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RESUMO

Este estudo teve como objetivo realizar a caracterizagcdo molecular de
isolados de Klebsiella penumoniae resistentes as polimixinas, com foco em
alteragdes cromossomais. Um total de 35 isolados clinicos de K. pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos e a polimixina B de 3 hospitais em Porto Alegre
no periodo de abril de 2013 a agosto de 2015 foram incluidos no estudo. Todos
os 35 isolados de K. pneumoniae apresentaram os genes pmrA, pmrB, pmrD,
phoP e phoQ com o tamanho molecular esperado, indicando que nenhuma
delecdo ou insercdo parcial ocorreu nesses genes. Nenhum dos isolados
apresentou reacao de PCR positiva para o gene mcr-1. A PCR para o gene
mgrB foi positiva em 34 dos 35 isolados avaliados sendo que 23 isolados
apresentaram o gene com o tamanho de aproximadamente 144 pares de base
indicando que o mesmo estava intacto. Por outro lado, 11 isolados de K.
pneumoniae (32,4%) apresentaram amplicons de mgrB com tamanho
aumentado (em torno de 1500 bp), o que é compativel com a presenga de IS.
Um isolado apresentou resultado negativo na PCR para o gene mgrB, sugerindo
delegéo total do gene.

Os 12 isolados resistentes aos carbapenémicos e polimixina B com
alteragdo no gene cromossomal mgrB tiveram seu genoma completo
sequenciado. Os dados do sequenciamento foram processados e analisados
com a utiizacdto de ferramentas de Dbioinformatica apropriadas
(https://patricbrc.org; http://www.genomicepidemiology.org;
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/), sendo comparados com sequéncias de
referéncias depositadas. Genes relatados como responsaveis pela resisténcia a
polimixina, como mgrB, pmrA, pmmB, pmrD, phoP e phoQ foram também
analisados com os dados gerados pelo sequenciamento de todo genoma.

Os 11 isolados clinicos com mgmB alterado (amplicon com tamanho
molecular aumentado) tiveram seus dados se NGS analisados na plataforma
National Center for Biotechnology Information (NCBI) por similaridade a
sequéncias referéncias. Desta forma, foi possivel identificar 5 familias diferentes
de IS: 5 isolados interrompidos por sequéncias da familia 1S5 (45,5%), 3 isolados
da familia ISKpn13 (27,3%) e 1 isolados das respectivas familias: 1S1, 1S3 e

IsKkpn26. Um unico isolado ndo mostrou amplificagdo do gene mgrB, sendo



posteriormente confirmado a delegao por sequenciamento do genoma completo.
Conforme nosso conhecimento, esses sao os primeiros relatos de inser¢ao de
IS3, além de delegao total mutando o gene mgrB, em isolados provenientes do
Brasil.

Embora os resultados da técnica de PCR com primers para os outros
genes relacionados a resisténcia cromossomal a polimixina (pmrA, pmrB, pmrD,
phoP e phoQ) tenha indicado que todos estavam presentes e que nao
apresentavam alteracdo no tamanho molecular, foi possivel identificar mutagoes
missense e silenciosas através da analise dos dados de sequencimamento do
genoma completo. As mutacbes encontradas incluiram: pmrA — missense
mutation no isolado 4110 (L64R, D167E); pmrB — mutagdo missense no isolado
966 (S164P) e isolado 3854 (V300F), mutacbes missense e silenciosa no
isolado 4110 (A84G, G111V, P145P, L233L); pmrD — mutagao silenciosa (L25L);
e phoQ — mutacgao silenciosa no isolado 4110 (11481, S301S, D416D).

Além de genes relacionados a resisténcia a polimixina, outros genes
foram identificados a partir da analise in silico dos dados do sequenciamento de
todo genoma: blakrc € blanom (resultado esperado visto que os isolados eram
resistentes aos carbapenémicos), enzimas modificadoras de aminoglicosideos
incluindo acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotidiltransferases; genes
tet que conferem resisténcia a tetraciclinas bem como blactx-m que confere
resisténcia a beta-lactdmicos. Os dados de sequenciamento confirmaram que
nenhum isolado apresentava o gene mcr-1.

Para determinar a sequence type (ST) dos isolados, os sete genes
housekeeping (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB e ton) foram avaliados in silico.
Foram identificadas 4 diferentes STs, 6 isolados pertenciam a ST437 (50,0%), 4
isolados a ST11 (33,3%), 1 isolado a ST16 e 1 a ST340 (8,3%).

Nossos resultados corroboraram com relatos anteriores sobre a
resisténcia, mas também indicaram a complexidade que pode estar envolvida,
muitas vezes tendo mais de um mecanismo envolvido na resisténcia. Cabe
mencionar que um isolado com o gene mgrB com delecio total e um isolado com
sequéncia de insergao IS3 alterando o gene, ambas as alteragdes nao descritas

anteriormente no Brasil.

Palavras Chaves: Resisténcia bacteriana; Polimixina; mgrB.



ABSTRACT

This study aimed to carry out the molecular characterization of Klebsiella
penumoniae isolates resistant to polymyxins, focusing on chromosomal
alterations. A total of 35 clinical isolates of K. pneumoniae resistant to
carbapenems and polymyxin B from 3 hospitals in Porto Alegre from April 2013
to August 2015 were included in the study. All 35 isolates of K. pneumoniae had
the pmrA, pmrB, pmrD, phoP and phoQ genes with the expected molecular size,
indicating that no deletion or partial insertion occurred in these genes. None of
the isolates showed a positive PCR reaction for the mcr-1 gene. The PCR for the
mgrB gene was positive in 34 of the 35 isolates evaluated, with 23 isolates
presenting the gene with the size of approximately 144 base pairs indicating that
it was intact. On the other hand, 11 (32.4%) isolates of K. pneumoniae presented
increased mgrB amplicons (around 1500 bp), which is compatible with the
presence of IS. One isolate had a negative PCR result for the mgrB gene,
suggesting complete deletion of the gene.

The 12 isolates resistant to carbapenems and polymyxin B with changes
in the chromosomal gene mgrB had their genome all sequenced. The sequencing
data were processed and analyzed using appropriate bioinformatics tools
(https://patricbrc.org;http://www.genomicepidemiology.org; https://blast.ncbi.nim.
nih.gov/), being compared with deposited reference strings. Genes reported to
be responsible for polymyxin resistance, such as mgrB, pmrA, pmrB, pmrD, phoP
and phoQ were also analyzed with the data generated by sequencing the entire
genome.

The 11 clinical isolates with altered mgrB (amplicon with increased
molecular size) had their NGS data analyzed on the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) platform for similarity to the reference
sequences. Thus, it was possible to identify 5 different IS families: 5 isolates
interrupted by IS5 family sequences (45.5%), 3 isolates from the ISKpn13 family
(27.3%) and 1 isolate from the respective families: 1S1, IS3 and IsKpn26. A single
isolate did not show amplification of the mgrB gene, and the deletion was
confirmed by sequencing the complete genome. To our knowledge, these are the
first reports of insertion of IS3 and total deletion mutating the mgrB gene, in

isolates from Brazil.



Although the results of the PCR technique with primers for the other
genes related to chromosomal resistance to polymyxin (omrA, pmrB, pmrD, phoP
and phoQ) indicated that all were present and that there was no change in
molecular size, it was possible to identify missense mutations and silent by
analyzing the complete genome sequencing data. The mutations found included:
pmrA - missense mutation in isolate 4110 (L64R, D167E); pmrmB - missense
mutation in isolate 966 (S164P) and isolate 3854 (V300F), missense and silent
mutations in isolate 4110 (A84G, G111V, P145P, L233L); pmrD - silent mutation
(L25L); and phoQ - silent mutation in isolate 4110 (11481, S301S, D416D).

In addition to genes related to polymyxin resistance, other genes were
identified from in silico analysis of sequencing data for the entire genome: blaxkrc
and blanom (expected result since the isolates were resistant to carbapenems),
aminoglycoside-modifying enzymes including acetyltransferases,
phosphotransferases and nucleotidyltransferases; tet genes that confer
resistance to tetracyclines as well as blactx-m that confers resistance to beta-
lactams. The sequencing data confirmed that no isolate had the mcr-1 gene.

