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RESUMO

As Infecgdes por Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase tém sido um
problema de saude publica levando ao aumento da morbidade e mortalidade de pacientes, o
que levou a reintrodu¢do de um antimicrobiano previamente descontinuado para uso
humano, as polimixinas. O aumento da resisténcia as polimixinas tem dificultado ainda mais
o tratamento, o que € preocupante devido a alta disseminacdo mundial dessas cepas. Este
estudo teve como objetivo realizar a andlise genética dos sistemas de dois componentes
envolvidos na resisténcia a polimixina em isolados de Klebsiella pneumoniae. Foram
estudados 16 isolados de K. pneumoniae multirresistentes. A relagdo clonal foi realizada a
partir da investigacdo de sequéncias palindromicas extragénicas repetidas (REP). Os genes
dos sistemas reguladores enzimaticos de dois componentes (pmrA, pmrB, phoP, phoQ) foram
amplificados por reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A identificagdo das mutacdes foi
realizada por sequenciamento de DNA com andlise comparativa utilizando a cepa MGH
78578 como referéncia. Foi possivel distinguir a presenca de quatro grupos com relacio
clonal da mesma espécie com variacdo de 2 a 5 bandas ndo compartilhadas, indicando um
padrao de similaridade entre todas as bactérias do estudo. Todos os isolados apresentaram
mais de uma mutagdo nas regides codificantes dos genes estudados, a prevaléncia foi de
mutacoes classificadas como silenciosas em pmrd e phoP. Porém mutagdes do tipo
Frameshift Nonsense ¢ Missense foram identificadas, nos genes pmrB e phoQ o que levou a
alteracdes na cadeia de aminoicidos e produ¢do de uma proteina ndo funcional. As
alteragcdes nucleotidicas nas regides codificantes dos genes reguladores dos TCS (phoPQ e
pmrAB) e o comprometimento da sequéncia proteica, sdo considerados os mecanismos mais

relevantes no que diz respeito a mediacao da resisténcia as polimixinas.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana; mutacao; sistemas de dois componentes; polimixina.



ABSTRACT

Infections for Klebsiella pneumoniae Carbapenemase-producing have been a public
health problem leading to increased patient morbidity and mortality, which has led to the
reintroduction of a previously discontinued antimicrobial for human use, polymyxins. The
raise in resistance to polymyxins has made treatment even more difficult, which is worrying
due to the high worldwide dissemination of these strains.This study aimed to perform a
genetic analysis of two-component systems involved in polymyxin resistance in Klebsiella
pneumoniae isolates. Sixteen multiresistant K. pneumoniae isolates were studied. The clonal
relationship was performed from the investigation of repeated extragenic palindromic
sequences (REP). The genes of the two-component enzyme regulatory systems (pmrA, pmrB,
phoP. phoQ) were amplified by polymerase chain reaction (PCR). The identification of
mutations was performed by DNA sequencing with comparative analysis using the MGH
78578 strain as reference. It was possible to distinguish the presence of four groups with
clonal relationship of the same species with a variation of 2 to 5 unshared bands, indicating a
pattern of similarity between all bacteria in the study. All isolates had more than one mutation
in the coding regions of the genes studied, the prevalence was of mutations classified as silent
in pmrA and phoP. However, Frameshift Nonsense and Missense mutations were identified in
pmrB and phoQ genes, which led to alterations in the amino acid chain and production of a
non-functional protein. Nucleotide alterations in the coding regions of the TCS regulatory
genes (phoPQ and pmrAB) and the compromise of the protein sequence are considered the

most relevant mechanisms regarding the mediation of resistance to polymyxins.

Keywords: Bacterial resistance; mutation; two-component systems; polymyxin.
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1. INTRODUCAO

O aumento das infec¢des causadas por bactérias Gram-negativas resistentes a multiplas
drogas (MDR) ¢ alarmante, representa uma ameaga a assisténcia médica e tornou-se um dos
maiores desafios terapéuticos (ECDC, 2016). Nesse contexto, a espécie Klebsiella
pneumoniae tem ganhado destaque, principalmente devido a sua distribuigdo global
(RUSSOTTO et al., 2015). Por muitos anos, os antimicrobianos carbapenémicos,
pertencentes a classe dos beta-lactamicos, foram considerados os farmacos de escolha para
tratamento das infecg¢des causadas por K. pneumoniae MDR (LEE et al., 2016). No entanto, a
pressdo seletiva exercida pelo uso exacerbado dessas drogas favoreceu a emergéncia de K.
pneumoniae com resisténcia aos carbapenémicos (CRKP), a qual ¢ mediada principalmente
pela acdo da enzima K. pneumoniae carbapenemase (KPC). As op¢des de tratamento para
infeccdes causadas por CRKP sdo restritas e a alta prevaléncia dessas cepas em ambiente
hospitalar levou a reintrodugdo de um grupo de antimicrobianos previamente descontinuado
para uso humano, as polimixinas (JEANNOT et al., 2017).

A polimixina B e polimixina E ou colistina, sdo as drogas da classe das polimixinas
utilizadas no tratamento de infecgdes em seres humanos (BISWAS et al., 2014). Esses
farmacos sdo anfipaticos e atuam interagindo com componentes da membrana celular
negativamente carregados, como os lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos, resultando no
deslocamento dos fons de Ca** e Mg*", levando a inser¢do da cauda lipofilica presente na
molécula do antimicrobiano e ao desarranjo e desestabilizacdo da membrana, ruptura, perda
do conteudo citoplasmatico e consequentemente morte celular (GIRARDELLO et al., 2012).

As taxas de resisténcia as polimixinas até pouco tempo eram consideradas baixas,
porém, mecanismos de resisténcia a essas drogas ja& vém sendo amplamente relatados em
isolados que eram normalmente susceptiveis, especialmente quando se trata da resisténcia a
colistina em isolados de K. pneumoniae (OLAITAN et al., 2014). A falta de susceptibilidade
desse farmaco ¢ mediada por modificagdes quimicas no lipideo A, componente do LPS
bacteriano, através da adi¢gdo de compostos como amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) e
fosfoetanolamina (pEtN). A sintese e transferéncia de L-Ara4N e PEtN ¢ mediada por
sistemas reguladores enzimaticos de dois componentes (TCSs), os quais sdo ativados por

estimulos ambientais. Os sistemas PhoP-PhoQ (PhoPQ) ¢ o PmrA-PmrB (PmrAB) sdo os
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principais na contribuicdo da resisténcia a polimixina, geralmente apds a ocorréncia de
mutacoes especificas nesses TCSs (BARON et al., 2016; OLAITAN et al., 2014).

Em resposta & concentragdes sub-letais de polimixina, enzimas com atividade de
tirosina quinase como PhoQ e PmrB, fosforilam as proteinas reguladores citoplasmaticas
PhoP e PmrA, que por sua vez, modulam a expressao de genes alvos como o pmrC, contido
no operon pmrCAB, o pmrE e o operon arnBCADTEF, os quais codificam as enzimas
modificadoras do LPS. Além desses, um novo TCS denominado CrrAB também foi descrito
como mediador da resisténcia a polimixina em K. pneumoniae, sendo composto por uma
histidina quinase (CrrB) e seu regulador de resposta (CrrA) (BARON et al., 2016).
Numerosas mutagdes ja foram descritas nos genes envolvidos na resisténcia a polimixina. A
inativagdo do gene mgrB por meio de mutagdes e truncamento por elementos de inser¢ado é o
mecanismo mais frequente em K. pneumoniae. (JAYOL et al., 2015; AIRES et al., 2016;
GIORDANO et al., 2018). Ha poucos anos, também foi relatado o surgimento do primeiro
mecanismo de resisténcia a polimixina codificado por um gene de localizagdo plasmidial
(mcr-1), o qual ja sofreu disseminagdo intercontinental e tem sido encontrado em varias
espécies bacterianas e associados a diferentes ambientes genéticos (LIU et al., 2016).

