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RESUMO

Infecgdes causadas por Enterobacterales produtoras de carbapenemases que
abrigam mais de um gene de carbapenemases se espalham, principalmente, pela
mobilizacdo de plasmidios e transposons. E importante avaliar esses elementos
genéticos moéveis para compreender sua disseminagdo. Este estudo teve como
objetivo analisar os elementos genéticos moveis carreadores de blakec € blanom de
coprodutores de carbapenemases de K. pneumoniae (KpKN). Isolados de K.
pneumoniae com suscetibilidade reduzida a carbapenémicos foram obtidos de 2016
a 2023. Para avaliar o ambiente genético de KpKN, 22 isolados foram selecionados
para perfil de suscetibilidade antimicrobiana e sequenciamento do genoma
completo (WGS) usando plataformas MiSeq e Minlon. O gene blakpc-2 foi carreado,
principalmente, por IncN/IncFIB (~84.000 pb), um novo plasmidio cointegrado
(16/22; 72%) no transposon Tn4401b, que também carregava genes que conferem
resisténcia ao trimetoprim. O blanpwm-2 foi carregado nos unicos dois isolados KpKN
recuperados antes de 2020 pelo plasmidio do tipo IncHI1B/IncFIB (~255.000 pb),
carregando o gene no transposon Tn3000, que também apresentava genes de
resisténcia a aminoglicosideos. Digno de nota, os isolados obtidos desde 2020
mostraram o gene blanpwm-1 carreado pelo IncA/C (~170.000 pb) (18/22; 82%) em um
“IS26-flanked pseudo-composite transposon containing ISCR1”, que também tinha
genes que conferem resisténcia a sulfonamidas, aminoglicosideos, macrolideos,
quinolonas, anfenicadis, tetraciclinas, rifampicina, sulfonamida e trimetoprima. As
alteracdes do plasmidio e do transposon durante os diferentes periodos podem
estar relacionadas a maior disseminagdo de NDM e o grande numero de genes de
resisténcia presentes no transposon flanqueado IS26 pode ter aumentado a co-

selecdo deste plasmidio através do amplo uso de antibiéticos durante a pandemia.

Palavras-chave: blakec2 e blanom-1; disseminagcdo de blanom-1; Klebsiella

pneumoniae coprodutora; plasmidios cointegrados;






ABSTRACT

Evaluation Of The Co-Production Of KPC And NDM In Klebsiella

Pneumoniae: Characterization Of The Mobile Genetic Elements Involved.

Infections due to carbapenemase-producing Enterobacterales harboring more than
one carbapenemase gene spreads mainly by plasmid and transposon mobilization.
It is important to evaluate these genetic mobile elements to understand their
dissemination. This study aimed to analyze the mobile genetic elements carrying
blakrc and blanom of K. pneumoniae carbapenemase co-producers (KpKN).
K. pneumoniae isolates with reduced susceptibility to carbapenems were obtained
from 2016 to 2023. To evaluate the genetic environment of KpKN, 22 isolates were
selected for antimicrobial susceptibility profile and whole genome sequencing
(WGS) using MiSeq and Minlon platforms. The blakpc-2 gene was carried mainly by
IncN/IncFIB (~84,000 bp), a novel co-integrated plasmid (16/22; 72%) in the
Tn4401b transposon, which also carried genes that confer resistance to
trimethoprim. The blanom-2 was carried in the only two KpKN isolates recovered
before 2020 by the IncHI1B/IncFIB plasmid type (~255,000 bp), carrying the genein
the Tn3000 transposon, which also presented genes for resistance to
aminoglycosides. Noteworthy, isolates obtained since 2020 showed the blanpwm-1
gene carried by the IncA/C plasmid type (~170,000 bp) (18/22; 82%) in an 1S26-
flanked pseudo-composite transposon containing /ISCR1, which also had genes that
confer resistance to sulfonamides, aminoglycosides, macrolides, quinolones,
amphenicols, tetracyclines, rifampicin, sulfonamide, and trimethoprim. The plasmid
and transposon changes during the different periods could be related to higher
dissemination of NDM and the large number of resistance genes present in the /1S26-
flanked transposon may have increased the co-selection of this plasmid through the

wide use of antibiotics during the pandemic.

KEYWORDS: co-integrated plasmids, blakec2, blanom-1, K. pneumoniae co-

harboring, bioinformatics; spread of blanom-1; genomic surveillance.
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INTRODUGAO

Uma ameaca global de saude publica e notavel por seu impacto econémico
e social é a resisténcia aos antimicrobianos (AMR). A AMR é um desafio diario aos
profissionais da area da saude devido a escassez de tratamentos eficazes no
combate as infecgdes por microrganismos multirresistentes. As infecgdes por estes
microrganismos estao associadas a elevadas taxas de morbidade e mortalidade
(COLOMB-COTINAT et al., 2016). Estima-se que, em 2050, a resisténcia bacteriana
possa resultar em mais de 10 milhédes de mortes anualmente e ser a maior causa
de morte no mundo, superando os acidentes de transito e doencgas crénicas como
o cancer e o diabetes mellitus (O'NEILL, 2016).

O aumento da disseminacao de isolados multirresistentes, em muitos casos
se deve a programas de controle e de vigilancia, pelo uso abusivo de
antimicrobianos. Diante deste cenario, no Brasil foi desenvolvido o Plano de Agao
Nacional para Prevencao e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-BR),
a fim de garantir a eficacia dos antimicrobianos prevenindo e tratando doencas
infecciosas de forma segura e eficaz, ressaltando a responsabilidade na
administracdo destes medicamentos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Ainda, com
0 objetivo de verificar o panorama nacional do gerenciamento de antibiéticos em
unidades de terapia intensiva surgiram as estratégias do projeto Stewardship Brasil
(ANVISA, 2019). Através da otimizagdo do uso de antimicrobianos foi possivel
verificar a redugao nas infecgbes e colonizagdes por patégenos multirresistentes,
no numero de prescrigdes € no uso desnecessario de antimicrobianos, na reducéo

de custos e no tempo de internagao (BAUR et al., 2017).

Dentre os principais isolados que causam essas infec¢des estdo os bacilos
gram-negativos (BGN), ressaltando-se as espécies da ordem Enterobacterales,
como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (HAILEMARIAM et al., 2021; MOTA
et al., 2018). Entre os multiplos mecanismos de resisténcia que podem levar a
ineficacia aos antimicrobianos, destaca-se a producao de enzimas [(-lactamases
(MUNITA, J. M. et al. 2016). A resisténcia aos carbapenémicos, grupo de

antimicrobianos utilizados para tratamento de pacientes com bactérias
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multirresistentes, normalmente se deve a producdo de enzimas denominadas
carbapenemases (CIENFUEGOS-GALLET et al., 2022), cujos genes de resisténcia
em destaque s&o blakec, blanowm, blaive, blaviv e blaoxa-4s-ike (ABRANTES et al., 2017).

O surgimento de Enterobacterales resistente aos carbapenémicos
(Carbapenemase-Producing Enterobacterales — CPE) se tornou um problema de
saude muito significativo, pois estes isolados podem ainda carrear genes que levam
a sensibilidade diminuida aos monobactamicos, as fluoroquinolonas, aos
aminoglicosideos e as polimixinas, dificultando ainda mais as opg¢des terapéuticas
(CIENFUEGOS-GALLET et al., 2022; MARTINEZ, L. M. et al., 2014).

Uma das espécies de CPE mais prevalentes é a Klebsiella pneumoniae (Kp),
que €& um patdégeno oportunista e esta associado a infecgdes graves como
bacteremia e sepse (HAILEMARIAM et al.,, 2021). Além disso, devido a sua
capacidade de adquirir diversos genes de resisténcia antimicrobiana, este patdgeno
€ critico e pertence a lista de patdégenos prioritarios da Organizagao Mundial da
Saude (OMS) para pesquisa e desenvolvimento de novos antibiéticos. A produgéo
de enzimas carbapenemases € o principal mecanismo relacionado a resisténcia aos
carbapenémicos em Kp, mas a prevaléncia dos genes de carbapenemases varia
em todo o mundo, sendo o blanowm, blakpc € blaoxa-4s-ike 0S Mais prevalentes entre

outros genes carbapenemases em Kp (MA et al., 2023a).

A Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) &, provavelmente, a enzima
carbapenemase mais prevalente no mundo, embora possa existir uma diferenca
regional na prevaléncia das carbapenemases, sendo que a KPC esta associada a
um mau prognostico (PORRECA et al., 2018). Entretanto, desde 2008, quando o
gene blanom foi identificado pela primeira vez, a disseminagcado deste gene tem
aumentado significativamente no mundo e desde 2013 tem sido observado no Brasil
(CARVALHO-ASSEF et al., 2013; WINK et al., 2021; YONG et al., 2009).