To determine the sequence type (ST) of the isolates, the seven
housekeeping genes (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB and ton) were evaluated
in silico. Four different STs were identified, 6 isolates belonging to ST437
(50.0%), 4 isolates to ST11 (33.3%), 1 isolate to ST16 and 1 to ST340 (8.3%).

Our results corroborate previous reports on resistance, but they also
indicated the complexity that may be involved, often having more than one
mechanism involved in resistance. It is worth mentioning that an isolate with the
mgrB gene with total deletion and an isolate with an IS3 insertion sequence

altering the gene, both alterations not previously described in Brazil.

Key words: Antimicrobial resistance; Polymyxin; mgrB.
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A resisténcia antimicrobiana tem sido amplamente reportada em bacilos
Gram negativos para diversas classes de antibiéticos, sendo que estas bactérias
podem se tornar multirresistentes (Partridge, S. R., 2015). Dentre esses germes,
os de maior importancia clinica pertencem a ordem Enterobacterales, e em
pesquisa publicada em 2013 pelo European Centre for Disease Prevention and
Control, Klebsiella pneumoniae foi reportada como uma das principais espécies
de Enterobacterales descritas como multirresistente ao redor do mundo (ECDC,
2013).

As opcdes para o tratamento de K. pneumoniae com fendétipo resistente
sdo restritas, por isso carbapenémicos, amicacina, tigeciclina sdo drogas
atualmente consideradas como “ultima opgéo de tratamento” (Karaiskos et al.,
2019). A emergéncia de Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos
(CRE), fez com as polimixinas fossem reinseridas na pratica clinica mesmo com
os seus efeitos nefrotdxico e neurotdxico (Evans et al., 1999). Polimixinas séo
antibiéticos polipeptideos catidnicos cujos principais representantes diferem em
apenas um aminoacido: polimixina E ou colistina (possui D-fenilalanina) e
polimixina B (possui um residuo D-leucina) (Biswas, 2012). Ambas interagem
com o lipopolissacarideo da membrana celular externa de bactérias Gram-
negativas. Polimixinas sao utilizadas no tratamento de bactérias multirresistentes
em combinagdo com carbapenémicos, aminoglicosideos e tigeciclina (Karaiskos
et al., 2019).

Entretanto, o crescente uso de polimixina fez com que surgissem relatos
de resisténcia, podendo ser decorrente de alteracdbes no cromossoma da
bactéria (Cannatelli et al., 2013), ou pela aquisicdo de genes de resisténcia
localizados em elementos genéticos méveis (plasmidial) (Liu et al., 2015). De
fato, as alteragbes (mutacdes) cromossomais sdo mais prevalentes que
plasmidiais em isolados de K. pneumoniae com resisténcia mais significativa as
polomixinas, ou seja, com altos valores de concentragao inibitéria minima (MIC).
Entre as mutagbes cromossomais, a alteracdo no gene mgrB é a mais comum
sendo quer 0 mecanismo envolvido € principalmente a inser¢do de sequéncias
no gene, tornando-o nao funcional e impossibilitando a regulagdo de um
complexo sistema de dois componentes (Cannatelli et al., 2014), permitindo
modificagdo do lipopolissacarideo (LPS) apds a adicao de 4-amino-4-deoxi-L-

arabinose (L-Ara4N) ao lipideo A, diminuindo, portanto, a afinidade das
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polimixinas ao LPS pela diminuigdo da carga negativa da membrana (Ezadi et
al., 2019).

Além de sequéncias de insercao (IS) alterando o gene mgrB, outros
mecanismos ja foram relatados, como a delecgéo total do gene mgrB, que embora
seja descrita com menos frequéncia em comparagdo com IS, também confere
altos niveis de resisténcia a polimixina (Cannatelli et al., 2014). Além da delegéo,
mutagcdes nos genes pmrA, pmrB, phoP e phoQ, que compdem o sistema de
dois componentes tém sido indicadas como alteracbes responsaveis pela
resisténcia a polimixina, visto que também resultam na modificacdo no LPS e
impossibilidade de ligacao da polimixina a membrana celular externa (Macesic
et al., 2019).

E importante conhecer o background genético dos isolados para verificar
possiveis determinantes de resisténcia, sendo assim, métodos moleculares
como Sequenciamento do Genoma Completo (NGS) se tornam essenciais para
elucidar a resisténcia a polimixina. Com isso, o objetivo do nosso trabalho foi
elucidar o ambiente genético de isolados de K. pneumoniae resistentes a

polimixina.



2. OBJETIVOS






21

2.1 Objetivo Geral:

Caracterizacdao molecular de isolados de Klebsiella pneumoniae
resistentes as polimixinas, recuperados de pacientes atendidos em hospitais de

Porto Alegre.

2.2 Objetivos Especificos:
Avaliar a presenca de alteragbes no gene mgrB, e nos demais genes
relacionados a resisténcia as polimixinas;

Avaliar a diversidade genética dos isolados resistentes as polimixinas.






3. REVISAO DA LITERATURA






25

3.1 Ordem Enterobacterales

A ordem Enterobacterales compreende bacilos Gram-negativos
anaerobios facultativos e ndao formadores de esporos, que se dividem em 60
géneros e mais de 250 espécies. Dentre as familias que compdem tal ordem,
Enterobacteriaceae € a que apresenta as espécies mais frequentemente
associadas a infecgcbes comunitarias e infecgcdes nosocomiais graves,
especialmente quando associadas a aquisicido de determinantes de resisténcia
(Adeolu et al., 2016).

Para esses microrganismos, a resisténcia antimicrobiana tem sido
reportada para diversas classes de antibiéticos, o que restringe as opgdes de
tratamento. Os membros da ordem Enterobacterales podem adquirir resisténcia
aos antimicrobianos por quatro mecanismos fundamentais: alteracdo na
permeabilidade de membrana a um determinado composto; alteragdo no sitio-
alvo do antimicrobiano; hiperproducao de sistemas de efluxo e producido de
enzimas capazes de inativar farmacos (Allen et al., 2010). A resisténcia aos
carbapenémicos € a mais importante no carater epidemiolégico e o fenétipo de
resisténcia que mais impacta clinicamente, aumentando significativamente
morbidade e mortalidade associadas a essas infec¢des (Capone et al., 2014).

Carbapenémicos, (imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, etc.)
tém seu mecanismo de acdo relacionado a inibicdo da sintese de
peptideoglicano através da ligagao a Proteinas Ligadoras de Penicilina (PBP),
culminando em um efeito bactericida (Breilh et al.,, 2013). O mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos com maior relevancia clinica e epidemiologica
€ a producao de enzimas, as carbapenemases, que se dividem em 3 classes.
Enzimas da casse A possuem um residuo de serina no sitio-ativo e s&o inibidas
pelo acido fenilborénico (AFB); a Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)
€ o principal exemplo de enzimas que compdem essa classe. Por sua vez, as
enzimas de classe B sao caracterizadas por possuirem um residuo de zinco no
sito ativo e sdo inibidas por agentes quelantes, como o Acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), sendo a enzima New Delhi Metallo-3-
lactamase (NDM) a de maior importancia clinica e epidemioldgica dentro do
grupo. Por fim, as enzimas de classe D — oxacilinases — tém menor capacidade
hidrolitica sobre carbapenémicos, sendo a OXA-48 uma das principais

carbapenemases dessa classe (Ambler et al., 1980).
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A presenca dessas enzimas, isoladas ou associadas a outros
mecanismos de resisténcia, caracteriza germes multirresistentes (GMR), para os
quais as opgoes terapéuticas sao limitadas. De fato, o tratamento de infec¢des
causadas por Enterobacterales Resistentes aos Carbapenémicos (CRE) é
desafiador e fundamenta-se na combinacdo de diferentes classes:
essencialmente, sao utilizadas polimixinas associadas a aminoglicosideos,
tigeciclina ou carbapenémicos (Peri et al., 2019). Representados clinicamente
por estreptomicina, amicacina e gentamicina, os aminoglicosideos atuam
ligando-se irreversivelmente a subunidade 30S do ribossomo bacteriano,
inibindo a sintese proteica (Serio et al., 2018). As bactérias se tornam resistentes
a esses antimicrobianos através da alteragdo no sitio de ligagdo da droga ou,
principalmente, pela inativagao do antimicrobiano, pelas enzimas modificadoras
de aminoglicosideos (AME). Tais enzimas sao codificadas por genes localizados
em elementos genéticos moveis, sendo, portanto, facilmente disseminaveis (Doi
et al., 2016; Ramirez et al., 2010). As AMEs sao classificadas de acordo com a
molécula que utilizam para modificar os farmacos, podendo ser
acetiltransferases (AAC), fosfotransferases (APH) e nucleotidiltransferases
(ANTs ou AADs). Acetiltransferases do tipo aac(6’)-lb-cr sdo especialmente
importantes pois conferem resisténcia também aos antibiéticos da classe das

quinolonas (Robicsek et al., 2006).

