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RESUMO

Introducédo: Enterobacterales produtores de carbapenemases (EPCs) sao
motivo de grande preocupac¢do em varias partes do mundo devido a dificuldade
do tratamento. Atualmente, varios novos agentes contra patdégenos resistentes
aos carbapenémicos foram aprovados pelo FDA ou estdo em estagio avancado
de desenvolvimento. Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana da
plazomicina, ceftazidima-avibactam (CAZ/AVI), imipenem-relebactam (IMI/REL) e
outros agentes antimicrobianos em EPCs isoladas em hospitais brasileiros.
Métodos: a partir da andlise de 4000 Enterobacterales resistentes aos
carbapenémicos, 499 amostras produtoras de carbapenemases (blakpc-2 = 397,
blanom-1 = 81, blaoxa-as-ike = 13, blaive = 3, blaces-ike = 2, blaskc-1 = 1, blavm =1
e blakpc-2 + blanom-1 = 1) foram selecionadas para determinacdo do perfil de
sensibilidade a plazomicina e 299 amostras produtoras de blakpc2 foram
avaliadas quanto ao perfil de sensibilidade ao CAZ/AVI e IMI/REL. A presenca
de 16S-rRNA metiltransferases (16S-RMTase) foi investigada nas amostras
com CIM = 4 mg/L para a plazomicina e a presenga de metalo-beta-lactamases
e OXA-48-like foi investigada nas amostras com CIM = 16 mg/L para CAZ/AVI
e = 2 mg/lL para IMI/REL, respectivamente, pelo teste rapido
imunocromatografico NG-Test Carba 5. O sequenciamento de genoma
completo (WGS) foi realizado para quatro amostras de S. marcescens
produtoras de KPC que apresentaram resisténcia a plazomicina, CAZ/AVI ou
IMI/REL que n&o apresentaram determinantes conhecidos de resisténcia.
Resultados: A plazomicina foi ativa contra 86% das EPCs e apresentou CIM <
2 mg/L para 86% das amostras KPC-2 positivas, 84% das NDM-1 positivas e
92% das OXA-48-like positivas. Com base nos pontos de corte do EUCAST, a
sensibilidade a tigeciclina, colistina, amicacina e gentamicina foi de 76%, 67%,
62% e 19%, respectivamente. A prevaléncia de 16S-RMTase entre os 499
isolados de EPCs foi elevada (10,8%). RmtB-1 foi a 16S-RMTase prevalente
entre as EPCs (75,9%), principalmente em K. pneumoniae produtora de KPC-2.
Outras 16S-RMTases detectadas foram ArmA (13%), RmtD-1 (1,8%), RmtD-2
(5,5%) e RmtC (3,7%). Entre as 299 amostras de Enterobacterales blakpc-2
positivas, CAZ/AVI apresentou a maior taxa de sensibilidade (98%), seguido de
IMI/REL (96% e 91%, de acordo com EUCAST e CLSI, respectivamente). Entre
as cinco amostras resistentes ao CAZ/AVI, o teste imunocromatogréafico
identificou a presenca de NDM associada a KPC em trés amostras e elucidou
os altos niveis de resisténcia ao CAZ/AVI. A analise através de WGS permitiu-
nos identificar mutacdes génicas que podem estar relacionadas com a
resisténcia aos novos antimicrobianos. Estudos futuros sdo necessérios para
uma melhor compreensdo dos mecanismos de resisténcia. Concluséo: A
plazomicina pode ser considerada uma droga promissora na terapia
antimicrobiana para EPCs em nosso pais, incluindo isolados produtores de
NDM-1. CAZ/AVI e IMI/REL sao alternativas valiosas para o tratamento das
infeccOes causadas por Enterobacterales produtores de KPC, especialmente
no Brasil, onde essa enzima € endémica e as opcdes terapéuticas sao
limitadas.

Palavras-chave: plazimicina, ceftazidima-avibactam, imipenem-relebactam,
16S-rRNA metiltransferases, Serratia marcescens.
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ABSTRACT

Introduction: Carbapenemase-producing Enterobacterales (EPCs) are a major
problem in many parts of the world due to the difficulty of treatment. Currently,
several new agents against carbapenem-resistant pathogens have been
approved by the FDA or are in an advanced stage of development. Objective:
To evaluate the antimicrobial activity of plazomycin, ceftazidime-avibactam
(CAZ/AV), imipenem-relebactam (IMI/REL) and other antimicrobial agents in
EPCs, isolated in Brazilian hospitals. Methods: from the analysis of 4000
carbapenem-resistant Enterobacterales, 499 reproducible carbapenemases
(blakpc-2 = 397, blanom-1 = 81, blaoxa-ss-ike = 13, blaive = 3, blaces-ike = 2, blaskc-
1, blavim = 1 and blakpec-2 + blanom-1) were selected for plazomycin sensitivity
profile determination and 299 were screened for CAZ/AVI and IMI/REL
sensitivity. The presence of 16S-rRNA methyltransferases (16S-RMTase) was
investigated in samples with MIC = 4 mg/L for plazomycin and the presence of
metallo-beta-lactamases and OXA-48-like was investigated in samples with MIC
= 16 mg/L for CAZ/AVI and 2 2 mg/L for IMI/REL, respectively, by the rapid
immunochromatographic test NG-Test Carba 5. Whole genome sequencing
(WGS) was performed for four KPC-producing S. marcescens samples that
showed resistance to plazomycin, CAZ/AVI, or IMI/REL that had no known
determinants of resistance. Results: Plazomycin was active against 86% of
EPCs and had a MIC < 2 mg/L for 86% of KPC-2 positive samples, 84% for
NDM-1 positive and 92% for OXA-48 positive. Based on the EUCAST cut-off
points, the sensitivity to tigecycline, colistin, amikacin, and gentamicin was 76%,
67%, 62%, and 19%, respectively. The prevalence of 16S-RMTase among the
499 EPC isolates was highest (10.8%). RmtB-1 was the 16S-RMTase prevalent
among EPCs (75.9%), mainly in K. pneumoniae producing KPC-2. Other 16S-
RMTases detected were ArmA (13%), RmtD1 (1.8%), RmtD-2 (5.5%) and
RmtC (3.7%). Among the 299 blakpec-2 positive samples, CAZ/AVI had the
highest sensitivity rate (98%), followed by IMI/REL (96% and 91%, according to
EUCAST and CLSI, respectively). Among the five CAZ/AVI resistant samples,
the immunochromatographic test identified the presence of KPC-associated
NDM in three samples and elucidated the high levels of CAZ/AVI resistance.
Analysis through WGS allowed us to identify gene mutations that may be
related to resistance to new antimicrobials. Future studies are needed for a
better understanding of resistance mechanisms. Conclusion: Plazomycin can
be considered a promising drug for antimicrobial therapy for EPCs in our
country, including NDM-1-producing isolates. CAZ/AVI and IMI/REL are
valuable alternatives for the treatment of infections caused by KPC-producing
Enterobacterales, especially in Brazil, where this enzyme is endemic and
therapeutic options are limited.

Keywords: plazomycin, ceftazidime-avibactam, imipenem-relebactam, 16S-
rRNA methyltransferases, Serratia marcescens.



RESUMO POPULAR

O tratamento de bactérias resistentes a quase todos os antibidticos tornou-se
um desafio em todas as partes do mundo. Em 2017, a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) considerou essas bactérias uma ameaca global e as incluiu
em uma lista de prioridades criticas para as quais sdo necessarias pesquisa e
desenvolvimento de novos antibiéticos com urgéncia. Plazomicina, ceftazidima-
avibactam e imipenem-relebactam surgem nesse cenario como opcdes de
tratamento importantes, pois apresentam potente atividade contra
enterobactérias produtoras de KPC, a principal enzima que degrada os
antibiéticos carbapenémicos em nosso pais. O presente estudo avaliou a
eficacia da plazomicina, ceftazidima-avibactam e imipenem-relebactam contra
diferentes enterobactérias produtoras de carbapenemases. A plazomicina
mostrou-se ativa contra 86% das EPCs testadas. A prevaléncia de
metiltransferases (modificacbes que geram alteracdes no sitio de ligacdo da
plazomicina) entre os isolados de EPCs foi elevada (10,8%) e a coexisténcia de
metiltransferases e carbapenemases € preocupante devido as opcdes limitadas
de tratamento e a caracteristica endémica de KPC no Brasil. Entre as 299
amostras KPC positivas, ceftazidima-avibactam foi o antibidtico que apresentou
a maior taxa de sensibilidade (98%), seguido por imipenem-relebactam. O uso
de teste rapido imunocromatografico identificou trés amostras coprodutoras de
NDM entre as amostras KPC positivas resistentes a ceftazidima-avibactam, um
dado preocupante pois a enzima NDM é mais resistente as novas opcoes de
tratamento. Métodos diagndésticos rapidos sdo de fundamental importancia para
garantir a eficacia do tratamento com esses agentes. A andlise do genoma de
guatro amostras de S. marcescens permitiu-nos identificar alteracdes que
podem estar relacionadas com a resisténcia aos novos antimicrobianos.
Estudos futuros sd@o necessarios para uma melhor compreensdo dos
mecanismos de resisténcia. Com base nesses achados, plazomicina,
ceftazidima-avibactam e imipenem-relebactam podem ser consideradas
importantes opcfes terapéuticas para bactérias com elevado perfil de
resisténcia em nosso pais.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o aumento nos casos de infecgcdes causadas por
Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (ERCs) tornou-se motivo de
grande preocupacdo em varias partes do mundo (BONOMO et al., 2018). A
presenca desses microrganismos no ambiente hospitalar tem sido um desafio
constante no que diz respeito ao controle da disseminagao e ao tratamento dos
pacientes infectados (BASSETTI et al., 2019a).

As ERCs possuem, como principal mecanismo de resisténcia, a
producdo de enzimas capazes de inativar todos os representantes da classe
dos carbapenémicos, conhecidas como carbapenemases. Uma ampla
variedade de enzimas ja foi identificada, com especial atencdo para Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), codificada em plasmideo e de facil
disseminacdo entre Enterobacterales (VAN DUIN; DOI, 2017; YOO, 2018).
Pacientes infectados por KPC apresentam indices de mortalidade superiores a
40% (RAMOS-CASTANEDA et al., 2018). A disseminacdo global de ERCs
aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas, expandindo-se para outras
espécies de Enterobacterales além de K. pneumoniae (BABIKER et al., 2021).

Microrganismos produtores de carbapenemases sao geralmente
resistentes a varios antimicrobianos e as opc¢des terapéuticas sao muito
limitadas (PETTY et al, 2018). Até a década passada, polimixinas,
aminoglicosideos e tigeciclina eram as Unicas alternativas disponiveis; no
entanto, casos de resisténcia simultanea a esses antimicrobianos séo cada vez
mais relatados em todo 0 mundo (KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS,
2020). Esse cenario resultou em uma colaboracdo global para intensificar o
desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos contra microrganismos
considerados ameacas pela OMS, como é o caso das ERCs (TERRENI;
TACCANI; PREGNOLATO, 2021).

Atualmente, véarios novos agentes com atividade contra patégenos
resistentes aos carbapenémicos foram aprovados ou estdo em estagio
avancado de desenvolvimento clinico (DOI, 2019). Entre eles, a plazomicina,
um aminoglicosideo semissintético de ultima geracdo derivado da sisomicina e
ativo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo as produtoras
de carbapenemases (AGGEN et al., 2010; CASTANHEIRA et al., 2018a;
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WALKTY et al.,, 2019). Uma das principais vantagens frente aos demais
aminoglicosideos é sua toxicidade reduzida e, ao contrario dos outros
antimicrobianos da mesma classe, sua atividade in vitro ndo € afetada pelas
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMASs) produzidas pela maioria
das Enterobacterales (ABDUL-MUTAKABBIR et al., 2019; CASS et al., 2011,
COX et al., 2018).

Outras opcdes sao beta-lactamicos em combinacdo com novos
inibidores de beta-lactamases (avibactam, relebactam e vaborbactam), que
demonstraram alta eficicia in vitro e boa tolerabilidade em ensaios clinicos
(BASSETTI et al., 2018; KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020).
Esses novos inibidores possuem estabilidade variavel contra as beta-
lactamases e particularidades sobre seus mecanismos de acdo e
farmacocinética, estendendo e recuperando a atividade antimicrobiana de
alguns beta-lactamicos (NOVAL et al., 2020; PATERSON; ISLER; STEWART,
2020).

Um dos principais desafios na busca por novos inibidores de beta-
lactamases esta em encontrar aquele que seja igualmente eficaz contra todas
as classes de enzimas produzidas pelas bactérias (THEURETZBACHER et al.,
2020). Até o momento, nenhum dos novos inibidores disponiveis para uso
clinico em nosso pais possui essa capacidade e ainda sdo esperados novos
antimicrobianos capazes de inativar as EPCs por diferentes mecanismos de
acdo (VAZQUEZ-UCHA et al., 2020).

Para organizar os diferentes topicos abordados, esta tese sera
apresentada em quatro capitulos, sendo que o capitulo 1 contempla uma
revisdo da literatura; o capitulo 2 apresenta a atividade antimicrobiana da
plazomicina e a detec¢cédo de genes produtores de 16S-rRNA metiltransferases
em Enterobacterales produtores de carbapenemases; o capitulo 3 avalia a
atividade antimicrobiana de ceftazidima-avibactam e imipenem-relebactam em
Enterobacterales produtores de KPC; e o capitulo 4 faz uma analise genética
em quatro amostras de Serratia marcescens produtor de blakec-2 resistente a

plazomicina, ceftazidima-avibactam e/ou imipenem-relebactam.
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2 JUSTIFICATIVA

O tratamento de Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos
tornou-se um desafio em todas as partes do mundo e o desenvolvimento de
novos antimicrobianos para o tratamento desses microrganismos é uma
necessidade constante (NOVAL et al.,, 2020). Plazomicina, ceftazidima-
avibactam e imipenem-relebactam surgem nesse cenario como opg¢oes
terapéuticas importantes, pois apresentam potente atividade contra
Enterobacterales produtores de KPC, sendo essa a carbapenemase mais
frequente em nosso pais (SAMPAIO; GALES, 2016). Dessa forma, torna-se
necessario conhecer a atividade desses novos antimicrobianos frente as EPCs
brasileiras e o0s mecanismos de resisténcia apresentados por tais
microrganismos para avaliar a sua indicacdo e utilizacdo como terapia em

nossa regiao.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana da plazomicina, ceftazidima-avibactam
e imipenem-relebactam em Enterobacterales produtores de carbapenemases

iIsoladas em hospitais brasileiros.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a taxa de sensibilidade da plazomicina, ceftazidima-
avibactam, imipenem-relebactam e agentes comparadores segundo as
diretrizes do CLSI/FDA e EUCAST.

e Determinar a prevaléncia de metiltransferases em amostras com CIM =
4 mg/L para a plazomicina e correlacionar com a produgédo de
carbapenemases.

e Investigar as variantes dos genes codificadores de metiltransferases por
meio de sequenciamento pelo método de Sanger.

e Avaliar o desempenho do teste rapido imunocromatografico para a
pesquisa de metalo-beta-lactamases em amostras de Enterobacterales
produtores de KPC resistentes a ceftazidima-avibactam e de OXA-48-
like em amostras resistentes ao imipenem-relebactam.

e Identificar genes e mutagdes envolvidos na resisténcia a plazomicina,
ceftazidima-avibactam e imipenem-relebactam através do

sequenciamento de segunda geracéao pela plataforma Illlumina.
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CAPITULO 1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 ENTEROBACTERIAS PRODUTORAS DE CARBAPENEMASES

Na microbiologia, a década de 80 foi marcada pelo surgimento das
primeiras enzimas capazes de degradar cefalosporinas de terceira geracao em
Enterobacterales (SIROT et al.,, 1988). Essas enzimas ficaram conhecidas
como beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e o uso de
carbapenémicos passou a ser largamente difundido. Como era de se esperar, 0
surgimento de Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (ERCs) foi a
consequéncia, principalmente em unidades de terapia intensiva (UTIs), devido
ao uso elevado de antimicrobianos, a necessidade de dispositivos invasivos e
comorbidades dos pacientes (BUSH; BRADFORD, 2020).

Segundo pesquisa realizada pelo Programa de Vigilancia Antimicrobiana
SENTRY em 2017, a frequéncia de ERCs vem aumentando e apresenta-se de
forma muito variada entre os continentes (SADER et al., 2019). Nos Estados
Unidos, sdo responséveis por mais de 13.000 infec¢cdes nosocomiais e
contribuem para mais de 1.000 mortes anualmente (TAMMA et al., 2021).

Em 2017, a OMS considerou as ERCs uma ameaca global e as incluiu
em uma lista de prioridade critica para as quais sdo necessarias pesquisa e
desenvolvimento de novos antimicrobianos com urgéncia (TACCONELLI et al.,
2018). O Brasil esta entre 0s seis paises que apresentam taxa de resisténcia
aos carbapenémicos superior a 10%, um dado preocupante e que coloca nosso
pais sob ameaca de falta de opcdes terapéuticas para tratamento de infeccdes
causadas por ERCs (DIAS et al., 2021; SADER et al., 2019).

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli sdo consideradas importantes
reservatorios de genes de resisténcia aos carbapenémicos e, como essas
bactérias estdo presentes na microbiota intestinal de humanos, animais, no
meio ambiente e em alimentos, a adaptabilidade a pressdo seletiva, a
capacidade de mutacdo e a disseminacdo horizontal mediada por plasmideos
podem ocorrer entre os diferentes nichos (MELETIS, 2016).

A resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacterales pode ser
mediada tanto pela producédo de carbapenemases quanto pela hiperproducao
de ESBL ou de cefalosporinase AmpC associadas com impermeabilidade da



28

membrana ou hiperexpressdo de bombas de efluxo. A producdo de
carbapenemases € 0 mecanismo mais preocupante pelo seu amplo espectro
de atividade e pela sua disseminacgéao global (ELSHAMY; ABOSHANAB, 2020).

1.1.1 Classificacao das carbapenemases

As carbapenemases sdo enzimas que hidrolisam carbapenémicos,
encontram-se subdivididas nas classes moleculares A, B e D de Ambler e
variam significativamente em sua estrutura (AMBLER, 1980; MATLOCK et al.,
2021; POTTER; D’SOUZA; DANTAS, 2016). Essas enzimas sao facilmente
transferidas através de elementos genéticos méveis e, frequentemente, vém
acompanhadas de resisténcia aditiva ou sinérgica a mudltiplas classes de
antimicrobianos, até mesmo a drogas tipicamente reservadas como ultima linha
terapéutica como as polimixinas, aminoglicosideos e tigeciclina
(KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020).

As enzimas de classe C de Ambler sdo consideradas cefalosporinases
segundo Bush & Jacoby (2010), classificacdo que leva em consideragcdo a
degradacdo de substratos (penicilinas, cefalosporinas e cefamicinas) e efeitos
nos inibidores de beta-lactamases (BUSH; JACOBY, 2010). Algumas variantes
podem diminuir a sensibilidade aos carbapenémicos e, por esta razdo, sdo
denominadas AmpC de espectro estendido (ESAC) (NORDMANN; MAMMERI,
2007). CMY-2, CMY-10, CMY-19, CMY-37, DHA-1 e ADC-68 sdo exemplos de
mutantes encontradas em plasmideos, que apresentam certa atividade em
carbapenémicos (LEE et al., 2016; SAWA; KOOGUCHI; MORIYAMA, 2020).

As enzimas das classes A, C e D sédo conhecidas como serino-beta-
lactamases por possuirem uma serina em seu sitio catalitico ativo, enquanto
gue as da classe B sédo conhecidas como metalo-beta-lactamases (MBL), pois
necessitam de zinco como cofator para sua atividade catalitica (BUSH;
JACOBY, 2010; POTTER; D’SOUZA; DANTAS, 2016).

A primeira carbapenemase descrita foi uma serino-carbapenemase
pertencente a classe A, identificada no cromossomo de Serratia marcescens
nos anos 80 no continente europeu. Essa enzima ficou conhecida como SME
(Serratia marcescens enzyme) (YANG; WU; LIVERMORE, 1990). No entanto, a
principal representante dessa classe € a KPC (Klebsiella pneumoniae
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carbapenemase), descrita pela primeira vez em 2001 no estado da Carolina do
Norte, nos Estados Unidos, em um isolado de K. pneumoniae (YIGIT et al.,
2001). Atualmente, € considerada endémica na China, Itélia, Grécia, Estados
Unidos e em alguns paises da América do Sul (CUI; ZHANG; DU, 2019; SUAY-
GARCIA; PEREZ-GRACIA, 2019). KPC-2 e KPC-3 s&o as mais isoladas e bem
caracterizadas entre mais de 100 variantes (NAAS et al., 2017).

No Brasil, a primeira carbapenemase encontrada em Enterobacterales
foi uma KPC-2 em K. pneumoniae isolada em Recife, Pernambuco, em 2006
(MONTEIRO et al.,, 2009). Atualmente, é a principal carbapenemase
identificada e endémica em nosso pais (SAMPAIO; GALES, 2016). Em K.
pneumoniae geralmente € encontrada em diferentes linhagens internacionais
como ST258 (mais comum), ST101 e ST15, tendo blakec localizado em
plasmideos e inserido no transposon Tn4401 (MARTINS et al., 2020; SILVEIRA
et al., 2021).

Outras serino-carbapenemases de classe A descritas, porém menos
frequentes, sado IMI/NMC-A (imipenemase/non-metallocarbapenemase-A), SFC
(Serratia fonticola carbapenemase) e algumas variantes de GES (Guiana
extended-spectrum beta-lactamase), que podem apresentar atividade de
carbapenemase (GARCIA-BETANCUR et al.,, 2021; SAWA; KOOGUCHI;
MORIYAMA, 2020). Em 2015, Nicoletti et al. identificaram em K. pneumoniae
isolada de amostras de trés pacientes na cidade de Sao Paulo uma nova
carbapenemase mediada por plasmideo que ficou conhecida como Brazilian
Klebsiella carbapenemase (BKC-1) (NICOLETTI et al., 2015). Desde sua
descoberta ndo houve relatos de deteccdo em outras partes do mundo e outros
isolados brasileiros sao raros (MARTINS et al., 2016).

A classe D é representada pelas oxacilinases e as enzimas OXA-48-like,
OXA-23-like, OXA-181-like, OXA-40-like e OXA-58-like apresentam atividade
de carbapenemases (NORDMANN; POIREL, 2019). O primeiro isolado
produtor de OXA-48-like foi detectado em 2001 na Turquia em K. pneumoniae,
endémico desde entdo no Oriente Médio e no norte da Africa (MELETIS, 2016;
POIREL et al.,, 2004). Casos esporadicos do gene blaoxa4sike entre
Enterobacterales sédo registrados em nosso pais (BONOMO et al., 2018) .
Essas enzimas ja foram descritas como uma ameaca fantasma por alguns

autores, pois ndo possuem padrao caracteristico de sensibilidade as
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cefalosporinas de amplo espectro e aos carbapenémicos, o que dificulta sua
identificacao laboratorial (POIREL; POTRON; NORDMANN, 2012).

As bactérias produtoras de MBL fazem parte da classe B de Ambler e
inativam todos os antimicrobianos beta-lactamicos, com excecdo do
aztreonam. Emergiram no Japéao e na Itdlia nos anos 90, a partir de cepas de
P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (LAURETTI et al., 1999;
WATANABE et al., 1991). As principais MBL s&o New Delhi metallo-beta-
lactamase (NDM), S&o Paulo metallo-beta-lactamase (SPM), Imipenem-
resistant Pseudomonas carbapenemases (IMP), Verona integron-encoded
metallo-beta-lactamase (VIM), German imipenemase (GIM) e Seoul
imipenemase (SIM) (SUAY-GARCIA; PEREZ-GRACIA, 2019; TOLEMAN et al.,
2002).

Em 2008, Yong et al. isolaram pela primeira vez K. pneumoniae produtor
de NDM em um paciente sueco que viajou para a india (YONG et al., 2009).
Menos de 5 anos depois, a primeira NDM brasileira foi detectada no
cromossomo de Providencia rettgeri em um paciente diabético admitido em um
hospital de Porto Alegre no Rio Grande do Sul (CARVALHO-ASSEF et al.,
2013). Apresenta aproximadamente 40 variantes e no Brasil ha relatos apenas
do gene blanom1 (NAAS et al., 2017). Atualmente é endémica na India,
Paquistdo, China e Bangladesh (CUI; ZHANG; DU, 2019). As demais MBL séo
mais frequentes em bactérias gram-negativas nao fermentadoras da glicose e
SPM estéa disseminada em P. aeruginosa em nosso pais (KALLUF et al., 2017,
KHUNTAYAPORN; YAMPRAYOONSWAT, 2019).

O programa de vigilancia global Study for Monitoring Antimicrobial
Resistance Trends (SMART) avaliou 1.493 amostras de Enterobacterales de 55
paises isoladas entre 2008 e 2014 e blakec foi 0 gene mais isolado (53,18%),
seguido por blaoxa-s-ike (20,09%) e blanom (19,42%). Os dados apresentados
refletem uma distribuicdo global e a prevaléncia das carbapenemases difere
consideravelmente dependendo da localizagdo geogréfica dos isolados
(KARLOWSKY et al., 2017).

As carbapenemases apresentam comportamento distinto frente aos
antimicrobianos. Saber se um isolado clinico de Enterobacterales € produtor de

carbapenemase e identificar o tipo de carbapenemase produzida € de
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fundamental importancia para orientar as decisdes de manejo do tratamento
(DO, 2019).

1.2 NOVAS OPCOES TERAPEUTICAS APROVADAS PELO FDA PARA O
TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR ENTEROBACTERALES
PRODUTORES DE CARBAPENEMASES

O tratamento das infecgOes causadas por Enterobacterales produtores
de carbapenemases (EPCs) sempre foi um desafio e 0 uso de antimicrobianos
gue h& anos fazem parte do arsenal terapéutico sdo ainda utilizados.
Aminoglicosideos, polimixinas, e tigeciclina sdo alguns exemplos; no entanto,
estdo geralmente associados com baixa eficacia (devido a resisténcia e aos
perfis farmacocinético e farmacodindmico) e alta toxicidade (HEO, 2021). A
fosfomicina também apresenta sensibilidade elevada frente as EPCs, mas seu
uso é direcionado principalmente para o tratamento de infec¢cdes do trato
urinario (ITUs) (SUAY-GARCIA; PEREZ-GRACIA, 2019).

Na tentativa de melhorar a eficacia do tratamento de infec¢des causadas
por ERCs, estratégias como a inclusdo de um segundo antimicrobiano, infusao
prolongada, dosagem aumentada e maior numero de doses tém sido
amplamente estudadas e mostram utilidade relevante no aumento da
probabilidade de atingir o alvo terapéutico, das quais a inclusdo de um segundo
agente antimicrobiano tem o maior impacto (ALBIERO et al., 2016).

Os carbapenémicos continuam sendo utilizados para o tratamento de
infeccbes por ERCs. Em isolados com concentragao inibitéria minima (CIM) < 8
mg/L, um esquema de alta dosagem em infusdo prolongada pode ser
considerado quando ndo houver outras opgles terapéuticas (SHEU et al.,
2019). Uma alternativa € a administracdo de dois carbapenémicos diferentes
(BULIK; NICOLAU, 2011). Geralmente, a combinacdo consiste em uma dose
inicial de ertapenem seguida de infusdo prolongada com meropenem ou
doripenem durante 3 ou 4 horas com doses adicionais de 2 g de meropenem a
cada 8 horas. Essa terapia € eficaz contra ERCs porque o ertapenem pode
desempenhar um papel sacrificial, preferencialmente hidrolisado devido a sua

maior afinidade com KPC, permitindo que o segundo carbapenémico
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mantenha-se em alta concentracéo para o efeito terapéutico (SUAY-GARCIA;
PEREZ-GRACIA, 2019).

O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e de novos
inibidores de beta-lactamases € uma importante estratégia adotada para o
combate a resisténcia apresentada por Enterobacterales produtores de
carbapenemases (EGOROV; ULYASHOVA; RUBTSOVA, 2020). No entanto,
nenhum antimicrobiano que possua um novo sitio de acdo na bactéria foi
desenvolvido nos udltimos 20 anos (ARMSTRONG; MILLER, 2010; OTTO,
2017; YIGIT et al., 2001).

Entre as novas opcgbes terapéuticas aprovadas encontram-se a
plazomicina e novos inibidores de beta-lactamases associados com beta-
lactdmicos, como ceftazidima-avibactam e imipenem-relebactam, que serdo
avaliados nesta tese (KARAISKOS et al., 2022).

1.2.1 Plazomicina

A plazomicina (anteriormente ACHN-490) é um novo aminoglicosideo
semissintético derivado da sisomicina e descrito pela primeira vez em 2009
(ENDIMIANI et al., 2009). Possui atividade in vitro contra Enterobacterales,
Staphylococcus spp. e alguns bacilos gram-negativos nédo fermentadores da
glicose como Pseudomonas spp. No entanto, sua atividade é minima ou
ausente para espécies de Enterococcus spp., Streptococcus spp.,
Stenotrophomonas spp. e Acinetobacter spp. Em bactérias anaerdbias gram-
negativas ou gram-positivas como Clostridium spp., plazomicina mostrou-se
inefetiva por utilizar a via aerébia em seu mecanismo de acao (SHAEER et al.,
2019).

A plazomicina possui baixa ligagcdo a proteinas plasmaticas (20%) e
97,5% da droga € recuperada na urina de forma inalterada. A dose e
administracdo aprovadas para uso da plazomicina é de 15 mg/Kg/dia na forma
endovenosa (EV) em infusdo de 30 minutos nos pacientes com funcéo renal
normal ou leve disfungédo renal, com o uso de doses mais baixas (7,5
mg/Kg/dia) e monitoramento da terapia em pacientes com disfuncdo renal
moderada a severa (KOMIRENKO et al., 2018). Esse esquema de dose Unica

garante uma maior concentracdo e area acima da curva em relacdo a CIM
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guando comparado com doses multiplas diarias e reduz a nefrotoxicidade
(CASS et al., 2011; CLARK; BURGESS, 2020).

Um estudo pré-clinico avaliou a eficacia da plazomicina como
monoterapia ou em associacdo com meropenem e tigeciclina em um modelo
de sepse causada por Enterobacterales. A coadministragdo de meropenem ou
tigeciclina pode levar a uma melhora na sobrevida, corroborando com os
achados do estudo clinico NCT01970371 - Combating Antibiotic-Resistant
Enterobacteriaceae (CARE) de fase Ill e apoiando o papel da plazomicina no
manejo da sepse causada por Enterobacterales, incluindo aquelas causadas
por isolados resistentes aos carbapenémicos (ABDELRAOUF et al., 2018;
TANG; LAI, 2020).

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos amplamente utilizados na
pratica clinica. O primeiro representante da classe € a estreptomicina, isolada
de Streptomyces griseus e descrita pela primeira vez em 1944 por Schatz e
Waksman para o tratamento da tuberculose (SCHATZ; BUGIE; WAKSMAN,
2005). Desde entdo, varios aminoglicosideos foram descobertos a partir de
espécies de Actinomicetos como Streptomyces e Micromonospora, ou através
de modificagcdes estruturais na molécula originando antimicrobianos
semissintéticos, aumentando o0 espectro de acdo do grupo e
consequentemente sua versatilidade (VAKULENKO; MOBASHERY, 2003).

A estrutura quimica dos aminoglicosideos deu nome a classe, pois
apresentam dois ou mais amino-acucares ligados a um anel aminociclitol por
pontes glicosidicas. O anel aminociclitol pode ser uma estreptidina, uma
estreptamina ou uma deoxiestreptamina (DOS). Os aminoglicosideos estao
divididos em quatro subclasses estruturais dependendo do anel aminociclitol e
da posicdo das pontes glicosidicas: (1) 2-DOS 4,6 dissubstituidas (p.ex.
amicacina, gentamicina, tobramicina, canamicina, sisomicina, arbecacina,
plazomicina); (2) 2-DOS 4,5 dissubstituidas (p.ex. neomicina B, paromomicina,
ribostamicina); (3) DOS monossubstituida (p.ex. apramicina); e (4) ndo DOS,
gue apresenta estreptidina como nucleo (p.ex. estreptomicina) e 0s que
apresentam uma estreptamina como nucleo (p.ex. espectinomicina) (DOI;
WACHINO; ARAKAWA, 2016; JANA; DEB, 2006).