O cenario piora especialmente quando CPE abrigam mais de um gene
carbapenemase principalmente por dois motivos: 1) CPE produtores de mais de
uma carbapenemase (coprodutores) podem nao ser detectados utilizando-se

métodos fenotipicos com bloqueadores enzimaticos (ANVISA — Nota Técnica
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01/2013); 2) Novos antimicrobianos como ceftazima-avibactam, muito eficientes
contra serino-carbapenemases, como KPC, nao sao ativos no combate a metalo-[3-
lactamases como NDM (MARSHALL et al., 2017). Em 2022, uma nota técnica da
ANVISA foi publicada com o intuito de alertar sobre o aumento da frequéncia de
isolados co-produtores de KPC e NDM, reforcando a necessidade de vigilancia e
deteccgao destes patdgenos que, principalmente, apos a propagacédo do SARS-CoV-
2 e o aumento de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), se tornaram
mais frequentes (ANVISA; BRCAST; CGLAB;, 2022).

Os genes de carbapenemases em sua maioria estdo localizados em
elementos genéticos moveis, mais especificamente, em plasmidios e transposons.
Isso explica a rapidez com que a disseminagao de genes de carbapenemase pode
ocorrer visto que esses elementos podem ser transferidos horizontalmente e entre
diferentes espécies. (REDONDO-SALVO et al., 2020). Estudo vem sugerindo que
os isolados coprodutores de carbapenemases carregam os diferentes genes de
carbapenemases em distintos grupos de incompatibilidade plasmidiais e que os
elementos moveis envolvidos no processo podem ser disseminados entre diferentes
espécies de bacilos gram-negativos. Embora o estudo do plasmidoma e do
resistoma bacteriano, bem como do ambiente genético de blakrc e blanom sejam
importantes para melhor compreender a rapida disseminagdo desses genes,
apenas poucos trabalhos na literatura realizaram esta avaliacéo (GAO et al., 2020;
ROZALES et al., 2017).






OBJETIVOS

Objetivo Geral

Realizar avaliagcdo molecular e fenotipica de isolados de Klebsiella pneumoniae
coprodutores de NDM e KPC.

Objetivos Especificos

Realizar levantamento epidemiolégico dos isolados coprodutores de
carbapenemase no Hospital de Clinicas de Porto Alegre;

Estabelecer um banco de amostras de isolados de isolados de Klebsiella
pneumoniae coprodutores de NDM e KPC.

Avaliar teste fenotipico para a identificacdo de isolados coprodutores de
carbapenemases;

Caracterizar o(s) plasmidios dos isolados coprodutores;

Caracterizar os transconjugantes e transformantes com genes de
carbapenemases;

Caracterizar isolados coprodutores através da técnica de sequenciamento do

genoma bacteriano.






REVISAO BIBLIOGRAFICA

Epidemiologia das Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)

Infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo notadamente
diferentes daquelas que se estabelecem na comunidade. Isso ocorre porque apesar
das medidas de controle e prevencdo, o ambiente hospitalar e, em especial, os
pacientes em cuidado critico internados, devido a seu estado imunoldgico
comprometido, tornam-se um reservatorio para patdégenos oportunistas como virus,
fungos e bactérias devido a complexidade dos tratamentos nas UTls. Outros fatores
inerentes a assisténcia do paciente como a superlotacdo de hospitais, tempo
prolongado de internacao, alta rotatividade de funcionarios também contribuem de
forma significativa para a disseminagdo de microrganismos patogénicos
(CGLAB/DAEVS/SVS/MS, 2022).

Dentre os principais patdgenos que causam IRAS estdo as bactérias gram
negativas, as quais também constituem significativa propor¢cdo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos. Neste grupo, destacam-se os bacilos gram-
negativos da ordem Enterobacterales, em especial, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus spp., Serratia marcescens, Morganella morganii e
Enterobacter cloacae, além de bacilos gram-negativos nao fermentadores como
Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia e Acinetobacter
baumannii (HAILEMARIAM et al., 2021; MOTA et al., 2018).

Ordem Enterobacterales

A ordem Enterobacterales é constituida por um grupo heterogéneo de
bactérias composta por bacilos gram negativos com exigéncias nutricionais
relativamente simples, portanto, considerados nao fastidiosos. Sao fermentadores
da (glicose, oxidase negativos, catalase positivos, ndo esporulados e com
caracteristicas bioquimicas variaveis. Sao anaerébios facultativos (crescem na
presenga e na auséncia de oxigénio) e reduzem nitrato a nitrito (BRASILEIRO, I. X.

C., & HOSPITALAR, 2004). Estes microorganismos tém capacidade de causar
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infeccdbes em basicamente todos os 6rgdos do ser humano, desde uretrites e
infeccdes urinarias até meningites severas, bacteremias e sepse. Sé&o
colonizadores da microbiota normal dos seres humanos, tornando o processo de
infeccao facilitado em determinadas condigdes clinicas dos pacientes (COLOMB-
COTINAT et al., 2016). Além disso, a ordem Enterobacterales representa 80% ou
mais dos gram negativos de importancia clinica, os quais causam 70% das
infecgbes urinarias e 50% da sepse (BRASILEIRO, I. X. C., & HOSPITALAR, 2004).

Uma das espécies mais prevalentes na resisténcia aos antimicrobianos e
também mais preocupantes devido a sua capacidade de adquirir diversos genes de
resisténcia antimicrobiana é a Klebsiella pneumoniae (Kp), que € um patégeno
oportunista que esta associado a infecgbes graves como bacteremia e sepse.
Existem estirpes de Kp que sdo mais comuns em infec¢cdes graves como, por
exemplo, o complexo clonal de alto risco 258 que inclui os clones ST11, ST258,
ST512 e ST437(ANDREY et al., 2020; TANG et al., 2020; WANG et al., 2020).

Mecanismos de Resisténcia Bacteriana

As bactérias apresentam duas formas basicas de resisténcia aos
antimicrobianos: a resisténcia intrinseca e a resisténcia adquirida. A resisténcia
adquirida pode ser inerente de dois processos, da pressdo seletiva e levar a
transferéncia vertical de genes e/ou devido a inser¢gao de genes via elementos

genéticos méveis, caracterizando a transferéncia horizontal de genes.

Transferéncia Vertical de Genes

A resisténcia induzida de genes é o processo mais comum de resisténcia
bacteriana e pode ocorrer devido a uma pressao seletiva, que se da, principalmente,
pelo uso abusivo e irracional de antimicrobianos (LOUREIRO et al., 2016). Em um
estudo que avaliou a suscetibilidade aos antimicrobianos durante a COVID 19
estimou que no minimo 94% de pacientes com COVID-19 em UTls receberam
terapia antimicrobiana apesar de apenas 15% de pacientes apresentarem infecgdes
bacterianas secundarias ao processo viral (GASPAR et al., 2021). Nao

surpreendentemente, associado a outros fatores, o uso excessivo de
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antimicrobianos inapropriados aumentou a resisténcia durante a pandemia, sendo
que a otimizacao e a responsabilidade na prescricdo de antimicrobianos, de acordo
com as estratégias Stewardship, ainda auxiliaram na prevengao da disseminagao
de isolados multirresistentes (LAl et al., 2021). O aumento da selegao de bactérias
resistentes associa-se ainda ao despejo de medicamentos no solo e na agua, a
poluicéo, e, principalmente, ao uso pecuario de antibiéticos para o desenvolvimento
animal (BENGTSSON-PALME et. al., 2018).

A partir dessa pressao seletiva ocorre o processo natural de resisténcia
bacteriana adaptativo em que bactérias mais resistentes fazem uso de diversos
mecanismos para sobreviver e evoluir, entre os quais se destacam: a diminui¢cdo da
permeabilidade celular (alteragdo de canais de porinas); a ativagdo de bombas de
efluxos (aumento da eliminagdo do antibidtico da célula); a alteragao do sitio de
ligacado e a inativagdo enzimatica (producao de enzimas hidroliticas)(MUNITA, J. M.
et al., 2016).

Transferéncia Horizontal de Genes

A disseminacdo de genes de resisténcia mais preocupante a nivel
epidemiolégico e clinico ocorre devido a transferéncia horizontal de genes (HGT)
através da mobilidade génica via elementos genéticos moveis (transposons,
plasmidios e integrons) a qual tende a ocorrer em maior frequéncia entre bactérias
relacionadas filogeneticamente (BENGTSSON-PALME et al., 2018; SMILLIE, C. et
al., 2011). Basicamente, existem trés mecanismos de HGT - conjugacgao,

transformacéo e transducgao.

