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RESUMO

Klebsiella pneumoniae € um patdgeno frequentemente encontrado no ambiente
hospitalar, associado a infec¢cbes de diversos sitios com elevadas taxas de
morbimortalidade, sobretudo devido a sua capacidade de adquirir e expressar
mecanismos de resisténcia contra praticamente todas as classes de antimicrobianos,
incluindo a polimixina B. A caracterizacdo dos mecanismos de resisténcia a esta droga
€ crucial para a definicdo de estratégicas que evitem sua disseminacédo. O objetivo
deste estudo foi identificar a possibilidade de expressdo de mecanismos moleculares
de resisténcia a polimixina B em isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos e a polimixina B (CPRKp) provenientes de pacientes tratados em um
hospital terciario localizado no municipio de Bauru, Sao Paulo, Brasil. Para tanto, 90
isolados previamente identificados fenotipicamente como CPRKp foram submetidos
a Polymerase Chain Reaction (PCR), buscando pela presenca do gene plasmidial
mcr-1 e, posteriormente, seis desses isolados, selecionados com base em sua
clonalidade, foram submetidos ao Whole Genome Sequencing (WGS), visando
identificar mutacdes em genes cromossomais associados a atividade dos Two
Component Systems (TCS) PhoPQ e PmrAB, além de outros genes regulatérios,
responsaveis por alterar a estrutura da fracéo lipidio A do lipopolissacarideo (LPS)
bacteriano, conferindo resisténcia a esta droga. Entre os achados, observou-se que
apenas um dos isolados sequenciados, pertencente ao cluster A / ST 258,
apresentava mutacdo no gene cromossomal pmrB, diretamente relacionada a
resisténcia a polimixina B. Além disso, dois isolados, incluindo o previamente
mencionado, ambos pertencentes ao cluster A / ST 258, mostraram mutacdo pontual

no gene phoQ, provavelmente associada a resisténcia a essa droga. Nao foi detectada
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a presenca do gene plasmidial mcr-1. Entretanto, em todos os isolados sequenciados
foram encontradas mutacdes em genes que codificam a expressdo da bomba de
efluxo AcrAB. Assim, nas condi¢cdes ensaiadas, nossos resultados demonstraram a
presenca de mutacfes cromossomais nos isolados pertencentes ao cluster A/ ST258,
sendo que, para os isolados pertencentes aos demais clusters, a resisténcia a
polimixina B deve estar associada outros mecanismos adaptativos, como a

hiperexpressao de bombas de efluxo ou de capsula polissacaridica.

PALAVRAS-CHAVE: Klebsiella pneumoniae, resisténcia antimicrobiana, polimixina

B.
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a pathogen commonly found in the hospital environment,
associated with infections in various sites with high morbidity and mortality rates,
mainly due to its ability to acquire and express resistance mechanisms against virtually
all classes of antimicrobials, including polymyxin B. Characterizing resistance
mechanisms to this drug is crucial for defining strategies to prevent its spread. The
objective of this study was to identify the possibly resistance mechanisms to polymyxin
B presented by carbapenems and polymyxin B resistant Klebsiella pneumoniae
(CPRKp) isolates from patients treated at a tertiary hospital located in the municipality
of Bauru, Sdo Paulo, Brazil. For this purpose, 90 isolates previously identified
phenotypically as CPRKp were subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR),
aiming to detect the presence of plasmid gene mcr-1. Subsequently, six of these
isolates, selected based on their clonality, underwent Whole Genome Sequencing
(WGS) to identify mutations in chromosomal genes associated with the activity of the
Two Component Systems (TCS) phoPQ and pmrAB, as well as other regulatory genes,
responsible for altering the structure of the lipid A fraction of bacterial
lipopolysaccharide (LPS), conferring resistance to this drug. Among the findings, it was
observed that only one of the sequenced isolates, belonging to cluster A/ST 258, had
a mutation in the chromosomal gene pmrB directly related to polymyxin B resistance.
Additionally, two isolates, including the previously mentioned one, both belonging to
cluster A/IST 258, showed a point mutation in the phoQ gene, probably associated with
resistance to this drug. The presence of plasmid gene mcr-1 was not detected.
However, in all sequenced isolates, mutations were found in genes encoding the

expression of the AcrAB efflux pump. Thus, under the tested conditions, our results
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demonstrated the presence of chromosomal mutations in isolates belonging to cluster
A/ ST 258. For isolates belonging to other clusters, resistance to polymyxin B must be
associated with other adaptive mechanisms, such as the overexpression of efflux

pumps or polysaccharide capsule.

KEYWORDS: Klebsiella pneumoniae, antimicrobial resistance, polymyxin B.
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1. INTRODUCAO!

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é definida como a capacidade de micro-
organismos de neutralizarem a acdo de agentes antimicrobianos através de
mecanismos inerentes ou adquiridos. O isolamento de bactérias resistentes a um
vasto repertdrio de agentes antimicrobianos, devido a expressdo de diversos
mecanismos de resisténcia, tem crescido exponencialmente nos ultimos anos, sendo
considerado um importante problema de saude pubica mundial (1-5).

Klebsiella pneumoniae é um patdbgeno muito prevalente no ambiente
hospitalar e esta associado a infec¢Bes relacionadas a elevadas taxas de morbidade
e mortalidade, sobretudo devido a sua capacidade de adquirir e expressar
mecanismos de resisténcia contra praticamente todas as classes de antimicrobianos
(6-10), de modo que cepas de K. pneumoniae multidroga-resistentes tém sido
isoladas no Brasil e em todo o0 mundo (4). Assim, a compreensdo dos mecanismos
pelos quais esta bactéria desenvolve a resisténcia as mais diversas classes de
antimicrobianos, de modo a evitar sua disseminacao inter e intra-hospitalar, bem como

propor alternativas terapéuticas efetivas, sdo necessidades cada vez mais urgentes.

1.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella spp. € um microrganismo pertencente a ordem Enterobacterales,
familia Enterobacteriaceae, de distribuicdo ubiqua, ja que é amplamente encontrado
colonizando o trato gastrintestinal e, em menor proporc¢éo, a nasofaringe de humanos

e animais, além de ser encontrado no ambiente — solo, agua, entre outros. De modo

! Para as cita¢des, bem como para a elaboracdo das referéncias, utilizou-se as normas de Vancouver, conforme
documento disponibilizado pela Biblioteca da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus
de Botucatu: https://www.btu.unesp.br/#!/sobre/biblioteca/acervos-fisico-e-digital/normas-tecnicas/.
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particular, a espécie Klebsiella pneumoniae destaca-se como um patdgeno associado
a infeccdes de diversos sitios, seja de origem comunitaria ou hospitalar (6,8,11-18),
inclusive sendo incluido pela Infectious Diseases Society of America (IDSA) no grupo
de patégenos ESKAPE, um acrénimo que inclui bactérias capazes de causar
infeccbes que ameacam a vida, sobretudo em pacientes criticamente doentes e
individuos imunocomprometidos, junto de Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.
(7,19).

K. pneumoniae é classificada como um micro-organismo Gram-negativo,
uma vez que possui uma membrana externa na estrutura da parede celular, cujas
principais funcfes estdo relacionadas com a manutencéo da estrutura bacteriana e
com a regulacéo da permeabilidade a moléculas de alto peso molecular e hidrofobicas
(20-22). Esta membrana é dividida em duas camadas: a monocamada interna, que
se relaciona intimamente com a parede celular, composta por fosfolipideos, e a
monocamada externa, onde é encontrado o lipopolissacarideo (LPS). A membrana
externa se mantém estavel através de ligacdes de cations divalentes, como magnésio
(Mg?*) e célcio (Ca?*), entre os grupos fosfato do LPS, bem como por interacées
hidrofébicas entre o LPS e proteinas (20-23).

O LPS é composto por trés regides: a fracao lipidio A, em sua extremidade
mais interna, o core de oligossacarideo em sua porcéo central, e o antigeno O em sua
extremidade mais externa. A fracdo lipidio A é composta por um esqueleto
dissacaridico glicosaminafosforilado ligado a acidos graxos, o que torna sua estrutura
carregada negativamente, e ancora o LPS a superficie da monocamada interna; trata-
se da endotoxina bacteriana, que promove a ativacao dos receptores toll-like 4 (TRL4),

expressos principalmente em células fagociticas, desencadeando resposta
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inflamatoria exacerbada. O core de oligossacarideo € uma pequena por¢ao central do
LPS que, assim como a fracéo lipidio A, tem sua estrutura altamente conservada e
desempenha papel fundamental nas funcdes de barreira da membrana externa
bacteriana. A porcdo antigeno O é a mais externa do LPS e atua na fuga do ataque
do sistema imunolégico do hospedeiro. Dessa forma, essa porcdo € menos
conservada do que a fracdo lipidio A e o core de oligossacarideo e define as
propriedades da superficie celular em espécies que ndo apresentam capsula, uma
vez que microrganismos que apresentam capsula podem ndo apresentar o core de

oligossacarideo em seu LPS ou este ndo estar aparente na superficie celular (20-23).
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Figura 1. (A) Representacdo esquematica da organizacdo da parede celular de bactérias
Gram-negativas. (B) Detalhamento sobre as estruturas que compde o LPS bacteriano.
Adaptado de: (22).
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1.2. Resisténcia aos carbapenémicos

A producéo e disseminagédo de enzimas [3-lactamases de espectro estendido
(ESBL) e de B-lactamases do tipo AmpC foram os principais mecanismos de resisténcia
apresentados pelas véarias espécies da familia Enterobacteriaceae, incluindo K.
pneumoniae, relacionados com a resisténcia aos antimicrobianos da classe dos [3-
lactamicos até a metade dos anos 90, sendo raros os relatos de resisténcia aos
carbapenémicos (24). Com isso, o uso de cefalosporinas de amplo espectro para o
tratamento empirico de infeccbes causadas por essas bactérias em pacientes
hospitalizados ficou comprometido e o emprego de outros antimicrobianos tornou-se
necessario, entre eles, os carbapenémicos (25,26).

O aumento na utilizacdo dos carbapenémicos como importante alternativa
terapéutica resultou no surgimento de cepas resistentes a esses farmacos (24-27);
entre elas, os membros da familia Enterobacteriaceae ganham relevancia, uma vez
gue sao responsaveis por surtos em unidades de salde em varias partes do mundo
e, em algumas localidades, ja tém se tornado endémicas, inclusive no Brasil (28—-31).