As infecgdes causadas por K. pneumoniae MDR caracterizam-se como um problema
de saude publica crescente, levando ao aumento da morbidade e mortalidade de pacientes,
prolongamento do tempo de internacdo e gastos com insumos. Nesse cenario, as polimixinas
sdo as drogas de ultima alternativa e a resisténcia a esse grupo de farmacos costuma ser
preocupante devido a alta disseminagdo mundial dessas cepas. Entdo, faz-se necessario a
realizacdo de estudos que caracterizem os respectivos mecanismos regulatérios de resisténcia

a esse grupo de farmaco.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCOES POR Klebsiella pneumoniae

A espécie Klebsiella pneumoniae pertencente a familia Enterobacteriaceae e ordem
Enterobacteriales, ¢ um bacilo Gram-negativo que faz parte da microbiota intestinal normal.
Hé muito tempo foi reconhecido como um agente de doenga (descrito pela primeira vez por
Carl Friedlander em 1882, como causa de pneumonia), ¢ permanece entre os patdgenos
nosocomiais mais comuns do mundo (WYRES et al., 2020).

K. pneumoniae ¢ imovel, ndo esporulado, encapsulado, aerdbio facultativo, porém
apresenta melhor crescimento em condi¢des aerdbias. Seu tamanho varia de 0,3 a 1p de
diametro e de 0,6 a 6p de comprimento. Quando cultivada em meio de cultura soélido, as
coldonias formadas sdo grandes e mucoides (Figura 1), indicando a presenga de uma cépsula
polissacaridica que recobre toda a superficie bacteriana conferindo protecdo contra a
fagocitose por granuldcitos e contra a acao de fatores bactericidas do soro, além de auxiliar
na aderéncia (MEYER E PICOLI, 2011).

Figura 1. Klebsiella pneumoniae cultivada em meio de cultura solido, geralmente crescem em
colonias médias a grandes, e com aspecto mucdide. Fonte: American Society for Microbiology
(2005).

A maioria das infeccdes por K. pneumoniae em todo o mundo sdo infeccdes
oportunistas, as manifestagdes mais comuns sdo pneumonia, infec¢cdes do trato urinario e
feridas cirtrgicas, qualquer uma das quais pode progredir para a bacteremia. O maior risco
sdo em pacientes vulneraveis, grupos como neonatos, idosos € os imunocomprometidos,
principalmente aqueles que estdo em unidade de terapia intensiva (UTI). Nos quais as
infecgdes sdo consideradas como resultado de crescimento excessivo e falta de controle
imunologico (WYRES er al., 2020).
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A alta prevaléncia deste patdgeno em ambiente hospitalar estd relacionada ao fato de
apresentarem uma ampla gama de fatores de viruléncia, aumentando o seu potencial
patogénico, assim como o fluxo de pacientes submetidos a cirurgias, o longo tempo de
internagdo, doenga de base, uso de cateteres urinarios ¢ venosos, ventilagdo mecanica, estado
imunoloégico, idade e uso de medica¢des imunossupressoras; com isso, 0s pacientes se tornam
mais susceptiveis a adquirir infec¢des. Além disso, o tratamento empirico com antibidticos
pode contribuir para uma elevada taxa de resisténcia aos antimicrobianos, dificultando o
tratamento do paciente, favorecendo o estabelecimento e disseminagdo desses isolados
(MOTA et al., 2018).

A infeccdo por K. pneumoniae em ambientes hospitalares apresenta altas taxas de
morbimortalidade, e atualmente o desenvolvimento dessas bactérias resistentes a diversos
antimicrobianos ¢ considerado um problema de satide publica a nivel mundial, o qual esta
relacionado a extensa distribui¢ao de varias das suas espécies em ambientes diversos que sdo
amplamente habitados pelo homem, somado ao uso indiscriminado de antimicrobianos pela
populagdo, fato que dificulta ainda mais a farmacoterapia com os antibidticos disponiveis
para o tratamento (AGUIAR et al., 2020).

2.2 ANTIMICROBIANO E RESISTENCIA BACTERIANA

A descoberta, comercializagdio e administragdo rotineira de compostos
antimicrobianos para tratar infeccdes revolucionaram a medicina moderna e mudaram o
paradigma terapéutico. De fato, os antibidticos tornaram-se uma das intervengdes médicas
mais importantes necessarias para o desenvolvimento de abordagens médicas complexas,
como procedimentos cirdrgicos de ponta, transplante de 6rgdos solidos e manejo de pacientes
com cancer, entre outros. Infelizmente, o aumento acentuado da resisténcia antimicrobiana
entre patdgenos bacterianos comuns estd agora ameagando essa realizacdo terapéutica,
comprometendo os resultados bem sucedidos de pacientes gravemente doentes (MUNITA e
ARIAS, 2016).

Para um antimicrobiano apresentar atividade, ¢ preciso que ele entre em contato com
a cé€lula bacteriana e encontre seu sitio de agdo, o qual deve estar acessivel e inalterado
(Cooksey, 1998). Os mesmos sdo classificados com base no componente celular ou sistema
que afetam, como antimicrobianos indutores da morte celular (firmacos bactericidas) ou
como inibidores do crescimento celular (farmacos bacteriostaticos). A maioria dos
antimicrobianos bactericidas atuais inibem a sintese de acidos nucleicos, a sintese da parede
celular ou a sintese de proteinas (KOHANSKI et al., 2010). Na figura 2 esta a representacao
dos principais grupos de farmacos e seus respectivos mecanismos de acao.
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Figura 2. Esquema representativo dos mecanismos de acdo dos antimicrobianos e seus
principais alvos. Fonte: Anvisa, 2007.

Os agentes antimicrobianos no tratamento de doencas infecciosas podem ser
divididos em aqueles obtidos de microrganismos (naturalmente), chamados de antibidticos e
os obtidos ndo naturalmente, apresentando compostos quimicos sintéticos e semi-sintéticos
chamados de quimioterapicos. As bactérias que compartilham o mesmo nicho ecologico com
esses organismos produtores de antimicrobianos, desenvolveram mecanismos antigos para
suportar o efeito da molécula de antibidtico prejudicial e, consequentemente, sobreviver em
sua presenca. Assim, esses organismos sao considerados "intrinsecamente" resistentes a um
ou mais antimicrobianos (MUNITA e ARIAS, 2016). Segundo Liu e colaboradores (2016),
tal insensibilidade intrinseca pode ser devido a falta de afinidade da droga para o alvo
bacteriano, inacessibilidade da droga na célula bacteriana, ou extrusdo da droga por
moléculas codificadas cromossomicamente com atividades de exportacdo ativas.

Outro mecanismo de resisténcia bem elucidado ¢ considerado como “resisténcia
adquirida”, ¢ definida como um processo pelo qual a bactéria que era originalmente
susceptivel ao composto antimicrobiano torna-se resistente ao mesmo. O desenvolvimento
desse tipo de resisténcia pode ser resultado de mutacdes em genes cromossOmicos que sao
repassadas da célula-mae para célula-filha (transferéncia vertical) ou devido a aquisi¢do de
determinantes genéticos externos de resisténcia, comumente obtidos de organismos
intrinsecamente resistentes presentes no meio ambiente (resisténcia horizontal) (MUNITA e
ARIAS, 2016).

A coexisténcia de diferentes mecanismos de resisténcia em um Unico isolado
bacteriano contribui para o fendtipo de resisténcia a multiplas drogas (“multidrug
resistant”-MDR), at¢é mesmo microorganismos, extensivamente resistentes a medicamentos
(“extensively drug-resistant” - XDR) ou isolados pan resistentes a drogas
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((“pandrug-resistant” - PDR). Assim, o padrdo geral de resisténcia apresentado nos relatdrios
laboratoriais reflete as caracteristicas intrinsecas de resisténcia da espécie combinadas com
qualquer trago adicional de resisténcia adquirido pelo isolado. ( JARLIER et al., 2016).

Nos tltimos anos, a taxa de deteccdo de microrganismos amplamente resistentes tem
aumentado em niveis alarmantes, e este aumento ¢ atribuido a uma combinagdo de
caracteristicas microbianas, pressdo seletiva causada pela mé utilizacdo dos agentes
antimicrobianos, e principalmente, a disseminacao de genes de resisténcia (BLAIR et al.,
2015). Muitos dos antimicrobianos que sdo comercializados ja ndo possuem grande eficacia
terapéutica, isso acaba acarretando um aumento significante nos custos médicos, devido ao
uso de farmacos mais caros, além do prolongamento no tempo de tratamento dos pacientes,
levando a estadias mais longas nos hospitais e ocasionando altas taxas de morbidade e
mortalidade (HOGBERG et al., 2010).

