e

microdiluigdo em caldo.

Espécie bacteriana (n° de amostras)

Complexo E. cloacae K. aerogenes Total
NUmero inicial de amostras 94 30 124 (100%)
Crescimento em meio seletivo 26 5 31 (25%)
CIM >2pg/mL 19 (20,2%) 4 (13,3%) 23 (18,5%)

CIM: concentracéo inibitéria minima

As 23 amostras resistentes a colistina incluidas nesse estudo foram provenientes de
diferentes espécimes clinicos, sendo sangue o mais frequente (39,1%). As amostras foram
isoladas de pacientes atendidos em hospitais de oito estados brasileiros, principalmente Minas

Gerais (35%) e Espirito Santo (22%) como apresentado nas Tabela 4.2 e Tabela 4.3.

Tabela 4.2: Espécimes clinicos de origem das 23 amostras de Complexo E. cloacae e K.

aerogenes resistentes a colistina.

Espécie bacteriana (n° de amostras)

Complexo E. cloacae K. aerogenes Total
Espécimes clinicos n % n % n (%)
Sangue 9 47,4% 0 0,0% 9 39,1%
Urina 4 21,1% 2 50,0% 6 26,1%
Swab retal 0 0,0% 1 25,0% 1 4,3%
Ponta de cateter 1 5,3% 0 0,0% 1 4,3%
Secrecdo traqueal 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Outros? 5 26,3% 1 25,0% 6 26,1%
Total 19 4 23

'Outros: lesdo de pele, liquor, peca cirdrgica e fragmento de tecido.
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Tabela 4.3: Estados de origem das 23 amostras de Complexo E. cloacae e K. aerogenes

resistentes a colistina.

Espécie bacteriana

Complexo E. cloacae K. aerogenes Total
Estados n % n % n %

Bahia 2 11,0% 0 0,0% 2 8,7%
Ceard 0 0,0% 1 25,0% 1 4,3%
Espirito santo 5 26,0% 0 0,0% 5 21,7%
Goiés 0 0,0% 1 25,0% 1 4,3%
Maranhéo 0 0,0% 1 25,0% 1 4,3%
Minas gerais 8 42,0% 0 0,0% 8 34,8%
Rio de janeiro 2 11,0% 0 0,0% 2 8,7%
Rio grande do Sul 2 11,0% 1 25,0% 3 13,0%

Total 19 4 23

4.2. ldentificagdo das amostras do Complexo E. cloacae

Todas as 19 amostras identificadas bioquimicamente como complexo E. cloacae foram
submetidas ao sequenciamento parcial do gene hsp60 (272 pb). Através da arvore Neighbor-
joining construida com as 19 amostras do estudo e 16 sequéncias referéncias (Figura 4.1), foram
observados agrupamentos com 5 espécies diferentes. Seis amostras (31,6%) apresentaram mais
de 90% de similaridade com a amostra referéncia de E. hormaechei subsp. steigerwaltii. Outras
5 amostras (26,3%) formaram um grupo com mais de 70% de similaridade com a amostra de
referéncia de E. cloacae subsp. cloacae. A espécie E. bugandensis formou um agrupamento de
61% de similaridade com 4 amostras. Duas apresentaram 62% de similaridade com a espécie
E. ludwigii. Duas amostras agruparam com a espécie E. chengduensis, uma com 100% de

similaridade e outra com 51% (Tabela 4.4).

A espécie E. chengduensis ndo é descrita como pertencente ao complexo E. cloacae. Como
inicialmente essas amostras foram identificadas como parte do complexo pelos testes
bioquimicos utilizados para confirmacéo das espécies previamente identificadas, as amostras
identificadas como E. chengduensis pelo sequenciamento do gene hsp60 serdo incluidas no

presente estudo como parte do complexo para fins de analise.
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Figura 4.1: Arvore Neighbor-joining construida com a analise parcial do gene hsp60 das 19
amostras selecionadas e identificadas como complexo E. cloacae. A arvore foi construida baseada

no método estatistico Neighbor-joining, com 100 replicatas Bootstrap
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Tabela 4.4: Caracteristicas de origem de isolamento dos Clusters identificados entre as

amostras do complexo E. cloacae.

Clusters  Espécies n % Material Clinico n  Estados

V E. ludwigii 2 11%  Sangue 2 MG

VIl E. hormaechei subsp. steigerwaltii 6 32%  Sangue 1 ES
Urina 2 MG,RS

Ponta de Cateter 1 ES

Outros! 2 RS,BA
XI E. cloacae subsp. cloacae 5 26%  Sangue 4 MG, SP
Urina 1 RJ
IX E. bugandensis 4 21% Sangue 1 ES
Outros 3 ESBA
E. chengduensis 2 11% Sangue 1 MG
Urina 1 RJ
Total 100% 19

'Outros: lesdo de pele, liquor, peca cirdrgica e fragmento de tecido.

4.3. Determinacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos

Através do teste de disco-difusdo em agar, mais de 60% das amostras apresentaram
resisténcia a piperacilina-tazobactam, ceftazidima, cefepima, ertapenem, aztreonam,
tobramicina e ciprofloxacina. As menores taxas de resisténcia foram para gentamicina (21,7%),
amicacina (26,1%) e tigeciclina (26,1%). Em relacdo aos carbapenemas, 78,3% das amostras
foram resistentes ao ertapenem, enguanto para imipenem e meropenem, as taxas de resisténcia

foram menores (30,4% amostras) (Grafico 4.2).
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Grafico 4.2: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras do complexo E.

cloacae e K. aerogenes.

Comparando as taxas de resisténcia entre os dois grupos de bactérias estudadas, observamos

que a maioria das amostras de K. aerogenes foram resistentes a amicacina, diferente do

observado para as amostras do complexo E. cloacae (Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Perfil de susceptibilidade das 23 amostras de Complexo E. cloacae e K. aerogenes

resistentes a colistina.

