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Resumo

A resisténcia antimicrobiana aos carbapenémicos ¢ um problema mundial.
A New Delhi metalo-B-lactamase (NDM) ¢ uma metalo-f-lactamase do tipo BI,
capaz de hidrolisar quase todos os B-lactamicos, com exce¢do do aztreonam.
Existem 29 tipos de NDM descritos e identificados em mais de 60 espécies de 11
familias, e elas apresentam atividades varidveis de carbapenemase. Varios tipos
de plasmideos estao implicados na disseminagdo da blanpm (gene que codifica a
NDM) como os tipos IncL/M, IncA/C, IncF, IncHI1 e os novos IncN e IncHI1.
Bactérias com NDM tém sido identificadas pelo mundo todo, com maior
prevaléncia na India, no Oriente Médio, e na regido dos Balcds. A polimixina,
combinada com outros agentes como os aminoglicosideos se mantém a principal
alternativa de antibioticoterapia. Compostos capazes de inibir a NDM foram
encontrados, porém, ainda nao estdo aprovados para uso clinico.

O objetivo desse trabalho ¢ caracterizar epidemiologica e molecularmente
os isolados NDM enviados ao LACEN/PR de janeiro de 2013 e agosto de 2018.
A epidemiologia foi acessada através dos dados do software GAL utilizando
Elasticsearch. A sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada através da
microdilui¢do em caldo. A similaridade genética da espécie predominante,
Klebsiella pneumoniae, foi determinada através do rep-PCR. O sequenciamento
NGS plataforma Illumina, o software Prokka e ferramentas do CGE foram
utilizados para mapear os genes de resisténcia e determinar o tipo de NDM e de
plasmideos. Para a caracterizagdo dos plasmideos das duas espécies mais
frequentes foi utilizado o sequenciamento de nova geracao short e long reads,
com montagem hibrida Illumina e Nanopore através do software Unicycler. O
desenho dos plasmideos foi realizado usando BRIG.

No nosso estudo, encontramos prevaléncia de 4% de bactérias NDM, a
espécie predominante foi K. pneumoniae seguida de Escherichia coli. Foram
encontrados oito perfis clonais de K. pneumoniae, os quais foram tipados por
MLST. Os ST encontrados foram ST11, ST15, ST2640, ST340 ¢ um novo ST
descrito pelo nosso grupo, o ST15 foi prevalente. Para E. coli foi encontrado o
ST744.

Sendo K. pneumoniae e E. coli, as bactérias produtoras de NDM mais
prevalentes, neste trabalho tipamos os plasmideos envolvidos nesta resisténcia,
sendo o plasmideo IncFIl/Inc FIB (pKpQIL) e IncA/C respectivamente e
descrevemos os contextos genéticos de dois transposons carreadores de blanpm
destas espécies.

Micro-organismos NDM sdo um desafio para os estabelecimentos de
saude e mais estudos sao necessarios para entender sua disseminagao.

Palavras-chave: carbapenemase, blanpm, plasmideos, MLST, epidemiologia
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Abstract

Antimicrobial resistance against these life-saving drugs is a major public
health problem worldwide. New Delhi metallo-f-lactamase (NDM) is a Bl
metallo-B-lactamase able to hydrolyze nearly all B-lactams available, except
aztreonam. Twenty-nine NDM variants have been identified in >60 species of 11
bacterial families, showing a variable carbapenemase activity between
variants. Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli are the predominant
carriers of blanpm. Several replicon type plasmids are implicated in blanpm
carrying such as IncLL/M, IncA/C, IncF, IncHI1 and the new IncN e IncHII.
NDM-positive strains have been identified worldwide, with the highest
prevalence in India, the Middle East, and the Balkans. Polymyxins combined with
other agents as aminoglycosides remain the main antimicrobial treatment options.
Medicines able to inhibit NDM producing bacteria have been found, but not yet
approved for clinical use.

The aim of this study 1is the epidemiological and molecular
characterization of NDM- producing isolates received by the central reference
laboratory (LACEN/PR) since January 2013 until august 2018. Epidemiological
data was accessed through laboratory environment management (GAL) using
Elasticsearch. Minimal inhibitory concentration was performed using broth
microdilution. Genetic similarity of predominant specie, K. pneumoniae, was
determined using rep-PCR. Next Generation sequence Illumina was used to
access resistant genes, typing of NDM gene and replicon typing using Prokka and
CGE tools. Plasmid characterization was done using short and long-reads next-
generation sequence and Unicycler for hybrid assembly. Graphical visualization
was done using BRIG.

In our study, we found a prevalence of 4% of NDM-producing bacteria.
The predominant species was K. pneumoniae followed by E. coli. Eight clonal
profiles of K. pneumoniae were found, which of them were typed by MLST.

The sequence types found for K. pneumoniae, ST11, ST15, ST2640,
ST340 and a new ST described by our group, being ST15 the most prevalent;
for E. coli we have found que sequence type ST744.

The replicon type plasmids of blanpm found was IncA/C for E. coli and IncFII/Inc
FIB (pKpQIL) for K. pneumoniae. We described the genetic context of the
transposons carried by two strains selected between the most frequent species, K.
pneumoniae and E. coli.

The continual evolution of resistant markers due to the selection pressure and their
spread among the bacteria through horizontal gene transfer is one of the alarming
threats to the health worker in the hospital settings to control infections.

NDM will remain a severe challenge in health care settings, and more studies
on appropriate countermeasures are required.

Keywords: carbapenemase, blanpwm, plasmid, MLST, epidemiology
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Resumo popular

Os medicamentos da classe da penicilina sdo muito utilizados para tratar
varios tipos de infecgdes, porém o aparecimento de bactérias em que estes
antibidticos ndo tém ag¢do ¢ um sério problema de satide publica. A New Delhi
metalo-B-lactamase (NDM) ¢ um modo que as bactérias podem usar para fugir da
acao de muitos medicamentos disponiveis nos hospitais e nas farmécias. Existem
29 tipos de NDM descritos identificados em mais de 60 tipos de bactérias e elas
podem ser mais ou menos afetadas pelos antibidticos usados pelos médicos.
A Klebsiella pneumoniae e a Escherichia coli sao as bactérias mais encontradas
dentre esse tipo de bactérias.

Bactérias produtoras da resisténcia NDM tém sido encontradas pelo
mundo todo, com maior prevaléncia na India, no Oriente Médio, e na regido dos
Balcas. O antibidtico polimixina, tltimo medicamento que pode ser usado quando
todos ja estdo sem ag¢do, combinado com outros farmacos como a gentamicina
ainda sdo tratamentos possiveis para as pessoas que desenvolvem infecg¢des por
essas bactérias. Novos medicamentos capazes de combater a NDM foram
encontrados, porém, nenhum deles estd aprovado para uso pelos médicos para
tratamento de seus pacientes.

No levantamento feito de janeiro de 2013 e agosto de 2018, foi encontrado
um total de 4% de bactérias NDM. A bactéria mais frequente foi Klebsiella
pneumoniae e depois Escherichia coli. Foram encontrados oito tipos distintos de
Klebsiella pneumoniae. Esses tipos foram classificados através de uma técnica
mais moderna, a tipagem por sequenciamento genético, que separa as bactérias
em tipos que podem ser comparados entre paises diferentes.

Genes que podem ser transmitidos de uma bactéria para outra, chamados
de plasmideos, foram encontrados, classificados e comparados com os que
existem em outras regioes.

O uso abusivo de antibidticos propicia que as bactérias que possuem genes
que permitem fugir aos antibidticos se espalhem nos hospitais e nas infecgdes que
ocorrem na comunidade. Este fato representa cada vez mais um desafio para a
medicina tratar esses germes. E necessario que estes tipos de bactérias sejam
sempre monitorados para que sua disseminacao seja minimizada.
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1. INTRODUCAO

A multirresisténcia bacteriana aos antimicrobianos ¢ um problema emergente no
mundo todo, estd presente em iniimeras espécies bacterianas, causando tanto infecg¢des
relacionadas aos servicos de satde quanto ambulatoriais(1).

O aumento da resisténcia entre os gram-negativos ¢ um exemplo importante de
como as bactérias podem adquirir, manter e expressar novas informagdes genéticas
adquiridas via elementos moéveis que conferem resisténcia a um ou mais tipos de
antimicrobianos (2).

Os carbapenémicos sdo importantes antibioticos B-lactamicos com comprovada
acdo contra quase todos 0s micro-organismos gram-negativos, porém a sua acgao esta
ameagada com a emergéncia das carbapenemases(3). A emergéncia da carbapenemase
NDM-1(New Delhi Metallo-B-lactamase) ¢ considerada um grande problema de satide
publica devido a sua grande velocidade de disseminacao(4). Sua capacidade de hidrolisar
a maioria dos B-lactdmicos e carrear outros tipos de resisténcia em plasmideos, deixa
poucas alternativas terapéuticas disponiveis. Este tipo de resisténcia espalha-se
rapidamente para outras bactérias através de elementos genéticos modveis e também
geograficamente entre pessoas, paises e continentes, viajando através dos em pacientes
que buscam atendimento médico fora do seu pais de residéncia e (4). Pode-se afirmar que
a blanpm-1 € um gene epidémico, dada a sua grande contribui¢do na falha terapéutica em

Enterobacterales e outras bactérias resistentes a carbapenémicos(5).
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2. JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana se tornou uma das maiores ameagas a saude publica,
em particular quando se fala no aumento da resisténcia aos carbapenémicos sendo uma
preocupagdo particular, devido a falta de terapéutica efetiva e segura para o tratamento
dessas infecgoes(6).

A compreensdo dos mecanismos de resisténcia, dos elementos genéticos moveis
que os codificam e da epidemiologia ¢ necessaria para a preven¢do de novas infecgdes,
diminuindo a morbimortalidade dos pacientes acometidos por elas. Os carbapenémicos
sdo potentes antibidticos de amplo espectro e sdo, ou deveriam ser, reservados para o
tratamento de infeccdes que causam risco de vida aos pacientes (7). A efetividade dos
carbapenémicos esta sendo continuamente comprometida devido a resisténcia promovida
pelas B-lactamases com capacidade de hidrolise destes antimicrobianos, as também
chamadas carbapenemases(8).  Por essa razdo a determinagdo da sensibilidade aos
antimicrobianos e mecanismos de resisténcia destes isolados ¢ fundamental, para o estudo
das opgoes terapéuticas disponiveis. A carbapenemase NDM-1, descrita em 2008,
espalhou-se muito rapidamente pelo mundo, atraindo a atengdo para o problema da
resisténcia bacteriana(9). As bactérias produtoras de NDM causam uma variedade de
infeccdes associadas com alta mortalidade(10). Elas podem ser encontradas no mundo
inteiro, representando um desafio para o tratamento clinico e a saude publica (11). Por
esse motivo o estudo da sua disseminagdo ¢ uma necessidade para seu entendimento.

A caracterizacdo dos plasmideos promove o conhecimento e andlise do gene
blanpm-1 € seus elementos anexos, fornecendo um melhor entendimento dos aspectos
epidemioldgicos dos plasmideos carreadores de genes de resisténcia(12). O tipo de

plasmideo (replicon typing) e caracteristicas da bactéria hospedeira (ex. sequence typing)
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sdo ferramentas importantes para inferir a disseminagdo dos determinantes da resisténcia
antimicrobiana entre bactérias nao relacionadas(13).

Este trabalho pretende mostrar os aspectos microbiolégicos e epidemioldgicos das
bactérias produtoras de NDM assim como suas propriedades genéticas, sua distribui¢ao

entre as espécies e sua distribui¢do geografica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Histdrico

A NDM-1 ¢ uma carbapenemase de classe B1, uma metalo-f-lactamase, descrita
em 2009, em Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli isoladas de um paciente da
Suécia que havia sido transferido um dia antes de um hospital da india(14). A NDM-1
parece estar disseminada em todo subcontinente indiano, e em estudos retrospectivos
(estudo SENTRY) foi encontrada em amostras isoladas desde o ano de 2006 (15). Os
paises da regido dos Balcas parecem ser outro reservatorio importante, porém esta
presente em todos os continentes (16,17). A disseminacdo da NDM se deu pelo mundo
em curto periodo, sendo considerada endémica em lugares como a India, Paquistdo e
Bangladesh. Ha relatos do seu isolamento em varios paises, como Estados Unidos,
Canadd, Grécia, Colombia, Brasil, Espanha, Franca, Inglaterra, Italia, Suica, Turquia,
Marrocos, Emirados Arabes, Kuwait, China, Japdo, Taiwan, Coréia do Sul e
Australia(15,18). Na China, Emirados Arabes, India e Paquistdo ¢ a carbapenemase com
maior prevaléncia(19). Em alguns paises hé a prevaléncia de Acinetobacter baumannii,
enquanto em outros Klebsiella pneumoniae é a mais prevalente (20). Na América Latina
o primeiro isolado foi em Providencia rettgeri. No Brasil foram reportados primeiramente
em Providencia rettgeri e Acinetobacter baumannii(15,21). A disseminagao ocorre tanto
em surtos como através de elementos moveis entre bactérias (9).

Todas as bactérias descritas como prioritarias pela Organizacdo Mundial de Saude,

tem potencial de serem produtoras de NDM, o que suscita atencao (61).
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3.2 Caracteristicas fenotipicas

Como todas as metalo-f-lactamases, ela possui a capacidade de hidrolisar todas as
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, porém, o monobactam aztreonam, apesar de
ser B-lactamico, ndo ¢ hidrolisado. E inibida por quelantes de fons divalentes como o
EDTA e acido mercaptoetandico e ndo € inibida pelo acido clavulanico(2). Os inibidores
de B-lactamase mais comuns, como o avibactam, clavulanato, sulbactam e tazobactam
nao sao ativos contra NDM. Ocorre € mais prevalente em Enterobacterales, porém pode
ser encontrada em nao fermentadores de glicose e Vibrionaceae, em menor escala. A
maioria das bactérias produtoras de NDM sdao resistentes a quase todos os
antimicrobianos, além dos [-lactdmicos, sendo excegcdes a colistina, e o0s

aminoglicosideos(4).