Nesse estudo daremos énfase nos antimicrobianos utilizados na terapia clinica para
debelar infecgdes causadas por k. pneumoniae multidroga resistente, assim como a evolugao
dos mecanismos de resisténcia que a mesma expressa. Sera abordado a reintroducao das
polimixinas, que até entdo possuia excelente atividade contra bactérias Gram-negativas,
incluindo aquelas que apresentam resisténcia aos carbapenens, e como atualmente esse grupo
de farmacos ndo sdo mais eficazes, se tornando um grave problema de satde publica de
ambito mundial.

2.2.1 POLIMIXINAS

As polimixinas constituem uma classe de antimicrobianos polipeptidicos ciclicos, a
qual ¢ formada por um grupo de cinco diferentes compostos: A, B, C, D e E, diferenciando-se
quanto as sequéncias de aminoacidos e as cadeias laterais de acidos graxos que compdem sua
estrutura quimica (FALAGAS et al., 2005). Existem duas polimixinas disponiveis para uso
clinico, colistina (ou seja, polimixina E) e polimixina B ambas, apresentam a mesma
atividade in vitro, com diferenca apenas em sua composi¢ao quimica. Foram descobertas pela
primeira vez no final da década de 1940, (produzidas por sistemas de sintese de peptideos nao
ribossdmicos em bactérias Gram-positivas como a Paenibacillus polymyxa), € a colistina foi
isolada a partir da espécie Bacillus colistinus. As demais ndo sdo utilizadas clinicamente
devido a sua alta taxa de toxicidade (VELKOV et al., 2013; NANG et al., 2021).

Sua estrutura quimica compde uma mistura de grupos lipofilicos e hidrofilicos o que
torna as polimixinas anfipaticas, uma propriedade quimiofisica essencial para sua atividade
antibacteriana. Sua composicdo se assemelha a dos peptideos antimicrobianos catidnicos
(CAMPs) (defensinas e gramicidinas), apresentam um nucleo decapeptidico que contém um
ciclo intramolecular de heptapeptideos ligado a amido entre o grupo amino da cadeia lateral
do residuo de acido diaminobutirico (Dab) na posi¢do 4 ¢ o grupo carboxil no residuo de
treonina C-terminal (Figura 3). Possuem também varias outras caracteristicas estruturais
distintivas, incluindo cinco residuos nao proteogénicos de Dab ( a,y-adcido-diaminobutirico)
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que sao carregados positivamente a pH fisiologico (figura 3) (ROBERTS et al., 2015;
BERGEN et al., 2005).

Até a década de 1960 essas drogas eram as opgdes terapéuticas usadas para infecgoes
graves por bactérias Gram-negativas, no entanto, elas apresentavam altas taxas de
nefrotoxicidade e neurotoxicidade associada ao seu uso prolongado. Dessa forma, a partir da
década de 1970, as polimixinas passaram, gradativamente, a ser substituidas por
cefalosporinas de amplo espectro e aminoglicosideos que apresentavam o mesmo espectro de
atividade, mas com menor toxicidade do que as mesmas. Até¢ a década de 1990, as
polimixinas eram utilizadas somente em formulag¢des tdpicas e no tratamento de infecgdes
leves (GIRARDELLO; GALES, 2012).

Além do uso em medicina humana, as polimixinas também tém sido utilizadas
extensivamente na medicina veterinaria para tratamento e prevencao de doengas infecciosas
causadas por enterobactérias, as quais sdo bastante comuns, e ainda para a promocdo do
crescimento animal. Esse fato tem causado grande preocupacdo devido aos relatos recentes
de enterobactérias portando determinantes de resisténcia as polimixinas em animais €
produtos alimentares, bem como a sua propagacdo para humanos, sendo essa uma das
principais causas da disseminagdo da resisténcia a esse grupo de farmacos (CATRY et al.,
2015).. Em novembro de 2016, foi publicada uma Instru¢cdo Normativa que proibe, em todo o
Brasil, a importacdo e a fabricacdo do sulfato de colistina, com a finalidade de aditivo
zootécnico melhorador de desempenho na alimentagdo animal. Essa proibicao foi baseada nas
recomendacdes da OMS devido ao possivel impacto na saide humana, sendo que outros
paises também decidiram banir a colistina como promotor de crescimento. A colistina
continua a ser utilizada normalmente para o tratamento de enfermidades nos animais como
produto de uso veterinario (BRASIL, 2016; WALSH E WU, 2016, TANISE, 2018 ).
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Figura 3. composicdo e estrutura quimica das polimixinas. Segue respectivamente a colistina
e polimixina B. Fonte: Google imagens

2.2.2 MECANISMO ANTIBACTERIANO DA POLIMIXINA

Em bactérias Gram-negativas, a membrana externa age como uma barreira de
permeabilidade. O alvo inicial da polimixina € o lipopolissacarideo (LPS) localizado sobre a
membrana externa. O LPS é composto por trés dominios: lipidio A mais interno, regido de
oligossacarideo central (cerne polissacaridico) e a cadeia de polissacarideos O, mais externo.
Entre eles, o dominio mais importante ¢ o lipidio A e ¢ composto por fosfolipidios baseados
em moléculas de glicosamina, que serve como uma ancora para estabilizar a estrutura geral
da membrana externa. O nucleo de oligossacarideo ¢ dividido em duas porc¢des (externa e
interna), sendo constituido de heptose e residuos de acido 3-deoxi-D-manno-oct-2-ulosonico
(KDO). Cations divalentes como Ca2+ e Mg2+ geralmente servem como uma ponte entre as
moléculas do LPS adjacentes para estabilizar a monocamada (YU et al., 2015; NIKAIDO,
2003).

Estudos mostram que o modo de agdo da polimixina acontece por um mecanismo de
“absor¢ao auto-promovida". A natureza anfipatica desse antimicrobiano ¢ crucial para
permitir sua absor¢do através da membrana externa. Neste modelo, a protonagdo de aminas
livres presente nos residuos das polimixinas fornece um meio de atragdo eletrostatica entre
grupos fosfato (anionicos) presentes no LPS. Ocorrendo o deslocamento de céations divalente
(Ca2+ e Mg2+), assim permitindo a insercdo da cauda lipofilica presente na molécula das
polimixinas, (de polimixina B e colistina, respectivamente). A insercao atua para enfraquecer
a conjuncdo do lipidio A, consequentemente ocasionando assim o desarranjo e a
desestabilizacdo da membrana externa. Esse desarranjo leva ao aumento da permeabilidade
na célula bacteriana, a qual permite maior absor¢do do antimicrobiano, bem como
extravasamento do conteudo celular e, em seguida, a morte celular bacteriana devido ao
desequilibrio osmotico (VELKOV et al., 2013).

Outro mecanismo de agdo alternativo apresentado por Yu et al, 2015, é que a
polimixina possa mediar o contato entre o espago periplasmatico entre a membrana interna e
externa. A estrutura complexa da membrana externa e interna consistem em um folheto
fosfolipidico que contém predominantemente LPS, proteinas e lipoproteinas. A polimixina
pode se ligar a duas membranas através de vesiculas de fosfolipidios anidonicos (via de
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contato vesicula-vesicula), e, promovendo a troca desses fosfolipidios entre vesiculas. Em
resumo, com a ajuda da interacdo eletrostatica e dois dominios hidrofébicos, a molécula de
polimixina pode entrar e cruzar a membrana externa. Em seguida, a polimixina ira induzir a
troca lipidica entre os folhetos da membrana interna e externa, desencadeando a perda de
especificidade da composicao fosfolipidica. Isso pode causar um desequilibrio osmotico,
levando a lise celular. A figura 4 mostra o esquema desses dois mecanismos de acdo: a)
mecanismo classico de lise de membrana e b) Mecanismo alternativo de contato
vesicula-vesicula.

Polimixinas se ligam ao

~. ¢ LPSeinterrompema - W
Membrana embrana externa o
sescre [T
Espago P
periplasmético % \\\‘
Membrana QO \W
interna [m H { ﬁ \\\\

Polimixinas entram e rompe a

Fosfolipidios

membrana interna
{a) Lise da membrana (b) Contato vesicula-vesicula

Fonte: YU et al,, 2015

2.2.3 MECANISMO DE RESISTENCIA BACTERIANA AS POLIMIXINAS

A colistina ¢ considerada um dos antibioticos de ultimo recurso usados para o
tratamento de infecgdes criticas causadas por patdgenos gram-negativos multidroga
resistentes. Porém no cendrio atual ha intimeros relatos do surgimento da resisténcia a
colistina em pacientes, a maioria dos quais ja havia recebido terapia de colistina ou com
aquisi¢do via transmissdao nosocomial (OLAITAN et al., 2016). Os principais mecanismos de
resisténcia a polimixina inclui: alteracdo da por¢ao do lipopolissacarideo (LPS), resultando
em uma redu¢do da carga negativa liquida do LPS; muta¢des em genes; aumento do efluxo
de drogas; via de porina reduzida, formacdo de cépsulas e inativacdo enzimatica do
antibiotico (colistina). No entanto, outros mecanismos de resisténcia a polimixina também
foram descritos (por exemplo, mecanismos de defesa antioxidante, hipervesiculagdo)
(MLYNARCIK e KOLAR, 2018).