Complexo E. cloacae (n=19)

K. aerogenes (n=4)

Classes Antimicrobianos S | R S | R
Eg{‘;jg::’t‘gn'gs'g'dor 9 pigeracilina-tazobactam  32% 5%  63% 0% 25% T75%
1 a
g:rf:éggpo“”a 3 Ceftazidima 21% 11%  68% 0%  25% 75%
1 a
g:rf:éggpo“”a 4 Cefepima 21% 21%  58%  25% 0%  75%
Ertapenem 26% 0% 74% 0% 0% 100%
Carbapenémicos Meropenem 68% 5% 26% 50% 0% 50%
Imipenem 58% 16% 26% 50% 0% 50%
Monobactamicos Aztreonam 21% 11% 68% 25% 25% 50%
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Complexo E. cloacae (n=19) K. aerogenes (n=4)

Amicacina 47% 37% 16% 25% 0%  75%
Aminoglicosideos Gentamicina 68% 11% 21% 5% 0% 25%
Tobramicina 5% 32% 63% 0% 0% 100%
- Tigeciclina 74% 0% 26% 5% 0% 25%
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina 32% 0% 68% 0% 0% 100%
Anfenicois Cloranfenicol 63% 0% 37% 0% 0%  50%

Sulfametoxazol-

- - 53% 5% 42% 50% 0% 50%
trimetoprim

Antimetab0litos

4.3.1. Perfil de susceptibilidade das diferentes espécies do complexo

Comparando o perfil de resisténcia das espécies do complexo E. cloacae, foi observado
qgue E. hormaechei subsp. steigerwaltii e E. cloacae subps cloacae foram as espécies que
apresentaram resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados. Contudo, as amostras de E.
cloacae subps cloacae foram sensiveis a meropenem, imipenem e amicacina e a maioria a
tigeciclina (75%), enquanto as amostras de E. hormaechei subsp. steigerwaltii apresentaram
67% de resisténcia ao meropenem e imipenem e maior suscetibilidade a gentamicina (100%) e
cloranfenicol (83%) (Tabela 4.6)

As outras espécies mostraram-se mais sensiveis que E. cloacae subps cloacae e E.
hormaechei subsp. Steigerwaltii. As amostras de E. chengduensis (n=2) apresentaram
sensibilidade a amicacina, gentamicina, tobramicina, cloranfenicol e sulfametoxazol-
trimetoprim, enquanto as amostras de E. bugandensis (n=4) e E. ludwigii (n=2) apresentaram
sensibilidade a maioria dos antimicrobianos testados. Apenas uma amostra de E. ludwigii foi
resistente a tobramicina e E. bugandensis teve uma taxa de resisténcia a Ertapenem de 75%

entre os carbapenémicos e 50% para tigeciclina e cloranfenicol.

Em relacdo a concentracdo inibitéria minima de colistina ndo houve diferenca entre as

espécies.
4.4. Confirmacéo da producéo de carbapenemases

4.4.1. Deteccdo fenotipica da atividade de carbapenemases

Todas as amostras foram submetidas ao teste Blue-Carba para detecgéo da produgdo de
carbapenemases. Das 23 amostras, 8 apresentaram atividade de carbapenemase no teste, 6 com
atividade de serino-betalactamases, 2 com atividade de metalo-betalactamases.
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4.4.2. Deteccao molecular de carbapenemases

Para detectar a presenca de genes codificadores de carbapenemases, as amostras foram
submetidas a PCR multiplex para os genes blakpc, blanom € blaoxa-4s € as 8 (35%) amostras
positivas no teste fenotipico foram positivas para algum dos genes testados, sendo 6 positivas

para blakpc e 2 para blanpwm.

Em comparacdo aos resultados do teste fenotipico, todas as amostras com atividade de
serino-betalactamase foram positivas para o gene blakpc € as duas amostras com atividade de

metalo-beta-lactamases no teste fenotipico foram positivas para o gene blanpwm.

Das amostras produtoras de carbapenemases, duas eram da especie K. aerogenes. Uma
positiva para KPC (amostra 23461) e outra positiva para NDM (amostra 24777). As
caracteristicas das amostras se encontram descritas na Tabela 4.7.

Dentre as amostras do complexo E. cloacae produtoras de carbapenemases (n=6,
31,6%) a carbapenemase KPC foi encontrada em 5 amostras, sendo 4 da espécie E. hormaechei
subsp steigerwaltii e uma de E. chengduensis. A carbapenemase NDM foi detectada em uma
amostra de E. hormaechei subsp. steigerwaltii (Tabela 4.7).
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Tabela 4.6: Perfil de susceptibilidade das diferentes espécies do complexo

Espécies

E. hormaechei subsp

E. cloacae subsp cloacae

steigerwaltii (n=6) (n=5) E. bugandensis (n=4) E. chengduensis (n=2) E. ludwigii (n=2)
Antimicrobianos S | R S | R S | R S | R S I R

TZP 0% 0% 100% 25% 25% 50% 75% 0% 25% 0% 0% 100% 100% 0% 0%

CAZ 17% 0% 83% 0% 0% 100% 75% 0% 25% 0% 0% 100% 100% 0% 0%

FEP 0% 0% 100% 25% 0% 75% 100% 0% 0% 50% 0% 50% 100% 0% 0%

ERT 0% 0% 100% 0% 0% 100% 25% 0% 5% 0% 0% 100% 100% 0% 0%
MEM 17% 17% 67% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 50% 0% 50% 100% 0% 0%

IMP 17% 17% 67% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 50% 0% 50% 100% 0% 0%

ATM 0% 0% 100% 25% 0% 75% 75% 0% 25% 0% 0% 100% 100% 0% 0%

AK 17% 33% 50% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 50% 50% 0% 100% 0% 0%

CN 100% 0% 0% 25% 0% 75% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%

TOB 0% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 100% 0% 50% 0% 50%

TGC 50% 0% 50% 75% 0% 25% 50% 0% 50% 0% 0% 100% 100% 0% 0%

CIP 0% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 100% 0% 0%

C 83% 0% 17% 25% 0% 75% 50% 0% 50% 100% 0% 0% 100% 0% 0%

SXT 50% 0% 50% 0% 0% 100% 75% 25% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%

ClIMcotistina (Mg/ML) 4,16 €32 32, 64 ¢ >128 16,32 ¢ >128 32e>128 >128
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Tabela 4.7: Caracteristica das amostras produtoras de carbapenemases

Genes de Resisténcia

Amostra Espécie Material Clinico Estado C“(VI el
blakec blanom blaoxa-as Hg/mL)

22141 Enterobacter chengduensis Urina RJ + 32

22341 E. hormaechei subsp steigerwaltii Swab de lesdo de pele RS + 16

24527 Urina MG + 32

24592 Liquor BA + 32

25651 Sangue ES + 4

26336 Ponta de Cateter ES + 4

23461 K. aerogenes Urina GO + 4

24777 K. aerogenes Swab retal RS + 4

4.4.3. Comparacdo do perfil de susceptibilidade das amostras produtoras e néo

produtoras de carbapenemases

Como apresentado no Grafico 4.3 , quando comparamos o perfil de susceptibilidade

entre as amostras produtoras ou ndo de carbapenemases, observamos uma maior resisténcia

para a maioria dos antimicrobianos testados dentre as produtoras de carbapenemases, exceto

para gentamicina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim.