3.2 Klebsiella pneumoniae

O género Klebsiella pertence a ordem Enterobacterales, compondo a
familia Enterobacteriaceae, sendo Klebsiella pneumoniae a principal espécie do
género. Dados publicados em 2013 pelo European Centre for Disease
Prevention and Control, reportou K. pneumoniae como uma das principais
espéecies de Enterobacterales multirresistentes reportados ao redor do mundo
(ECDC, 2013). A elevada prevaléncia dessa espécie em infecgdes humanas
associada a alta frequéncia de isolamento de cepas multirresistentes e a
facilidade de disseminagcdo de determinados grupos clonais reforca a
importancia da K. pneumoniae no cenario mundial (Munoz-Price et al., 2013).

Diversos sao os antibidticos para o tratamento de Klebsiella
pneumoniae, em especial as cepas mais resistentes, sendo que

carbapenémicos, aminoglicosideos e tigeciclina sdo drogas atualmente
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consideradas como “Ultima opgao de tratamento”. Com o aumento do uso desses
antibidticos tem se evidenciado, no entanto, o surgimento de relatos de
microrganismos resistentes a todas as classes de antibidticos, e ainda a
polimixina, o que impacta diretamente na atual indicagéo terapéutica, visto que
a polimixina é atualmente indicada para uso em tratamento combinado com
carbapenémicos, tigeciclina ou aminoglicosideos. (Cannatelli et al., 2013; Olaitan
et al., 2014 Basseti et al., 2018; Karaiskos et al., 2019). Em casos de resisténcia
a polimixina, novos farmacos, mas com mecanismos de acgao tradicionais, como
Ceftazidime-Avibactam, Meropenem-Vaborbactam, Plazomicina e Eravaciclina
estdo sendo utilizados na clinica médica como opgao de tratamento (Karaiskos
et al., 2019).

3.3 Polimixinas

Em 1947, foi isolado de Paenibacillus polymyxa o composto atualmente
conhecido como polimixina B, enquanto a colistina (polimixina E) foi isolada em
1949, a partir de Paenibacillus polymyxa subsp. colistinus. Em 1950, as
polimixinas foram inicialmente utilizadas clinicamente no Japéo e na Europa, e
em 1959, a colistina E, na forma de uma pré-droga (colistimetato de sodio), foi
utilizada para tratar infecgdes por bacilos Gram-negativos nos Estados Unidos.
Entretanto, na década de 1980, a utilizacdo clinica das polimixinas foi
consideravelmente reduzida, ja que elas apresentavam uma toxicidade
expressiva, especialmente nefrotoxicidade e neurotoxicidade (Ezadi et al., 2019).
Assim, essa classe foi rapidamente substituida por antimicrobianos de menor
toxicidade. Contudo, com a aumento da disseminacdo de bactérias
multirresistentes na década de 90, especialmente as CRE, a escassez de
antimicrobianos eficazes justificou o retorno das polimixinas como opg¢ao de
tratamento (Ezadi et al., 2019).

As polimixinas sao antibiéticos polipeptideos catiénicos que diferem em
somente um aminoacido: a colistina (polimixina E) possui D-Fenilalanina na
posicdo 6 da molécula, enquanto a polimixina B possui um residuo D-Leucina
(Biswas et al., 2012). Consistem em um heptapeptideo, um segmento
tripeptidico linear e uma cauda de acido graxo, possibilitando a existéncia de

regides com carater hidrofébico e hidrofilico, essencial para a sua atividade
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antimicrobiana, permitindo a interagdo com o lipopolissacarideo (LPS) da
membrana celular externa de bactérias Gram-negativas (Ezadi et al., 2019).

As polimixinas interagem com a membrana externa das bactérias Gram-
negativas e devido a sua carga positiva, se ligam aos grupos fosfato
negativamente carregados do lipideo A do LPS. Com isso, deslocam os cations
divalentes Ca?* e Mg?* e desestabilizam o LPS, consequentemente alterando a
permeabilidade da parede celular e levando ao extravasamento do conteudo

citoplasmatico e lise bacteriana (Biswas et al., 2012).

3.4 Resisténcia a polimixina

As bactérias podem se tornar resistentes as polimixinas empregando
estratégias que incluem: (i) alteragbes no lipopolissacarideo (LPS), levando a
modificagdes na fracdo de lipideo A por meio de adicdo de grupamentos 4-
amino-4-desoxi-L-arabinose  (L-Ara4N) e fosfoetanolamina (PEtN) e
consequente redugao da carga negativa; (ii) utilizacdo de sistemas de efluxo para
expelir o antibiético para o meio externo da célula; e (iii) formagao de capsulas,
impedindo a ligagdo do antibidtico a parede celular. Dentre esses, 0 mecanismo
mais importante é a adigdo dos grupamentos quimicos no Lipideo A e isso ocorre
em consequéncia de mutagdes em genes cromossdmicos ou por aquisi¢ao de
genes plasmidiais (mcr) (Campos et al., 2004; Raetz et al., 2007; Padilla et al.,
2010).

3.4.1 Resisténcia as polimixinas em K. pneumoniae

O principal mecanismo cromossdmico de resisténcia as polimixinas em
K. pneumoniae é mediado pela modificagdo do LPS apds a adicao de 4-amino-
4-deoxi-L-arabinose (L-Ara4N) ao lipideo A, que diminui a afinidade das
polimixinas ao LPS, ja que reduz a carga negativa da membrana a praticamente
zero. Esta modificacado depende de produtos do operon pmrHFIJKLM — também
chamado de arn — que € regulado positivamente pelos sistemas de sinalizagao
de dois componentes PhoQ/PhoP e PmrA/PmrB (Helander et al., 1996; Olaitan
et al., 2014). A ativacao do sistema de sinalizagao PhoQ/PhoP induz a producéao
da proteina transmembrana MgrB, que exerce feedback negativo no sistema de
sinalizagao por interagcdo direta com a quinase, controlando a fosforilagdo de

PhoP e a ativacao do sistema de sinalizagdo de dois componentes PmrA/PmrB
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(Lippa e Goulian, 2009). A inativagao do gene mgrB, que ocorre majoritariamente
pela insercdo de sequéncias especificas no gene, levando a uma indugao
constitutiva do sistema de dois componentes PhoP/PhoQ e consequente
regulagéo positiva do operon pmrHFIKLM, que altera o LPS através da adi¢ao
de L-Ara4N. Ja, a inducdo constitutiva do sistema de dois componentes por
mutacgao nos sistemas PmrA/PmrB e consequente regulagao positiva do operon
pmrCAB altera o LPS através da adicéo de PEtN ao lipideo A (Olaitan, 2014).