O mecanismo mais elucidado e bem relatado sobre resisténcia a polimixina em
bactérias Gram-negativas, principalmente K. pneumoniae envolve a regulacdo constitutiva de
uma série de sistemas regulatoérios. A membrana externa, como foi dito, serve como uma
barreira de permeabilidade para proteger bactérias Gram-negativas de varios antibioticos e
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produtos quimicos. O passo critico da atividade bactericida da polimixina ¢ a interagdo
eletrostatica entre residuos de Dab carregados positivamente na polimixina e grupos de
fosfato carregados negativamente no lipidio A do LPS. A célula bacteriana ¢ capaz de reduzir
a atragdo eletrostatica inicial reduzindo a carga negativa liquida da membrana externa, através
de modificagdes no lipidio A, aumentando assim a resisténcia a polimixina. O mecanismo de
resisténcia adquirida a polimixina, ¢ atribuido a blindagem de fosfatos em lipidios A com
grupos positivamente carregados, como fosfoetanolamina (pEtN) e L-4-aminoarabinose
(L-Ara4N), que ¢ mediado por sistemas de dois componentes (TCS- Two component
systems) PhoP-PhoQ PmrA-PmrB (YU et al., 2015; FERNANDEZ et al., 2013).

2.2.4 SISTEMA DE DOIS COMPONENTES pmrA-pmrB

Normalmente a ativacdo do sistema pmrdA/pmrB ocorre quando as bactérias
experimentam ambientes que contém alta Fe3+ e Al3+, ou baixo pH e cAMP, todos
detectados pelo sensor PmrB . Em resposta a esses sinais indutores, o PmrB se autofosforila
e, em seguida, transfere o grupo fosforila para o seu regulador de resposta cognato PmrA. O
PmrA (PmrA-P) ¢ a forma ativa da proteina que se liga ao DNA, promovendo a expressao de
genes que compdem os operons pmrCAB e arnBCADTEF( ou tambem conhecido como
pmrHFIJKLM ) , assim como do gene pmrE e pmrC , os quais estdo diretamente envolvidos
na modificagdo do LPS a partir da adi¢do de 4-aminodeoxi-L-arabinose (LAra4N) e
fosfoetanolamina (pEtN) (CHEN E GROISMAN, 2013; ZHOU et al., 2001).

A ativacao do sistema PmrA-PmrB também ocorre por via indireta através do baixo
MG2+ e ativagdo do sistema PhoP/PhoQ através de um processo que requer a ativacao do
pmrD ativado pelo PhoP. PmrD ¢ uma proteina basica de 85 aminoacidos, que regula a
pés-tradugdo e a atividade de PmrA ao direcionar o dominio N-terminal de PmrA-P (KATO
E GROISMAN, 2004), Consequentemente, o PmrD estabiliza a forma fosforilada de PmrA,
protegendo-a da desfosforilagdo por PmrB. Tal prote¢do promove o acimulo de PmrA ativo
(ou seja, PmrA-P) e a expressdo de genes dependentes de PmrA quando as bactérias
experimentam baixos Mg2+. Portanto, o PmrD define uma classe de proteinas denominadas,
conectores que promovem a ativacao de sistemas de dois componentes na auséncia de seus
sinais cognatos, criando ligacdes regulatorias entre duas vias independentes de transducao de
sinal (KATO E GROISMAN, 2004; CHEN E GROISMAN, 2013).

A resisténcia a polimixina ¢ controlada principalmente pelo sistema regulatorio
PmrA/PmrB. Uma cepa resistente a polimixina que expressa uma proteina PmrA
constitutivamente exibe niveis aumentados de pEtN e LAradN no lipidio A na por¢ao do
LPS, sugerindo que essas modificagdes controladas por esse TCS sdo necessarias para a
resisténcia a polimixina. Mutagdes especificas nos genes PmrA e PmrB foram descritas
como sendo responsaveis pela resisténcia adquirida a colistina em isolados de K. pneumoniae
(LEE et al., 2004; OLAITAN et al., 2014).
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2.2.5 SISTEMA DE DOIS COMPONENTES phoP-phoQ

A ativacdo do sistema PhoP-PhoQ ocorre quando as bactérias experimentam
ambientes com baixa de Mg2 + , cAMP, e baixo pH, ou no caso de resisténcia mediada pelo
polimixina, ¢ dado por mutacdes especificas nesse TCS. A proteina sensor histidina quinase
PhoQ, percebe estimulos ambientais, sofrendo uma reacao de autofosforilacao, ativando uma
segunda proteina citoplasmatica PhoP, por uma reacao de transfosforilagdo. Entdo PhoP ativa
a expressdo de PmrHFIJKLM, diretamente pela ligacdo ao promotor pmrHFIJKLM e
indiretamente via dependente de PmrD ativando assim a proteina PmrA, que também se liga
ao promotor pmrHFIJKLM. O operon pmrHFIJKLM codifica enzimas responsaveis pela
sintese e transferéncia de 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (LAra4N). A adicdo deste produto
catidnico (LAra4N) para lipidio A leva a resisténcia a polimixinas por modifica¢cdo do alvo
de lipopolissacarideo (VELKOV et al., 2013; NIKAIDO, 2003; GIRARDELLO; GALES,
2012; POIREL et al., 2015).

2.2.6 OPERON pmrCAB

O operon pmrCAB codifica trés proteinas, nomeadamente, a fosfoetalonamina (pEtN)
fosfotransferase PmrC (codificada pelo gene pmrC), o regulador de resposta PmrA e a
proteina sensora quinase PmrB. A fosfoetanolamina fosfotransferase PmrC, adiciona o grupo
pEtN ao LPS da célula bacteriana (Gunn, 2008).

2.2.7 OPERON pmrHFIJKLM E O GENE pmrE

O operon pmrHFIJKLM (também denominado de arnBCADTEF ou operon pbgPE)
codifica um total de sete proteinas. O gene pmrE e o operon pmrHFIJKLM , sdo responsaveis
pela sintese do grupo L-aminoarabinose (LAra4N) a partir de acido uridina difosfato
glucurdnico, fixando-o ao lipideo A (Yan et al., 2007).

2.2.8 GENE mgrB

MgrB ¢ uma pequena proteina transmembrana regulatoria cuja produgao ¢ induzida
apds a ativacao do sistema de sinalizagdo PhoQ/PhoP e que exerce um feedback negativo
sobre 0 mesmo por interacdo direta com a proteina sensor quinase PhoQ. A
mutagdo/inativagdo do gene mgrB leva a regulacdo do sistema PhoQ/PhoP e superexpressao
do operon pmrHFIJKLM através de uma cascata de sinalizagcdo de PhoPQ, PmrD e PmrAB,
sendo um mecanismo genético responsavel pelo surgimento da resisténcia a colistina em
isolados de K. pneumoniae (CANNATELLI et al., 2013; CHENG et al., 2015).

A inativacdo do MgrB se dé por diversas sequéncias de inser¢do (IS5- like, IS1F,
ISKpn13, IS903B, ISKpnl4, ISIOR), pertencentes a varias familias e inseridas em locais
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diferentes dentro do gene mgrB. Alteragdes adicionais relatadas no MGRB incluem uma
mutagdo sem sentido que leva ao término prematuro da proteina e mutagdes missenses
resultando em substituigdes de aminodcidos. Além disso, uma pequena exclusdo ou a
exclusao completa do locus mgrB foi relatada em vdarias cepas resistentes a colistina
(CANNATELLI et al., 2014; OLAITAN et al., 2014).