22



_*.-
0 Sy
i : /D[HII
+ His{g, _ ,~HO ZASPmu Hisy4g. fn '\\_ Aspy2g
: .OHZAS Hisq4¢” ZIH 2 nHngsg Hisq1e” | e
Hl511a,z 2 OH 8Pz Hisqgg CY¥Sz21 Hisigs CYS22i H|5253
Hisqg" V. . His
"6 Hisygs CySazy -0 0.0
+H3 +H,0
(d) (f)
/HQD
HO
HO, >
).. 0 o Qo
g ' O{H)
o=l =~ 0 His '
S PHN Y M8 I N Dnz&f’pﬁ’ﬂ
HlE‘HE!Z’naa L A5P12ﬂ HlSﬂE |
Hisq1” | Zn*t Hisigs C¥S221 Hisyes

Hisqgg C¥S221 Hisygs

(e) (9)
HO, HQ
R i
/ H_ © ) L‘g_‘
H|51|s \ ASFHzn B8 S =HO" --Z AP

[
H|51,5 Hisy4g”

H'5195 Cyszai H|$2E3

Figura 1 - Hidrélise de um B-lactdmico por uma metalo-f-lactamase binuclear da classe
B.

Fonte: Tooke 2019

Como uma [-lactamase da subclasse B1, a NDM possui dois atomos de zinco no
centro ativo, assim como a IMP (Imipenemase) e VIM (Verona Imipenemase) (5). Além
de fazer parte do centro ativo, o zinco também ativa uma molécula de agua, que doa um
préton para gerar uma hidroxila para hidrolise do carbono do grupo carbonila do anel -
lactamico(22) (Figural). Como a identidade entre a NDM e IMP e VIM ¢ de apenas 34%
e 35% respectivamente, foi proposto um novo grupo entre a subclasse B, ficando a NDM
na subclasse B1b, e as demais compondo a subclasse Bla (23).
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A localizacdo da NDM na célula bacteriana difere de todas as outras metalo-f3-
lactamases. Ela ¢ uma lipoproteina ancorada na membrana externa das bactérias gram-
negativas. Este fato tem sido atribuido a presenca de uma sequéncia de aminoacidos de
lipidagao canodnica, a LSGC (lipidobox), no final do seu sinal peptidico, que promove a
sua ancoragem na membrana plasmatica (24). Outras metalo-B-lactamases,
diferentemente da NDM, se solubilizam no espago periplasmatico (25). A ancoragem da
NDM aumenta a estabilidade da enzima, especialmente em baixas concentragdes de
zinco, que ocorre em locais de infec¢do pela secrecdo de calprotectina, uma proteina
quelante de metais, pelo sistema imune. A ancoragem também facilita a secre¢do da
enzima em vesiculas (OMV), que podem carrear tanto a enzima NDM como o gene
blanpm para outras células (17, 61).

A estrutura secundaria da NDM contém 9 a-hélices, 17 cadeias B, e 3 giros e possui
uma conformagao af}/Bfa da superfamilia metalo-hidrolase/oxiredutase (Figura 3)(26).
Substitui¢cdes tem sido observadas em seus 269 aminoacidos, resultando em variantes
distintas. Até¢ o ano de 2022, um total de 29 variantes (NDM-1 a NDM-29) foram
identificadas em varias espécies bacterianas em todo o mundo (Figura 2) (23).

As variantes apresentam entre 1 e 7 aminoéacidos diferentes comparados com a
NDM-1. Nenhuma das substituicdes sdo no centro ativo da enzima, porém algumas
variantes exibem atividade alterada contra os -lactdmicos. As variantes NDM-5, NDM-
17, NDM-20, NDM-21 sao possuidoras da substituicdo V88L e foram reportadas como

exibirem 4 a 8 vezes mais atividade contra os carbapenémicos(27).
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Figura 2- Evolu¢do e disseminacdo da carbapenemase NDM.

(A) Linha do tempo do surgimento de variantes de NDM por ano. Numero de
substituigdes de aminodcidos comparado com NDM-1: uma (azul), duas (verde), trés
(amarelo), e cinco (vermelho). (B) Disseminagdo global de NDM carbapenemase. Se¢des

cinza indicam areas sem NDM reportadas. NDM-New Delhi metalo-p-lactamase.

Fonte: Mojica 2022
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- NDM-1

Figura 3 - Caracteristicas moleculares das -lactamases NDM-1.

Fonte: Tooke,2019.

3.3 Caracteristicas genotipicas

Contexto genético do gene blanpm

A origem do gene blanpm-1 € provavelmente quimérica e pode ter ocorrido em
Acinetobacter(12,28). Molecularmente falando, a NDM-1 ndo se parece com outras
carbapenemases, sendo a VIM-1/VIM-2 as mais semelhantes, apresentando apenas 32,4
% de similaridade(14). O gene blanpm-1 codifica uma proteina monomérica de 269
aminodcidos com massa de aproximadamente 27,5 kDa(14). Diferente da maioria das f3-
lactamases, ele ndo ¢ sempre carreado por um Integron de classe 1 (14)

O gene blanpm-1 esta presente em uma variedade de contextos genéticos, o que
sugere que multiplos mecanismos podem estar associados a mobilizagdo deste gene.
Algumas caracteristicas sdo mantidas, como a sequéncia de insercdo IS4bal25 (intacta

ou truncada) sempre upstream do gene e da resisténcia a bleomicina (bleMBL) sempre
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downstream. Depois do gene bleMBL, ha normalmente um conjunto completo ou
remanescente de genes como o trpF, dsbC (também chamada de tat), cutAl (também
chamada de dct), e groES-groEL além da a sequéncia de inser¢ao ISCR27. A sequéncia
ISAba125 fornece a regido promotora para a expressao da blanpm-1(29).

Em Acinetobacter spp., outro elemento ISAbal25 se encontra downstream de
ISCR27, e dois elementos IS4bhal25 formam um transposon composto, o Tn125 que
carreia a blanpm-1. E provavel que os componentes genéticos que compde o transposon
Tn125 tenham origens diferentes, e a secdo groES- groEL-ISCR27 pode ter sido

originada de Stenotrophomonas spp. (30,31)

A anélise do contexto genético e sequéncia por Toleman e colaboradores em 2012, sugere
como pode ter sido formado o gene blanpm-1 (Figura 4). Os primeiros 19 pares de bases
que codificam os primeiros 6 aminoacidos de NDM-1 se originariam de um gene de
resisténcia aos aminoglicosideos, o aphA6. As demais sequéncias de nucleotideos se
originam a partir de um gene de metalo-B-lactamase ainda ndo identificada na época. E
bastante provavel que a fusdao dos dois genes tenha ocorrido em Acinetobacter spp. uma
vez que tanto a [IS4bal25 e aphA6 sdao achados comuns nesta bactéria(32).0s elementos

ISCR sao conhecidos por acumular componentes genéticos via circulo rolante(33).

O elemento ISCR27 pode ter adquirido o gene progenitor da blanpm-1(31,32) e o
mobilizado juntamente com os genes blemsL , trpF, dsbC, cutAl e groES-groEL em um
gene aphA6 (downstream da copia de IS4bal25), permitindo a fusdo e a formacgdo da
blanpm-1(31,32). A segunda copia de ISAbal25 ¢ inserida downstream do ISCR27

formando o transposon composto Tn125 no ISAbal25 (32).
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Figura 4 - Duas provaveis rotas de construgao do gene blanpm-1.

(a) o gene blanpm-1pode ter sido construido via a delecdo que ocorreu entre o transposon
composto aphA6-IS4Abal25 e um gene de uma metalo-f-lactamase blays:. Esse evento
removeria todas as sequencias entre as setas, incluindo a maioria da sequéncia de aphA6
e toda sequéncia upstream a blaypr (b). Um evento de circulo rolante envolvendo
elementos ISCR27 comegando no orilS mobilizaria 0 DNA upstream que inclui o blas;.

O Acinetobacter spp. pode também, ter servido como um intermediario para a
mobilizacdo da blanpm para as Enterobacterales (31). O elemento Tnl25 que carreia o
gene blanpwm ¢ interrompido ou truncado em Enterobacterales, gerando uma variedade de
contextos genéticos complexos. Essa interrup¢do acontece pela insercdo de diversos
elementos genéticos moveis como IS1, IS5, 1S26, IS903, ISEc33 e ISKpn14 entre outros
e uma recombinagdo. As sequéncias flanqueadoras remanescentes de Tnl25 formam
mecanismos de mobilizacdo do gene blanpm. Estes mecanismos incluem um niimero de
transposons compostos formados por duas copias da mesma sequéncia de inser¢do como
a 1S26, IS90 e IS3000. A duplicacao do gene no mesmo plasmideo se da pela agdo de um

transposon composto formado pela IS26(34).
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A mobilizacdo do gene blanpm pode ser associada com outra sequéncia de
inser¢ao, a ISCR1. Duas cépias em tandem, repetidas, foram encontradas no cromossomo
de Escherichia coli na China e Pseudomonas aeruginosa na Sérvia(35). Em ambos os
casos, as copias em tandem de blanpm sdo associadas com a ISCR1, que utiliza o circulo
rolante de transposicao e pode gerar duplicacdes em tandem (seguidas) de suas sequéncias

mobilizadas via recombinacao homdloga(33).

3.4 Plasmideos

O gene blanpm-1 normalmente esta relacionado a plasmideos, com IncX3, IncL/M,
IncA/C, IncF, IncHI1 e IncN. Estas estruturas sao relacionadas com a disseminagao nao
clonal do gene. Os plasmideos IncA/C sdo particularmente importantes por serem capazes
de se replicar em Pseudomonas spp. € outras espécies, além das Enterobacterales. Os
plasmideos deste grupo carreiam multiplos genes, conferindo resisténcia a
aminoglicosideos, cloranfenicol, sulfa/trimetoprim, além de enzimas de restri¢ao,
metilases e sistemas que promovem a manutencdo € sobrevida no citoplasma
bacteriano(44, 45).

Embora o gene esteja presente em cromossomos em alguns casos, a grande
maioria estd presente em plasmideos o que facilita grandemente a sua transmissao(45).
Wu e colaboradores determinaram os tipos de replicon envolvidos com o gene blanpm-1
utilizando 355 sequéncias completas de plasmideos depositados no GenBank até 2018.
Eles encontraram a blanpm-1 em 21 tipos de plasmideos: IncC, IncB/O/K/Z, IncFIA,
IncFIB, IncFIC, IncFIl, IncFIIl, IncHI1, IncHI2, IncHI3, IncN, IncN2, IncL/M, IncP,
IncR, IncT, IncX1, IncX3, IncX4, IncY, and ColE10, o que sugere multiplas aquisi¢cdes

de varios plasmideos, (Figura 5)(46).
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Figura 5- Distribuigdo dos tipos de plasmideos carreadores de blanpm-1.

Fonte: Wu, et all. 2019

O tipo de plasmideo mais comum em que se encontra o gene blanpm € o IncX3,
presente majoritariamente em Enterobacterales, especialmente em Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae. Este tipo de plasmideo foi encontrado raramente na Europa e
América do Norte, e mais comumente em paises asiaticos como a China, Coréia do Norte
e também no Mianmar(45).

Em amostras clinicas, o tipo de plasmideo carreador mais frequente ¢ IncFII, que
ocorre sozinho e em combinacdo com IncFIB (45).

Outro tipo de plasmideo comum que carreia o gene blanpm € o IncC, também
chamado de IncA/C2. Este tipo de plasmideo ¢ encontrado em quase todos os continentes
exceto a Antartica e pode ser carreado por diversas bactérias como as Enterobacterales,
e em Vibrio spp.(45).

Os plasmideos IncF possuem um nimero limitado de hospedeiros e possuem
fatores proprios de replicacdo(78). Eles normalmente sdo grandes (>100kb), porém com
numero baixo de copias e muitas vezes carreiam um replicon type adicional para iniciar

a replicagdo. Apesar de serem principalmente associados a genes de [-lactamase de
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espectro estendido, estes plasmideos tém sido associados recentemente com
carbapenemases em Enterobacterales. A sua grande versatilidade intracelular e rapida
evolucdo das sequéncias permitiu que se espalhassem entre as enterobactérias(78)v. Esse
fato ¢ mostrado na maioria dos estudos de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli

produtores de NDM-1 em diferentes paises(77).

3.5 Sequence typing

Os STs mais reportados como Klebsiella pneumoniae produtoras de NDM foram
os ST11, ST290, ST147, ST340, ST15, ST278 ¢ ST14(49). Em 2014 foi reportado no
mediterraneo, na Grécia, um surto com predominio de ST11, vindo provavelmente da
regido dos Balcas. Esse ST também foi reportado como sendo o predominante em um

estudo da China(50,51).

3.6 Tratamento

As bactérias produtoras de carbapenemase sdo muitas vezes resistentes a maioria
dos B-lactdmicos e também a muitos dos antibidticos de outras classes, sendo assim, as
opgoes terapéuticas para tratamento destes isolados muitas vezes limita-se a polimixina
B, a fosfomicina, a tigeciclina e alguns aminoglicosideos como a plazomicina(19).

A plazomicina ¢ um farmaco semissintético, derivado da sisomicina(52), o qual
foi modificada estruturalmente para ndo sofrer a¢do das enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (com excecdo da AAC(2") -I) (53). A resisténcia a plazomicina, assim
como a outros aminoglicosideos, se da via 16S rRNA metiltransferases. Ela apresenta-
se como uma opg¢ao terapéutica vidvel para infeccdes do trato urinario por micro-
organismos produtores de carbapenemases(54). Um estudo feito no Brasil constatou a sua
sensibilidade em isolados produtores de carbapenemases em 87% dos isolados. As
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enzimas metilases foram encontradas em 75% dos produtores de NDM-1 na Europa, o
que representa um dado importante de resisténcia, associado a presenca dos genes de
metilases nos plasmideos carreadores de blanpm-1(58). A atividade in vitro da plazomicina
utilizado sozinha ou em combinag@o com colistina, meropenem, fosfomicina e tigeciclina
também foi testada resultando em efeitos sinérgicos com os primeiros trés, porém nao
com a tigeciclina(60).