O principal e mais comum dos processos de HGT é a conjugacéo, em que
através de um pilus sexual (codificado por plasmidio conjugativo), uma célula
doadora (denominada “+”) que apresenta regido do DNA chamada de fator de
fertilidade (ou fator F) transfere o DNA plasmidial para uma célula receptora
(denominada “-“). Ja, a transformagao ocorre quando a célula bacteriana esta apta
(denominado estado competéncia) a receber DNA exdégeno proveniente de
fragmentagao ou decomposicao bacteriana. Em analises in vitro a captacédo de DNA

extracelular ocorre através de poros gerados na membrana externa devido a



30

diferentes tipos de processos, dentro os quais se pode destacar a eletroporagao e
o choque térmico. Diferente do que ocorre na conjugagao, na transformagao, o DNA
exdégeno necessita integrar-se ao cromossomo bacteriano para adquirir
estabilidade. Por outro lado, a transducédo € uma mobilidade génica realizada por
bacteriofagos (virus bacterianos) que apresentem ciclo nao lisogénico, mais
relacionado a gram positivos (REDONDO-SALVO et al., 2020; SOUCY et al., 2015).

Diante de uma variedade de elementos genéticos méveis vale ressaltar os
plasmidios, os quais s&do constituidos de DNA extracromossomal circular, com
capacidade autorreplicante e autotransmissao celular e com, relativamente, poucos
genes. Os plasmidios sdo responsaveis por fornecerem as bactérias caracteristicas
acessorias, logo, apresentam genes nao codificantes de caracteristicas essenciais
bacterianas, mas sim adaptativas. Portanto, ndo sao todas as bactérias que os
apresentam e uma mesma bactéria pode apresentar multiplos plasmidios. Ainda,
podem ser divididos em dois grande grupos: conjugativos, que apresentam os
genes responsaveis por sua propria transmissao através da conjugacéo e os nao
conjugativos. Ainda, os plasmidios séo classificados em diferentes grupos de
incompatibilidade, sendo considerados vetores perfeitos para a disseminagao da
resisténcia aos antimicrobianos, devido sua capacidade replicativa em diferentes
hospedeiros e de adquirir novos genes de resisténcia (BENGTSSON-PALME et al.,
2018; CARATTOLI, 2013). Os plasmidios podem apresentar também alta
frequéncia de recombinacdo (Hfr), ou seja, podem ainda mobilizar parte do
cromossomo bacteriano (ADELBERG et al., 1965).

Mecanismos de Resisténcia Bacteriana em Bacilos Gram Negativos (BGN)

Os mecanismos que levam a resisténcia podem depender de alteragcbes na
estrutura biologica das bactérias. Diante disso, € importante ressaltar alguns
componentes das bactérias gram negativas: A presenga de duas membranas, uma
interna e outra externa que contém lipopolissacarideos (LPS), lipopoliproteina
capaz de induzir de forma potente a resposta imune (OLIVEIRA, J. et al., 2020); A

presenca da proteina ligadora de penicilina (PBP), uma enzima transpeptidase que
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€ fundamental para sintese do peptideoglicano, necessario para a integridade e
rigidez da parede celular bacteriana; e o espago periplasmatico que se situa entre
as duas membranas e sao o local onde alguns antibioticos, as enzimas que os
degradam e a PBP precisam se acumular e permanecer, para modular a sintese da
parede celular (MACHADO, 2019).

A producao de enzimas que degradam antibidticos, como as B-lactamases,
se destaca como um dos principais mecanismos de resisténcia nos BGN. Os [3-
lactdmicos sdo antibidticos que atuam na ligagéo a PBP devido a alta afinidade do
anel B-lactamico pela enzima, levando a uma lise osmatica, comprometimento da
integridade celular e com isso a morte celular. Assim como os B-lactamicos, as -
lactamases sdo enzimas que também sao liberadas no espaco periplasmatico, e,
podem levar a hidrélise do anel B-lactamico, através da quebra da ligagdo amida, e,
consequentemente, a incapacidade de inibir a sintese da parede celular, resultando
em falha terapéutica (MUNITA, J. M. et al., 2016).

As B-lactamases sdo enzimas de grande relevancia clinica, uma vez que
algumas dessas enzimas, em particular as carbapenemases, podem conferir
resisténcia a praticamente todas as drogas da classe mais abundante de
antimicrobianos: os B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactédmicos e
carbapenémicos) (MUNITA, J. M. et al., 2016). Existem basicamente dois esquemas
para a classificacéo destas enzimas: 1) Classificacdo de Ambler de 1980, a qual se
baseia na estrutura molecular da enzima de acordo com sua sequéncia de
aminoacidos, compondo quatro grandes categorias: A, B, C e D (AMBLER, 1980);
e 2) Classificagao de Bush e Jacoby: originalmente descrita em 1995 e revisada em
2010 a qual se baseia numa classificagao funcional das enzimas compondo trés
grupos (1,2 e 3) (BUSH et al., 2020; BUSH et al., 2010). A tabela 1 mostra de forma

resumida um quadro da classificagdo das B-lactamases.

Em BGN, as classes de enzimas hidroliticas mais frequentes séo as -
lactamases de espectro estendido (“Extended-Spectrum [-Lactamases” - ESBL) e
as carbapenemases. As ESBL conferem resisténcia aos monobactamicos e a maior

parte das geragcbes de cefalosporinas e podem ser encontradas em BGNs
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provenientes de infeccdes em pacientes hospitalizados, assim como na
comunidade. Entre as ESBLs o gene mais prevalente é o blactx-m €, na maioria das
vezes, € identificado em isolados de Escherichia coli e/ou Klebsiella pneumoniae,
tanto no Brasil quanto em outras regiées do mundo (DE OLIVEIRA SANTOS et al.,
2022). Nestas infecgdes, o BGN pode ser suscetivel a terapia com carbapenémicos,
grupo de B-lactdmicos que nao séo hidrolisados pelas ESBLs (ANVISA, 2019,
2020). Entretanto, muitos BGNs podem também apresentar resisténcia aos
carbapenémicos, o que normalmente se deve a produc¢ao de enzimas denominadas
carbapenemases (CIENFUEGOS-GALLET et al., 2022)

Os isolados produtores de carbapenemases além de hidrolisarem todos os
B-lactdmicos podem, muitas vezes, apresentar sensibilidade diminuida aos
monobactamicos, as fluoroquinolonas e aos aminoglicosideos, limitando ainda mais
as opcodes terapéuticas. Entre as [(-lactamases, as carbapenemases sido as
enzimas que apresentam maior capacidade hidrolitica dos carbapenémicos
(CIENFUEGOS-GALLET et al., 2022; MARTINEZ, L. M. et al., 2014).
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Tabela 1. Classificagdo das principais B-lactamases. Adaptado de Bush and

Fisher, 2016

Caracteristica _
o Serino
do sitio ativo

Enzimas
KPC, BKC,

B-lactamases
GES

representantes
Classificagao
de Ambler
Grupo

Classe A Classe C

Molecular
Classificagao
de Bush e
Jacoby Grupo

2 2
(Subgrupo  (Subgrupo 1

] 2f) 2be)
Funcional

Perfil de
Sensibilidade

Avibactam

OXA-23,
OXA-48

Classe D

2
(Subgrupo
2df)

Metalo (Zn?)

NDM, IMP, VIM,
SPM

Classe B

Aztreonam

Enterobacterales produtores de Carbapenemases

A K. pneumoniae é a espécie predominante de CPE disseminando estas

enzimas e um estudo apontado pela ANIVISA, mostrou que até quase 50% dos

isolados de K. pneumoniae hospitalares sao resistentes aos carbapenémicos e as

cefalosporinas de ultima geragdo, como cefepime (ANVISA, 2017).

A presenca de KPC nao é exclusiva apenas em isolados de Klebsiella spp. e

ja foi descrita em praticamente todas as espécies da Ordem Enterobacterales
(PORRECA et al., 2018). O primeiro gene de blakrc foi descrito em 1996 nos

Estados Unidos e atualmente mais de 150 variantes ja foram descritas em BGN,

sendo a variante blakpc-2 endémica no Brasil e também a mais reportada no mundo

(DING et al., 2023). A KPC, juntamente com as enzimas GES e BKC apresentam
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como caracteristica de seu sitio ativo o grupo serino, compondo o0 grupo das serino-

B-carbapenemases, pertences a classe A de Ambler ou 2f de Bush e Jacoby.