Embora estaveis a maioria das p-lactamases produzidas pelas bactérias da
familia Enterobacteriaceae, os relatos de cepas resistentes aos carbapenémicos tém
aumentado significativamente nos ultimos anos (32). A resisténcia aos carbapenémicos
pode ocorrer devido a combinacdo de varios mecanismos, como modificacdes na
permeabilidade da membrana externa, devido a perda de porinas e/ou pela
superexpressdo de bombas de efluxo, associadas a hiperproducdo de enzimas B-
lactamases do tipo ESBL ou AmpC (33—-36), ou ainda pela producdao de enzimas -
lactamases especificas, capazes de hidrolisar os carbapenémicos, genericamente
conhecidas como carbapenemases (24,26,32,37). Essas enzimas representam a familia

mais versatil das B-lactamases, possuindo amplo espectro de atividade, que compreende
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quase todos os antimicrobianos B-lactamicos e sao classificadas de acordo com seus
requerimentos funcionais, bem como pela estrutura de seu sitio ativo, em serino--
lactamases, pertencentes as classes A e D de Ambler, e em metalo-B-lactamases

(MBL’s), pertencentes a classe B de Ambler (25,32,38-40).

B-lactamases

Serine B-lactamases Metallo-B-lactamases
I I I
Class A Class C Class D Class B
* Older TEM &SHV AmpC OXA 48-like *+ |IMP & NDM-1
* ESBLs: new TEM & SHV + VIM
* CTX-M
+ KPC

Figura 2. Classificagdo de Ambler das B-lactamases, baseada no sitio ativo e nos requerimentos
funcionais das diferentes enzimas. Adaptado de: (41).

Os genes que codificam as enzimas carbapenemases séo, geralmente,
carregados por elementos genéticos moveis, tais como plasmideos e transposons, que
podem abrigar outros genes, responsaveis por conferir resisténcia a outras classes de
antimicrobianos. Estes elementos séo transferiveis e podem ser adquiridos facilmente
por micro-organismos de outros géneros, conferindo a eles o perfil de multidroga-
resisténcia, desta forma, reduzindo drasticamente as opcles terapéuticas para o
tratamento das infeccBes causadas por cepas que expressam carbapenemases (42—45).

A determinacéo dos diferentes sequence typings (ST’s) de K. pneumoniae, a
partir da andlise de dados gerados pela técnica Multilocus Sequence Typing (MLST),
permite ndo apenas a analise de sua disseminacdo ao redor do mundo, mas também a

avaliacdo da disseminacdo de diversos plasmideos de resisténcia, como aqueles que
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carreiam genes que codificam a producdo de carbapenemases, ja que sdo muito
relacionados a alguns ST’s especificos e com os grupos de incompatibilidade que estes
abrigam (46-49).

As serino-B-lactamases da classe A de Ambler tém sido as carbapenemases
mais frequentemente reportadas em isolados clinicos desde seu primeiro relato. Essas
enzimas, que possuem a caracteristica de serem induziveis, possuem a habilidade de
hidrolisar uma ampla variedade de B-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos (26,29,38).

A principal familia de carbapenemases da classe A de Ambler é a Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), cujo termo esta associado a espécie bacteriana
onde a enzima foi isolada e caracterizada pela primeira vez; porém, essa
denominacéo é utilizada para descrever a presenca da enzima independentemente
da espécie, considerando que a mesma ja foi identificada em grande parte dos
membros da familia Enterobacteriaceae (26,29,38).

A enzima KPC foi primeiramente isolada e caracterizada nos Estados
Unidos, em uma cepa de K. pneumoniae, e foi identificada como KPC-1 (50). A partir
deste relato, seguiram-se varias publicacbes de outra variante, a KPC-2, que diferia
da KPC-1 em um aminoacido, identificada em 1998 em pacientes hospitalizados nos
Estados Unidos; entretanto, sequenciamentos genéticos realizados posteriormente
revelaram que 0s genes blakpc-1 € blakpc-2 possuiam 100% de similaridade, sendo as
carbapenemases KPC-1 e KPC-2 idénticas (32,50). Desde a descoberta das enzimas
KPC-1/KPC-2, varias novas variantes foram descritas, as quais diferem de KPC-
1/KPC-2 pela substituicdo de, no maximo, dois aminoacidos (26,32).

O primeiro relato de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos

(CRE) produtoras de carbapenemases do tipo KPC no Brasil ocorreu em 2009, com a
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identificacdo de quatro cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 em um hospital
na cidade de Recife, Pernambuco (51). Entretanto, as primeiras evidéncias de
enterobactérias produtoras de carbapenemases (CPE) do tipo KPC no Brasil sédo de
isolados recuperados de 2005 (52). Desde entdo, outros relatos de isolados de
enterobactérias produtoras de KPC tém sido descritos, de modo que as variantes
KPC-2 e KPC-3 séo consideradas endémicas no pais, 0 que representa um grande
problema de saude publica devido a escassez de alternativas terapéuticas disponiveis
(27-30,32,53-55).

As serino-p-lactamases da classe D de Ambler sdo principalmente
identificadas entre isolados de Acinetobacter spp; entretanto, as oxacilinases do tipo
OXA-48 tém sido identificadas em espécies da familia Enterobacteriaceae.
Inicialmente isolada em cepa de K. pneumoniae na Turquia, e posteriormente em
paises da Europa e norte da Africa, a enzima OXA-48, codificada pelo gene plasmidial
blaoxa-4s, guarda menos de 50% de similaridade em relagdo as demais enzimas do
tipo OXA, e tem se disseminado por todo o mundo, conferindo resisténcia de baixo
nivel contra os carbapenémicos, mas ndo as cefalosporinas de amplo espectro e
monobactamicos, embora os isolados produtores de OXA-48 geralmente produzam
outras enzimas responsaveis pela resisténcia aos B-lactamicos, tais como ESBL
(26,56).

As enzimas OXA-48-like, também codificadas por plasmideos, sdo muito
semelhantes as enzimas OXA-48, diferindo entre si em poucos aminoacidos (57). A
enzima OXA-370, por exemplo, que difere da enzima OXA-48 em apenas um
aminoacido, foi isolada no Brasil, inicialmente, em 2013, no Rio Grande do Sul (58) e,
posteriormente, em 2015, no Rio de Janeiro (59).

Entre as carbapenemases da classe B de Ambler, as MBL'’s, tem ganhado
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destaque a New Delhi metalo-B-lactamase (NDM-1), devido a sua rapida e ampla
distribuicdo mundial apds sua identificacdo inicial, em uma cepa de K. pneumoniae
isolada de um paciente sueco de origem indiana, em 2009 (60). Desde entdo, 0s
plasmideos que carregam o gene blanom-1 tém sido encontrados em varios membros
da familia Enterobacteriaceae, estando relacionados com a resisténcia de alto nivel a
quase todos os antimicrobianos B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos
(26,61,62).

O primeiro relato de enterobactéria produtora de NDM-1 no Brasil ocorreu
em 2013, no Rio Grande do Sul, em cepa de Providencia rettgeri (63), enquanto que
a primeira identificacdo em cepa de K. pneumoniae isolada de amostra clinica no
Brasil ocorreu em 2016, no interior do estado de Séo Paulo (64).

As infec¢Bes causadas por CPE, comumente resistentes a maioria das
classes de antimicrobianos disponiveis, tém se tornado cada vez mais comuns e de
dificil tratamento, sendo consideradas preditores independentes de mortalidade

(41,46,48,65).

1.3. Resisténcia as polimixinas

A resisténcia as polimixinas tem sido crescentemente relatada em todo o
mundo, especialmente em regiées com elevada prevaléncia de producao de enzimas
carbapenemases, onde, consequentemente, seu uso € maior. Isto tem gerado um
importante problema de saude publica, j& que as potenciais op¢des terapéuticas para
o tratamento das infec¢des causadas por CPE sdo bastante escassas e, muitas vezes,
onerosas, estando indisponiveis em muitos hospitais (66—73).

Uma vez que séo antimicrobianos anfipaticos, as polimixinas atuam como
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detergentes catidnicos ao perturbar a estrutura da membrana citoplasmatica
bacteriana. A associacao inicial entre as polimixinas e a membrana externa bacteriana
ocorre atraves de interacdes eletrostaticas entre o farmaco, carregado positivamente,
e a fracdo lipidio A das moléculas de LPS, carregada negativamente, levando a um
desarranjo na membrana celular; além disso, ocorre 0 deslocamento das pontes
formadas por cations divalentes (Mg?* e Ca?*) que normalmente atuam estabilizando
as moléculas de LPS. As cadeias laterais de acidos graxos também interagem com o
LPS, contribuindo para a complexacdo entre as polimixinas e a membrana externa.
Como resultado desse processo, ocorre um aumento na permeabilidade da
membrana bacteriana, induzindo sua ruptura, com extravasamento dos componentes
citoplasmaticos e, consequentemente, morte celular (74—78).

Os bacilos Gram-negativos (BGN'’s), como K. pneumoniae, utilizam-se de
Vvarios mecanismos para se proteger de estimulos ambientais adversos, incluindo a
exposicdo a antimicrobianos peptidicos catiénicos, como as polimixinas. Dentre eles,
esta a modificacao na estrutura do LPS bacteriano, com alteragcdes na carga elétrica
da superficie da célula bacteriana e consequente reducdo na afinidade do
antimicrobiano pela membrana externa. Tais modificagdes na estrutura do LPS
ocorrem através da adicdo de 4-amino-4-deoxi-L-arabinose (L-Ara4N) ou
fosfoetanolamina (pEtN) a fracéo lipidio A do LPS (71,79-85).

A regulacdo génica do processo de alteracdo na estrutura do LPS é
realizada por Two Component Systems (TCS). Os TCS sé&o sistemas globais de
regulacdo génica, utilizados por varias espécies bacterianas para a regulacdo da
expresséo de diferentes fatores de resisténcia e de viruléncia. Eles sdo constituidos
por uma proteina sensor de histidina-quinase, que capta estimulos ambientais ou &

ativada por mutacdes, sofrendo uma reacdo de autofosforilacdo, ativando, por
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conseguinte, uma proteina citoplasmatica através de uma reacao de transfosforilacao.
A proteina citoplasmatica, entdo, promove a ativacao ou a repressao dos genes-alvo,
desencadeando a resisténcia as polimixinas (86—90).

Estudos tém mostrado que os TCS PhoPQ e PmrAB estdo envolvidos com
o desenvolvimento da resisténcia as polimixinas em K. pneumoniae; estes TCS estéo
relacionados com a adicdo de L-Ara4N e/ou pEtN a fracao lipidio A do LPS bacteriano
(86—90).

O TCS PhoPQ é ativado devido a mutacfes nos genes phoP ou phoQ, em
situacdes de baixas concentracdes de Mg?* e pH acidico (pH 5.5) ou na presenca de
peptideos catidnicos. O sensor histidina-quinase PhoQ, uma proteina integral de
membrana cujo dominio periplasmatico esta envolvido na deteccao de sinais, quando
ativado, ativa a proteina PhoP por fosforilacdo. Entdo, o PhoP ativa o operon
arnBCADTEF direta ou indiretamente (86—90).