A necessidade de um inibidor especifico para ser utilizado na clinica para tratar
isolados produtores de NDM e outras metalo—[-lactamases ¢ urgente. Uma vez que os
ultimos medicamentos lancados s6 inibem serina carbapenemases, ha a selecao dos
isolados produtores de metalo-f-lactamases (62). Diferente das serina carbapenemases,
que sdo enzimas exclusivamente bacterianas, as metalo-f-lactamases pertencem a
superfamilia das metaloproteinas com diversas fungdes bioldgicas além da hidrélise de
B-lactamicos. Estas enzimas compartilham a forma das proteinas, o que resulta em centros
ativos similares. Isso explica o porqué do L-captopril (inibidor da enzima conversora da
angiotensina) inibir as metalo—p-lactamases. O desafio ¢ criar um inibidor que ndo
interfira nas enzimas que nao sao o seu alvo. Hoje em dia, ndo existem inibidores
aprovados capazes de inibir metalo-B-lactamases para uso clinico, porém novas
perspectivas como o Taniborbactam 46, QPX772847, Aspergilomarasmina A e L-
bisthiazolidina sdo novos compostos de boronato que sdo efetivas contra as metalo-[3-
lactamases do tipo B1 (Figura 8). Estes compostos estao na fase 3 e 1, sendo propostas
promissoras, porém estas drogas podem demorar para chegar ao mercado e ainda podem
ter alguns problemas associados a eles, o que pode impedir seu uso clinico. O seu
mecanismo de acdo ndo ¢ completamente conhecido: algumas enzimas do tipo Bl sdo
menos inibidas ou ndo inibidas como SPM e IMP, e elas ndo sdo ativas contra a classe

B3 como por exemplo a L1 de Stenotrophomonas spp. (62).
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Figura 1: Inibidores de metalo-B-lactamase e sua estrutura

Fonte: Mojica, 2022

Nao ha consenso no tratamento de infecgdes por micro-organismos produtores de
carbapenemase NDM devido a diversidade de mecanismos de resisténcia presentes nos
plasmideos carreadores. A terapia com colistina tem sido utilizada ultimamente como
uma das drogas de escolha, porém as implicacdes produzidas pela sua toxicidade e a
auséncia de esquemas com doses otimizadas limita seu uso(63,64).

Autores tem relatado sucesso no tratamento infec¢des causadas por micro-
organismos produtores de NDM utilizando a ceftazidima-avibactam associada ao
aztreonam. A efetividade deste tratamento se da pela protecao contra hidrolise causada
por enzimas ESBL ou AmpC ao aztreonam, garantindo a sua efetividade para tratamento
das infec¢des. Como os plasmideos que carreiam a NDM, frequentemente trazem outras

B-lactamases, o tratamento se mostra efetivo, visto que o aztreonam tem ac¢do contra

micro-organismos produtores de NDM, porém ¢ suscetivel a hidrolise por B-lactamases

do grupo A e C (59).
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4. OBJETIVO GERAL

Descrever as caracteristicas epidemioldgicas e moleculares dos micro-organismos
produtores de metalo-B-lactamase NDM identificados nos estados do Parand, Santa

Catarina e Rio Grande do Sul entre janeiro de 2013 e agosto de 2018.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever a epidemiologia (sitio de infecc¢do, espécies, cidade) dos micro-
organismos produtores de metalo-B-lactamase NDM em bactérias de origem hospitalar
enviadas para pesquisa de carbapenemases.

- Determinar a concentragdo inibitéria minima dos isolados produtores de NDM
aos principais farmacos utilizados para tratamento de infecgdes por micro-organismos
multirresistentes.

-Estudar a similaridade genética entre os isolados de Klebsiella pneumoniae
produtoras de NDM através da técnica de rep-PCR.

- Realizar a tipagem por Multi-Locus Sequence Typing dos clones de Klebsiella
pneumoniae encontrados por repPCR.

- Avaliar os componentes dos plasmideos presentes nos micro-organismos

produtores de blanpm através de sequenciamento de nova geragao (NGS).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Amostragem

O estudo utilizou isolados bacterianos de uma colec¢ao de culturas enviados por
estados da regido Sul do Brasil (Parand, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul) ao
Laboratorio Central do Estado do Parand LACEN/PR no periodo de 01 de janeiro de 2013
a 31 de agosto de 2018. Todos os isolados enviados por esses estados sao processados,
confirmada a identificacdo, teste de sensibilidade e sao testados via qQPCR multiplex para
carbapenemases. Os hospitais realizam a identificacdo e o teste de sensibilidade
(automatizado) aos carbapenémicos dos micro-organismos suspeitos de produgdo de
carbapenemases, € enviam seus isolados que apresentam resisténcia aos carbapenémicos
para o LACEN/PR. Todos os isolados enviados foram testados quanto a identificagao
bacteriana por espectrometria de tempo de dessor¢do a laser assistida por matriz
(MALDI- TOF) e quanto a presenca do gene blanpm utilizando-se qPCR como rotina do
laboratorio. As amostras foram selecionadas aleatoriamente e por conveniéncia, para que
todas as cidades envolvidas obtivessem ao menos uma tipagem bacteriana. No caso de
mais de um isolado por cidade, foram selecionadas por sitio anatdmico mais

representativo de infecgdo (sangue, liquor, urina, trato respiratorio, outros).

5.2. Epidemiologia

Os dados epidemioldgicos das populagdes afetadas por infec¢ao/colonizagao por
bactérias produtoras de NDM, assim como dados de identificacdo, sensibilidade aos
antimicrobianos foram acessados através da ferramenta de visualizagao de dados Kibana

(MS, Brasil), baseado na plataforma Elasticsearch, alimentado por dados obtidos no
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software GAL (Gerenciador de Ambiente Laboratorial) do Ministério da

Saude/DATASUS (65).

5.3 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo conforme descrito pelo CLSI (2019) para os seguintes
antimicrobianos: plazomicina, gentamicina, meropenem, amicacina, colistina,
ceftazidima, ceftazidima/avibactam, imipenem, imipenem/relebactam, cefepime e
ciprofloxacino. Todos os testes foram realizados em triplicata. O controle de qualidade
foi realizado utilizando E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 como cepas
padrdo. Foi determinada a CIM de um representante de cada clone encontrado em
Klebsiella pneumoniae e um representante aleatério de cada espécie bacteriana nao

Klebsiella spp.

5.4 Determinacio da clonalidade pela técnica de Rep-PCR:

Para a analise da clonalidade, foi utilizada a técnica de rep-PCR em 213 isolados
da espécie bacteriana predominante (Klebsiella pneumoniae). Para fins de amostragem
para o rep-PCR de Klebsiella pneumoniae, realizou-se o calculo amostral utilizando-se
90% de confianca e 5% de erro. A amplificacdo foi realizada utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores para sequéncias repetitivas ndo codificadoras presentes nos
cromossomos bacterianos utilizando kit Diversilab (Biomérieux, Marcy L’Etoile,
France), AmpliTaq DNA polimerase (Applied Biosystems) e DNA ultrapuro extraido

utilizando o kit MO Bio UltraClean kit (Carlsbad, CA, USA) segundo orientacao dos
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fabricantes. A sequéncia dos primers ndo ¢ divulgada pelo fabricante por se tratar de
segredo industrial. Apds a amplificagdo, foi realizada a leitura dos amplicons no aparelho
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). A anélise dos
perfis gerados foi realizada utilizando-se o software Bionumerics através da correlacdo
de Pearson sendo o coeficiente de similaridade de 95% para fins de andlise da

similaridade genética.

5.5 Multi Locus Sequence Typing (MLST):

A tipagem MLST das Klebsiella pneumoniae foi realizada segundo protocolo 2
como descrito por Dilancourt et al., utilizando sequenciamento Sanger, no aparelho ABI
3130 (Applied Biosystems, Waltham, MA). As sequéncias obtidas foram submetidas a
base de dados do MLST na pagina do  Instituto  Pasteur
(https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) para a determinagdo do sequence
type (ST) (23). Os isolados escolhidos para tipagem plasmidial foram submetidos a NGS
(Next Generation Sequence) tiveram seu MLST acessado através do site CGE (Center for
Genomic Epidemiology). Foram tipados pelo menos um representante das amostras em
que foi encontrada alta similaridade molecular (clone) nas analises de rep-PCR para os

isolados de Klebsiella pneumoniae.

5.6 Sequenciamento de nova geracio (NGS):

O sequenciamento de nova geracdo [llumina foi realizado em trés isolados
produtores de NDM (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter

hormachei).
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A extragdo e purificagdo do material genético dos isolados bacterianos foram
realizados utilizando-se o kit UltraClean MOBio (Carlsbad, CA) e realizado o
sequenciamento de nova geragao utilizando-se o sequenciador MiSeq (Illumina) para os
short-reads e MinlON (Oxford Nanopore, Oxford, United Kingdom) para os long reads
segundo as orientagdes dos fabricantes. O assembly de novo dos contigs Illumina foi
realizado utilizando-se o software SPADES v2.1.3 com pardmetros originais e correcao

manual (mismatch correction).

A Montagem Hibrida de novo foi realizada através do software Unicycler v0.4.7 usando
parametros originais € com verificagcdo manual (mismatch correction). A anotagao foi
realizada utilizando-se o software Prokka v1.14.5. O estudo dos genes de resisténcia foi
realizado utilizando CARDS e ResFinder. A tipagem dos plasmideos foi acessada através
da ferramenta PlasmidFinder. As analises das sequéncias geradas pelo sequenciamento
de nova geracgdo, o assembly hibrido e a anotacdo foram realizadas em convénio com a
ZHAW Zurich University of Applied Sciences, Suica, laboratério de Ciéncias Naturais

(IUNR).

O estudo dos plasmideos carreadores de blanpm através de montagem hibrida
(Illumina e Oxford Nanopore) foi realizado em isolados de duas espécies, as mais
frequentemente reportadas, (Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli). A amostra de
Klebsiella pneumoniae foi escolhida aleatoriamente entre o ST prevalente (ST15) e a

amostra de Escherichia coli aleatoriamente entre as amostras disponiveis.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Epidemiologia

Foram analisadas 10.684 requisi¢des de pacientes de 01 de janeiro de 2013 a 31
de agosto de 2018 recebidas da regido Sul, Parana (8.282), Santa Catarina (2.825), Rio
Grande do Sul (267). Dos isolados recebidos, 8.904 (83,33 %) apresentaram-se positivos

para alguma carbapenemase, sendo 478 (4,47%) positivos para o gene blanpwm.

O programa SMART de vigilancia mostrou prevaléncia de 0,28% de NDM-1 em
103.960 isolados sendo que alguns paises mostram altos indices de positividade como
5,01% nos Emirados Arabes, 6,15% no Egito e 6,22% na fndia(66). Nossos dados ndo
sdo comparaveis com o estudo SMART uma vez que mostram a positividade entre
isolados triados como resistentes a carbapenémicos, € ndo em uma populagdo inteira de
isolados, porém pode ser comparado com estudo um realizado na China, que mostrou
positividade de 31% entre as enterobactérias resistentes a carbapenémicos em 2017, e
também o EuSCAPE que mostrou que 7,7% das Klebsiella pneumoniae e 10,3% das

Escherichia coli resistentes a carbapenémicos eram produtoras de NDM-1(50,67).

Cinquenta e trés porcento (53%) dos isolados recebidos eram provenientes de
amostras clinicas, sendo as amostras mais frequentes: urina (n=122;48%), sangue
(n=37;14%), aspirado traqueal (n=40;16%), liquidos estéreis (n=11;4%), outras

(n=46;18%).

Dos micro-organismos isolados produtores de NDM (Tabela 1), 69% (329) foram
identificados como Klebsiella pneumoniae, 10 % (47) Escherichia coli, 8% (37)
Complexo Enterobacter cloacae, 4% (17) Klebsiella oxytoca, 4% (17) Citrobacter

freundii, 2% (11) Complexo Acinetobacter baumannii. Os demais micro-organismos
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representaram 1% ou menos do total sendo eles: (4) Klebsiella aerogenes, (3)

Pseudomonas aeruginosa, (3) Serratia marcescens, (3) Citrobacter sp., (2) Leclercia

adecarboxylata, (2) Morganella morganii, (1) Acinetobacter Iwoffii, (1) Klebsiella

ozaenae (1) Proteus mirabilis, (1) Proteus vulgaris, (1) Raoultella ornithinolytica e (1)

Raoultella planticola (1).

Embora o gene blanpm tenha sido identificado em Klebsiella spp. € Escherichia

coli e Enterobacter sp., outros patdégenos raros foram identificados como produtores de

NDM. Esses patogenos sao considerados receptores do gene blanpwm € de baixo risco de

disseminagao clonal.

Tabela 1 - Género e espécie dos isolados bacterianos produtores de NDM.

Familia Género e espécie Isolados NDM
n %
Enterobacteriaceae Escherichia coli 49 10.1%
Citrobacter freundii 16 3.3%
Citrobacter sp. 3 0.6%
Citrobacter youngae 1 0.2%
Klebsiella pneumoniae 333 68.5%
Klebsiella oxytoca 17 3.5%
Klebsiella aerogenes 4 0.8%
Klebsiella ozaenae 1 0.2%
Raoultella ornithinolytica 1 0.2%
Raoultella planticola 1 0.2%
Enterobacter cloacae complex 37 7.6%
Leclercia adecarboxylata 2 0.4%
Yersiniaceae Serratia marcescens 2 0.4%
Morganellaceae Morganella morganii 2 0.4%
Proteus mirabilis 1 0.2%
Proteus vulgaris 1 0.2%
Pseudomonadaceae Pseudomonas aeruginosa 3 0.6%
Moraxellaceae Acinetobacter baumannii 11 2.3%
Acinetobacter lwoffii 1 0.2%
Total 486 100%
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Fonte: a autora.