As sequéncias de insercao (IS) que, quando inseridas no gene mgrB,
alteram a sua fungao sao elementos transponiveis muito simples, os quais nao
carreiam nenhuma outra informacgéo genética além da necessaria a sua insergao
em um local determinado. Assim, as IS sdo compostas por genes que codificam
uma transposase e duas pequenas sequéncias de repeticdes terminais, uma
direta e outra invertida, localizadas nas extremidades da transposase. As IS
encontram-se distribuidas ao longo do cromossomo, variando na frequéncia com
gue séo encontradas, podendo estar presente em diversas copias em um unico
cromossomo (Schleinitz et al., 2010).

A inativacdo de gene mgrB por uma IS é um importante mecanismo
associado a resisténcia a polimixina (Cannatelli et al., 2014). Macesic e
colaboradores (2019) demonstraram que 24,4% de isolados de K. pneumoniae
resistentes as polimixinas apresentaram alteragao no gene mgrB causado por
insercao de IS. Dentre as sequéncias que interrompem o gene mgrB, 1S5 é a
mais comumente relatada, tendo sido isolada em diversos paises, incluindo o
Brasil (Aires et al., 2016; Cannatelli et al., 2014; Lomonaco et al., 2018).

Outras IS também tém sido relatadas em estudos de caracterizagao
molecular do gene mgrB. ISKpn13 foi descrita em isolados recuperados na
Franca, Turquia, Colbmbia e Africa do Sul (Poirel et al, 2014), mas também em
isolados de K. pneumoniae recuperados na Grécia e no Brasil (Pitt et al., 2018).
Uma sequéncia da familia IS1 foi descrita em 2018 por Uz Zaman e
colaboradores na Arabia Saudita e, no mesmo ano, no Sul do Brasil, por
Zavascki e colaboradores. Por sua vez, genes mgrB interrompidos por IS903 ja
foram descritos na Arabia Saudita (Uz Zaman et al., 2018), Italia (Esposito et al.,
2018) e Brasil (Aires et al, 2016). De fato, juntamente com a 1S5, IS903 parece
ser a mais frequentemente presente em isolados brasileiros de K. pneumoniae

resistentes aos carbapenémicos (Aires et al., 2016).
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IS3, ISKpn14, ISKpn18, ISKpn25, ISKpn26 e ISKpn28 também ja foram
relatadas mundialmente, embora com menos frequéncia, causando inativacao
do gene mgrB, e consequente resisténcia a polimixina (Halaby et al., 2016; Uz
Zaman et al., 2018; Dong et al.2018; Pitt et al., 2018; Lomonaco et al., 2018;
Aires et al., 2016).

A presencga de IS ndo é a unica alteragao no gene mgrB capaz de levar
a resisténcia as polimixinas. Ha, por exemplo, relatos de delegao total do mgrB,
levando, obviamente a resisténcia a esses antibidticos (Cannatelli et al., 2013;
Giani et al., 2015; Leung et al., 2017; Bernasconi et al.,2018; Macesic et al.,
2019).

Embora as alteragdes no mgrB sejam o principal mecanismo observado
em K. pneumoniae, a resisténcia as polimixinas pode ocorrer devido a alteragdes
em qualquer um dos demais genes envolvidos nas modificagbes do LPS,
incluindo os genes dos sistemas de dois componentes — pmrA, pmrB, pmrD,
phoP e phoQ — que levariam a uma ativagdo constitutiva dos operons
associados a inser¢cdo de grupos positivos no lipideo A, resultando em
modificagdo no LPS (Olaitan et al., 2014). De fato, mutagbes nos genes dos
sistemas de dois componentes ja foram relatadas por diversos autores. Haeili e
colaboradores (2017) por exemplo, relataram mutagbes missense no gene pmrB
em 19 de 20 isolados pesquisados. Pitt e colaboradores publicaram em 2018 um
estudo com isolados resistentes as polimixinas provenientes do Brasil e da
Grécia e encontraram mutagdes nos genes pmrA, pmrB, phoP e phoQ de K.
pneumoniae. Resultados semelhantes foram relatados por Yang e
colaboradores (2018) e Xiaoliang e colaboradores (2019).

Macesic e colaboradores publicaram em 2019 um grande estudo
realizando o sequenciamento do genoma completo de 388 isolados de K.
pheumoniae provenientes de um hospital terciario localizado na cidade de Nova
York, nos Estados Unidos, sendo 164 isolados resistentes a polimixina. Esses
autores encontraram diversas mutagbes missense, nonsense e neutras em
todos os sistemas de dois componentes — pmrA, pmrB, phoP e phoQ. No Brasil,
as principais mutagdes associadas aos genes sao: pmrA (E57G), pmrB (R256G
e T246A) e phoP (A30S) (Aires et al., 2016; Rodrigues et al., 2019).

Para além de todas essas complexas modificagbes em genes

cromossOmicos, a resisténcia as polimixinas pode, também, estar associada a
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presenca de genes localizados em plasmideos. E o caso do gene mcr-1, que foi
reportado inicialmente em novembro de 2015 por Liu e colaboradores em
isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae recuperados de animais e
de humanos de provenientes da China (Liu et al., 2015). J& em junho de 2016,
foi relatado na Bélgica a existéncia do gene mcr-2 em isolados bacterianos de
animais (Xavier et al., 2016). Desde entdo, até 2020, foram relatadas oito
variantes do gene mcr. mcr-1, mcr-3, mcr-7 e mcr-8, descritos pela primeira vez
na China (Liu et al., 2016; Yin et al., 2017; Yang et al., 2018; Wang et al., 2018),
mcr-2, relatado inicialmente na Bélgica (Xavier et al., 2016), mcr-4 na ltalia,
Espanha e Bélgica (Carattoli et al., 2017) e mcr-6, na Gra-Betanha (AbuOun et
al., 2017). MCR é uma proteina da familia de enzimas transferases que adiciona
um grupo fosfoetanolamina ao lipideo A. Por estar localizado em um elemento
genético movel e poder ser transferido horizontalmente, o gene mcr dissemina-
se rapidamente e ja foi reportado mundialmente (Gao et al., 2016; Irrgang et al.,
2016; Prim et al., 2016; Ye et al., 2016; Ellem et al., 2017). Os genes mcr estao
associados a plasmideos de diferentes grupos de incompatibilidade.
Inicialmente, o gene mcr-1 foi descrito no grupo de plasmideos Incl2, porém,
estudos posteriores indicaram que o gene mcr-1 ndo é restrito apenas a esse
grupo plasmidial, sendo encontrado também em IncX4, IncHI2, Incl2, IncHI1 e
p0111 (Hasman et al., 2015; Liu et al., 2015; Li et al., 2020).

3.5 Avaliagao da diversidade genética

A disseminagao de microrganismos multirresistentes pode ocorrer pela
expansao clonal de linhagens especificas (disseminagao clonal), ou através do
compartilhamento de material genético ou alteragdes cromossémicas ocorrendo
em isolados bacterianos com background genéticos distintos. Nesse ultimo caso,
ha uma diversidade genética consideravel entre os isolados compartilhando
entre si poucas caracteristicas, além do fenétipo de resisténcia (Urwin, R. and
Maiden, M. C., 2003).

Uma das ferramentas utilizadas para avaliar a diversidade genética de
isolados € o MLST, o qual tem como vantagens a ndo ambiguidade de dados e
a capacidade de comparac¢ao com dados mundiais, através do compartilhamento

de informagdes em bancos de dados (Maiden et al., 1998)
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A partir da técnica convencional de MLST, é definida a Sequence Type
(ST) da qual faz parte a bactéria em questdo. As STs séo definidas pela
avaliacao dos alelos de genes housekeeping. Estes genes sao amplificados e
sequenciados individualmente e isso permite definir os diferentes tipos de
sequéncias que caracterizam um determinado perfil alélico (ou ST) de isolados
de uma mesma espécie (Maiden et al., 1998; Urwin et al., 2003). A determinagéo
de ST também pode ser feita pela avaliacdo in silico dos dados obtidos no
sequenciamento de todo 0 genoma bacteriano
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLSTY/).