Outra via de modificacdo do LPS bacteriano se deve a ativacdo constitutiva
do TCS PmrAB, que pode ser desencadeada por mutacdes nos genes pmrA ou pmrB,
ou ainda devido a concentracdes elevadas de ferro (Fe3*) e pH acidico (pH 5.5). Sob
estas condicdes, o sensor histidina-quinase ligado a membrana PmrB ativa a proteina
reguladora PmrA, a qual promove o up-regulation do operon arnBCADTEF (86-91).

O operon arnBCADTEF (também chamado de pmrF ou operon
pmrHFIJKLM), uma vez ativado, codifica enzimas responsaveis pela sintese e
transferéncia de L-Ara4N ou pEtN a fracéo lipidio A do LPS bacteriano que, por sua
vez, torna-se menos carregado negativamente, diminuindo sua afinidade as
polimixinas, resultando na resisténcia bacteriana. A adicdo de L-Ara4N requer 0s
produtos do gene pmrE e do operon arnBCADTEF, enquanto que a adicao de pEtN &

codificada pelo operon pmrCAB (86-90).
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Recentemente, estudos revelaram que a inativacdo do gene mgrB, que
codifica uma pequena proteina transmembrana que exerce feedback negativo sobre
o sistema regulatério PhoPQ, também estd envolvida em modificacbes no LPS
bacteriano que levam a resisténcia as polimixinas em K. pneumoniae. Tem sido
proposto que a proteina MgrB realiza este feedback por inibicdo da atividade quinase
do sistema PhoPQ e/ou estimulando a atividade fosfatase, o que subsequentemente
suprime a fosforilacdo deste sistema, levando a repressdo dos genes regulados pelo
sistema PhoPQ. Assim, a perturbacdo do gene mgrB em K. pneumoniae tem sido
identificada como tendo um papel proeminente na resisténcia as polimixinas, uma vez
gue resulta em up-regulation no operon arnBCADTEF, o que leva a adicédo de L-Ara4N
ao lipidio A. Este up-regulation no operon arnBCADTEF é atribuido ao PmrA
fosforilado, o qual é ativado pela proteina PmrD, que por sua vez € ativada pela
fosforilacdo do PhoP resultante da perturbacao da proteina MgrB (92-94).

Assim, tem sido demonstrado que inativacdes insercionais por varias
sequéncias de insercao, mutacdes pontuais e dele¢cdes no locus mgrB podem resultar
na resisténcia as polimixinas. Estes achados mostram a ocorréncia de muitos eventos
mutacionais independentes e sugerem que a alteracdo genética do gene mgrB pode
ocorrer com relativa alta frequéncia e sem maiores consequéncias para o fitness e
viruléncia das cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase (92,93).

O TCS CrrAB, recentemente descrito em algumas cepas de K. pneumoniae
e adquirido por transferéncia horizontal de genes, também esta envolvido na
resisténcia a polimixina B, ja que mutacdes no gene crrB, que codifica a expressao da
proteina-sensor histidina-quinase CrrB, aumentam a expressao do gene crrC; isto
implica na expressao da proteina CrrC e, consequentemente, na ativagcado do operon

arnBCADTEF via TCS PmrAB, o que aumenta a adicdo de L-Ara4N e pEtN ao lipidio
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A. Além disso, estudos tém mostrado que o TCS CrrAB também regula PhoPQ e

aumenta a expressao de bombas de efluxo (95-97).
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Figura 3. Representacdo esquematica da ativagdo dos genes envolvidos com a modificacao
do LPS relacionados a resisténcia as polimixinas em BGN. Adaptado de: (97).

Outros mecanismos relacionados com o desenvolvimento de resisténcia as
polimixinas em K. pneumoniae sdo a hiperproducdo de capsula polissacaridica e
bombas de efluxo. A capsula polissacaridica, uma vez produzida e presente na
superficie bacteriana, é capaz de se ligar as polimixinas, reduzindo a quantidade de
droga que alcanca a superficie celular bacteriana, levando a um aumento na
resisténcia as polimixinas; esse mecanismo é atribuido a interacdes eletrostaticas
entre as polimixinas, catibnicas, e a capsula polissacaridica, aniénica. Poucos estudos
tém mostrado a contribuicdo de bombas de efluxo no desenvolvimento de resisténcia
as polimixinas; entretanto, tem sido demonstrado que as bombas de efluxo AcrAB e
KpnEF, presentes em cepas selvagens de K. pneumoniae, langam as polimixinas para
fora da célula bacteriana, em um processo dependente de energia (97,98).

Recentemente, foi demonstrado que n&o sao apenas mutacdes

cromossomais que estdo relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia as
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polimixinas em BGN, mas que esta resisténcia também pode ser mediada por enzimas
carregadas por plasmideos. Liu e colaboradores relataram a identificacdo do gene
mcr-1 em cepas de Escherichia coli isoladas de porcos, em 2015, na China (99). A
proteina codificada pelo gene mcr-1 é um membro da familia de enzimas da classe
fosfoetanolaminatransferases, cuja expressao resulta na adicdo de pEtN a fracdo
lipidio A do LPS bacteriano. A partir de entdo, seguiram-se varios outros estudos a
respeito da identificacdo do gene mcr-1 em amostras de humanos, animais e mesmo
ambientais (100-102). Apos sua identificacao inicial, 0 gene mcr-1 foi encontrado em
mais de 30 paises, através dos 5 continentes (103—-105).

Pouco tempo depois, pesquisadores identificaram um novo gene carreado
por plasmideos que conferia resisténcia as polimixinas em cepas de E. coli isoladas
de suinos e bovinos que ndo possuiam o gene mcr-1, na Bélgica. Este novo gene,
chamado de mcr-2, também faz parte da familia de enzimas da classe das
fosfoetanolaminatransferases e guarda 76,7% de similaridade de nucleotideos com o
gene mcr-1 (106).

Relatos da identificacdo de novas variantes do gene mcr, mcr-3 a mcr-10,
tém se seguido na literatura e reforcam a possibilidade de transmissao da resisténcia
as polimixinas por via horizontal, bem como sua capacidade de se disseminar
globalmente (107,108).

Apesar da prevaléncia dos genes mcr ser bastante baixa entre humanos —
menor que 1%, segundo estudos previamente realizados — sugerindo que sua
disseminagéao através de alimentos, animais e do meio ambiente para humanos é mais
baixa do que se imaginava inicialmente, existe grande preocupacédo com sua possivel
disseminacéo silenciosa, sobretudo em cepas ja resistentes a outras classes de

antimicrobianos, notadamente aquelas pertencentes a familia Enterobacteriaceae
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produtoras de carbapenemase (103,109-113). Tendo isto em vista, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) emitiu, em 2016, o comunicado n® 01/2016,
que trata da importancia e necessidade da deteccdo do gene mcr-1 em isolados
clinicos no Brasil (114). O primeiro relato de deteccdo deste gene em isolado clinico
em territorio nacional ocorreu justamente em 2016, no Rio Grande do Norte (115).

E valido ressaltar, ainda, que a pressao seletiva gerada pelo uso crescente
das polimixinas tem papel importante na selecdo de cepas mutantes resistentes, que
tém a capacidade de persistir e rapidamente se disseminar no ambiente hospitalar.
Além disso, existem mecanismos de resisténcia as polimixinas ainda desconhecidos,
para os quais estudos tém sido dirigidos, com o objetivo de compreender, ainda mais
profundamente, a resisténcia a elas (116,117). Por fim, a resisténcia a estas drogas
em isolados de K. pneumoniae produtores de carbapenemases ja tem sido

amplamente encontrada no Brasil e em diversas regides do mundo (97).
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Figura 4. Incidéncia de isolados de Klebsiella pneunomiae produtores de enzimas
carbapenemases e resistentes a polimixina B nas Américas. Adaptado de: (97).

1.4. Justificativa

O crescente impacto da resisténcia antimicrobiana € uma preocupacéo
global. O Brasil apresenta, de modo geral, elevada prevaléncia de agentes
patogénicos multidroga-resistentes entre aqueles principais responsaveis por diversos
tipos de infecgdes, isolados de diferentes amostras clinicas, particularmente entre os

BGN, dentre os quais, a K. pneumoniae; seus isolados apresentam a capacidade de
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adquirir e expressar diversos mecanismos de resisténcia contra varios agentes
antimicrobianos, o que tem se tornado uma realidade assustadora em muitos hospitais
de todo o mundo. Varios estudos tém mostrado que o isolamento de espécimes de K.
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e a polimixina B esta associado a
elevadas taxas de mortalidade, sendo, inclusive, preditores independentes de
mortalidade (71,118-120).

Diante deste cenario, a identificacdo precoce e adequada da resisténcia
aos carbapenémicos e a polimixina B em K. pneumoniae, bem como sua
caracterizagcdo molecular, se tornam relevantes, visando o conhecimento da
epidemiologia local e permitindo a implementacédo de ac¢des de controle que evitem
sua disseminacao. Esta perspectiva ganha ainda mais notoriedade dada a escassez
de opc¢des terapéuticas disponiveis para o tratamento das infeccfes causadas por K.
pneumoniae resistente aos carbapenémicos, sendo a polimixina B e a colistina
farmacos ainda muito prescritos e utilizados na prética clinica, mesmo diante de sua
toxicidade inerente e do surgimento de novos agentes terapéuticos, ainda onerosos e
com uso restrito a alguns sitios de infeccéo, estando indisponiveis em muitos hospitais

ao redor do mundo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo molecular de isolados de Klebsiella pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos e a polimixina B (CPRKp), buscando identificar alvos

génicos envolvidos em mecanismos de resisténcia a polimixina B.

2.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar os isolados de CPRKp quanto a resisténcia aos antimicrobianos
carbapenémicos, por meio da pesquisa dos genes plasmidiais blakpc, blanom €

blaoxa-ss.

2. Caracterizar os isolados de CPRKp quanto a resisténcia a polimixina B, por

meio da pesquisa do gene plasmidial mcr-1.

3. Determinar a clonalidade dos isolados de CPRKQp.

4. Sequenciar o genoma de representantes dos diversos clusters identificados,

buscando por mutagdes em genes cromossomais associadas a resisténcia a

polimixina B.
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3. METODOS

3.1. Local e periodo do estudo. Os isolados de CPRKp selecionados para este
estudo foram obtidos a partir das mais diversas amostras clinicas provenientes de
pacientes tratados no Hospital Estadual Bauru (HEB), um hospital-escola terciario
gue atende pacientes provenientes da macrorregido de Bauru, Estado de Sao Paulo.
Foram selecionados 90 isolados de CPRKp no periodo de abril de 2016 a novembro
de 2018. Deve ser ressaltado que se tratam dos primeiros isolados com este perfil
fenotipico recuperadas neste estabelecimento, de modo que todos os isolados com
este perfil foram incluidos; porém, visando evitar a duplicidade entre as amostras,

apenas um isolado por paciente foi incluido.