2.2.9 SISTEMA DE DOIS COMPONENTES crrA-crrB

Em um estudo feito por Cheng et al, 2016, observou-se que alguns isolados clinicos
de K. pneumoniae resistentes a colistina, ndo apresentaram mutacdes em mgrB, phoPQ ou
pmrAB (reguladores conhecidos do pmrHFIJKLM), porém se mantinham com o fendtipo de
resisténcia, € o gene pmrH expresso. Esses dados davam a entender que existiria um novo
mecanismo que implicaria na resisténcia a polimixina nesses isolados, o TCS crrAB. O
operon crrAB foi recentemente descrito, e a andlise filogenética mostrou que este operon
estdo presentes quase que exclusivamente em algumas cepas de Klebsiella pneumoniae ¢
evidéncias sugerem que foi adquirido por transferéncia horizontal de genes (por isso pode
nao esta presente em alguns isolados)(WRIGHT ez al., 2015).

CrrB ¢ uma proteina sensor histidina quinase ¢ CrrA ¢ um regulador de resposta
adjacente. Ao redor do locus crrAB sdo encontrados, na orientacdo oposta, o gene
H239 3059 e um operon composto por quatro genes, CRRC, H239 3063, H239 3064e
H239 3065. H239 3059 que codifica uma glicosiltransferase. A mutagdo ou inativacao do
gene crrB € responsavel pela regulacao da expressao de um conjunto de genes: crrAB, CRRC,
H239 3059, H239 3063, H239 3064, H239 3065, pmrAB, pmrHFIJK, pagPe e phoPQ.
Esses mutantes exibem modificagdes na porcdo do lipidio A com incorporagdo de LAra4N e
palmitoilagdo, resultando em um nivel de resisténcia a colistina extremamente alto (MIC >
512 pg/ml). Estudos anteriores hipotetizaram que as mutagdes de CrrB aumentam a
transcri¢do do gene crrC, o que, por sua vez, regula a expressao dos genes pmrC e pmrE e do
operon pmrHFIJKLM, através da superexpressao do sistema de dois componentes pmrAB,
induzindo assim a resisténcia a colistina através da modificagdo do LPS, figura 5. (PANTEL
etal.,2021; WRIGHT et al., 2015; CHENG et al., 2016).
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Figura 5. Os sistemas CrrAB, PmrAB e PhoPQ induzem a expressio de pmrC e
pmrHFIJKLM, que geram mudangas no LPS. Esses sistemas sdo regulados por MgrB, CrrC e
PmrD. MgrB faz a regulagdo negativa, enquanto que CrrC e PmrD fazem regulagao positiva.
Mutagdes ou interrupgdes nesses componentes podem levar a uma regulacdo anormal,
resultando em um aumento da modificagdo do LPS associada ao operon pmrHFIJKLM e
pmrC. Fonte: CHENG et al., 2016.

2.3.0 GENE mcr

Além dos mecanismos acima descritos, em novembro de 2015, Liu e colaboradores
relataram o primeiro mecanismo de resisténcia plasmidial frente as polimixinas, na China. O
gene responsavel por esse mecanismo foi denominado mcr-1 e causou grande preocupagao
mundial, visto que a disseminagdo desse gene de resisténcia poderia estar associada a
resisténcia a uma das tultimas classes de antimicrobianos utilizados para tratamento de
infecgdes graves causadas por bacilos gram-negativos resistentes aos carbapenémicos (LIU et
al., 2016, TANISE, 2018). Esse gene ¢ responsavel por codificar a proteina MCR-1, que ¢
membro de uma familia de enzimas fosfoetanolamina-transferases, onde a sua expressdao em
E. coli resulta na adigdo de fosfoetanolamina (PEtN) ao lipideo A. Esse gene foi encontrado
em isolados E. coli e K. pneumoniae isoladas de carnes de animais, comida e pacientes na
China (LIU et al, 2015). Neste momento, nove genes mcr foram descritos; mas, mcr-1 ¢, de
longe, o mais prevalente. O McR-1 foi descrito em quase todos os paises da regido das
Américas, enquanto os genes MCR-3 ¢ MCR-5 foram descritos esporadicamente apenas no
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Brasil e na Colombia, respectivamente. Independentemente das espécies, o MCR-I foi
associado a um fragmento de DNA de ~2609 bp contendo os genes mcr-1 e pap2, e foi
mobilizado em um transposon composto o ISApll e em diferentes replicons de plasmideos,
dos quais Incl2, IncX4 e IncHI2 sdo os grupos de incompatibilidade mais comuns descritos
até agora(FACCONE et al., 2020; MATAMOROS et al., 2017; QUAN et al., 2017).

2.3.1 CAPSULA POLISSACARIDICA (CPS) ASSOCIADA A RESISTENCIA A
POLIMIXINA

O polissacarideo capsular (CPS) pode estar relacionado a resisténcia a polimixina em
K. pneumoniae. Mosa et al, 2015 hipotetizou que a inativacdo do gene mgrB produz uma
capsula de multicamadas que faz ndo permitir que a colistina penetre na parede celular para
atingir seu alvo LPS, o que pode estar implicado no fendtipo resistente a colistina. Em outro
estudo, Campos et al, 2004 encontrou uma correlacao entre a quantidade de CPS expressa por
K. pneumoniae e resisténcia a polimixina B. Eles também relataram que K. pneumoniae
aumentou a quantidade de CPS quando cultivada na presenca de polimixina B.
Consequentemente, foi descrito que esta superproducdo de CPS poderia ser devido a
liberacao de CPS como um trago cv de viruléncia para aprisionar peptideos antimicrobianos,
como polimixina B e neutr6filos humanos a-defensina, que por sua vez ird proteger as
bactérias, reduzindo o quantidade de peptideos atingindo a superficie bacteriana.

3.0 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA RESISTENCIA A POLIMIXINA EM Klebsiella
pneumoniae

O programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY realizou uma pesquisa mundial
em 2009 e relatou baixas taxas de resisténcia a polimixina entre patdgenos Gram-negativos
(Acinetobacter spp., P. aeruginosa, E. coli, e Klebsiella spp.) (<0,1% para 1,5%). No entanto,
observou-se tendéncia de aumento em um periodo de estudo de 2006-2009 com foco em
isolados de K. pneumoniae (taxas de resisténcia de 1,2% em 2006 e 1,8% em 2009),
provavelmente devido ao uso extensivo e/ou inadequado de polimixinas em todo o mundo
para o tratamento de infec¢des com bactérias MDR Gram-negativas (POIREL et al., 2017).

A resisténcia a colistina em K. pneumoniae representa uma crescente preocupacao
com a saude publica, uma vez que esta espécie bacteriana ¢ um dos principais patogenos da
infeccdo nosocomial e reuniu uma ampla gama de mecanismos de resisténcia a antibidticos
de amplo espectro ao longo dos anos. A ocorréncia de resisténcia a colistina em K.
pneumoniae tem sido relatada em estudos de vigilancia e relatos de casos clinicos em todo o
mundo (GALES et al., 2011; POIREL et al., 2017). Véarios surtos com isolados resistentes a
carbapenem e colistina foram relatados na América do Norte e Europa.

Pesquisas multicéntricas mostraram baixas taxas de resisténcia a colistina em &£.
pneumoniae em isolados no Canada (2,9%) e nos Estados Unidos (4%). No entanto, a taxa de
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resisténcia a colistina foi maior (6,7 a 18%) entre os isolados produtores de carbapenemase.
Além disso, surtos com K. pneumoniae, resistente a colistina, produtoras de KPC, foi
sugerido ser endémico no Brasil ¢ nos EUA segundo Bartolleti et al, 2016, atribuidos
principalmente ao tipo de clone epidémico internacional ST258. Uma quantidade
significativa de KPC também foi relatada na Argentina, seguida por Colombia, México e
Chile. O resto vem de relatérios com isolados em Cuba, Peru, Paraguai, Uruguai e Equador.
Nenhum caso foi relatado de outros paises nas Américas (WALKTY et al., 2008;
SUTHERLAN E NICOLAU, 2015; POIREL et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2021).

Segundo Rodriguez et al., 2021, 95,3% das Enterobactérias produtores de
carbapenemase e resistentes a colistina nas Américas sdo K. pneumoniae, € os 4,7% restantes
estdo distribuidas entre E. coli, Enterobacter spp, Klebsiella spp. e Citrobacter spp. A
carbapenemase do tipo KPC, foi identificada em 88,7% de todos os isolados de K.
pneumoniae, enquanto a segunda mais frequente foi a NDM-1 com 2,6%; além disso, alguns
isolados foram positivos para o grupo OXA-48 (OXA-48, OXA-232 e OXA-370), e apenas 1
isolado carregava a carbapenemase BKC-1 (MARTINS et al., 2016; RODRIGUEZ et al.,
2021).