Para as amostras produtoras de KPC, foi testado a combinacéo ceftazidima/avibactam.

Todas as amostras foram sensiveis a essa combinagdo com CIM 0,5/4 pg/mL e 0,38/4pg/mL.

Este antimicrobiano foi testado apenas em amostras produtoras de KPC devido a nao atividade

contra metalo-betalactamases.
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Perfil de resisténcia das amostras produtoras de carbapenemases
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Grafico 4.3: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dentre as amostras resistentes a

colistina produtoras e ndo produtoras de carbapenemases

Em relacdo a CIM de polimixina, observamos que as amostras produtoras de NDM
apresentaram CIM mais baixas (4pug/mL) que as produtoras de KPC e ndo produtoras de

carbapenemases (Grafico 4.4).
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Grafico 4.4: Comparacgdo das concentracgdes inibitorias minimas de colistina entre as amostras

produtoras e ndo produtoras de carbapenemases resistentes a colistina
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4.5. Deteccdo do gene mcr (variantes de 1-9)

Todas as 31 amostras foram submetidas a PCR para detec¢cdo dos genes plasmidiais de
resisténcia a polimixina (mcr-1 mcr-2, mcr-3, mcr-4, mer-5, mcr-6, mcr-7, mcr-8 e mcr-9).

Apenas em uma amostra foi identificada uma das variantes pesquisadas. Na amostra 26336
identificada como E. hormaechei subsp. steigerwaltii produtora de NDM foi detectada a
variante mcr-9 com ClMcolistina 44g/mL. Esta amostra foi isolada de ponta de cateter de um
paciente internado em um hospital do Espirito Santo e apresentava resisténcia a todos os
antibidticos testados no estudo, exceto a Gentamicina, Tigeciclina, Cloranfenicol e

Sulfametoxazol-trimetoprim.

4.6. Anélise de mutacgdes nos genes phoPQ e pmrAB de complexo E. cloacae

Os quatro genes do sistema de dois componentes (phoP, phoQ, pmrA, pmrB) foram
avaliados para as espécies estudadas sempre comparando com as sequencias obtidas com
amostras referéncia de cada espécie conforme descrito na Tabela 3.1.

Dentre as 19 amostras do complexo E. cloacae analisadas, para alguns genes de algumas
amostras nao foi possivel obter as sequéncias nucleotidicas ou por ndo amplificacdo do gene
como no caso do gene phoP ou pela obtencdo de sequencias de baixa qualidade como no caso
do gene phoQ. A proteina que apresentou mais alteracfes de aminoacidos foi a PmrB em todas

as 5 espécies do complexo E. cloacae (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8: Modificacdes encontradas nas proteinas dos sistemas de dois componentes

relacionadas a resisténcia a polimixina entre as espéecies do complexo E. cloacae.

Espécie Amostra PmrA PmrB PhoP PhoQ ClIMcol (ug/mL)
E. hormaechei L109M
subsp steigerwaltii 22024 WT T121A N37D ND 4
(n=6) V233A
L109M
1134V
22341 T31A T121A N37D WT 16
V233A
A344T
24527 WT ND ND V300M 32
24592 WT ND ND V300M 32
L109M
T121A
25651 T31A V233A N37D WT 4
A344T
26336 WT WT ND ND 4
E. cloacae subsp N90K
cloacae (n=5) 22588 V71A 1295C ND S240T >128
S1751
25680 WT G273D WT S240T 32
1295T
S1751
25683 WT G273D WT S240T 64
1295T
S1751
25754 WT G273D WT S240T >128
1295T
S1751
25815 WT G273D WT S240T 64
1295T
E. bugandensis
= f)g ! 24948 wWT A270E ND wWT 32
L423I
26368 WT A270E ND L467S 32
L4231
26376 WT A270E ND L467S 16
L423I
26704 WT A270E ND Q80H >128
E. ludwigii 25842 ND ND ND ND >128
(n=2) 572G
E171A
S175T
5206G
T225K
25843 ND T260P ND ND >128
D272E
G278S
Q291R
Q292L
K327T
E. chengduensis 22141 S64T WT ND ND 32
(n=2) AT2N D94A
23517 R143Q Y110F ND ND >128
N145D N132S
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Espécie Amostra PmrA PmrB PhoP PhoQ ClIMcol (ug/mL)

Q135K
A163S
E171A
S206N
T260A
G278S
Q291R
V319L

Legenda: Em vermelho sdo as modificacBes categorizadas como deletérias pelo PROVEAN.

ND: Nao determinado

Em quatro amostras da espécie E. cloacae subsp cloacae foram identificadas trés alteracdes
em PmrB (S1751, G273D e 1295T). De acordo com a predicdo do PROVEAN, a substituicdo
de serina por uma isoleucina na posi¢do 175 da proteina PmrB foi considerada com um impacto
“deletéria” pelo score (score -2.845) (Tabela 4.8). Para essas amostras a CIM variou entre 32 a

>128ug/mL. Para PmrA, PhoP e PhoQ ndo foram encontradas modificagdes deletérias.

4.7. Avaliacéo da diversidade genética

4.7.1. Analise dos perfis clonais identificados por PFGE

As 23 amostras do estudo foram submetidas ao PFGE para avaliar o padrdo de
fragmentacdo do DNA de cada amostra e assim analisar a diversidade genética entre elas. Os
perfis foram considerados como um grupo clonal quando apresentavam similaridade maior ou
igual a 85%. Entre as amostras do complexo E. cloacae 13 grupos clonais nomeados de ECA —
EcM foram identificados (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Dendrograma mostrando os perfis de fragmentacdo do DNA encontrados entre as 19 amostras do

complexo E. cloacae resistentes a colistina.
Linha tracejada indicando 85% de similaridade.