A maioria dos casos concentrou-se na capital do estado de Santa Catarina (153),

seguido pelo estado do Rio Grande do Sul, cidade de Caxias do Sul, com 76 casos e da

capital do estado do Parana, Curitiba com 55 isolados positivos. A capital do estado do

Rio Grande do Sul, Porto Alegre, apresentou 27 casos positivos (Figura 6).
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Figura 6- Distribui¢do da carbapenemase NDM encontrada em nas espécies citadas na
Tabela 1, nos estados do Sul do Brasil.

Fonte: a autora
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Figura 7- Aumento em progressao aritmética para bactérias produtoras de NDM.

A incidéncia de NDM mostrado em nosso estudo, aumentou consideravelmente,
em progressao aritmética, como podemos notar pela Figura 7, e varia de cidade para
cidade, mostrando a ocorréncia de surtos de disseminagao clonal nestes locais. O uso de
antibidticos carbapenémicos pode ser indicado como a causa da emergéncia destes micro-

organismos (68).

6.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

A atividade e o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos para os 26 isolados de
Enterobacterales (uma foi excluida da analise por falta de viabilidade e uma por perda de
plasmideo) estdo descritos na Tabela 2. Os antimicrobianos com as maiores taxas de
sensibilidade foram amicacina (92% pelo CLSI e 72% pelo BrCAST/EUCAST),
plazomicina (85% pelo FDA) e colistina (72% pelo BrCAST/EUCAST). No entanto,

plazomicina e colistina (CIMso de 0,25 ng/mL) foram dezesseis vezes mais potentes (in
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vitro) que amicacina (CIMso de 4 pg/mL). Gentamicina e ciprofloxacino foram pouco
ativos, 40% e 19% de sensibilidade, respectivamente. Como esperado, baixa ou nenhuma
atividade foi mostrada pelos beta-lactimicos (ceftazidima, cefepime, imipenem e

meropenem), associados ou ndao aos novos inibidores de 3-lactamase.
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Tabela 2 - Atividade in vitro dos antimicrobianos contra isolados de Enterobacterales e Acinetobacter spp.

Microrganismo

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter hormachei
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Leclercia adecarboxilata
Morganella morganii
Raoutella ornithinolitica
Raoutella planticola
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter Iwoffii
Citrobacter freundii
Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozaenae
Proteus mirabilis
Serratia marcescens

PLZ

0,25
0,25
0,5
>64
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,5
0,25

0,5
0,25
0,25

4
4
0,25
2
0,25
0,5
4
1

GEN

<0,25
64
128

>128
0,5
128
0,5
32
64
0,5

<0,25
0,5

32
16
>128
64
16
>128
<0,25
8
1
32

MEM

<0,25
128
16
8
4
64
4
8
16
16
8
0,5
2
16
8
>128
128
16
>128

N o

AMI

16
>256

COL

0,125
>32
0,125
0,25
0,25
0,25
0,125
<0,06
16
0,125
0,125
2
>32
0,125
0,125
0,125
2
0,25
2
0,125
0,125
>32
>32

CAZ

0,5
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128

CAZAVI

<=0,06
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
>32
32
>32
>32
>32
>32
>32
>32

IMI

1
128
64
32

128
16
32
32
32
16

32
32
>128
128
32
>128
32
16
128

IMIREL

0,5
>32
>32
32
8
>32
16
32
32
32
16
8
8
32
32
>32
>32
32
>32
32
16
>32

CPM

<=0,5
>256
64
32
32
>256
32
64
128
128
32
16
>256
32
32
>256
>256
32
128
32
64
128
>256

CIP

<=0,06

>32
>32
0,5
>32
>32

>32
32
<0,06
0,5
0,25
16

>32
32
>32
>32
0,5
>32
<0,06
>32

Fonte: a autora.
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A sensibilidade de quatro (4) bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da
glicose (2 Acinetobacter spp. € 2 Pseudomonas aeruginosa) também foi avaliada. A
colistina foi o unico antimicrobiano ativo para os 4 isolados. A CIM foi de 0,125 pg/mL
para A. baumannii, 2 pg/mL para A. Iwoffii e 0,5 pg/mL para as duas amostras de P.
aeruginosa.

Historicamente, as Enterobacterales apresentavam-se bastante sensiveis aos
antibidticos carbapenémicos, porém, as carbapenemases, encontradas com frequéncia em
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, emergiram a partir de 1990, causando falha
terapéutica. Varios antimicrobianos e inibidores de -lactamases foram desenvolvidos
para tentar mitigar a agdo das carbapenemases, porém grande maioria das lancadas até
hoje, sdo ativas somente para as serino-f-lactamases, nao sendo ativas contra as metalo-
B-lactamases(6). Como podemos observar na tabela 2, ndo encontramos acdo dos
antimicrobianos [3-lactdmicos nos nossos isolados.

O maior desafio associado as infec¢des associadas as enterobactérias produtoras
de NDM ¢ a falta de opgdes terapéuticas. Somente a polimixina e aminoglicosideos
mostram atividade, porém estes sdo antimicrobianos que podem causar dano renal
agudo(69) e as polimixinas s3o drogas que apresentam dificuldade de atingir os alvos
farmacodinamicos e farmacocinéticos. A monoterapia com aminoglicosideos também
tem sido questionada (70). A plazomicina seria uma op¢ao promissora, porém ainda nao

¢ disponivel no Brasil e ndo existem estudos clinicos em pacientes criticos(71).
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Tabela 3- MICso e MICo de Enterobacterales produtores de NDM.

CAZ/AV

IMI/RE

PLZ GEN MER AMI COL CAZ 1 IMI L CFP  CIP
CIM (pg/mL)
CIMso 025 16 8 4 025 >128  >32 32 32 64 16
CIMyo 4 128 32 16 >32  >128 >32 128 >32  >256 >32
Sensibilidade
(n/%)
10 23 0 0 0
CLSI @0%) 147 (990 0 OO g 00%) o 5(19%)
10 6 18 18 0 0 0
BrCAST %) @3%) (2%) 12%) %) P oy OO oy U
22
FDA 8s%) NA NA NA NA  NA NA NA  NA NA NA

PLZ, plazomicina; GEN, gentamicina; MER, meropenem; AMI, amicacina; COL,
colistina; CAZ, ceftazidima;, CAZ/AVI, ceftazidima/avibactam; IMI, imipenem,;
IMI/REL, imipenem/relebactam; CFP, cefepime; CIP, ciprofloxacino; CLSI, Clinical and
Laboratory Standards Institute; BrCAST, Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing; FDA, Food and Drug Administration; CIMso, concentragdo
inibitoria minima capaz de inibir 50% dos isolados bacterianos; CIMoo, concentragao
inibitoria minima capaz de inibir 90% dos isolados bacterianos; NA, ndo avaliado.
Fonte: a autora.

6.3 Similaridade Genética

Das 213 amostras de Klebsiella pneumoniae selecionadas para analise de similaridade
genética por rep-PCR, conforme observamos na Figura 8, foram encontrados 8 clones,
totalizando 101 amostras clonais. Estes receberam o nome de Clone Z (14 amostras), K
(7 amostras), B (17 amostras), E (27 amostras), N (4 amostras), A (23 amostras), H (3
amostras), e D (3 amostras). As demais amostras realizadas apresentaram baixo grau de

similaridade entre si € foram consideradas amostras isoladas.
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A similaridade genética das Klebsiella pneumoniae mostrou que a disseminagao dos
isolados produtores de NDM ¢ mista, apresentando perfil vertical e horizontal
associados. A determinagdo da variabilidade de clonal quando se tem uma populagao
grande de isolados € importante para evitar que apenas um clone seja caracterizado (84).

11955RM Klebsie. pneum. Z (14)
20557RM Klebsie. pneum. K (7)
18194RM Klebsie. pneum. B (17)
19872RM Klebsie. pneum. E (27)
10759RM Klebsie. pneum. N (4)
19200RM Klebsie. pneum. A (23)
15330RM Klebsie. pneum. H (3)
10775RM Klebsie. pneum. D (3)

Figura 8- Similaridade genética de Klebsiella pneumoniae por rep-PCR.

Fonte: A autora.

6.4 MLST

Os STs de Klebsiella pneumoniae NDM encontrados em nosso estudo pertencem
ao ST15 (44 isolados), ST11 (27 isolados), ST1866 (3 isolados), ST2640 (3 isolados),
ST340 (4 isolados) e um ST novo (14 isolados), ainda nao descrito. Foi observado
predominio dos ST15 e ST11.Um resultado semelhante foi reportado por Wu e Zhang,
que descrevem prevaléncia em Klebsiella pneumoniae NDM dos ST11, ST14, ST15 e
ST147(46,50). Safavi reportou em 2020 que os ST11, ST15, ST147 e ST340 sdo os mais
reportados pelo mundo todo, porém, dependendo do pais uma grade variedade de STs

podem ser encontrados. Diferente do que encontramos, o ST15 ¢ predominantemente
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associado com KPC na China. Os ST11 e ST340 em NDM sdo reportados como
predominantes na Europa, enquanto o ST15 é predominante na Asia e em menor grau na

Europa (49).

O isolado de Escherichia coli pertence ao ST744. Diferente do reportado na
literatura com predominio de ST167, ST410 e ST617, porém como viés, nossa amostra
foi escolhida aleatoriamente entre os isolados de Escherichia coli, portanto, ndo podemos

afirmar ser esse ST o predominante na nossa populacao estudada (72).

6.5 Sequenciamento de Nova Geraciao (NGS)

Foi realizado o sequenciamento de nova geragao Illumina nos isolados 11955RM
(Klebsiella pneumoniae), 16211RM (Escherichia coli) e 20257RM (Enterobacter

hormachei).

6.5.1 Sequenciamento Illumina

Através do sequenciamento Illumina encontramos varios mecanismos de
resisténcia nas amostras de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter
hormachei. Os genes e mecanismos encontrados estao listados nos anexos 1,2 e 3.

O tipo de NDM encontrado no sequenciamento genético das trés amostras foi o

NDM-1 (75).

6.5.2 Sequenciamento Nanopore combinado com sequenciamento Illumina
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Para Enterobacter hormachei ndo foi possivel realizar a montagem hibrida, por isso

a andlise do plasmideo se reduziu a sua tipagem, pertencente ao replicon type IncX3.

Para Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, os short-reads (Illumina) foram
complementados pelo sequenciamento /ong-reads (Nanopore) e montagem hibrida do
genoma.

Foram encontrados no isolados 11955RM (Klebsiella pneumoniae), o
cromossomo bacteriano e 5 plasmideos:

Tabela 4 -Cromossomo e conteudo dos plasmideos de Klebsiella pneumoniae
11955RM.

Elemento Pares de bases Genes encontrados

Cromossomo  5°360°334 bp

Plasmideo 1 192°965 bp resisténcia a cobre, prata, arsenato, Fe-dicitrato,

Tra, RepB e transposases

Plasmideo 2 121°321 bp RepA, blatem, blaoxa-1s, antl, aacA4-1, CTX-M-
1, aphA2, blanpm-1, Bleo, Tra, transposases

Plasmideo 3 67’151 bp cat, blaOXA1l, aacA4-2, ctxM1, tetA, EcoRII,
neo, folP2, tmrB, resisténcia ao mercurio, RepE

Plasmideo 4 11’145 bp rop

Plasmideo 5 5’252 bp mbeC

Fonte: A autora.

O plasmideo 2, carreador do gene blanpwm-1 foi classificado como um plasmideo
hibrido IncFII/Inc FIB(pKpQIL). Esses tipos de plasmideos ja foram descritos em
Mianmar na Africa do Sul(76).

O plasmideo encontrado no nosso estudo, possui o replicon type IncFIIB e IncFI
caracterizando-o como plasmideo hibrido, com a presenca de mais de um replicon type

provavelmente para o inicio da replicagao (79). Essa ¢ uma importante caracteristica dos
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plasmideos IncF, porém esses plasmideos continuam codificando regides essenciais para

transferéncia por conjugacao, replicacdo e estabilidade segregacional(80).
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Figura 9- Plasmideo de 121321pb contendo blanpm-1 de Klebsiella pneumoniae
11955RM.

Fonte: a autora

Em Klebsiella pneumoniae, véarios grupos de replicons de plasmideos tem sido
descritos em isolados produtores de NDM-1 na Australia, China, México e Vietnam,

incluindo IncF (como achamos no nosso estudo), IncR, IncCol, L/M e A/C(77). Em
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Klebsiella pneumoniae, varios grupos de replicons de plasmideos tem sido descritos em
isolados produtores de NDM-1 na Australia, China, México e Vietnam, incluindo IncF
(como achamos no nosso estudo), IncR, Encol, L/M e A/C(77).
IncF ¢ o plasmideo mais frequentemente descrito, sendo em humanos ou animais, sendo
encontrado muitas vezes em Escherichia coli. Sdo carreadores de genes de ESBL e
carbapenemases(47).
Wu e colaboradores encontraram até 2018, 99 tipos de plasmideos carreadores de blanpm
IncFII, sendo a maioria associado a IncFIIB, assim como encontramos no nosso
estudo(45).

A primeira ocorréncia de plasmideo IncF(pKpQIL) em Klebsiella pneumoniae
ST258 foi reportada por Villa e colaboradores, sendo um plasmideo de 113kb pertencente
ao grupo de replicon IncFII(78). Desde essa publicagdo, os plasmideos IncF tem sido
citado como responsaveis por disseminar NDM e também KPC em Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae(28,81,82).

Na analise do isolado 16211RM (Escherichia coli) foram encontrados o
cromossomo bacteriano e 2 plasmideos:

Tabela 5 - Cromossomo e contetdo dos plasmideos de Escherichia coli 16211RM.