Aplés a descoberta da estreptomicina, novas opc¢des foram sendo
disponibilizadas, como a neomicina em 1949, a gentamicina em 1963, a
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tobramicina em 1967 e a amicacina em 1976 (ZHANEL et al.,, 2012).
Apresentam atividade em uma ampla variedade de bactérias gram-negativas e
gram-positivas. No entanto, efeitos adversos como nefrotoxicidade e
ototoxicidade e o surgimento de antimicrobianos com menos efeitos colaterais
(p. ex. cefalosporinas de terceira geracdo, carbapenémicos e beta-lactamicos
com inibidores de beta-lactamases) fizeram diminuir o seu uso ao final dos
anos 80 (AVENT et al., 2011).

Nos Ultimos anos, o0 surgimento de bactérias gram-negativas
multirresistentes fez ressurgir o uso clinico dos aminoglicosideos (SERIO et al.,
2018). Os problemas com a toxicidade foram minimizados com o uso de
aminoglicosideos em doses Unicas diarias mais elevadas e intervalos maiores,
mantendo ou até aumentando a sua eficacia (DRUSANO, 2007). A terapia
otimizada e individualizada através da dosagem da concentracdo sanguinea
em intervalos estabelecidos aumentou a seguranca na administracdo (AVENT
et al.,, 2011). Além disso, o efeito sinérgico da terapia combinada entre um
aminoglicosideo e um antimicrobiano com acdo em parede celular, como o0s
beta-lactamicos, mostrou aumentar o espectro de acdo dos aminoglicosideos
(KRAUSE et al., 2016).

1.2.1.1 Mecanismo de acéo

Os aminoglicosideos sdo moléculas hidrofilicas e altamente polares; no
entanto, sua entrada na célula através de porinas é prejudicada pelo tamanho
aumentado. A absorcao através do trato gastrointestinal € muito pequena e, por
essa razao, sdo utilizados apenas de forma parenteral, tépica ou inalatoria.
Atuam em ribossomos inibindo a sintese proteica e, dentre todos os
antimicrobianos que agem da mesma forma, sdo 0s Unicos bactericidas
(SERIO et al., 2018).

A difusdo através da membrana externa de gram-negativos € a principal
forma de entrada na célula e acontece em trés estagios distintos. No primeiro
estagio ou de ligacdo ibnica, ocorre uma interacdo eletrostatica entre a carga
positiva dos aminoglicosideos com a carga negativa das moléculas de
lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos, ocasionando o deslocamento de
cations divalentes e a ruptura das pontes de magnésio do LPS, com
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consequente aumento da permeabilidade e acesso ao espaco periplasmatico
(BECKER; COOPER, 2013). A passagem pela membrana interna esta
relacionada com o transporte de elétrons, denominada fase | dependente de
energia (EDP-lI ou segundo estagio) e apenas uma pequena quantidade de
aminoglicosideos conseguem chegar ao citosol; pode ser bloqueada ou inibida
por pH baixo, anaerobiose, céations divalentes e hiperosmolaridade. Esse
processo que utiliza a cadeia transportadora de elétrons dependente de
oxigénio e nitrogénio esta presente apenas em bactérias aerdbias, o que torna
as bactérias anaerbbias obrigatérias intrinsecamente resistentes aos
aminoglicosideos (ELJAALY et al., 2019). No citosol, os aminoglicosideos
ligam-se a subunidade 30S através de um outro processo denominado fase Il
dependente de energia (EDP-II ou terceiro estagio). Nesse momento, proteinas
de membrana alteradas sdo formadas, causando danos & membrana interna e
permitindo a entrada de uma maior quantidade do antimicrobiano para dentro
da célula (MINGEOT-LECLERCQ; GLUPCZYNSKI; TULKENS, 1999).

Andlises do mecanismo de acdo antibacteriano indicam que o0s
aminoglicosideos, com excec¢do da estreptomicina e espectinomicina, se ligam
na hélice 44 através de pontes de hidrogénio ao sitio A da subunidade 30S do
RNA ribossomal (rRNA) nas bactérias, resultando em uma mudanca
conformacional nos nucleotideos A1492 e A1493, que sao altamente
conservados. Como consequéncia, o ribossomo permite a ligacdo de um
anticodon (tRNA) ndo cognato ao codon (mRNA), prejudicando a fidelidade na
traducdo proteica. Podem também inibir tanto a translocacdo do complexo
MRNA-tRNA durante o processo de alongamento como o inicio da transcricdo
(ARENZ; WILSON, 2016; VINAL; CONN, 2017; WILSON, 2014). Ao mesmo
tempo, a ligagdo a hélice 69 na subunidade 50S também desempenha um
papel no mecanismo de acdo, inibindo a translocacdo e reciclagem do
ribossomo, com subsequente morte celular (FOSSO; LI; GARNEAU-
TSODIKOVA, 2014; LIN et al., 2018). A desestabilizagdo da membrana interna
devido a insercdo de proteinas alteradas e a completa inibicdo da atividade
ribossomal por excesso de aminoglicosideos na célula parecem ser as
principais razdes para sua caracteristica bactericida (BECKER; COOPER,
2013)
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1.2.1.2 Mecanismos de resisténcia

A resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos pode ser conferida por
diferentes mecanismos como (1) producdo de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (EMASs); (2) metilacdo do sitio alvo por 16S-rRNA
metiltransferases (16S-RMTases); (3) mutagdes cromossomais na subunidade
30S do ribossomo; e (4) hiperexpressédo de bombas de efluxo ou reducéo da
permeabilidade da membrana (GALANI et al., 2019b).

As alteracdes que diminuem a entrada de aminoglicosideos na célula
bacteriana e resultam em resisténcia geralmente ocorrem em conjunto com
outro mecanismo e podem elevar a CIM do antimicrobiano (ARMSTRONG;
MILLER, 2010). A hiperexpressdo de bombas de efluxo podem, por si s,
aumentar em até quatro vezes a CIM dos aminoglicosideos, porém, este
mecanismo esta mais associado com microrganismos nao fermentadores de

glicose como Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. (AGGEN et al., 2010).

1.2.1.2.1 Producéo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos

A producdo de EMAs é o mecanismo de resisténcia bacteriana aos
aminoglicosideos mais frequente e mais de 100 tipos de enzimas ja foram
reportadas (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016). Essas enzimas sao
capazes de acetilar, adenilar ou fosforilar grupos amina (NHs) ou hidroxila (OH)
da molécula de aminoglicosideo, dividindo-as em aminoglicosideo N-
acetiltransferases (AACs), aminoglicosideo O-nucleotidiltransferases (ANTS) ou
também conhecidas como adeniltransferases (AADs) e aminoglicosideo O-
fosfotransferases (APHs). EMAs ainda s&do subdivididas de acordo com a
posicdo no aminoglicosideo que a enzima modifica, seguidas de um numero
romano que identifica o perfil de resisténcia e, em alguns casos, uma letra
minUscula quando a mesma posicdo é modificada por mdltiplas enzimas
(KRAUSE et al., 2016; WACHINO; DOI; ARAKAWA, 2020). A presenca de um
cofator é necessaria para a atividade dessas enzimas que, no caso das APHs e
ANTs, € a adenosina trifosfato (ATP) e, para as AACs, o cofator é a acetil
coenzima A (ROMANOWSKA; REUTER; TRYLSKA, 2013).
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A concentracdo inibitéria minima dos aminoglicosideos difere
dependendo do tipo de EMA que esta sendo produzida, como por exemplo
AAC(3)-1, AAC(3)-Il, AAC(3)-IV e ANT(2")-l, que conferem resisténcia a
gentamicina e APH(3)-VI e AAC(6’)-I, que resultam em resisténcia a amicacina.
AAC(3)-1l, AAC(6’)-] e ANT(2”)-I sdo consideradas predominantes em
Enterobacterales (ABDUL-MUTAKABBIR et al., 2019; ARMSTRONG; MILLER,
2010).

Duas espécies entre Enterobacterales possuem  enzimas
cromossbmicas que  conferem resisténcia aos  aminoglicosideos
intrinsecamente. Providencia stuartii codifica AAC(2’)-1 e confere resisténcia a
gentamicina e tobramicina. Serratia marcescens codifica AAC(6’)-1 e confere
baixos niveis de resisténcia a tobramicina e amicacina (RUPPE; WOERTHER;
BARBIER, 2015).

Entre as EPCs, mais de 90% produzem ao menos um tipo de EMA, o
gue explica a grande diversidade no perfil de sensibilidade dessas bactérias
aos aminoglicosideos (ALMAGHRABI et al., 2014). EMAs que conferem alto
nivel de resisténcia a amicacina sdo APH(3’)-VI e ANT(4’); no entanto, sdo
infrequentes. AAC(6’)-1b parece conferir resisténcia intermediaria a amicacina
(BREMMER et al., 2014). Em Enterobacterales, AAC(6')-lb-cr pode estar
presente tanto em plasmideos como em cromossomos e pode induzir
simultaneamente resisténcia a aminoglicosideos e fluorquinolonas (GARNEAU-
TSODIKOVA; LABBY, 2016).

Algumas modificacbes quimicas foram realizadas na molécula de
sisomicina para bloquear a agédo das EMAs e, com isso, aumentar a atividade
da plazomicina. Em ambas, sisomicina e plazomicina, a auséncia do
grupamento hidroxila (OH) nas posicoes C3 e C4 confere atividade contra
APH(3’) e ANT(4’, 4”), EMAs que geram resisténcia a amicacina. A substituicéo
na posicao C1 por acido hidroxi-aminobutirico (HABA), também encontrada na
molécula de amicacina, acrescenta protecao contra AAC(3) e ANT(2"), enzimas
que inibem gentamicina e tobramicina, e contra APH(2”), que confere
resisténcia a gentamicina, tobramicina e amicacina. O substituinte hidroxietil na
posicdo C6, exclusivo da plazomicina, bloqueia a acao de AAC(6’), presente
em varias Enterobacterales e que inativa gentamicina, amicacina e tobramicina,
sem reduzir a poténcia da droga (Figura 1.1) (CLARK; BURGESS, 2020).
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Figura 1.1 - Estrutura quimica da plazomicina e locais de atuacdo das enzimas modificadoras

de aminoglicosideos.
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Fonte - Adaptado de BILINSKAYA; LINDER; KUTI, (2020).

Legenda - As circunferéncias em azul indicam os substituintes hidroxietil e acido hidroxi
aminobutirico (este Ultimo também presente em amicacina) na molécula da plazomicina. As
setas em vermelho indicam o local das modificages estruturais que permitem o bloqueio das
EMAs. As setas em verde indicam o sitio de ligagdo das enzimas capazes de elevar a CIM da

plazomicina.

Entre as EMAs, a Unica que apresenta atividade contra a plazomicina é
AAC(2)-1, cromossdmica em Providencia stuarti, e em espécies de
Mycobacterium spp. e Acinetobacter baumannii (AINSA et al., 1997; COX et al.,
2018; LIN et al., 2015). A enzima APH(2")-IVa também apresenta atividade
contra plazomicina porém, € encontrada somente em Enterococcus spp. onde
o tratamento com esse antimicrobiano ndo é considerado uma opg¢do (COX et
al., 2018).

Em um estudo realizado com isolados de K. pneumoniae, a presenca de

AAC(6’)-1b em associacdo com outras EMAS resultou claramente em CIMs de
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gentamicina, tobramicina e plazomicina significativamente maiores, bem como
resisténcia a gentamicina. A adicdo de AAC(3)-1V na combinacédo de APH(3')-1a
e AAC(6)-1b também resultou em CIMs elevadas de gentamicina, tobramicina e
plazomicina. Esses achados sugerem que as modificagées quimicas presentes
na molécula de plazomicina podem néo conferir total protecdo na coprodugéo
de EMAs (ALMAGHRABI et al., 2014).

1.2.1.2.2 Producéo de 16S-rRNA metiltransferases

Embora a produgcdo de EMAsS seja 0 mecanismo de resisténcia mais
frequente, a aquisicdo de 16S-RMTases € considerado o mais importante
clinicamente, pois confere altos niveis de resisténcia a todos o0s
aminoglicosideos utilizados na terapéutica de infec¢des, exceto estreptomicina.
A metilacdo pos transcricdo do sitio A de 16S-rRNA ocorre pela adicdo de um
grupo metila (CHs) na posicdo N-7 do nucleotideo G1405, conferindo
resisténcia aos aminoglicosideos DOS 4,6 dissubstituidos (p.ex. gentamicina,
amicacina, tobramicina e plazomicina) ou na posicdo N-1 do nucleotideo
A1408, cuja metilacdo inativa todas as subclasses de aminoglicosideos.
Utilizam S-adenosil-metionina (SAM) como cofator e produzem S-adenosil-
monocisteina (SAH) como produto da reacdo (DOI; WACHINO; ARAKAWA,
2016; WACHINO; DOI; ARAKAWA, 2020).

Os primeiros relatos de metiltransferases em isolados clinicos sdo mais
recentes do que EMAs e foram descritos em 2003. Um dos trabalhos detectou
RmtA no Japdo em um clone hospitalar de P. aeruginosa que circulava em
1997 e outro encontrou uma ArmA na Franca em K. pneumoniae isolada em
2000 (GALIMAND; COURVALIN; LAMBERT, 2003; YOKOYAMA et al., 2003).
No entanto, Golebiewski et al (2007) publicaram um trabalho de
sequenciamento do plasmideo pCTX-M3 de Citrobacter freundii que circulava
na Polbnia em 1996 e encontraram o0 gene armA juntamente com blacTx-m-3
(GOLEBIEWSKI et al., 2007). Atualmente, RmtA encontra-se restrita quase que
exclusivamente no leste asiatico, Japdo e Coréia do Sul (WACHINO; DOI;
ARAKAWA, 2020).

Desde entdo, dez genes sao conhecidos por produzirem

metiltransferases, e sdo subdivididos entre os que metilam G1405, sendo eles
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armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF, rmtG e rmtH, e npmA, o Unico
subtipo que metila A1408 (Figura 1.2). S&o similares as 16S-RMTases
produzidas intrinsecamente por Streptomyces spp. € Micromonospora spp.,
bactérias que precisavam proteger seus ribossomos da acdo dos
aminoglicosideos por elas produzidos (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY,
2016). No entanto, a origem de 16S-RMTases a partir de bactérias produtoras
de aminoglicosideos € improvavel devido a presenca muito inferior de
nucleotideos GC nas espécies patogénicas do que nas espécies
intrinsecamente produtoras de metiltransferases (WACHINO; DOI; ARAKAWA,
2020).

Um recente estudo realizado através de sequenciamento de genoma
completo de amostras hospitalares de Clostridioides difficile encontrou o gene
npmA em alguns isolados e sugere que esta associacdo possa ser um
reservatorio de resisténcia aos aminoglicosideos (MARSH et al.,, 2019). O
carater plasmidial das metiltransferases proporcionou sua disseminacao,
principalmente entre microrganismos gram-negativos (COSTELLO et al., 2019).

Em geral, 16S-RMTases sé@o encontradas em bactérias produtoras de
carbapenemases ou ESBL (BUENO et al., 2013; LEE et al., 2014; SHEN et al.,
2019; TADA et al.,, 2017). Na América do Sul, a primeira metiltransferase
(RmtD) foi descrita em um isolado brasileiro de P. aeruginosa produtor de
metalo-beta-lactamase SPM-1 isolado em 2005 de um paciente hospitalizado
(DOI; ARAKAWA, 2007). Trés variantes de RmtD ja foram descritas, RmtD1 e
RmtD2 em Enterobacterales e P. aeruginosa, principalmente em paises da
América do Sul como Argentina, Chile e Brasil (BALLABEN et al., 2018;
FRITSCHE et al.,, 2008; TIJET et al., 2011) e RmtD3 em P. aeruginosa no
sudeste asiatico e na Pol6nia (TADA et al., 2017; URBANOWICZ et al., 2019)

Outra metiltransferase praticamente restrita a América do Sul € RmtG. O
primeiro relato aconteceu em amostras de K. pneumoniae isoladas entre os
anos de 2010 e 2011 no Brasil e coprodutoras de KPC e CTX-M (BUENO et al.,
2013). Posteriormente, foi descrita no Chile, Peru, Colombia e Estados Unidos
(HU et al., 2014; LEE et al., 2014). Em 2018, RmtG foi descrita na Suica em K.
pneumoniae coprodutora de KPC isolada de um paciente brasileiro
hospitalizado no pais (MANCINI et al., 2018a).
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Figura 1.1 - Locais alvo de metilag&o no sitio A de 16S-rRNA pelas metiltransferases.
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Fonte - Adaptado de MORIC et al., (2010).

Legenda - Local alvo G1405 para ArmA e RmtA-RmtH e A1408 para NpmA estdo indicados
pelas setas. A base da hélice 44 estd sombreada. Os nucleotideos do sitio A (A1492 e A1493)
importantes para a interagcdo cddon-anticddon sdo mostrados em circulos. Os nucleotideos do

sitio P, responséveis pela ligacdo do tRNA, estdo enquadrados por linha preta continua.

RmtB e RmtC foram identificas pela primeira vez no Japao nos anos
2000 em Serratia marcescens e Proteus mirabilis, respectivamente (DOI et al.,
2004; WACHINO et al., 2006). Em RmtB, sdo relatados quatro genes
codificadores de variantes, rmtB-1 (NG_048058.1), rmtB-2 (NG_048059.1),
rmtB-3 (NG_051535.1) e rmtB-4 (NG_051536.1), todos ja encontrados em
amostras de Enterobacterales (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=rmtb,

acesso eletrbnico em 31/05/2022). Atualmente, RmtB, RmtC e ArmA séo
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consideradas as principais metiltransferases pela prevaléncia e por sua ampla
distribuicdo geografica (COSTELLO et al., 2019; WACHINO; DOI; ARAKAWA,
2020).

RmtF possui duas variantes (RmtF-1 e RmtF-2), € a mais prevalente
depois de RmtB, RmtC e ArmA e geralmente est4 associada com a produc¢ao
de NDM (WACHINO; DOI; ARAKAWA, 2020). O primeiro caso descrito foi em
K. pneumoniae isolada de um paciente hospitalizado na llha La Réunion em
2011 (GALIMAND; COURVALIN; LAMBERT, 2012) e atualmente encontra-se
distribuida em todos os continentes, com excecdo da América do Sul (LEE et
al., 2014; MANCINI et al., 2018b; RUBIN et al., 2014; SHI et al., 2020;
SIDJABAT et al., 2015; TAYLOR et al., 2018; WANGKHEIMAYUM et al., 2020).

RmtE foi identificada em 2010 nos Estados Unidos em um estudo
realizado com amostras comensais de E. coli bovina (DAVIS et al., 2010).
Desde entdo, ha poucos relatos na literatura das duas variantes descritas
(RmtE-1 e RmtE-2) (LEE et al., 2014; XIA et al., 2016; ZHAO et al., 2017).
RmtH aparece descrita pela primeira vez em 2013 isolada de K. pneumoniae
em ferida de um paciente iraquiano e, posteriormente, em K. pneumoniae
isolada de hemocultura de paciente recém-nascido no Libano (BEYROUTHY et
al., 2017; O'HARA et al., 2013).

NpmA é a Unica entre as metiltransferases capaz de atuar na posicao N-
1 do nucleotideo A1408 e conferir panrresisténcia aos aminoglicosideos. O
primeiro relato em amostra clinica dessa enzima foi em um isolado de E. coli
em 2007 no Japdo, em um trabalho que utilizou a resisténcia a apramicina
como marcador para sua deteccdo (WACHINO et al.,, 2007). Desde entao,
raros trabalhos tém encontrado NpmA em isolados clinicos (YEGANEH
SEFIDAN; MOHAMMADZADEH-ASL; GHOTASLOU, 2019; ZHAO et al., 2017).
Essa baixa disseminacdo de um gene de resisténcia aos aminoglicosideos de
amplo espectro parece ser explicada pela presenca de sequencias de insercéo
no gene npmA e facil ruptura dos plasmideos carreadores. Parece provavel
gue a presenca do gene npmA seja desfavoravel para o crescimento e
sobrevivéncia de bactérias patogénicas (ISHIZAKI et al., 2018).

No Brasil, ha relatos em isolados clinicos de RmtB-1, RmtD-1, RmtD-2,
RmtG e ArmA em Enterobacterales (BUENO et al., 2016; CASSU-CORSI et al.,
2018; FRITSCHE et al., 2008; PASSARELLI-ARAUJO et al., 2019; QUILES et



43

al., 2015) e de RmtC em K. pneumoniae em amostra ambiental no Rio de
Janeiro (CAMPANA et al., 2017). No entanto, estudos mostrando a prevaléncia
das metiltransferases ainda sdo escassos em nosso pais.

Ao contrario das EMAs, que praticamente ndo possuem acdo sobre a
molécula de plazomicina, a presenca de 16S-RMTases é capaz de inativar
todos os aminoglicosideos, incluindo a plazomicina (SARAVOLATZ; STEIN,
2020). A figura 1.3 representa a interacdo entre a molécula de plazomicina e o
sitio A de 16S-rRNA em bactérias gram-negativas.

Figura 1.3 - Interacé@o entre a molécula de plazomicina e os nucleotideos do sitio A de 16S-
rRNA das bactérias gram-negativas.
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Fonte: Adaptado de GOLKAR et al., (2021).

Legenda: (a) Cristalografia indicando a interagdo entre as bases riboss6micas do sitio A
(representadas por bastdes verde escuro) e a molécula de plazomicina (representada por
bastdes verde claro). As pontes de hidrogénio estdo representadas como linhas tracejadas
pretas. (b) Representacéo bidimensional das pontes de hidrogénio entre a plazomicina e o sitio
A ribossbmico.

Uma caracteristica importante e que auxilia na diferenciacdo entre EMAs
e 16S-RMTases € o perfil de resisténcia por elas produzidos. EMAS possuem
afinidades diferentes pelos aminoglicosideos e, dependendo da classe ou das
associagfes entre elas na mesma bactéria, podem inativar um, dois ou todos
0s aminoglicosideos de uso clinico. No entanto, a CIM desses antimicrobianos
geralmente ndo é muito elevada. Ja a expressdo de genes que conferem a
producdo de 16S-RMTases eleva as CIMs de todos os aminoglicosideos a

concentragbes superiores a 256 mg/L. A Unica exceg¢do ao grupo é a
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metiltransferase  NpmA, onde o fendtipo de resisténcia a gentamicina e
amicacina € similar ao produzido por EMAs (WACHINO; DOI; ARAKAWA,
2020).

Em 2018, o FDA aprovou o uso da plazomicina para o tratamento de
infecgbes do trato urinario complicadas (ITUc), incluindo pielonefrite aguda, em
pacientes onde as alternativas para o tratamento sdo limitadas ou ausentes.
Estudos em pacientes com infeccfes da corrente sanguinea ndo apresentaram
evidéncias de seguranca e efetividade suficientes para aprovar seu uso nessas
situagbes (THEURETZBACHER; PAUL, 2018; ZEMDRI, 2018).

1.2.2 Ceftazidima-avibactam

O primeiro membro dos inibidores sintéticos de beta-lactamases néo
beta-lactamicos desenvolvido para uso clinico em meados dos anos 90 foi o
avibactam (anteriormente AVE1330A e NXL104) e pertence ao grupo dos
diazabiciclooctanos (DBOs) (COLEMAN, 2011). Posteriormente, outros
representantes como relebactam, nacubactam, zidebactam e durlobactam
foram incluidos no grupo e suas estruturas quimicas estédo representadas na
Figura 1.4 (DINGLE; PITOUT, 2022; EGOROV; ULYASHOVA; RUBTSOVA,
2020).

Ceftazidima-avibactam (CAZ/AVI) representa a primeira associagao
entre um beta-lactdmico e um inibidor de beta-lactamase DBO. Inibe de forma
eficiente a maioria das beta-lactamases de classe A, incluindo as
carbapenemases do tipo KPC e BKC-1, as enzimas de classe C codificadas
por cromossomo e plasmideo e algumas beta-lactamases de classe D,
incluindo OXA-10 e OXA-48 (KARAISKOS et al., 2019a; KRISHNAN et al.,
2015; MARTINS et al., 2022). Nao apresenta atividade contra A. baumannii, S.
maltophilia, S. aureus (MSSA e MRSA), Enterococcus spp. e anaerobios (DOI,
2019).



45

Figura 1.4 - Estrutura quimica dos inibidores de beta-lactamases do grupo diazabiciclooctanos.
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Fonte - Adaptado de Bush e Bradford (2019).

1.2.2.1 Mecanismo de acao

Avibactam possui um mecanismo de acgéo diferente dos inibidores beta-
lactamicos (&cido clavulanico, sulbactam e tazobactam) (ZASOWSKI; RYBAK;
RYBAK, 2015). O nucleo DBO do avibactam forma uma ligacdo covalente com
a hidroxila na serina (Ser70) do sitio ativo da beta-lactamase e, diferentemente
dos inibidores beta-lactamicos, forma uma ligacdo carbamato ao fazer a
transicdo para acil-enzima apos a abertura do anel DBO (KARAISKOS et al.,
2019b; KRISHNAN et al., 2015; NOVAL et al., 2020). A quebra desse complexo
pode acontecer por desacilagdo para resultar na regeneracdo do avibactam
intacto capaz de religagcdo e novamente na enzima ativa ou por dessulfatacao
lenta, resultando no complexo enzima + avibactam dessulfatado. Esse
complexo ainda pode sofrer hidrolise e resultar no avibactam dessulfatado e
hidrolisado, o que impede sua reutilizacdo, e na enzima ativa (Figura 1.5). A
desacilacéo é observada em beta-lactamases de classes C e A (exceto KPC);
também ocorre nas enzimas da classe D, mas a uma taxa muito menor. Nas
enzimas do tipo KPC, a dessulfatacdo ocorre principalmente (EGOROV;
ULYASHOVA; RUBTSOVA, 2020).
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Figura 1.5 — Mecanismos de inibicdo de serino-beta-lactamases pelo avibactam.
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Fonte - Adaptado de EGORQV (2020).

Legenda - A molécula quimica na cor azul representa o avibactam.

Avibactam é capaz de se ligar covalentemente ndo apenas a beta-
lactamase, mas também a algumas proteinas ligadoras de penicilinas (PBPS)
bacterianas como PBP2 de E. coli e H. influenzae, PBPs 2 e 3 de P.
aeruginosa e S. aureus e a PBP3 de S. pneumoniae (TUON; ROCHA;
FORMIGONI, 2017). No entanto, possui baixa atividade antibacteriana devido a
fraca inibicdo das PBPs (ASLI et al., 2016). Em P. aeruginosa, a sensibilidade é
influenciada pela coexisténcia de varios mecanismos de resisténcia que
interferem na expressao de porinas, bombas de efluxo ou de enzimas beta-
lactamases (WANG et al., 2020a).

Avibactam necessita de um niumero bem menor de moléculas para inibir
cada molécula de beta-lactamase (1 a 5 moléculas de avibactam por beta-
lactamase, em comparacdo com os inibidores beta-lactamicos que requerem
dezenas até centenas de moléculas) (WANG et al., 2016). Além disso, possui
meia-vida longa, tamanho e peso molecular pequenos, polaridade, interacao

com aminoacidos importantes proOximos aos sitios cataliticos ativos das beta-
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lactamases e baixo potencial para inducdo de resisténcia (GIURAZZA et al.,
2021).

1.2.2.2 Mecanismos de resisténcia

O mecanismo mais comum de resisténcia adquirida ao CAZ/AVI é a
producdo de carbapenemases da classe B (p. ex. NDM, IMP, VIM) ou de
enzimas da classe D (oxacilinases ndo OXA-10 e OXA-48). Mutacdes em
enzimas da classe A podem surgir em aproximadamente 10% dos isolados e
representam o principal mecanismo de resisténcia detectado apds o tratamento
com o antimicrobiano (DOI, 2019). O acido aspartico presente na posicédo 179
da alga Q das beta-lactamases forma uma ponte salina com a asparagina na
posicdo 164, que a estabiliza (Figura 1.6-A, B e C). A substituicdo desses
aminoécidos resulta em uma flexibilidade da alca, aumentando a afinidade do
sitio ativo das beta-lactamases (Ser70) pela ceftazidima e impedindo a ligacéo
do avibactam (MOREIRA; CAIERAO, 2021).

Diferentes substituicdes na alga Q da enzima KPC ja foram identificadas.
A principal é a troca de um acido aspartico por tirosina na posicdo 179 (D179Y)
em KPC-2 (variante KPC-33) e KPC-3 (variante KPC-31), representadas na
Figura 1.6-D (MENDES et al.,, 2022; MOREIRA; CAIERAO, 2021). Esse
mecanismo resulta em isolados com alto nivel de resisténcia ao CAZ/AVI e,
interessantemente, com diminuicdo na CIM dos carbapenémicos, podendo
chegar até a restabelecer sua sensibilidade (GIDDINS et al., 2018). Em K.
pneumoniae, PBP3 é o principal alvo de ceftazidima, cefepima e aztreonam,
enquanto PBP2 é o principal alvo dos carbapenémicos. O bloqueio completo de
ambas as PBPs, obtido com a associagdo de CAZ/AVI com um
carbapenémico, pode ter um efeito sinérgico (SUTARIA et al., 2018).

A pressao seletiva causada pelo tratamento com CAZ/AVI resultou em
uma populacdo heterogénea de isolados selvagens e mutantes em um estudo
realizado por Castanheira et al. (2018) e sugere um desafio significativo para o
manejo de isolados produtores de KPC que desenvolvem resisténcia ao
CAZ/AVI durante a terapia (CASTANHEIRA et al.,, 2018b). Portanto, a
sensibilidade aos carbapenémicos em cepas resistentes ao CAZ/AVI tornaria a
combinagcdo de CAZ/AVI e carbapenémicos uma opcao terapéutica
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interessante. Em outro estudo, a associacdo de CAZ/AVI com um
carbapenémico pareceu impedir a selecdo de cepas mutantes in vitro
(COMPAIN; ARTHUR, 2017).

Figura 1.6 — Representagcdo conformacional esquematica da algca Q e da sequéncia de

aminoacidos em variantes de serino-beta-lactamases.
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Fonte - Adaptado de LEVITT et al., (2012).

Legenda - (A) Estrutura da KPC-2, evidenciando o sitio catalitico da enzima (Ser70) e a Arg-
164 (R164) na alca Q (em azul). (B) Alinhamento da sequéncia das algcas Q de KPC-2 com
outras carbapenemases de classe A (azul), penicilinases (vermelho) e cefalosporinases
(verde). Observa-se a estrita conservacao de Arg-164 e Asp-179. (C) Sobreposigao da alga Q
de TEM-1 (vermelho) e KPC-2 (azul), mostrando a ponte salina entre Arg-164 e Asp-179. (D)
Sequéncia de aminoéacidos da alga Q (representada pela caixa azul) das enzimas KPC-2, KPC-
33, KPC-3 e KPC-31. A seta e 0os aminoacidos destacados em vermelho indicam a posi¢cdo da
mutac¢édo que difere KPC-2 e KPC33 de KPC-3 e KPC-31.
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Cepas resistentes ao CAZ/AVI com mutacgdes fora da algca Q, como € o
caso da KPC-4, KPC-8 e KPC-23, e mutagcbes em CTX-M-14, CTX-M-15 e
SHV também ja foram descritas (HAIDAR et al., 2017; MUELLER et al., 2019b;
WANG et al.,, 2020b). A selecdo de cepas mutantes é provavelmente a
consequéncia da dosagem insuficiente de antimicrobiano na presenca de uma
alta carga bacteriana (MATESANZ; MENSA, 2021).

A resisténcia ao CAZ/AVI também ja foi descrita em isolados blakpc
selvagens. A superexpressdo do gene blakpc resultou em um numero
aumentado da enzima e demonstrou correlagdo com a resisténcia de baixo
nivel (CUI et al., 2020). Tal fato pode ser explicado por mutacdes na regido
promotora do gene ou por aumento no numero de copias de plasmideos
portadores de blakec e/ou regibes duplicadas do gene no mesmo plasmideo,
onde a quantidade de avibactam administrada torna-se insuficiente (CUI et al.,
2020). Nesses casos, 0 aumento na concentracao de avibactam na formulacdo
clinica pode contornar a resisténcia de baixo nivel ao CAZ/AVI (ZHANG et al.,
2019).