Desde a primeira descricdo do gene mcr-1 na China, varios estudos de vigilancia
conduzidos em todo o mundo relataram a identificacdo de Enterobactérias produtoras de
MCR-1 de fontes diversas, incluindo principalmente animais usados para alimentagdo de
humanos (RODRIGUEZ et al., 2021). Embora a grande maioria desses relatorios esteja
concentrada na Europa e na Asia (ELBEDIWI et al., 2019). Os isolados portadores do gene
mcr-1 foram relatados em pessoas com historico de viagens ao México, Colombia, Peru,
Bolivia e Republica Dominicana. MCR-1- foi notificado em cepas de E. coli em carne de
frango importada do Brasil (CHIBA et al., 2019). Essas descobertas sugerem que a América
Latina e o Caribe pode ser reservatorio para a disseminacao da gene mcr-1. Da mesma forma,
especula-se que esses isolados produtores deste gene foram subnotificados na América do Sul
porque a susceptibilidade as polimixinas ndo ¢ testada rotineiramente e, em muitos casos este
teste € reservado para isolados resistentes a carbapenem. Além disso, isolados positivos para
mcr-1 sensiveis a polimixina (MIC < 2 ug / mL) foram identificados e
podem permanecer nao detectados (ROSSI ef al., 2017; RODRIGUEZ et al.,
2021). As ESBLs mais freqlientemente relatadas em isolados produtores de MCR sdo
enzimas do tipo CTX-M, com maior percentual; e Carbapenemases do tipo KPC, NDM e
SHV também. e o plasmideo InX4 era o portador de mcr-1 em 48 isolados incluindo E. coli ,
K. pneumoniae e S. enterica ( GARZA et al., 2018; RODRIGUEZ et al., 2021).

Na Europa, dois surtos atribuidos aos clones ST258 e ao ST512 foram relatados na
Italia, com bactérias de K. pneumoniae resistentes a colistina e produtor de KPC. O que
tornou-se extremamente preocupante, pois a resisténcia a colistina foi recentemente relatada
em alto nivel (>20%) entre os isolados produtores de carbapenemase em UTIs de dois
hospitais italianos, com uma taxa ainda maior (36,1%) em hospitais em Roma (POIREL et
al.,2017).

Na Grécia, varios surtos causados por isolados K. pneumoniae, produtores de KPC,
resistentes a colistina foram relatados (ANTONIADOU et al., 2007). Estudos realizados em
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dois hospitais gregos relataram um enorme aumento na resisténcia a colistina em poucos anos
(< 3,5% de incidéncia antes de 2010 e >20% de incidéncia ap6s 2010) (MELETIS et al.,
2015). Durante um periodo de 2 anos (2010 a 2012) na Espanha, um estudo mostrou um
aumento da prevaléncia de resisténcia a colistina entre os isolados K. pneumoniae produtores
de carbapenemase, de 13,5 para 31,7% (PENA E PICAZO, 2014; MELETIS et al., 2015;
POIREL et al., 2017).

Na Asia taxas moderadas de resisténcia & colistina (cerca de 6 a 11%) foram relatadas
para isolados de K. pneumoniae na Coreia do Sul e Cingapura, e taxas de resisténcia
semelhantes (4,4 a 12,1%) foram encontradas entre isolados produtores de KPC em China e
Taiwan. Isolados de K. pneumoniae resistentes a colistina também foram relatados no Laos e
na Tailandia (POIREL et al., 2017).

Um estudo realizado com isolados de K. pneumoniae panresistentes oriundos de
hospitais de Dubai co-produtores de OXA-48 e¢ NDM-1, confirmaram altas taxas de
resisténcia a colistina com 31,4%, em uma amostra de setenta e sete isolados produziram
carbapenemase em: 53,3% semelhante a OXA-48, 24,7% NDM e 22,1%, e apresentaram
diversidade clonal dessas cepas, as quais pertenciam ao ST14, ST15 e ST231 (Moubareck et
al., 2018).
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL
Realizar a andlise genética dos sistemas de dois componentes envolvidos na resisténcia a

polimixina em isolados de Klebsiella pneumoniae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a relacdo clonal entre os isolados de K. pneumoniae resistentes as
polimixinas;

e Identificar mutacdes nas sequéncias dos genes que compdem os sistemas de dois
componentes dos isolados do estudo;

e [Investigar os efeitos das mutacdes identificadas e a possivel relagdo com a resisténcia

a polimixina.
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4. METODOLOGIA

4.1 LINHAGENS BACTERIANAS

Foram incluidas no estudo 16 amostras de K. pneumoniae resistentes a polimixina
(denominadas de Pol-1 a Pol-21), as quais foram coletadas no periodo compreendido entre
setembro de 2013 a marg¢o de 2016 pelo laboratorio de bacteriologia de um Hospital
Universitario, que presta servicos a Universidade de Pernambuco, Recife. Os isolados
permaneceram conservados em estoque congelado (-80°C), na presenga de polimixina € em

glicerol a 15% até o dia de uso.

4.2 ANALISE DA CLONALIDADE

A relagdo clonal entre os isolados foi realizada a partir da investigagdo de sequéncias
palindromicas extragénicas repetidas (REP). A reagdo foi realizada com os primers (5°-
IMIGCGCCGICATCAGGC-3" e 5’-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3") e condicdes descritas
por Villa et al., 1996.

4.3 EXTRACAO DO DNA BACTERIANO

O DNA utilizado nas analises moleculares foi obtido a partir do método de lise
osmotica. Com suspensdes bacterianas constituidas de colonias frescas (crescidas por 16-18
horas em dgar Mueller Hinton) inoculadas em 300uL de 4gua ultrapura livre de nuclease,
homogeneizadas com o auxilio de um agitador de tubos vortex (Vision Scientific). O DNA
gendmico de todas as cepas também foi obtido a partir de reagente Brazol® segundo

recomendacoes do fabricante.

4.4 AMPLIFICACAO DE GENES ASSOCIADOS A RESISTENCIA

Reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizadas para amplificar os genes que
compdem os principais sistemas de dois componentes de K. pneumoniae: pmrAB, phoPQ ¢
crrAB, utilizando condigdes de ciclagem e oligonucleotideos iniciadores seguindo o protocolo

disponivel em Jayol et al. (2014),e por Zeinab et al (2019).
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4.5 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DE PCR

A purificagdo dos produtos obtidos a partir das PCRs realizadas ao longo do estudo
foram realizadas utilizando a mistura de Fenol e Cloroférmio. Para isto, foram adicionados
40uL de agua dEPC (4gua livre de nucleasse) a 10uL. do produto de PCR. O sistema foi
homogeneizado e logo ap6s S0uL de Fenol-Cloroférmico, na proporcao de 1:1 foi adicionado
ao sistema, que foi homogeneizado brandamente e centrifugado por 5 minutos a 4°C a
10.000rpm. Cerca de 35uL obtidos do sobrenadante foi precipitado em novos tubos contendo
70uL e 64uL de etanol 100% e isopropanol absoluto, respectivamente. Os tubos foram
homogeneizados gentilmente ¢ mantidos a -20°C por 18-20 horas. Apds este periodo, os tubos
foram novamente homogeneizados e centrifugados por 15 minutos a 4°C a 12.000rpm. Logo
apos, o sobrenadante foi desprezado e lavado com aproximadamente 100uL de etanol gelado
a 75%. Novamente o sistema foi centrifugado por 5 minutos a 12.000rpm, e o sobrenadante
foi desprezado. Os tubos serdo deixados invertidos em repouso, até a evaporagao completa do
etanol. Por fim, o DNA purificado foi ressuspenso em 10uL. de agua dEPC e enviado ao
sequenciamento, cumprindo todas as recomendagdes da Plataforma de Sequenciamento do
Centro de Biociéncias da UFPE. Os experimentos foram repetidos de duas a trés vezes para

confirmagao dos resultados.