Elemento genético Pares de bases Genes encontrados
Cromossomo 4°679°988 bp
Plasmideo 1 209613 bp cat2, bla-Oxal, aacA4, bla-

ctxM1, antl, tra, repB,

resisténcia a cobre, prata e

arsenato, tetRA2,
transposases
Plasmideo 2 155'630 bp tetRA3, cmlA4, antl 2,

emrE, folP2, bla-NDMI,
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ble, tetRA4, neo2, folP3,

transposases

Fonte: A autora.

O plasmideo 2 foi caracterizado como carreador do gene blaNDM-1 pertencente ao

replicon IncA/C.
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Figura 10 - Plasmideo de 155630pb contendo blanpm-1 de Escherichia coli 11955RM.

Fonte: a autora
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A NDM-1 em Escherichia coli tem sido disseminada por todo o mundo através
de varios replicons de plasmideos, incluindo IncF, Incl, IncX, and A/C (como encontrado
no nosso estudo), apesar do replicon IncX ser o mais prevalentemente envolvido na

disseminac¢do da blanpm(77).

O gene blanpm € usualmente associado a plasmideos, sendo a maioria esta limitada
aos tipos IncX3, IncFII ou IncC(83,84).

Walsh e colaboradores encontraram um plasmideo IncA/C portando blanpm-1 em
fontes de 4gua, que possuiam alta taxa de transferéncia a 25-30°C, o que pode indicar que
o gene pode ser adquirido fora do ambiente hospitalar (48).

Os plasmideos IncA/C sdo associados com a multirresisténcia bacteriana e estdo

disseminados pelo mundo inteiro. (48)

Escherichia coli 16211 RM

5'Cs 3'Cs
1IS26 xerC 1SSsu9 cmiA4 ant1 ermk folP ISCR1 blay,, ble repM 1526
Transposon

(26445-37758)

Klebsiella pneumoniae 11955 RM

5'Cs 3cs

v’ =

1SAba1251SSpu2 blay, bletrpF dsbD cutA 1S26

Transposon
(48193-54442)

Figura 11 — Transposons encontrados em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae e
suas orientagdes de transcrigao.

Fonte: a autora

Neste estudo caracterizamos os plasmideos de 2 isolados produtores de

carbapenemase NDM, Escherichia coli 16211RM, Klebsiella pneumoniae 11955RM.O
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gene blanpm estd descrito em transposons carreados pelos plasmideos IncFIB/IncFII em
Klebsiella pneumoniae e IncA/C em Escherichia coli estio em diferentes contextos
genéticos.

Em Escherichia coli o transposon estd entre 26445 ¢ 37759pb do plasmideo. E
flanqueado pela transposase IS26 e contém a ISCR1 ao centro. Ha a presenca do gene
XerC (tirosina recombinase), ISSsu9 (sequéncia de inser¢do), cmlA4 (bomba de efluxo
da familia Bcr/CflA), antl (aminoglicosideo adenililtransferase), ermE (rRNA
metiltransferases), folP (dihidropteroato sintase), b//laNDM, acompanhada de hleMBL

(resisténcia a bleomicina) downstream como esperado e repM (replicase).

Na maioria dos plasmideos A/C, a ilha de resisténcia estd usualmente incluida
upstream do gene rhl e contém um integron, multiplos transposons, um moédulo Tn21-
tnp ¢ um moddulo Tn21-mer, o qual ¢ interrompido por uma sequéncia de inser¢ao
IS4321(85). Os integrons, particularmente os de classe 1, usualmente estdo associadas
com plasmideos A/C e genes cassetes carreando genes de resisténcia, incluindo a
blanpm(86). Isso foi mostrado em multiplos plasmideos A/C e em um IncF(pNDM-
EcoGN568) que era idéntico ao dos plasmideos A/C; o plasmideo IncF somente diferia
do A/C pelo nimero de genes cassetes de resisténcia no integron de classe 1(87). Um
cassete de genes adicional, flanqueado por dois elementos 1S26 e carreando blaTEM-1

foi achado downstream do gene rmtB(88).

Em Klebsiella pneumoniae verificamos um transposon entre 48193-54442pb do
plasmideo com a [SAbal25 acompanhado de ISSpur2 e a blaNDM upstream de bleMBL
(resisténcia a bleomicina), dsbD (proteina de intercambio tiol:dissulfeto), cutA (proteina
de tolerancia a cations divalentes) e finalizado pela IS26, caracterizando uma estrutura de

transposon composto IS26 dependente.
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A reconstru¢do detalhada das sequéncias dos transposons encontrados mostraram
dois contextos genéticos diferentes, flanqueados pelo IS26 em E. coli e com ISAbal25 e
IS26 em K. pneumoniae. Estes elementos médveis permitem que a transmissao horizontal
e interespécies sejam facilitadas, o que explica também por que a disseminacdao da
carbapenemase NDM se da de forma clonal e ndo clonal interespécies.

As Enterobacterales carreiam multiplos elementos IS que afetam a expressao dos
genes vizinhos(89). A sequéncia de insercdo IS26 pertence a familia IS6 que tem sido
reportados com a transferéncia do gene blanpm (90)i. Foram encontrados também dois
elementos normalmente encontrados ao lado da blanpm-1, elementos IS e o gene de
resisténcia a bleomicina blempL(46). Consistentemente, as sequéncias de inser¢ao
upstream do gene blanpwm-1 iniciam a transcri¢do. O gene blemsL € encontrado downstream
do gene blanpm-1 € € regulado pelas mesmas regides promotoras. A bleomicina tem sido
usada como um agente anticancer utilizado na terapéutica, sugerindo que gene blanpm-1

pode ser selecionado pelo uso de antibidticos e co-selecionado pela bleomicina(91).
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7. CONCLUSAO

Com esse trabalho estudamos a epidemiologia dos isolados produtores de NDM
nos trés estados da regido Sul e caracterizamos os plasmideos de duas bactérias,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, encontrando resultados semelhantes aos da

literatura.

A positividade para o gene blanpm foi de 4,47% entre as amostras analisadas. A
bactéria mais prevalente entre as positivas foi Klebsiella pneumoniae (69%) seguida de
Escherichia coli (8%) e Complexo Enterobacter cloacae (4%). As amostras mais

frequentes foram urina, aspirado traqueal e sangue.

A amostras se mostraram altamente resistentes aos beta-lactimicos, inclusive as
novas associacdes como imipenem-relebactam e ceftazidima com avibactam, como
esperado. Os antimicrobianos com maiores taxas de sensibilidade foram a amicacina
(92% pelo CLSI e 72% pelo BrCAST/EUCAST), plazomicina, (85% pelo FDA) e
colistina (72% pelo BrCAST/EUCAST). Para os ndo fermentadores de glicose testados,

0 Unico antimicrobiano ativo foi a colistina.

O estudo da similaridade genética entre as cepas da bactéria mais frequente,
Klebsiella pneumoniae, mostrou a presenca de 8 perfis clonais (101 de 213), e um nimero
grande de amostras isoladas, sugerindo a disseminagdo mista, plasmidial e via maos da

equipe de saude.

Os sequence types encontrados nos nossos isolados foram ST15, ST11, ST1866,
ST2640, ST340 e um ST novo descrito pelo nosso grupo. Os ST15, ST11 e ST340 sdo
reportados internacionalmente como perfis de disseminagdo de NDM, porém os STs

variam conforme os paises.
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A Klebsiella pneumoniae 11955RM STI15 apresentou 5 plasmideos,
carbapenemase NDM-1, beta-lactamase de espectro estendido CTX-M15, genes de
resisténcia a aminoglicosideos e tetracicilinas, além de resisténcia a metais pesados. O
isolado de Escherichia coli 16211RM ST744 apresentou 2 plasmideos. A reconstrugao
detalhada das sequencias dos plasmideos encontrados mostraram dois contextos
genéticos diferentes, flanqueados pelo IS26 em E. coli € com ISAbal25 e 1S26 em K.

pneumoniae, o que facilita a transferéncia horizontal.

Em Enterobacter hormachei o replicon type do plasmideo encontrado foi IncX3.

Nao foram detectados genes de metilases nos isolados testados, preservando a

acao de novos aminoglicosideos como a plazomicina.

Nossos resultados mostram a importancia de uma analise dos genomas em
disseminagdes que envolvem diferentes espécies, esclarecendo os potenciais mecanismos

envolvidos.

A continua evolucdo dos marcadores de resisténcia devido a pressao seletiva e sua
disseminagdo através de transferéncia genética horizontal ¢ um importante risco para os

estabelecimentos de saude e controladores de infeccao.

Este estudo ¢ limitado pelo baixo nimero de isolados sequenciados, porém os
dados epidemioldgicos sao relevantes, mesmo com os nimeros baixos. Nao foi possivel
a determinacao do subtipo de todos os isolados, na procura de tipos raros, porém esse nao

¢ o objetivo de estudos epidemiologicos grandes.

A NDM continua sendo um desafio para os estabelecimentos de satde e mais estudos sao
necessarios para se definir as medidas de conten¢ao necessarias.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Levando em consideragdo a progressao do nimero de casos encontrados de micro-
organismos produtores de NDM e a dificuldade de tratamento das infec¢des causadas por
estes micro-organismos, entende-se que o estudo da sua epidemiologia e o
desenvolvimento de novos medicamentos e inibidores eficazes de metalo-3-lactamase ¢

essencial e urgente.

A testagem da associacdo aztreonam com ceftazidima com avibactam ¢ uma
opcao terapéutica importante, porém nao estava disponivel quando foi realizado o teste

de sensibilidade aos antimicrobianos e representa um viés do nosso trabalho.
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1. Introduction

The emergence of NDM-1 carbapenemases { New Delhi Metallo-
f-lactamase) is a global public health problem | 1]. The high hydro-
lysis capacity of this f-lactamase, including against carbapenems,
and their association with other plasmid-borne resistance mecha-
nisms decreases the available therapeutic options |2 |. The blanoae-1
gene is usually encoded on mobile elements like plasmids and can
be carried by several types of plasmids, such as IncL/M, IncA/C,
IncF, IncHI1, and the new IncN and IncHI1 plasmids [3|. These
structures are related to nonclonal, horizontal dissemination of the
gene. IncA/C plasmids are particularly important because they are
capable of replication in Pseudomonas and other species besides
Enterobacterales |4].
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The biayym, Zene has spread around the world in a short period and
now is considered to be endemic in places like India, Pakistan, and Ban-
gladesh |5]. There are reports in various countries on different conti-
nents, such as the United States, Canada, Greece, Colombia, Brazil,
Spain, France, England, Italy, Switzerland, Turkey, Morocco, United Arab
Emirates, Kuwait, China, Japan, Taiwan, South Korea, and Australia [6,7].
In China, the United Arab Emirates, India, and Pakistan, it is reported as
the most prevalent carbapenemase [8[. In Latin America, the first iso-
lates containing the blayp, resistance gene were reported in Brazil, in
isolates of Providencia retigeri and Acinetobacter baumannii [9,10]. A
growing number of NDM-producing bacteria was reported in samples
from nine of 26 states (including federal district), analyzing 81 isolates
chosen by repPCR analysis to excluded genetic similar strains. However,
the number of NDM-producing bacteria is potentially much larger, and
clonality is important to understand the dissemination [ 11,12]

This study aimed to characterize the spread of NDM-producing
bacteria in the Southern Brazilian states analyzing epidemiological,
molecular, and antimicrobial susceptibility aspects.
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2. Methods
2.1. Samples

A rtotal of 10,684 carbapenem-resistant isolates of Enterobacter-
ales, Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. obtained from several
hospitals in & cities in Southern Brazil were evaluated in the reference
laboratory between January 1, 2013 and August 31, 2018. Isolates
were received, grown in McConkey agar, submitted to DNA extrac-
tion and storage at -B0"C in BHI broth with 10% glycerol until proc-
essed.

22, Epidemiological data

Epidemiological data from populations affected by infection/colo-
nization by NDM-1 producing bacteria, as well as identification, anti-
microbial susceptibility data were accessed through the Kibana data
visualization tool, based on the Elastic Search repository, fed by data
from Parana’s Department of Health software GAL {Laboratory Envi-
ronment Manager), provided by the Ministry of Health (DATASUS).

2.3. Bucterial identification and susceptibility tests

Bacterial isolates were spotted on an inox slide with 1L of CHCA
({o-Cyano-4-hydroxycinnamic acid} and identification was carried on
using matrix-assisted laser desorptionfionization-time of flight mass
spectrometry (MALDM-TOF MS) system VitekMS (Biomérieux; Marcy
L'Etoile, France).

Susceptibility tests by microdilution were performed in all bacte-
rial isolates except for K. pneumonioe. K. pneumoniae susceptibility
tests by microdilution tests were performed after excluding similar
“clones” (genetic similarity) by repPCR. Minimal inhibitory concen-
trations (MICs) were determined by broth microdilution, according
to the MO7-A10 Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI)
guidelines {CLS1, 2015). Concentrations of avibactam and relebactam
were tested at constant concentration of 4 mg/L EUCAST 2020 clini-
cal breakpoints were applied for colistin and IMIREL, CLSI 2020 for
other antimicrobials, E coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC
27853 were used as controls (8). Interpretation of susceptibility
results was performed uwsing the recommendations of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

2.4. blaypy gene amplification

2.4.1. DNA extraction

Crude lysates were done heating microcentrifuge tubes with 0.5
McFarland bacterial inoculum in a dry thermoblock at 95°C for 5
minutes, centrifuged, and storage in freezer at -20°C,

242, Amplification

blitypay was detected using qPCR CDC protocol, as published previ-
ously | 13]. For the test assay, reaction mixtures of primers forward,
reverse and probes (NDM-F_CACCGCCCAGATCCTCAA, NDM-
R_CGOGACCGGCAGGTT and probe NDM_HEX-TGGATCAAGCAGCA-
GAT-BHQ1) plus MasterMix Tagman Fast (Applied Biosystems; Vil-
nus, Lithuania) and sterile reagent grade water (11 L final volume)
were mixed with 1L of crude lysate before analysis on 7500 Fast
platform (Applied Biosystems; Carlshad. CA).