Na classe B de Ambler ou 3a de Bush e Jacoby, estdo as enzimas que usam
0 zinco (Zn 2+) ou outros cations divalentes como cofator enzimatico, e, devido a
esta caracteristica de seu sitio ativo, foram denominadas metalo-B-Lactamases
(MBLs) (cujas principais sdo NDM, VIM e IMP). Por apresentarem esta
caracteristica, estas enzimas s&o inibidas por quelantes de metais, como o acido
etileno-diamino-tetracetico (EDTA). Este grupo de carbapenemases ndo apresenta
sensibilidade frente aos carbapenémicos, mas podem apresentar perfil suscetivel
aos monobactamicos, como o aztreonam. Em virtude disso, monobactamicos
poderiam ser indicados para o tratamento das infecgbes por bactérias produtoras
de MBL com chance de sucesso terapéutico, no entanto, como os isolados com
MBL podem apresentar outros genes de resisténcia (como ESBL), eles podem n&o
responder ao tratamento com aztreonam (LIMA et al., 2022). No grupo das MBL,
destaca-se a enzima New Delhi Metallo 3-Lactamase (NDM) que tem apresentado
aumento significativo nas Américas e na Europa, tendo sido isolada a primeira vez
na India em 2008 (YONG et al., 2009). Isso indica a rapida disseminagao deste gene
de resisténcia via elementos genéticos moveis, principalmente, em um mundo
globalizado e com intenso intercambio de pessoas (BUSH et al., 2020;
KUMARASAMY et al., 2010). Desde 2013, a NDM esta circulando no Brasil e um
estudo que avaliou a presencga do gene em bactérias recuperadas de nove estados
diferentes mostrou sua intensa disseminacgao por todo o pais, bem como resultados
semelhantes foram verificados em hospitais do Rio Grande do Sul (CARVALHO-
ASSEF et al., 2013; DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2022; ROZALES et al., 2014;
WINK et al., 2021). Até 2023, ja foram descritas 37 variantes de NDM e a variante
NDM-1 é a principal MBL reportada mundialmente em diferentes espécies de
enterobactérias (MA et al., 2023).

Inicialmente, se entendia que as enzimas carbapenemases fossem
codificadas apenas por genes cromossdémicos, mas com os avangos da biologia

molecular, verificou-se que, na verdade, os genes que codificam estas enzimas
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estdo alocados em elementos genéticos moveis, mais especificamente, em
plasmidios e transposons. A localizagao plasmidial dos genes de carbapenemases
contribui de forma muito significativa para a sua disseminagédo, em funcdo da
transferéncia horizontal que pode ocorrer ainda entre espécies diferentes. A grande
facilidade de transferéncia genética entre as bactérias, dificulta ainda mais o
tratamento de pacientes com infec¢gées causadas por CPE (BENGTSSON-PALME
et al., 2018).

Embora a maior parte das infecgdes causadas por bactérias resistentes aos
carbapenémicos seja devido a produgdo de enzimas carbapenemases, outros
mecanismos de resisténcia também podem levar a hidrolise dos carbapémicos,
como por exemplo, a super expressdo de bombas de efluxo e alteragcdes na PBP.
Assim, a resposta ao tratamento das infecgbes causadas por CPE é variavel de
acordo com o mecanismo e classe de carbapenemase identificada (CODJOE et al.,
2017).

Avibactam é um exemplo de inibidor de [-lactamase nao-B-lactamico
aprovado desde 2015 pelo FDA (Food and Drud Administration) e desde 2018 no
Brasil pela ANVISA, em associagdo a uma cefalosporina, a ceftazidima, para
tratamento de infec¢des causadas por BGN multirresistentes (WANG et al., 2016).
Entretanto, apesar de serem ativos contra isolados produtores de serino-f3-
lactamases, ou seja, classe A (KPCs, ESBLSs), classe C (AmpC) e, algumas enzimas
da classe D (como OXA-23, OXA-48), ndo sao eficientes no combate a isolados
produtores de MBL (classe B) como NDM, VIM e IMP (ABBOUD et al., 2016).
Entretanto, isolados carreando multiplas carbapenemases vem sendo relatados,
embora de forma esporadica, ao longo dos anos (BES et al., 2021; BORALLI et al.,
2023; GAO et al., 2020; PEREIRA et al., 2015a, 2015b; ROZALES et al., 2017a;
WElI et al., 2018; XU et al., 2020; YU et al., 2016). Esses isolados sdo denominados
coprodutores e além de apresentarem duas ou mais carbapenemases podem ainda
ter outros mecanismos de resisténcia e apresentar resisténcia a maioria das classes
de antimicrobianos disponiveis de tratamento, tornando essas bactérias ainda mais
resistentes a terapia (LORENZIN et al., 2022; SEIFFERT et al., 2014).
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Enterobacterales coprodutores de Carbapenemases

Enterobactérias coprodutoras de enzimas de resisténcia sao reportadas
desde a década de 80, mas o aumento exponencial destes isolados se deu nos
ultimos cinco anos, quando emergiram as associagbes com multiplas
carbapenemases (CHANAL et al., 1988; GAO et al., 2020). K. pneumoniae é a
principal espécie carreadora de duas ou mais carbapenemases, ainda que outras
enterobactérias, como E.coli e E. hormaechei sejam relatadas com frequéncia (KIM
et al., 2021; LIU et al., 2022).

Até 2023, no Brasil, as principais enzimas reportadas em Enterobacterales
coprodutoras foram KPC e NDM (BORALLI et al., 2023; WINK et al., 2021). Este é
um quadro divergente dos relatos em outros paises das Américas e da Europa, onde
a principal associacao de blakpc-2 se da com blavim, enquanto que blanpm-1 esta mais
associada a blaoxa-4s-ike (BUSH; BRADFORD, 2020). Em 2020 um estudo brasileiro
que realizou um levantamento epidemiolégico em swabs de vigilancia a fim de
verificar a relagcado genética entre isolados contendo blanpowm, através da técnica de
MLST (Multilocus Sequence Typing) verificou pela primeira vez no pais quatro
carbapenemases em isolados de K. pneumoniae, incluindo blaviv, blanowm, blakpc €
blaoxa-s-ike (FLORES et al., 2020).

A pandemia de COVID-19 fez aumentar as taxas de microorganismos
multirresistentes, bem como o aumento da coprodugcdo de enzimas de
carbapenemases, como blanowm, blakec. Dados da ANVISA obtidos durante 2022
mostraram que quase 60,0% dos isolados com esta coprodug¢ao foram Kp no Brasil
(ANVISA; BRCAST; CGLAB;, 2022). Acredita-se que o aumento e o uso inadequado
de antimicrobianos durante o periodo pandémico possam ter exercido pressao

seletiva promovendo a selegao de bactérias resistentes aos antibiodticos.

Isolados coprodutores podem apresentar resisténcia a altos niveis de
carbapenémicos - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) acima de 32 pg/mL, bem
como aos aminoglicosideos, as fluoroquinolonas, aos macrolideos e as
sulfonoamidas. Nestas situagbes pode se fazer necessario o uso de drogas mais

antigas, mas mais toxicas como as polimixinas E (colistina) e B. As polimixinas bem
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como a tigecilina, apesar de efeito farmacocinético e farmacodinamico nao ser tao
eficiente, sdo utilizadas como ultimo recurso eficaz para estes isolados (VARDAKAS
et al.,, 2017). Associagbes promissoras e mais seguras para o tratamento de
bactérias que apresentem a coproduc¢ao de KPC e NDM se baseiam na combinacgao
de monobactamicos, como aztreonam (ATM), com os novos inibidores de serino-[3-
carbapenemases, como avibactam (AVI) (MARSHALL et al., 2017; MAURI et al.,
2021; ZHU et al., 2022). Entretanto, ainda nao existem discos e fitas de gradiente
de ATM-AVI para determinar a suscetibilidade in vitro destas drogas para uso pelo
método tradicional de disco-difusdo, sendo necessaria a realizacdo de testes
sinérgicos (LIMA et al., 2022). Ainda, uma nova droga aprovada para este uso no
Brasil € o Cefiderocol, uma cefalosporina sider6fora capaz de ser absorvida pela

bactéria através de ligagdo ao ferro (KAYE et al., 2023).

A caracterizagédo dos elementos genéticos moveis que contém os genes de
isolados coprodutores em CPE, ainda é uma questdao que requer mais estudos
moleculares afim de verificar a correta alocagcdo dos genes de resisténcia nestes
elementos, principalmente em plasmidios. Sugere-se que estes multiplos genes de
resisténcia estejam abrigados em plasmidios diferentes uma vez que os poucos
estudos que avaliaram o sequenciamento do genoma bacteriano e a extragéo
plasmidial determinaram um padrdo heterogéneo de plasmidios contendo genes
diferentes (BORALLI et al., 2023; GAO et al., 2020; ROZALES et al., 2017a; TANG
et al., 2020).