3.2. Selecdo dos espécimes. Apds a identificacdo e deteccdo da resisténcia aos
antimicrobianos carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) e a polimixina
B pela plataforma automatizada Vitek® 2 Compact (bioMérieux, Rio de Janeiro,
Brasil), os isolados foram submetidos a técnica de microdiluicdo em caldo para
polimixina B, técnica padrdo-ouro para a determinacao dos valores de concentracéao
inibitéria minima (MIC) de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (121) e o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST)
(122), para confirmagdo da resisténcia a este antimicrobiano, empregando o kit
comercial Policimbac (PROBAC DO BRASIL, Sao Paulo). Posteriormente, as
amostras foram aliquotadas em tryptone soy broth (TSB) acrescido de 10% de glicerol

e armazenadas em freezer a -80°C até a realizacao dos testes moleculares.



40

3.3. Caracterizacdo molecular dos isolados de Klebsiella pneumoniae

resistentes aos antimicrobianos carbapenémicos e a polimixina B

3.3.1. Determinacdo da presenca de genes plasmidiais relacionados a
resisténcia aos carbapenémicos e a polimixina B por técnica de PCR Multiplex.
A caracterizacdo dos mecanismos de resisténcia dos isolados aos antimicrobianos
carbapenémicos foi realizada através de técnica de PCR Multiplex para detec¢éo dos
genes plasmidiais blakrc, blanom € blaoxa-as, € para a resisténcia a polimixina B, PCR
Multiplex para o gene mcr-1.

Para a deteccdo dos genes que codificam enzimas carbapenemases
blakpc, blanom e blaoxa-as, foi utilizado protocolo de PCR Multiplex descrito por Poirel e
colaboradores (123). As reaclGes foram preparadas em volume de 25 pL, com
concentracdo final dos iniciadores a 0,2 uM cada (Quadro 1) e 1 pL de lisado
bacteriano obtido por fervura de uma colonia. Os microtubos de 0,2 mL foram
incubados em termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) sob as seguintes condi¢des de ciclagem: um ciclo inicial de
desnaturacdo (96 °C por 10 minutos), 36 ciclos de amplificagcdo (96 °C por 30
segundos, 54 °C por 40 segundos, 72 °C por 50 segundos) e um ciclo de extenséo
final (72 °C por 5 minutos). Apés, os produtos amplificados foram aplicados em gel de
agarose a 1,5% e submetidos a eletroforese. O gel foi, entdo, corado em brometo de
etidio por 15 minutos, e fotografado em fotodocumentador sob luz ultravioleta (UV).
De acordo com a comparac¢ao com os controles e com o marcador de peso molecular,
os produtos amplificados tiveram o tamanho estimado para definir a positividade:
blakec, 798 pares de base (pb); blanom, 621 pb; blaoxa-as, 438 pb. Foram utilizados

como controles as amostras K. pneumoniae ATCC BAA-1705 (blakrc), K. pneumoniae
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ATCC BAA-2146 (blanom), K. pneumoniae NCTC 13443 (blaoxa-as).

Para deteccdo do gene mcr-1, foi utilizado o protocolo de Liu e
colaboradores (99). As reacdes foram realizadas com volume de 25 pL, com
concentracéao final dos iniciadores (Quadro 1) a 0,25 uM e 1L de lisado bacteriano
obtido por fervura de uma col6énia. Os microtubos foram, também, incubados em
termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific), sob as
condi¢cbes de ciclagem: um ciclo inicial de desnaturacéo (95 °C por 10 minutos), 25
ciclos de amplificacéo (95 °C por 45 segundos, 60 °C por 45 segundos, 72 °C por 60
segundos) e um ciclo de extensdao final (72 °C por 5 minutos). Apds, os produtos
amplificados foram aplicados em gel de agarose a 1,5% e submetidos a eletroforese.
O gel foi, entdo, corado em brometo de etidio por 15 minutos, e fotografado em
fotodocumentador sob luz UV. O tamanho esperado do produto amplificado, de 309
pb, definiu a positividade. Como controle positivo, foi utilizado um isolado bacteriano

previamente identificado e sequenciado.

Quadro 1. Iniciadores utilizados para deteccéo de genes plasmidiais associados a resisténcia
aos antimicrobianos carbapenémicos e a polimixina B.

Alvo Iniciador Sequéncia

blakpc KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG

KPC-Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

blanpm NDM-Fm GGTTTGGCGATCTGGTTTTC

NDM-Rm CGGAATGGCTCATCACGATC

blaoxa-4s OXA-48-Fm | GCGTGGTTAAGGATGAACAC

OXA-48-Rm | CATCAAGTTCAACCCAACCG

mcr-1 MCR-1-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC

MCR-1-R CTTGGTCGGTCTGTAGGG
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3.3.2. Determinacado do perfil eletroforético por técnica de PFGE. Todos os 90
isolados de CPRKp selecionados foram submetidos a técnica de PFGE, conforme
protocolo preconizado por McDougal e colaboradores (124).

Para a extracdo de DNA, as amostras foram semeadas em agar nutriente
em tubo e incubadas a 37 °C por 24 horas. Ap0s a incubacéo, foi realizada suspenséao
bacteriana, adicionando 1 mL de BSC (EDTA 0,5M pH 8.0, TRIS-HCI 1M pH 8.0) até
gue a suspensao alcancasse o padrao de turvacdo 3 da escala de MacFarland. Em
seguida, 200 pL da suspensao foram transferidos para um microtubo contendo 5 pL
de proteinase K (50 mg/uL — Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Alemanha). A suspens&o,
foram adicionados 200 uL de agarose 1%. A mistura foi rapidamente homogeneizada
e distribuida nos moldes especificos, produzidos pelo fabricante do equipamento
(BioRad, Hercules, EUA).

Apos a solidificacdo dos blocos de agarose contendo DNA bacteriano, que
ocorreu em geladeira por 5 minutos, os mesmos foram transferidos para tubos
centrifuga contendo 2 mL de solucao de lise (NaCl 1M, TRIS-HCI 6mM pH 7.6, EDTA
100mM pH 8.0, BRIJ-58 0,5%, desoxicolato 0,2%, sarcosina 0,5%, lisozima 1 mg/mL)
e 5 uL de proteinase K (50 mg/ uL — Sigma-Aldrich®). Os tubos centrifuga foram
incubados a 50 °C por 2 horas. Apés a incubacdao, foram realizadas trés lavagens com
10 mL de agua milli Q a 50 °C por 15 minutos e uma vez com 7 mL de tampéo TE a
50 °C por 15 minutos.

Um pedaco correspondente a um terco de um bloco de agarose foi
transferido para um microtubo para a realizacao da digestado enzimatica. Uma solucéo
tampao da enzima Xbal foi preparada (90 pL de agua esterilizada e 10 pL de solugéo
tampao da enzima — Roche, Sdo Paulo, Brasil), foi adicionada ao microtubo que

continha um pedaco do bloco de agarose e em seguida, incubada a 4 °C por 30
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minutos. Em seguida, os blocos de agarose foram tratados com a enzima de restricao
Xbal (20U) (Roche) por 3 horas a 37 °C.

Para a corrida eletroforética, foi preparado um gel de agarose 1,0% (Lonza
SeaKen® Gold, Basel, Suica). A separacdo dos fragmentos ocorreu através de
eletroforese em gel de campo pulsado, utilizando o sistema CHEF-DR IlI® (BioRad).
As seguintes condicdes para a eletroforese foram utilizadas: tempo de pulso crescente
de 0,5 a 35 segundos, por 15 horas a 6V/cm, na temperatura de 13 °C. Para
padronizacdo e para permitir a comparacdo dos geéis gerados, foram utilizados
padrées de peso molecular PFG Marker (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA)
em cada corrida.

Apos a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5g/L),
visualizados e fotografados sob luz ultravioleta utilizando-se ferramenta de
fotodocumentacao Lpix EX- Loccus Biotecnologia e fotografado utilizando o software
Loccus LPix Image EX (verséo 2.7, Loccus, Cotia, Brasil).

Para a determinagdo de clusters de similaridade foi utilizado o software
BioNumerics® (version 7.1; Applied Maths, Belgium). A criagdo do dendrograma foi
realizada pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
com tolerancia da posicdo das bandas e a otimizagédo ajustadas para 1,25 e 0,5%
respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice 280% foi escolhido para

determinacao dos clusters.

3.3.3. Sequenciamento completo do genoma bacteriano por WGS. Os isolados de
CPRKp selecionados de acordo com os diferentes clusters identificados no PFGE
foram submetidos ao sequenciamento do genoma completo por WGS para

caracterizagdo mais pormenorizada dos mecanismos de resisténcia por eles
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apresentados.

Inicialmente, o DNA bacteriano foi extraido utilizando-se o kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, Madison, USA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante, em busca de material genético de alta qualidade
(apresentando banda Unica de alto peso molecular sem arraste de pequenos
fragmentos ou RNA, em gel de agarose, com relacdo de pureza em A260/280 de
aproximadamente 1.8 e A260/230 na faixa de 1.8 — 2.0, com quantidade minima
medida em NanoDrop de 150 ng/uL).

A biblioteca genémica foi construida utilizando-se de beads magnéticas
com o kit DNA Prep para fragmentacdo do DNA, e a insercdo dos adaptadores. O
excesso de adaptadores foi retirado a partir de lavagens com Tagment Wash Buffer
(lumina®, San Diego, USA) em suporte magnético. Para formacao de clusters, foi
realizada uma PCR com os indexes i7 e i5 utlizando o kit lllumina DNA Prep
(Hlumina®) e respectivos indexes. Os produtos da PCR foram purificados usando
beads magnéticas Sample Purification Beads (lllumina®) e passaram por processos
de quantificacdo e normalizacdo das bibliotecas a 8nM cada. As amostras foram
unidas em um pool equimolar com uma concentracao final de 16pM e adicionadas ao
cartucho MiSeq (lllumina®) Kit v3 (Paired end) e em seguida analisadas na plataforma
[llumina MiSeq (lllumina®). Ao fim da corrida foram obtidos reads com tamanho médio
do fragmento de 75 pares de bases e cobertura esperada de 40 vezes.

Ao finalizar a corrida, parametros de qualidade (tamanho médio dos
fragmentos, quantidade e tamanho de reads fora da faixa desejada, a presenca de
arraste e a cobertura em relacdo a referéncia utilizada) foram analisados para
posterior montagem nao baseada em referéncia (de novo assembly) do genoma,

utilizando-se os softwares SPAdes v.3.12, CLC Main Workbench (Qiagen, Hilden,
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Alemanha). Os parametros de qualidade da montagem foram avaliados utilizando-se
o software Quast, para as estatisticas de N50, L50 e GC%. Obteve-se uma cobertura
de, no minimo, 30 vezes para cada base sequenciada. A identificacdo taxonémica
molecular da espécie e subespécies de isolados de K. pneumoniae foi realizada
utilizando dados brutos de sequenciamento (short reads) contra a database do
software KRAKEN (v1.3.1).