Para K. pneumoniae sao 7 genes avaliados para determinacéo das STs,
sendo eles: gapA, inB, mdh, pgi, phoE, rmoB e ton
(http://www.genomicepidemiology.org/). STs semelhantes agrupam-se num
mesmo complexo clonal (CC).

O CC258, por exemplo, tem disseminacao e importancia mundiais, uma
vez que ja foi descrito nas mais diferentes regides geograficas e que esta
relacionado a isolados de K. pneumoniae multirresistentes. Esse CC é composto
pelas seguintes STs: ST 258, ST11, ST340 e ST512 (Peirano et al., 2017).

A ST11 foi relatada na China em 2017 por Zhang e colaboradores,
associada a disseminacao de uma cepa de K. pneumoniae produtora da blaxrc-2,
e em 2019 por Xiaoliang e colaboradores, associada a morte de um paciente
com infecgéo de corrente sanguinea por um isolado de K. pneumoniae resistente
aos carbapenémicos e a polimixina. Pitt e colaboradores (2018) sequenciaram
isolados provenientes do Brasil e encontraram cepas pertencentes a ST11, além
da ST437. Boszczowski e colaboradores (2019) reportaram um isolado de K.
pneumoniae resistente a polimixina pertencente a ST 340 proveniente de um
hospital terciario na cidade de Sao Paulo.

Macesic e colaboradores encontraram uma alta prevaléncia do CC258,
sendo a ST258 presente em 301 dos 388 isolados pesquisados, e ainda, ST17
ST307 e ST392 sendo outras STs de importante incidéncia (Macesic et al.,
2019).

A ST16 foi recentemente descrita em um caso de disseminacgéao clonal
em Sao Paulo, como sendo uma ST importante na disseminagao de um clone
de alto risco associado a resisténcia a polimixina, embora ndo tendo relagédo com
o CC258 (Andrey et al., 2019).
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3.6 Ferramentas de Sequenciamento

O sequenciamento de genes bacterianos permite, dentre outros, avaliar
a presenca de alteragdes, tais como mutagdes ou presencga de IS. Ao longo das
ultimas décadas, foi observado um avango significativo nas metodologias de
sequenciamento.

Primeiramente, em meados da década de 70, foi desenvolvido o método
de dideoxi de Sanger, o qual se baseia em uma metodologia enzimatica, onde
sdo gerados fragmentos de DNA de tamanhos variados, marcados com fésforo,
que sao, posteriormente, submetidos a eletroforese em gel. A técnica exige
iniciadores com sequéncias conhecidas e as plataformas disponiveis para o
sequenciamento de Sanger sdo MegaBACE (Amersham Biosciences) e ABI
Prism (Applied Biosystems) (Franca et al., 2002).

Posteriormente, o sequenciamento foi aprimorado, aumentando o
volume de dados fornecido em uma unica corrida de sequenciamento e
reduzindo o custo em comparagdo com o volume de dados gerados no
sequenciamento de Sanger. O sequenciamento de nova geragcdo (NGS),
também conhecido como Sequenciamento de Segunda Geragéo, baseia-se na
obtengdo de uma biblioteca genémica para sequenciar o genoma completo, a
biblioteca é composta por pequenos fragmentos de acido desoxirribonucleico
(DNA) ou &cido ribonucleico (RNA) da amostra a ser sequenciada. A seguir, a
amplificacdo desses fragmentos é realizada através de PCR em emulsao,
utilizando-se um unico par de iniciadores e o sequenciamento simultdneo destes
produtos de amplificagdo. Ao final, os fragmentos sdo montados por referéncia
ou “de novo”. Na montagem por referéncia, utiliza-se um genoma conhecido,
sendo as reads obtidas através do sequenciamento, alinhadas contra o genoma
de referéncia. Na montagem “de novo”, ndo existe uma referéncia e as reads séo
montadas por similaridade (Bentley et al., 2008).

Diversas plataformas de NGS estao disponiveis, e o que as diferencia é
a tecnologia utilizada para a detec¢do da incorporacdo de novos nucleotideos e
o tamanho do fragmento sequenciado. A plataforma 454 (Roche) utiliza o
pirossequenciamento baseado em reagdes de fluorescéncia para a deteccao da
incorporagdo de nucleotideos. O MiSeq (llumina) utiliza o sequenciamento

baseado em sintese, utilizando marcagao com fluoréforos para a detecgao das
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diferentes bases incorporadas. A plataforma lon Torrent (TermoFischer) se
baseia na modificacdo de pH causada pela incorporacdo de nucleotideos a
cadeia e consequente liberacao de ions H* (Pareek et al., 2011).

A terceira e quarta geragdes de sequenciamento sao respectivamente
representadas pelas plataformas PacBio e Nanopore. A tecnologia PacBio
utiliza sequenciamento por sintese, enquanto a tecnologia Nanopore utiliza sinal
elétrico para deteccio das bases incorporadas. Rapidez, precisao e versatilidade
sdo as principais vantagens fornecidas pelas novas plataformas de

sequenciamento.
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Abstract

Antimicrobial resistance is a global concern, particularly multiresistant Gram-
negative bacilli. Chromosomal resistance to polymyxins is mainly due to alterations in
the mgrB in Klebsiella pneumoniae, however, mutations in the two-component systems
(PmrAB, PhoPQ) also play an important role in the complex system associated. The
objective of this study was to evaluate the molecular context related to polymyxin B
resistant K. pneumoniae. A total of 35 isolates resistant to carbapenems and polymyxin
B was analyzed. All 35 K. pneumoniae carried pmrA, pmrB, pmrD, phoP and phoQ genes
with the expected size, indicating that no partial deletion or insertion occurred in these
genes. None of the 35 isolates presented positive results for the mcr-1 gene. The PCR
for the mgrB gene was positive in 34 out of 35 isolates evaluated. 11 K. pneumoniae
isolates presented mgrB amplicons with increased size (around 1500bp) which is

compatible with the presence of IS in the gene, and one isolate presented a negative
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result in the PCR for the mgrB gene, suggesting total deletion of the gene. All 12 isolates
with alterations in the mgrB gene were sequenced by Whole Genome Sequencing
(WGS). A total of 11 isolates presented IS in mgrB: 1S5 was observed on 5 isolates,
ISKpn13 on 3 isolates, 1S1, 1S3 and ISKpn26 on 1 isolate each, and the total deletion of
one isolate was confirmed. Regarding other genes, missense mutation and silent
mutation was found on pmrA and pmrB and silent mutation was found on phoQ.
Molecular characterization of isolates is important to elucidate the mechanism

associated to polymyxin resistance.

Introduction

Antimicrobial resistance has become a subject of major concern and the Center
for Disease Control and Prevention and World Health Organization recognize it as an
urgent public health worldwide threat requiring immediate and aggressive action (1,2,3).
Indeed, the occurrence and dissemination of multidrug resistant microorganism is a
challenge which needs to be faced (4). Klebsiella pneumoniae is one of the main species
among Enterobacterales and is usually reported as multidrug-resistant all over the world
(5). Therapeutic options for infections due to K. pneumoniae resistant to carbapenems
(KpCR) are restricted as isolates of KpCR are frequently pan-resistant (6). Due to the
lack of new active antibacterial agents, the “old” polymyxins are considered nowadays a
last resort for KpCR infections regardless the toxicity of these drugs. However, even
polymyxins may not be effective to treat some KpCR, as resistance to this class of
antimicrobials is increasing (7).

The exact mechanism of action of polymyxins is unknown, however, it is assumed
that the drug kills bacteria by binding the Lipid A of the Lipopolysaccharide, disrupting
bacterial outer and inner membranes through competitive displacement of divalent
cations (Ca2+ and Mg2+) (8). Resistance to Polymyxins in K. pneumoniae is usually due

to modification of the LPS structure. Mutations in chromosomal genes of the regulation
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pathways of Lipid A, such as pmrA, pmrB, pmrD, phoP, phoQ, and mgrB are more
common than a plasmidial mechanism which is due to the mcr genes (9).
Inactivation of mgrB gene due to mutations, presence of Insertion Sequences (IS) or the
complete deletion of the gene, causing an activation of the PhoPQ and PmrAB signaling
system and the consequent upregulation of operons associated to modifications of
Lipid A, appears to be an important molecular mechanism of polymyxins resistance in
K. pneumoniae (10, 11, 12, 13).