Hiperexpressdao ou mutagcbes no gene ampC estdao envolvidas na
resisténcia ao CAZ/AVI em Enterobacterales (LIVERMORE et al., 2018; XU et
al., 2021). Para a hiperexpressao, ja foram identificadas mutacfes nas enzimas
reguladoras do gene ampC, como AmpR (regulador), AmpG (permease), e
AmpD (amidase) (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009). O mecanismo de
regulacdo da expressdo de ampC esta representado na Figura 1.7. Os
produtos  (1,6-anidromuropeptideos) gerados pela degradacdo do
peptideoglicano no espaco periplasmatico sdo internalizados através da
permease AmpG. O gene ampD codifica uma amidase citoplasméatica que
hidrolisa os 1,6-anidromuropeptideos para produzir os pentapeptideos UDP-
MurNac, que serdo exportados para o0 periplasma e incorporados ao
peptideoglicano, para completar o processo de reciclagem da parede celular.
Uma pequena quantidade de pentapeptideos UDP-MurNac interagem com a
proteina reguladora AmpR, que funciona como um regulador negativo da
expressao de ampC, e promove a expressdo do gene ampC em pequena
quantidade (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009).

Mutagcbes no gene ampD sdo a causa mais comum de hiperproducao

constitutiva de ampC em isolados clinicos, devido ao acumulo de 1,6-
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anidromuropeptideos no citoplasma que interagem em grande quantidade com
ampR e hiperexpressam ampC (HEMARAJATA et al., 2018). Varias espécies
bacterianas, incluindo E. coli e Shigella spp., possuem o gene ampC
cromossdmico, mas nao possuem o seu repressor ampR, tornando o gene nédo
induzivel. Nesses casos, a beta-lactamase AmpC é geralmente produzida em
niveis baixos e raramente contribui para a resisténcia aos beta-lactamicos
(BUSH; BRADFORD, 2020).

Figura 1.7 — Mecanismo de regulacdo da expressdo do gene ampC em bactérias gram-

negativas.
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Legenda - Durante a reciclagem da parede celular, os 1,6-anidromuropeptideos séo removidos
da parede celular e transportados para o citoplasma através da permease AmpG. Os 1,6-
anidromuropeptideos sdo clivados por AmpD para gerar tripeptideos livres, que sao
posteriormente convertidos em pentapeptideos UDP-MurNAc. UDP-MurNAc-pentapeptideo
interage com AmpR ligado a regido intergénica ampR-ampC, criando uma conformacgdo que
reprime a transcricdo de ampC. Baixos niveis basais de AmpC sao produzidos, e a enzima esta

localizada no espaco periplasmatico.

Avibactam pode ser afetado por mudancas na expressao de porinas e

por mecanismos de efluxo devido a sua estrutura (peso molecular,



51

hidrofilicidade e cargas), aumentando a CIM de CAZ/AVI (CAVALLINI et al.,
2021; WANG et al., 2020b). No entanto, esses mecanismos ndo parecem
efetivos sozinhos (CASTANHEIRA et al.,, 2018b). Em 2015, foi descrito o
primeiro isolado resistente ao CAZ/AVI em K. pneumoniae blakpcz sem
mutacdes porém com perda da porina OmpK35, em um paciente sem
tratamento prévio com CAZ/AVI (HUMPHRIES et al., 2015). Um estudo
realizado com uma amostra selvagem de K. pneumoniae ST258 produtor de
KPC-3 demonstrou que, além de mutacdo adicional na porina OmpK36, um
aumento no numero de copias de blakpc-3 resultou em resisténcia ao CAZ/AVI
(NELSON et al., 2017).

Outro mecanismo descrito que eleva a CIM de CAZ/AVI é a alteracdo
em PBPs, sitios de ligacdo da droga, que podem ser ocasionadas por
mutacdes ou aquisicdo de genes alterados. A inser¢do dos aminoacidos
treonina-isoleucina-prolina-tirosina em PBP3 elevou a CIM do CAZ/AVI em E.
coli de =1 para 2-8 mg/L, alteracdes que ndo elevaram a CIM para valores de
resisténcia (WANG et al., 2020a).

Ceftazidima-avibactam foi aprovada pelo FDA em 2015 para o
tratamento de infeccGes complicadas do trato urinario e intra-abdominais e
pneumonias hospitalares (incluindo pneumonias associadas a ventilacao
mecanica), pela European Medicines Agency (EMA) na Europa em 2016 para
infeccBes causadas por organismos gram-negativos aerdbicos com opcgdes de
tratamento limitadas e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
no Brasil em 2018, para infeccdes complicadas do trato urinario e intra-
abdominais e pneumonias hospitalares (incluindo pneumonias associadas a
ventilacdo mecanica) (BASSETTI et al., 2022; MOREIRA; CAIERAOQ, 2021).

1.2.3 Imipenem-relebactam

Relebactam (anteriormente MK - 7655) é mais um novo inibidor de beta-
lactamase do grupo DBO que, em combinacdo com imipenem-cilastatina,
possui a finalidade de restaurar a atividade do imipenem. Embora relebactam
ndo possua atividade antibacteriana intrinseca, pode proteger o imipenem da
degradacéao por beta-lactamases da Ambler classe A de Ambler (por exemplo,
KPC) e classe C (por exemplo, AmpC) (HEO, 2021). Possui acdo em P.
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aeruginosa resistente aos carbapenémicos quando o mecanismo é
impermeabilidade da membrana combinado com hiperexpressdo de ampC
(KULENGOWSKI; BURGESS, 2019; YAHAV et al., 2021). Além disso,
imipenem € um pobre substrato para bombas de efluxo comuns em P.
aeruginosa, 0 que o torna uma importante opcao terapéutica para esses
isolados (TAMMA; HSU, 2019).

1.2.3.1 Mecanismo de acéo

Imipenem, como outros beta-lactamicos, liga-se competitivamente em
PBPs, formando um complexo covalente acil-enzima. Diferentes beta-
lactdmicos tém afinidades variadas pelas PBPs. Entre as bactérias gram-
negativas mais relevantes clinicamente, como Escherichia coli e P. aeruginosa,
imipenem geralmente apresenta maior afinidade para PBP 2, seguido por 1a,
1b e 3 (SMITH; RYBAK; CLAEYS, 2020).

Relebactam contém o mesmo ndcleo DBO biciclico que avibactam,
porém, apresenta um anel piperidina adicional no carbono 2 de sua cadeia
lateral que fornece uma carga positiva a molécula em pH fisioldgico,
prevenindo a extrusdo de relebactam (BLIZZARD et al., 2014; VAZQUEZ-
UCHA et al.,, 2020). Assim como avibactam, liga-se covalentemente ao sitio
ativo de serino-beta-lactamases. Ap6s a acilacdo entre a carbonila de
relebactam e a serina do sitio ativo da beta-lactamase, o complexo acil-enzima
€ estabilizado pela formacéo de ligacdes de hidrogénio com residuos do sitio
catalitico conservados. Uma reacéo de desacilacédo é capaz de regenerar tanto
o relebactam ativo quanto a beta-lactamase. Ao contrario do avibactam,
relebactam pode sofrer dessulfatacdo, porém de maneira muito mais lenta e
limitada (SMITH; RYBAK; CLAEYS, 2020). Embora a dessulfatacdo de
relebactam seja visivelmente mais lenta, limitando a relevancia clinica imediata
deste mecanismo, variantes de KPC capazes de suportar uma dessulfatacéo
mais rapida podem surgir com o uso de DBO (TOOKE et al., 2019).

1.2.3.2 Mecanismos de resisténcia
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Da mesma forma que CAZ/AVI, ndo possui atividade contra isolados
produtores de MBL, A. baumannii e S. maltophilia (DOI, 2019). Isolados
produtores de carbapenemases do tipo OXA-48 sao resistentes ao IMI/REL,
resultando em um espectro de inibicAo mais restrito do que CAZ/AVI
(VAZQUEZ-UCHA et al., 2020).

A compreensao sobre o0s eventos genéticos que levam a aquisicao de
resisténcia ao IMI/REL ainda & muito limitada (VAZQUEZ-UCHA et al., 2020). A
diminuicdo da permeabilidade da membrana por alteracdes em porinas e a
hiperexpressdo de bombas de efluxo como AcrAB-TolC e MexAB-OprM séo
considerados os principais mecanismos de resisténcia (MASHALY; MASHALY,
2021a; PAPP-WALLACE et al., 2020). A regulacédo da expressdo de bombas
de efluxo e porinas envolve uma cascata de vias complexas de reguladores
como SoxR, RamR, AcrR, MicF, além de sistemas de dois componentes como
PhoPQ, entre outros (Figura 1.8) (GRIMSEY et al., 2020; LI; PLESIAT;
NIKAIDO, 2015). Alteracdes mutacionais desses reguladores podem levar a
niveis alterados na expressao de AcrAB-TolC e OmpF.

RamA é um regulador transcricional global que altera significativamente
as propriedades de superficie microbiana, incluindo a biossintese de lipideo A,
facilitando a evasdo do microrganismo da resposta imune inata do hospedeiro.
Mutacbes ou delecbes no repressor RamR e na regido autorreguladora
proximal a ramA, levam a superexpressdo de RamA e resultam em um nivel
mais alto de expressdo da bomba de efluxo AcrAB-TolC e de micF, que
consequentemente diminuem os niveis de OmpF (DE MAJUMDAR et al.,
2015). Essas alteracbes em RamR podem desempenhar um papel fundamental
na predisposicao para o surgimento de um fenétipo multirresistente (MOLITOR
et al., 2018).

Isolados de K. pneumoniae produtores de blakrc com mutacfes em
porinas OmpK35 e OmpK36 apresentaram valores de CIM para IMI/REL mais
elevados, embora ainda considerados sensiveis quando o0s critérios
interpretativos do CLSI para imipenem foram utilizados (CANVER et al., 2019).
Altos niveis de expressdo de blakpc associados com alteracbes em porinas
também podem conferir resisténcia ao IMI/REL (BALABANIAN et al., 2018).
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Figura 1.8 - Regulagéo da expressdo do sistema de efluxo AcrAB-TolC e da porina OmpF em
E. coli.
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Fonte - Adaptado de LI; PLESIAT; NIKAIDO, (2015) e GRIMSEY et al., (2020).

Legenda - A transcricAo dos genes acrAB-tolC ndo acontece de forma agrupada
geneticamente, mas é frequentemente regulada por genes comuns em Varios hiveis. O
repressor local AcrR reprime a expressdo de acrAB diretamente. O transcrito micF inibe a
traducdo do mRNA da porina OmpF. O sistema regulador de dois componentes PhoPQ pode
aumentar a expressao de acrAB-tolC. As linhas vermelhas mostram a represséo da transcricdo
de genes relevantes pelos repressores SoxR, RamR, AcrR, e pelo gene micF. As setas pretas
revelam a ativacdo da expressdo génica pelos ativadores SoxS, RamA, Rob, AcrA, AcrB e
TolC. No geral, sob varias condi¢cBes, esses multiplos mecanismos de regulacdo podem juntos
produzir isolados multirresistentes, permitindo simultaneamente a diminuicdo do influxo (via

porina OmpF) e aumento da extruséo (via AcrAB-TolC) de agentes antimicrobianos.

Resisténcia ao IMI/REL foi observada em KPC-3 com alteracédo V239G
em K. pneumoniae. No entanto, mutacdes nos genes ramR e ompK36 estavam
associadas a variante (SATAPOOMIN; DULYAYANGKUL; AVISON, 2022).
KPC-3 com substituicdo V239G nao apresenta maior sensibilidade aos

carbapenémicos, cefalosporinas de Ultima geracdo e aztreonam como KPC-3
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com substituicdo D179Y, mutacéo que leva a resisténcia ao CAZ/AVI. Assim, o
surgimento dessa variante do gene blakpc-s deve ser observado com cautela
(SATAPOOMIN; DULYAYANGKUL; AVISON, 2022).

Para a tribo Proteeae (P. mirabilis, Providéncia spp. e M. morganii), as
CIMs para imipenem parecem ser intrinsecamente superiores a outros
carbapenémicos (meropenem, ertapenem ou doripenem) (SHI et al., 2020;
YANG; SHENG; HSUEH, 2020). Particularmente, P. mirabilis possui diminuicéo
da sensibilidade ao imipenem principalmente devido a fraca afinidade pelas
PBPs ou pela perda de porinas (GIRLICH et al., 2020).

IMI/REL foi aprovado pelo FDA em 2019
(https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2019/212819s000Ibl.pdf
) para o tratamento de infeccbes do trato urinario e intra-abdominais
complicadas em adultos, além de pneumonia bacteriana adquirida em hospital
e pneumonia bacteriana associada a ventilagdo mecéanica e pelo EMA em 2020

(https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/recarbrio) para o0

tratamento de infeccbes por gram-negativos quando as opcdes terapéuticas
séo limitadas ou ausentes (BASSETTI et al., 2022).

Segundo as diretrizes da Infectious Diseases Society of America (IDSA)
para o tratamento de ERCs publicada em 2021, CAZ/AVI, IMI/REL e
meropenem-vaborbactam (novo inibidor de beta-lactamase derivado de acido
borbnico) passaram a ser considerados antimicrobianos de primeira escolha
para infeccGes dentro e fora do trato urinario, principalmente quando causadas
por KPC. As opcdes de tratamento para NDM e outras metalo-beta-lactamases
preferidas sdo CAZ/AVI em combinacdo com aztreonam ou cefiderocol (novo
antimicrobiano hibrido composto de uma cefalosporina e de um sideréforo)
como monoterapia, e, para OXA-48-like, CAZ/AVI é a opcao preferida e
cefiderocol uma opcéo alternativa (TAMMA et al., 2021).

Embora véarios agentes antimicrobianos tenham sido aprovados nos
ultimos 10 anos para o tratamento de infec¢cdes causadas por ERCs, esse
avanco significativo no arsenal terapéutico veio acompanhado do rapido
surgimento de cepas resistentes e, infelizmente, a resisténcia a qualquer nova
opcado antimicrobiana inevitavelmente surgira (MA et al., 2020; PAPP-
WALLACE et al.,, 2020). A identificacdo de alteracbes geneéticas que
desencadeiam a resisténcia ganhou um grande aliado com a chegada das


https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/recarbrio
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novas tecnologias que fazem o0 sequenciamento de genoma completo e
utilizam ferramentas de bioinformatica para sua interpretacdo e serdo

discutidas a seguir.

1.3 USO DE NOVAS TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE DNA PARA
PESQUISA DE MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

O avanco nas tecnologias de sequenciamento de DNA observado nos
ultimos anos representou um importante e fundamental aliado no rastreio e
compreensao da disseminacdo de mecanismos de resisténcia antimicrobiana
(OTTO, 2017). O aumento da disponibilidade dos dados de sequéncias
bacterianas produziu evidéncias genéticas detalhadas anteriormente
indisponiveis e 0s custos continuamente decrescentes tornaram o0
sequenciamento uma ferramenta de vigilancia de resisténcia antimicrobiana
viavel (BOOLCHANDANI; D’'SOUZA; DANTAS, 2019).

Em 2005, com a introduc&o de novas tecnologias de sequenciamento de
DNA ou Next Generation Sequencing (NGS), os principios da enzimologia
utilizados por Sanger, Nicklen e Coulson (1977) foram agregados a capacidade
aprimorada de geracdo e armazenamento de dados (MCCOMBIE;
MCPHERSON; MARDIS, 2019). Abordagens NGS realizam milhdes a bilh6es
de reacdes de sequenciamento simultaneamente e utilizam algoritmos
computacionais aprimorados para organizar os dados gendmicos gerados
(KUMAR; COWLEY; DAVIS, 2019). O sequenciamento de genoma completo
ou Whole Genome Sequencing (WGS) esta se tornando uma das principais
aplicacdes das novas tecnologias de sequenciamento de DNA (SHENDURE;
AIDEN, 2012).

Esses avancos alcancados na area da gendmica proporcionaram uma
melhor compreensdo dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana
codificados geneticamente, como alteracdes em promotores ou duplicacdo de
genes existentes, mutacdes pontuais, insercdes ou dele¢cdes, ou a aquisicao de
novos genes via transferéncia horizontal (Figura 1.9) (BOOLCHANDANI;
D’SOUZA; DANTAS, 2019). Dados sem precedentes sobre a distribuicéo global
e disseminacdo de genes de resisténcia antimicrobiana entre amostras

humanas, animais e ambientais ajudaram-nos a entender como diferentes
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habitats e filogenias afetam a evolucdo da resisténcia em todo o mundo
(POTTER; D’'SOUZA; DANTAS, 2016).

Figura 1.9 - Bases genéticas da resisténcia antimicrobiana.
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Fonte — Adaptado de BOOLCHANDANI (2019).

Véarias metodologias e ferramentas foram desenvolvidas para utilizar o
NGS na deteccdo de determinantes genéticos de resisténcia antimicrobiana
(BOOLCHANDANI; D’SOUZA; DANTAS, 2019). Apesar das grandes diferencas
entre os métodos, o fluxo de trabalho segue basicamente trés grandes etapas:
preparacdo de amostras, sequenciamento de acidos nucleicos e analise de
dados (KUMAR; COWLEY; DAVIS, 2019). De forma breve, o DNA é extraido
da amostra bacteriana, fragmentado no comprimento apropriado para a
plataforma de sequenciamento, marcado com codigos de barras uUnicos e
sequenciado. Cada fragmento sequenciado constitui uma read e a
sobreposicdo das reads geram trechos mais longos de sequéncias de DNA
contiguas, chamados de contigs (BLAKE; CHOI; DANTAS, 2021).

Ferramentas de bioinformética especificas como FastQC sé&o utilizadas
para avaliar a qualidade dos dados gerados antes da montagem do genoma. A
montagem de novo desses dados é realizada utilizando programas como
Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008), SPAdes (BANKEVICH et al.,, 2012) e
Unicycler (WICK et al., 2017). A verificagdo da qualidade de uma montagem
utiliza outras ferramentas, como o0 QUAST (GUREVICH et al., 2013), capaz de
analisar o tamanho e numero de contigs, porcentagem de bases néao
resolvidas, conteido GC e cobertura total do genoma. ApGs a montagem, o
genoma é anotado utilizando programas como Prokka (SEEMANN, 2014),
Rapid Annotation using Subsystem Technology — RAST (AZIZ et al., 2008),

entre outros, e a visualizagdo dos dados gerados no formato draft ou genoma
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completo pode ser feita em programas como PATRIC ou Artemis. Atualmente,
tecnologias de NGS sdo classificadas em sequenciamento de segunda geracéo
(leituras curtas) e sequenciamento de terceira geracdo (leituras longas)
(GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; LEVY; BOONE, 2019).

1.3.1 Sequenciamento de segunda geracao ou de leituras curtas (short-reads)

As abordagens de sequenciamento de leituras curtas sao realizadas
através de sequenciamento por sintese (SBS) ou sequenciamento por ligacao
(SBL). As abordagens SBS utilizam uma polimerase e um sinal, como um
fluoréforo ou uma mudanca na concentracdo ibnica, e identificam a
incorporagdo de um nucleotideo ao DNA analisado. Outra forma de SBS é a
gue realiza o sequenciamento por mudan¢ca de pH apds a incorporagcdo de
nucleotideos. Nas abordagens SBL, uma sonda ligada a um fluor6foro hibridiza
um fragmento de DNA e é ligado a um oligonucleotideo adjacente para geracéo
de imagens. O espectro de emissdo do fluoréforo identifica a base ou bases
complementares em posicBes especificas dentro da sonda (GOODWIN;
MCPHERSON; MCCOMBIE, 20186).

As plataformas da companhia Illumina realizam o sequenciamento de
leituras curtas por sintese (SBS), gerando milhdes de fragmentos de DNA de
forma simultanea com comprimento de leitura (read) variando de 150 a 300 bp
utilizando biblioteca do tipo paired-end. O grande volume de reads produzido
afeta diretamente a montagem posterior do genoma, devido a sua natureza
combinatéria, o que torna complexa a reconstrucdo de uma sequéncia original
completa. Embora a utilizagdo de dados do lllumina gere resultados
fragmentados do genoma, essa tecnologia é capaz de fornecer um rascunho
de alta precisdo e rendimento, e é considerada a plataforma mais utilizada até
hoje (JEON et al., 2021; LIU et al., 2012).

Os fragmentos de DNA ligados a adaptadores acoplam-se aos primers
fixados na superficie da flowcell, em seguida os adaptadores se ligam a outros
primers formando uma ponte. As fitas duplas amplificadas permanecem
proximas, formando clusters, que irdo conter milhares de cépias do mesmo
fragmento de DNA cada um deles. As fitas duplas de DNA séo convertidas em
fita simples ap6s aplicacdo de uma enzima de linearizagdo. A sintese da nova
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fita ocorre pelo sequenciamento base-a-base apds adicdo de
desoxinucleotideos marcados com fluorescéncia clivaveis e de uma regiao
bloqueadora removivel que sdo adicionados a placa (LIU et al., 2012).

Desde o langcamento do sequenciador MiSeq em 2011, novos aparelhos
[llumina foram disponibilizados, como o HiSeq2500 em 2012, o NextSeq 500
em 2014, HiSeq X Ten, HiSeq 3000 e os sistemas HiSeq 4000 em 2015 e
NovaSeq em 2017, sempre com 0 objetivo de reduzir o custo e o tempo de
sequenciamento, aumentar a capacidade (throughput) de dados e qualidade
dos resultados (ZHONG et al., 2020).

1.3.2 Sequenciamento de terceira geracao ou de leituras longas (long-reads) e

em tempo real (real-time)

Duas tecnologias de sequenciamento altamente paralelas que produzem
leituras longas estdo disponiveis comercialmente. Os aparelhos das empresas
Oxford Nanopore Technologies (ONT) e Pacific Biosciences (PacBio)
produzem reads com muitos milhares de bases e usam sequenciamento de
molécula Unica ou single-molecule sequencing (SMS), embora com métodos de
deteccdo muito diferentes (LEVY; BOONE, 2019).

Lancado em 2014 pela ONT, o MinlION é um sequenciador portatil sem
sintese ativa de DNA que usa uma grade de nanoporos biolégicos e uma
membrana de polimero eletricamente resistente (KONO; ARAKAWA, 2019).
Uma grande vantagem do sistema ONT em cenarios clinicos é sua capacidade
de analisar dados em tempo real, onde a deteccdo rapida de mutacdes
especificas pode fornecer informagcdes epidemiolégicas, como a relacdo de
cepas em um surto ou a detecgdo de genes de resisténcia, que impactam
diretamente no manejo inicial do tratamento de infeccdes (QUAINOO et al.,
2017).

Ao contrério das leituras curtas, o sequenciamento Nanopore fornece
leituras longas, porém, de qualidade inferior, normalmente levando a
montagens completas propensas a erros (=5% na nomeacgao das bases)
(FENG et al.,, 2015). Tais erros podem dificultar estudos de genbmica
comparativa ou fornecer resultados enganosos na analise de variantes. Na

tentativa de superar as deficiéncias de ambos os sequenciadores, abordagens
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hibridas que combinam leituras curtas e longas surgiram como métodos
confiaveis para obter genomas bacterianos completos altamente precisos
(SHARON et al., 2021).

Desde o inicio de 2020, vivemos uma realidade delicada e preocupante
com a pandemia de COVID-19. O uso de antimicrobianos, tanto em pacientes
ambulatoriais quanto internados, aumentou consideravelmente. Essa realidade
nos fara enfrentar uma nova pandemia, a da resisténcia antimicrobiana
(BIANCO et al., 2022). A estimativa € de que, até o ano de 2050, a pandemia
da resisténcia possa matar 10 milh6es de pessoas anualmente contra 700.000
por ano atualmente se nada for feito (SINGHAL, 2022). O desenvolvimento de
novos antimicrobianos e o estudo genético dos mecanismos de resisténcia

bacteriana sdo armas imprescindiveis nessa luta eminente.
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CAPITULO 2. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA PLAZOMICINA E
DETECCAO DE GENES PRODUTORES DE 16S-rRNA
METILTRANSFERASES EM ENTEROBACTERALES PRODUTORES DE
CARBAPENEMASES

2.1 INTRODUCAO

O atual perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias gram-negativas
tem sido um importante desafio para o tratamento de infeccbes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) (EICHENBERGER; THADEN, 2019; POP-VICAS;
OPAL, 2014; YUSUF et al., 2021). No Brasil, Enterobacterales é considerada
uma importante etiologia em IRAS, e aproximadamente 50% das infecgdes
causadas por K. pneumoniae sao resistentes aos carbapenémicos pela
producdo de enzimas carbapenemases (DIAS et al., 2021; NORDMANN;
CUZON; NAAS, 20009).

A carbapenemase mais prevalente entre Enterobacterales em nosso
pais € a KPC-2 (AREND et al.,, 2015). No entanto, relatos de infec¢gBes por
NDM, IMP, VIM, GES e OXA-48 sdo cada vez mais frequentes (SAMPAIO;
GALES, 2016). As opcOes disponiveis para o tratamento de infeccOes
causadas por Enterobacterales produtores de carbapenemases (EPCs) séo
aminoglicosideos, fosfomicina, polimixinas e tigeciclina. O wuso de
aminoglicosideos e polimixinas € limitado devido a nefrotoxicidade; a
fosfomicina intravenosa ndo esta disponivel em nosso pais; e a tigeciclina ndo
€ indicada para infeccdes graves (MORRILL et al., 2015).

A plazomicina é um aminoglicosideo de ultima geragdo com atividade
potente contra Enterobacterales, incluindo isolados produtores de
carbapenemases (HAIDAR et al.,, 2016; RODRIGUEZ-AVIAL et al., 2015;
ZHANG; KASHIKAR; BUSH, 2017). Nefrotoxicidade e ototoxicidade foram
observadas com a plazomicina, porém, documentadas em quantidades
menores comparada aos outros aminoglicosideos sistemicamente disponiveis,
embora relativamente poucos pacientes tenham sido expostos a plazomicina
até o momento (ABDUL-MUTAKABBIR et al., 2019).

Modificacbes estruturais na molécula da plazomicina permitem sua

atividade na presenga da maioria das EMAs, o mecanismo mais comum de
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resisténcia aos aminoglicosideos. No entanto, a producdo de 16S-rRNA
metiltransferases (16S-RMTases) impede sua acao antimicrobiana (DOI, 2019).
Até o momento, ndo ha nenhum estudo avaliando a atividade da plazomicina e
sua correlacdo com a prevaléncia de 16S-RMTases em cepas brasileiras de
EPCs.

O objetivo deste estudo é avaliar a atividade da plazomicina contra
Enterobacterales produtores de carbapenemases e investigar a prevaléncia de
16S-RMTases em amostras nao sensiveis a plazomicina coletadas em

diferentes hospitais brasileiros.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Isolados

O presente estudo teve inicio com a analise de 4000 Enterobacterales
resistentes aos carbapenémicos consecutivamente isoladas em 50 hospitais
brasileiros nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, entre janeiro de 2013 e outubro de 2015. Das 4000
amostras analisadas, 499 foram selecionadas para a pesquisa, baseadas na
maior diversidade de identificacdo bacteriana, origem geografica, tipo de
carbapenemase detectada, periodo de coleta e tipo de amostra clinica,
priorizando amostras de sangue, trato respiratério inferior, liquor e urina.
Apenas um isolado por paciente foi selecionado, entre eles Klebsiella spp.
(n=372), Enterobacter spp. (n=73), Escherichia coli (n=18), Serratia spp.
(n=13), Citrobacter spp. (n=10), Morganella morgannii (n=6), Providencia spp.
(n=4), Proteus spp. (n=2), Edwardsiella hoshinae (n=1) e Raoutella planticola
(n=1).

Entre os genes de carbapenemases estudados foram blakpc-2 (n=397),
seguido por blanom-1 (N=81), blaoxa-as-ike (N=13), blame (N=3) e blaces-ike (N=2).
Outros genes foram identificados em apenas um isolado cada: blaskc-1 € blavim.
Um isolado apresentou dois genes produtores de carbapenemase (blakpc-2 €

blanom).
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2.2.2 Determinacao da concentracao inibitoria minima

A CIM para sulfato de colistina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI), tigeciclina
(Sigma-Aldrich), meropenem (Sigma-Aldrich), amicacina (Sigma-Aldrich),
gentamicina (Sigma-Aldrich) e plazomicina (Achaogen, South San Francisco,
CA) foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo (MDC), conforme o
documento do CLSI (2015). Devido a resisténcia intrinseca ou baixa atividade,
colistina nao foi testada para Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. e M.
morganii e tigeciclina nao foi testada para Proteus spp., Providencia spp. e M.
morganii. Os pontos de corte segundo CLSI/FDA e EUCAST foram utilizados
guando disponiveis (FDA, 2019; CLSI, 2017; EUCAST, 2017). Os testes foram
realizados em triplicata e as cepas controle utilizadas foram Escherichia coli
ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

2.2.3 Selecdo de amostras para tipagem molecular por ERIC-PCR

Possiveis clones foram pesquisados em amostras (mesma espécie e
cidade/hospital) ndo sensiveis (CIM = 4 mg/L) a plazomicina (FDA, 2019)
utiizando a técnica Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR) (VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI,
1991).

Os primers ERIC1 e ERIC2 liofilizados foram hidratados para atingir a
concentracéao final de 100 pmol/uL. O DNA foi obtido através da suspenséao de
uma alcada bacteriana em 200 pL de Chelex® 100 (Bio-Rad) a 5% e posterior
fervura a 94°C por 15 minutos e centrifugacdo em microcentrifuga por 5
minutos. Entdo, 2 puL da suspensao de DNA foi adicionado a 23 pL da PCR
Mastermix, resultando em um volume final da reacdo de 25 pL. A PCR
Mastermix foi preparada com 19,5 uL de agua MIILI-Q estéril, 2,8 yL de tampéao
da enzima, 2,5 pL de cloreto de magnésio a 50 mM, 0,6 puL de dNTP a 12,5
mM, 1,25 pL de primer ERIC1 (forward), 1,25 pL de primer ERIC2 (reverse) e
0,25 pL de Tag DNA polimerase. Os parametros ciclicos utilizados foram os
mesmos, uma desnaturacao inicial do DNA a 94°C por 10 minutos, seguidos de
30 ciclos de 94°C por 60 segundos, 52°C por 60 segundos e 72°C por 8
minutos, e uma extensao final a 72°C por 16 minutos. Os produtos de
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amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, com
tampdo TBE 1X (tris base, acido borico e EDTA), ajustando o aparelho para
90V, e tempo de corrida de aproximadamente 4 horas. Um transiluminador com
lampada ultravioleta foi utilizado para visualizagdo dos produtos no gel. A
interpretacdo dos resultados foi realizada segundo os critérios de Tenover e
cols (1995) (TENOVER et al., 1995). Os isolados foram designados
geneticamente indistinguiveis se seus padrdes de restricdo tinham o mesmo
namero de bandas e as bandas correspondentes eram de mesmo tamanho
aparente. lIsolados foram considerados intimamente relacionados se as
alteracbes resultaram em duas a trés bandas diferentes e possivelmente
relacionados quando apresentaram diferencas de quatro a seis bandas.
Isolados foram considerados nédo relacionados quando sete ou mais bandas

diferentes estavam presentes.

2.2.4 Deteccao de genes codificadores de 16S-rRNA metiltransferases

A deteccao de genes codificadores de 16S-RMTases foi realizada em
amostras nao sensiveis (CIM = 4 mg/L) a plazomicina (FDA, 2019). Duas
multiplex PCR foram realizadas como descrito previamente por Corréa et al
(2014) (CORREA et al., 2014) para detectar os genes codificadores de 16S-
rRNA metiltransferases armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF, rmtG, rmtH e
NpmMA e suas caracteristicas estao representadas no Quadro 2.1.