Para extracdo dos dados gerados pelo sequenciamento completo de

genoma, diferentes ferramentas publicas disponiveis online foram utilizadas:
a) para identificacdo  molecular das  espécies: KmerFinder
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/KmerFinder/), SpeciesFinder
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/SpeciesFinder/) e rMLST

(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst rmist seqdef kiosk).

b) para caracterizacao do resistoma: ResFinder

(http://cqge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder), CARD (https://card.mcmaster.ca).

c) para identificacdo da sequéncia tipo MLST: MLST 2.0

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/).

d) para caracterizagdo do plasmidoma: PlasmidFinder (http://

https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) e pPMLST (http://

https://cge.cbs.dtu.dk/services/pMLST/).

e) para caracterizagao do viruloma: virulence database

(http://lwww.mqc.ac.cn/VFs/main.htm) e BacWGSTdb

(http://bacdb.org/BacWGSTdb/analysis single.php)

f) para determinacao do tipo capsular em Klebsiella pneumoniae: Kaptive

Web (http://kaptive.holtlab.net/) e BacWGSTdp (http://bigsdb.pasteur.fr/).
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g) para analise filogenética baseada em polimorfismos de nucleotideos
anicos de alta qualidade Csl Phylogeny 1.4

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/).

h)  para visualizacdo da arvore filogenética junto com os demais dados:

plataforma Microreact (https://microreact.org/showcase).

Ao fim do processo, as sequéncias foram depositadas em bancos de dados
de acesso publico. A partir dos dados de sequenciamento, os plasmideos tiveram todo
seu conteudo examinado, podendo elucidar sequéncias regulatérias e de mobilizacdo

dos genes de resisténcia neles inseridos.

3.4. Aspectos éticos da pesquisa. Por se tratar de um estudo experimental
envolvendo amostras clinicas de pacientes tratados no HEB, o mesmo foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de

Botucatu, com numero do parecer 3.798.990, CAAE: 25887719.0.0000.5411.


https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/
https://microreact.org/showcase
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a pathogen commonly found in the hospital environment,
associated with infections in various sites with high morbidity and mortality rates,
mainly due to its ability to acquire and express resistance mechanisms against virtually
all classes of antimicrobials, including polymyxin B. Characterizing resistance
mechanisms to this drug is crucial for defining strategies to prevent its spread. The
objective of this study was to identify the possibly resistance mechanisms to polymyxin
B presented by carbapenems and polymyxin B resistant Klebsiella pneumoniae
(CPRKp) isolates from patients treated at a tertiary hospital located in the municipality
of Bauru, Sdo Paulo, Brazil. For this purpose, 90 isolates previously identified
phenotypically as CPRKp were subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR),
aiming to detect the presence of plasmid gene mcr-1. Subsequently, six of these
isolates, selected based on their clonality, underwent Whole Genome Sequencing
(WGS) to identify mutations in chromosomal genes associated with the activity of the
Two Component Systems (TCS) phoPQ and pmrAB, as well as other regulatory genes,
responsible for altering the structure of the lipid A fraction of bacterial
lipopolysaccharide (LPS), conferring resistance to this drug. Among the findings, it was
observed that only one of the sequenced isolates, belonging to cluster A/ST 258, had
a mutation in the chromosomal gene pmrB directly related to polymyxin B resistance.
Additionally, two isolates, including the previously mentioned one, both belonging to
cluster A/IST 258, showed a point mutation in the phoQ gene, probably associated with
resistance to this drug. The presence of plasmid gene mcr-1 was not detected.
However, in all sequenced isolates, mutations were found in genes encoding the

expression of the AcrAB efflux pump. Thus, under the tested conditions, our results
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demonstrated the presence of chromosomal mutations in isolates belonging to cluster
A/ ST 258. For isolates belonging to other clusters, resistance to polymyxin B must be
associated with other adaptive mechanisms, such as the overexpression of efflux

pumps or polysaccharide capsule.

KEYWORDS: Klebsiella pneumoniae, antimicrobial resistance, polymyxin B.
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1. INTRODUCTION

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative microorganism very prevalent in
the hospital settings, causing infections across various body sites associated with
elevated rates of morbidity and mortality. The emergence of extensively drug-resistant
strains, such as fluoroquinolones, aminoglycosides, carbapenems, and polymyxins
has created a significant public health challenge, resulting in a shortage of viable
alternatives for treating these infections (1-7).

Polymyxin B, an antibiotic currently used for resistant Gram-negative bacilli
infections, is a positively charged cyclic cationic polypeptide antimicrobial. It interacts
electrostatically with the lipid A fraction of the negatively charged bacterial
lipopolysaccharide (LPS), promoting the displacement of the bridges formed by
divalent ions (Mg?* and Ca?*), which acting to stabilize the LPS structure. Additionally,
the side chains of polymyxin B feature a terminal fatty acid that interacts with LPS,
enhancing the complexation between the drug and the outer membrane. The outcome
of this interaction is the destruction of the bacterial outer membrane, leading to
increased permeability, extravasation of the cytoplasmic content, membrane rupture,
and ultimately, cellular death (8-11).

Polymyxin B resistance is mediated by chromosomal mechanisms
influenced by environmental stimuli or mutations in genes associated with Two-
Component Systems (TCS), including phoP, phoQ, pmrA, pmrB, mgrB, crrB and
others. Additionally, enzymes carried by mobile genetic elements, such as mcr-1, play
a role in resistance. In general, these mechanisms involve the insertion of molecules
like 4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-Ara4N) or phosphoethanolamine (pEtN) into the

bacterial LPS lipid A fraction. This process reduces the number of negative charges,



73

leading to lower affinity for the drug (12-21).

Additional mechanisms have been associated with the emergence of
polymyxin B resistance in K. pneumoniae, including polysaccharide capsule and efflux
pumps overproduction. The polysaccharide capsule, once present on the bacterial
surface, binds to polymyxins, reducing the amount of drug reaching the bacterial cell
surface, resulting in an increasing resistance to polymyxins. Moreover, AcrAB and
KpnEF efflux pumps, inherent in wild strains of K. pneumoniae, expel polymyxins from
the bacterial cell through an energy-dependent process, contributing to resistance to
this drug (12-21).

In this context, the early identification of polymyxin B resistance
mechanisms in K. pneumoniae plays a crucial role in enhancing understanding of local
epidemiology. This knowledge not only leads the selection of the most suitable
empirical treatment but also allows the implementation of control measures to prevent
further spread. The aim of this study is to elucidate the mechanisms involved in
polymyxin B resistance in carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates (CPRKp)

through molecular biology techniques.

2. METHODS

2.1. Selection of specimens

The CPRKp isolates selected for this study were obtained from a variety of
clinical samples collected from patients treated at the State Hospital of Bauru (HEB),
a tertiary teaching hospital that serves patients from the Bauru macroregion, State of

Séao Paulo. Ninety CPRKp isolates were selected between April 2016 and November
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2018. It is noteworthy that these are the first isolates with this phenotypic profile
recovered at this institution, and all isolates with this profile were included. However,
to avoid sample duplication, only one isolate per patient was included.

After identification and detection of resistance to carbapenem antimicrobials
(imipenem, meropenem, and ertapenem) and polymyxin B using the automated Vitek®
2 Compact platform (bioMérieux, Rio de Janeiro, Brazil), the isolates underwent broth
microdilution for polymyxin B, the gold standard technique for determining minimum
inhibitory concentration (MIC) values as per the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (22). This was done to confirm resistance to polymyxin B, utilizing the
commercial kit Policimbac (PROBAC DO BRASIL, Sdo Paulo). Subsequently, the
samples were aliquoted into tryptone soy broth (TSB) with 10% glycerol and stored in

a freezer at -80°C until molecular testing was conducted.

2.2. Multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR)

The characterization of resistance mechanisms of isolates to carbapenem
antimicrobials was carried out through the Multiplex PCR technique for the detection
of plasmid genes blaxpc, blanom, and blaoxa-as. For polymyxin B resistance, Multiplex
PCR was employed for gene mcr-1.

To detect genes encoding carbapenemase enzymes blakrc, blanom, and
blaoxa-4s, the Multiplex PCR protocol described by Poirel and colleagues (23) was
utilized. Reactions were prepared in a volume of 25 pL, with a final concentration of
0.2 uM for each primer utilized and 1 pL of bacterial lysate obtained by boiling a colony.
The 0.2 mL microtubes were incubated in a Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) under the following cycling conditions: an initial

denaturation cycle (96 °C for 10 minutes), 36 amplification cycles (96 °C for 30
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seconds, 54 °C for 40 seconds, 72 °C for 50 seconds), and a final extension cycle (72
°C for 5 minutes). Subsequently, the amplified products were applied to a 1.5%
agarose gel and subjected to electrophoresis. The gel was then stained with ethidium
bromide for 15 minutes and photographed using a photodocumenter under ultraviolet
(UV) light. Based on comparison with controls and the molecular weight marker, the
amplified products were sized to determine positivity: blakec, 798 base pairs (bp);
blanom, 621 bp; blaoxa-4s, 438 bp. K. pneumoniae ATCC BAA-1705 (blakrc), K.
pneumoniae ATCC BAA-2146 (blanowm), and K. pneumoniae NCTC 13443 (blaoxa-4s)
were used as controls.

For the detection of mcr-1 gene, the protocol by Liu and colleagues (24)
was employed. Reactions were conducted with a volume of 25 pL, with a final
concentration of 0.25 uM for the primers utilized and 1 pL of bacterial lysate obtained
by boiling a colony. The microtubes were also incubated in a Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific) under the cycling conditions: an initial denaturation
cycle (95 °C for 10 minutes), 25 amplification cycles (95 °C for 45 seconds, 60 °C for
45 seconds, 72 °C for 60 seconds), and a final extension cycle (72 °C for 5 minutes).
Subsequently, the amplified products were applied to a 1.5% agarose gel and
subjected to electrophoresis. The gel was then stained with ethidium bromide for 15
minutes and photographed using a photodocumenter under UV light. Positivity was
defined by the expected size of the amplified product, 309 bp. As a positive control, a

bacterial isolate previously identified and sequenced was utilized.

2.3. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
All 90 selected CPRKp isolates underwent PFGE technique as per the

protocol recommended by McDougal and colleagues (25).
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For DNA extraction, the samples were streaked on nutrient agar in tubes
and incubated at 37 °C for 24 hours. After incubation, a bacterial suspension was
prepared by adding 1 mL of BSC (0.5M EDTA pH 8.0, 1M TRIS-HCI pH 8.0) until the
suspension reached turbidity standard 3 on the MacFarland scale. Subsequently, 200
ML of the suspension were transferred to a microtube containing 5 uL of proteinase K
(50 mg/pL — Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Germany). To the suspension, 200 pL of 1%
agarose were added. The mixture was quickly homogenized and distributed into
specific molds provided by the equipment manufacturer (BioRad, Hercules, USA).