Entre as amostras da espécie E. cloacae subsp. cloacae foram encontrados dois clones:
EcD e Ecl, sendo o perfil EcD o mais frequente, com quatro amostras isoladas de sangue
coletado de diferentes pacientes em um mesmo hospital em Minas Gerais no ano de 2018. O
perfil de resisténcia aos antimicrobianos testados e as modificacdes encontradas nos quatro
genes investigados nesse estudo (pmrA, pmrB, phoP e phoQ) foi semelhante entre as amostras
identificadas como pertencentes ao clone EcD (Tabela 4.9), exceto pela sensibilidade da
amostra 25683 a Piperacilina-tazobactam. A CIM para colistina entre essas amostras foi

variavel entre concentracdes de 32 a >128ug/mL.

Tabela 4.9: Caracteristicas fenotipicas das amostras de E. cloacae subsp. cloacae pertencentes

ao clone EcD
N° Material clinico Estado Perfil de Resisténcia Modificagdes  CIM pg/mL
25683 Sangue MG CAZ, FEP, ECI?I-II-:’ ATM, TOB, S1751 64
25680 Sangue MG S1751 32
25754 sangue Mg 4P CAZT'OFE’%'IEF'?T' ATM, S1751 >128
25815 Sangue MG S175I 64

Cinco clones foram identificados entre as amostras de E. hormaechei subsp.

steigerwaltii: ECA, EcF, EcG, EcK e EcL. Diferente do encontrado em E. cloacae subsp.
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cloacae, ndo foi encontrada prevaléncia entre os clones. As amostras produtoras de KPC-2
pertenciam aos clones EcG, EcK e EcL, com origem nos estados de Minas Gerais, Bahia, Rio
Grande do Sul e Espirito Santo, respectivamente. As duas amostras pertencentes ao clone EcG
(27527 e 27592) foram isoladas nos estados de Minas Gerais e Bahia no ano de 2017.

Dentre as amostras de E. bugandensis foram identificados 3 clones: ECE, EcH e EcJ. As
amostras 26368 e 26376, pertencentes ao clone EcH foram isoladas no Espirito Santos em 2018.
As duas amostras de E. ludwigii pertenciam ao mesmo clone, EcC, isoladas em Minas Gerais
em 2018. Dois clones foram identificados em E. chengduensis (EcB e EcCM). No clone EcB esta

incluido a amostra 22141 produtora de KPC isolada no Rio de Janeiro.

Entre as 4 amostras de K. aerogenes identificamos 4 perfis diferentes nomeados de KaA-
KaD. A amostra produtora de KPC pertenciam ao clone KaA e a positiva para NDM ao clone
KaC (Figura 4.3)

- - o - 2 S Amostra Estado Genes Perfil

D ) - ™~
| ' 1 B 261 GO KPC  KaA
: Huim 1 24514 CE - KaB
l i 24777 RS NDM  KaC
I 21881 MA - KaD
, ML E | v

Figura 4.3: Dendrograma mostrando os perfis de fragmentacdo do DNA encontrados entre 4 amostras

de K. aerogenes resistentes a colistina.
Linha tracejada indicando 85% de similaridade.

4.7.2. MLST

Foram identificados 10 sequence types (ST) entre as amostras do complexo E. cloacae.
Um ST novo foi identificado para E. hormaechei subsp steigerwaltii: ST1575. Foram
identificados diferentes clones pelo PFGE que pertenciam a um mesmo ST. Em E.
bugandensis, os clones EcH e Ecl pertencem ao ST599. Os clones EcK e EcL de E. hormaechei
subsp steigerwaltii ao ST91. Todas as amostras pertencentes ao clone EcD de E. cloacae subsp

cloacae pertenciam ao ST 513 (Tabela 4.10).
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Tabela 4.10 Relacéo entre os clones identificados por PFGE e os ST encontrados entre as

amostras do complexo E. cloacae

Variante alélica

Espécie PFGE N° dnaA fusA gyrB leuS pyrG rplB rpoB ST UF
Eté:‘goerr'cvi‘itci?” SUDSD A 20024 4 4 4 6 1 30 127 1575 RS
EcF 2633 360 4 391 6 39 74 6 1497 ES

EcG 24527 58 41 14 6 60 4 6 106 MG

24502 58 41 14 6 60 4 6 106 BA

EcK 22341 58 37 6 11 4 25 91 RS

EcL 25651 58 37 4 6 11 4 25 91  ES

5‘0‘2325""6 subsp EcD 25680 171 1 190 168 1 22 113 513 MG
25683 171 1 190 168 1 22 113 513 MG

25754 171 1 190 168 1 22 113 513 MG

25815 171 1 190 168 1 22 113 513 MG

Ecl 22588 149 44 61 180 152 1 1 45 RJ

E. bugandensis EcE 24948 140 19 157 167 126 8 29 917  ES
EcH 26368 207 18 166 174 31 72 29 599  ES

26376 207 18 166 174 31 72 29 599  ES

Ecl 26704 207 18 166 174 31 72 29 599 BA

E. chengduensis EcB 22141 136 99 153 160 140 12 25 414 RJ
EcM 23517 36 39 192 206 49 12 20 523 Ry

E. ludwigii EcC 25842 231 145 246 168 229 94 147 713 MG
25843 231 145 246 168 229 94 147 713 MG
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Atualmente, existem 1574 STs depositados no banco de dados do pubmlst. A analise
filogenética dos STs encontrados no presente estudo com os disponiveis no banco de dados foi
realizada com o auxilio do software PHYLOViZ (https://online.phyloviz.net/), utilizando o
algoritmo goeBURST v.1.2.1. Atraveés desta anélise foi observado que o ST106 (E. hormaechei
subsp. steigerwaltii) pertence ao Complexo Clonal CC106 que contém outros quatro STs
(ST103, 453, 793 e 1007) com variagdes em apenas um locus génico. O mesmo foi observado
para 0 ST91 (E. hormaechei subsp steigerwaltii), que pertence ao CC90, contendo oito STs
(ST90, 91, 224, 239, 751, 800 e 1474). OST 523 de E. chengduensis também pertence a um
complexo clonal (CC523) contendo outros dois ST: ST1398 e ST823 e o ST599 (E.
bugandensis) possui outros dois ST com varia¢do de apenas um locus (ST593 e ST1537). Os

outros STs encontrados ndo faziam parte de nenhum Complexo Clonal (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Full Minimum Spanning Tree (Full-MST) Parcial obtida através do software

PHYLOViZ. Complexos clonais em E. cloacae. Os STs com circulos vermelhos tracejados foram

0s encontrados no presente estudo.