4.6 ANALISES in silico DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

As andlises das sequéncias nucleotidicas dos genes pmrA, pmrB, phoP, e phoQ, foram
feitas no software Bioedit Sequence Alignment Editor v7. A amostra recebida da plataforma
de sequenciamento ¢ fornecida por pares de cromatogramas de cada isolado, cada um
representa as sequéncias de DNA geradas a partir de uma extremidade diferente da molécula
utilizando os pares de primers F ¢ R (foward e reverse). A inspe¢do do cromatograma ¢ feita
em toda sua extensdo das fitas F e R, para correcdes de bases indefinidas por erros do
sequenciador. Em seguida ¢ criada uma sequéncia consenso das duas fitas, representando a
sequéncia inteira da molécula obtida a partir da jungdo de ambas. Para identificagdo de
mutagdes assim como a ocorréncia de alteragdes a niveis de aminoacido e proteina, foram

feitos alinhamentos multiplos incluindo todas as fitas consenso e a sequéncia da cepa
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referéncia sensivel a colistina MGH 78578 disponivel no GenBank (c6digo de acesso: CP

000647.1).

4.7 FERRAMENTA SMART E PROVEAN

Para esclarecer melhor os dominios proteicos estruturais contidos nos genes, o site
SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) (http://smart.embl-heidelberg.de) foi
utilizado para analisar a arquitetura dos dominios e funcdes destes, dos genes pmrAB e
phoPQ. E a ferramenta Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN)
(http://provean.jcvi.org/index.php) foi utilizada para as analises das variagcdes na sequéncias
de aminoacidos, classificando-as em neutras ou deletérias quanto ao efeito ocasionado no

funcionamento da proteina.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE MOLECULAR DOS GENES phoPQ e pmrAB.

O contexto genético dos genes que compdem o sistemas de dois componentes
responsaveis pelas modificagdes quimicas do LPS e expressdo de resisténcia a polimixina em
Klebsiella pneumoniae (phoPQ e pmrAB) foi investigado, revelando a presenca de varias
mutacdes na cadeia nucleotidica onde algumas alteraram a cadeia de aminoacidos. Os
resultados estdo compilados em anexos Tabela 1-4. Ao avaliar a sequéncia nucleotidica do
gene da pmrA de regido codificante de 672pb dos dezesseis isolados, foi observada uma
mudanca de uma guanina por adenina na posicao 42 (G42A) nos Pol6, Pol7, Polll, Poll4, e
Pol15 e classificada como silenciosa (Onde ocorre uma mudanca de uma das bases do DNA o
que leva o tripleto de nucledtidos a ficar diferente da sequéncia normal, embora acabe por
codificar o mesmo aminoacido). Nos demais isolados, o gene encontra-se conservado,
compartilhando 100% de identidade com a sequéncia da cepa referéncia.

O gene pmrB que apresenta uma regido codificante de 1098pb destacou-se pelo
elevado numero de alteragdes. Em todos os isolados a mutagdo (A736G) foi prevalente
seguida da mutagdo (G663C) classificadas como missense e silenciosa, respectivamente.
Observou-se a insercdo de uma citosina entre as posi¢des 166 e 167 (Cins166_167) em cinco
dos isolados, esta mutagao mudou a matriz de leitura da sequéncia de aminoacidos levando a
adi¢do de codon de parada prematuro, resultando em uma proteina truncada de 6laa
caracterizando uma mutagdo do tipo frameshift. Outras mutagdes do tipo nonsense também
foram identificadas, neste tipo de mutacdo ha alteracdo de uma das bases do DNA, de tal
forma que o tripleto de nucleétidos do qual ela faz parte se altera, passando a codificar um
codao de terminagdo. Ou seja, a proteina nascente ¢ truncada prematuramente. As principais
mutagdes que acarretam mudangas na funcionalidade protéica aconteceram entre os dominios
HATPase ¢ e no inicio da sequéncia da segunda regido transmembrana conforme a
ferramenta SMART, figura 6.

No gene phoP (672pb) em todos os isolados foram observadas duas mutagdes
prevalentes, uma transi¢do de timina para citosina na posi¢do 207 (T207C) e timina por
citosina na posicao 465 (T465C) estas e outras alteracdes presentes como identificadas na
tabela 3 ndo ocasionaram nenhuma alteracdo na cadeia de aminoéacidos e foram classificadas

como silenciosas.
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O gene phoQ possui uma regido codificante de 1467pb, a maioria de suas mutacdes
segundo a ferramente PROVEAN foram consideradas deletérias, varias insercdes foram
identificadas e todas elas levaram mudangas da matriz de leitura e interrup¢do da proteina
(Stop40Leu, Stop221His, Stop265Leu, Stop345Ala, Stop77Tre) conforme a tabela 4. A
mudanca de aminoacido de glicina para valina na posi¢ao 3 (G3V), e glicina por arginina
posicao 3 (G3R), nos Pol7, Poll0 e Poll5, teve efeito neutro, classificado como missense.
De acordo com o SMART, a alteragdo na Poll (L30Q) ocorreu em uma das regides

transmembrana da proteina (figura 7).

Regidc Transmembrana

t t

HAMP + HisKA 8+ HATPase ¢

Figura 6. Dominios destacados da proteina PmrB com cinco regides com fungdes

bioquimicas determinadas, conforme ferramenta SMART.

HiskKA HATPase ¢ =

Figura 7. Dominios destacados da proteina PhoQ com quatro regides com funcoes
bioquimicas determinadas, os retangulos em azul representam as regides transmembranas,

conforme a ferramenta SMART.
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5.2 RELACAO CLONAL ENTRE OS 16 ISOLADOS

A partir da REP-PCR foi possivel estabelecer a relacao clonal preditiva entre os
isolados incluidos no estudo. O padrdo de bandas exibidos por cada cepa foi comparado e os
isolados foram considerados similares ou indistinguiveis entre si segundo os critérios
interpretativos de Tenover e colaboradores (1995) (Figura 8). Os isolados Poll, Pol2, Pol3,
Pol4, Poll10, Poll6, Poll7 apresentaram a mesma quantidade de bandas. Os demais ndo
variaram significativamente, apresentando de 2 a 5 bandas ndo compartilhadas com o grupo
prevalente, a figura 8 indica por cor o agrupamento de todos os isolados, no total ¢ possivel

ver quatro grupos e estes indicam um padrao de similaridade entre todos os isolados.

S P0|10 Pol11 Pol14 5
Polt Pol2 Pol3 Pold |Pols  pals Pol? |Pols Poly  Pollyf Pell® Pol17) RSl

Figura 8. Gel de eletroforese com produto da REP-PCR. M- marcador molecular de 100pb,
Pol1-Pol21 perfil de REP-PCR dos isolados bacterianos de K. pneumoniae.
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6. DISCUSSAO

K. pneumonie tem se demonstrado como um dos principais patégenos detectados em
unidades hospitalares pela coloniza¢do ou infec¢do de pacientes, em diversos sitios, como:
trato urinario, corrente sanguinea, trato respiratorio inferior, sistema gastrointestinal
(SANTOS, 2011). Desde que descobriu as carbapenemases, principalmente do tipo KPC,
houve consideravelmente o aumento no uso das polimixinas. A exposicdo prévia as
polimixinas até mesmo em baixas doses, bem como a sua utilizagdo indiscriminada, sdo os
principais fatores que permitem o desenvolvimento de resisténcia a esse grupo de farmacos.
Conforme a literatura consultada, o mecanismo de resisténcia mediada pelos sistemas
regulatorios de dois componentes PmrA-PmrB e PhoP-PhoQ tem papel imprescindivel para
falta de susceptibilidade desse farmaco.

A maior frequéncia de alteracdes que ocasionam modificacdes na proteina, foram
observadas em PmrB, as mutacdo (Arg256Gly e Tre246Ala) prevalente em nosso estudo,
também foram identificadas por outros autores. Em Cheng et al, 2015, mostrou que a
alteracdo de A256G, apos ensaios de clonagem, ndo altera as CIMs para polimixina. Pitt e
colaboradores (2018) também detectaram em isolados de K. pneumoniae susceptiveis a
polimixina. Em outro estudo feito por Longo et a/, 2019 as duas mutagdes foram prevalentes,
porém sem descricdo de alteragdes do MICs. Dessa forma, sugere-se que tais mutagdes nao
sdo determinantes para a resisténcia a este antimicrobiano. Devido a isso, as alteragdes
encontradas nos demais genes, bem como mecanismos ndo investigados neste estudo, podem
apresentar maior impacto na mediacao da resisténcia as polimixinas nos isolados analisados

A mutagao no aminodacido identificada no gene phoQ na posi¢ao 30 ocorreu em uma
das regides transmembrana da proteina, Cheng et al, 2015, relatou que substituigdes
localizadas nesse dominio transmembranar, podem influenciar a conformacao da proteina ou
a estabilidade do oligdbmero, afetando a atividade de phoQ de tirosina quinase, transferéncia
de fosfato e fosfatase. Consequentemente, essa mutagao deve promover a superexpressao dos
genes alvo regulados pelo TCS PhoPQ e o desenvolvimento de resisténcia a polimixina,
como ja foi publicado em outros trabalhos, associando mutacdes diferentes da relatada no
nosso estudo, porém ocorrendo no mesmo dominio proteico.