After the agarose blocks containing bacterial DNA solidified, which occurred
in the refrigerator for 5 minutes, they were transferred to centrifuge tubes containing 2
mL of lysis solution (1M NaCl, 6mM TRIS-HCI pH 7.6, 100mM EDTA pH 8.0, 0.5%
BRIJ-58, 0.2% deoxycholate, 0.5% sarcosine, 1 mg/mL lysozyme) and 5 pL of
proteinase K (50 mg/uL — Sigma-Aldrich®). The centrifuge tubes were incubated at 50
°C for 2 hours. After incubation, three washes with 10 mL of milli Q water at 50 °C for
15 minutes and one wash with 7 mL of TE buffer at 50 °C for 15 minutes were
performed.

A piece corresponding to one-third of an agarose block was transferred to
a microtube for enzymatic digestion. A buffer solution of the Xbal enzyme was
prepared (90 uL of sterilized water and 10 uL of enzyme buffer solution — Roche, Séao
Paulo, Brazil), added to the microtube containing a piece of the agarose block, and
then incubated at 4 °C for 30 minutes. Subsequently, the agarose blocks were treated
with the Xbal restriction enzyme (20U) (Roche) for 3 hours at 37 °C.

For electrophoresis, a 1.0% agarose gel (Lonza SeaKen® Gold, Basel,
Switzerland) was prepared. Fragment separation occurred through pulsed-field gel

electrophoresis using the CHEF-DR 1lI® system (BioRad). The following conditions for
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electrophoresis were used: a rising pulse time from 0.5 to 35 seconds, for 15 hours at
6V/cm, at a temperature of 13 °C. For standardization and to allow gel comparison,
PFG Marker (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) molecular weight standards
were used in each run.

After electrophoresis, gels were stained with ethidium bromide (0.5g/L),
visualized, and photographed under ultraviolet light using the Lpix EX
photodocumentation tool from Locus Biotecnologia and photographed using the
Loccus LPix Image EX software (version 2.7, Loccus, Cotia, Brazil).

For the determination of similarity clusters, BioNumerics® software (version
7.1; Applied Maths, Belgium) was used. The dendrogram was created by the UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) method with band position
tolerance and optimization set to 1.25 and 0.5%, respectively. A Dice similarity

coefficient of 280% was chosen for cluster determination.

2.4. Whole-Genome Sequencing (WGS)

The selected CPRKp isolates, chosen based on distinct clusters identified
in PFGE, underwent Whole-Genome Sequencing (WGS) for a more detailed
characterization of their resistance mechanisms.

Initially, bacterial DNA extraction utilized the Wizard® Genomic DNA
Purification kit (Promega, Madison, USA) following the manufacturer's
recommendations to obtain high-quality genetic material (displaying a single band of
high molecular weight without trailing small fragments or RNA on agarose gel, with a
purity ratio at A260/280 approximately 1.8, and A260/230 in the range of 1.8 to 2.0,
and a minimum quantity of 150 ng/uL as measured by NanoDrop).

Genomic library construction involved the use of magnetic beads with the
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DNA Prep kit for DNA fragmentation and adapter insertion. Excess adapters were
removed through washes with Tagment Wash Buffer (lllumina®, San Diego, USA) on
a magnetic support. For cluster formation, a PCR with i7 and i5 indices was performed
using the lllumina DNA Prep kit (Illumina®) and their respective indices. PCR products
were purified using Sample Purification Beads (lllumina®) and underwent
quantification and library normalization to 8nM each. Samples were combined into an
equimolar pool with a final concentration of 16pM and added to the MiSeq cartridge
(Nlumina®) Kit v3 (Paired end) and then analyzed on the lllumina MiSeq platform
(lumina®). After the run, reads with an average fragment size of 75 bp and an
expected coverage of 40 times were obtained.

Post-run, quality parameters (average fragment size, quantity and size of
reads outside the desired range, presence of trailing, and coverage compared to the
reference used) were analyzed for subsequent reference-free assembly (de novo
assembly) of the genome. This was accomplished using SPAdes v.3.12 and CLC Main
Workbench (Qiagen, Hilden, Germany). Quality parameters of the assembly were
evaluated using Quast software for N50, L50, and GC% statistics. A coverage of at
least 30 times for each sequenced base was achieved.

Molecular taxonomic identification of the species and subspecies of K.
pneumoniae isolates was performed using raw sequencing data (short reads) against
the KRAKEN software database (v1.3.1).

For the extraction of data generated by whole-genome sequencing, various
publicly available online tools were utilized. At the conclusion of the process, the
sequences were deposited in publicly accessible databases. Utilizing the sequencing
data, the plasmids underwent a comprehensive examination of their content, allowing

for the elucidation of regulatory sequences and the mobilization of resistance genes
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integrated within them.

2.5. Ethical aspects of research

As this is an experimental study involving clinical samples from patients
treated at HEB, it was submitted and approved by the Research Ethics Committee of
the Botucatu Medicine School, with approval number 3.798.990, CAAE:

25887719.0.0000.5411.

3. RESULTS

3.1. The main source of CPRKp is found in ICU settings and urine samples.
Out of the 90 CPRKp isolates studied came from patients treated at different
HEB sectors; 46 (51.1%) of them were derived from patients treated in the Intensive
Care Units (ICU's) of the referred hospital, 38 (42.2%) of the samples were obtained
from patients admitted into various hospital wards, while 6 (6.7%) originated from
outpatients.
Figure 1 displays the various locations within HEB from which CPRKp

isolates were recovered.
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Figure 1 — Representation of the HEB locations from which CPRKp isolates were recovered
showing ICU’s were the main source.

Figure 2 illustrates the distinct ICU’s comprising HEB and the prevalence of
CPRKp isolation in each of them. About 46 isolates recovered from the ICU’s, 35
(76.1%) were from an Adult ICU, 7 (15.2%) were from a Burns specialty ICU, while 3

(6.5%) were from a Coronary specialty ICU and 1 (2.2%) were from a Pediatric ICU.

O Adult
O Pediatric
3 Coronary

[ Burns

Total=46

Figure 2 — lllustration depicting the prevalence of CPRKp in the different ICU’s, showing that
ICU Adult were the main source of them.
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Urine emerged as the main biological specimen from which isolates were
recovered, contributing with 51 (56.7%) of the total. Others biological specimens
yielding isolates included tracheal secretion (15 samples, 16.7% of the total), blood (9
samples, 10%), catheter tips (7 samples, 7.8%), general secretions (5 samples, 5.5%),

cavitary liquids (2 samples, 2.2%) and general fragments (1 sample, 1.1%) (Figure 3).

Biological specimen

Urine

Tracheal secretion
Blood

Catheter tip

General secretions

Cavitary liquids

B 0O0o0OOO0aO

General fragments

Total=90

Figure 3 — Representation of the biological specimen from which CPRKp isolates were
recovered, showing that urine was the main source.

Figure 4 illustrates the correlation between hospital isolation sector and

biological specimen from which the isolates were obtained.



82

504
= 40-
()
£
S 304 | I General Secretions
7] BN General Fragments
_S @ Cavitary Liquids
5’20- B Catheter Tip
o
0 1 Blood

107 I Tracheal Secretion

3 Urine
0 L] 1 1
ICUs Wards Outpatients

Hospital Sector

Figure 4 — Relationship between the hospital sectors and the biological sample, showing that
the ICUs and urine were the sites and biological material from which most isolates of CPRKp
were recovered, respectively.

Another important characteristic of the studied isolates is their resistance to
other broad-spectrum antimicrobials frequently employed as alternatives for treating
multi-site infections caused by CPRKp. Out of 90 samples, all were been resistant to
fluoroquinolones. Moreover, 56 (62.3%) exhibited resistance to amikacin, 67 (72.3%)
to gentamicin, and a smaller proportion, 3 isolates (3.7%), demonstrated resistance to

tigecycline (Figure 5).
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Figure 5 — The resistance of CPRKp isolates to various broad-spectrum antimicrobials is depicted. (A) illustrates resistance to fluoroquinolones,
with all isolates showing resistance. (B) showcases resistance to amikacin, with 62.3% of isolates demonstrating resistance. (C) displays
resistance to gentamicin, with 72.3% of isolates exhibiting resistance. Lastly, (D) represents resistance to tigecycline, which was observed in 3.7%

of the isolates.
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3.2. Thereis adominant clone in the hospital: cluster A, and KPC is the main
carbapenem resistance

The 90 CPRKp isolates underwent Multiplex PCR analysis to identify
plasmid genes associated with carbapenems and polymyxin B resistance. The
investigation foused on detecting blakrc, blanom and blaoxa-4s genes related to
carbapenem resistance, as well as mcr-1 gene, associated to polymyxin B resistance.

Results revealed that 83 (92.2%) of the CPRKp samples harbored the
blakec plasmid gene. None of the other investigated plasmid genes were found.

Subsequent performing the PFGE technique identified six clusters labeled
A, B, C, D, E and F. Cluster A emerged as the most prevalent, encompassing 64
(71.1%) of the isolates were covered by it. The second most prevalent cluster was E,
covering 15 (16.7%) isolates. Cluster B also demonstrated an important prevalence,
accounting for 8 (8.9%) of the isolates. Clusters C, D and F consisted of only 1 isolate
each (1.1% for each cluster). The dendrogram in Figure 6 illustrates the similarity

clusters based on the Dice similarity coefficient (= 80%).
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Figure 6 — Dendrogram showing the grouping of the 90 isolates of CPRKp in clusters, from A

to F, according to their genetic similarity, after evaluation using the Dice coefficient.

Figure 7 establishes a relationship between clusters determined by PFGE

and the presence of plasmid genes investigated by the PCR technique. It reveals that

among the 64 isolates belonging to cluster A, 60 (93,8%) carrying of the blakrc gene.
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Figure 7 — Relationship between clusters and blakpc gene, showing a high prevalence of this
carbapenemase enzyme in the isolates studied.

3.3. Only a single one isolate exhibited a chromosomal mutation directly
associated with polymyxin B resistance

Following the PFGE technique, which categorized the 90 CPRKp isolates
into clusters based on their similarity, six samples were chosen to WGS using the
lllumina MiSeg® platform. The selection included 2 isolates from cluster A (R022 and
R040), the most prevalent cluster, 2 isolates from cluster E (R038 and R064), the
second most prevalent, and 2 isolates representing the least prevalent clusters (R086,
from cluster B, and R065, from cluster D).

The performance of this technique allowed identify the sequenced isolates
as Klebsiella pneumoniae through of ribosomal multilocus sequences typing (rMLST)

analysis. Furthermore, the sequencing of KL locus, a genomic region containing genes
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responsible for encoding capsule synthesis allowed for capsule characterization. In
cluster A isolates, the locus with the most significant correspondence was KL 107.
Cluster E isolates exhibited the best correspondence was KL 51. For the isolate of
cluster B, the identified locus was KL 151, and for the sample of cluster D the identfied
locus was KL 17.