Os perfis de fragmentacdo das amostras de K. aerogenes, KaA e KaB, identificados no
PFGE, pertencem ao mesmo ST (ST93). Essas amostras foram isoladas em Goias e no Ceara,

respectivamente. O ST da amostra 24777, correspondente ao clone KaC, foi submetido ao
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ubmlst e gerado um novo ST: ST227. Para a amostra 21881 nao foi definido o ST devido a

qualidade do sequenciamento e ndo foi inserida na Tabela 4.11.

Tabela 4.11: Relacdo entre os clones identificados por PFGE e os ST encontrados entre as

amostras de K. aerogenes

Variante alélica

Espécie PFGE N° dnaA fusA gyrB leuS pyrG rplB rpoB ST UF

K. aerogenes KaA 23461 3 3 2 18 3 1 10 93 GO
KaB 24514 3 3 1 18 3 1 10 93 CE
KaC 24777 10 2 3 28 1 1 2 227 RS

No banco de dados do pubmlst, ha 227 STs de K. aerogenes. Através da analise com
auxilio do software PHYLOViZ, o ST93 formou um complexo clonal incluindo os STs: ST160,
161, 50, 162, 60 e 191 (Figura 4.5).

160 -
B—L1 qg_ 1 /1 50
162
60
52

Figura 4.5: Full Minimum Spanning Tree (Full-MST) Parcial obtida através do software
PHYLOViZ. Complexos clonais K. aerogenes. Os STs com circulos vermelhos tracejados

foram os encontrados no presente estudo.

47



5. DISCUSSAO

A resisténcia a polimixina é um problema crescente dentre as espécies de importancia
clinica da ordem Enterobacterales. Apesar da importancia clinica do complexo E. cloacae e K.
aerogenes, este € um assunto pouco estudado comparados a outras espécies como K.
pneumoniae e E. coli. Contudo, os estudos mostram taxas significativas de resisténcia a

polimixinas nestes dois grupos de bactérias desde 2001 (104)

Gales e colaboradores (2006) avaliando a atividade de polimixina B em bacilos Gram
negativos isolados de diferentes hospitais da Asia-Pacifico, Europa, América Latina e América
do Norte entre 2001 e 2004, mostraram taxa de resisténcia de 1,8% em K. pneumoniae e 0,5%
em E. coli, enquanto para o género Enterobacter (incluindo K. aerogenes, C. sakazaki e P.
gergoviae) a taxa de resisténcia foi de 16,7%, sendo K. aerogenes e E. cloacae as espécies
mais frequentes (104). Em estudo com amostras isoladas apenas em hospitais da América
Latina no periodo entre 2008 — 2010, a taxa de resisténcia a polimixina no Brasil para o género
Enterobacter (incluindo K. aerogenes) foi semelhante ao encontrado no estudo anterior do
mesmo grupo (16,6%) (105). Sader e colaboradores avaliando a susceptibilidade em Gram-
negativos isolados de pacientes hospitalizados nos Estados Unidos e na Europa no periodo de
2009 a 2012, encontraram uma taxa de resisténcia de 13,6% nos EUA e 15% na Europa para o
género Enterobacter sp (106). Um estudo realizado na Coreia em 2018 encontrou uma taxa de
resisténcia de 4,2% em K. aerogenes, enquanto a maior taxa foi encontrada para o complexo E.
cloacae (23,9%) (107). O presente estudo mostrou taxa de 20% de resisténcia a polimixina
entre as amostras do complexo E. cloacae e 13% em K. aerogenes corroborando com os dados

encontrados na literatura.

Através da triagem usando meio EMB contendo 4ug/ml de colistina, foi observado
crescimento de oito amostras que se mostraram sensiveis através da determinacédo da CIM pela
microdiluicdo em caldo. Esta reducdo do nimero de amostras selecionadas apds determinagéo
da CIM para colistina pode ser justificada pela lenta difuséo das polimixinas através do agar,
devido a caracteristica catidnica da molécula e sua propenséo a se ligar em superficies plasticas
fato que estéa inclusive relacionado ao desenvolvimento de pequenas zonas de inibi¢do mesmo
em amostras sensiveis, 0 que insere significativa quantidade de variabilidade nos ensaios de
difusdo em &gar e consequentemente os estudos com esse antimicrobiano (HUMPHRIES,
2014).

Chew e colaboradores (2017), avaliaram os métodos automatizados Sensititre®,

Microscan®, Vitek2® e as tiras de gradiente (Etest®) para a avaliagcdo da susceptibilidade a
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polimixina e compararam com o padrdo-ouro (microdiluicdo) em 76 cepas de
Enterobacteriaceae, sendo 21 mcr-1-positivas. Os resultados confirmaram a falta de acurécia
da automacdo em determinar a categorizacdo correta para esses antimicrobianos. O estudo
chama a atencdo ainda para o fato de que a maioria das CIMs para os isolados mcr-1-positivos
encontravam-se proximos ao breakpoint, sugerindo uma dificuldade na interpretacdo desses
resultados e possivel subnotificagdo de cepas produtoras de MCR (108). Dessa forma,
atualmente, apenas a microdiluigdo em caldo é recomendada para avaliacdo da susceptibilidade

as polimixinas B e E (colistina).

Apesar da alta taxa de resisténcia a polimixina encontrada no presente estudo, taxas
significativas de sensibilidade a outros antimicrobianos, principalmente aos aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina) e tigeciclina foram encontradas, exceto as amostras de K. aerogenes

que apresentaram um perfil de resisténcia a amicacina.

Estes dados estdo de acordo com o descrito na literatura. Hong e colaboradores
avaliaram o perfil de suscetibilidade de 51 amostras do complexo E. cloacae e K. aerogenes
resistentes a polimixina isoladas em oito hospitais na Coréia e observaram baixa taxa de
resisténcia a gentamicina para o complexo E. cloacae (2%), enquanto para amostras de K.
aerogenes foi observado taxa de 50%. Para tigeciclina foi observada taxas de sensibilidade de

13,7% e 50% para o complexo E. cloacae e K. aerogenes, respectivamente (107).

Em relacdo aos carbapenémicos, as amostras do complexo E. cloacae do nosso estudo,
apresentaram baixas taxas de resisténcia ao meropenem e ao imipenem (26%). No estudo de
Hong e colaboradores, citado anteriormente, baixas taxas de resisténcia aos carbapenémicos
meropenem e imipenem também foram encontradas. Para as amostras de E. cloacae resistentes
a colistina, 2% foram resistentes a imipenem e meropenem, enquanto para K. aerogenes
resistentes a colistina, nenhuma amostra foi resistente ao imipenem e 16,7% (1/6) foram

resistentes ao meropenem (107).