243, Genetic similarity by repPCR

Since K. pneumanige was the most prevalent NDM producing bac-
teria in our study, we carried out a genetic similarity to reduce the
risk of overlapping results due to clustering. Klebsielln pneumoniae
were analysed by repPCR. using 95% confidence and 5% error,
selected by convenience with at least 1 isolate of Klebsiello

preumoniae per city. If there were more than cne isolate per city, the
most representative anatomical site of infection was selected.

RepPCR was performed using the Diversilab System (Biomérieux;
Marcy L'Etoile, France), AmpliTag DNA polymerase (Applied Biosys-
tems). and ultrapure DNA was extracted using MO Bio UltraClean kit
{ThermoFisher: Carlsbad, CA). Amplicons were read on an Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies; Santa Clara, CA). The analy-
sis of the generated profiles was performed using Bionumerics soft-
ware (Biomériewx; Marcy LEtoile, France), using Pearson correlation
and the 95% similarity coefficient for clonality purposes [11].

24.4. Whole genome sequencing (WGS)

After ultra-pure DNA extraction, sequences were generated using
MiSeq sequencer (lllumina; San Diego, CA) for short-reads and Min-
10N (Oxford Nanopore; Oxford, UK) for long reads. Sequence adapters
and low-quality regions were removed using Trimmomatic. RefSeq
genome assembly was done by SPADES. Annotation was done using
Prokka. Hybrid assembly was done using Unicycler and manually ver-
ified.

MLST and detection of genes encoding virulence factors were
achieved by uploading contigs obtained from WGCS to the Center of
Genomic Epidemiology (hitps:/cge.chsddk/services/). Determina-
tion of resistance gene plasmids typing, and MLST were performed
with default settings using ResFinder 3.1, CARDS, PlasmidFinder 2.0
and MLST 1.4, respectively [ 14,15].

245, Multi Locus Sequence Typing

The MLST typing was performed using Sanger sequencing on ABI
3130 (Applied Biosystems) as previously described |16, and whole
genome sequence analysis (if the isolate was sequenced by NGS). The
sequences obtained were submitted to the MLST database at the Pas-
teur Institute website (htrps://bigsdb pasteur.fr/klebsiella/kiebsiella.
huml) for the determination of the corresponding sequence type (5T)
when Sanger sequence and CGE website when Next-generation
SEqUENCE.

3. Results
3.1. Samples and epidemiological date

In the period of this study, 10,684 carbapenem-resistant isolates
of Entercbacterales, Pseudomonas spp., and Acinetobacter spp. were
evaluated. From 10,684 isolates, 8904 presented carbapenemase
genes on gPCR assays, 486 isolates (4.55%) carried bigypm. The first
isolate was identified in February 2014. Since then, the number has
increased with a linear tendency with an R* (0.2; P= 0.0014) (Fiz. 1).
The NDM-1 containing isolates were identified mainly in surveillance
cultures, which are cultures to detect colonization, not clinically sig-
nificant {n = 222; 46%). Considering only clinically significant sam-
ples, isolates were identified in urine (n = 122; 48%), blood (n = 37;
14%), tracheal aspirate (n = 40; 16%), other body fluids (n = 11; 4%},
and other clinical samples (n = 46; 18%).

The most common isolates were Kiebsiella pneumaniae (n = 333;
68.5%), followed by Escherichia coli (n = 4% 10.1%), and Enterobacter
cloocae complex (n = 37; 7.6%). Non-fermenter Gram-negative bacte-
ria like members of the Aciretobacter baumannii complex or Pseudo-
mongs aeruginosa represented a less important group of pathogens
harboring blay,, with only 11 (22%) and 3 isolates (0U6%), respec-
tively (Table 1)

The distribution of NDM-producing isolates in the states of Parana
{PR). Santa Catarina (5C), and Rio Grande do Sul (RS} is shown in
Fiz. 2. Most cases were identified in the capital of Santa Catarina, Flo-
rianopolis, with 153 isolates, followed by Caxias do Sul (Rio Grande
do Sul state) with 76 isolates and the capital of Parana state Curitiba
with 55 isolates. The incidence varied from 77 cases/100.000
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Fig 1. Mumber of isolates with bigy,, identified in the period of january 2014 to
September 2018 in Brazil. A tofal of 486 {solates were included in the persod.

habitants (Irati in Parana State) to 0.5 cases/100.000 habitants (Fran-
cisco Beltrao in Parana State) (Fig. 2}

32, RepPCR

From 333 K preumornioe isolates, repPCR showed eight main
genotype patterns, and several isolates without any genetic similar-
ity. Similar genotypes were observed especially among the same
facilities and cities. The most prevalent genotypes were A (6), a (25),
B(16), E{27), K(5), N (4), and Z (14). Genotypes A and Z occurred in
only one city, while the others were seen in more than one state.
Genotype E was the only genotype that was present in all three states
(SC, PR, and RS) (Fig. 3}

33 MIST

MLST was performed only for K. pneumonige considering the most
important pathogen in the database. Based on eight genotypes identi-
fied on repPCR, MLST analysis revealed K. pneumonige isolates

Table 1
Frequency of Gram-negarive bacterial isolates, carbapenemase-containing isolates and
ksolates harboming blosgy duning the study period in Brazil

Family Genus and species WDM-concaining tsolares
n =
Enterobocreriocene  Escherichia coli 49 pLRES
Cirrobacrer freundil 16 33%
Cirrobacrer sp. 3 6%
Citrobacter youngos 1 02y
Klehsiefia prreumonioe 333 E8_5%
Kehsiella oxytoca 17 35%
Klebsiella aerogenes 4 (iF:+3
Kiebsiella czoenoe 1 02
Roowlrefla omithinolyrion i 2%
Roowlreft plennicala 1 n2x
Entevabacter clopcae complex 37 7Y
eclercia adecarbaxylon 2 4%
Yerziniaceas Servatia marceseens 2 nax
Morganefaceae Morganefla morganii 2 nax
Proteus mirabilis 1 02y
Protews vilgarts 1 n2%
Psendomonadocene Peerdomonas aeruginose 3 06E
Maoraxeliaceae Acinetobacter baumanmni 1 23%
Arinetobacter fwoffil 1 0%
Total 486 %

sequence types ST11 (n = 27), ST15 {n = 44), 5T340 (n = 4), ST2640
[n=3),5T1866 (n = 3) and a not yet described ST (n =14}, 5T15 was
the most frequent type.

34 Plasmids

The plasmid identification was performed in one isolate of K
preumaoniae (the most commaon ST, the 5T15). and one aleatory E. cofi
and E. clogcae. A total of five plasmids were identified in the sirain
11955RM K, pneumonie. Cold40l, Col4401l, IncFIA{HI1), IncFIB(K),
IncFIB{ pQil)/ IncFII(K), and IncR. A total of 5 plasmids were identified
in the strain 20257RM E cloacae Col{pHAD28), IncHI2, IncHIZA,
IncN2, and IncX3. A total of three plasmids were identified in the
strain of E, coli 16211REM IncC, IncFIB(K). and IncFI{K). blanom was
found in IncFIB{pQil):IncFIKK) plasmid in K. pnewmonige, IncC in E
coli (Supplementary material 1 and Supplementary matenal 2).

3.5 Antimicrobial susceptibility tests

All isolates (n = 486) were resistant to imipenem with MICg ., 32/
128 mg/L All isolates were also resistant to new beta-lactamase
inhibitors (relebactam and avibactam). The most active drug was
amikacin {92% of susceptibility using CLS| criteria and 72% using
EUCAST). The susceptibility to colistin was 72% and to gentamicin
40%

The antimicrobial susceptibility tests Enterobacterales isolates are
described in the Table 2. The susceptibility of 4 nonglucose ferment-
ing gram-negative bacilli (2 Acinetobacter spp. and 2 Pseudomonas
oeruginosa) was also evaluated. Colistin was the only active antimi-
crobial for the 4 isolates. The MIC was 0.125 ug/mL for A baumanmii,
2 pgiml for A bwoffii and 0.5 pgfml for the 2 P. geruginosa isolates.

4. Discussion

The number of isolates harboring blay ., in Southem Brazilian cit-
ies has increased considerably, in arithmetic progression according
with the Fig. 1. In addition, the incidence varies widely between cit-
ies, suggesting that some cases are small and local outbreaks and that
in others, there is a local spread. This panorama brings complications
to the treatment since carbapenem antibiotics are the last #-lactam
with proven action against almost all Gram-negative microorgan-
isms, however, their action is threatened with the emergence of car-
bapenemase | 17].

The blaypg gene spreads quickly to other bacteria through mobile
genetic elements and geographically between people, countries, and
continents, traveling on patients seeking medical care outside their
country of residence | 18]. NDM-1 was the type identified in the typed
isolates from our study. NDM-1 appears to be widespread across the
Indian subcontinent, and in retrospective studies, it was found in iso-
lated samples in 2006 | 12]. The Balkan countries seem to be another
important reservoir, but the spread is present on all continents |5[.
The ST15 clonal type was determined as the most abundant clone of
K_ pneumaniae, a sequence type identified in several countries around
the world and associated with outbreaks |20]. When we evaluated
genotyping of E coli, the 5T744 genotype was identified in 49 NDM-
producing isolates. At this moment, there is only 1 isolate of 5T744
identified in Hong Kong [21].

The blaym,.q gene is usually associated with plasmids and can be
carried by several types of them, such as Incl | M, IncA [ C, IncF,
IncHI1. Recently, new plasmids have been described, such as IncN
and IncHI1 |22~ 24| In our isolates, 2 different plasmids were identi-
fied, the hybrid plasmid IncFIB(pQil) and IncFIB(K) in 11955RM K
preumoniag and IncC in 16211RME coli. These plasmids harboring
bl has been described in a hospital in Myanmar and South Africa,
respectively [25,26). This suggests that the mechanism of bldynu.
transmission may not be the same among different species. These
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structures are related to the non-clonal spread of the gene. IncAfC
plasmids are particularly important because they can replicate in
Pseudomonas and other species, in addition to Enterobacteriales. Plas-
mids in this group carmy multiple antibiotic resistance genes, confer-
ring resistance to aminoglycosides, chloramphenicol, sulfa |
trimethoprim, in addition to restriction enzymes, methylases, and
systems that promote maintenance and survival in bacterial cyto-
plasm |4].

Although the bioyg, has been identified mainly in Kiebsiella, E
coli, and Enterobacter, other rare pathogens, such as Leclerca

Iil |I|

——

o de Janeiro

Sao Paulo

(j?tu@i)ba "*-%.‘

2.0_o -
cflor‘.mlls

Number of
cases

21-39
®38-77
®77-
®ns-1s3

115

rding to with the city from fanuary 2004 ro September 2018,

adecarboxylata, Roowitelln omithinolytica, and Raoultella planticola
have also been identified as carriers of this carbapenemase. These
species harboring Manos have been previously described in the liter-
ature but are uncommon pathogens and it was not the aim of our
sudy {27-29}

The major challenge of infections associated with NDM-producing
Enterobacterales is the lack of therapeutic options. Only polymyxin
and aminoglycosides showed activity: the groups of antibiotics with
a higher incidence of acute kidney injury |30]. Polymyxins are drugs
with hard-to-achieve pharmacokinetic and pharmacodynamic

H”] 11955RM Klebsie. pneum. Z
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[|[ ]Il 18194RM Kiebsie. pneum. B
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[{|[||] 10775RM Kiebsie. pneum. D

Fhg- 3 repPCR of K preumonioe selected for genetic simalarity.
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Table 2
Antimicroblal susceptibility of 486 NDM-producing Enterobacterales.
Pz GEN MER A oL CAL CAZ[AVL 1411 IMIJREL CFr ae
MIC {geg/mL)
MiCus 035 16 B 4 025 >128 >32 32 32 2] 16
MIC,, 4 128 2 16 >32 =128 =32 128 =32 =256 =32
Susceptibility (nf%)
i8] - 10{40%) T{4%) 23{92%) = 0 (%) (i 5] o{os} 0(0%) 0] 5(19%)
ELUCAST - 10 40%) 6(23%) 18{72%) 18(72%) 0(0E) o{ox) o{ox) o010} o) s(19%)
DA 22 (85%) ™A Na B A NA Ha A MA NA NA
PLZ = plazomicin; GEM = gentamicin: MER = meropensm; AMI = amikacin; COL = coliszin; CAZ = o idime; CAZ/AV] = cefrazid ctamy; 1Ml = imipenem; M1

REL = imipenem/relebactarm; CFP = cefepame; CIF = ciprofloxacing CLS1 = Clinical and Laboratory Standards nstiture; EUCAST = European Committes on Antimicrobial Susceptibiling
Testing; FDA = Food and Drug Administration; CIv,, = Minimal inhibitory concentration reguired to inhibdt the growth of 505 of organisms; CIM, = Minimal inhibitory concentra-

thon required to inhibiz the growth of 90% of organisms; NA = non-applicable.

targets, and monotherapy with aminoglycosides has been guestion-
able |31 34| Plazomicin is an attractive alternative in the treatment
of MDM-producing bacteria, but lack clinical studies in severe
patients [35,1].

This study is limited by the small number of carbapenemase pro-
ducers sequenced, but the epidemiological strength is relevant con-
sidering the number of isolates. The subtype of each carbapenemase
was not defined, which could be important for the detection of rare
subtypes, but not for large epidemiological studies.