Todos os primers liofilizados foram hidratados para atingir a
concentracéo final de 100 pmol/uL. O DNA foi obtido através da suspensao de
uma alcada bacteriana em 200 puL de Chelex® 100 (Bio-Rad) a 5% e posterior
fervura a 94°C por 15 minutos e centrifugacdo em microcentrifuga a 2000 rpm
por 5 minutos. Entdo, 2 puL da suspensdo de DNA foi adicionado a 23 yL da
PCR Mastermix, resultando em um volume final da reacédo de 25 pL. A PCR
Mastermix da multiplex 1 foi preparada com 20,75 pL de agua MIILI-Q estéril,
2,5 uL de tampéo da enzima, 1 pL de cloreto de magnésio, 0,5 pL de dNTP a
12,5 mM, 1 uL de primer mix e 0,125 pL de Tag DNA polimerase. Para a
Master Mix da multiplex 2 utilizamos 18,75 yL de agua MIILI-Q estéril, 2,5 pL de
tampéao, 2 pL de cloreto de magnésio, 0,5 pL de dNTP a 12,5 mM, 1 uL de

primer mix e 0,125 pL de Taq DNA polimerase. Os parametros ciclicos
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utilizados para as duas multiplex foram os mesmos, sendo uma deshaturacao
inicial a 94°C por 10 minutos, seguida de 25 ciclos de 94°C por 45 segundos,
57°C por 30 segundos e 72°C por 25 segundos, e uma extensao final a 72°C
por 3 minutos. Um resultado positivo foi posteriormente confirmado por PCR
simples com os primers utilizados na multiplex PCR. Os controles utilizados
foram cepas sequenciadas e armazenadas em um banco de bactérias do
Laboratory of Emerging Infectious Diseases (LEID1: rmtD; LEID86: rmtB;
LEIDA39: rmtC e LEIDA35: armA).

Quadro 2.1- Primers utilizados na realizacdo de duas multiplex PCR simples para detec¢éo de
metiltransferases.

MULTIPLEX 1

Gene Direcado Sequéncias Tamanho do produto

rmtA Forward E-AAACTATTCCGCATGGTTC-Y 86 pb
Reverse 5-TCATGTACACAAGCTCTTTCC-3

rmtC Forward 5-CAGGGGTTCCAACAAGT-Y 246 pb
Reverse 5-AGAGTATATAGCTTGAACATAAGTAGA-3

rmtD Forward 5-TCGTTTCAGCACGTAAAACA-3 652 pb
Reverse 5-CAGCGCGAAATTCAAAAAGG-3

mtG Forward 5-ACGGAATGCCGCGCGAAGTA-3 381 pb
Reverse 5-TCTCCGCAAGCAGATCGCCG-¥

rmtH Forward 5-ATGACCATTGAACAGGCAGC-3 464 pb
Reverse 5-AGGGCAAAGGTAAAATCCCA-I

MULTIPLEX 2

Gene Direcdo Sequéncias Tamanho do produto

armA Forward S-ATTTTAGATTTITGGTTGTGGC-3 101 pb
Reverse 5-ATCTCAGCTCTATCAATATCG-3

rmtB Forward 5-ACTTTTACAATCCCTCAATAC-3 171 pb
Reverse 5-AAGTATATAAGTTCTGTTCCG-3

npmA Forward 5-GGGCTATCTAATGTGGTG-3 229 pb
Reverse E-TTTTTATTTCCGCTTCTTICGT-3

rmtE Forward 5-GATGCCGTGTCTGTTACGCCG-3 446 pb
Reverse 5-ACGTGAACCCACGAGTCCTGC-3

rmtF Forward 5-CGATCCTACTGGGCTCCAT-3 314 pb
Reverse E-GGCATAGTGCTTTTCCATGC-3

Fonte - O autor.

Legenda — pb: pares de bases.

2.2.5 Sequenciamento de genes codificadores de 16S-rRNA metiltransferases

O sequenciamento genético para confirmacdo e deteccdo de variantes

foi realizado por metodologia automatizada de Sanger (1977) nos isolados que
apresentaram banda para 0s genes pesquisados nas duas multiplex PCR



66

(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). Os primers foram construidos

utilizando a ferramenta online Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cqi-

bin/primer3plus/primer3plus.cqi) e estdo descritos no Quadro 2.2.

Os parametros ciclicos utilizados para a PCR foram uma desnaturagéo
inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos a 94°C por 40 segundos,
55°C (armA e rmtB) e 53°C (rmtC e rmtD) por 40 segundos, 72°C por 45
segundos, uma extenséo final a 72°C por 7 minutos e uma imerséo final a 4°C.
As concentracdes de DNA foram quantificadas utilizando o NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific) e ajustadas para obtencédo de 20 ng/pL. Os amplicons foram
purificados utilizando reagentes EXoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific) e
sequenciados usando BigDye® terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA), de acordo com os protocolos do fabricante. Os produtos do
sequenciamento foram purificados com Big Dye XTerminator (Applied
Biosystems, Foster City, CA) e caracterizados por eletroforese capilar em um
Analisador Genético ABI3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA). As
sequéncias foram alinhadas pelo programa BioEdit Sequence Alignment Editor
e comparadas com o0s genes 16S-RMTases obtidos no GenBank utilizando a

ferramenta BLAST para nucleotideos.

Quadro 2.2 - Primers utilizados para o sequenciamento de metiltransferases.

Gene Direcdo Sequéncias Temperatura de anelamento
armé Forward B -GETTGTTTCCATTTCTGAGA-3 550
Reverse B -CTCATTCCCTATAACCTTCG-3
rmiC Forward 5 -GCCAAAGTACTCACAAGTGG-3 E5°C
Reverse 5 -GATCATTCTCGAACTTAAC-3
rmtl Forward 5 -GGEACACGATCGAGCGCATAT-3 53°C
Reverse 5 -TCCATGCCGACGTTGCG-3
rmtE Forward 5'- CAACGATGCCCTCACCTCCA -3 53°C
Reverse 5 -TAAGTTCTGTTCCGATGGTC -3

Fonte - O autor.

2.2.6 Andlise estatistica

A comparacao das CIMs para cada antimicrobiano entre as diretrizes do
CLSI e EUCAST foi realizada pelo teste Qui-quadrado entre isolados sensiveis
e ndo sensiveis. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05. A analise
estatistica foi realizada usando IBM SPSS 23 (SPSS Inc., Chicago, IL).


https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

K. pneumoniae produtor de KPC € a principal EPC relatada no Brasil e,
neste estudo, compés 328 (82,6%) dos 397 isolados produtores de KPC. Entre
os isolados produtores de NDM, 34 eram Klebsiella spp. e 32 Enterobacter spp.
Notavelmente, o primeiro relato de NDM no Brasil foi em 2013 e, embora essa
enzima estivesse pouco difundida em nosso pais, sua deteccdo vem
aumentando consideravelmente (HANSEN, 2021; WINK et al., 2021).

O perfil de sensibilidade para o0s antimicrobianos testados esta
representado na Tabela 2.1. Com base nos pontos de corte do EUCAST, a
sensibilidade a tigeciclina, colistina, amicacina, gentamicina e meropenem foi
de 76%, 67%, 62%, 19% e 3%, respectivamente. A utilizacdo dos pontos de
corte do CLSI resultou em taxas de sensibilidade mais altas para os
antimicrobianos, exceto meropenem. Houve diferenca estatistica significativa
para a tigeciclina, amicacina e meropenem entre os critérios do CLSI e
EUCAST. Diferencas entre 0os pontos de corte para a amicacina entre as duas
diretrizes afetam consideravelmente a interpretacdo da atividade dos
aminoglicosideos, como observado em outro estudo, e devem ser avaliadas
com cautela (FLEISCHMANN; GREENWOOD-QUAINTANCE; PATEL, 2020).

TABELA 2.1 - Atividade da plazomicina e agentes comparadores contra 499 Enterobacterales

produtoras de carbapenemase isoladas de 50 hospitais brasileiros (2013 a 2015).

ANTIMICROBIANO CIM (mg/L) SENSIBILIDADE (%) Valor de pe
/ N° DE ISOLADOS CIMso  ClIMgo Range CLSI EUCAST

Plazomicina (499) 0.5 64 <0.125 - >64 86° - -
Meropenem (499) 128 256 <0.5 - >256 1 3 0.0421
Colistina (474) 0.5 64 <0.125 - >64 - 67 -
Tigeciclina (487) 0.5 2 <0.03 - 16 95P 76 < 0.0001
Gentamicina (499) 64 >64 0.25 - >64 22 19 0.2424
Amicacina (499) 16  >512 <1->512 77 62 < 0.0001

Fonte - A autora.

Legenda - S: Sensivel; NS: Nao Sensivel. 2 O valor P denota a diferenca entre o perfil de
sensibilidade pelo EUCAST e CLSI para os diferentes antimicrobianos testados. ? Pontos de

corte segundo FDA.
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Tigeciclina tem sido utilizada para o tratamento das ERCs e a terapia
combinada pode oferecer uma vantagem sobre a monoterapia no que diz
respeito a mortalidade de pacientes criticos com infeccbes graves (WANG et
al., 2017). No presente estudo, a tigeciclina teve a maior sensibilidade contra
os isolados.

A ndo sensibilidade a colistina contra os isolados deste estudo foi
elevada (33%), mesmo excluindo isolados com resisténcia intrinseca. A taxa de
resisténcia e heterorresisténcia as polimixinas esta aumentando e € importante
ressaltar que testes clinicos convencionais muitas vezes ndo sdo capazes de
detectar isolados heterorresistentes, o que pode ser uma causa significativa de
falha inexplicada no tratamento com essas drogas (BAND et al., 2021). A
colistina tem sido associada a uma alta incidéncia de insuficiéncia renal aguda
em estudos de coorte retrospectivos e prospectivos (KWON et al.,, 2015;
RIGATTO et al., 2016; TUON et al., 2014).

Em nosso estudo, a plazomicina apresentou maior poténcia e atividade
(CIMsoi90 0,5/64 mg/L) do que os outros aminoglicosideos testados (ClMsoo
64/>64 e CIMsooo 16/>512 mg/L para gentamicina e amicacina,
respectivamente). Uma excecdo ao grupo foram Enterobacterales nao
fermentadores da lactose como Proteus spp., Morganella morganii e
Providencia spp. que exibiram valores de ClMsooo ligeiramente maiores,
resultados também encontrados por outro autor (CASTANHEIRA et al., 2020a).
Nossos achados sdo consistentes com estudos anteriores que mostraram que
a plazomicina € altamente ativa contra isolados clinicos multirresistentes de
Enterobacterales, incluindo isolados produtores de KPC e ESBL (WALKTY et
al., 2014; ZHANG; KASHIKAR; BUSH, 2017). Em um estudo realizado por
Thwaits et al. (2018), plazomicina e colistina foram os agentes bactericidas
mais ativos; tigeciclina teve potente atividade, mas foi amplamente
bacteriostatica contra Enterobacterales multirresistentes. Esses resultados
reforcam o potencial clinico da plazomicina contra isolados com fendtipos de
resisténcia desafiadores (THWAITES et al., 2018a, 2018b).

Os pontos de corte para a plazomicina atualmente disponiveis segundo
o0 FDA sao < 2 mg/L (sensivel), 4 mg/L (intermediario) e = 8 mg/L (resistente)
(FDA, 2019). Em nosso estudo, a plazomicina teve CIM < 4 mg/L para 88% dos
isolados e CIM < 2 mg/L para 86% dos isolados. Em um estudo realizado com
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87 amostras de Enterobacterales produtores de KPC isoladas entre 2014 e
2015 em hospitais nos Estados Unidos, 98,9% apresentaram CIM < 4 mg/L
para a plazomicina (CASTANHEIRA et al., 2018c).

Segundo o CLSI, entre as 387 amostras resistentes a gentamicina em
nosso estudo, 84% tinham CIM < 4 mg/L para a plazomicina e 50% entre as
114 amostras resistentes a amicacina também foram inibidas com CIM < 4
mg/L para a plazomicina. Cento e um (20,2%) isolados eram ndo sensiveis a
gentamicina e amicacina e, em 44 (43,6%) deles, a CIM para a plazomicina foi
<4 mg/L (Tabela 2.2). Nossos dados revelam uma sensibilidade inferior para a
plazomicina quando comparados com os dados obtidos por Castanheira et al.
(2018), onde a CIM para a plazomicina foi < 4 mg/L para 96,6% dos isolados
ndo sensiveis a gentamicina e 64,3% dos isolados nao sensiveis a amicacina.
Esse fato pode ser explicado pela diversidade de mecanismos de resisténcia
gue estdo associados com as carbapenemases testadas no estudo (LEE et al.,
2022).

Utilizando os pontos de corte do EUCAST (2017), das 499 amostras
analisadas, 22 (4,4%) foram resistentes a todos os antimicrobianos testados e
a plazomicina considerada sensivel (CIM < 2 mg/L) em 11 (50%) desses
isolados. A potente atividade in vitro da plazomicina que se traduz em rapida
morte bacteriana em concentragdes mais baixas pode ser uma vantagem para
um novo agente antibacteriano, pois iSso evita 0 recrescimento bacteriano e,
presumivelmente, o surgimento de resisténcia (THWAITES et al., 2018a).

Analisando as trés principais carbapenemases testadas, observou-se
que a plazomicina apresentou CIM < 2 mg/L para 86% (n=342) das 397
amostras KPC-2 positivas, 84% (n=68) das 81 amostras NDM-1 positivas e
92% (n=11) das 12 amostras OXA-48 positivas. Um estudo realizado com 277
amostras de Enterobacterales multirresistentes isolados nos Estados Unidos,
Canada e Singapura encontrou um perfil de sensibilidade diferente. Entre as
amostras com o0 gene blakec, blanom e blaoxa4s, a sensibilidade para a
plazomicina foi de 94,9%, 35,7% e 50%, respectivamente (FLEISCHMANN;
GREENWOOD-QUAINTANCE; PATEL, 2020). A distribuicdo da CIM para a
plazomicina em relac&o ao tipo de carbapenemase produzida em nosso estudo

pode ser vista na Tabela 2.3.



Tabela 2.2 — Distribuicdo da CIM para a plazomicina de acordo com a sensibilidade a gentamicina e amicacina utilizando os pontos de corte do CLSI.
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AMINOGLICOSIDEOS

CIM DA PLAZOMICINA (mg/L)

<0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 264
Gentamicina S (N=112) 8 28 33 20 18 5 0 0 0 0
Percentagem cumulativa 7% 32% 62% 79% 96% 100% 100% 100% 100% 100%
Gentamicina NS (N=387) 45 111 95 46 24 5 3 0 0 58
Percentagem cumulativa 12% 40% 65% 76% 83% 84% 85% 85% 85% 100%
Amicacina S (N=385) 43 124 111 61 34 8 3 0 0 1
Percentagem cumulativa 11% 43% 72% 88% 97% 99% 100% 100% 100% 100%
Amicacina NS (N=114) 10 15 17 5 8 2 0 0 0 57
Percentagem cumulativa 9% 22% 37% 41% 48% 50% 50% 50% 50% 100%
Gentamicina NS/Amicacina NS (N=101) 9 12 12 4 6 1 0 0 0 57
Percentagem cumulativa 9% 21% 33% 37% 42% 43% 43% 43% 43% 100%
Gentamicina NS/Amicacina S (N=286) 36 99 83 42 18 4 3 0 0 1
Percentagem cumulativa 13% 47% 76% 91% 97% 99% 100% 100% 100% 100%
Gentamicina S/Amicacina NS (N=13) 1 3 5 1 2 1 0 0 0 0
Percentagem cumulativa 8% 31% 69% 7% 92% 100% 100% 100% 100% 100%
Gentamicina S/Amicacina S (N=99) 7 25 28 19 16 4 0 0 0 0
Percentagem cumulativa 7% 32% 61% 80% 96% 100% 100% 100% 100% 100%

Fonte — O autor.

Legenda — CIM: concentracao inibitéria minima; S: Sensivel; NS: Nao Sensivel; N: nimero de isolados.
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CIM DA PLAZOMICINA (mg/L)

CARBAPENEMASE

<0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 >64
KPC-2 (N=397) 30 123 111 49 29 6 0 0 0 9 40
Percentagem cumulativa 8% 39% 66% 79% 86% 87% 87% 87% 87% 90% 100%
NDM-1 (N=81) 20 13 13 12 10 3 3 0 0 7 0
Percentagem cumulativa 25% 41% 57% 72% 84% 88% 91% 91% 91% 100% 100%
OXA-48-LIKE (N=13) 2 1 2 5 2 0 0 0 0 0 1
Percentagem cumulativa 15% 23% 38% 7% 92% 92% 92% 92% 92% 92% 100%
IMP-1 (N=3) 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Percentagem cumulativa 0% 33% 67% 67% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
GES-LIKE (N=2) 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Percentagem cumulativa 0% 50% 50% 50% 50% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
VIM-1 (N=1) 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Percentagem cumulativa 0% 0% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
BKC-1 (N=1) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Percentagem cumulativa 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
NDM-1+KPC-2 (N=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Percentagem cumulativa 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 100%
Total (N=499) 53 139 128 66 42 10 3 0 0 16 42
Percentagem cumulativa 11% 38% 64% 7% 86% 88% 88% 88% 88% 91% 100%

Fonte — A autora.

Legenda — CIM: concentracao inibitéria minima; N: nimero de isolados.
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A disseminagcdo de blanom em paises onde sua prevaléncia € elevada
deve-se a plasmideos do tipo IncA/C, e muitos desses plasmideos também
carregam varios genes de resisténcia a outros antimicrobianos, incluindo 16S-
rRNA metiltransferases (LEE et al., 2016). Essa caracteristica elevaria a CIM
da plazomicina, pois a droga é inativa frente as metiltransferases.
Curiosamente, nossos achados mostraram uma sensibilidade de 84% para a
plazomicina em Enterobacterales produtores de NDM. No Brasil, um novo
transposon chamado Tn3000 nos plasmideos IncFllk e IncX3 esta envolvido na
transmissdo do gene blanom. Nesses plasmideos, a sensibilidade aos
aminoglicosideos é variavel, sugerindo que o mecanismo de resisténcia é a
presenca de EMAs e ndo 16S-rRNA metiltransferase (CAMPOS et al., 2015).

A prevaléncia de 16S-RMTases nas amostras com CIM 24 mg/L para a
plazomicina foi investigada. Uma amostra de K. pneumoniae produtora de
KPC-2 perdeu a viabilidade durante o estudo. A clonalidade pela técnica de
ERIC-PCR foi realizada para 36 amostras que eram da mesma espécie e
cidade/hospital e excluiu 3 isolados (todos K. pneumoniae produtores de KPC-
2) (Figura 2.1). Sessenta e sete amostras (51 KPC, 13 NDM, 1 KPC + NDM, 1
OXA-48-like e 1 GES-like) ndo clonais foram testadas (Tabela 2.4).

Figura 2.1 - Clonalidade das amostras com CIM =4 mg/L para a plazomicina por ERIC-PCR.

A B Cc

1 il 11

21RJ 22R) 47R] 48R) 53RS 54RS

Fonte - A autora.

Legenda — A: clonalidade entre as amostras 21RJ e 22RJ; B: clonalidade entre as amostras
47RJ e 48RJ; C: clonalidade entre as amostras 53RS e  54RS.
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Tabela 2.4 - Caracteristicas de Enterobacterales produtores de carbapenemases com CIM =4 mg/L para a plazomicina.

ISOLADO? AMOSTRA CLINICA ESPECIE BACTERIANA CARBAPENEMASE CIM (malt)

PLZ GEN AMI MEM
01RS Swab retal Enterobacter cloacae NDM 4 64 2 16
02RS Swab retal Enterobacter cloacae NDM 4 >64 4 32
03RS ND Enterobacter cloacae NDM 4 64 4 64
04SP ND Serratia marcescens GES-like 4 64 256 256
05RJ Urina Klebsiella pneumoniae KPC 4 0.5 8 256
06SP ND Proteus mirabilis KPC 4 2 >512 8
07SP ND Morganella morganii KPC 4 2 <1 4
08RS Sangue Klebsiella pneumoniae KPC 4 64 4 128
09PR Sangue Escherichia coli KPC 4 1 4 4
10PR Urina Escherichia coli KPC 4 0.5 4 4
11RS Aspirado traqueal Providencia rettgeri NDM 8 32 8 64
12RS Ferida cirtrgica Morganella morganii NDM 8 64 2 64
13RS Swab retal Klebsiella pneumoniae NDM 8 64 2 256
14RS Liquor Enterobacter cloacae NDM 64 >64 >512 2
15RS Swab retal Morganella morganii NDM 64 >64 >512 16
16RS Abscesso cutaneo Morganella morganii NDM 64 >64 >512 8
17RS Urina Klebsiella pneumoniae NDM 64 >64 >512 32
18RS Urina Escherichia coli NDM 64 >64 >512 64
19SP ND Klebsiella pneumoniae NDM 64 >64 512 64
20PR Ferida de pele Klebsiella pneumoniae KPC 64 >64 >512 64
21RJ Sangue Klebsiella pneumoniae KPC 64 >64 512 >256
22RJ° Aspirado traqueal Klebsiella pneumoniae KPC 64 >64 512 >256
23RJ Sangue Klebsiella pneumoniae KPC 64 >64 256 >256
24SP ND Enterobacter cloacae NDM 64 >64 >512 128
25PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC 64 >64 >512 256

Continua
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ISOLADO? AMOSTRA CLINICA ESPECIE BACTERIANA CARBAPENEMASE CIM (mg/L)

PLZ GEN AMI MEM
26PR Aspirado traqueal Klebsiella pneumoniae KPC 64 >64 >512 1
27PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC 64 >64 >512 128
28PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
29PR Aspirado traqueal Klebsiella aerogenes KPC >64 >64 >512 64
30PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
31PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
32PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 >256
33PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
34PR Liquor Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
35PR Aspirado traqueal Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
36PR Aspirado traqueal Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 16
37PR Aspirado traqueal Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 512 4
38PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
39PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 32
40PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 32
41PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 32
42PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
43PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 128
44PR Urina Escherichia coli KPC >64 >64 >512 8
45PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 >256
46RJ Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 128
47RJ Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 128
48RJ° Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 128
49RJ Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
50RJ Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 128

Continua
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ISOLADO? AMOSTRA CLINICA ESPECIE BACTERIANA CARBAPENEMASE CIM (mg/L)

PLZ GEN AMI MEM
51SP ND Enterobacter cloacae KPC + NDM >64 >64 >512 64
52RS Sangue Enterobacter cloacae OXA-48-like >64 >64 >512 4
53RSP Swab retal Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
54RS Swab retal Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
55RS Swab retal Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
56PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 8
57PR Urina Escherichia coli KPC >64 >64 >512 32
58PR Abscesso Klebsiella aerogenes KPC >64 >64 >512 128
59PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
60PR Sangue Providencia stuartii KPC >64 >64 >512 8
61PR Sangue Providencia stuartii KPC >64 >64 >512 4
62PR Urina Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
63RS Aspirado traqueal Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
64PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
65PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 256
66PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 128
67PR Urina Klebsiella aerogenes KPC >64 >64 >512 >256
68PR Sangue Klebsiella pneumoniae KPC >64 >64 >512 64
69PR Sangue Enterobacter cloacae KPC >64 >64 >512 64
70PR Aspirado traqueal Serratia marcescens KPC >64 >64 >512 256

Fonte: A autora.

Legenda - 2 Letras indicam os estados do Brasil: RS, Rio Grande do Sul; RJ, Rio de Janeiro; PR, Parana; SP, Sdo Paulo. ° Isolados excluidos pela técnica

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain Reaction (ERIC PCR). CIM: concentragdo inibitéria minima; PLZ: plazomicina; AMI:

amicacina; GEN: gentamicina; MEM: meropenem; ND: ndo disponivel.
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Entre as 67 amostras analisadas, 13 foram negativas para 16S-
RMTases. Todas apresentavam CIM para a plazomicina de 4 mg/L ou 8 mg/L e
demonstravam sensibilidade a pelo menos um dos outros dois
aminoglicosideos, com excecdo da amostra de S. marcescens blaces-ike. AS
demais 54 amostras apresentaram resisténcia de alto nivel aos trés
aminoglicosideos testados, com CIM de plazomicina = 64 mg/L, CIM de
gentamicina > 64 mg/L e CIM de amicacina variando entre 256 e = 512 mg/L. O
ensaio de multiplex PCR revelou a presenca de apenas um tipo de 16S-
RMTase em todas as 54 amostras. Considerando o total de 499
Enterobacterales produtoras de carbapenemases estudado, a prevaléncia de
metiltransferases foi de 10,8%.

O gene rmtB foi encontrado em 41 (75,9%) isolados (40 KPC e 1 OXA-
48-like), seguido por armA em 7 (13%) isolados (6 NDM e 1 KPC), rmtD em 4
(7,4%) isolados KPC e rmtC em 2 (3,7%) isolados, um K. pneumoniae blanowm-1
e um E. cloacae coabrigando os genes blakpc-2 € blanom-1. O sequenciamento
por metodologia de Sanger dos genes de metiltransferases confirmou a
identificacdo feita por PCR convencional. Todos os 41 genes rmtB foram
classificados como rmtB1 e, entre 0s quatro genes rmtD, trés eram rmtD2 (2 K.
pneumoniae e um S. marcescens) e um rmtD1 (K. pneumoniae). Os genes
rmtD e rmtB1 estavam mais associados com blakec-2, enquanto armA e rmtC
estavam presentes principalmente em isolados produtores de NDM. Esses
resultados podem ser observados na Tabela 2.5.

No Brasil, a associacdo entre rmtB1l e blakpc2 ja foi anteriormente
descrita em plasmideos de alto peso molecular e maior disseminacédo. Entre
1.052 Enterobacterales, 22 (2,1%) abrigavam 16S-RMTases e 20 eram K.
pneumoniae coabitando os genes rmtB1, blakpc-2 € blactx-m-15. ESses isolados
pertenciam ao clone ST258, o que poderia explicar em parte a disseminacao
de rmtB1 em nosso pais (CASSU-CORSI et al., 2018) . Aléem da expanséao
clonal, diferentes tipos de plasmideos (Inc FIB, FIIS, I, T, X, N, Y, L/M, FIA)
codificando 16S-RMTase tém contribuido para a disseminagéo dessas enzimas
(WANGKHEIMAYUM et al., 2017).
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Tabela 2.5 — Distribuicdo de 16S-rRNA metiltransferases em isolados clinicos de Enterobacterales ndo sensiveis a plazomicina de acordo com os pontos de
corte do FDA.

CIM DA PLAZOMICINA (mg/L)

ESPECIE E CARBAPENEMASE 16S-RMTases
4 8 16 32 64 >64 TOTAL
Klebsiella pneumoniae (N=41)
KPC rmtB1 5 27 32
KPC rmtD1 1
KPC rmtD2 2 2
KPC armA 1
KPC - 2 2
NDM armA 1 1
NDM rmtC 1 1
NDM - 1 1
Enterobacter cloacae (N=8)
KPC rmtB1 1 1
NDM armA 2 2
OXA-48-like rmtB1 1 1
KPC + NDM rmtC 1 1
NDM - 3 3
Escherichia coli (N=5)
KPC rmtB1 2 2
NDM armA 1
KPC - 2 2

Continua
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ESPECIE E CARBAPENEMASE

16S-RMTases

CIM DA PLAZOMICINA (mg/L)

4 16 32 64 >64 TOTAL

Morganella morganii (N=4)

NDM armA 2 2

NDM -

KPC - 1 1
Klebsiella aerogenes (N=3)

KPC rmtB1 3 3
Providencia stuartii (N=2)

KPC rmtB1 2 2
Serratia marcescens (N=2)

GES-like - 1 1

KPC rmtD2 1 1
Providencia rettgeri (N=1)

NDM - 1
Proteus mirabilis (N=1)

KPC - 1 1
Total 10 0 13 41 67

Fonte: A autora.

Legenda — 16S-RMTases: 16S-rRNA metiltransferases; CIM: concentracéo inibitdéria minima; N: nimero de isolados.
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NDM é a carbapenemase mais associada com a producdo de
metiltransferases entre Enterobacterales (DOI; WACHINO; ARAKAWA, 2016).
Taylor et al. (2018) identificaram 762 Enterobacterales panrresistentes aos
aminoglicosideos no Reino Unido e na Irlanda com um ou mais genes de 16S-
RMTase (armA, 44,6%; rmtC, 19,2%; rmtF, 18,0%; rmtB, 11,4%) e a maioria
(93,4%; 712/762) eram produtores de carbapenemases (blanom1 = 83,1%;
blaoxa-as-ike = 23,7% e blakec = 1,6%) (TAYLOR et al.,, 2018). Entre os 82
isolados positivos para o gene blanom em nosso estudo, apenas 8 (9,8%)
coabrigavam 16S-RMTase. Em um hospital do nordeste da india,
Wangkheimayum et al. (2017) encontraram as mesmas 16S-RMTases do
nosso estudo, além de RmtA; no entanto, RmtC e a associacdo de 16S-
RMTases com blanom foram predominantes (91% e 30%, respectivamente)
(WANGKHEIMAYUM et al., 2017).

O gene rmtC foi encontrado em uma amostra de E. cloacae produtora de
KPC + NDM e em uma amostra de K. pneumoniae produtora de NDM. Essa
metiltransferase ndo havia sido relatada em isolados clinicos de
Enterobacterales em nosso pais até o momento. O primeiro relato foi em um
isolado de P. mirabilis no Japdo em 2003 (WACHINO et al., 2006).
Posteriormente, essa enzima foi encontrada em outros paises, geralmente em
associacdo com NDM (DOI; WACHINO; ARAKAWA, 2016). RmtC foi
encontrado em Acinetobacter baumannii no Uruguai e no Brasil. Os 2 isolados
clinicos uruguaios abrigavam OXA-23 e OXA-51 e 6 isolados brasileiros
coproduziam ArmA e RmtB 16S-RMTases (DA PAZ PEREIRA et al., 2020).

RmtD e RmtG sdo outras 16S-RMTases ja detectadas em estudos
anteriores no Brasil e sdo normalmente encontradas na América do Sul
(FRITSCHE et al., 2008; PASSARELLI-ARAUJO et al.,, 2019). Em nosso
estudo, encontramos 3 RmtD-2, 1 RmtD-1 e nenhuma RmtG. rmtD1 foi descrito
pela primeira vez em P. aeruginosa produtora de SPM-1 e, posteriormente, em
K. pneumoniae e outras espécies de Enterobacterales no Brasil (DOI;
ARAKAWA, 2007). A variante rmtD2 foi relatada em E. aerogenes na Argentina
e em K. pneumoniae produtor de KPC-2 no Brasil (BUENO et al., 2016; TIJET
et al., 2011). Um gene rmtD2 em nosso estudo foi identificado em S.
marcescens de um paciente paraguaio transferido para um hospital brasileiro,

associacdo nao relatada em nosso pais até onde sabemos. Poucos estudos
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utilizando sequenciamento de genoma completo em isolados de S. marcescens
sdo encontrados na literatura, justificando um maior aprofundamento na

investigacao molecular desse isolado (WANG et al., 2021).

2.4 CONCLUSAO

A plazomicina foi ativa contra 86% das EPCs (CIM < 2 mg/L) testadas
neste estudo. Analisando as trés principais carbapenemases, observou-se que
a plazomicina apresentou CIM < 2 mg/L para 86% das amostras KPC positivas,
84% das amostras NDM positivas e 92% das amostras OXA-48-like positivas.
Com base nos pontos de corte do EUCAST, a sensibilidade a tigeciclina,
colistina, amicacina e gentamicina foi de 76%, 67%, 62% e 19%,
respectivamente. A utilizacdo dos pontos de corte do CLSI resultou em taxas
de sensibilidade mais altas para os antimicrobianos, exceto meropenem. Houve
diferenca estatistica significativa para a tigeciclina, amicacina e meropenem
entre os critérios do CLSI e EUCAST.

A prevaléncia de metiltransferases entre os 499 isolados de EPCs foi
elevada (10,8%). Estudos sobre a disseminacdo de 16S-RMTases no Brasil
ainda sdo escassos. RmtB-1 foi a mais detectada entre as amostras positivas
para metiltransferases (75,9%), principalmente em K. pneumoniae produtora de
KPC. Outras 16S-RMTases detectadas foram ArmA (13%), RmtD-1 (1,8%),
RmtD-2 (5,5%) e RmtC (3,7%). A coexisténcia de 16S-RMTase e EPCs é
preocupante devido as opcbes limitadas de tratamento e a caracteristica
endémica de KPC no Brasil.