Apesar da baixa resisténcia ao imipenem e meropenem, a maioria das amostras foi
resistente ao ertapenem (74% das amostras de complexo E. cloacae 100% das amostras de K.
aerogenes). Estas espécies possuem intrinsecamente beta-lactamases do tipo AmpC, que
guando superexpressas podem levar a um fendtipo de suscetibilidade reduzida ou resisténcia
aos carbapenemas, com o ertapenem sendo geralmente mais afetado (42). Mammeri e
colaboradores mostraram que a expressao de AmpC associada a baixa expressdo das porinas

OmpC e OmpF em E. coli conferiu altos niveis de resisténcia ao ertapenem, sugerindo que essa
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associacdo pode favorecer a reducdo da suscetibilidade aos carbapenemas, sendo a

suscetibilidade ao imipenem e ao meropenem menos afetadas comparado ao ertapenem (109).

Chavda e colaboradores avaliaram o genoma de 97 amostras de Enterobacter spp
resistentes aos carbapenemas e encontraram a prevaléncia de deteccdo da carbapenemase do
tipo KPC. Semelhante ao encontrados no nosso estudo, a carbapenemase NDM foi a menos
prevalente (110). Desde sua descricdo, KPC tem sido reportada globalmente em Gram
negativos, sendo KPC-2 a principal variante disseminada no Brasil e no mundo (47,63). Em um
estudo anterior do nosso laboratorio, avaliando a epidemiologia molecular de KPC em espécies
da Ordem Enterobacterales (excluindo as amostras de K. penumoniae) no Brasil entre 2009 e
2011, a frequéncia de KPC em K. aerogenes foi 31,4%, enquanto em E. cloacae a taxa foi de
17% (111).

A emergéncia da resisténcia a polimixina tem sido associada a disseminacdo de
Enterobactérias produtoras de carbapenemases, sugerindo que o uso de polimixinas para o
tratamento de infeccGes por essas bactérias esteja exercendo uma pressdo seletiva, selecionando
amostras resistentes a polimixina. Contudo, no nosso estudo, a frequéncia de deteccdo da
producdo de carbapenemases foi baixa e a suscetibilidade aos carbapenemas imipenem e
meropenem alta, sugerindo que o0 aumento do uso de polimixinas como opc¢ao terapéutica esteja
gerando uma presséo seletiva de uma forma geral no ambiente hospitalar e ndo somente sobre

as bactérias produtoras de carbapenemases.

Com o aumento da resisténcia as polimixinas entre as amostras produtoras de
carbapenemases, restam poucas op¢Oes de tratamento disponiveis. Recentemente foi
disponibilizado para a prética clinica, a combinacdo do betalactdmico Ceftazidima com o
inibidor de betalactamase Avibactam que possui atividade sobre as serino-carbapenemases
como a KPC. No nosso estudo, os resultados sugerem a possibilidade deste antimicrobiano ser
uma alternativa de tratamento entre as amostras produtoras de KPC resistentes a polimixina.
Todas as amostras produtoras de KPC mostraram-se sensiveis a CAZ/AVI com ClMcazavi
entre 0,38 a 1,5ug/mL. Esse resultado corrobora com o encontrado em um estudo avaliando a
atividade de CAZ/AVI em isolados de Enterobacteriaceae de 18 paises europeus, através de
dados do International Network of Optimal Resistance Monitoring (INFORM), programa de
vigilancia em resisténcia antimicrobiana, no qual 98,9% das amostras de Enterobacteriaceae
produtoras de KPC foram suscetiveis a essa combinacdo. (94). Contudo, apesar de raro, a

resisténcia a CAZ/AVI tem sido descrita em K. pneumoniae (112)
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Apesar da relevancia clinica do complexo E. clocacae, informacdes sobre a frequéncia
nas infecgbes humanas, perfil de resisténcia aos antimicrobianos para cada espécies do
complexo é pouco discutida. A similaridade fenotipica nos testes bioquimicos convencionais e
os resultados ndo discriminatorios em testes automatizados para essas especies, dificulta a
correta identificagdo. O uso do MALDI-TOF MS permitiu identificar corretamente E. cloacae
e E. nimipressuralis, com resultados ndo discriminatdrios para E. asburiae, E. hormaechei, E.
kobei e E. ludwigii (20). A comparacdo de metodologias sugere o sequenciamento do hsp60

como mais discriminatorio quando comparado a outros genes como oriC, gyrB, rpoB (21).

Estudos apontam a prevaléncia de E. hormaechei entre as espécies do complexo.
Kremer e Hoffman encontraram uma prevaléncia de E. hormaechei amostras clinicas, entre eles
31% subespécies E. hormaechei subsp steigerwaltii e 25% para o Cluster 111 que no periodo do
estudo ndo havia a classificacdo para E. hormaechei subsp. hoffmannii (113). Um estudo
realizado por Morand e colaboradores avaliando a distribuicdo das espécies do complexo E.
cloacae isoladas de infeccdes em implantes ortopédicos que as espécies mais frequentes foram
E. hormaechei subsp steigerwalltii seguido de E. hormaechei subsp. oharae (MORAND et al.,
2009). Apesar do nosso estudo avaliar a frequéncia das espécies do complexo E. cloacae
resistentes a colistina, observou-se uma relacdo da frequéncia de identificacdo dessas espécies
em infeccgdes e a frequéncia de resisténcia a polimixina. As espécies mais frequentes no nosso
estudo também foram E. hormaechei subsp steigerwallti (31,6%) e E. cloacae subsp cloacae
(26,3%).

E. bugandensis € uma espécie descrita recentemente causando quadro de sepse em
neonatais (14). Em um estudo gendmico com amostras do complexo E. cloacae positivas para
blaivi isoladas em Singapura em um periodo de 5 anos encontrou uma frequéncia de 13,8%
para E. bugandensis (114). Em nosso estudo, essa espécie foi a terceira mais frequente. Em
nosso estudo duas amostras foram identificadas como E. chengduensis. Desde a sua descri¢do
em 2019, ndo houve outros estudos identificando essa espécie em infecgdes clinicas (15). Sua
relagcdo com o complexo ndo é definida, entretanto, por inicialmente ser identificada por testes
bioquimicos convencionais e para fins de andlise, ela foi incluida no presente estudo ao

complexo.