This study aimed to characterize the molecular context of polymyxin resistant
Klebsiella pneumoniae isolates recovered from patients attended in tertiary hospitals in

southern Brazil.

Materials and Methods
Bacterial isolates and Resistance Characteristics

We evaluated 35 K. pneumoniae isolates resistant to carbapenems and
polymyxin B recovered from patients attended three hospitals in Porto Alegre city,
southern Brazil, during the period of April 2013 to August 2015 and were maintained in
freezer at -800IC. Isolates were selected for convenience and all was carbapenemase-
producing and non mcr-1-producing. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of
polymyxin B was determined by Broth Microdilution, according to the ISO 20776-1 (14).
Polymyxin B sulfate (Sigma-Aldrich, Germany) and Cation-adjusted Mueller-Hinton I
broth (BD Difco, USA) were used for the experiments. Escherichia coli ATCC 25922 was
used for quality control. MIC of Polymyxin B <2 ug/mL defined the isolate as susceptible

(EUCAST).

Polimerase Chain Reaction (PCR) for genes related to Polymyxin B resistance
In order to detect integrity and size of mgrB, pmrA, pmrB, pmrD, phoP and phoQ,
genes a simplex PCR was set using specific primers. Amplicons expected size, primers

and reaction conditions were previously described (10, 15). Isolates carrying a wild copy
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of mgrB present an amplicon with 144 bp, while mgrB interrupted by IS presented

amplicons with higher molecular size, with the specific size depending on the IS present.

mgrB Sequencing

The amplicons of isolates carrying alterations on mgrB with an amplicon with
molecular size higher than 144 bp, possible due to IS, were sequenced in an ABI 3500
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Califérnia, EUA). The
amplicons were labelled with 3.2 pmol of specific primers and 1 uL of the BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) in a final volume of 10 pL.
The obtained sequence was compared to the deposited sequences in the following

databases: ISfinder and NCBI.

Genome Sequencing

In order to understand the genomic context of K. pneumoniae, isolates carrying
IS in mgrB, confirmed by Sanger Sequencing, were submitted to whole genome
sequencing. Genomic DNA was extracted and the library was made with the Nextera®
XT DNA Sample Preparation Kit (lllumina, San Diego, CA), followed by DNA
quantification on TapeStation (Agilent) and sequencing in the MiSeq Platform (lllumina,
San Diego, CA).
De novo assembled and annotation was performed using Patric (https://patricbrc.org/),
annotation uses RAST tool Kit. To determine the IS, the NCBI platform was used

analyzing percent identity, E value and query coverage.

Multilocus Sequence Type (MLST)

MLST analysis was carried out by the in-silico analysis of WGS considering the
seven housekeeping genes: gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB e tonB according to the
Center for Genomic Epidemiology (www.genomicepidemiology.org; 16) and minimum

identity of genes was 99.0%.
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Other Resistance Genes

Detection of other resistance genes, on isolates submitted to NGS, was carried
out using ResFinder platform on Center for Genomic Epidemiology
(www.genomicepidemiology.org; 17). Parameters of selected ID threshold was 90.0%

and selected minimum length was 60.0%.

Results

The polymyxin B MIC of all 35 K. pneumoniae varied from 4 to 64 ug/mL,
indicating resistance to the antibiotic. 3 isolates (8.6%) range 4 pg/mL, 7 isolates (20.0%)
range 8 pg/mL, 12 isolates (34.3%) range 16 ug/mL, 10 isolates (28.6%) range 32 ug/mL
and 3 isolates (8.6%) range 64 pg/mL.

All isolates carried pmrA, pmrB, pmrD, phoP and phoQ genes with the expected
molecular size, indicating that no partial deletion or insertion occurred in these genes.
The PCR for the mgrB gene was positive in 34 out of 35 isolates evaluated. Twenty-
three (67.6%) isolates presented amplicons with molecular size of around 144bp which
indicates an intact mgrB gene. On the other hand, 11 (32.4%) K. pneumoniae isolates
presented mgrB amplicons with increased size (around 1500bp) which is compatible with
the presence of IS disrupting mgrB. One isolate presented a negative result in the PCR
for the mgrB gene, suggesting total deletion of the gene. MIC of Polymyxin B for these
isolates was 16 pug/mL or higher, indicating a high level of resistance to the antibiotic.

The draft genomes comprised from 5 507 407 to 5 970 700 bp with a GC content
of 56.61to0 57.26%. A total of 408 to 736 contigs were generated and the N50 value varied
from 203939 to 302846.

Based on data from the WGS, it was possible to identify that the mgrB gene were
interrupted by five different IS: IS5 in five isolates (45.5%), cluster ISKpn13 in three
isolates (27.3%) and one isolate (9.1%) of each with the following sequences: 1S1, IS3

and ISKpn26 (Table 1).
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In-silico analysis of the WGS regarding the genes of MLST indicated that isolates with
mgrB interrupted by IS and the one without the mgrB gene belonged to four different
STs. Although most K. pneumoniae (n=6; 50%) belonged to ST437, another three STs
were identified: ST11 (n=4; 33.3%), ST16 (n=1; 8.3%) and ST340 (n=1; 8.3%).
Noteworthy, the isolate with total deletion of the mgrB clustered in the ST11 (Table 1).

All 11 isolates with insertions in the mgrB gene also presented the blakKPC gene
and the isolate with total deletion of the mgrB gene presented the blaNDM gene. Besides
that, several other resistance genes were identified by WGS analysis among isolates
harboring IS in the mgrB region, reinforcing the multirresistant phenotype of these
bacteria. These genes included aminoglycoside modifying enzymes (AME), such as
aac(3)-lla, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-la, aph(3")-Ib, aph(6)-d, aac(6')-1b3, aadA1 and aadA2.
Enzymes that hydrolyze beta-lactams (CTX-M, SHV, OXA and TEM) were also found,
as we expected, besides the KPC-2 and NDM, and also genes that confer resistance to
tetracycline, as presented in Table 1.

Beyond mgrB alterations, mutations on other genes previously related to
polymyxin resistance were also observed. Isolate 4110 presented several mutations —
missense mutation and silent mutation — on genes pmrA, pmrB, pmrD and phoQ, isolates

966 and 3742 presented only one missense mutation each and only in pmrB (Table 2).

Discussion

Despite the worrying and well-recognized toxicity of polymyxins, these antibiotics
are used as last line drugs for the treatment of CRE. However, resistance to polymyxins
has been described worldwide and further aggravate the situation. In fact, polymyxins
resistance is associated to complex molecular mechanisms, related to alterations in
several chromosomal genes or to the presence of plasmid-mediated mcr-1. Among K.
pneumoniae, mgrB seems to be the major target for mutations, insertions, or even total

deletion, which led to polymyxins resistance.
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Insertion Sequences inactivating mgrB has been described as the main mechanism
associated with polymyxin resistance in K. pneumoniae (10). We found 32.4% of isolates
evaluated in this study harboring the mgrB gene interrupted by IS. Our data reinforces
the importance of IS as a cause of mgrB inactivation and the consequent decrease of
the negative charge of Lipid A, where polymyxin B will not be able to effectively bind.

Among ISs already described in mgrB, 1S5 seems to be the the most related IS,
being described in many countries, including in Brazil, where, along with IS903, it is the
main sequence associated with polymyxin resistance (13, 18, 19). Our data corroborate
the frequent reporting of IS5 desrupting mgrB. In fact, we found 1S5 in isolates recovered
throughout the study period and in all hospitals surveyed.