Com base nesses achados, a plazomicina pode ser considerada uma
droga promissora na terapia antimicrobiana para EPCs em nosso pais,
incluindo isolados produtores de NDM, carbapenemase que vem demonstrando

aumento crescente entre nossos isolados.
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Plazomicin is a next-gemeration aminoglycoside with activity against Enterobecteriacene, including
ﬂrhapmnuse producing Enterobacteriaceae (CPE). The aim of this study was to evaluate the activity of

L. icin against CPE (Klebsiefin spp., Escherichio coli, Serratia spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp.,
Mnrgm:lln spp.. Proteus spp., Providenda spp.) from different Brazilian hospitals. A total of 4000 carbapenem-
resistant Enterobacteriacear isolates were collected from clinical samples in 50 Brazikan hospitals during
2013-2015. Of these, 499 carbapenem-resistant isolates (CLSI criteria) were selected for further evaluation
via broth microdilution to assess for the activity of plazomian, colistin, tigecycline, mevopenem, amikadn, and
gentamian. Additionally, the isolates were d for the p of carh genes (Blacpe, Blasgas
blaco. s wie, Do, Blagyr, bloces, and blovey) by polymcrm chain reaction (PCR) When PCR was positive
to blagya-4s-ure. Blapar, blaces, and by, the carbapenemase genes were sequenced. blagye was the
most prevalent carbapenemase gene found (n = 397), followed by blaypa (0 = 81), bloauas (0 = 12),
and bla,, ; (n = 3). Other genes were identified in anly 1 isolate each: blag,, |, b 10 blagee , Mo, 5o
and bhloyss.1. One isolate had 2 carbapenemase genes {blogee and Blange). Thirty-three percent of the isolates
were noasusceptible to colistin, 24X to tigecydine, 97 to meropenem, 51% to amikacin, and 81 to gentamicin
{via EUCAST criteria). The plazomicin MiCs o was 05/64 mg/L. with 85 of MICs <2 mg/L and 87% of
MICs =4 mg/L Elevated MICs to plazomicin were not associated with a specific carbapenemase or bacterial spe-
cies. The MICs of plazomicin against CPE were lower than those of other aminoglycasides. Plazomicin is a prom-
sing drug for the treatment of CPE infections.

© 2017 Blsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

carbapenem resistant, followed by Aci ter and Pseud

(Nordmann et ak, 2009; Toledo et al., 2012).

The current antimicrobial resistance profile of Gram-negative
bacteria has been an important challenge to the treatment of health-
care-associated infections (HALs) (Nordmann et al, 2011). In this oon—
text, the most common pathogens of HAI are Ac bacter b

The options available for treatment of carbapenemase-producing
Enrterobacteriaceae (CPE) infections are aminoglycosides, fosfomycin,
polymyxins, and tigecycline. Aminoglycoside and polymyxin use is

Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacteriaceae. In Brazil, Enterobacteri-
aceoe has been the predominant etiology of HAI, and 50% of them are

* Correspoading author. Tel +55-41-30601865.
E-mall address: {edpe tuon@pucpetir (FF, Tuoa)

hirpss//dotorg/ 10,1056/ diagmicrotio 2017.11.004
0732-25593/0 2017 Elsevier Inc. All nighas reserved.

limited due to concerns over nephrotoxicity, intravenous fosfomycin is
not available in Brazil and tigecycline is not indicated for severe
infections and resistance has increased. In Brazil, the most common
CPE &5 Klebsiella pneumoniae, and the main carbapenemase Is
K. pneumoniae carbapenemase (KPC) type 2/KPC-2 (Arend et al,
2015). However, there are also some reported cases of infections due
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o Enterobacteriaceae carmying Mew Delhi metallo43-lactamases { WD ),
Imipenemase |IMP), Verona integron-encoded metallo-f-lactamase
[WIM), Guiana extended spectrum [GES), and oxacilinase-48-type
[OXA-48) in Brazil (Sampaio and Gales, 2016).

Plazomicin is a next-generation aminoglycoside derived from
sisomicin and contains structural modifications that allow it to retain
activity in the presence of common aminoglycoside resistance mecha-
nisms. Plazomicin has potent acivity against Enferobactertaceae, includ-
ing mudtidrug reskstant isolates. Authors have previously evaluated the
activity of plazomicin against collections of contemporany CPE from din-
ical isolates (Galani et al, 2012; Haddar et al, 200 6; Livermore et al, 2011;
Rodriguez-Avial etal, 2015, Walkty et al, 2014; Zhang et al,, 2017). These
studies demonstrated that plazormicin was active against most strains, in-
cluding KPC-producing strains. However, there is no study evaluating
plazomicin activity against carbapenemase-producing Brazilian strains
of Enterabacterioceae.

The aim of this study is to evaluate the plazomicn activity against
CPE from different Brazilian hospitals.

2 Methods
2.1, lsolates

A motal of 4000 carbapenem-resistant Enterobacteriaceas (CLS1
criteria) were consecutively collected frorn 50 Brazilian hospitals (Rio
de |aneiro, 530 Paulo, Curitiba, Pormo Alegre, Cascavel, Londrina,
Maringa, Joinville, Ponta Grossa, Foz do lguacu, Francisco Beltrde)
from January 2013 to October 2015, Only clinically significant isolates
were included inthe study (1 per patient) and were from bloodstream,
respiratory tract, cerebrospinal fluid, and other infections. Species
identification was performed using standard microbiology methods
and confirmed when necessary by automated method using the
WITEK® 2 system | boMérieux, Marcy L'Etoile, France) following the
manufacurer's instructions. Five hundred carbapenem-resistant
Enterabacterincene isolates [CLSI criteria) from different cities were
selemed randomly for antimicrobial susceptibility testing. One isolate
did not have a carbapenemase gene amplified and was excluded from
further study. In total, 499 isolates were induded, specifically Klebsiella
spp. [n = 371), Entevabacter spp. (n = 73), Escherichda coli (r = 18);
Serrotia spp. (A = 13), Citrabacter spp. (7 = 10); Morganella morgommii
[m = 6); Providencia spp. (n = 4), Proteus spp. (n = 2), Edwardsiella
heshdnae (r = 1), and Beoutells planticols (r=1).

22 Antimicrobiol Suscepribiliny Testing

Minimal inhibitory concentrations {MICs) for colistin sulfate |Sigma-
Aldrich, St Louks, MO, tigecycline | Sigma-Aldrich), meropenem [ Sigma-
Abdrich), amikacin (Sigma-Abdrich), gentamicin (Sigma-Aldrich), and
plazomicin (Achacgen, South San Francisco, CA) were tested by the
broth microdilution method as described by the 151 (2015). Mlazomicin
was supplied by Achaogen. Due o intrinsic resistance or poor activity,
colistin was not evaluated against Sermatia spp., Proteus spp, Prod
spp. and M. morganii. Tigecycline was not evaluated against Proteus
spp., Providencia spp. and M. meorganii. CLS1 and EUCAST breakpoints
were applied when available (CLSI, 2017; EUCAST, 2017). FDA
breakpoints were used for tgecycline (FOA, 20100

2.3, Carbapenemase identification

Isolates were selected for molecular characterization based on a
carbapenem-resistant phenotype [ modified Hodge test, CLSI criteria).
Carbapenemase detection was performed by mulriplex real-time paly-
merase chain reaction [H:RJ far bhll‘- NIL,',, Mﬂcs-ll-- Nﬂnm—w-ll—.
Mlagpe, and blapns- (Monteiro et al., 2012). Conventional PCR was
performed to detect the presence of o as previouwsly described
[Martins et al, 3016). To identify enzymnes subtypes, the PCR

products of isolates that were pasitive for bimere, b, B i and
Dl as-se Were purified using the ExoStar kit { GE Healthcare) and se-
quenced using a BigDye Terminator kit (version 3.1) and an ABI 3500
Genetic Analyzer [Applied Biosystems). The sequences obtained were
cormpared by BLAST on NCHI database.

2. Strnisrical Analysis

Comparison of MICs for each antibiotic between groups was per-
formed by Mann-Whimey U test. Correlations betwean pairs of vari-
ables were calculated by Spearman’s rank test. Significance level was
considered as P = 05. Statistical analysis was performed using 1BM
SPSS 23 (SPSS Inc. Chicago, IL).

3. Results

Of the 500 carbapenem-resistant Enferobacteriaceas isolates collect-
ed during 2013 and 2015, 499 encoded carbapenemase genes. The most
prevalent gene amplified was Mawee (0 = 397), followed by bl
(n = B1), Moy, 4 (R = 12}, and blay,,. , (n = 3). Other genes were
identified in only 1 isolate each: blagg , Maep g B 1. B8 7o
and ba,p, . One solate had 2 carbapenemase genes (blay,, and
blawa)-

The antimicrobial susceptibility of isolates is in Table 1. Based on
ELICAST criteria, nonsusceptibility to colistin, tigecycline, meropenem,
amikacin, and gentambcin was 33%, 24% 07K 50, and B2 respectively.
Urilizatsom of the CLSI/FDA criteria resulted in lower susceptibility rates
for all antimicrobials, except for meropenem (# < 05). Plazomicin
MIC, g g Was 05264 mg/L

Plazomicin had an MIC 52 mg/L for B4% of isolates and an MIC
=4 mg/L for B7E of isolates. Among 435 isolates with plazomicin MICs
=4 gL, 323 (74%) and 129 (30%) were nonsusceptible to gentamicin
and amikacin, respectively. There were 158 (32%) isolates
nonsusceptible to both gentamicin and amikacin, and in 99 (63%) of
thern, the MIC to plazomicin was less than 4 mg/L All isolates that
had plazomicin MICs 28 mg/L (r = 64) were not susceptible to
gentamicin. In addition. 59 of the 64 (99%) were also ot susceptible
o arnikacin ( Table 2). Furthermore, of the 499 samples analyzed, 36
(7.2%) were resistant to all antimicrobials tested (including KPC-,
MO8, OXA-48-, and VIM-1-prodsdng strains), and plazomicin had an
MIC s2 mg/1 against 20 (55%) of the isolates. [See Table 3.)

4. Discussion

The prevalence of CPE has expanded globally since 2000, The most
common mechanism of carbapenem resistance is the production of
KPC enzymes, which are most prevalent in K pnewmonioe isolates.
MOM and OXA-4E carbapenermases are reported but are less prevalent

Tahile 1

Acxiviry of plazomicin, meropenem, ine, gentamicin, and amikacin agains
499 CFE Enlates from 50 Brazilan hospitaks [2013-2015).

Antimicroibial agend WIC {mg/L] s ELCAST  Pralee®
e of ieclates [rag— I-ENE S-3NS
Plazomicin (459) [T 012564 - - =

(4a8) 128 356 s05-=25 158 3-87 oasd
Colistin (474]* L) S0125-64 - ar-33 -
Tigeoychine (487" D5 I =003-16 955" TE-24 <0001
Centamicin (459 B4 B4 0I5B I-TE 15-81 AT
Amikacmn |459] 16 =512 51-+512 B2-38  489-51 1000g

5 = susceptible; N5 = no susceptibie.

# D tn inbrinsic resdstance or poor activiny, colistin was nat evaluated against Serrania,
Proess, Providenda species, or M. sorgandl and tigecycline agadne Proseus, Providesoiy
species, and M. morganid

* FDA breakpoints wene used for tigeopcline.

“ Palue denotes difierence betwesn suscepoibility profile by ELICAST and COLSLFOA for
thee different drugs tested.
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Tatee 2

Plazramibcin WIC distribation amaorg sclates according gentamicin and amikacin seeceptibiliy.

Amineghycoeaidas Plazoamicin MIC |mg/l]

01325 azs 0.5 1 2 4 B 15 n =64
Gentamicins [n = 112) 8 28 EE] o 12 5 o a
Curmlative percentage = I BIE = E= 100 THE o0 100E T
Gentamicin N5 [n = 3B7) 45 m a5 - n 5 4 a a 60
Curmulanive percencage 12x A0 B TEx for= X B4L B4z 84X M=
AmikacinSin = 311] gl 1o ‘a8 41 3 5 4 a o 1
Cumalative percentage {13 453 TTE foicd oTx oax 10T Lo 10T 10
Amikacin NS (n = 188] 23 za 30 i 12 5 a a o 58
Curmmlative percentage 2% 28T 44t 555 (== BOX BIT = BOX T
Centamecin MSamikaon NS (B = 158) k] 21 20 12 15 4 o a [} 59
Curmlative percentage 12% 255 38% S0 (= BIX 63X BIX BIX T
Gentamicin M5/amikacin 5 (n = 23) 18 a0 75 ] T 1 4 1] 1] 1
Curmlative percentage 1= 51% BIT o4 o7 oax THE 100 100E T
Cemtamicin 5/amikacin NS (n = 30) 4 B 10 4 3 1 a 1] o o
Cummilanive percentage 13z A TIL X a7 00T 1M Toos 100 oo
Gentamicin 5/'amikacin 5 [n = B2 4 20 23 1B 15 4 a o o L]
Cumulative percentage 5% 23 57X T o5% 100E T0I o0 10T oo

than KPC [van Duin and Bonoma, 2016). The mortality rate from ima-
sive CPE infections reaches up to 40%, and the pathogens causing
these infections are almost abways resstant to all P-lactams including
carbapenams and many other classes (Dod and Paterson, 2015 Falagas
et al, 2014; Lee et al., 3016).

In Brazil, Enterpbacteriaceae are important nosocomial pathogens
in many medical centers throughout the country [Arend et al., 2015;
Toledo et al, 2012). KPC-producing K preumondge has been the primary
CPE reported in Brazil and, in this study, composed 328 of 397 KPC-
producing isolates. \We also found 81 NDM-producing Enterabacterineeae,
which included 34 Klehsiefla spp. and 32 Enferobacter spp. isolates. Mota-
bily, the first report of MDM in Brazil was in 2013, and now, although
this enzyme has been reported in different states of our country, it is
atill nat widely disseminated | Sarmpaio et al, 2014).

Armninoghycosides are one of the most commonly wsed classes of an-
timicrobials for the treatment of infections, including those caused by
CPE, either as monotherapy or in combination therapy with other das-
se5 of antimicrobials {Kontopidou et al, 3014 ). In owr study, there were
Oty | 20°) solates nonsusceptible to both gentamicin and amikacin with
the MIC to plazomicin less than 4 mg/L, indicating that plazomicin
would be a therapeutic option in cases of gentamicin/amikacin-

Table 3
PLazimicin WIC distribemion i relacon to the carbapensmase cype produced by the solies.

resistant enterobacteria infectons. In addition, when applying CLS1 or
EUCAST criteria. isolates were nonsusceptible o amikacin in 38% and
51K respectively. Due to the different criteria established by ELICAST
and by CL51 for amikacin in partoular, the susceptibility profile for this
aminoghycoside should be interpreted with caution because there was
a staristically significant difference between the interpretation when
assessed using the different criteria (P = .0008). In addition, Miro
et al. [2013) found a discrepancy berween the presence of resistance
genes (aminoglycoside-modifying enzymes [AMEs]) for amikacin and
phenatypic expression determined by the breakpoints established by
CLS1 (Miro et al, 2013).

Tigecycline has been used for the treatment of CPE. In the present
study, tigecycline had good activity (MICso 50 = 0.5/2 mg/L) against
the isplates overall, but there was still 2 high percentage of resistant kso-
lares { 24% according to ELCAST) as has been ohserved in other studies
[wan Duin et 3., 2004).

There was a high percentage of colistin nonsusceptibility [33%E)
against the isolates in this shady, excluding isolates with intrinsic resis-
tamce. The rate of resistance to the polymysns has increased, and it s of
ot to recall that the use of polymyxins was restricted until the appear-
ance of CPE in 2001 | Yigit et al, 2001). Colistin has been associated with

Carbapenemase Plaromicin MIC {mg/L1]
Type 0125 0I5 as 1 2 4 8 16 3z B4 =54
KPC-2 gl 123 i 43 3 B 9 41
Curmmlative percentage 24 T (=54 br: 85X BET BEL BEL BEL B9 LiiE
HOM-1 0 13 11 1 L] 3 4 7 1
Curmlative percentage 151 41% X BIX 80% 241 SO o0z o0z 99z 100T
BEC-1 1
Curmlative percentage o0z
GES-16 1
Curmlative percentage -4 14 =3 o= o= 100
GEE-5 1
Curmmlative percentage 14
INIP-1 1 1 1
Cursulative percentage = ks &Tx ETX 1.3 100% 0oz
NOM-1 + KFC-2 1
Curmmlative percentage 14 1.4 o 0 0 0x 0x 1.4 1.4 1.4 LiiE
ECA-3TO 1
Curmlative percentage 14 14 i

2 1 1 5 2 1
Curmlative percentage 7% 5% 3% 75% 52% 92% 52% 92% 92% 92% 100z
WIkA-1 1
Curmmlative percentage 14 1.4 100

53 38 28 (=] 41 1w 4 o o 16 Sl
Cumislative percentage T L (== pr 5% BT 38X 33X 33X 9% X
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a high incidence of acute kidney injury in retrospective and
prospective cohort studies (Kwon et al., 2015; Rigatto et al, 2016;
Tuon et al, 2014, 2016).

New and alternative agents are urgently needed to combat these
pathogens. Plazomicin (previously ACHN-490) is a next-generation
aminoglycoside derived from sisomicin and contains structural modifi-
cations that allow it to retain activity in the presence of common amino-
glycoside resistance mechanisms (Aggen et al, 2010). Recent clinical
trials showed the safety and efficacy of plazomicin (Cloutier et al,
2017, Connolly et al, 2017). Previous publications have suggested that
plazomicin may have the potential to treat serious infections (Falagas
et al, 2016; Garda-Salguero et al, 2015; Karaiskos et al, 2015; Syue
etal, 2016).

Against a large contemporary collection of Enterobacteriaceae from
50 representative hospitals in Brazil, plazomicin activity was more
potent than that of the comparator ammogiycosldes genmmdn
and amikacin. Our findings are consi with p that
slnwedplaunkmmbehlghlymapinstMDRclinkd solates of
Enterobacteriaceae, Including KPC- and ESBL-producing isolates
(Galani et al, 2012; Walkey et al, 2014).

The activity of plazomicin is retained in the presence of most AMEs,
which are typically encoded on plasmids and are the most common
mechanism of aminoglycoside resistance in Enrerobacteriaceae (Galani
et al, 2012, Walkty et al, 2014). An exception &5 AAC(2)-L a
chromosomally encoded AME that renders some . stuarrii resistant to
plazomicin, as well as to other aminoglycosides (Armstrong and Miller,
2010). To date, the primary mechanism of plazomicin resistance is
expression of acquired 165 rRNA methyltransferases, reported to be
associated with NDM carbapenemases (Bercot et al, 2011; Hidalge
et al, 2013; Rasheed et al,, 2013), and thus, aminoglycosides are not
considered therapeutic options for this group of bacteria (Livermore
ecal, 2011).

Interestingly, our findings showed 69 NDM-producing Enterobacte-
riaceae with MICs <4 mg/L to plazomicin. An explanation for these re-
sults could be related to the genetic element involved In the
transmission of the blay,,, genes. The predominant plasmid type re-
sponsible for spreading bla,g,,, , &5 the IncA/C type plasmids, and
many IncA/C plasmids with blay,, also carry various antibéotic resis-
tance genes, including 16S rRNA methyltranferases (Lee et al,, 2016).
However, studies involving NDM-producing Enterobacteriocege in
Brazil & rated a novel transp named Tn3000 into IncFlIK
and IncX3 plasmids involved in blaow gene transmission (Campos
etal, 2015). Clonal dissemination may also be respoasible or contribute
to this phenomenon. In these studies, aminoglycoside susceptibility was
variable, suggesting that the mechanism of resistance was due to the
presence of AMEs rather than 165 rRNA methyltransferase.

5. Conclusions

In conclusion, plazomicin was active against most of the CPE tested
in this study, with 87% of the isolates being inhibited by an MIC
<4 mg/L. The other therapeutic options typically used to treat infections
caused by CPE were also evaluated in this study, and isolates were var-
lably resistant to these antimicrobials. Isolates were most susceptible to
tigecycline, but this drug has restricted bioavallability. Therefore, based
on these data, plazomicin is a promising drug in antimicrobial therapy
for multidrug resistant CPE, including NOM-1 producers. However, fu-
ture molecular studies are suggested to determine the resistance mech-
anisms that contribute to high plazomicin MICs.
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Background: The presence of 165 rRNA methyliranferases [165-RMTases) in carbapenemase-producing
Eriterobacterales [CPE) is a major concern because it inactivates all elinical use of amineglycosides, including
plazomicin. The aim of this study is to investigate the prevalence of 165-RMTases in CPE nonsusceptible to
plazomicin collected in different Brazilian hospitals. Methods: All isolates with plazomicin MIC = 4 pg/mL
(n=67) were screened for the presence of 165-RMTases by sequencing. Results: 54 (3006%) isolates encoded
165-RMTase genes (41 rmtBl, 7 armA, 3 miD2, 1 rmtD ] and 2 rmtC). Among 41 samples rmtB1 positive, 40
co-harbored blaype 5 and 1 blagy, 45 gene. Of the seven isolates harboring armA gene, 6 were New Delhi Met-
allo-beta-lactamase (NDM)-producer. rmitD was only found in isolates Klebsiella pneumoniae Carbapene-
mase (KPC)-producers, one in Serratio marcescens with rmtD2, not reported in Brazil. Conclusion: The co-
existence of 165-RMTase and CPE is worrisome because of limited treatment options and the endemic char-

Amilkacin

acteristic of [KPC) and NDM in Brazil.

© 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 treat healthcare-associated infections,
mainly those caused by CPE [Rodriguez-Bano et 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 (Doi,
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-mail address: felipe.tuoni@pucpr.br (FF. Twen ).

hps: 'dol.org/ 10106/ jLdiagmicrobic. 2020115239
O732-EE03/0 2020 Elevier Inc. All

A total of 499 CPE (371 Klebsielln spp.; 73 Enterobacter spp.. 18
Escherichia coli; 13 Serratia spp.; 10 Citrobacter spp.; 6 Morganella
morganmnii; 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 Iguacu, Francisco Beltrao), were
previously characterized by our group in terms of sensitivity and
molecular profile using broth microdilution and polymerase chain
reaction (PCR) (Mamins 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 67
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
> B4 pg/ml and amikacin MIC ranged from 256 to = 512 pg/mL.
Those isolates with plazomicin MIC=4 pg/mL and MIC=8 pg/mL
demonstrated sensibility at least one of the aminoglycosides
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Table 1

Characteristics of carbapenemase-producing Enterobacterales [CPE)

MIC (pagfml)”

Isolave* Patient specimen Species Carbapenemase PLE GEN AME MEM
01RS Rectal Swab Enterobacter cleacae NDM-1 4 (] 2 16
O2RS Rectal Swals Enterobacter clracae NDM-1 4 =64 4 32
03RS NA Enterobacter clracae NDM-1 4 (=] 4 ]
5P NA Serratia marcescens GES-16 4 L] 256 256
05K Uring Klebsielle pneumo nine KPC-2 4 05 & 256
065P NA Proteus minzhilis KPC-2 4 2 =512 8
[ NA Morganella merganii Kpe-2 4 2 =1 4
D8RS Elood Klebsielln pneumo nige KPC-2 4 [} 4 128
0arR Elood Escherichia coli KPC-2 4 1 4 4
1008 Uring Escherichia coli KPC-2 4 05 4 4
18S Tracheal aspirate Providencia retigernt NDM-1 B 32 8 64
1285 Surgical wound Morganella morganii NDM-1 B [} 2 64
1305 Rectal Swab Klebsielln pneumo nige NDM-1 8 [} 2 256
405 Cerebrospinal fluid Enterabacter cloacae NDM-1 (=] =64 =512 2
1585 Rectal Swab Morganella morgamii NDM-1 (-] =64 =512 16
1685 Cutaneous abscesses Morganella morganii NDM-1 [} =64 =512 8
1785 Urine Klebsielln pneumonine NDM-1 [} =64 =512 32
18RS Uring Escherichia coli NDM-1 64 =64 =512 64
195P Ma Klebsielln pneumo nige NDM-1 (=] =64 512 64
2018 Diermal wound Klebsielle pneumo nine KPC-2 (-] =64 =512 64
21R) Blood Klebsielr pneumonine KPC-2 ] =64 512 =256
2R Tracheal aspirate Klebsielln pneumonine KPC-2 [} =64 512 =256
23R Elood Klebsielln pneumo nige KPC-2 (=] =64 256 =256
245P NA Enterobacter clracae NDM-1 [} =64 =512 128
258 Uring Klebsielle pneumo nine KPC-2 (-] =64 =512 256
26PR Tracheal aspirate Klebsielr pneumonine KPC-2 ] =64 =512 1
29 Urine Klebsielln pneumonine KPC-2 [} =64 =512 128
28R Elood Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 =512 64
2918 Tracheal aspirare Klebsielln aerogenes KPC-2 =6 =64 =512 64
30PR Urine Klebsiellr pneumo nine KPC-2 =6 =6 =512 64
ENla 3 Blood Klebsielr pneumonine KPC-2 =it =64 =512 64
J2rR Elood Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 =512 =256
3R Elood Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 =512 256
34rR Cerebrospinal fluid Klebsielln pneumo nige KPC-2 =6 =64 =512 64
35PR Tracheal aspirate Klebsiellr pneumo nine KPC-2 =6 =6 =512 64
I6PR Tracheal aspirate Klebsielr pneumonine KPC-2 =it =64 =512 16
7R Tracheal aspirate Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 512 4
JErR Elood Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 =512 64
J9rR Elood Klebsielln pneumo nige KPC-2 =6 =64 =512 32
A0iR Elood Klebsielle pneumo nine KPC-2 =64 =64 =512 32
A1PR Blood Klebsielr pneumonine KPC-2 =it =64 =512 32
42 Urine Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 =512 64
43R Urine Klebsielln pneumonioe KPC-2 =6 =64 =512 128
44PR Uring Escherichia coli KPC-2 =64 =64 =512 8
A5IR Uring Klebsiellr pneumonise KPC-2 =64 =64 =512 =256
A6 Blood Klebsielr pneumonine KPC-2 =it =64 =512 128
A47R) Blood Klebsielr pneumonine KPC-2 =it =64 =512 128
A8 Elood Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 =512 128
A0R| EBlood Klebsiells pneumomise KPC-2 =6 =64 =512 64
508 Elood Klebsielle pneumo nine KPC-2 =64 =64 =512 128
515F N Enterobacter cloacae KPC-2; NDM-1 =64 =64 >512 64
5IRS Blood Enterobacter cloacas OxA-d8 =6 =6 =512 ]
S3RS Rectal Swab Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 =512 =256
S4RS Rectal Swal Klebsielln pneumonige KPC-2 =6 =64 =512 256
55HS Rectal Swab Klebsielle pneumo nine KPC-2 =64 =64 =512 256
SEPR Urine Klebsielr pneumonine KPC-2 =it =64 =512 8
57PR Urine Escherichia ooli KPC-2 =6 =6 =512 32
SEIR Abscesses Klebsielln aerogenes KPC-2 =6 =64 =512 128
598 Urine Klebsielln pneumonige KPC-2 =6 =64 =512 256
BOPR Elood Providencia stumrtil KPC-2 =64 =64 =512 8
B1PR Blood FProvidencia stuartil KPC-2 =6 =6l =512 4
G2PR Urine Klebsiellr pneumonioe KPC-2 =it =64 =512 256
B3RS Tracheal aspirate Klebsielln pneumonioe KPC-2 =6 =64 =512 256
[155] Elood Klebsielln pneumo nige KPC-2 =6 =64 =512 256
BEIR Elood Klebsielle pneumo nine KPC-2 =64 =64 =512 256
BEIR Elood Klebsielle pneumo nine KPC-2 =64 =64 =512 128
GIPR Urine Klehsiellr nerogenes KPC-2 =it =64 =512 =256
BEIMR Elood Klebsielln pneumonine KPC-2 =6 =64 =512 64
PR Blood Enterobacter clracae KPC-2 =6l =64 =512 ]
TOrR Tracheal aspirate Serratia morcescens KPC-2 =64 =64 =512 256

“ Letters indicate the State of Brazil: RS, Rio Grande do Sul; &), Rio de Janeino; PR, Parand; SP, Sao Paulo.

b Abbreviations: PLE = plazomicin; AME = amikacin; GEM = gentamicin; MEM = meropenem; NA =not available .
© Isolate excheded by Enterobacterial Repetirive intergenic Consensus Polymerase Chain Reaction [ERIC PCRL
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Tabile 2
Distriburion of 165 rRNA methylrranst in plazomicin eptible carhapenemase-producing Entershacterales clinkcal isolares according FDA breakpoines.
Plazommicin MIC [ ig/ml)
Specie and carbapenemase 165 rikMA methyliransferase gene 4 8 16 32 64 =64 Total
Klebsiella pnennoniae (41)
KPC-2 Bl 5 a7 32
KPC-2 ] 1 1
KPC-2 D2 2 2
KPC-2 omA 1 1
KPC-2 - 2 2
NDM-1 A 1 1
NDM-1 i 1 1
NDM-1 - 1 1
Enterobacter cloacae (8)
KPC-2 il 1 1
NDM-1 A 2 2
DXA-4E Bl 1 1
KPC-2, NDM-1 i 1 1
NDM-1 - 3 3
Escherichia coli (5)
KPC-2 rHE] 2 2
NDM-1 mmA 1 1
KPC-2 - 2 2
Morganella morganii (4)
HNDM-1 armA 2 2
NDM-1 - 1 1
KPC-2 - 1 1
Klebsiella aerogenes (3)
KPC-2 L) 3 3
Providencia stuarti] (2)
KPC-2 L] 2 2
Serratia marcescens (2]
GCES-16 - 1 1
KPC-2 D2 1 1
rettgeri (1)
NDM-1 - 1 1
Proteus mirabilis (1)
KPC-2 - 1 1
Total L] 3 [}] o 13 41 67

(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, rmtA,
rmitB, rmeC, rmiD, rmtE, rmtF, rmiG, rmtH, 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 pg/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 rmtB gene was found in 41 (75.9%) isolates, followed by
armA in 7 (13%), rmeD in 4 (7.4%) and rmtC in 2 (3.7%) samples. All
rmtB genes were classified as rmtB1 by genetic sequencing and,
among four rmtD, 3 were rmtD2 and 1 was rmD1i.

Among 41 isolates with rmeB1 gene, 40 samples co-harbored
blagee.2 and one Enterobacter clogeae blaoxa.ss gene. Of the 7 isolates
harboring armA gene, 6 were New Delhi Metallo-beta-lactamase
[NDM)-producer, and one Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumo-
niae Carbapenemase (KPC)-2-producer. The rmtD gene was found in
Klebsiella pneumonige, 2 with rmtD2 and 1 rmtD1, and one Serratia
marcescens with rmtD2, all isolates KPC-producers. Two isolates har-
bored the rmtC gene, one Klebsiella pneumoniae blaype,., positive and
one Enterobacter cloocae co-harboring blaygee » and blayps., genes
(Table 2). rmtB1 was the most prevalent gene (41/75.5%), followed by
armA (7[13%), rmtD (4{7.4%) and rmtC (2/3.7%).

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

genes (armA, 44.6%; rmtC, 19.2%; rmtF, 18.0%; rmiB, 11.4%) and sev-
eral (93.4%; 712/762) also carried carbapenemases, blayp. (592/
712; B3.1%) and blapys.as. ik (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 blayny., were predominant
(Wangkheimayum et al, 2017).

In our study, blagec, was present in all isolates rmiD positive
(n=4) and 40 of 41 rmtB! (32 K. pneumonige), whereas armA and
rmiC were present mainly in isolates NDM-producers. Association of
rmiB1 and blagpe » 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. pneumoniage co-harbor-
ing rmtB1, blakec.z and Macrewas genes. These isolates belonged to
the clone ST258 which could explain in part the spread of rmtB1 in
our country (Cassu-Corsi 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 rmfC-harboring isolates, one K. pneumonioe NDM-1-
producer and one E cloacae KPC-2 and NDM-1 co-producer, not
reported in Enterobacterales in our country to date. RmitC 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}, RmtC 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., 2020).