E. ludwigii é frequentemente descrita em estudos com plantas e animais, contudo ha
descricdo causando infecgdes sanguineas e isoladas em cateter urinario (115-117). A relagéo
da frequéncia de resisténcia a colistina para as espécies E. bugandensis, E. chengduensis e E.

ludwigii ndo haviam sido descritas até o presente estudo.
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A resisténcia as polimixinas podem ser causadas por mutacdes em genes que codificam
0s sistemas de dois componentes, principalmente, PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB e o gene regulador
do sistema mgrB e pela aquisicio de genes plasmidiais que codificam uma
fosfoetanolaminotrasnferase (genes mcr) (69,84,118). Em 2015 foi descrito o gene mcr-1
conferindo resisténcia a polimixina em amostras de E. coli isolados em alimentos, animais e
humanos (76). Desde a sua descri¢do, foram descritas 10 variantes do gene mcr em diferentes
espécies ao redor do mundo (79-83,87-89) No Brasil, ha identificacdo desse gene em diferentes
espeécies (85,119). Entretanto, a detec¢do de mcr-1 ndo é frequente em Enterobacter spp. As
poucas descri¢cdes neste grupo de bactérias, mostraram a presenca da variante mcr-1 em K.

aerogenes e E. cloacae isoladas na China e na Francga (77,120).

Em nosso estudo, encontramos uma amostra de E. hormaechei subsp. steigerwaltii
carreando o gene mcr-9 e o gene blanom. Essa variante de mcr tem sido frequentemente
identificada em Enterobacter spp., com uma prevaléncia em E. hormaechei. Li e colaboradores
mostraram a distribuicdo dessa variante em diferentes paises em amostras isoladas de humanos,
animais, ambiente e alimentos, sendo Enterobacter spp a espécie mais comum carreando esse
gene (121).

Além disso, alguns estudos também tém mostrado a associacdo deste gene com genes
de carbapenemases. O estudo realizado por Yuan e colaboradores na China mostrou a
coproducdo de mcr-9 e blanom-1 em E. hormaechei isolado de um paciente com infecgéo
sanguinea (122). Outro estudo descreveu uma amostra de E. hormaechei subsp. steigerwaltii
carreando mcr-9 e blaviv-4 isolado de um paciente pediatrico com infecgdo de garganta (123).
Semelhante a esses dados, a coproducdo de mcr-9 ja foi identificada com outras
carbapenemases em Enterobacter spp. como IMP-1 (124) e VIM-1 (125).

O interessante a se observar € a CIM para polimixinas que algumas amostras apresentam
qguando positivas para mcr-9. A presenca dos genes mcr-1 tem sido associada a baixos niveis
de resisténcia as polimixinas (CIM 4-8 ug/mL) (76,77,85,126). Entretanto, a maioria dos relatos
de mcr-9 sdo em amostras sensiveis a polimixina. Como no estudo de Kananizadeh e
colaboradores (2020) em que as amostras que carreavam este gene (E. hormaechei subsp.
xiangfangensis e E. asburiae) apresentaram CIM de 0,125pug/mL (124). Soliman e
colaboradores (2020) encontraram CIM de 0.25 pg/mL para colistina em uma amostra de E.
hormaechei positiva para mcr-9 e blaviv-4 isolada de escarro de um paciente no Cairo, Egito
(127).
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Diferentemente desses dados, no nosso estudo a amostra positiva para mcr-9 e produtora
de NDM apresentou CIM de 4pg/mL, sendo considerada resistente a colistina, apesar de ser
uma CIM baixa. No trabalho publicado por Yuan e colaboradores, a amostra co-produtora de
NDM-1 e Mcr-9 também se mostrou resistente com CIM de 16pg/mL. Ressaltando a

importancia de se estudar 0s mecanismos associados a resisténcia a poliximina.

A resisténcia a polimixina em niveis mais altos tém sido associadas principalmente a
mutacgdes nos genes do sistema de dois componentes (phoP/Q e pmrA/B). Um estudo realizado
por Guérin em 2016 mostrou a associacdo do sistema PhoP/ PhoQ com a resisténcia a
polimixina em Enterobacter spp, uma vez que mutantes deletados para esses genes se tornaram
sensiveis e quando restaurados 0s genes, as amostras retornaram ao fenotipo de resisténcia (74).
Outros estudos também tém mostrado a auséncia de mutacGes ou de mutacGes significativas

nos genes associados a resisténcia a polimixinas (128).

Mutac6es em PmrA e PmrB também tém sido associadas a resisténcia a polimixinas em
E. cloacae (Chavda et al, 2018; Dagner, 2019). Algumas das substituicdes em PmrB detectadas
em nosso estudo em E. hormaechei subsp steigerwallti (A344T, 1134V e T121A) j& foram
detectadas em amostras de E. hormaechei suscetiveis e resistentes a colistina (129). Dentre as
diferentes mutacdes identificadas nos genes pmrA/B, phoP/Q, apenas a modificacdo por
substituicdo de aminoacidos em PmrB (S1751) de E. cloacae subp cloacae apresentou efeito
deletério através da analise pelo programa Provean, sugerindo um provavel comprometimento
da funcdo proteica para manutencdo da viabilidade da célula bacteriana em meio a pressdo do
antimicrobiano, com CIM de colistina variando entre 32ug/mL a 128ug/mL. Entretanto, outras
amostras sem mutacOes deletérias também apresentaram CIM altas, sugerindo a possibilidade
de outros mecanismos de resisténcia e que ndo necessariamente essas mutacdes encontradas

estejam relacionadas a resisténcia ao antimicrobiano.

O gene mgrB ndo foi estudado nesse trabalho. Entretanto dados recentes sugerem que a
inativacdo deste gene seja responsavel pela resisténcia a colistina em E. hormaechei subsp
steigerwallti (130). A auséncia desse gene também tem sido descrito como responsavel pela
resisténcia a colistina em E. cloacae no estudo recente de Wozniak e colaboradores (131).
Contudo, outros genes podem estar associados a resisténcia a polimixina. Ha estudos que
reportam a superexpressao da bomba de efluxo acrAB-tolC regulada pelo gene soxRS ligada a
heterorresistencia em E. cloacae e E. asburiae (132). O operon crrB tem sido associado a
resisténcia a colistina em K. penumoniae (133), na qual a inativacdo do gene crrB (proteina

quinase) gera uma superexpressdo do operon pmrAB e adi¢do de L-Ara4N e pEtN no lipideo A
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no LPS e alteracdo da carga da membrana externa reduzindo a afinidade da polimixina pelo seu

alvo.