The second most common IS found in our study was ISKpn13, which was
identified in three isolates from the same hospital in a period of only four months, two
isolates belonged to ST11 and one isolate to ST16. ISKpn13 altering mgrB was
previously related by Poirel et al. in 2015 (13) on an isolate of K. pneumoniae ST1271
from Colombia and later, by Pitt et al. in 2018 (20) on an isolate ST11 from S&o Paulo,
Brazil, collected from 2012 to 2014.

We also found, but in a lesser extent, IS1, 1S3 and ISKpn26 on mgrB sequences
of K. pneumoniae included in this study. IS1 and ISKpn26 were previously reported
around the world, including Brazil, interrupting mgrB in K.pneumoniae isolates (18, 20).
Noteworthy, Zavascki et al. (15) reported a K. pneumoniae isolate carrying IS1 on mgrB
in Porto Alegre, Brazil. IS3 has been already described in India and The Netherlands
(21, 22), and to the best of our knowledge this is the first report of IS3 interrupting mgrB
sequence described in Brazil.

We found only one isolate with a total deletion on mgrB gene that was indicated
by a lack of amplicon by PCR and confirmed by WGS due to the fact that it was not
possible to identify this gene by in silico analysis of the entire genome. Complete deletion

of mgrB is not a common mechanism associated with polymyxins resistance and has
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been related sporadically around the world (10, 23, 24, 25, 26). In fact, total deletion of
the mgrB was not described before in Brazil.

The first cases of carbapenem resistance among K. pneumoniae tended to
present a clonal dissemination, although this pattern no longer exists. Indeed, isolates
presenting Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) are disseminated worldwide
and associated related to the ST11, which is part of the clonal complex 258 (CC258),
along with ST258, ST340 and ST512 (27), and ST11 has also been described harboring
New-Delhi metalobetalactamase (NDM) enzyme.

Likewise, polymyxin resistance seems to be frequently related to STs of the
CC258, and according to our results, four isolates belonged to ST11 (33.3%) and one
isolate to ST340 (8.3%).

Pitt et al. (20) published a study reporting strains of polymyxin-resistant K.
pneumoniae from Brazil belonging ST11 and ST437, and on the same way, those ST
appear in our isolates, representing six and four isolates, respectively. ST11 seems to
be the most widespread in the world and was recently reported by Xiaoliang et al. (28),
associated with the death of a patient with a bloodstream infection by an isolate of K.
pneumoniae resistant to polymyxin in China. ST 340 (CC258) was already reported by
Boszczowski et al. (29) in Brazil. Andrey et al. (30) reported for the first time in Brazil an
outbreak of K. pneumoniae ST16 which was associated with Polymyxin B resistance
causing bloodstream infection with high mortality rates in S&o Paulo, Brazil.

Clonal dissemination of bacterial isolates resistant to antibiotics is a concern in
hospitals (30, 31). According to our results, considering that all isolates were prevenient
from different patients it is reasonable to consider that a specific clone KpCR resistant to
Polymyxin B may have spread in hospital 2 as the three isolates obtained from this
hospital belonged to the same ST (ST437) and presented the same IS (IS5). Moreover,
two of these three isolates were obtained in the same month (October 2013). Another

possible clonal dissemination can be considered in Hospital 3 as two isolates ST11
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(mgrB by the same ISKpn13) were obtained in a period of 3 months. The isolate that
presented 1S3 on mgrB belongs to ST11, a sequence responsible for high dissemination.

The optimal treatment for KpCR resistant to polymyxin B is not well established
and combination therapies with polymyxins and aminoglycosides or tigecycline or
carbapenems can be used if they present susceptibility in vitro (32). However, in our
study we found the KpCR resistant to polymyxin B to present several other resistance
genes which may lead to resistance to aminoglycosides and tetracyclines.

On the other hand, it must be considered that alterations in mgrB other than IS in
the polymyxin B resistance mechanisms are also important. In fact, alterations in mgrB
due to mutations in canonical genes are also responsible for polymyxin B resistance (26).
Diverse canonical genes mutations were described in isolates resistant to Polymyxin B
and included missense, nonsense and silent mutations in pmrA, pmrB, phoP, phoQ,
among other genes (20, 26, 28, 33, 34). We have found mutations that have not been
described yet in canonical genes: pmrA — missense mutation on 4110 isolate (E167G)
and silent mutation on 4110 isolate (R64R); pmrB — missense mutation on 966 isolate
(S163P) and 3742 (V299F), missense and silent mutations on 4110 isolate (A84A,
G110R, P145P, L233L); pmrD — silent mutation (L25L); and phoQ — silent mutation on
4110 (1148I, S301S, D416D). It has been described previously that R256G and T246A
are the main mutation associated to pmrB in Brazil (18, 35), but we did not find these
mutations in the isolates evaluated in this study.

Noteworthy, the isolate 4110 was the only isolate KpCR resistant to polymyxin B
in our study which belonged to the ST16. One can consider that ST16 is a “high-risk”
clone which may be able to genetic recombination, presenting more mutations.

Finally, although the resistance to polymyxin in 32.4% of our isolates could be
justified by the presence of mechanisms already described that inactivate the mgrB
gene, 67.6% of the resistant isolates did not show any mutation in the gene. These
results reinforce that polymyxin resistance is a result of complex mechanisms evolving

distinct genetic systems requiring further studies.
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Table 1 — Characterization of mgrB mutated isolates.
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. IS
Isolate P%I’yl\r;]%;( n Hospital Source Date altn; r%rt?on Accession ST  Carbapenemase Other Resistance Genes
Number
. aac(3)-lld, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-la, tet(A), tet(D), blactxm-1s, blakrc-2,
966 32 H1 Urine  September, 2013 IS5 STN20241 1 ST 437 KPC blaoxas, biaskv-1s2, blatev1s
Ascites aac(3)-lld, aac(6')-Ib-cr, aph(3")-Ib, aph(3')-la, aph(6)-Id, tet(A), tet(D),
1175 32 H2 fluid October, 2013 IS5 WP_110521969.1 ST 437 KPC blactxw-14, blactxm-15, blakpc-2, blaoxa-1, blaswv-1s2, blatem-18
. aac(3)-lld, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-la, aac(6')-1b3, tet(A), tet(D),
1188 32 H2 Urine October, 2013 IS5 WP_077271668.1 ST 437 KPC blactxw-15, blakpc-2, blaoxa-1, blasnv-1s2, blatem-18
. aac(3)-lld, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-la, aac(3)-Ild, aac(6')-Ib-cr, aph(3’)-la,
2200 32 H1 Urine  February, 2014 ISKpn26 WP 1655902201 ST 437 KPC tet(D), blactxw.1s, blaxec-2, blaoxa-1, blaswv-1ez, blatem-1s
aac(3)-lld, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-la, tet(A), tet(D), blactxwm-15, blakpc-2,
3800 64 H2 Blood October, 2014 IS5 WP_016151349.1 ST 437 KPC blaoxas, biaswv-1s2, blatev1s
Dialysis aac(3)-lld, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-la, tet(A), tet(D), blacTtxm-15, blakpc-2,
3854 32 H1 fluid November, 2014 IS1 STJ16063.1 ST 437 KPC blaoxar, blasky-1sz, blatem1s
3865 16 H3 stcatsl November, 2014 IS3 WP_119589562.1 ST 11 KPC aac(3)-lla, aac(6')-Ib3, aadA1, blakrc-2, blaoxa-2, blasnv-1s2, blatem-1a
3922 16 H3 Blood November, 2014 ISKpn13 WwpP_113975976.1 ST 11 KPC aac(3)-lla, aac(6')-Ib3, blakpc-2, blaoxa-2, blashv-1s2, blatem-18
Rectal aac(3)-lla, aac(6')-Ib3, aadA2, blactx-m-2, blakpc-2, blaoxa-2, blashv,
4110 32 H3 swab December, 2014 ISKpn13 WP _163583967.1 ST 16 KPC blatenis
4447 16 H3 Blood February, 2015 IS5 WP_167876443.1 ST 340 KPC aac(6')-Ib3, aadA2, tet(D), blactx-m-2, blakpc-2, blasnv-1s2, blatem-18
aac(3)-lla, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-la, tet(A), blactxwm-15, blakpc-2, blaoxa-1,
4449 32 H3 Blood February, 2015  ISKpn13 wpP_113975976.1 ST 11 KPC blaoxa, blaswv-1s2, blatev-s
3742 32 H2 Urine October. 2014  Deletion ST 11 NDM aac(3)-lla, aac(6')-Ib, aadA1, blactxwm-s, blanom-1, blaoxa-e, blasco-1,

blasnv-1s2, blatem-18, blatem-79
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Table 2 — Genotype evaluation on canonical genes.