Other 165-RMTases detected in previous studies in Brazil are rmiD
and rmuG (Fritsche 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 aeruginosa co-producing
SPM-1, following in K. pneumoniae and other Enterobacterales species
in Brazil (Doi and Arakawa, 2007). The variant rmtD2 was subse-
quently reported in E. aerogenes strain from Argentina and has also
been found in K. pneumoniae KPC-2-producer in Brazil (Bueno et al.,
2013). Interestingly, one rmtD2 gene of our study was identified in S.
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 methyltransferases in CPE isolates (10.8%). RmtB was the
most prevalent 165-RMTases among CPE notably in KPC-producer K.
pneumoniae. Other 16S-RMTases as ArmA, rmtD, and rmtC 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
susceptibility to amikacin and gentamicin, plazomicin could be an
important therapeutic option for CPE in our country.
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CAPITULO 3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE CEFTAZIDIMA-
AVIBACTAM E IMIPENEM-RELEBACTAM EM ENTEROBACTERALES
PRODUTORES DE KPC

3.1 INTRODUCAO

Antimicrobianos beta-lactamicos sdo considerados 0s agentes mais
utilizados na pratica clinica para o tratamento de infeccbes bacterianas devido
as suas propriedades farmacoldgicas, principalmente a baixa toxicidade.
Representam cerca de 60% de todos os antimicrobianos usados como terapia
e prevencdo de doencas infecciosas na medicina, agricultura e pecuaria
(EGOROV; ULYASHOVA; RUBTSOVA, 2020). No entanto, sua eficacia clinica
foi afetada com a evolugcdo dos microrganismos, que adquiriram diversos
mecanismos de resisténcia para sua sobrevivéncia (NOVAL et al., 2020).

O aumento crescente nos casos de resisténcia antimicrobiana em
Enterobacterales em todo o mundo nas Uultimas trés décadas deve-se
principalmente a produgcdo de enzimas capazes de inativar os antimicrobianos
beta-lactamicos, as chamadas beta-lactamases. Essas enzimas espalharam-se
rapidamente, principalmente através de elementos genéticos mdveis, como
plasmideos e transposons, presentes nas bactérias (LYNCH; CLARK;
ZHANEL, 2021; NOVAL et al., 2020).

Os primeiros inibidores de beta-lactamases (acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam) surgiram nesse contexto para impedir a degradacéo
do antimicrobiano beta-lactamico a eles associados (PAPP-WALLACE et al.,
2020). A descoberta e posterior comercializacdo desses trés inibidores foi uma
grande evolucdo para a terapia antimicrobiana; porém, a especificidade no
espectro de inibicdo (ndo inibem as carbapenemases de classe A e pouca
inibicdo das enzimas de classe C) e o aparecimento e disseminacdo de novas
beta-lactamases, particularmente das classes B e D, gerou a necessidade pela
busca de novos inibidores (VAZQUEZ-UCHA et al., 2020).

Avibactam e relebactam sdo os primeiros inibidores de beta-lactamases
nao beta-lactamicos e fazem parte da classe diazabiciclooctanos (DBOs). Sao
capazes de sofrer desacilagcdo da enzima a qual se ligaram sem serem

modificados e, consequentemente, inibir outra molécula de beta-lactamase
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(PAPP-WALLACE et al., 2020). Embora possuam atividade muito semelhante
contra beta-lactamases de classe A e C e inativos contra metalo-beta-
lactamases (classe B), relebactam tem pouca ou nenhuma atividade contra as
enzimas de classe D (MATESANZ, 2021; TOMPKINS; DUIN, 2021).

O objetivo do presente estudo € avaliar a atividade da ceftazidima-
avibactam e imipenem-relebactam contra Enterobacterales produtores de KPC,

a carbapenemase mais prevalente no Brasil.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Isolados

Um total de 299 Enterobacterales produtores de KPC previamente
identificadas (163 Klebsiella spp.; 51 Serratia spp.; 38 Enterobacter spp.; 22
Escherichia coli; 12 Citrobacter spp.; 7 Morganella morgannii; 3 Proteus spp.; 2
Salmonella spp.; 1 Providencia spp.) foram selecionados de diferentes
hospitais localizados em seis estados brasileiros (Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul) entre janeiro
de 2013 e setembro de 2020. Morganella morgannii; Proteus spp. e
Providencia spp. foram incluidas na tribo Proteeae (JANDA; ABBOTT, 2021).
Todas as amostras foram isoladas de material clinico e apenas um isolado por

paciente foi selecionado.

3.2.2 Determinacao da concentragdo inibitoria minima

A CIM para ceftazidima, ceftazidima-avibactam (CAZ/AVI), imipenem,
imipenem-relebactam  (IMI/REL), cefepima, meropenem, amicacina,
gentamicina, sulfato de colistina e ciprofloxacino foi determinada pelo método
de microdiluicho em caldo (MDC) conforme o documento do CLSI (2015).
Todos os antimicrobianos foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MI),
avibactam pela Pfizer, Inc. (Peapack, NJ) e relebactam pela Merck and Co.,
Inc. (Kenilworth, NJ). A concentracdo de avibactam e relebactam manteve-se
constante (4 mg/L). Os isolados e cepas controle (Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705 e Klebsiella pneumoniae
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ATCC 700603) foram testados em triplicata. Todos os dados foram
interpretados de acordo com os pontos de corte do CLSI e EUCAST. Para a
tribo Proteeae, a CIM foi determinada para todos os antimicrobianos, porém, a
taxa de sensibilidade foi excluida do célculo para o IMI/REL devido a auséncia
de pontos de corte para esses microrganismos. Para a analise do perfil de
sensibilidade a colistina, a tribo Proteeae e Serratia marcescens foram

excluidas devido a resisténcia intrinseca por eles apresentada.

3.2.3 Deteccdo de metalo-beta-lactamases e OXA-48-like em amostras
resistentes ao CAZ/AVI e IMI/REL

A deteccao de metalo-beta-lactamases (NDM, VIM, IMP) e OXA-48-like
foi realizada pelo teste imunocromatografico NG-Test CARBA 5 (NG Biotech,
Guipry, France) para as amostras resistentes ao CAZ/AVI (CIM = 16 mg/L) ou
resistentes ao IMI/REL (CIM = 2 mg/L), segundo instru¢cdes do fabricante.
Resultados positivos foram confirmados por PCR para o0 gene de
carbapenemase detectado (BRADFORD et al., 2004; ELLINGTON et al., 2007;
POIREL et al., 2004). Os controles utilizados foram K. pneumoniae ATCC BAA
1705 (KPC-2 positiva), K. pneumoniae NCTC 13443 (NDM-1 positiva) e K.
pneumoniae NCTC 13442 (OXA-48 positiva).

3.2.4 Anélise estatistica

A comparacao das CIMs para cada antimicrobiano entre as diretrizes do
CLSI e EUCAST foi realizada pelo teste Qui-quadrado entre isolados sensiveis
e ndo sensiveis. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05. A analise
estatistica foi realizada usando IBM SPSS 23 (SPSS Inc., Chicago, IL).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A inclusdo de beta-lactdmicos associados a novos inibidores de beta-
lactamases no arsenal terapéutico contra EPCs tem sido avaliada em varios
estudos in vitro e in vivo (HEO, 2021; KARAISKOS et al.,, 2019b, 2021;
KULENGOWSKI; BURGESS, 2019; POWLES et al., 2018). Os resultados
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mostram-se favoraveis, além de serem menos téxicos do que outros agentes
comumente utilizados, como colistina e aminoglicosideos.

Em nosso estudo, CAZ/AVI exibiu a maior taxa de sensibilidade geral
(98%). Na América Latina, um estudo que avaliou as taxas de sensibilidade ao
CAZ/AVI em isolados de EPCs entre 2015 e 2017 demonstrou a mesma taxa
de sensibilidade encontrada em nosso estudo, tanto no Brasil quanto na
Argentina. Na Coldémbia, a sensibilidade foi de 91,8%, seguida pela Venezuela
(70,8%) e uma reducédo substancial foi observada no México (18,8%) (STONE;
PONCE-DE-LEON, 2020). Em outro estudo com 396 isolados clinicos de
Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos da Argentina, Brasil, Chile,
Coldbmbia e Meéxico coletados entre janeiro de 2016 e outubro de 2017,
CAZ/AVI foi ativo contra 77,5% dos isolados (CIMso = 2 mg/L, CIMgo = 128
mg/L), sendo superior ou igual a da tigeciclina (APPEL et al., 2020). O perfil de
sensibilidade e a CIMso90 para todos os antimicrobianos testados estdo
representados na Tabela 3.1.

Em ambos os estudos da América Latina descritos anteriormente, as
diferencas na sensibilidade ao CAZ/AVI podem ser explicadas por areas
geograficas e hospitais distintos incluidos no estudo e mudancas nha
epidemiologia dos mecanismos de resisténcia entre os periodos analisados.
Um aumento no nimero de beta-lactamases de classe B, na qual CAZ/AVI ndo
tem acdo, ou o surgimento de diferentes mecanismos de resisténcia em K.
pneumoniae produtor de KPC, sdo cada vez mais frequentes. Tal fato ressalta
a importancia de identificar e diferenciar o tipo de carbapenemase antes de
escolher CAZ/AVI como agente terapéutico.

Um estudo realizado na Grécia entre janeiro de 2018 e mar¢co 2019
avaliou a eficacia terapéutica de CAZ/AVI em pacientes com bacteremia
causada por K. pneumoniae produtor de KPC em comparacdo com uma coorte
pareada de pacientes tratados com agentes antimicrobianos mais antigos. A
menor mortalidade foi observada em pacientes tratados em monoterapia com
aminoglicosideos (1/6, 16,7%) ou CAZ/AVI (13/71, 18,3%). Regime de
tratamento contendo CAZ/AVI foi o Unico preditor independente de sobrevida
(KARAISKOS et al.,, 2021). Amicacina e gentamicina, aminoglicosideos

avaliados em nosso estudo, apresentaram altas taxas de resisténcia para K.
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pneumoniae segundo o EUCAST (48% e 66%, respectivamente) e nao
representariam uma opc¢ao terapéutica para esses isolados.

Entre as EPCs, mais de 90% produzem ao menos um tipo de enzima
modificadora de aminoglicosideos (EMA), principal mecanismo de resisténcia
dessa classe de antimicrobianos (ALMAGHRABI et al., 2014). Essa
caracteristica explica as altas taxas de resisténcia e a grande diversidade no
perfil de sensibilidade entre Enterobacterales. Considerando todas as amostras
avaliadas em nosso estudo, amicacina e gentamicina apresentaram 41% e
59% de resisténcia, respectivamente, segundo as diretrizes do EUCAST. N&o
houve diferenca estatistica significativa quando os pontos de corte do CLSI
foram utilizados (amicacina: p=0,0618; gentamicina: p=0,5629).

O tratamento com CAZ/AVI foi avaliado em um estudo com 29 pacientes
com infeccbes causadas por Enterobacterales produtores de KPC-2 e
resistentes as polimixinas em trés hospitais brasileiros, entre agosto de 2016 e
maio de 2018. Terapia combinada com tigeciclina, polimixina, meropenem,
amicacina, gentamicina ou fosfomicina foi utilizada em 14 (48,3%) pacientes. A
cura clinica foi observada em 24 (82,7%) pacientes e a resposta microbioldgica
foi avaliada apenas nas infec¢cdes de corrente sanguinea (12 pacientes) e
todos evoluiram para a cura microbiolégica. CAZ/AVI mostrou ser uma 0pgao
para o tratamento de infec¢cdes graves causadas por Enterobacterales KPC-
positivas de dificil manejo (GUIMARAES et al., 2019). Em nosso estudo, das
299 amostras avaliadas, 49% (n=146) mostraram-se resistentes a colistina,
seja por mecanismo intrinseco ou adquirido, e CAZ/AVI seria uma opcao
terapéutica para 97% (n=142) desses isolados.

A elevada taxa de resisténcia a colistina detectada em nosso trabalho é
um dado que chama a atencéo e reflete a preocupacao ja existente descrita em
um estudo realizado na cidade de Sao Paulo. Foi observado um aumento anual
alarmante na taxa de resisténcia a polimixina B entre isolados de K.
pneumoniae produtores de KPC-2, que passou de 0% em 2011 para 27,1% em
2015 (BARTOLLETI et al., 2016). Além disso, outros estudos concluiram que a
resisténcia a colistina aumentou as taxas de mortalidade de pacientes com
bacteremia causada por ERCs (BALKAN et al., 2021; HAKEAM et al., 2021).
Considerando apenas as amostras resistentes a polimixina em nosso trabalho,

CAZ/AVI seria uma opgao terapéutica para 97% dos isolados.
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Tabela 3.1 — Atividade e perfil de sensibilidade de CAZ/AVI, IMI/REL e agentes comparadores contra Enterobacterales produtores de KPC, segundo as

diretrizes do CLSI e EUCAST.

CIM (mg/L)
Enterobacterales
MER IMI IMIREL CAZ CAZAVI CPM GEN AMI coL? CIP
Klebsiella spp. (163) ClIMso 32 32 0.25 64 0,25 64 64 8 0.5 >32
ClIMgo >128 128 1 >128 2 >256 >128 >256 >16 >32
S (%) CLSI 1 0 92 2 99 4 37 63 NA
S (%) EUCAST 4 1 98 1 99 1 34 52 57
Serratia marcescens (51) ClIMso 128 64 0.5 16 32 2 8 >16
CIMgo >128 128 2 128 2 256 >128 >256 >16 >32
S (%) CLSI 0 0 84 4 96 0 55 59 NA 37
S (%) EUCAST 0 0 92 0 96 0 51 53 0 37
Enterobacter spp. (38) CIMso 8 16 0.5 128 1 64 32 4 0.25 8
ClIMgo 32 32 1 >128 4 >256 128 64 >16 >32
S (%) CLSI 5 97 0 100 0 32 76 NA 5
S (%) EUCAST 16 100 0 100 0 29 71 76 5
Escherichia coli (22) CIMso 4 0.5 16 0,25 8 0.5 0.125 32
CIMoo 64 32 0,5 128 0,5 64 128 8 4 >32
S (%) CLSI 41 100 23 100 23 68 91 NA 32
S (%) EUCAST 45 100 100 4 68 91 86 32
Proteeae (11) ClIMso 0,5 32 0.5 4 0,125 64 2 2 >16 0,25
CIMoo 8 32 8 32 0,25 128 32 >256 >16 >32
S (%) CLSI 64 0 NA 64 100 64 73 82 NA 54

Continua



Continuacao

CIM (mg/L)
Enterobacterales
MER IMI IMIREL CAZ CAZAVI CPM GEN AMI coL® CIp
S (%) EUCAST 64 0 NA 36 100 36 73 73 0 54
Citrobacter spp. (12) CIMso 8 8 0,5 128 0,5 64 0,5 4 0,25 16
CIMoo 32 32 8 >128 >32 128 >128 >256 2 >32
S (%) CLSI 25 0 75 8 83 58 83 NA 33
S (%) EUCAST 33 0 83 0 83 58 83 92 33
Salmonella spp. (2) CIMso <0,25 4 0.25 16 0,25 1 2 0.125 <0.06
CIMoo 1 4 0.25 128 0,25 16 >128 64 4 0.125
S (%) CLSI 100 0 100 0 100 50 50 NA 100
S (%) EUCAST 100 0 100 0 100 50 50 50 100
Total (299) ClIMsg 32 32 0.5 64 0,5 64 16 8 2 >32
CIMgo >128 128 2 >128 2 >256 >128 >256 >16 >32
S (%) CLSI 8 0 91b 6 98 6 44 67 NA 17
S (%) EUCAST 12 0 97°b 2 98 2 41 59 51 17

Fonte — A autora.

96

Legenda — NA: ndo avaliado. S: sensibilidade. 2 O perfil de sensibilidade a colistina nédo foi avaliado pelo CLSI devido a auséncia de ponto de corte para

sensibilidade. ® A tribo Proteeae foi excluida da andlise do perfil de sensibilidade ao IMI/REL pelo CLSI e EUCAST.
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Além da eficacia clinica, CAZ/AVI parece desempenhar um papel
importante na descolonizacgéo intestinal, podendo reduzir a taxa de selecao de
resisténcia e o desenvolvimento de infec¢gbes sistémicas. Um estudo
observacional, retrospectivo e multicéntrico avaliou a descolonizag&o intestinal
como um efeito secundario da terapia antimicrobiana com CAZ/AVI em 36
pacientes internados em hospitais da Italia. Entre os 12 pacientes do grupo
tratado com CAZ/AVI, 11 (91,7%) foram descolonizados e nenhum dos 24
pacientes do grupo controle foi descolonizado (BASSETTI et al., 2019Db).

A producdo de MBLs é considerada o mecanismo mais comum de
resisténcia ao CAZ/AVI (DOI, 2019). Cinco amostras em nosso estudo (2 C.
freundii CIM = 32 mg/L, 1 K. pneumoniae CIM = 32 mg/L, 1 S. marcescens CIM
=32 mg/L e 1 S. marcescens CIM = 16 mg/L) mostraram-se resistentes a esse
antimicrobiano. A pesquisa de MBLs do tipo NDM, IMP e VIM foi realizada para
essas 5 amostras através do teste imunocromatografico NG-Test CARBA 5.
Nas trés amostras com CIM = 32 mg/L (2 C. freundii e 1 K. pneumoniae), NDM
estava associada com a producéo de KPC (Figura 3.1). Os resultados foram
confirmados por PCR simples para KPC e NDM e as duas amostras de S.
marcescens foram positivas somente para KPC.

A associacdo de blakrc e Dblanom estda aumentando entre
Enterobacterales e observada em varios estudos no Brasil (BES et al., 2021;
FIRMO et al., 2020; QUILES et al.,, 2015). Esses resultados devem alertar
laboratérios e autoridades médicas para estabelecer métodos rapidos de
deteccdo, como € o caso de testes imunocromatograficos, para reduzir a
disseminacdo desse fendtipo de resisténcia antimicrobiana e evitar a falha
terapéutica. Em nosso estudo, o resultado do NG-Test CARBA 5 elucidou os

altos niveis de resisténcia ao CAZ/AVI.



98

Figura 3.1 — Pesquisa de MBLs do tipo NDM, IMP e VIM para 5 amostras resistentes ao
CAZ/AVI através do teste imunocromatografico NG-Test CARBA 5.
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Legenda — 1: Citrobacter freundii CIM = 32 mg/L; 2: Citrobacter freundii CIM = 32 mg/L; 3:
Klebsiella pneumoniae CIM = 32 mg/L; 4: Serratia marcescens CIM = 32 mg/L; 5: NCTC 13443,
controle positivo para NDM; 6: Serratia marcescens CIM = 16 mg/L). As setas azuis indicam a

presenca de KPC e as setas vermelhas a presenca de NDM.

Isolados resistentes ao CAZ/AVI por mutacbes na enzima KPC sao
geralmente observados apds a exposicdo do microrganismo ao tratamento com
0 antimicrobiano. A resisténcia € provavelmente consequéncia da dosagem
insuficiente de antimicrobiano em presenca de uma alta carga bacteriana
(MATESANZ, 2021). As duas amostras de S. marcescens resistentes ao
CAZ/AVI do nosso estudo provavelmente ndo foram expostas ao
antimicrobiano pois este foi aprovado em 2018 pela ANVISA e as amostras
foram isoladas em 2016 e 2018.

Variantes de KPC-3 e KPC-2 ndo foram detectadas por testes
imunocromatograficos em alguns estudos recentes (ANTINORI et al., 2020;
CANO et al., 2020; GALANI et al., 2020). No entanto, resultados positivos
foram encontrados por Mueller et al. (2019) para KPC-31 (variante de KPC-3)
(MUELLER et al., 2019a). A deteccédo rapida de carbapenemases é essencial

para o uso clinico do CAZ/AVI, porém, resultados falso-negativos entre
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variantes de KPC podem causar falha terapéutica (MOREIRA; CAIERAO,
2021). O sequenciamento de genoma completo pode identificar a presenca de
variantes nas duas amostras de S. marcescens resistentes ao CAZ/AVI do
Nosso estudo.

Outro mecanismo que poderia explicar a resisténcia de baixo nivel ao
CAZ/AVI (CIM = 16 mg/L e CIM = 32 mg/L) em S. marcescens ¢é a
superexpressdo do gene blakec, resultando em um numero aumentado da
enzima (CUI et al., 2020). O sequenciamento de genoma completo poderia
evidenciar esse mecanismo através da deteccdo de mutagbes na regido
promotora do gene/ou deteccdo de regibes duplicadas do gene no mesmo
plasmideo ou em plasmideo e cromossomo.

Em nosso estudo, nenhum isolado apresentou CIM = 8 mg/L e 8
isolados apresentaram CIM = 4 mg/L para CAZ/AVI (4 E. cloacae, 2 S.
marcescens, 1 E. hormaechi e 1 K. pneumoniae). Castanheira et al. (2020)
testaram isolados de Enterobacterales produtores de KPC-2 e KPC-3 com CIM
= 4 mg/L para CAZ/AVI na presenca ou auséncia de fenilalanina-arginil -
naftilamida (PABN), um inibidor de bomba de efluxo, e de nanopeptideo de
polimixina B (PMBN), capaz de aumentar a permeabilidade da membrana.
PABN nao diminuiu significativamente a CIM de CAZ/AVI; no entanto, a adigao
de PMBN demonstrou que a diminuicdo da permeabilidade de ceftazidima
através de OmpK36 na célula poderia ser a causa dos resultados elevados de
CIM de CAZ/AVI (CASTANHEIRA et al., 2020b).

Em outro estudo, a atividade antimicrobiana de CAZ/AVI contra
Enterobacterales exibindo diferentes perfis de permeabilidade da membrana
externa, especificamente presenca ou auséncia de porinas e expressao de
bomba de efluxo, foi avaliada. As porinas OmpF e OmpC de E. coli, OmpK35 e
OmpK36 de K. pneumoniae e Omp35 e Omp36 de K. aerogenes sdo vias de
entrada do avibactam para o periplasma nessas espécies. No entanto, outros
canais foram claramente acessiveis porque o avibactam exibiu atividade
antibacteriana contra isolados sem essas proteinas. Os resultados obtidos
também sugeriram uma relacdo entre o efeito antibacteriano moderado de
avibactam e a osmolaridade (PAGES et al., 2016).

IMI/REL foi o segundo antimicrobiano mais sensivel em nosso estudo,
96% segundo o EUCAST e 91% segundo o CLSI (p=0,0373). A ClIMsoe0 dos
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isolados de Enterobacterales foi de 32/128 mg/L para imipenem e 0,5/2 mg/L
para IMI/REL, com uma reducdo mediana de 6 vezes, variando de 2 a 7 vezes,
dependendo da espécie. Em comparagdo com CAZ/AVI, IMI/REL apresentou
melhor poténcia para Serratia marcescens e Enterobacter spp. e a mesma
poténcia para Klebsiella spp., Citrobacter spp. e Salmonella spp. A atividade do
IMI/REL foi igual ou superior para todas as espécies, com excecao da tribo
Proteeae.

As amostras de Morganella morgannii, Proteus spp. e Providencia
stuartii foram incluidas na tribo Proteeae e mostraram reducdo na ClMsogo de
imipenem apos adicdo de relebactam. Embora os pontos de corte clinicos
ainda nao estejam estabelecidos para esse grupo, 8 de 11 isolados
apresentaram CIM < 4 mg/L para IMI/REL, valor que corresponde ao ponto de
corte epidemiolégico ou Epidemiological cut-off value (ECOFF) segundo o
EUCAST (EUCAST, 2021). C. freundii foi a espécie que apresentou a menor
sensibilidade (75% pelo CLSI e 83% pelo EUCAST). Entre as 146 amostras
resistentes a colistina em nosso estudo, 123 (84%) tinham CIM < 1 mg/L para
IMI/REL, sendo uma alternativa para isolados dificeis de tratar.

A atividade do IMI/REL contra isolados de Enterobacterales nao
Proteeae na Europa entre 2015 e 2017 foi avaliada no estudo SMART (LOB et
al., 2020). Entre o grupo de amostras ndo sensiveis ao imipenem (n=474), a
sensibilidade ao IMI/REL foi de 42,4%. Analisando apenas as amostras KPC
positivas (n=138), a sensibilidade foi de 98,6%. Diferentemente da
epidemiologia brasileira, os isolados europeus apresentam alta prevaléncia de
MBL e/ou OXA-48-like (~60%), o que justifica a baixa sensibilidade ao IMI/REL
no grupo ndo sensivel ao imipenem. Em outros estudos que avaliaram
amostras KPC positivas, a sensibilidade variou entre 88% e 100% (CANVER et
al., 2019; GALANI et al., 2019a; GOMEZ-SIMMONDS et al., 2018;
KULENGOWSKI; BURGESS, 2019).

Um estudo conduzido por Karlowsky et al. (2020) nos Estados Unidos
entre 2015 e 2017 relatou que 66,4% dos 113 isolados nédo-Proteeae né&o
sensiveis ao imipenem isolados de infec¢des do trato respiratorio inferior eram
sensiveis ao IMI/REL (KARLOWSKY et al., 2020). Entre os 113 isolados, 74
foram molecularmente caracterizados e carbapenemases foram detectadas em

14 isolados (1,1% de todos os 1298 isolados de Enterobacterales n&o-
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Proteeae). Treze isolados carreavam KPC-2 ou KPC-3 e todos eram sensiveis
ao IMI/REL; um isolado carreava uma carbapenemase GES-20 (n&o sensivel
ao IMI/REL). Esse grupo estudado era composto principalmente por S.
marcescens (70,8%) sem carbapenemases adquiridas. Analisando apenas
amostras de S. marcescens em nosso estudo, também observamos uma
sensibilidade inferior ao IMI/REL (84% e 92%, segundo CLSI e EUCAST,
respectivamente). A baixa sensibilidade desse grupo bacteriano ao IMI/REL
poderia ser explicada pela expressao da enzima S. marcescens enzime (SME),
uma carbapenemase que pode estar presente no cromossomo dessa espécie e
gue possui maior capacidade de hidrélise do imipenem (BIAGI et al., 2020;
CAYO et al., 2017). Outros mecanismos que podem explicar a resisténcia ao
IMI/REL em S. marcescens sao alteragcdes na permeabilidade da membrana
celular atribuidas a mutacdes em porinas e associados a mecanismos
alternativos espécie-especificos de resisténcia (GOMEZ-SIMMONDS et al.,
2018).

Um estudo realizado na Grécia avaliou a epidemiologia e o perfil de
sensibilidade de K. pneumoniae produtor de carbapenemases isolados entre
2017 e 2020. Enquanto CAZ/AVI foi capaz de inibir todos os isolados de K.
pneumoniae produtores de KPC e OXA-48, IMI/REL inibiu 98,5% dos isolados
produtores de KPC e nenhum isolado de OXA-48 (MARAKI et al.,, 2022).
Canver et al. (2019) também nao obtiveram resultados favoraveis para IMI/REL
frente a Enterobacterales produtores de OXA-48. CAZ/AVI demonstrou uma
taxa de 90% de sensibilidade e IMI/REL foi capaz de inibir apenas 15% dos
isolados (CANVER et al., 2019).

A presenca de OXA-48 pode explicar a resisténcia ao IMI/REL e
sensibilidade ao CAZ/AVI em Enterobacterales. Em nosso estudo, 35 amostras
(incluindo a tribo Proteeae) apresentaram CIM = 2 mg/L para IMI/REL, ponto de

corte nao sensivel estabelecido pelo CLSI, e estdo descritas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Pesquisa de carbapenemase OXA-48 em amostras de Enterobacterales KPC positivas e ndo sensiveis ao IMI/REL segundo critérios de

interpretacdo do CLSI e/ou EUCAST através do teste imunocromatografico NG-Test CARBA 5.

E b I Numero da NG-Test CARBA 5 CIM (mg/L) INTERPRETAGAO CIM (mg/L)  INTERPRETAGAO
nterobacterales amostra NDM  OXA-48 IMI/REL CLSI  EUCAST  CAZ/AVI CLSI/EUCAST
C. freundii LEID194 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 1 S
C. freundii LEID217 POSITIVO NEGATIVO 8 R R >32 R
C. freundii LEID225 POSITIVO NEGATIVO 8 R R >32 R
E. cloacae LEID102 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 1 S
K. aerogenes LEID55 NEGATIVO NEGATIVO 8 R R 2 S
K. aerogenes LEID84 NEGATIVO NEGATIVO 8 R R 2 S
K. aerogenes LEID138 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 1 S
K. aerogenes LEID203 ND ND 2 I S 0,25 S
K. pneumoniae LEID68 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 2 S
K. pneumoniae LEID99 ND ND 2 | S 2 S
K. pneumoniae LEID107 ND ND 2 I S 1 S
K. pneumoniae LEID175 ND ND 2 I S 0,5 S
K. pneumoniae LEID251 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 0,5 S
K. pneumoniae LEID265 POSITIVO NEGATIVO 16 R R >32 R
K. pneumoniae LEID282 ND ND 2 I S 0,25 S
K. pneumoniae LEID288 ND ND 2 I S 1 S
K. pneumoniae LEID299 ND ND 2 | S 0,25 S
M. morganii LEID63 NEGATIVO NEGATIVO 4 ND ND 0,25 S
M. morganii LEID82 ND ND 4 ND ND <0,06 S
M. morganii LEID100 NEGATIVO NEGATIVO 4 ND ND 0,125 S
M. morganii LEID128 ND ND 2 ND ND <0,06 S
M. morganii LEID179 NEGATIVO NEGATIVO 4 ND ND 0,5 S
M. morganii LEID222 NEGATIVO NEGATIVO 2 ND ND <0,06 S
M. morganii LEID297 NEGATIVO NEGATIVO 8 ND ND 0,25 S

Continua
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£ b ' Numero da NG-Test CARBA 5 CIM (mg/L)  INTERPRETACAO  CIM(mg/L) INTERPRETACAO
nterobacterales amostra NDM  OXA-48  IMI/REL CLSI  EUCAST  CAZ/AVI CLSI/EUCAST
P. mirabilis LEID146 NEGATIVO NEGATIVO 32 ND R <0,06 S
P. mirabilis LEID296 NEGATIVO NEGATIVO 32 ND R 0,25 S
P. vulgaris LEID92 ND ND 4 ND R 0,125 S
S. marcescens LEID126 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 32 R
S. marcescens LEID2 NEGATIVO NEGATIVO 16 R R 4 S
S. marcescens LEID3 NEGATIVO NEGATIVO 32 R R 2 S
S. marcescens LEID195 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 0,25 S
S. marcescens LEID4 NEGATIVO NEGATIVO 16 R R 16 R
S. marcescens LEID207 NEGATIVO NEGATIVO 16 R R 2 S
S. marcescens LEID214 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 1 S
S. marcescens LEID257 NEGATIVO NEGATIVO 2 I S 0,125 S

Fonte - A autora.

Legenda — ND: ndo determinado; S: sensivel; I: intermediario; R: resistente.
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Utilizando os pontos de corte do EUCAST (CIM = 4 mg/L), 17 amostras
foram consideradas resistentes ao IMI/REL. Vinte e cinco isolados foram
selecionados para a pesquisa de OXA-48 pelo ensaio imunocromatogréafico
NG-Test CARBA 5. Nenhuma amostra foi positiva para OXA-48-like. O Teste
NG CARBA 5 detecta carbapenemases pelo reconhecimento de epitopos
conservados da enzima e, por esse motivo, apresenta vantagens na deteccéo
de OXA-48-like (ZHU et al., 2021). A presenca de NDM em trés das 25
amostras testadas explica a resisténcia ao IMI/REL e ao CAZ/AVI. Alteracdes
na permeabilidade da membrana s&o consideradas os principais mecanismos
de resisténcia ao IMI/REL (MASHALY; MASHALY, 2021b; PAPP-WALLACE et
al., 2020) e analises através de sequenciamento de genoma completo podem

ajudar na elucidacao de possiveis mecanismos de resisténcia.