Outras mutacdes nao descritas anteriormente por outros estudos foram encontradas
em pmrB e phoQ (Stop61Ala, E7K, Stop345Ala, Stop221His, Stop40Leu, Stop265Leu, G3R,
G3V, Stop77Tre) contudo estas alteragdes estdo fora dos dominios protéicos apresentados
pela ferramenta SMART, onde ndo ¢ possivel distinguir inicialmente sua fungdo,
supostamente a perda dessa proteina pode representar danos celulares significativos, visto que
o sistema PhoPQ e PmrAB, atua globalmente na regulagao na expressao génica.

Essas descobertas destacam o amplo espectro de modificagcdes cromossdmicas que
podem facilitar e regular a resisténcia as polimixinas em K. pneumoniae. O estudo fornece
um relatdrio potencial de mutagdes supressoras de resisténcia a polimixina. Porém, ainda se
faz necessario outros estudos dos efeitos biologicos que as alteragdes nos TCSs trazem para a
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expressdo dos genes alvo regulados pelos mesmos, visando a obtencdo da completa
elucidacdo a respeito do funcionamento desses mecanismos de resisténcia as polimixinas.
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7. CONCLUSAO

Mutagdes pontuais atribuidas a resisténcia a polimixina foram identificadas em alguns
isolados, mas a contribui¢do de outros genes merece uma investigacdo mais aprofundada,
visto que ha contribui¢des de outros genes conectores que também promovem a ativacao de
sistemas de dois componentes.
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8. ANEXOS

Tabela 1. Andlise in silico gene pmrA regiao codificante de 672pb.

Isolados

Gene

Mutacao no nt

Mutaciao no aa

Tipo de mutagao

Poll
Pol2
Pol3
Pol4
Pol5
Pol6
Pol7
Pol8
Pol9
Pol10
Poll1
Pol14
Poll5
Poll6
Pol17
Pol21

pmrAd*

Silenciosa
Silenciosa

Silenciosa
Silenciosa
Silenciosa

* Analises comparativas utilizando a cepa MGH 78578 (672pb/ 223aa)

Tabela 2. Analise in silico gene pmrB regido codificante de 1098pb.

Isolados Gene Mutacio no nt Mutac¢io no aa Tipo de mutacio
Poll C663G/ A736G/ C766G/ A846G/ T246A/ R256G Missense/ Frameshift
Gins959 960/ Gins1000_1001/
A1082T
Pol2 Cins166_167/ C663G/ A736G/ Stop61Ala Frameshift/ Nonsense
C766G/ A846G/ Gins879_880/
AG882/ G1056T/ G1076A
Pol3 C663G/ Cins166_167/ AT736G/ Stop61Ala Frameshift/ Nonsense
C766G/ A846G/ Gins879 880
Pol4 C663G/ Cins166_167/ A736G/ Stop61Ala Frameshift/ Nonsense
C766G/ A846G/ Ains879 880
Pol5 C663G/ A736G/ C766G/ A846G T246A/ R256G Missense
Pol6 A736G T246A Missense
Pol7 A736G T246A Missense

39



Pol8

Pol9
Pol10

Poll1
Poll4
Poll5
Pol16

Pol17

Pol21

pmrB

C663G/ A736G/ C766G/ A846G

C663G/ A736G/ C766G/ A846G
Cins166_167/ C663G/ A736G/
C766G/ A846G/
A736G/ G846A
A736G
A736G
C663G/ A736G/ C766G/ A846G

G19A/ Cins166_167/G663C/
A736G/ C766G/ Gins879_880/
AG882

Cins166_167/ A469C/
Cins564 565/ G663C/ A736G/
C766G/ Ains879 880

T246A/ R256G

T246A/ R256G

Stop61Ala

T246A

T246A

T246A
T246A/ R256G

E7K/ Stop61Ala

Stop61Ala

Missense

Missense

Frameshift/ Nonsense

Missense
Missense
Missense
Missense

Missense/ Frameshift/

Nonsense

Frameshift/ Nonsense

* Analises comparativas utilizando a cepa MGH 78578 (1098pb/ 365aa).

Legenda:ADelecio, G- Glicina, R- Arginina, A — Alanina, , E — Glutamato, K — Lisina, T- Treonina Ala-

alanina,

Obs: As mutacdes nao especificadas foram do tipo silenciosas.

Tabela 3. Andlise in silico gene phoP regido codificante de 672pb.

Isolados Gene Muta¢io no nt Mutac¢io no aa Tipo de mutacao
Poll T207C/ T465C - Silenciosas
Pol2 T207C/ T465C - Silenciosas
Pol3 T207C/ T465C - Silenciosas
Pol4 T207C/ T465C - Silenciosas
Pol5 T207C/ T465C - Silenciosas
Pol6 T207C/ T363C/T465C/T664C - Silenciosas
Pol7 T207C/ T363C/T465C/T664C - Silenciosas
Pol8 phoP* T207C/ T465C - Silenciosas
Pol9 T207C/T465C - Silenciosas
Pol10 T207C/ T465C - Silenciosas
Polll T207C/ T363C/ T465C/ T664C - Silenciosas
Pol14 T207C/T363C/T465C/T664C - Silenciosas
Poll5 T207C/ T363C/ T465C/ T664C - Silenciosas/
Poll6 T207C/ T465C - Silenciosas
Poll7 Gins22 23/Ains33 34/T207C/ - -

T465C
Pol21 T207C/ T465C - Silenciosas

* Analises comparativas utilizando a cepa MGH78578
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Tabela 4. Analise in silico gene phoQ regido codificante de 1467pb.

Isolados Gene Mutacio no nt Mutacdo no aa Tipo de
mutaciao
Pol-1 C81G/ T89A/ C309A/ T1185C L30Q Missense
Pol-2 AAS5/ G43C/ Cins43_44/ C81G/ C309A/ Stop345Ala Frameshift/
Gins925 926/ T1185C Nonsense
Pol-3 C81G/ C309A/ Tins543 544/ G886A/ Stop221His Frameshift/
Gins925 926/ T1185C Nonsense
Pol-4 Tins5_6/G6A/C81G/C309A/Cins555 556/T626 Stop40Leu/Stop221  Frameshift/
C/ G627T/ Tins744 _745/T1185C His/Stop265Leu Nonsense
Pol-5 C81/ C309A/ Tins569 570/ Tins722 723/ Stop221His Frameshift/
Cins729 730/ Gins747 748/ Ains811 812/ Nonsense
Tins848 849/ T1185G/ T1434G
Pol-6 C81G/ C219T/ C309A - Silenciosas
Pol-7 G7A/C81G/ C219T/C309A/Tins504_505/ G3R/Stop221His Missense/
Nonsense
Pol-8 phoQ* C81G/C309A/T1185C - Silenciosas
Pol-9 ASG/C81G/C309A/T1185C - Silenciosas
Pol-10 G8T/C81G/C309A/T1185C G3V Missense
Pol-11 C81G/C219T/ /C309A/T1185C - Silenciosas
Pol-14 C81G/ C219T/ C309A/ AT957/ Stop345Ala Frameshifi/
Tins958 959 Nonsense
Pol-15 AS5G/G8T/C81G/C219T/C309A/Cins914 915/  G3V/Stop345Ala  Missense/
T1185C Frameshift
Pol-16 AG8/C81G/C309A/T1185C Stop77Tre Frameshift
Pol-17 C81G/ C309A/T1185C - Silenciosa
Pol-21 C81G/ Tins958 959/ T1185C Stop345Ala Frameshift/
Nonsense

* Analises comparativas utilizando a cepa MGH78578 (1467pb/ 488aa).
Legenda: ADelegéo, L — Leucina, Q — Glutamina, Ala- alanina, His- histidina, Leu-leucina, G-glicina, V-valina,
R- Arginina, Treo- treonina
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