Housekeeping genes sequencing facilitated the determination of core
genome MLST (cgMLST). The analysis revealed that isolates from cluster A are
categorized as ST258, while those from cluster E are identified as ST16. Additionally,
the isolate from cluster B corresponds to ST340, and the one from cluster D aligns with

ST101, as illustrated in Figure 8.
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Figure 8 — Minimum extent tree of allelic similarity generated from the cgMLST analysis of the 6 CPRKp isolates submitted to WGS

compared to the strains collected from the MLST 2.0 database. (A) — ST 258, (B) — ST 340, (C) — ST 101 and (D) — ST 16.
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Figure 9 presents the results derived from the WGS data analysis for the
isolates. The presence of resistance genes to multiple classes of antimicrobials,
including fluoroquinolones, aminoglycosides, tetracyclines, and B-lactams, along with
the detection of carbapenemase enzymes, aligns with the PCR findings. The figure
also illustrates the incompatibility groups associated with the identified resistance

plasmids and the expression of mutations in the AcrAB efflux pump gene, AcrR.
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respective K. pneumoniae ST's without being related to polymyxin B resistance were not shown in the diagram.

Figure 9 — Presentation of the data obtained for the isolates submitted to the WGS technique, highlighting the
cgMLST, the presence of enzymes B-lactamases and carbapenemases, mutations in genes related to resistance to
fluoroquinolones, aminoglycosides and tetracyclines, mutations in genes encoding expression to the AcrAB efflux pump and
OmpK36 and OmpK37 porins and chromosomal mutations related to resistance to polymyxin B.
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Regarding chromosomal mutations related to polymyxin B resistance,
alterations were investigated in several genes associated with the insertion of L-
Ara4N and pEtN to the lipid A fraction of bacterial LPS, such as phoP, phoQ,
pmrA and pmrB, mgrB, crrB, ramA and pmrC genes. For most of the selected
isolates, the genes found were of the wild type or there were still mutations
characteristic of the determined ST's; only for one of the samples, R040,
belonging to cluster A, a chromosomal mutation was found in the pmrB gene,
directly associated with resistance to polymyxin B. For two samples, the same
R040 and R022, also from cluster A, point mutations in the phoQ gene were
found, absent in global other ST258 isolates, according to information obtained
from the MLST database, which may be related to polymyxin resistance (Table

1),
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Table 1 — Compiled data on isolates submitted to WGS, with emphasis on mutations in chromosomal genes related to
resistance to polymyxin B.
ID PFGE ST polymyxinB eptB pmrA pmrB arnT mgrB crrB  phoP phoQ pmrC ram

MIC
RO40 Al 258 4 wild  wild T157P  wild  wild  wild  wild V24G  wild  wild
G443D
R022 A7 258 32 wild  wild  wild  wild wild wild wild V24G  wild  wild
ROS6 Bl 340 16 wild  wild  wild  wild wild L296Q wild wild  wild wild
RO65 D 101 8 wild A217V G256R G164S wild  not  wild wild G25S wild
M177I found F27C
RO64 E7 16 8 A429E E57G G256R  wild  wild L296Q wild wid F27C wild
R319Q
RO38 E8 16 32 A429E E57G G256r wild  wild L296Q wild wild F27C  wild
R319Q

*Wild = selvage type gene. Normal letters = mutations previously associated with the respective ST, unrelated to resistance to polymyxin
B. Bold letters = point mutations probably associated with resistance to polymyxin B. Red Letters = mutation in chromosomal gene
associated with polymyxin B resistance.
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4. DISCUSSION

The analysis of WGS data revealed that polymyxin B resistance in the
sequenced CPRKp isolates was associated with alterations in the lipid A fraction of
bacterial LPS due to chromosomal mutations in genes related with activity and
regulation of TCS PhoPQ and PmrAB in the cluster A isolates. Moreover, none of
sequenced isolates had enzymes encoded by plasmid genes, such as mcr-1.

It is important to highlight that the PCR technique did not detect the mcr-1
plasmid gene, a finding that was consistent with WGS data. However, the extensive
presence of blakec plasmid genes among the 90 isolates (92.2%), as well as the
absence of other plasmid genes related to carbapenem resistance. The isolates that
did not present the blakec gene (7.8%) also did not have other genes that coded for
the expression of carbapenemases, such as blanom and blaoxa-4s. Several authors
have described the extensive dissemination of the blakec gene in Brazil. For instance,
Maya et al. (26) evidenced the wide dissemination of the blakrc gene in the Brazilian
territory since its first detection in 2005 in Pernambuco (27), associated with several
ST's. Zavascki et al. (28) reported a KPC-producing K. pneumoniae isolated also in
2005 in Santa Catarina, evidencing the rapid dissemination of the blakec gene across
the country. Escanddn-Vargas et al. (29) also reported the wide spread of the blakpc
gene in Brazil and other South American countries. Sampaio and Gales (30)
highlighted the wide dissemination of the blakec gene in Brazil, as well as the
importance of its detection, given the increasing concern about carbapenem resistance
and the expression of other carbapenem resistance genes.

Carbapenem resistance independent of carbapenemase enzymes has also

been widely discussed. In these cases, resistance occurs due to changes in the
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permeability of the outer membrane, because loss of porins and/or by the
overexpression of efflux pumps, associated with the overproduction of B-lactamase
enzymes of the AmpC or ESBL type (31-33). Through the analysis of the data obtained
by the WGS from the six sequenced isolates, it was possible to identify mutations in
genes encoding the expression of OmpK36 and OmpK37 porins, as well as in genes
related to the expression of the AcrAB efflux pump; ESBL-type enzymes such as SHV-
1 and SHV-11 and CTX-M-14 and CTX-M-15 were also identified. These findings,
together, are directly related to carbapenem resistance.

The analysis of cgMLST enabled the identification of STs to which the
selected isolates belong, with those in cluster A being attributed to ST 258. Bush et al.
(34) underscored that ST 258 ranks among the most globally disseminated types, with
a direct association to the spread of the blakec gene. Pitout et al. (35) additionally noted
that ST 258 forms an integral part of clonal complex (CC) 258, encompassing STs 11,
437, and 340 — the latter identified in one of our samples belonging to cluster B — as
well as 512, representing single-locus variants of ST 258. Both Bush and Pitout
emphasized the pivotal role of ST 258 in the dissemination of the blakec gene,
highlighting its hybrid nature composed of clades | and II. Clade | is predominantly
associated with the KPC-2 enzyme, while clade Il is linked to the KPC-3 enzyme.
Bowers et al. (36) highlighted the swift global spread of this ST, reaching pandemic
proportions. Woodford et al. (37) classified ST 258 as a high-risk clone closely tied to
the proliferation of antibiotic resistance. It is noteworthy, as confirmed by PCR analysis,
that one isolate in cluster A / ST258 exhibited genes responsible for the expression of
the KPC-2 enzyme, whereas the other did not.

A data analysis of demographic information revealed that isolates belonging

to cluster A are endemic in the hospital, as they have been present since the beginning
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of isolate selection in 2016. They were found over the subsequent years in patients
treated in the ICU, various hospital wards, and even in outpatients. In fact, 50% of
isolates recoverd from outpatients were gruped in cluster A, representing 4.68% of
these. This indicates their widespread dissemination both within and outside the
hospital.

The isolates grouped in cluster B / ST 340, however, began to be identified
in the hospital from the year 2018, managing to cause infections even in a location
endemic to another cluster/ST. Safavi et al. (38), in their systematic review,
emphasized the significance of ST 340, associated with cluster B isolates, in the
dissemination of the blanom gene across the Americas, Europe, Asia, and Oceania,
although it was not detected in our isolates.

The sample from cluster D was associated with ST 101, this ST belongs to
clonal group (CG) 101, along with ST 1685, ST 2016, ST 2017 and ST 2502. Arcari et
al. (39) highlighted that despite being a ST identified in the early 1990s, it has only
recently been associated with the spread of carbapenem resistance due to the
production of carbapenemase enzymes. It should be noted that the sample studied did
not present blakec gene.

Isolates from cluster E, the second most prevalent, were associated with ST
16. This particular sequence type, although not frequently reported, has gained
prominence in recent years due to its association with carbapenem resistance and its
involvement in hospital outbreaks, as documented by Nguyen et al. (40). In 2019,
Andrey et al. (41) documented the emergence of KPC-producing K. pneumoniae
strains belonging to ST 16 in a Brazilian tertiary hospital, characterized by the
endemicity of strains within clonal complex 258. In our study, these samples were also

notably prevalent and associated with the production of KPC-2 enzymes. The isolates
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belonging to this cluster / ST were also founded throughout the specimen selection
period, but were present in a much smaller proportion compared to the isolates
belonging to the A/ST 258 cluster. We observed too that cluster E isolates were found
in ICUs, several wards and outpatients. In fact, 33.3% of isolates recovered from
outpatients were grouped in cluster E, representing 13.3% of these.

In an effort to identify polymyxin B resistance mechanisms, mutations in
chromossomal genes related to PhoPQ and PmrAB were searched, given the absence
of mcr-1 gene (42,43). In fact, the mcr genes absence is quite relevant. Several authors
have discussed the importance of mcr genes, which encode enzymes related to the
addition of pEtN to the lipid A fraction of bacterial LPS in several parts of the world
(21,44-46). Wang et al. (47) and Quiroga et al. (48) showed the spread of mcr genes
worldwide, including in Brazil, indicating that although its prevalence is not so high, it
is an important way of polymyxin B resistance dissemination.

Only two sequenced isolates, both of cluster A / ST 258, showed
chromosomal mutations potentially associated with polymyxin B resistance,
highlighting their low prevalence between the sequenced isolates. However, their
relevance among cluster A isolates, which represents the largest of CPRKp isolates
studied, is quite notable.

Several authors have discussed the importance of chromosomal mutations
in genes related to PhoPQ and PmrAB, as well as other genes such as pmrC, mgrB,
crrB and ramA in the polymyxin B resistance (11-17,49-54). Jayol et al. (55) described
the association of point mutation in the pmrB gene, which led to the modification of a
single amino acid, as responsible for resistance to polymyxin B in isolates of K.
pneumoniae of worldwide distribution.

Due to the low frequency of mutations that could lead to alterations in the
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outer membrane among isolates belonging to clusters others than cluster A, it was
inferred that mutations in genes associated with the expression of the AcrAB efflux
pump, as indicated in the WGS, along with changes in the polysaccharide capsule
expression, might have hindered the polymyxin B access to these bacteria, thereby
influencing their resistance. Numerous authors, in their reviews on the mechanisms of
polymyxin B resistance, have recognized that efflux pumps expression and alterations
in the polysaccharide capsule as crucial factors linked to resistance against this drug
(11-16, 20, 56).