3.4 CONCLUSAO

Ceftazidima-avibactam foi o antimicrobiano que apresentou a maior taxa
de sensibilidade (98%) entre os agentes testados. Entre as cinco amostras
resistentes ao CAZ/AVI, o teste imunocromatografico identificou a presenca de
NDM associada a KPC em trés amostras e elucidou os altos niveis de
resisténcia ao CAZ/AVI. O uso de testes rapidos pelos laboratérios deve ser
encorajado pela rapidez e confiabilidade dos resultados.

Imipenem-relebactam exibiu a segunda maior taxa de sensibilidade em
nosso estudo (96% e 91%, de acordo com EUCAST e CLSI, respectivamente)
e foi mais potente que CAZ/AVI para S. marcescens e Enterobacter spp. Entre
as amostras resistentes, nenhuma foi positiva para a enzima OXA-48 pelo teste
imunocromatogréfico.

Uma elevada taxa de resisténcia foi observada com a colistina (49%);
CAZ/AVI seria uma opcao terapéutica para 97% e IMIREL (CIM < 1 mg/L) para
84% desses isolados. Entre os aminoglicosideos, amicacina e gentamicina
apresentaram perfil de resisténcia elevados (41% e 59%, respectivamente)
segundo as diretrizes do EUCAST. Nao houve diferenga estatistica significativa
guando os pontos de corte do CLSI foram utilizados.

Nossos dados mostram-se muito favoraveis para o uso de CAZ/AVI e
IMI/REL em infec¢cbes causadas por Enterobacterales produtores de KPC.
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Infelizmente, resisténcia a ambos os antimicrobianos ja foi demonstrada.
Métodos diagnosticos rapidos e estudos geneéticos sobre 0s mecanismos
envolvidos nesses casos sdo de fundamental importancia para garantir a

eficacia do tratamento.
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Dear Editor,

Relebactam is a novel diazabicyclooctane f-lactamase inhibitor
that has recently been approved by FDA for use in combination with
imipenem-cilastatin (IMIREL) (Papp-Wallace et al., 2020). It inhibits
class A and C B-lactamases and does not exhibit in vitro activity
against MBLs and OXA-48-like producers (Tamma & Hsu, 2019; Vaz-
quez-Ucha et al, 2020). IMIREL is active against a diverse range of
Enterobacterales, including blagee 5= and blaype s-producers and P
aeruginasa isolates, including those resistant to imipenem-cilastatin
along with OprD mutants (Noval et al., 2020}

Ceftolozane is a newer cephalosporin paired with a known beta-
lactamase-inhibitor (tazobactam) with activity against P. aeruginosa
[Takeda et al, 2007). Ceftolozane tazobactam (CT) demonstrated
potent activity against a broad collection of gram-negative bacilli iso-
lated from patients in the United States, including meropenem-resis-
tant P. aeruginosa (Grupper, Sutherand & Nicolau, 2017). In a study
on Latin American, CT was proved to be a highly active drug against
P. geruginosa with an overall activity of 86.8% (Pfaller et al,, 2017).

In this study, we aimed to evaluate the in vitro antibacterial activ-
ity of IMIREL, CT, and comparator agents tested against carbapenem-
resistant P. aeruginosa and KPC-producing Enterobacrerales from Bra-
zilian hospitals. In addition, the in vitro activities of IMIREL and CT
tested against these 2 groups of organisms were compared.

A total of 529 clinically significant isolates (non-duplicate) of imi-
penem- and/or meropenem-resistant (CLSI 2020 criteria) gram-nega-
tive bacilli were selected from several Brazilian medical centers
located in 170 cities between January 2013 and September 2020.
Among 529 isolates, 229 were carbapenemase-nonproducing P. aeru-
ginosa previously tested for blases, Mavea, Blaine, Blawoa, and blawec,
and 300 belonged to KPC-producing Enterobacterales segregated as

O732-BE030 2021 Elsevier Inc. All righits reserved.

follows: Klebsiella spp. (n = 163), Enterobacter spp. (n=38), Escherichia
coli (n=23), Serratia marcescens (n=51), Citrobacter spp. (n=12);
Morganella morgannii (n="7); Providencia spp. (n=1), Proteus spp.
(n=3), and Salmonella spp. (n=2). Species identification was con-
firmed through matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS5), following the manufac-
turer's instructions | MS-Vitek, Biomerieux, Marcy-1'Etoile_ France).

Minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined
through broth microdilution, according to the M07-A10 Clinical and
Laboratory Standards Institute {CLSI) guidelines [CLSI, 2015). The
concentrations of tazobactam and relebactam were kept constant (4
mgfL). EUCAST 2020 clinical breakpoints were applied for colistin
and IMIREL, and CLSI 2020 for other antimicrobials. E. coli ATCC
25922 and P. aeruginosa ATCC 27853 strains were used as controls
(CLs1 2020). Minimal inhibitory concentrations (MICsyag) were
determined for all antimicrobials. CT activity was evaluated only for
carbapenemase-nonproducing P. aeruginosa.

The activities of IMIREL. CT, and comparator agents are
described in Table 1. In the KPC-producing Enterobacterales group,
IMIREL exhibited the highest susceptibility rates (96%), followed by
colistin (65%), and amikacin (63%). The addition of relebactam sig-
nificantly restored the activity of imipenem against Enterobacter
spp. (n=38/100%), Klebsiella spp. (n=160/98%), Escherichia coli
(n=22/96%), Serratia marcescens (n=47/92%), and Citrobacter spp.
(n=10/84%).

The IMIREL activity against Enterobacterales isolates from Europe
has recently been evaluated in the SMART study (Lob et al, 2020).
The susceptibility was found to be above 82% and 42.4% in imipe-
nem-susceptible and -nonsusceptible isolates, respectively. Unlike
Brazilian epidemiology, the European isolates displayed a high preva-
lence of MBL and/or OXA-48-like carbapenemases (60%), which may
justify the low susceptibility of IMIREL. High IMIREL-activity to KPC-
producing Enterobacterales has been reported, which is between B8%
to 100% (Canver et al, 2019; Galani et al., 2019; Gomez-Simmonds
et al, 2018; Kulengowski & Burgess, 2019). A recent study conducted
by Karlowsky et al. (2020) reported that 66.4% of imipenem-nonsus-
ceptible isolates, such as non-Proteeae Enterobacterales isolated from
lower respiratory tract infections were susceptible to IMIREL (Kar-
lowsky et al, 2020). Imipenem-nonsusceptible non-Proteeae Entero-
bacterales mainly comprises S marcescens (71%) with no acquired
carbapenemases.

The MICsumy of Enterobacterales isolates was evaluated as 0.5/
2 mg/L for IMIREL and 32/128 mg/L for imipenem. The reduction of
MICsymy ranged from 2- to 128-fold, depending on the species.
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Table 1
Suscepribility, MICS0, and MICID of imipenem-relebactam, cefiolozane-tazobactam, and comparators against 529 carb m-resistant Gr pegative bacilli isolated from Brazil-
ian hospitals from 2013 to 2020,
ISOLATES ANTIMICROEIAL
I-K (L8 MER CAZ [uc ] GEN AnI oL ar cT
Enterobacterales KPC-producing (n: %)
Klebsiella spp. {163; 54) MiCes 025 2 32 =] [7] 64 8 os =16
MICo 1 128 =128 =128 =256 =128 =256 =18 =1k
Si{xy o8 o 1 2 4 37 63 a7 B
Serratia marcescens (51; 17) MIC,, 0s B4 128 16 iz 2 -1 =16 2
MICe 2 =128 =128 (=] 256 =128 =256 =16 =16
Si(x)y 92 o o 4 o 35 58 1K 37
Enterobacter spp (38; 13) MICy 0s 16 & 128 o 32 4 025 ]
MiCu 1 2 32 =128 =256 128 64 =16 =16
S(xy 100 o 5 o L} 32 76 29 El
Escherichia coli (23; 8) MICas 0s B 4 16 E 05 4 0125 2
MiCy, 1 32 32 »128 128 128 64 4 >16
s(x) a5 o 39 2 2 65 &3 &7 30
Citrobacter spp. (12; 4) MiCua 05 16 & 128 (=] (1] 4 025 16
MICo 8 kv 32 =128 128 =128 =256 2 =1k
Si{xy 83 o L} o 8 58 83 92 33
Proteese (11;4) MIC,, 4 16 05 2 2 1 2 =16 0125
MICe 16 32 ] 16 16 32 =256 =16 =16
S(x) NA o ] 36 36 73 73 IR 55
Satmonedln spp. (2: 1) MiCss 035 L] <025 16 & 1 2 0125 =006
MiCu 0325 4 1 128 16 =128 64 4 0125
S(xy 100 o 100 o L} 50 50 50 o0
MICs 05 32 32 (=] (=] 16 8 2 =16
Total (300; 100) My, 2 128 »128 »128 »256 128 »256 16 >16
S(x) oy o & & [ ad 67 65" 17
P aeruginosa (n; %)
MiCua 2 16 16 8 32 B 8 L] 16 2
Carbapenemase-non-producing (229; 87) MiCon 4 kv 32 128 128 =128 =256 1 =16 16
sS(xy 63 2 [ 53 18 48 64 98 34 ED

|-k = imipenem/relebactam; IMI=imipenem; MER - meropenem; CAZ -ceftazidime; CFM - cefepime; GEM - gentamicin; AMI=amikacin; COL- colisting CIP = ciprofloxacin;

CT = ceftedozane/tazobactam; S - susceptibility; IR = intrinsic resistance; NA - not available.

FProteene = Protews spp., Marganedla morgmil, Providencio s,
4 CLS1 breakpoines, except for IMIREL and colistin (ELACAST)
" lsolates resistant intrinsically to colistin were excluded.
© Proteens were excluded.

Proteeae isolates also showed a reduction in the MICsyuq of imipenem
upon addition of relebactam. Although the clinical breakpoints have
not been established for this group yet, 8 out of 11 isolates showed
IMIREL MIC =4 mg/L.

The addition of relebactam improved the activity of imipenem
against P. oeruginosa (MICsqme reduced 3-fold each, from to 16
=32 mg/L to 2-4 mg/L), and 63% (145/229) of carbapenemase-pro-
ducing isolates became susceptible to imipenem. This result is dif-
ferent from those reported in previous studies conducted from 2015
to 2017, based on the SMART Surveillance United States. It was
shown that relebactam restored susceptibility to imipenem between
77.2% and 85.0% in imipenem-nonsusceptible P aeruginosa
(Lob et al, 2017). These findings can be a consequence of elevated
quantities of Pseudomonas-derived cephalosporinase combined with
the loss of OprD and/or unknown/undetected f£-lactamases, or even
other imipenem resistance mechanisms. In the SMART European
surveillance study, IMIREL exhibited activity against 74.4% of imipe-
nem-nonsusceptible P. aeruginosa (Lob et al, 2020). Among the
resistant isolates, 72% expressed MELs and only 15% expressed GES
carbapenemases.

The best susceptibility rates for carbapenemase-nonproducing
P. aeruginosa isolates (229) have been demonstrated for CT (80%)
Only colistin exhibited high activity (98%), whereas the activity of
amikacin was similar to that of IMIREL (64% and G3%, respec-
tively). However, colistin is a nephrotoxic drug, and such alterna-
tive options are always under investigation. In the RESTORE-IMI 1
clinical trial, IMIREL was found to be efficacious and less

nephrotoxic (10%) than the combination of colistin-imipenem
(56%) (Motsch et al., 2020).

CT showed high activity (82.4%) against meropenem-resistant
P. geruginosa isolates from Turkey (Mirza et al., 2020), and 75.2%
and 59.2% of meropenem-resistant P. geruginosa isolates from
Woestern and Eastern Europe, respectively (Sader et al, 2020). In
the study on Latin American isolates (2017), the activity of CT
was 66.1% (MIC =4 mg/L) against meropenem-resistant P. aerugi-
nosa (Pfaller et al., 2017).

In conclusion, when comparing the in vitro activities of CT and
IMIREL, CT was more active against carbapenemase-nonproducing P.
aeruginosa (80%), whereas IMIREL was more active against KPC-pro-
ducing Enterobacterales (96%), including 5. marcescens.
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CAPITULO 4. ANALISE GENETICA DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
EM SERRATIA MARCESCENS PRODUTORA DE KPC RESISTENTES A
PLAZOMICINA, CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM E/OU IMIPENEM-
RELEBACTAM

4.1 INTRODUCAO

Serratia marcescens, Enterobacterales pertencente a familia
Yersiniaceae, € considerada uma bactéria ambiental ubiqua, mas que tem
chamado a atencéo na area clinica, principalmente pelo potencial de causar
surtos em pacientes internados em unidades de terapia intensiva neonatal,
devido a imaturidade do sistema imune, e em UTIs cardiaca, unidades de
dialise e ortopédicas, pela intensidade de intervencbes médicas a que sao
submetidos os pacientes (ESCRIBANO et al., 2019; FERREIRA et al., 2020;
MUYLDERMANS et al., 2021; SANDS et al., 2021).

Possui varios fatores de viruléncia e genes de resisténcia intrinsecos e
adquiridos. Mecanismos de resisténcia intrinsecos estdo relacionados
principalmente com a producdo da enzima beta-lactamase AmpC de forma
induzida e com diferentes bombas de efluxo, o que torna S. marcescens
resistente as cefalosporinas de segunda geracao, cefamicinas, nitrofurantoina,
tetraciclinas e polimixinas (FIRMO et al., 2020; WANG et al., 2021). Essa
caracteristica € uma consequéncia da adaptacdo da espécie a exposicdo aos
antimicrobianos na prética clinica e as condicbes desfavoraveis do meio
ambiente, diminuindo consideravelmente as op¢des de tratamento de infecgbes
causadas por S. marcescens (GAMBINO et al., 2021; PEREZ-VISO et al.,
2021; SANDS et al., 2021; HOU et al., 2022).

Os carbapenémicos geralmente sédo as drogas de escolha para isolados
multirresistentes (DA SILVA et al.,, 2021). No entanto, o aumento de cepas
produtoras de carbapenemases entre isolados de S. marcescens dificulta seu
uso clinico, principalmente em paises da América Latina (SANDNER-
MIRANDA et al., 2018). Um estudo realizado por Babiker et al (2020) avaliou a
epidemiologia e a resisténcia aos carbapenémicos na Universidade de
Pittsburgh, EUA, entre janeiro de 2000 e dezembro de 2017. Foram
identificadas 94.888 bactérias gram-negativas e, além das ja esperadas altas
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taxas de isolamento e resisténcia em K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa e
Acinetobacter spp., 5% dos isolados eram S. marcescens com 3% de
resisténcia aos carbapenémicos (BABIKER et al., 2021).

Novas opc¢des terapéuticas como plazomicina, ceftazidima-avibactam e
imipenem-relebactam mostraram-se eficazes para o tratamento de S.
marcescens produtores de serino-carbapenemases como KPC e SME
(ZHANG; KASHIKAR; BUSH, 2017; CASTANHEIRA et al., 2018; GOMEZ-
SIMMONDS et al., 2018; FLEISCHMANN; GREENWOOD-QUAINTANCE;
PATEL, 2020; PERDIGAO NETO et al., 2020). No entanto, resisténcia aos trés
novos antimicrobianos ja foram relatadas entre esses isolados (APPEL et al.,
2020; BIAGI et al., 2020; ZHANG; KASHIKAR; BUSH, 2017).

Com a chegada de tecnologias que realizam o sequenciamento de
genoma completo, a caracterizacdo do contexto genético e identificacdo de
elementos genéticos moveis, elementos de transposicdo e da filogenia
bacteriana permitiram um maior conhecimento da epidemiologia e dos
mecanismos de resisténcia presentes nas bactérias (HAYASHI et al., 2021;
KLEMM; WONG; DOUGAN, 2018). Poucos estudos sobre a resisténcia em
isolados de S. marcescens produtores de carbapenemases utilizando o
sequenciamento de genoma completo sdo encontrados na literatura (JIMENEZ
et al., 2020).

Este estudo teve como objetivo identificar genes de resisténcia ou
mutacdes génicas presentes em quatro amostras de S. marcescens produtoras
de KPC que apresentaram resisténcia a plazomicina, ceftazidima-avibactam ou

imipenem-relebactam através do sequenciamento de genoma completo.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Isolados

Quatro amostras de S. marcescens produtoras de KPC isoladas de
amostras clinicas foram selecionadas para o sequenciamento de genoma
completo, realizado em parceria com o Instituto para Pesquisa do Cancer
(IPEC) na cidade de Guarapuava, Parana, Brasil. A escolha das amostras
baseou-se na ndo sensibilidade a plazomicina (CIM > 2 mg/L), CAZ/AVI (CIM >
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8 mg/L) ou IMI/REL (CIM >1 mg/L), segundo os pontos de corte do CLSI (2020)
ou FDA (2020).

Todas as amostras apresentavam CIM elevadas para imipenem (64 a
>128 mg/L), meropenem (128 a >128 mg/L), ceftazidima (64 a 128 mg/L),
cefepima (256 a >256 mg/L), ciprofloxacino (>32 mg/L) e colistina (>16 mg/L).
As caracteristicas e a CIM de todos os antimicrobianos estéo representadas na
Tabela 4.1.

4.2.2 Sequenciamento de genoma completo e analises de bioinformética

Para o sequenciamento de genoma completo, o DNA genbmico de
isolados de S. marcescens foi extraido utilizando o Kit Wizard® HMW DNA
Extraction (Promega) utilizando cultura liqguida em caldo BHI com posterior
centrifugacéo para concentracao e lavagem. A quantificacéo e verificagdo da
pureza do DNA foi realizada pelo método fluorométrico utilizando o
equipamento Qubit (Thermo Fisher Scientific, Mississauga, ON, Canada).
Bibliotecas de sequenciamento foram preparadas com Illumina DNA prep
(lumina, Inc., San Diego, CA, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante, e o
sequenciamento realizado pela plataforma lllumina NovaSeq 6000 (OGC,
Oxford, UK), usando kits de reagentes NovaSeq SP (300 ciclos, leituras
emparelhadas). A qualidade das leituras de sequéncia bruta foi verificada
usando FastQC versao 0.11.8
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/). As leituras curtas
foram montadas de novo utilizando SPAdes versao 3.11.1 (BANKEVICH et al.,

2012). A avaliacdo da montagem do genoma foi realizada pelo QUAST versao
5.0.2 (GUREVICH et al., 2013).

A identificacdo bacteriana foi confirmada usando o Taxonomic Sequence
Classification System Kraken versao 1.0 (WOOD; SALZBERG, 2014). Os drafts
dos genomas foram anotados pelo Prokka versdo 1.13.3 (SEEMANN, 2014) e
RAST (AZIZ et al., 2008). Genes de resisténcia antimicrobiana foram
identificados utilizando as bases de dados Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD) (https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi) e
ResFinder (BORTOLAIA et al., 2020), com um limiar de identidade de 90%

sobre o comprimento da sequéncia de referéncia e revisados manualmente


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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com as ferramentas Artemis versdo 18.1.0 e Pathosystems Resource

Integration Center (PATRIC) versdao 3.6.12 (https://www.patricbrc.orq).

MutagOes em genes de resisténcia foram detectadas utilizando a ferramenta de
alinhamento de multiplas sequéncias MUSCLE
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) e BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A pesquisa dos plasmideos existentes

nas quatro amostras avaliadas foi realizada pelo PlasmidFinder versdao 2.1
(CARATTOLI et al.,, 2014). A comparacdo do conteudo génico foi realizada
através da plataforma BRIG (BLAST Ring Image Generator) (ALIKHAN et al.,
2011).

4.2.3 Analise filogenética dos quatro isolados de S. marcescens

A andlise filogenética dos isolados de S. marcescens foi realizada
através da ferramenta PGAdb-builder, uma ferramenta online capaz de criar um
banco de dados de alelos pangendmicos de microrganismos para tipagem
molecular (LIU; CHIOU; CHEN, 2016). O servidor compreende dois médulos
funcionais, o Build PGAdb que cria um banco de dados PGAdb e o
Build_wgMLSTtree que constréi uma arvore wgMLST de parentesco genético
usando o PGAdb para geracdo de sequéncias alélicas a partir de contigs dos
genomas carregados (http://wgmistdb.imst.nsysu.edu.tw). A identidade minima

pesquisada na base de dados de proteinas BLAST (BLASTP) e utilizada no
Build_PGAdb foi de 95%.


https://www.patricbrc.org/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/
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Tabela 4.1 — Caracteristicas e concentracdo inibitéria minima dos isolados de Serratia marcescens selecionados para o sequenciamento de genoma

completo.
ISOLADO

LEID1 LEID2 LEID3 LEID4
AMOSTRA CLINICA AT Sangue PC LBA
DATA DE ISOLAMENTO 01/08/2015 19/11/2017 27/07/2018 22/10/2018
LOCALIZACAO Foz do Iguagu/PR Londrina/PR Foz do Iguagu/PR Florian6polis/SC
CIM (mg/L) DOS ANTIMICROBIANOS
Gentamicina >128 4 >128 64
Amicacina >256 16 >256 128
Plazomicina >64 2 >64 1
Cefepima 256 >256 >256 256
Ceftazidima 64 128 128 128
Ceftazidima-avibactam 0,125 4 2 16
Meropenem >128 128 >128 >128
Imipenem >128 128 64 128
Imipenem-relebactam 0,25 16 32 16
Ciprofloxacino >32 >32 >32 >32
Tigeciclina <1 <1 >2 2
Colistina >16 >16 >16 >16
Sulfametoxazol-trimetoprim >4/76 <2/38 >4/76 <2/38

Fonte — A autora.

Legenda — AT: aspirado traqueal; PC: ponta de cateter; LBA: lavado broncoalveolar; CIM

: concentracdo inibitéria minima; PR; Parang; SC: Santa Catarina.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Infecgbes causadas por S. marcescens produtor de carbapenemases
estdo cada vez mais presentes na pratica clinica e o tratamento € um desafio
pela resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos. Em 2017, S. marcescens
foi o terceiro agente mais encontrado (63/572, 11%), depois de E. coli e K.
pneumoniae, em amostras de hemocultura em uma regido da Africa do Sul
(MOODLEY; PEER; GOVIND, 2018).

O presente estudo comparou quatro amostras de S. marcescens
produtoras de KPC resistentes a pelo menos um dos trés novos agentes
antimicrobianos utilizados para o tratamento de ERCs. O banco de dados
gerado pelo Build_ PGAdb e a arvore construida pelo Build_ wgMLSTtree
separou as amostras em 3 clados (Figura 4.1). As amostras LEID1 e LEID3
(mesmo clado) foram isoladas em um mesmo hospital na cidade de Foz do

Iguacu/PR, porém, em anos diferentes e com perfil de sensibilidade distintos.

Figura 4.1 — Analise filogenética das amostras de Serratia marcescens.

.. LEID2
~.. LEID1

1
41‘ 1 LED3
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Fonte — http://wgmistdb.imst.nsysu.edu.tw/disProfileDB.php?folder=3191727
http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/diswgProfiling.php?folder=1320239857

Matteoli et al. (2021) avaliaram uma cole¢cdo de S. marcescens
multirresistentes de 35 paises com o objetivo de inferir a estrutura populacional
e a distribuicdo global dos isolados. Foram identificadas 12 linhagens
filogenéticas distintas, sendo que a linhagem Sm9, embora distribuida
globalmente, foi encontrada em 76% dos isolados da Ameérica do Norte e do

Sul de forma exclusivamente antropogénica. Apresentou um perfil de


http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/disProfileDB.php?folder=3191727
http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/diswgProfiling.php?folder=1320239857
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resisténcia preocupante, com a maior média e diversidade de genes de
resisténcia (MATTEOLI et al., 2021).

Os plasmideos identificados em nosso estudo através da ferramenta
PlasmidFinder foram IncN, IncU e IncQl (Tabela 4.2). Em amostras de S.
marcescens brasileiras, IncN é um plasmideo frequentemente encontrado
(MATTEOLI et al., 2021). Esta presente em uma ampla variedade de
hospedeiros, com alta eficiéncia de transmissdo e disseminacdo de genes de
carbapenemases, incluindo blakrc, blanom, blave e blavim (KOPOTSA; OSEI
SEKYERE; MBELLE, 2019). Os plasmideos IncFll, IncFIB e IncQ foram
prevalentes entre a linhagem Sm9 anteriormente citada e presentes em mais
de 20 genomas (MATTEOLI et al., 2021). Em um estudo realizado com
amostras de S. marcescens isoladas de pacientes internados no Hospital das
Clinicas de Sado Paulo, IncA/C2 foi o plasmideo mais detectado, seguido por
IncFIB(K), IncFIl e IncN (PRADO, 2019). As caracteristicas genémicas e 0s
genes de resisténcia detectados em nosso estudo estdo apresentadas na
Tabela 4.2.

Nossa andlise de bioinformatica gerou um genoma bastante
fragmentado, mas com excelente cobertura (> 50x), 0 que propicia um bom
desempenho para a deteccdo de variantes de nucleotideo Unico ou single
nucleotide variants (SNVs) e pequenas insercdes/delecdes (indels). Por outro
lado, a deteccédo de rearranjos estruturais e variagdes no nimero de copias ou
copy number variations (CNVs), que requerem diferentes algoritmos de
bioinformatica, ficam prejudicadas (VAN DIJK et al, 2018; YOHE;
THYAGARAJAN, 2017). Devido as caracteristicas da técnica de
sequenciamento, algumas regides contendo genes de resisténcia ficaram muito
fragmentadas e representadas em contigs curtos, nao permitindo a
caracterizacdo do contexto genético como um todo para entender a distribuicdo
dos genes nos plasmideos presentes em cada amostra. A seguir, discutiremos

a presenca dos genes de resisténcia encontrados e suas mutagoes.



Tabela 4.2 — Caracteristicas gendmicas e genes de resisténcia detectados em S. marcescens através do sequenciamento de genoma completo.

ISOLADO

LEID1 LEID2 LEID3 LEID4
CARACTERISTICAS GENOMICAS
NUMERO DE CONTIGS 52 51 72 52
COMPRIMENTO DO GENOMA 5486226 5106348 5566887 5572031
CONTEUDO CG (%) 59,43 59,63 59,30 59,56
N50 308287 216802 231103 342789
L50 6 9 10 6
NUMERO DE CDS 5381 4933 5503 5521
RNAt 81 78 82 57
RRNA 5 6 5 2
PLASMIDEOS IncN IncU IncN IncQ1
GENES DE RESISTENCIA
BETA-LACTAMICOS
Beta-lactamases classe A blakec-2 blakpc-2 blakec-2 blakpc-2

blarem-1 blaTtem-1

blasco-1 blasco-1

blactx-m-s6 blacTx-m-s6
Beta-lactamases classe C blasrr-2 blasrr-2 blasrr-2 blasrr-2
Beta-lactamases classe D blaoxa-1 blaoxa-101
AMINOGLICOSIDEOS
EMAs aac(6’)-Ic aac(6’)-Ic aac(6’)-Ic aac(6’)-Ic

Continua
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Continuacao

ISOLADO

LEID1 LEID2 LEID3 LEID4
GENES DE RESISTENCIA

aac(6’)-Ib-cr aac(6’)-Ib-cr ant(3”)-la

aac(3)-lla aac(3)-lla ant(2”)-la

ant(3”)-la ant(3”)-la aph(3’)-Vla
Metiltransferases rmtD-2 rmtD-2
TETRACICLINA tet(G) tet(41) tet(G)

tet(C) tet(C)
TRIMETOPRIM dfrA8
CLORANFENICOL catAl catAl, catB3 cmx
SULFONAMIDA sull sull sull
COMPOSTOS DE AMONIA QUATERNARIA gacEdeltal gacEdeltal

Fonte — A autora.
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Legenda - CDS: Coding DNA Sequence; EMAs: enzimas modificadoras de aminoglicosideos; N50: valor para o qual 50% do tamanho total da montagem é

representado por contigs maiores ou iguais a este valor; L50: nUmero de contigs utilizados para o calculo de N50.
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4.3.1 Genes de resisténcia

Estudos envolvendo genes de resisténcia evidenciam uma variagao
espaco-temporal no perfil de sensibilidade de amostras de S. marcescens e
mostram uma relagdo com o consumo de antimicrobianos, sugerindo a
transmissdo em potencial desses isolados entre paises e entre 0 meio
ambiente e a clinica, representando uma ameaca a saude publica (HOU et al.,
2022).

4.3.1.1 Resisténcia aos aminoglicosideos

O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos em
Enterobacterales € a producdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos
(EMAS) (WACHINO; DOI; ARAKAWA, 2020). O gene aac(6’)-Ic encontra-se de
forma cromossdmica em amostras de S. marcescens e confere resisténcia a
tobramicina e amicacina. Em nosso estudo, foi detectado nas quatro amostras
estudadas; no entanto, o fen6tipo nem sempre € um padrdo pois depende da
expressao génica (YANG et al., 2012). A amostra LEID4 mostrou 96,1% de
similaridade, a amostra LEID2 mostrou 97,5% de similaridade e as amostras
LEID1 e LEID3 mostraram 98,6% de similaridade com AAC(6’)-Ic de S.
marcescens GenBank n° NG_047294.

As amostras LEID1 e LEID3 foram resistentes a todos o0s
aminoglicosideos testados. Além de aac(6’)-Ic, apresentaram o0s genes aac(6’)-
Ib-cr, aac(3)-lla e ant(3”)-la. AAC(6')-lb-cr é codificada tanto em cromossomo
como em plasmideos em Enterobacterales e pode induzir resisténcia a
aminoglicosideos e fluorquinolonas  simultaneamente (GARNEAU-
TSODIKOVA; LABBY, 2016). Em um estudo realizado com 56 amostras de S.
marcescens isoladas em um hospital brasileiro, o gene aac(6)-Ib-cr estava
presente em 24,1% dos isolados (FERREIRA, 2020). AAC(3)-lla é encontrada
em uma grande variedade de géneros e é responsavel pela resisténcia a
gentamicina, tobramicina e netilmicina (KRAUSE et al.,, 2016; RAMIREZ;
TOLMASKY, 2010). O gene ant(3")-la faz parte de varios transposons e
confere resisténcia a estreptomicina e espectinomicina (KRAUSE et al., 2016;
RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).
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A resisténcia a plazomicina dos isolados LEID1 e LEID3 foi confirmada
pela presenca do gene rmtD2, uma metiltransferase que confere resisténcia a
todos os aminoglicosideos, exceto estreptomicina e espectinomicina (DOI;
WACHINO; ARAKAWA, 2016). As amostras LEID2 e LEID4 nao codificaram
genes produtores de metiltransferases e a plazomicina mostrou-se sensivel,
como esperado. No entanto, o perfil de sensibilidade a gentamicina e
amicacina foi distinto. A amostra LEID2 apresentou apenas o gene aac(6’)-Ic e
sensibilidade tanto a gentamicina quanto a amicacina. A amostra LEID4
apresentou os genes aph(3)-Vla e ant(2”)-la e resisténcia a gentamicina e
amicacina. A fosfotransferase APH(3’)-Vla foi descrita pela primeira vez em
Acinetobacter baumannii e € responsavel pela resisténcia a amicacina e
gentamicina (RAMIREZ, 2010; SHI, 2013). A adeniltransferase ANT(2”)-la é
uma das EMAs mais prevalente em patdgenos gram-negativos e confere
resisténcia a gentamicina, tobramicina e canamicina (COX et al., 2015). Para
essa Ultima amostra, a plazomicina seria a unica opcao terapéutica entre os

aminoglicosideos.