Nucleotide . Substitute Amino acid
Gene Isolate . Nucleotide . .
Position nucleotide Mutation
pmrA 4110 193 C T R64R
4110 503 T C E167G
pmrB 4110 253 C T AB4A
4110 333 C G G110R
4110 436 C G P145pP
966 492 A G S163P
4110 700 C T L233L
3742 900 C A V299F
pmrD 4110 78 G A L25L
phoQ 4110 445 G A 1148
4110 904 G A S301S
4110 1249 G A D416D




5. DISCUSSAO
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Apesar da toxicidade preocupante e bem reconhecida das polimixinas,
elas continuam a ser usadas como drogas de ultima linha para o tratamento da
CRE. No entanto, a resisténcia a polimixina tem sido descrita em todo o0 mundo
e agrava ainda mais a situagao (Olaitan et al., 2014).

Alteragdo no gene mgrB é o mecanismo mais frequentemente relatado
causando resisténcia a polimixina em Klebsiella pneumoniae, e a alteragao mais
frequente é a insergdo de diferentes tipos de elementos mdveis, como as
sequéncias de insercao (IS) (Cannatelli et al., 2014; Macesic et al., 2019). Em
nosso estudo, o mgB de 31,4% dos isolados resistentes a polimixina B eram
interrompidos pela insergao de IS.

Diversas IS ja foram relatadas no mgrB de K. pneumoniae, no entanto,
IS5 é a sequéncia mais frequentemente relatada no Brasil e no mundo
(Cannatelli et al., 2014; Aires et al., 2016; Lomonaco et al., 2018), o que também
observamos no nosso : 45,5% e em um periodo mais longo de tempo — 17
meses — e em todos os hospitais, demonstrando a sua estabilidade como
sequéncia de inser¢cado e capacidade de disseminagéo. ISKpn13 foi a segunda
IS mais frequente em nosso estudo, sendo identificada em trés isolados (27,3%).
A sequéncia ja havia sido relatada por Pitt e colaboradores (2018) em um estudo
com amostras provenientes do Brasil, demonstrando que a sequéncia ja havia
sido encontrada no pais (Pitt et al., 2018). A sequéncia IS1 foi identificada em
apenas um isolado em nosso estudo (9,1%) e ja havia sido relatada inserida no
mgrB de K. pneumoniae no sul do Brasil no ano de 2018 (Zavascki et al., 2018).
ISKpn26 também foi relatada em apenas um isolado em nosso estudo,
demonstrando sua baixa prevaléncia, entretanto, ja& havia sido reportada no
Brasil (Pitt et al., 2018). Da mesma forma, a sequéncia 1S3 foi identificada em
apenas um isolado, e embora ja tenha sido relatada em Amsterdam (Halaby et
al., 2016), este é o primeiro relato de 1S3 inserida em mgrB em isolados de K.
pneumoniae no Brasil.

Um isolado nao apresentou amplificacdo no gene mgrB, sendo esse
resultado posteriormente confirmado no NGS visto que nao foi possivel
identificar esse gene a partir da analise in silico de todo o genoma. De fato, ha
relatos em que a resisténcia pode estar associada a delagao total do gene mgrB

com consequente néo regulagao dos sistemas de dois componentes e alteragéo
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no LPS, impedindo a ligacao da polimixina (Cannatelli et al. 2013; Giani et al.,
2015; Leung et al., 2017; Bernasconi et al., 2018; Macesic et al., 2019).

Além disso, mutagdes pontuais nonsense, missense, delegbes
(pequenas ou grandes) em genes relacionados com o sistema de dois
componentes regulado pelo mgB (pmrA, pmrB, phoP, phoQ) podem estar
associadas a resisténcia a polimixina em isolados de K. pneumoniae. Em nosso
estudo, encontramos mutacdes ainda nao descritas anteriormente em 25% dos
isolados, sendo elas: pmrA — missense mutation no isolado 4110 (E167G) e
mutacgéo silenciosa no isolado 4110 (R64R); pmmB — mutacdo missense no
isolado 966 (S163P) e isolado 3742 (V299F), mutagdes missense e silenciosa
no isolado 4110 (A84A, G110R, P145P, L233L); pmrD — mutagao silenciosa no
isolado 4110 (L25L); e phoQ — mutacdo silenciosa no isolado 4110 (1148l,
S301S, D416D). Embora algumas mutagdes associadas ao gene pmrB sejam
frequentemente encontradas no Brasil (R256G e T246A) (Aires et al., 2016), elas
ndo foram encontradas em nossos isolados.

A capacidade de disseminagdo do isolado esta intimamente ligada a
Sequence Type (ST) do mesmo. A ST encontrada com maior incidéncia em
nosso estudo foi a ST437, encontrada em 6 isolados (50%). ST11, assim como
a ST340 fazem parte do CC258 (Peirano at al., 2017), e foram encontradas,
respectivamente, em quatro (33,3%) e um isolado (9,1%).

A ST16, recentemente relatada por Andrey e colaboradores (2019), foi
encontrada em apenas um isolado, e assim como no relato de Andrey em que é
descrito um clone de alto risco, o isolado presente em nosso estudo também
parece ser. Levando em consideragdo que a mutacio de genes alvos envolvido
na resisténcia das cepas (pmrA, pmmB, pmrD e phoQ) confere adaptagcao e
perpetuacao das espécies, esse isolado se mostrou o mais mutado dentre todos
os isolados do estudo, corroborando para a possibilidade de ser um isolado de
alto risco.

Diversas STs ja foram descritas em isolados com mgrB deletado, como
ST512 e ST2261, sendo a maior parte delas associada a ST258. (Cannatelli et
al. 2013; Giani et al., 2015; Leung et al., 2017; Bernasconi et al., 2018). Em nosso
trabalho, o isolado com mgrB deletado faz parte da ST11, fazendo parte do
CC258 (Peirano et al., 2017).
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A disseminacéo clonal de isolados bacterianos resistentes a antibiéticos
€ uma preocupacao no ambiente hospitalar (Andrey et al., 2019; Andrade et al.,
2011). Analisando os resultados do nosso estudo, & possivel considerar a
disseminacdo de um clone no hospital 2, visto que os trés isolados obtidos no
hospital pertencem a mesma ST437 e apresentavam a mesma 1S5. Além disso,
a questao temporal pode reforcar a hipbtese, pois dois dos trés isolados foram
obtidos no mesmo més de 2013. Outra possibilidade de disseminagao clonal
pode ser considerada no Hospital 3, visto que dois isolados pertencem a mesma
ST11, possuem o mgrB mutado pela mesma ISKpn13 e foram obtidos em um
periodo de 3 meses.

Levando em consideracdo todos os dados encontrados no estudo,
alguns achados corroboraram ao que ja esta descrito na literatura, contudo a
insercao da sequéncia IS3 é inédita em isolados brasileiros. Ainda, mutagao nos
genes canénicos que também levam ao desenvolvimento de resisténcia de
polimixina foram identificadas pela primeira vez, como mutagdes missense
(E167G) no gene pmrA, mutacdes missense e no gene pmrB (S163P, V299F,
G110R), dentre outras mutagdes que nao levam a alteragdo em aminoacidos.

Sabendo que a resisténcia a polimixina € um sistema complexo, e tendo
ainda diversos isolados que apresentam o gene mgrB intacto, mas com MIC
superior a 32 ug/mL, um possivel estudo futuro seria avaliar por NGS esses

isolados para conseguir determinar outros determinantes de resisténcia.
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