Grupos de Incompatibilidade Plasmidial e Transposons

Em 1971, a primeira classificacdo de tipagem molecular de plasmidios foi
descrita a partir de técnicas de conjugacao, dividindo-os em cinco grupos de
incompatibilidade (Inc) (W, F, I, N e P). No final da década de 70, ja haviam sido
descritos 23 grupos de incompatibilidade plasmidial. Foi constatado que a interagéo
entre dois plasmidios pertencentes ao mesmo grupo de incompatibilidade resultaria
na destruicdo de um deles, sendo assim, ndo podendo coexistir na mesma célula,
em fungdo de mecanismos de replicagdo em comum (DATTA, 1979; DATTA et al.,

1971). Em Enterobacterales os plasmidios mais descritos e associados a
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mobilizagdo de genes de resisténcia sao: IncF, Incl, IncA/C, IncL, IncN e IncH
(ROZWANDOWICZ et al., 2018).

O gene blakrc foi relatado em diversos plasmidios Inc como IncF, IncL/M e,
principalmente, o IncN (CARATTOLI, 2013). Além disso, o gene blakrc também esta
associado a um transposon, o Tn4401 que apresenta diversas variantes, sendo o
Tn4401b o mais comum no Brasil cujos genes do ambiente genético do transposon
estdo representados na Figura 1 abaixo (VERA-LEIVA et al., 2017).

Tn4401b
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Figura 1. Representacdo esquematica do ambiente genético do gene blakec no
transposon Tn4401 e suas isoformas (VERA-LEIVA et al., 2017).

Por outro lado, blanom € comumente associado aos grupos IncF (IA,IB e Il),
IncL/M, IncA/C e IncHI1, sendo os dois ultimos mais frequentes (CAMPOS et al.,
2015; VILLA et al., 2012). Vale ressaltar ainda que o gene blanom parece estar
inserido entre sequéncias de insercdo diretas, o /SAba125, resultando em
transposon composto, o Tn125, ou ainda, entre /S3000 resultando no transposon
Tn3000 (ACMAN et al., 2022; CAMPOS et al., 2015). Estudos do Tn125 mostraram
novo gene de resisténcia bleMBL que leva a resisténcia a bleomicina. O gene
bleMBL esta associado ao gene blanom sendo que ambos sdo expressos pelo

mesmo promotor. Deve ser ressaltado que o ambiente genético do gene blanom
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parece estar sofrendo modificagdes ao longo dos anos (ACMAN et al., 2022;
DORTET et al., 2012; WU et al., 2019). Ainda, vale ressaltar que associagbes de
plasmidios hibridos vem sendo relatados com mais frequéncia na Asia e na Europa
e demonstram aumento da multirresisténcia (SHANKAR et al., 2022; TANG et al.,

2020). A diversidade dos transposons carreando o gene blanom pode ser vista na

Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica do ambiente genético do gene blanom nos

diversos transposons ja classificados e identificados (WU et al., 2019)
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Identificacao Laboratorial de Carbapenemases

Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

Um isolado é caracterizado e encaminhado para a triagem de carbapenemases
usualmente quando seu teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) apresenta
perfil de sensibilidade reduzida ou quando é resistente aos carbapenémicos, sendo
0 meropenem o antibidtico que apresenta melhor sensibilidade e especificidade
para triagem de CPE utilizando o ponto de corte para triagem de carbapenemases
o didmetro de halo <28mm (BRCAST, 2017, 2021). Entretanto, é importante
ressaltar que os valores de ponto de corte de triagem para possiveis produtores de
carbapenemases séo diferentes dos que categorizam a resisténcia/sensibilidade,
uma vez que CPE podem apresentar halos de inibicdo maiores que os pontos de
cortes clinicos para resisténcia. No Brasil, o comité que regulamenta e padroniza o
TSA é o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST)
recomenda que a partir da sensibilidade reduzida os testes fenotipicos devem ser

realizados para identificar a presencga e a classe da enzima (BRCAST, 2022).

Métodos Fenotipicos

Existem diversas metodologias fenotipicas para deteccdo de
carbapenemases, as quais incluem testes baseados no uso de inibidores
(bloqueadores) enzimaticos associados a discos de carbapenémicos; métodos de
inativacéo de carbapenémicos (mCIM e eCIM); reagdes colorimétricas/acidimétricas
como o Carba NP e o Blue-Carba e as técnicas imunocromatograficas (Resist-3
OKN e o NG-Test Carba). Cabe mencionar que apenas as técnicas
imunocromatograficas identificam de forma especifica qual a enzima
carbapenemase, sendo que os outros métodos fenotipicos mencionados acima
permitem apenas identificar a presenca ou auséncia de carbapenemases, e/ou,
classifica-las de acordo com seu sitio ativo (serino e/ou metalo) (ABRANTES, 2017;
ANVISA, 2020; BIR, 2019). Os métodos de hidrolise de carbapenémicos também
podem ser realizados através de metodologias automatizadas como o MALDI-TOF,
a fim de verificar a presenga de carbapenemases, sendo que ainda, pela analise
dos picos das enzimas pode-se identificar qual a classe de carbapenemase, no caso
da enzima KPC (WILHELM et al., 2021).
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Os testes fenotipicos tradicionais podem nao apresentar a mesma
sensibilidade e especificidade na deteccdo dos isolados coprodutores de
carbapenemases (MARSHALL et al., 2017; MAURI et al., 2021). Dentre as técnicas
mais utilizadas para identificagdo da coprodugdo das enzimas NDM (metalo-
carbapenemase) com KPC (serino-carbapenemase) se destacam as técnicas
baseadas na capacidade da NDM nao ser hidrolisada pelo monobactamico
aztreonam (AZT) e KPC néao ser hidrolisada pela combinagao de ceftazidima +
avibactam (CAZ-AVI). Desta forma, testes como o sinergismo através de disco
aproximacao de CAZ-AVI com AZT e a pré-difusdo dos mesmos antibidticos

mostram-se eficientes para esta identificagéo (LIMA et al., 2022).

Métodos Genotipicos

A maior parte dos testes fenotipicos, apesar de oferecerem resultados
relativamente rapidos e acessiveis, ndo tém a capacidade discriminatoria do tipo
especifico da enzima carbapenemase. Os testes moleculares permitem a
identificacdo e confirmacdo da presenga do gene de resisténcia ainda que a
deteccao do gene nao garanta que ele esteja expresso no isolado. De toda forma,
os métodos moleculares sao considerados o padrdo ouro para deteccdo de
carbapenemases, entretanto, estas técnicas requerem mé&o de obra altamente
qualificada, equipamentos de biologia molecular e outros custos adicionais. As
técnicas moleculares mais utilizadas para detectar genes de resisténcia se baseiam
na metodologia da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Nas técnicas de PCR,
primeiro é feita a extragdo do acido nucléico bacteriano com posterior amplificagao
do gene com primers especificos para os diferentes genes. Existem outras técnicas
moleculares como o microarray e o sequenciamento do genoma bacteriano mas
essas ja sao técnicas de custo muito significativo (ANVISA, 2020; BAEZA et al.,
2019).

A técnica de PCR com primers especificos seguida da analise de curva de
dissociagdo (HRM, High Resolution Melting Analysis) € uma técnica que vem
ganhando cada vez mais espago nos laboratorio pois é capaz de amplificar e

identificar diferentes alvos de DNA em uma mesma reagao (PCR multiplex). Assim,
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com a técnica de PCR Multiplex HRM é possivel detectar, por exemplo, os cinco
principais genes de carbapenemases em Enterobacterales: blave, blaviv, blanowm,
blaxkrc, blaces and blaoxa-as-ike (MONTEIRO et al., 2012).

O sequenciamento do genoma bacteriano € utilizado para caracterizar o
resistoma bacteriano, apontando genes de resisténcia e, também, identificar a
localizagdo molecular dos genes de resisténcia através da analise do plasmidoma.
Assim, é possivel avaliar o contexto genético dos genes de carbapenemases nos
isolados bacterianos. A primeira metodologia de sequenciamento proposta foi o
método de Sanger que ainda é largamente utilizado, com algumas modificagdes. A
técnica de Sanger apresenta custo relativamente baixo, entretanto, apenas
pequenos fragmentos de DNA conhecidos podem ser sequenciados, o que permite
apenas avaliar mutagdes pontuais no fragmento amplificado. O Sequenciamento
de Nova Geracgao (Next Generation Sequencing - NGS) surgiu como técnica capaz
de sequenciar uma parte maior do genoma bacteriano, ou ainda o genoma total. Os
dados gerados pelo NGS sdo importantes no contexto de investigagdes
epidemiolégicas, pois alem da deteccdo de genes de resisténcia (como as
carbapenemases), permite avaliar o contexto genético no qual o gene esta
envolvido, além de gerar dados de tipagem molecular e varias outras informagdes

do genoma bacteriano (mutacdes) (PAREEK, 2011).