In summary, the number of patients with NDM-producing bacte-
ria has increased in Southern Brazil. Aminoglycosides present a
higher activity against these isolates. The NDM-1 is the only type of
MDM enzyme identified, whose gene is present in different plasmids,
explaining the expansion of this enzyme.
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Buckground: The presence of 165 rRNA methyltranferases | 165-RMTases) in carbapenemase-producing
Emterobacterales [CPE) is a major concern becavse it inactivates all clinical use of aminoglycosides, including
plazomicin The aim of this study 15 to investagate the prevalence of 165-RMTases in CPE nonsusceptible to
plazomicin collected in different Brazilian hospitals. Methods: All isolates with plazomicin MIC = 4 ug/mL
(n=&7) were screened for the presence of 165-RMTases by sequencing. Results: 54 (30.6%) isolates encoded
165-RMTase genes (41 rmeBl, 7 armd, 3 D2, | rmeD and 2 rmiC). Among 41 samples rmtB] positive, 40
co-harbored Blayge 5 and 1 blagg, i gene. OF the seven isolates harboring armA gene, 6 were New Delli Met-
allo-beta-lactamase (NDM -producer. rmitD was only found in isolates Klebsiella pneumoniae Carbapene-
mase (KPClproducers, one in Serroria morcescens with rmiD2, not reported in Brazil. Conclusion: The co-
existence of 165-RMTase and CPE is worrisome because of limited treatment options and the endemic char-

Amikacin

actenistic of (KPC) and NDM in Brazil,

42 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

Carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE} have been an
important group of bacteria due to resistance to various antimicro-
bials beyond carbapenem, and therapeutic options for treating
infections caused by these microorganisms are very limited. Amino-
glycosides are often used to reat healthcare-associated infections,
mainly those caused by CPE [Rodriguez-Bano er al, 2018) A usual
resistance mechanism is the alteration of these antibiotics by amino-
glycoside modifying enzymes (AMEs) (Krause et al, 2016), Produc-
tion of 165 rRNA methyltransferase ( 165-RMTases) is an important
mechanism that confers high levels of resistance against aminoglyco-
sides (Costello et al_, 2019),

Plazomicin, a novel aminoglycoside, is not inactivated by a broad
spectrum of aminoglycoside modifying enzymes and therefore con-
sidered a potential therapeutic option against CPE. However, the pro-
duction of 165-RMTases prevents the action of plazomicin (Do,
2019). The aim of this study is to investigate the prevalence of 165-
RMTases in plazomicin-nonsusceptible CPE collected in different Bra-
zilian hospitals.

* Corresponding author. Tel.: #55(41) 3271-1515
E-maif address: felip npucprbe (FF. Teon)

1016 {pdiagmicrobic 20200115239

Elsevier Ine All rights reserved.

A total of 499 CPE (371 Kiebsiella spp.; 73 Enterobacter spp.; 18
Escherichia coli; 13 Serratia spp.; 10 Citrobacter spp.; & Morganella
morgannii; 4 Providencia spp.; 2 Proteus spp.; 1 Edwardsiella hoshinae
and 1 Raoutella planticola} collected during 2013 to 2015 from clinical
samples (bloodstream, respiratory tract, cerebrospinal fluid and other
infections) and surveillance samples from inpatients in Brazilian
hospitals [Rio de Janeiro, Sao Paulo, Curitiba, Cascavel, Londrina, Mar-
inga, Joinville, Ponta Grossa, Foz do lguacu. Francisco Beltrao), were
previously characterized by our group in terms of sensitivity and
molecular profile using broth microdilution and polymerase chain
reaction (PCR) {Martins et al, 2018). We have used the results
obtained to select all {[n=70) isolates nonsusceptible to plazomicin
[MIC = 4 pg/mL according to the FDA breakpoints). Three clonal
samples were excluded by ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus Polymerase Chain Reaction) and of the &7
nonclonal samples selected to investigate the presence of methyl-
transferases, 54 displayed high-level resistance to the three amino-
glycosides tested, with plazomicin MIC = 64 pg/mL, gentamicin MIC
> 64 pgfml and amikacin MIC ranged from 256 to = 512 pgiml.
Those isolates with plazomicin MIC=4 pg/mL and MIC=8 ug/mlL
demonstrated sensibility at least one of the aminoglycosides
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Table 1
Characteristics of carbapenemase- producing Enterobacterates [CPEL
MIC {ugfml )"

Isolate Parsent specimen Species Carbapenemase PLE GEN AME MEM
O1RS Rectal Swab Enterobacter cloacae NDA-1 i od 2 16
02RS Rectal Swab Enterobacter cdvacoe NDM-1 4 B 4 32
03RS NA Enterobacter cloacoe NDM-1 4 L] 4 64
5P NA Serraria marcescens GES-16 4 (=] 256 256
05R| Urine Klebsielln pneumonize KPC-2 4 05 8 256
065 NA Froreus mirshilis KPC-2 4 2 512 &
a7sF NA Morganelia morgant KPC-2 a4 2 <1 a4
OERS Blood Klebsiella pneumonize KPC-2 4 [~ ] 4 128
0GR Elood Escherichia coli KPC-2 4 1 4 4
T0PR Urine Escherichia coll KPC-2 a (L} 4 4
11RS Tracheal aspirare Providencia rettgeri NDAE-1 L] 3 B -]
1285 Surgical wound Movganella morganii NDOM-T B L] 2 64
T30S Rectal Swab Klebsielln pneumonice NDM-T B (=] 2 256
T4RS Cerebrospinal fluid Enterobacter cloacos NOM-1 (=] - =512 2
1585 Rectal Swal Morganello morganii NDM-T [ B4 =512 16
1685 Cutaneous ahscesses Morganelfa morganii NDM-1 (] e »512 8
1785 Urine Klebsielln pneumonice NOM-T [-2] =Bl =512 32
18RS Uring Escherichia coll NDM-1 [~} =64 2512 B4
1951 MA Klebsrelln pneumonice NDOM-1 [ - 512 64
200 Dermal wound Klebsielln pneumonise KPC-2 [ =Bd =512 B4
A L] Elood Klebsielln pneumoniee KPC-2 (2] Bd 512 =256
2R Tracheal aspirate Klebsielln pneumonize KPC-2 (] Bt 512 =256
23R Eload Klebsiella pneumonize KPC-2 (=] =64 256 =256
2450 NA Enterobacter cloacoe NDM-1 64 =64 »512 128
5P Uring Klebsielln pneumonize KPC-2 (] B4 =512 256
260 Tradheal aspirare Klebsielln pneumonize KPC-2 [ B4 =512 1
27 Uring Klebsielln pneumonice KPC-2 [ - =512 128
28R Blood Klebsiells pneumonies KPC-2 =6l w4 =512 B4
29PR Tracheal aspirate Klehsielln aerogenes KPC-2 =64 B4 =512 G4
300 Uring Klebsielln pneumoniee KPC-2 =6l =64 =512 G4
IR Blood Klebsielln pneumonize KPC-2 =64 B4 =512 G4
2R Blood Klebsielln pneumonics KPC-2 6 b4 =512 =256
35 Blood Klebsielln pneumonize KPC-2 =6l £ =512 256
J4PR Cerebrospinal Auid Klebsielln pneumonice KPC-2 =6 b4 =512 G4
350 Tradheal aspirate Klebsielln pneumonize KPC-2 =54 =64 =512 B4
ELE Tradheal aspirate Klebsielln pneumonize KPC-2 =64 B4 =512 16
3R Tradheal aspirate Klebsielln pneumonize KPC-2 bl Bl 512 4
3ErR Elood Klebsielln pneumonize KPC-2 =64 =B 512 64
390R Blood Klebsiella pneumonize HPC-2 =64 =64 2512 2
A0PR Blood Klebsrelln pneumonice KPC-2 =64 - =512 32
AR Elood Klebsielln pneumonice KPC-2 =6 =Bd =512 32
A2 Urine Klehsielln pneumonize KPC-2 =5 w64 *512 G4
A3rR Urine Klebsielin pneumoniae KPC-2 =64 -t =512 128
AR Uring Escherichia coll KPC-2 =64 =64 >512 8
A50IR Uring Klebsielin pneumonios KPC-2 =64 -2 =512 =256
AGR) Blood Klebsielln pnrumonize KPC-2 >6d =l »512 126
aTR} Blood Klebstelln pneumonize KPC-2 =64 £ =512 128
4BRJ" Elood Klebsielln pneumonise KPC-2 =64 e >512 128
A9 Blood Klebsiella pneumonize KPC-2 =54 =64 >512 64
S8 Blood Klebsielln pneumonice KPC-2 =64 B4 =512 128
515P NA Enrerobacter clvacae KPC-2; NDM-1 el e >512 2]
520 Blood Enterobacter cloacoe OXA-48 =64 =B =512 4
53RS' Rectal Swab Klebsielln pneumonite HpC-2 =64 =B >512 =I56
SRS Rectal Swab Klebsielln pneumoniee KPC-2 =6l £ =512 256
55hS Rectal Swab Klebsielln pneumonise KPC-2 =64 =B =512 256
56 Urine Klebsielln pneumonize KPC-2 =54 64 »512 8
57PR Urine Escherichia coll KPC-2 =64 =B 512 32
SaIR Abscesses Klebsielln acrogenes KPC-2 bl Bl =512 128
S91R Urine Klebsielln pneumonice KPC-2 =6 - =512 256
BOPR Blood Providencia stumrtil KpC-2 =64 =64 >512 8
GIPR Elond Providencio stuirid KPC-2 =64 =B 512 4
620 Uring Klpbsrelln pneumonioe KPC-2 =6d ) =512 256
B3RS Tracheal aspirate Klehsieliz pneunmonias KPC-2 =5 w64 *512 256
BAR Blood Klehsielln pneumonice KPC-2 =64 -t =512 256
65 Elood Klebsiella pneumonize KPC-2 bl =64 »512 256
BEIR Blood Klobsielln pneumonize KPC-2 =64 Bl =512 128
&7PR Urine Klebsrelln asrogenss KPC-2 =64 £ »512 =256
[ Blood Klebsiells pneumonice KPC-2 =6l i »512 B4
R Blood Enterobacter deacae HPC-2 =6d B >512 64
TOER Tracheal aspirare Sarratia marcescens KPC-2 =64 =64 =512 256

“ Letters indicate the State of Brazil: RS, Rio Grande do Sul; R), Rie de Janetra; PR, Parand; 5P, 530 Paulo.

b Abbreviations: PLE = plazomicing

AME = amikacin; GEN = genzamicin; MEM = mesopenem; NA =not available ,
“ Isolate exciuded by Enternbacrerial Reperinve Intergenic Consensis Polymerase Chain Reaction {ERIC PCRL
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Tabrle 2

Dseribunon of 165 rRMA methyltransferases in plazomicin-nonsusceptible carbapenemase-producing Enterobacterales clinical isolates according FDA breakpoings.

PMazomicin MIC | jegfml )

Specie and carbapenemase 165 rMA methyliransferase geng 4 8 16 32 G4 i Total
Klebsiella preunroniae (41)

KpC-2 k] 5 xr 32

KPC-2 ] 1 1

KPC-2 gl 2 2

KPC-2 HmA ¥ 1

KpC-2 - 2 2

NDM-1 oA 1 1

NDM-1 mic 1 1

NDM-1 = 1 1
Enterobacter doocae (8]

KpC-2 rmid] 1 1

NDM-1 mmA 2 2

OXA-4E rmd] ¥ I

KPC-2, NOM-1 i I 1

NOM-1 = 3 3
Escherichia coli (5)

KPC-2 rmidl 2 z

HDM-1 armA 1 1

KPC-2 = 2 z
Morganelia morganii (4)

NDM-1 oA z 2

NOM-1 = 1 1

KpC-2 - 1 1
Klebsiella aerogenes (3)

KPC-2 ] 3 3
Providencia stugrrif (2)

Kpe-2 ] 2 z
Serratia marcescens (2]

GES-16 - 1 1

Kic-2 2 1 1
Providencia rettgeri (1)

HDM-1 - 1 1
Protews mirabilis (1)

-2 = 1 1

Total L] 3 o o 13 ar B

{gentamicin or amikacin), except one. The characteristics of the 70
isolates are described in Table 1.

Two distinct multiplex PCR were performed as previously
described by Correa et al. {Correa et al. 2014) to detect armA, rmi#,
B, e, rmiD, rmeE, rmiF, i, rmiH, and npmA A positive result
was further confirmed by simplex PCR with the same primers. The
multiplex PCR assay revealed the presence of 165-RMTases on those
samples with plazomicin MIC = 64 ug/mL (n=54/80.6%) and all of
them harbored only one type of 165-RMTases gene, No sample with
plazomicin MIC < 64 pg/mL (n= 13} was positive for methyltransfer-
ases. The rmiB gene was found in 41 (75.9%) isolates, followed by
armA in 7 (13%), rmtD in 4 (7.4%) and rmtC in 2 (3.7%) samples. All
rmiB genes were classified as rmtB1 by genetic sequencing and,
among four rmtD, 3 were rmtD2 and 1 was rmuD].

Among 41 isolates with rmtB1 gene. 40 samples co-harbored
blagpe2 and one Enterobacter cloacae blagya sy gene, Of the 7 isolates
harboring armA gene, 6§ were New Delhi Metallo-beta-lactamase
[NDM)-producer. and one Klebsiello pneumoniae Klebsiella pneumo-
niae Carbapenemase (KPC)-2-producer. The rmtD gene was found in
Klebsiella pneumoniae, 2 with rme02 and 1 rmtD{, and one Serratia
marcescens with rmtD2, all isolates KPC-producers. Two isolates har-
bored the rmtC gene, one Kiebsietla pneumoniae bl positive and
one Emterobacter cloocae co-harboring blagpe » and Moypse. genes
(Table 2). rmtB T was the most prevalent gene (41/75.9%), followed by
armA (7{13%), rmiD (47 4%) and rmieC(2/3.7%).