It is important to highlight certain limitations in our study. Polymyxin B
resistance is a multifaceted phenomenon involving a cascade of genes, regulators,
and operons, and it's plausible that not all of them have been thoroughly addressed in
the WGS. Additionally, the intricacies of polymyxin B resistance are still under
investigation, and there may be mechanisms not entirely elucidated that could be
implicated. Finally, it is notable that the restricted number of sequenced isolates
belonging to cluster A limits more precise conclusion about mutations related to

polymyxin B resistance in isolates belonging to this cluster.

5. CONCLUSION

Taken together, the results obtained indicate that the polymyxin B
resistance in our isolates is associated with changes in the lipid A fraction of the
bacterial LPS due to chromosomal mutations in the genes pmrB and phoQ, associated
with activity of the PhoPQ and PmrAB TCS, for the isolates belonging to cluster A/ ST

258. However, for the isolates belonging to other clusters / STs, the resistance to this
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drug appears to be associated with efflux pumps or the polysaccharide capsule

overexpression.
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CONCLUSAO

A resisténcia aos carbapenémicos estd relacionada com a producdo de
enzimas carbapenemases do tipo KPC, ja que o gene blakpc foi encontrado em
92,2% dos isolados, sendo que nos caos em gue este gene se fazia ausente,
a resisténcia foi associada a perda de porinas e/ou hiperexpressédo de bombas
de efluxo associadas a expressao de enzimas ESBL,;

Identificou-se um clone dominante, o cluster A, pertencente ao ST 258, que
compreende 71,1% dos isolados;

A resisténcia a polimixina B ndo esta relacionada com a expressao de enzimas
gue modificam a estrutura do LPS bacteriano codificadas por plasmideos, como
a mcr-1;

A identificacdo de mutacdo cromossomal no gene pmrB em um isolado
sequenciado pertencente ao cluster A / ST 258, bem como a identificacdo de
mutacdo pontual no gene phoQ em dois isolados sequenciados, ambos
pertencentes ao cluster A/ ST 258, permite inferir que a resisténcia a polimixina
B nos isolados pertencentes a este cluster seja devido a mutacfes em genes
associados com a atividade dos TCS PhoPQ e PmrAB;

A auséncia de mutacBes cromossomais nos genes associados a atividade e
regulacéo dos TCS PhoPQ e PmrAB para os isolados pertencentes aos demais
clusters / ST’s, permite sugerir que, nestes, a resisténcia a polimixina B esteja
associada a hiperexpressdo de bombas de efluxo e/ou de capsula

polissacaridica.
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Tabela 1: Dados obtidos a partir das solicitac6es de cultura e seus respectivos antibiogramas, além do PFGE e da PCR****,

R040

R0O46

R049

R0O50

RO51

RO53

R0O54

RO55

R0O56

RO57

RO58

MIC
polimixina B**

4

Data do
isolamento
Fevereiro/2018
Marco/2018

Abril/2018

Abril/2018

Maio/2018
Maio/2018
Junho/2018
Junho/2018
Junho/2018
Junho/2018

Junho/2018

APENDICE 01

Local de isolamento

UTI (Adulto)
UTI (Adulto)

UTI (Adulto)
Enfermaria (Unidade
Coronariana)

UTI (Adulto)
Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Adulto)

UTI (Adulto)

UTI (Adulto)
Enfermaria (Clinica Médica)

UTI (Adulto)

Material biolégico AMI

Sangue R
Urina R

Secrecdo traqueal R

Sangue R
Ponta de cateter R
Urina R
Sangue R
Urina R
Ponta de cateter R
Urina R
Urina R

GEN TIG PFGE KPC

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al
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R0O59

R0O60

R062

R063

RO66

RO67

R0O70

RO73

RO75

R082

RO85

R048

RO71

RO13

RO15

Junho/2018

Julho/2018
Julho/2018
Julho/2018
Julho/2018
Agosto/2018
Julho/2018
Agosto/2018
Agosto/2018

Setembro/2018

Outubro/2018

Abril/2018
Abril/2018
Setembro/2016

Setembro/2016

UTI (Clinica Médica)

UTI (Adulto)
Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Adulto)

UTI (Adulto)

UTI (Coronariana)
Enfermaria (Clinica Médica)
Enfermaria (Clinica Médica)
Enfermaria (Clinica Médica)

UTI (Adulto)

Enfermaria (Clinica Médica)

Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Adulto)
UTI (Adulto)

UTI (Coronariana)

Secrecgdo (em
geral)

Urina
Secrecdao traqueal
Urina
Urina
Urina
Urina
Urina
Urina
Secrecao traqueal
Secrecao (em
geral)

Urina
Urina
Urina

Secrecéo traqueal

Py

J XU »w XV D

wn nw u nu u u u u u un

nw u u

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

A2

A3

A4

A4
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RO16

R026

R029

R034

RO17

RO18

R0O19

R020

R021

R022

R024

R025

R027

R045

RO76

RO77

RO78

32

16

32

16

16

32

16

Outubro/2016
Outubro/2016
Dezembro/2016
Julho/2017
Outubro/2016
Outubro/2016
Novembro/2016
Novembro/2016
Novembro/2016
Novembro/2016
Dezembro/2016
Dezembro/2016
Dezembro/2016
Marco/2018
Agosto/2018
Agosto/2018

Setembro/2018

Enfermaria (Clinica Médica)
Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Adulto)

UTI (Coronariana)

UTI (Adulto)

UTI (Adulto)

UTI (Adulto)
Enfermaria (Clinica Médica)
Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Adulto)

UTI (Adulto)
Enfermaria (Clinica Médica)
Enfermaria (Clinica Médica)
Enfermaria (Emergéncia)
UTI (Adulto)
Enfermaria (Clinica Médica)

Enfermaria (Clinica Médica)

Secrecao traqueal

Urina
Sangue
Ponta de cateter
Liquido cavitério
Urina
Liquido cavitario
Urina
Urina

Urina

Secrecao traqueal

Sangue
Urina

Urina

Secrecdo traqueal

Urina

Urina

Py n Py

J O XV XD

J o XX XD

J XU »w XV D

Py

wn (0] n u n u

nw unu u u u

A4

A5

A5

A6

A7

A7

A7

A7

A7

A7

A7

A7

A7

A7

A9

A9

Al10
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RO44

R023

R0O30

R014

RO47

ROO7

RO08

R032

RO05

RO31

R004

RO10

RO12

R0O09

R028

RO06

32

32

16

16

16

16

16

16

32

16

32

16

16

16

Marco/2018
Novembro/2016
Janeiro/2017
Setembro/2016
Novembro/2018
Agosto/2016
Agosto/2016
Maio/2017
Julho/2016
Fevereiro/2017
Junho/2016
Setembro/2016

Setembro/2016

Agosto/2016

Dezembro/2017

Julho/2016

Ambulatério
Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Adulto)

UTI (Adulto)

UTI (Adulto)
Enfermaria (Clinica Médica)
Enfermaria (Clinica Médica)
Ambulatério
UTI (Adulto)
Ambulatério
Enfermaria (Enfermaria)
UTI (Adulto)

UTI (Adulto)

Enfermaria (Clinica Médica)

Enfermaria (Clinica Médica)

UTI (Adulto)

Urina
Urina
Urina
Urina
Ponta de cateter
Urina
Urina
Urina
Secrecao traqueal
Urina
Urina
Urina
Secrecdo traqueal
Secrecao (em
geral)
Urina

Ponta de cateter

wn (7] nw o nw o

All

Al12

Al3

Al4

Al5

Al6

Al6

Al6

Al7

Al7

Al8

Al8

Al8

Al19

A20

A21
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RO11

RO01

R0O35

R088

R089

R086

R0O90

RO74

RO79

RO81

R052

R080

RO72

R0O03

RO65

32

32

16

16

16

Setembro/2016
Abril/2016
Setembro/2017
Novembro/2018

Dezembro/2018

Outubro/2018

Dezembro/2018
Agosto/2018
Setembro/2018
Setembro/2018
Maio/2018
Setembro/2018
Setembro/2018
Maio/2016

Julho/2018

Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Adulto)
UTI (Coronariana)
UTI (Adulto)

UTI (Pediétrica)

Enfermaria (Clinica Médica)

UTI (Adulto)
Enfermaria (Emergéncia)
Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Queimados)

UTI (Coronariana)
Enfermaria (Emergéncia)
UTI (Adulto)

UTI (Adulto)

UTI (Adulto)

Urina
Sangue
Urina
Secrecdao traqueal
Urina
Secrecao (em
geral)
Ponta de cateter
Urina
Urina
Sangue
Urina
Urina
Secrecao traqueal
Sangue

Secrecéo traqueal

(0)] (0] Py

J o XX XD

wn nw u u u u

nw u u u

A22

A23

A23

A24

A24

Bl

Bl

B2

B3

B3

B4

B5

B6
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R083

R084

RO87

R0O33

RO36

RO61

R0O68

R0O69

RO37

R0O41

R064

RO38

R0O39

R042

R002

Setembro/2018

Setembro/2018

Outubro/2018

Junho/2017

Outubro/2017

Julho/2018

Julho/2018

Julho/2018

Dezembro/2017

Fevereiro/2018

Julho/2018

Novembro/2017

Dezembro/2017

Novembro/2017

Maio/2016

Enfermaria (Clinica Médica)

Ambulatério
Enfermaria (Clinica Médica)
Enfermaria (Pediatria)
Enfermaria (Clinica Médica)
Ambulatério
Enfermaria (Clinica Médica)

UTI (Queimados)

Enfermaria (Clinica Médica)

UTI (Coronariana)

UTI (Queimados)
Enfermaria (Clinica Médica)
UTI (Coronariana)
Enfermaria (Clinica Médica)

UTI (Adulto)

Fragmento (em
geral)
Urina
Urina
Urina
Urina
Urina

Urina

Secrecao traqueal

Secrecgdo (em
geral)

Ponta de cateter

Secrecdo traqueal

Urina

Secrecdo traqueal

Urina

Sangue

Py w nw ou

Py (0)]

Py w nw ou

Py (7] nw o

El

E2

E3

E4

E4

ES

E6

E6

E7

E7

E7

E8

E8

ES8

E9
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R043 2 Margo/2018 Ambulatério Urina S S S F +

* Abreviaturas: ID — identificacdo, MIC — concentracdo inibitéria minima, AMI — amicacina, GEN — gentamicina, TIG — tigeciclina, PFGE —
pulsed field gel electrophoresis, PCR — polymerase chain reaction, UTI — Unidade de Tratamento Intensivo, S — sensivel, R — resistente, + —
presenca do gene blakec, - — auséncia do gene blakpc.

** A determinacdo da MIC de polimixina B foi realizada seguindo as especificacdes dos documentos CLSI e BrCAST do ano de 2023.

*** Todas as amostras sao resistentes para 0s carbapenémicos imipenem, meropenem e ertapenem, além de ndo apresentarem 0s genes
plasmidiais blanpwm, blaoxa-as € mcr-1.
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