De uma forma geral, o NGS pode ser feito através de técnicas que permitem
0 sequenciamento de sequencias longas (long-reads) ou curtas (short-reads) do
DNA bacteriano. O sequenciamento por short-reads produz sequéncias curtas apés
a montagem do genoma, podendo chegar até 300 pb de comprimento. Esse tipo de
técnica é a mais disseminada e estima-se que contemple em torno de 90% dos
sequenciamentos realizados no mundo, na maior parte das vezes com
sequenciadores da ILLUMINA (PERVEZ et al., 2022). Por outro lado, a metodologia
Minlon™ (Oxford Nanopore Technologies) faz parte da ultima geragdo de
sequenciadores, é portatil e tem a capacidade de gerar longas sequéncias apos a
montagem do genoma (long reads), permitindo assim realizar de forma mais

satisfatoria a analise de plasmidios de forma completa que apresentam tamanho de



43

fragmentos de em média 1kb até mega-plasmidios de 400kb. Estima-se que cada
flow cell do Minlon possa gerar até 30Gb de dados de sequéncias de DNA
(GEORGE et al., 2017; LOMAN et al., 2014).






JUSTIFICATIVA

A emergéncia de CPE devido a um gene de carbapenemsase € um problema
de saude publica muito relevante, pois limita drasticamente as op¢des terapéuticas.
CPE com mais de um gene de carbapenemase (cepas coprodutoras), tornam o
problema ainda mais complexo devido a falta de antibiéticos eficazes. A presenca
dos genes de carbapenemases em elementos genéticos moveis como plasmidios
e transposons contribuem significativamente para sua rapida e significativa
disseminacao entre os isolados bacterianos. Desta forma, se faz crucial entender e
compreender as caracteristicas destes isolados, assim como, identificar seus
elementos genéticos modveis, em especial os plasmidios e transposons. O
sequenciamento do genoma completo destaca a importancia critica do
estabelecimento de programas de vigilancia genémica ao gerar dados que auxiliam
nas medidas de controle e de disseminacédo de isolados multirresistentes, assim
como, identificando os principais genes do resistoma bacteriano pode-se auxiliar na
escolha terapéutica dos pacientes. Desta maneira, este estudo busca avaliar
isolados de Klebsiella pneumoniae coprodutores de blakec € blanom € caracterizar

seus elementos genéticos moéveis.






ARTIGO

O presente trabalho foi submetido em janeiro de 2024 em revista internacional

indexada no Qualis com classificagao A1.






MATERIAIS E METODOS (Nao apresentados no artigo)

Delineamento do Estudo

O presente projeto trata de um estudo analitico transversal e longitudinal
experimental que visa avaliar o contexto genético de multiplos genes de
resisténcia em isolados de Klebsiella pneumoniae. O projeto do estudo foi
aprovado no comité de ética em pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
sob numero 2022-0375.

Extracao Plasmidial

Os plasmidios foram extraidos e purificados a partir de isolado crescido
overnight em 5mL de caldo Muller Hinton utilizando o kit QIAprep Miniprep da
Qiagen, baseado na extragéo alcalina do plasmidio, conforme técnica descrita
previamente por Birboim e Doly com algumas modificagbes (BIRNBOIM, H. C;
DOLY, 1979). O principio do procedimento € o isolamento plasmidial através da
lise alcalina realizada por NaOH e a renaturagdao DNA circular por acédo de
acetato de sodio.

Realizamos pequenas modificagdes no protocolo do kit a fim de melhorar
a desempenho da técnica. Os plasmidios for eluidos da coluna de silica
utilizando agua ultra-pura aquecida a 65°C a fim de facilitar a eluicdo de
plasmidios maiores. Ainda, optamos por eluir apenas 30uL a fim de aumentar a
concentracao plasmidial no eluido final.

Os plasmidios eluidos foram submetidos a uma gPCR-HRM com primers
para detectar blanowm, e blakec para confirmar se os mesmos haviam sido eluidos
da coluna de purificacdo. A partir desta confirmacdo os plasmidios foram

armazenados a -20°C para realizar técnica de transformacao.

Preparo de Células Eletrocompetentes
As células eletrocompetentes foram preparadas da seguinte forma: uma
aliquota de Escherichia coli TOP10 armazenada em glicerol foi repicada em

placa de Luria Bertani agar e incubada a 37°C overnight. Uma colénia pura foi
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inoculada em 10 mL de LB caldo em falcon de 50mL a 37°C overnight sob
agitacdo de 150 a 200 rpm. A  ODsoonm da cultura foi medida em
espectrofotdmetro para determinar a diluicdo da préxima cultura, a fim de garantir
gue a mesma inicie na escala de 0,05, utilizando a seguinte formula: ODesoonm da
cultura inicial X Volume da cultura inicial a ser “diluido” (Vii) = ODsoonm inicial da
sua nova cultura (0,5) X volume final da nova cultura (LB caldo aquecido (Vi) +
volume da cultura que vou adicionar (Vii). Inoculamos 200mL de Vide LB caldo
pré-aquecido a 37°C para atingir a OD 0,05 em Erlenmeyer de 1L estéril. Ao
atingir a OD desejada colocamos imediatamente em gelo picado por 30 minutos
e dividimos o volume em falcons 50mL refrigerados. A partir deste momento
foram realizadas multiplas centrifugagdes em centrifugas refrigeradas a 4°C
(3.500 - 3.800 x g por 12-15min). A primeira, segunda, terceira e quarta lavagem
foram realizadas da seguinte forma: Centrifuga, descarta sobrenadante e
ressuspende o pellets em 2 Vi utilizando H20 Milli-Q. A terceira e quarta
lavagens foram realizadas utilizando H20 Milli-Q + Glicerol a 10%. Apds a ultima
lavagem ressuspendemos em 60 uL de H20 Milli-Q + Glicerol a 10% e
distribuimos em aliquotas de 40uL em eppendorf estéril e refrigerados.
Armazenamos imediatamente em freezer -80°C (LESSARD, 2013).

Transformacéo Bacteriana

Os plasmidios extraidos foram transformados utilizando uma cepa de
Escherichia coli TOP10 eletrocompetente. Todo o material a ser utilizado (cubas
de eletroporacgéao, eppendorf, ponteiras e pipetas) foi refrigerado. A programacgao
do eletroporador para cubetas de 2mm foi: 2.5Kv (ou 2500V), 200 Oms, 25uF.
Foram misturados 3uL de plasmidio em eppendorf junto de 2uL de agua ultra-
pura e adicionado 40uL da célula competente e colocadas na cubeta. Apds ter
dado o choque e foi colocado imediatamente 960uL de SOB pré-aquecido e
transferir para eppendorf para recuperagao das células por 1h sem agitacao de
100 rpm a 37°C. Apds o tempo, o eppendorf foi centrifugado a 8000 rpm por 5
minutos. 750 uL de sobrenadante foram retirados e o pellet ressuspenso no
remanescente para ser inoculado na placa com pressao seletiva utilizando uma

alca de Drigalsky.
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Os transformantes foram selecionados em agar Luria-Bertani contendo 2
mg/L de imipenem e as placas incubadas a 37° C de 18 as 24h. As colbnias
foram identificadas em MALDI-TOF e trés colénias de E. coli TOP10
transformadas foram submetidas a uma gPCR-HRM com primers para detectar
blanom, e blakec para confirmar se os plasmidios haviam sido transferidos por
eletroporagao para a cepa competente de E. coli TOP10 (LESSARD, 2013;
ROZALES et al., 2017b).

Analises Bioinformaticas

Montagem dos Genomas

As leituras (reads) brutas (Arquivo FastQ) geradas pelo sequenciamento
de short reads foram trimadas em qualidade (Q>30). A montagem dos contigs
foi realizada no software QIAGEN CLC Genomics Workbench (verséo 5.5.2)
tanto para a montagem de short reads quanto para a montagem hibrida (short e
long reads) em que os gaps (buracos do genoma) foram fechados através da
unido dos dois sequenciamentos. Um arquivo FASTA foi gerado e submetido a
anotacgao primaria das CDS geradas na montagem atraveés da ferramenta “Rapid
prokaryotic genome annotation” (Prokka) dentro da plataforma Galaxy, gerando
um arquivo genbank (gbk) (SEEMANN, 2014). Este arquivo foi aberto no
software Geneious Prime® 2023.1.2 para realizar a curadoria manual das
principais CDS e genes de interesse, as quais foram identificadas através do uso
de um banco de dados de proteinas do Basic Local Alignment Search Toll

(BLAST) que identifica regides de similaridade entre as proteinas e nucleotideos.