Association of 165-RMTases and carbapenemases in Enterobacter-
ales has been reported around the world. However, differently from
our data, NDM is the most prevalent carbapenemase co-harboring
methyltransferases reported (Dioi et al, 2016). Taylor at al (Taylor et
al, 2018) identified 762 pan-aminoglycoside-resistant Enterobacter-
ales in United Kingdom and Ireland with one or more 165-RMTase

genes (armA, 44.6%; rmeC, 19.2%; rmeF, 18.0%: rmiB, 11.4%) and sev-
eral (93.4%; T12/762) also carried carbapenemases, blayp.,., (592
712; 83.1%) and Mapxa an ke (23-7%, 169/712) were the main genes.
Only 13 of 712 (1.6%) isolates were KPC producers. Wangkheimayum
et al. in a hospital of northeast India showed the same 165-RMTases
of our study. nevertheless, rmtC and bloypm . were predominant
(Wangkheimayum et al, 2017},

In our study. Mayeeo was present in all isolates rmeD) positive
(n=4) and 40 of 41 ymiB1 (32 K. pneumonige), whereas armA and
rmiC were present mainly in isolates NDM-producers. Association of
rmitB1 and blagee 5 has been related in K. pneumoniae isolated in the
routine of the laboratory of a tertiary teaching hospital in Brazil.
Among 1.052 Enterobacterales recovered in December of 2014, 22
harbored 165-RMTases genes and 20 were K, preumoniae co-harbor-
ing rmitB1, blagecz and blacrx.saas genes. These isolates belonged to
the clone ST258 which could explain in part the spread of rmeB1 in
our country (Cassu-Carsi et al, 2018), In addition to clonal expansion,
different Inc plasmid types (FIB, FIIS, I T, X, N, ¥, L/M, FIA) encoding
165-RMTase genes have been contributed to the spread of theses
enzymes (Wangkheimayum et al., 2017).

We found 2 rmrC-harboring isolates, one K. pneumoniae NDM-1-
producer and one E cdoeacae KPC-2 and NDM-1 co-producer, not
reported in Enterobacterales in our country to date. RmeC was first
reported in P. mirabilis in Japan in 2003, Subsequently, this enzyme
was found in other countries, usually associated with NDM carbape-
nemase (Doi et al., 2016), RmeC was found in Acinetobacter baumannii
in Uruguay and Brazil. The 2 Uruguayan clinical isolates harbored
0XA-23 and OXA-51 and 6 Brazilian isolates co-produced ArmA and
rmiB 165-RMTases (da Paz Pereira et al, 20200

Other 165-RMTases detected in previous studies in Brazil are rmiD
and rmtG (Frizsche et al., 2008). We found 3 rmtD2 and one rmtD1
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gene. These 165 RMTase are typically found in South of America and
rmtD1 was first described in Pseudomonas aernuginosa co-producing
5PM-1, following in K. pneumonioe and other Enterobacterales species
in Brazil {Doi and Arakawa, 2007) The variant rmtD2 was subse-
quently reported in E gerogenes strain from Argentina and has also
been found in K. pneumoniae KPC-2-producer in Brazil (Buenao et al,
2012, Interestingly, one rmtD2 gene of our study was identified in 5.
marcescens of a Paraguayan patient transferred to a Brazilian hospital,
not reported in our country to the best of our knowledge.

Studies on the dissemination of 165-RMTases in Brazil are still
scarce and the most notable finding of this study is the high preva-
lence of methyitransferases in CPE isolates (10.8%). Rmif was the
most prevalent 165-RMTases amang CPE notably in KPC-producer K.
preumonioe. Other 165-RMTases as ArmA, rmeD, and rmC are spread-
ing among Enterobacterales species. The co-existence of 165-RMTase
and CPE is worrisome because of limited treatment options and the
endemic characteristic of KPC and NDM in Brazil. Despite low rates of
suscepribility to amikacin and gentamicin, plazomicin could be an
important therapeutic option for CPE in our country.
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Dear Editor:

We appreciated the recent publication of Bi et al. about the
in vitro antagonistic effect between tigecycline and mero-
penem in a KPC-producing Klebsiella pneumoniae isolate
[1]. After microbiological proofs of antagonism, patient pre-
sented a good clinical outcome with meropenem monother-
apy, but without improving with tigecycline and meropenem
combination. The source ol bacteremia in this patient was
unclear, which complicated most appropriate antibiotic ther-
apy choice. Although we know that anecdotal cases of infec-
tions by multidrug-resistant bacteria treated with antibiotics
with a limited activity are reported, in this case, the authors
included an extensive investigation and an interesting expla-
nation of pharmacodynamics of theses drugs against carbap-
enemase-producing Enterobacteriaceae (CRE). Tigecycline
monotherapy was evaluated by meta-analysis on different
sources of infections. Hospital-acquired pneumonia and dia-
betic foot infection treated with tigecycline were not equiva-
lent to another standard antibiotic regimens. However, gen-
eral eradication of K. pnewmoniae did not dilfer statistically.
Tigecycline to bleod stream infection was also evaluated
on a meta-analysis and monotherapy presented significant
higher mortality versus combined regimens. Finally, clinical
responses on CRE infections demonstrated worse outcomes
when compared monotherapy versus combination regimens
and tigecycline standard- versus high-dose regimen |2].

Bl Felipe Francisco Tuon
felipe.tuon@ pucpr.br

Laboratory of Emerging Infectious Diseases, School

of Medicine, Pontificia Universidade Catdlica do Parand,
Rua Imaculada Conceigao, 1155 Prado Velho, Curitiba,
PR 80215-901, Brazil

2 Laboratério Central do Estado {LACEN-PR), Curitiba, PR,
Brawil

Infectious Diseases Department, AC Camargo Cancer Center,
Sao Paulo, SP, Brazil

Published online: 06 September 2019

Regarding meropenem use on CRE infections, combined
synergic Ltherapy or extended/continuous monotherapy high-
dose infusion is recommended.

The authors cited in the text that two previous studies
of our group did not report synergism belween meropenem
and tigeeycline. However, our group has dedicated to study
combination therapy against CRE, since a large outbreak
of KPC-2 K. pneumoniae in Curitiba (Southern Brazil)
occurred. The first study evaluated in vitro activity of differ-
enl combinations and monotherapy against KPC-producing
K. pneumoniae with meropenem, tigecycline. polymyxin and
aminoglycoside |3, 4]. Monotherapy with meropenem and
tigecycline presented the worse results using in vitro and
in vivo animal model. Time kill curve method, the ideal
dynamic evaluation for synergism or antagonism between
two antibiotics, confirmed antagonism between meropenem
and tigecycline in comparison with tigecycline monother-
apy. Besides it, other studies evaluated this combination and
found divergent results. Synergism was weakly demonstrated
by few studies and apparently depending upon meropenem
MIC (<64 mg/dL) [5]. Majority strains demonstrated indif-
ference on tigecycline and meropenem association.

The author referred our both studies as non-synergic;
however, il is important to cite that our studies showed
antagonism. We also performed an evaluation of more than
100 patients with ventilator-associated pneumonia due to
KPC-producing K. pneumoniae, but nether clinical outcome
was similar in patients with tigecycline alone or combined
wilh meropenem [2]. It is also important to cite that ligecy-
cline should be used cautiously. Tigecycline achieve very
low serum levels to be considered as a safe drug in severe
patients. Moreover, lung concentrations are not well known,
even with perfect conditions of serum levels.
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ANEXOS

Anexo 1 - Genes de resisténcia detectados em Klebsiella pneumoniae 11955RM

Gene

Klebsiella
pneumoniae
KpnF

Klebsiella
pneumoniae
KpnE

SHV-28

0qxA

OXA-9

TEM-1

QnrS1

APH (3°) -VI

NDM-1

sul2

CTX-M-15

AMR resisténcia

Bomba de efluxo
(MFS)

Bomba de efluxo
(MFS)

SHYV beta-lactamase

Bomba de efluxo
(RND)

OXA beta-lactamase

TEM beta-lactamase

quinolone resistance
protein (qnr)

APH (3')

NDM beta-lactamase

sulfonamide resistant
sul

CTX-M beta-
lactamase

Antimicrobianos

macrolideos,
aminoglicosideos,
cefalosporinas, tetraciclina,
peptideos, rifamicina

macrolideos,
aminoglicosideos,
cefalosporinas, tetraciclina,
peptideos, rifamicina

carbapenémicos,
cefalosporinas, penicilinas

fluoroquinolonas,
glicilciclinas, tetraciclinas,
diaminopyrimidina,
nitrofurantoina

cefalosporinas, penicilinas

aztreonam, cefalosporinas,
penicilinas, carbapenémicos

Fluoroquinolonas

Aminoglicosideos

carbapenémicos,
cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas

Sulfonamidas

Cefalosporinas

Mecanismo
de
resisténcia

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Inativacao

Bomba de
efluxo

Inativacao

Inativagao

Modificagao
do alvo

Inativacao

Inativacao

Modificacao
do alvo

Inativacao
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tet(D)

OXA-1

Bomba de efluxo
(MFS)

OXA beta-lactamase

Tetraciclinas

cefalosporinas, penicilinas

Bomba de
efluxo

Inativacao

Fonte: a autora

Anexo 2- Genes de resisténcia detectados em Escherichia coli 16211RM

gene

msbA

Escherichia
coli ampC
beta-
lactamase

mdtN

mdtP

TolC

bacA

AMR resisténcia

Bomba de efluxo
(ABC)

ampC beta-lactamase

Bomba de efluxo
(MFS)

Bomba de efluxo
(MFS)

Bomba de efluxo
(ABC), Bomba de
efluxo (MFS), Bomba
de efluxo (RND)

undecaprenyl

Antimicrobianos

nitroimidazois

cefalosporinas, penicilinas

Nucleosideos

Nucleosideos

macrolideos,
fluoroquinolonas,
aminoglicosideos,
carbapenémicos,
cefalosporinas,
glicilciclinas, cefamicinas,
penicilinas, tetraciclinas,
peptideos,
aminocoumarinas,
rifamicina, cloranfenicol,
triclosan, penicilinas

Peptideos

Mecanismo
de
resisténcia

Bomba de
efluxo

Inativacao

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Modificacao
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AcrE

AcrF

evgS

evgA

mdtA

mdtB

baeS

baeR

Escherichia
coli acrA

acrB

Escherichia
coli ampH

pyrophosphate related
proteins

Bomba de efluxo
(RND)

Bomba de efluxo
(RND)

Bomba de efluxo
(MFS), Bomba de
efluxo (RND)

Bomba de efluxo
(MFS), Bomba de
efluxo (RND)

Bomba de efluxo
(RND)

Bomba de efluxo
(RND)

Bomba de efluxo
(RND)

Bomba de efluxo
(RND)

Bomba de efluxo
(RND)

Bomba de efluxo
(RND)

ampC beta-lactamase

fluoroquinolonas,
cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas

fluoroquinolonas,
cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas

macrolideos,
fluoroquinolonas,
penicilinas, tetraciclinas

macrolideos,
fluoroquinolonas,
penicilinas, tetraciclinas

Aminocoumarinas

Aminocoumarinas

aminoglicosideos,
aminocoumarinas

aminoglicosideos,
aminocoumarinas

fluoroquinolonas,
cefalosporinas,
glicilciclinas, penam,
tetraciclina, rifamicina,
cloranfenicol, triclosan

fluoroquinolonas,
cefalosporinas,
glicilciclinas, penicilinas,
tetraciclina, rifamicinas,
cloranfenicol, triclosan

cefalosporinas, penicilinas

do alvo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

inativagao
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beta-
lactamase

sul2

CpxA

kdpE

H-NS

mdtH

PmrF

marA

emrB

emrR

Yojl

mdtE

sulfonamide resistant
sul

Bomba de efluxo
(RND)

kdpDE

Bomba de efluxo
(MFS), Bomba de
efluxo (RND)

Bomba de efluxo
(MFS)

pmr fosfoetanolamina
transferase

Bomba de efluxo
(RND), Porina com
permeabilidade
reduzida a beta-
lactamicos

Bomba de efluxo
(MFS)

Bomba de efluxo
(MFES)

Bomba de efluxo
(ABC)

Bomba de efluxo
(RND)

Sulfonamidas

aminoglicosideo,
aminocoumarina

Aminoglicosideos

macrolideos,
fluoroquinolonas,
cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas, tetraciclinas

fluoroquinolonas

Peptideos

fluoroquinolonas,
aztreonam, carbapenémicos,
cefalosporinas,
glicilciclinas, cefamicinas,
penicilinas, tetraciclinas,
rifamicina, cloranfenicol,
triclosan, penicilinas

fluoroquinolonas

Fluoroquinolonas

Peptideos

macrolideos,
fluoroquinolonas,
penicilinas

Modificagao
do alvo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

alteragdo de
alvo

Bomba de
efluxo,
reducao da

permeabilida
de

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo
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mdtF

gadX

BRP(MBL)

NDM-1

sull

Erm (42)

catl

CTX-M-15

tet(C)

OXA-1

AAC (6) -Ib-

Ccr

dfrA12

Bomba de efluxo
(RND)

Bomba de efluxo
(RND)

Resisténcia a
bleomicina

NDM beta-lactamase

sulfonamidas

Erm 23S ribosomal
RNA
methyltransferase

cloranfenicol
acetiltransferase
(CAT)

CTX-M beta-
lactamase

Bomba de efluxo
(MFS)

OXA beta-lactamase

AAC (6"

dfr trimethoprim
dihidrofolato redutase

macrolideos,
fluoroquinolonas,
penicilinas

macrolideos,
fluoroquinolonas, penicilina

Glicopeptideos

carbapenémicos,
cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas

Sulfonamidas

macrolideos, lincosamidas,
estreptograminas

cloranfenicol

cefalosporinas

Tetraciclinas

cefalosporinas, penicilinas

fluoroquinolonas,
aminoglicosideos

diaminopirimidinas

Bomba de
efluxo

Bomba de
efluxo

Inativagao

Inativagao

Modificagao
do alvo

Modificagao
do alvo

Inativacao

Inativacao

Bomba de
efluxo

Inativacao

Inativacao

Modificacao
do alvo

Fonte: A autora.
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Anexo 3 - Genes de resisténcia detectados em Enterobacter hormachei 20257RM

Gene AMR resisténcia antimicrobianos

ACT-24 ACT beta-lactamase carbapenémicos,
cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas

NDM-1 NDM beta-lactamase carbapenémicos,
cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas

Mecanismo de
resisténcia

Inativagao

Inativagao

Fonte: a autora
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