4.3.1.2 Resisténcia aos beta-lactamicos

S. marcescens faz parte do grupo de Enterobacterales que possuem o
gene produtor da beta-lactamase AmpC cromossdmica induzivel pertencente a
Classe C de Ambler e que, quando expresso, pode induzir resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).
Esses genes fazem parte da familia SRT/SST de beta-lactamases e possuem
as variantes SRT-1, SRT-2, SRT-3 e SST-1. No entanto, a enzima AmpC
precisa de outros produtos génicos para conferir resisténcia, como AmpR
(regulador), AmpG (permease), e AmpD (amidase). Os quatro isolados
carreavam o gene cromossOmico blasrt-2; a amostra LEID2 mostrou 98,4% de
similaridade e as amostras LEID1, LEID3 e LEID4 mostraram 99,5% de
similaridade com blasrt-2 de S. marcescens NCBI RefSeq: WP_048321520.1.
Em Enterobacter cloacae, a substituicdo N346Y em AmMpCcioacae CONferiu
resisténcia ao CAZ/AVI (COMPAIN, 2020). Outras substituicbes foram
identificadas em isolados de E. cloacae e C. freundii resistentes ao CAZ/AVI
(LIVERMORE, 2018).
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Em nosso trabalho, LEID2 e LEID4 apresentaram CIM para CAZ/AVI de
4 mg/L e 16 mg/L, respectivamente. Ambas apresentaram a mutacdo D143N
em SRT-2/AmpC. Além disso, LEID4 apresentou a mutacdo G238D e LEID 2
as mutagfes Q21H, E73Q, N102K e R107H. Em AmpD, a mutagdo A27P foi
comum em LEID2, LEID3 e LEID4, amostras resistentes ao IMI/REL e com
CIMs mais elevadas para o CAZ/AVI. LEID 2 também apresentou a mutacéo
V15L. A amostra LEID4 apresentou duas mutacdes diferentes em AmpR
(G89R e R198H) e pode estar relacionada com hiperexpressdao de SRT-
2/AmpC. Mutagbes em ampR sdo mais frequentes em Enterobacterales,
enguanto mutacdes em ampD estdo mais associadas com isolados clinicos de
P. aeruginosa (ROSSI, 2016). As mutacdes presentes em AmpR, AmpD e
SRT-2/AmpC em nossas amostras estao representadas no Quadro 4.1.

Quadro 4.1 — MutacgBes presentes nos produtos génicos AmpR, AmpD e SRT-2/AmpC em S.

marcescens.
AmpR AmpD SRT-2/AmpC
LDl | ez | eioz | LeiDa LED1 | Leip: | LED2 | LeiDa tep1 | teip: | wEip2 | LeiDa

GEOR H5N 0zZ1H
H177R Vol V61l
R1ZEH K12T E730
L2430 V5L N10ZK
R2E10 LZin R107H

N24D D143M

AZ7P G230

RSO0 Va2

ES00)

Fonte — A autora.

Legenda - Retangulos em cinza indicam a presenca da mutacao.

O gene blakpec2 foi encontrado sem mutagcdes nas quatro amostras
estudadas e o aumento na CIM de CAZ/AVI ndo esta relacionado com a
presenca de variantes de KPC-2. A resisténcia de baixo nivel ao CAZ/AVI pode
ser explicada pela superexpressao do gene blakpc causada por mutacées na
regido promotora do gene, niumero de copias de plasmideos portadores de
blakrc aumentado ou por regifes duplicadas no mesmo plasmideo (CUI et al.,
2020). A avaliacdo dessas altera¢cfes nado foi possivel em nosso estudo pois o0
sequenciamento de leituras curtas resulta em um genoma fragmentado, que

dificulta a reconstrucdo de uma sequéncia original completa (LIU et al., 2012).
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Outros genes produtores de serino-beta-lactamases detectados foram
blatem-1, blasco-1 e blactx-ms6 em ambas as amostras LEID1 e LEID3. TEM-1 é
uma beta-lactamase encontrada em muitas bactérias gram-negativas e confere
resisténcia as penicilinas e cefalosforinas de primeira geracdo (BUSH;
JACOBY; MEDEIROS, 1995). Em Enterobacterales, o gene blasco-1 é carreado
por plasmideos e tem caracteristicas de carbenicilinase (PAPAGIANNITSIS et
al., 2007).

CTX-M-56 é uma ESBL variante de CTX-M-2 detectada pela primeira
vez na Bolivia e confere resisténcia a cefotaxima (PALLECCHI et al., 2007). A
producdo concomitante de CTX-M-56 e TEM-1 ja foi anteriormente relatada em
E. coli no Paraguai (KHAN et al., 2009). Mutaces em ESBLs que conferiram
resisténcia ao CAZ/AVI foram descritas em alguns trabalhos (WANG et al.,
2020b). Em nosso estudo, ndo foram encontradas mutacdes em CTX-M-56.

Beta-lactamases da classe D foram encontradas nas amostras LEID3
(blaoxa-1) e LEID4 (blaoxa-101). OXA-1 é uma penicilinase com acdo em
ampicilina e oxacilina e mostrou 100% de similaridade com E. coli GenBank n°
CP088879.1 (DRAWZ; BONOMO, 2010). OXA-101 é uma OXA-10-like e
apresentou 99,8% de similaridade com Citrobacter freundii GenBank n°
AM412777.1, encontrada também em Escherichia coli e Enterobacter cloacae
em amostras de urina na Argentina em 2005 (PORTO et al., 2010). Em nosso
estudo, a troca de uma guanina por timina na posicdo 468 resultou na
substituicdo de 1 aminoacido (E156D) em OXA-101. Esta mesma mutacéao ja
foi anteriormente observada em uma amostra de S. marcescens isolada de
ponta de cateter na cidade de S&o Paulo (GenBank n°® NZ_QJPU01000039.1).
A presenca dessas beta-lactamases de espectro estreito ndo parece estar
relacionada com a resisténcia ao CAZ/AVI e IMI/REL na amostra LEID4 e com

a resisténcia ao IMI/REL na amostra LEIDS3.

4.3.1.3 Resisténcia as fluorquinolonas

As guatro amostras de S. marcescens de nosso estudo apresentaram
CIM = 32 mg/L para ciprofloxacino. Taxas muito baixas de sensibilidade ao
ciprofloxacino (<5%) sao esperadas entre as ERCs (DURANTE-MANGONI;
ANDINI; ZAMPINO, 2019). A resisténcia as fluorquinolonas mediada por
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plasmideos pode ser conferida pela expressdo dos genes aac(6')-lb-cr, gnr,
0gxAB e gepA. A expressdo do gene aac(6')-lb-cr confere baixos niveis de
resisténcia ao ciprofloxacino e sua associagdo com varios genes de resisténcia
e elementos genéticos moveis facilita a disseminacédo (KIM et al., 2009). As
amostras LEID1 e LEID3 apresentaram o0 gene aac(6’)-lb-cr, como citado
anteriormente, com 99,6% de similaridade com aac(6’)-1b-cr7 isolado em uma
amostra de E. coli na Argentina (NCBI RefSeq n° NG_052086.1). As
substituicbes de 3 nucleotideos resultaram na alteragdo de 3 aminoé&cidos
(R97W, L102S e Y164D). Nenhuma das amostras apresentou 0 gene gepA e
todas apresentaram o gene ogxB.

Os genes qgnr (gnrA, gnrB, gnrS gnrC e gnrD) codificam proteinas que
bloqueiam a ac&o do ciprofloxacino sobre DNA girase e topoisomerase IV
bacterianas, além de facilitarem a selecdo de mutantes cromossémicos na
presenca de uma fluorquinolona (YANG et al.,, 2012). Todas as amostras
estudadas apresentaram o gene qnrB. Nas amostras LEID1 e LEID3 este gene
apresentou 100% de similaridade com uma amostra de S. marcescens
(GenBank n° CP059038.1) isolada em Dourados/MS. A amostra LEID4
apresentou 100% de similaridade com uma amostra de S. marcescens
(GenBank n°® CP063238.1) isolada na Grécia. A amostra LEID2 apresentou
99,08% de similaridade com uma amostra de S. marcescens (GenBank n°
CP018917.1) isolada em Michigan nos Estados Unidos.

Mutacbes nos genes gyrA, gyrB, parC e parE também foram
pesquisadas (Quadro 4.2). As mutacdes mais comuns observadas em isolados
clinicos de Enterobacterales ocorrem nos cdédons 83 e 87 em gyrA e nos
codons 80 e 84 em parC. Altos niveis de resisténcia as fluorquinolonas requer
a presenca de mutagBes multiplas nos genes gyrA e/ou parC. (ONO et al.,
2022; YANG et al, 2012). Trés amostras (LEID1, LEID3 e LEID4)
apresentaram a mutacdo S83I em gyrA, ja relatada em S. marcescens no Brasil
(MINARINI; DARINI, 2012). Podemos observar que as mutagdes foram comuns
para LEID1 e LEID3 (mesmo clado) nos quatro genes estudados e este fato
atesta a clonalidade dos isolados, como observado em outro estudo realizado
com S. marcescens (OSElI SEKYERE; AMOAKO, 2017).
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Quadro 4.2 - Mutacdes presentes nos produtos génicos GyrA, GyrB, ParC e ParE em S.
marcescens.

GyrA Gyr ParC ParE

LEIDL LEID3 LEID2 LEIDa LEID1 LEID3 LEID2 LEIDa LEID1 LEID3 LEID2 LEID4 | LEID1 | LEID3 | LEID2 | LEIDa
5831 AL52V T53N 51396 | [ [ [

DETN N155T E627D
5362 E181D UT43M
ES73D G539A ATSOV
SE08N
I651L
0B9EK
E703D

Fonte — A autora.

Legenda - Os retdngulos em cinza indicam a presenca da mutacéo.

4.3.1.4 Resisténcia as tetraciclinas

Bombas de efluxo especificas para as tetraciclinas foram encontradas
em trés das quatro amostras de S. marcescens. TetG (94% de similaridade
com Pseudomonas spp. GenBank n° AF133139 2) estava presente nas
amostras LEID1 e LEID3, TetC (99,9% de similaridade com Escherichia coli
GenBank n® NG_048179) nas amostras LEID1 e LEID3 e Tet4l (98,8% de
similaridade com S. marcescens GenBank n°® NG_048142) na amostra LEID2.
Esse mecanismo de resisténcia € mais eficaz contra tetraciclinas de primeira
geracao, confere resisténcia moderada as tetraciclinas de segunda geracao e
pouca resisténcia as tetraciclinas de terceira geracdo, como a tigeciclina (LIN et
al., 2018). Em nosso estudo, apenas a amostra LEID3 foi considerada né&o
sensivel a tigeciclina segundo o FDA (2019). Dados de sensibilidade em torno
de 85% para a tigeciclina sdo esperados entre as ERCs (DURANTE-
MANGONI; ANDINI; ZAMPINO, 2019).

4.3.1.5 Resisténcia as polimixinas

Serratia spp. sé@o intrinsecamente resistentes as polimixinas (TILAHUN
et al., 2021). A adaptacdo bacteriana em ambientes com escassez de Ca?* e
Mg?*, em pH &cido e na presenca de polimixinas é realizada pelos sistemas de
dois componentes pmrAB/phoPQ e seu gene regulador mgrB e do operon
arnBCADTEF (EZADI; ARDEBILI; MIRNEJAD, 2019; MARISCOTTI; GARCIA
VESCOVI, 2021). Mutacdes em mgrB ou estimulos ambientais promovem a

ativacdo desses sistemas e desencadeiam uma superexpressao de genes
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modificadores de lipopolissacarideo (LPS), levando a resisténcia as polimixinas
(OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014). O operon arnBCADTEF parece estar
constitutivamente expresso em bactérias intrinsecamente resistentes em
contraste com bactérias néo intrinsecamente resistentes. Modificagdes no LPS
de S. marcescens mediadas pelo operon arnBCADTEF explicam parcial ou
totalmente a resisténcia intrinseca desta bactéria as polimixinas (OLAITAN;
MORAND; ROLAIN, 2014). Como esperado, todas as amostras apresentaram
CIM > 16 mg/L para a colistina em nosso estudo.

Em 2016, a ANVISA publicou uma nota técnica alertando os laboratorios
para a deteccdo do gene responsavel pela resisténcia a polimixina mediada por
plasmideos (mcr-1) no Brasil. Esse gene promove uma reducdo nas cargas
negativas do lipideo A no LPS das bactérias gram-negativas, diminuindo ou
impedindo a ligagdo das polimixinas, antimicrobianos catiénicos, ao seu sitio
alvo (OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014). Houve relatos de deteccdo em
amostras humanas e em mares brasileiros (FERNANDES et al., 2017). Em

nosso estudo, o gene mcr-1 ndo foi encontrado em nenhuma das amostras.

4.3.1.6 Outros genes de resisténcia

As amostras LEID1 e LEID3 apresentaram o0s genes gacEdeltal (100%
de similaridade com Proteus mirabilis, GenBank n® CP049753) e catAl (100%
de similaridade com E. coli, GenBank n°® NG_047584.1). gacEdeltal € um gene
gue confere resisténcia a compostos quaternarios de aménia e catAl confere
resisténcia ao cloranfenicol (ROMAO et al., 2011; VAN HOEK et al., 2011). A
amostra LEID3 apresentou também o gene de resisténcia ao cloranfenicol
catB3 que estava presente no mesmo node que blaoxa-1. A amostra LEID4
apresentou 0 gene cmx, uma bomba de efluxo do tipo MFS que confere
resisténcia ao cloranfenicol (JIANG et al., 2017). Em nosso estudo de perfil de
sensibilidade ndo testamos cloranfenicol por ndo ser uma boa opcéao
terapéutica para Enterobacterales.

O gene sull foi detectado nas amostras LEID1, LEID3 e LEID4 (99,8%
de similaridade com K. pneumoniae, GenBank n° ACNG65403) e confere
resisténcia ao sulfametoxazol. O gene dfrA8 foi também encontrado na amostra
LEID3 e confere resisténcia ao trimetoprim (DE LOS SANTOS; LAVINA; POEY,
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2021). LEID1 e LEID3 apresentaram resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim,
porém, nenhum gene dfr foi encontrado na amostra LEID1. Mutacdo no gene
folP (substituicdo do aminoacido Pro64Ser) € importante na resisténcia ao
sulfametoxazol (SANDNER-MIRANDA et al., 2018). Em nosso estudo, nenhum
iIsolado apresentou essa mutacao. A sensibilidade esperada ao sulfametoxazol-
trimetoprim entre isolados de EPCs é inferior a 5%; no entanto, os dados
disponiveis apresentam-se muito esparsos (DURANTE-MANGONI, 2019).

4.3.1.7 Alteragdes em porinas OmpF e OmpC

OmpF e OmpC sédo porinas presentes em S. marcescens e servem
como canais ndo especificos para absorcdo de nutrientes e antimicrobianos
(DIAMANDAS, 2019). Variagcdes nas condicbes de temperatura, pH e
concentracdo de sacarose ou salicilato sdo capazes de alterar a expressao de
OmpF e OmpC (BEGIC; WOROBEC, 2006). OmpF apresenta um poro
relativamente grande e seu papel principal € o influxo de nutrientes em
condicbes de escassez. O aumento da resisténcia a ampicilina, cefoxitina e
nitrofurantoina em S. marcescens estad correlacionado com a auséncia da
porina OmpF (MOYA-TORRES et al., 2014). Em E. coli, a auséncia de OmpF
resultou em resisténcia a varios antimicrobianos, incluindo beta-lactamicos,
sugerindo que OmpF funciona como a principal via de penetragdo na
membrana externa para muitos antimicrobianos (CHOI; LEE, 2019).

Em um estudo realizado por Gomez-Simmonds et al. (2018), IMI/REL
demonstrou a menor eficacia contra isolados de S. marcescens, com valores
de CIMso e CIMgo 4 a 8 vezes maiores que os de outras Enterobacterales.
Embora alteragbes na permeabilidade da membrana celular sejam
consideradas mecanismos potenciais de resisténcia a esse antimicrobiano, os
autores encontraram evidéncias de rupturas significativas dos genes ompC e
ompF em menos da metade dos isolados de S. marcescens, sugerindo um
mecanismo alternativo intrinseco de resisténcia (GOMEZ-SIMMONDS et al.,
2018).

Um estudo realizado com amostras de E. coli e Klebsiella spp. na Franca
demonstrou que ceftazidima e avibactam utilizam as porinas OmpF (OmpK35)
ou OmpC (OmpK36) para atingirem seus sitios-alvo; no entanto, esta nao
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parece representar a principal via. As CIMs de CAZ/AVI diminuiram nessas
espécies em ambos 0s grupos que expressavam e ndo expressavam as
porinas apds a adicdo do permeabilizador PMBN. Em contraste, Omp35 e
Omp36 demonstram maior interferéncia na permeabilidade da membrana
externa ao CAZAVI em K. aerogenes, embora sugiram que outros canais de
difusdo para avibactam podem estar presentes também nessa espécie
(PAGES et al., 2016).

Em nosso estudo, o gene ompF apresentou a insercdo de dois
nucleotideos na amostra LEID4, gerando uma mudanca na janela de leitura
(frameshift mutation), o que pode ter contribuido para a CIM elevada de
CAZ/AVI e IMI/REL, ambas 16 mg/L. A amostra LEID3 apresentou a delecdo
de dois nucleotideos, também gerando uma mudanca na janela de leitura, o
gue pode estar relacionado com o aumento de 0,125 mg/L para 2 mg/L na CIM
do CAZ/AVI e de 0,25 mg/L para 32 mg/L na CIM do IMI/REL em comparacao

com o isolado LEID1 (mesmo clado) (Figura 4.2).

Figura 4.2 — Alteracdes no gene ompF presentes nas amostras LEID3 e LEIDA4.

AABES1031 ARACGTTCAGTCCARCCACGCCGRATCTCAGGGCACCGRAGECACCRARRACCCGICTGEEC
LEID4 ARRCGTTCAGICCRAC GFCCGRATCTCAGGLCACCEARGECRC RRCCCGTCTGGEEC

LEID? RRACGTTCAGTCCRACCRCGCCGRATCTCRAG-GCACCGARGGCRACCARAG-CCGTCTGGEEE

AABGO103.1 TICGCCEGTCTGRARATTCGCTGACTACGGCTCCT TCRACTACGGCCGTARCTACGGCGTA
LEID4 TTCGCCGGTCIGARATTCGCTGACTACGGCTCCTTCGACTACGGCCGTAACTACEECGTA
LEID3 TTCGCCEBTCTGA-————=—=—mmmmmmm = mmmmmmmmmmmmmmmmm = mm e m e m =

AABGS1053.1 CTGIACGRCGIGGARGGCTGERCCEATATGCTGCCAGAGTICGETGECEATACTTACACC
LEID4  CTETACGACGIGEARGECTEERCCEATATGCTGCCABAGTICEETIGECEATACTTACALL
LEIDT o o e e o

AABES103.1 TACTCCCACAACTITICATGACCOGECCET--ACCARCEECGTIGCEACCTATCGTARCARCA
LEID4 TACTCCGACAACTICATGACCEECCATOTACCAACGECGTICCEACCTATOSTARCARCE
LEADT e e e o

AABES103.1 ACTTCTTCGGICIGETTS
LEID4 ACTTICTICGGICT
LEID3 e e e e

Fonte — A autora.

Legenda - Serratia marcescens GenBank n° AAB69103.1. Nucleotideos em vermelho
evidenciam mutacfes; nucleotideos em roxo evidenciam insercdes; - indicam delecbes,

nucleotideos em azul evidenciam codons de parada.
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As amostras LEID1 e LEID2 apresentaram o gene ompF completo,
porém, com varias mutacdes. O padrao das mutacdes foi bem distinto entre
ambas e em quantidade maior em LEID2 (Quadro 4.3). Essas diferencas
podem estar relacionadas com a CIM de CAZ/AVI e IMI/REL. A amostra LEID2
mostrou CIMs mais elevadas (4 mg/L para o CAZ/AVI e 16 mg/L para o
IMI/REL) do que a amostra LEID1 (0,125 mg/L para o CAZ/AVI e 0,25 mg/L
para o IMI/REL). A atividade de IMI/REL contra K. pneumoniae foi afetada por
rupturas nas porinas OmpK35 e OmpK36, elevando consideravelmente a CIM
do antimicrobiano (BALABANIAN et al., 2018). Um estudo mais detalhado
sobre a expressdo génica de ompF € necessario para correlacionar essas
alteracbes com a sensibilidade diminuida de CAZ/AVI e IMI/REL.

Quadro 4.3 - Mutacdes em porinas OmpF e OmpC encontradas nas amostras de S.

marcescens.
OmpF OmpC

Mutaghes LEIDY | LEIDZ | Muta;bes LEIDY | LEID3 | LEIDZ | LEIDE
k470 W1SL
AETS NAED
Y141M WEDA
D1EaN M1355
V185 01575
D2104 N1775
L222M G178P
R223K M203L
F260Y A5G
G2ZEIN N22ZEG
F2655 G274
TIEES H228Y
H2674 0i229R
M2E7T WARIT
TIERG 02717
T2EAS 52730
A271D WAT4A
E273D YAJ5F
E2730y 0322E
M274D0 WASIL
L311M 058D
W316A
G3I17%
D3G3E
D3534
TasaA
360T
GI6ETA
L265 TIEG inclKDG
D274 CI75 imsk
M274_C275 insHS

Fonte — O autor.

Legenda - Os retangulos em cinza indicam a preseng¢a da mutacao.
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OmpC apresenta um poro de didametro menor que OmpF (BEGIC;
WOROBEC, 2006) e, ao contrario de E. coli, a auséncia da porina classica
OmpC parece nado afetar significativamente o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos em S. marcescens (MOYA-TORRES et al., 2014). Em nosso
estudo, o gene ompC estava completo em todas as amostras e apresentou
mutacdes previamente descritas em outro estudo brasileiro (PRADO, 2019). As
mutacdes em porinas OmpF e OmpC encontradas nas quatro amostras de S.

marcescens do nosso estudo estdo representadas no Quadro 4.3.

4.3.1.8 Alteragdes em bombas de efluxo

Em S. marcescens, as bombas de efluxo ainda ndo estdo totalmente
caracterizadas, mas sdo consideradas um importante mecanismo de
resisténcia aos antimicrobianos (SANDNER-MIRANDA et al.,, 2018). As
bombas de efluxo do tipo RND tém sido associadas com a resisténcia a
multiplas drogas (TOBA et al., 2019). A bomba SsmE do tipo SMR e a bomba
SmfY do tipo MFS protegem S. marcescens de fluorquinolonas (MINATO et al.,
2008). A bomba de efluxo SmdAB do tipo ABC protege de fluorquinolonas e
tetraciclina (MATSUO et al., 2008). A bomba de efluxo MacAB esta envolvida
na protecdo contra aminoglicosideos e polimixinas (SHIRSHIKOVA et al.,
2021).

A superexpressdo de AcrAB-TolC, principal bomba de efluxo em
Enterobacterales, pode estar relacionada com o aumento da CIM de IMI/REL e
tigeciclina, porém afetam minimamente a CIM de CAZ/AVI (HAN et al., 2021;
PAGES et al., 2016; PAPP-WALLACE et al., 2020). Os genes ramR e acrR s&o
reguladores negativos do sistema AcrAB. ramA ativa a transcricdo de acrAB e
tolC. Se RamR néo é capaz de inibir a expressdo de RamA e AcrR nédo inibe
acrAB por alteracbes como dele¢do, mutacdo e insercdo, a bomba de efluxo
AcrAB-TolC esta hiperregulada (GRIMSEY et al., 2020).

Em S. marcescens, ramA é autorregulado e, de forma atipica, regulado
por phoP. A integridade de ramA e phoP é necessaria para a completa
expressdo de RamA. Tal fato sugere que esses mecanismos ocorrem para
adquirir simultaneamente a capacidade de combater efeitos de peptideos

cationicos produzidos como defesa pelo hospedeiro e resistir a acdo de
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antimicrobianos usados na clinica para o tratamento de infec¢cdes bacterianas
(MARISCOTTI; GARCIA VESCOVI, 2021).

Em nosso estudo, o gene phoP mostrou-se inalterado em LEID2 e com
as mutacoes (T71A e Q146R) em LEID1, LEID3 e LEID4. AcrR apresentou as
mesmas mutagdes nas quatro amostras, com excec¢éo de LEID2 (uma mutacao
a mais) e LEID 4 (um aminoéacido distinto na posicdo 219) (Quadro 4.4). A
proteina ativadora transcricional RamA ndo apresentou nenhuma mutacdo na
amostra LEID4, apenas uma mutac¢do nas amostras LEID1 e LEID3 e inUmeras
mutacbes em LEID2. Essas mutacdes parecem n&o explicar as CIMs
aumentadas para IMI/REL em LEID2, LEID3 e LEID4 e estudos de expressao
génica futuros serdo necessarios para elucidar o verdadeiro papel na

resisténcia aos novos antimicrobianos.

Quadro 4.4 - Mutacbes presentes nos produtos génicos responsaveis pelo controle da

expressdo de bombas de efluxo AcrAB-TolC nas amostras de S. marcescens.

AcrR Ram&a PhoP
LEID1 | LEID3 | LEIDZ | LEID4 LEID1 | LEID3 | LEIDZ | LEID& LEID1 | LEID3 | LEIDZ | LEID&

G152E LoV T71A
L175M 165V 01468
R2Z11K ET2G
del 212 214 SMD 11215
T216D K123M
P2194 E137D
p21aT L138M
S220P 11500
NZZ1D G1575
223D E154D
S224R H17ON

KiTZR

R1755

A1TEV

NATEK

NATSR

A1B1G

KiB3R

WB4P

S1BEA

RZ04M

Mz131

5217P

D224

AZZAE

02256

¥230H

VZ3EM

H253N

R255K

V2561

V257

Fonte — A autora.

Legenda - Os retangulos em cinza indicam a presenca da mutacao.
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O conteudo génico das cepas foi comparado ao de uma cepa referéncia
de S. marcescens ksl10, utilizada para andlise comparativa de genomas,
através do software BRIG por meio do algoritmo BLAST (ALIKHAN et al., 2011;
ELLEDGE et al., 2019). A Figura 4.3 mostra a semelhanca entre a sequéncia
de referéncia central e as sequéncias estudadas como um conjunto de anéis
concéntricos, com uma escala indicativa do percentual de identidade entre as

sequéncias por intensidade da cor do anel.

Figura 4.3 - Comparacédo entre o conteldo génico das cepas avaliadas e cepa referéncia

usando algoritmo BLAST.

Serratia marcencens ksl10
5199559 bp

3500 «op

Fonte - A autora.

Legenda - Ao centro, em preto, o genoma de Serratia marcescens ks10 utilizado como
referéncia e seu respectivo contetdo de GC%. Os circulos em cores representam as cepas de
Serratia marcescens desse estudo. Os segmentos externos destacados mostram 0s genes que

tiveram as mutacdes avaliadas a fim de explicar os fendtipos de resisténcia encontrados.
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Em destaque, na parte externa da figura estdo indicados os genes cujas
mutacbes foram avaliadas nesse estudo, a fim de elucidar as resisténcias
encontradas. Os circulos concéntricos indicam que 0s genomas Sao
semelhantes, porém existem varias regides onde formam-se lacunas na
extensdo do grafico circular, as quais representam por¢cées do genoma
referéncia ausentes nas demais estirpes. Esses genes ausentes e sua funcao

serdo avaliados em uma proxima etapa do estudo.

4.4 CONCLUSAO

Serratia marcescens é uma bactéria ubiqua que surgiu recentemente
como um patdégeno oportunista associado principalmente a infeccbes
nosocomiais e considerada um grande problema de saude devido a sua
multirresisténcia. Novas opcdes terapéuticas encontram-se disponiveis; no
entanto, isolados resistentes a plazomicina, IMI/REL e CAZ/AVI ja foram
observados.

Em nosso estudo, a resisténcia a plazomicina nas amostras LEID1 e
LEID3 foi confirmada pela presenca da metiltransferase RmtD2. Para LEID3, a
Unica opcao terapéutica entre os antimicrobianos testados seria CAZ/AVI.

A resisténcia ao IMI/REL nas amostras LEID3 e LEID4 podem estar
relacionadas com a inativagdo do gene codificador da porina OmpF pela
mudanca na janela de leitura. Na amostra LEID2 (resistente ao IMI/REL),
embora completo, o0 gene ompF apresentou um numero bem maior de
mutacdes que em LEID1 (sensivel ao IMI/REL), além de serem distintas.

LEID4, Unica amostra resistente ao CAZ/AVI, apresentou duas mutacdes
adicionais (G89R e R198H) as mutacdes presentes também em LEID1, LEID2
e LEID3 em AmpR. Em SRT-2/AmpC, a amostra LEID4 também apresentou
um padréo de mutacdes distinto. Essas alteracbes nos genes relacionados a
expressdo da beta-lactamase cromossdmica induzivel em S. marcescens
podem explicar a resisténcia ao CAZ/AVI. Para essa amostra, a plazomicina
seria a Unica opc¢ao terapéutica.

A disponibilizacdo de novos antimicrobianos para o tratamento de
infeccdes causadas por EPCs aumenta o arsenal terapéutico no combate

dessas infeccbes. A analise através de WGS permitiu-nos identificar mutacfes
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génicas que podem estar relacionadas com a resisténcia aos novos
antimicrobianos. Estudos futuros de expressdo génica sdo necessarios para

uma melhor compreenséo dos mecanismos de resisténcia.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A plazomicina mostrou-se ativa contra 86% de Enterobacterales
produtores de carbapenemases testados, entre elas KPC, NDM, OXA-
48, GES, IMP, VIM e BKC.

Analisando as trés principais carbapenemases, observou-se que a
plazomicina apresentou CIM < 2 mg/L para 86% das amostras KPC-2
positivas, 84% das amostras NDM-1 positivas e 92% das amostras
OXA-48 positivas. Utilizando os pontos de corte do EUCAST, a
sensibilidade a tigeciclina, colistina, amicacina e gentamicina foi de 76%,
67%, 62% e 19%, respectivamente. A utilizacdo dos pontos de corte do
CLSI/FDA resultou em taxas de sensibilidade mais altas para tigeciclina,
amicacina e gentamicina, com diferenca estatistica significativa para a
tigeciclina e amicacina.

A plazomicina apresentou maior poténcia e atividade (CIMsogo0 0,5/64
mg/L) do que os outros aminoglicosideos testados (CIMsooo 64/>64 e
ClIMso90 16/>512 mg/L para gentamicina e amicacina, respectivamente).
A prevaléncia de metiltransferases entre os isolados de EPCs foi
elevada (10,8%). RmtB-1 foi a 16S-RMTase mais detectada (75,9%),
principalmente em K. pneumoniae produtora de KPC. Outras 16S-
RMTases detectadas foram ArmA (13%), RmtD-1 (1,8%), RmtD-2
(5,5%) e RmtC (3,7%).

Entre as amostras KPC positivas, ceftazidima-avibactam foi o
antimicrobiano que apresentou a maior taxa de sensibilidade (98%),
seguido por imipenem-relebactam (96% e 91%, de acordo com EUCAST
e CLSI, respectivamente).

O teste imunocromatogréafico NG-Test CARBA 5 identificou trés
amostras coprodutoras de NDM entre as cinco amostras KPC positivas
resistentes a ceftazidima-avibactam, e nenhuma coproducédo de OXA-48
foi detectada entre as amostras resistentes ao imipenem-relebactam.
Serratia marcescens apresentou resisténcia aos trés novos

antimicrobianos testados.
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A resisténcia a plazomicina nas amostras LEID1 e LEID3 de S.
marcescens foi confirmada pela presenca da metiltransferase RmtD2
através do sequenciamento de genoma completo. Para LEID3, a Unica
opcao terapéutica entre os antimicrobianos testados seria CAZ/AVI.

A resisténcia ao IMI/REL nas amostras LEID3 e LEID4 pode estar
relacionada com a inativacdo do gene codificador da porina OmpF. Na
amostra LEID2 (resistente ao IMI/REL), embora completo, o gene ompF
apresentou um numero bem maior de mutacdes que em LEID1 (sensivel
ao IMI/REL), além de serem distintas.

LEID4, Uunica amostra resistente ao CAZ/AVI, apresentou duas mutacdes
adicionais (G89R e R198H) as mutacdes presentes também em LEID1,
LEID2 e LEID3 em AmpR. Em SRT-2/AmpC, a amostra LEID4 também
apresentou um padrdo de mutacdes distinto. Essas alteragcbes nos
genes relacionados a expressdo da beta-lactamase cromossdémica
induzivel em S. marcescens podem explicar a resisténcia ao CAZ/AVI.
Para essa amostra, a plazomicina seria a Unica opgao terapéutica.

A andlise através de WGS permitiu-nos identificar mutacfes génicas que
podem estar relacionadas com a resisténcia aos novos antimicrobianos.
Estudos futuros sdo necessarios para uma melhor compreensao dos
mecanismos de resisténcia.

Com base nesses achados, plazomicina, ceftazidima-avibactam e
imipenem-relebactam podem ser considerados importantes opc¢des

terapéuticas para EPCs em nosso pais.
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