Analises do Genoma Completo

O Instituto Pasteur foi usado como preditor da tipagem molecular in silico
dos isolados de Klebsiella pneumoniae através da determinagao da Sequence
Typing (ST). Os genes de resisténcia aos antimicrobianos ou resistoma
bacteriano foram identificados de forma in silico usando o banco de dados
QIAGEN Microbial Insight-Antimicrobial Resistance (QMI-AR). Os plasmidios

presentes na amostra ou plasmidoma bacteriano foram identificados através da
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ferramenta “PlasmidFinder” presente na plataforma Center for Genomic
Epidemiology (CGE) (CARATTOLI et al., 2014).

Montagem dos Plasmidios

A montagem dos plasmidios foi realizada de duas formas distintas,
dependendo do tipo de dado gerado. As amostras que foram sequenciadas por
short e long reads foram analisadas no Geneious Prime® 2023.1.2. Os contigs
gerados que continham os genes de resisténcia de interesse para nosso estudo
(blakec e blanpm) foram analisados. Cada contig inteiro (sem ser trimado ou
concatenado) foi extraido e identificado no PlasmidFinder para predizer qual o
grupo de incompatibilidade (Inc) plasmidial que estava carreando o gene.
Identificando este plasmidio buscamos os genes que contemplam o pMLST e
que sao essenciais para caracterizar o Inc. Os genes foram identificados no
contig e a origem de replicagao (ori) (gene repA) foi marcada (CARATTOLI et al.,
2014). A partir da ori podemos verificar as sobreposigdes antes e depois da
mesma, concluindo se o plasmidio esta circularizado ou ndo. Para a validacao
desta montagem De novo realizamos um alinhamento por referéncia através do
plugin “Bowetie2” no Geneious utilizando as reads (leituras) do Illumina contra o
contig montado como sendo o plasmidio inteiro. Ja aquelas amostras que foram
sequenciadas apenas pela tecnologia de short reais ndao se faz possivel
determinar se os plasmidios estao circularizados através da montagem De novo,
uma vez que por nao ter o sequenciamento por long reads nao se pode realizar
0 gap closer e determinar o tamanho exato de cada um dos plasmidios. A
montagem neste caso foi realizada através de um mapeamento e alinhamento
por referéncia da seguinte maneira: Verificamos o plasmidoma e os possiveis
plasmidios na amostra. Realizamos o alinhamento utilizando como referéncia os
plasmidios circularizados pela montagem hibrida. A cobertura e os genes de
interesse  foram verificados e quando houvesse correspondéncia

consideravamos como sendo o Inc de interesse.
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Analises dos Plasmidios

Os plasmidios montados foram submetidos a um banco de dados de
nucleotideos do BLAST a fim de verificar se ja haviam depdsitos com sequencias
similares as nossas ou se seriam dados novos. Ainda, desta forma pudemos
realizar analises de comparacéo entre 0os nossos isolados e outros previamente
depositados no National Center for Biotechnology and Information (NCBI).
Alguns depdsitos foram selecionados e as analises de comparagdo foram
realizadas no Geneious, BLAST Ring Generator (BRIG) (ALIKHAN et al., 2011).

Para realizar a analise do ambiente genético mével dos genes blakec e
blanom buscamos por sequencias de inser¢cdes no IS Finder e acessamos ao
CGE para utilizar a ferramenta Mobile Elements Finder a fim de verificar os
alinhamentos dos transposons que continham os genes de resisténcia de
interesse (SIGUIER, 2006). O SnapGene v.7.0.1 foi utilizado para representacao
grafica do ambiente genético dos genes das carbapenemases. utilizado para

representacao grafica do ambiente genético dos genes das carbapenemases.






CONSIDERAGOES FINAIS

e Todos os isolados de Kilebsiella pneumoniae coprodutores de
carbapenemases (KPC e NDM) (KpKN) analisados neste trabalho
apresentaram grupos de incompatibilidade plasmidiais distintos para cada
um dos genes de carbapenemase;

e A associacdo dos plasmidios distintos carreando os genes de
carbapenemase promove 0 aumento da resisténcia aos antibioticos, pois
permite, na maioria dos casos, que o isolado possa apresentar mais
genes de resisténcia;

e O principal plasmidio carreando o gene blakec-2 foi o IncN/IncFIB e o
principal transposon incluso no contexto genético do gene foi o Th4401b;

e O principal plasmidio carreando o gene blanpm-1 foi o IncA/C (~170.000
pb) e o principal transposon incluido no contexto genético do gene foi o
1S26-flanked-pseudocompositte transposon contendo ISCR1, contendo
diversos genes de resisténcia aos antibioticos;

e Todas os isolados com data de coleta inferiores a 2020 (periodo pré-
pandémico) apresentaram o gene blanpm-1 no plasmidio IncHI1B/IncFIB
(~255.000 pb) no contexto genético do Th3000, contendo apenas o gene
da carbapenemase;

e O ambiente genético de blanom em isolados de KpKN sofreu mudangas
significativas ao longo dos anos, provavelmente contribuindo para a
disseminagao acelerada do gene;

e Plasmidios de menor tamanho, devido ao menor fitness, apresentam
maior capacidade de transferéncia horizontal de genes;

e O elevado numero de genes de resisténcia apresentados no transposon
flanqueado por /1S26 pode ter contribuido na co-selecéo deste transposon
através do amplo uso de antibiéticos durante a pandemia;

¢ |dentificamos um novo plasmidio co-integrado carreando o gene blakrc-2,
o IncN/IncFIB.
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Molecular epidemiology of carbapenem resistant Serratia marcescens outbreak
during the COVID-19 pandemic - *Submetido em 11/01/2024 na “Journal of

Antimicrobial Chemotheraphy”.

First Report Of Enterobacter hormaechei Co-Harboring mcr-9.1, blakec-2 And

blanpm-1 From Brazil. *Em fase final para submisséo.

Interspecies dissemination of the IncA/C plasmid harboring blanpu-1. *Em fase de

escrita.

Estagio de Pesquisa — FIOCRUZ

Durante o més de abril/2023 eu fiz uma visita técnica com duracgao de trés
semanas para realizar um treinamento no Laboratério de Pesquisa em Infecgao
Hospitalar (LAPIH) do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz no Rio de Janeiro. Esta
atividade foi realizada sob supervisdo da Profa. Dra. Ana Paula Carvalho-Assef
e financiamento do Laboratério de Pesquisa em Resisténcia Bacteriana
(LABRESIS) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A visita técnica foi realizada
para aperfeicoamento e desenvolvimento de técnicas clonagem de bacteriana
(Extracao plasmidial, Transformag¢do e Conjugacao) a fim de aprofundar meus
estudos em Enterobacterales coprodutores de carbapenemases (genes KPC e
NDM), para que assim pudesse contribuir para as analises de mestrado e futuras
pesquisas no LABRESIS.
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Trabalhos Enviados para Eventos Cientificos
1) Characterization of Klebsiella pneumoniae Co-harboring blakec-2 And blanpm-1
in Different Co-integrated Plasmids: IncN/IncFIB and IncHI1B/IncFIB.

*Selecionado para apresentacio oral no ASM Microbe 2023, realizado em
Houston-Texas/EUA.

2) Molecular Epidemiology and Genetic Environment Characterization of K.

pneumoniae co-harboring blakec-2 And blanpwm-1

*Selecionado para apresentacdo oral na 43.2 Semana Cientifica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre/RS.

3) blanpm-1 plasmid replacement in Klebsiella pneumoniae during the SARS-CoV-

2 pandemic period.

*Enviado e apresentado no 32° Congresso Brasileiro de Microbiologia

em Foz do Iguacu/PR.

4) Molecular Epidemiology and Genetic Environment Characterization of
Plasmids carrying blakpc-2 And blanpm-1 from K. pneumoniae.

*1° Lugar na sessdo de “Investigacdo de alvos Terapéuticos e

Biomarcadores” do XV Encontro do PPGCEF realizado na Universidade Federal
do Rio Grande do Sul/RS.