Em nosso estudo, ndo foi possivel avaliar modificagdes em K. aerogenes. Contudo, até
momento, um estudo de Diene e colaboradores avaliando o genoma de uma amostra clinica de
K. aerogenes com perfil de resisténcia a varios antimicrobianos (exceto gentamicina), sugeriu

a associagdo da substituicdo G53S na proteina PmrA a CIM para colistina de 16g/mL (37).

A resisténcia a polimixinas tem sido associada e clones epidémicos em K. pneumoniae,
a exemplo do complexo clonal CC11, o complexo de grande importancia em K. pneumoniae
associado a producdo de KPC (61,134). Bartolleti e colaboradores (2016) estudaram a
resisténcia a polimixina B em 62 isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a carbapenemas
na cidade de S&o Paulo/SP e encontraram maior prevaléncia de resisténcia as polimixinas em
cepas ndo susceptiveis aos carbapenemas, sendo o ST11 (48,4%) e o ST437 (27,4%) 0s mais

prevalentes, ambos pertencentes ao CC11 (135).

Através do PFGE foram encontrados 13 perfis clonais entre as amostras do complexo
E. cloacae e 11 STs através de MLST. Os perfis ECK e EcL de E. hormaechei subsp
steigerwaltii, produtores de KPC, pertenciam ao ST91, assim como o EcH e Ecl de E.
bugandensis pertenciam ao ST599. Em K. aerogenes também foi encontrada esse resultado, no
qual os perfis KaA e KaB pertenciam ao mesmo ST, o ST93. A detecc¢éo de diferentes perfis
de fragmentacdo pelo PFGE pertencentes ao mesmo ST também tem sido relatado em outros
estudos. Cai e colaboradores (2019) descreveram amostras de E. cloacae de 4 diferentes
pulsotipos que pertenciam ao ST114 (136). De forma semelhante, Izdebski e colaboradores
(2015) comparando PFGE com MLST encontraram uma relagéo entre os resultados (137). Estes
achados sugerem que 0 PFGE seja mais discriminatério que o MLST.

N&o foram encontrados estudos recentes avaliando a resisténcia a polimixinas e 0s
clones ou STs em Enterobacter spp. O primeiro estudo que descreveu a distribuicdo dos clones
em 173 isolados de E. cloacae resistentes a cefalosporinas em diferentes hospitais em paises da
Europa e Israel, identificou por MLST 88 STs, sendo ST78, ST66, ST114 e ST108 prevalentes
e cada um representado com mais de 10 isolados de paises diferentes, com diferentes pulsotipos,
relacionados em um ou mais hospitais, ressaltado pelos autores sugerindo o potencial epidémico
desses STs (137). Nesse estudo foi descrito um novo ST (ST106) com amostras positivas para
as ESBLs: TEM-21 e CTX-M-3. (137). Apesar de avaliado a presenca de carbapenemases no
estudo, ndo foi detectado no ST106 amostras produtoras de KPC, diferentemente do nosso

estudo, no qual as amostras do ST106 eram produtoras de KPC e com ClIMcolistina de 32jug/mL.
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Apos esse estudo, um mais recente de 2018, analisando o sequenciamento de genoma total de
170 amostras clinicas de Enterobacter spp produtores de carbapenemases coletadas 2008—2014,
encontraram os ST: 114, ST93, ST90 e ST78 como prevalentes e associados a diferentes

carbapenemases (138).

No presente estudo, ndo foram encontrados prevaléncia de clones ou associacdo com
producdo de carbapenemases e resisténcia a polimixinas entre as amostras do complexo E.
cloacae e K. aerogenes, sugerindo que ao aumento da resisténcia a estes antimicrobianos esteja
relacionado a pressao seletiva exercida pelo aumento do uso nos hospitais. Ressaltamos a
importancia em ampliar o numero de amostras para uma analise mais abrangente do cenério da

resisténcia as polimixinas em K. aerogenes e no complexo E. cloacae.
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6. CONCLUSAO

A frequéncia de resisténcia as polimixinas encontrada no presente estudo entre os isolados
do complexo E. cloacae foi maior comparada a K. aerogenes, corroborando o que tem sido
observado em estudos anteriores. Sendo E. hormaechei e E. cloacae as espécies do complexo

E. cloacae as mais isolada no presente estudo.

De modo geral, todas as 23 amostras do estudo apresentaram um perfil de resisténcia a
maioria dos antimicrobianos testados, com sensibilidade a gentamicina (22%), amicacina
(22%) e tigeciclina (22%), sugerindo-os como opgOes de tratamento entre essas amostras.
Analisando a resisténcia dentre as espécies do complexo E. cloacae, as amostras de E. cloacae

e E. hormaechei apresentaram niveis de resisténcia maiores que as outras espécies identificadas.

A taxa de producéo de carbapenemase foi baixa dentre as amostras resistentes a polimixina.
Entretanto, as CIM para colistina dentre as amostras produtoras de KPC foram altas. Dado
esperado, uma vez que as polimixinas sdo utilizadas como opc¢éo terapéuticas em infeccoes

causadas por bactérias resistentes aos carbapenemas.

A associagdo Ceftazidima/Avibactam foi ativa contra todos os isolados testados,
mostrando-se uma op¢ao terapéutica para cepas produtoras de serino-carbapenemases do tipo

KPC e resistentes a colistina no presente estudo.

A frequéncia de identificacdo de genes plasmidiais de resisténcia a polimixina (mcr) foi
baixo e esperado de acordo com os dados publicados até 0 momento, sendo apenas uma amostra

de E. hormaechei positiva para mcr-9 e produtora de NDM.

Em relacdo aos mecanismos de resisténcia associado a mutacGes em genes dos sistemas de
dois componentes, apenas em E. cloacae foi encontrada uma modificagdo em PmrB, mas que
ndo mostrou correlagdo com a CIM para polimixina, sugerindo que outros mecanismos possam

estar associados aos niveis de resisténcia encontrados no presente estudo.

Dado o numero de amostras, ndo foi observada prevaléncia de clones dentre as amostras
resistentes a polimixina, sugerindo que o0s niveis de resisténcia a esse antimicrobiano estar

relacionado ao aumento do uso desse farmaco nos hospitais.
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