ASPECTOS ETICOS

Os preceitos bioéticos foram respeitados de acordo com as Diretrizes e
Normas Regulamentadas de Pesquisas em Seres Humanos da Resolugao
466/12 do Conselho Nacional de Saude. O projeto de mestrado foi submedito
ao conselho de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o nome
Enterobacterales coprodutoras de NDM e KPC: deteccdo fenotipica e
caracterizagdo dos elementos genéticos moveis envolvidos (Projeto n® 2022-
0375). As amostras utilizadas foram oriundas de um estudo de vigilancia e a
privacidade das informagdes dos pacientes foi preservada, de modo que, néao
agregara riscos, e, somente com o intuito de gerar informacdes e conhecimentos

para comunidade cientifica e hospitalar.
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Apresentagio do Projeto:

As informagbes elencadas nos campos "Apresentagso do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "AvaliagBo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arguive do projeto e das Informagdes Basicas da Pesquisa
“F-'EI-_IHFGRMA(;EC'}ES_BES]CAE_DU_PRGJETDJEEIBM?. de 01/09/2022.

Trata-se de um projeto académico de mestrado vinculado ao PPG de Ciéncias Farmacéuticas. O projeto
sera realizado no Laboratorio de Pesquisa em Resisténcia Bactenana (LABRESIS), localizado no Centro de
Pesaquisa Experimental — CPE, do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

O surgimento de Enterobacterales Produtoras de Carbapenemase (CPE) devido a um gene carbapenemase
& um problema de satde publica muito relevante, pois limita drasticamente as opgdes terapéuticas e devido
& intensa disseminagdo de isolados, especialmente em CPE que abrigam mais de um gene carbapenemase.
Freocupa porque anfimicrobianos novos e eficientes contra serina-carbapenemases, como KPC, ndo sdo
ativos no combate a metalo-lactamases como NDM. Esses genes estio localizados em elementos genéticos
moveis, mais especificamente, em plasmideos e isso poderia explicar como essa disseminagio ocorre t8o
rapidamente £ entre espécies diferentes, devido 4 transferéncia horizontal de genes (HGT). No entanto, ndo
ha um
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consenso caracterizando a forma de alocag@o em elementos geneticos moveis, bem como o funcionamento
do HGT no CPE. Epidemiclogicaments, de forma a reduzir a propagacdoe destas cepas, & importante avaliar
o contexto genético dofs) elementols) movel{is) destas bactérias. Deasa forma, este estudo busca identificar
coprodutores de CPE de KPC & MDM e caracterizar seus elementos genéticos moveis. |solados
caracterizades por RT-gPCR HRM para copredugdo de KPC e NDM serdo incluidos neste projeto. Os
plasmidecs serdo extraidos por lise alcalina de acordo com a técnica previamente descrita por Birboim e
Doly com algumas modificacdes. Andlises de transformagdo com E.coli TOP 10 e conjugag8o com E_coli
J53 serdo realizadas para verificar a transferéncia de genes KPC & NOM para transformantes efou
fransconjugantes. O DMA plasmidial serd extraido e a construgBo da biblioteca gendmica sera realizada com
o Wizard® HMW DMA Extraction Kit que realiza purificagio de alta confianga para analises de long reads. O
sequenciamento completo do genoma plasmideal sera reaflizado pelo Minlen™, as sequéncias serdo
analisadas pelo BLAST e através do GenBank acessaremos as sequéncias ja depositadas.

Objetivo da Pesquisa:
Objetive Primaric:
Identificagio molecular e fenotipica de isolados de Enterobacterales coprodutores de NDM e KPC.

Ohjetivo Secundario:

- Realizar levantamento epidemiclogico dos isolados coprodutores decarbapensmase no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre;

- Estabelecer um banco de amostras bem caracterizado de isolados de Enterobacterales coprodutoras de
genes de carbapenemases;

- Avaliar testes fenotipices para a identificagdo de isolados coprodutores decarbapenemases;

- Padronizar a técnica de extragio plasmidial por lise alcaling; Caracterizar ofs) plasmidics dos isclados
coprodutores,;

- Caracterizar isolados coprodutores através da téenica de sequenciamento do genoma bacteriano;

- Realizar conjugagdo efou fransformacio bacteriana entre isolados coprodutores e E.coli TOP 10;
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- Caractenzar os transformantes com genes de carbapenemases.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
De acordo com os autores, o projeto apresenta os seguintes riscos:

"O= preceitos bioéticos serdo respeitados de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadas de
Pesquisas em Seres Humanos da Resolugdo 466/12 do Conselho Macicnal de Salde. As amostras
utilizadas sero orivndas de um estudo de vigildncia e a privacidade das informacdes dos pacientes serd
preservada, de modo que, ndo agregara riscos, €, somente com o intuito de gerar informagdes e
conhecimentos para comunidade cientifica e hospitalar.”

Entretanto, sempre existe o risco de quebra de confidencialidade, ndo citado pelos autores do projeto.
Em relagdo aos beneficios, foram citados os seguintes:

"4 emergéncia de CPE devido a um gene de carbapenemsase € um problema de saude piblica muito
relevante, pois imita drasticamente as opedes terapéuticas. CPE com mais de um gene de carbapenemase
{cepas coprodutoras) podem tomar ainda mais dificil o tratamento. Assim, a

identificacdo laboratorial de enzimas carbapenemases nestes isolados rapida e eficiente & necesséria a fim
de iniciar prontamente oz tratamentos adequados, pois antimicrobianos noves e eficientes contra
serinocarbapensmases ndo sdo ativos no combate as MetaloLactamases como a NDM-1 (CIENFUEGOS-
GALLET et al., 2022). A carater epidemiclogico, a fim de diminuir a disseminagio de cepas coprodutoras de
carbapenemases, & importante avaliar o contexto genético dofs) elemento{s) moveis, em especial o(s)
plasmideos, dessas bactérias "

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

O projefo trata-se de um estudo analitico transversal e longitudinal experimental que visa avaliar multiplos
genes de resisténcia em isolados de CPE.

O estudo analisara 50 amostras de cepas de Klebsiella pneumoniae coprodutoras de NDM e KPC, &, ao
final destas analises sera realizado o calculo do tamanho amostral para verificar a necessidade da inclusio
de novas amoatras. As amostras serfo provenientes de um estudo de vigildncia.
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Consideragdes sobre oz Termos de apresentagio obrigatdria:
Projeto propoe dispensa de TCLE com a seguinte justificativa:

As amostras ufilizadas serfo oriundas de um estudo de vigildncia para o monitoramento de isolados
resistentes ou com sensibilidade reduzida aos carbapenémicos no estado do Rie Grande do Sul de diversos
hospitais, incluindo o Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no periodo de 2013 a 2022. As amostras
previamente caracterizadas por RT-gPCR HRM guanto & coprodugdo de KPC & NDM serio incluidas neste
projeto.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto ndo apresenta pendéncias e estd em condicdes de aprovago.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

- Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesguisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, de acordo com
as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS N.° 466/2012 & na Norma Cperacional CNS/Conep N.®
00142013, manifesta-se pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposto.

- O projeto esta aprovado para analiss de 50 amosiras de cepas de K. pneumaoniae coprodutoras de NDM 2
KPC.

- Deverio ser apresentados relatorios semestrais & um relatonio final.

- O projetos executados no HCPA somente poder@o ser iniciados quando seu status no sistema AGHUse
Pesquiza for alterade para *Aprovado”, configurando a aprovago final da Diretoria de Pesquisa.

- Textos e andncios para divulgagio do estudo e recrutamento de participantes deverdo ser submetidos

para apreciagio do CEP, por meio de MotificagBo, previamente ao seu uso. A redagic deverd atender as
recomendagdes institucionais, que podem ser consultadas na Pagina da Pesquisa do HCPA.
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Coriruac3o do Parecer 5642240

- Eventos adversos deverfio ser comunicados de acordo com as orientagBes da Comissio Nacional de Efica
em Pesguisa - Conep (Carta Circular M2 13/2020-CONEPISECNSIMS). Os desvios de profocolo também

deverdo ser comunicados em relatrios consolidades, per meio de Notificacio.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 010972022 Aceito
do Projeto ROJETO 1999142 pdf 112129
Folha de Rosto 20220375 pdf 26/08/2022 [Mavana Kiefing Aceito

15:14:16  |Hemandez
Berdichevski
Projeto Detalhado /| Projeto_mestrado_Mayana.pdf 12/08/2022 |Mavana Kiefing Aceito
Brochura 17:19:35  |Hemandez
Investigadaor Berdichevski

Situagio do Parecen
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
MN&o

PORTO ALEGRE, 14 de Setembro de 2022

Aszsinado por:
Témis Maria Félix
(Coordenador{a))
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