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RESUMO

Nagano, DS. Caracterizacdo epidemiologica e microbiolégica da disseminacao
do gene de resisténcia plasmidial a colistina, mcr-1, no Hospital das Clinicas da
FMUSP. [Dissertacao]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo, 2019.

Introducdo: O gene de resisténcia plasmidial a colistina, mcr-1 (do
inglés mobile colistin resistance) foi identificado pela primeira vez no final de
2015 e desde entéo foi descrito em isolados de animais, humanos e ambiente.
Entretanto, estudos conduzidos em hospitais brasileiros sdo escassos.
Objetivos: Descrever a disseminacdo de mcr-1 em unidades que apresentaram
pacientes (caso) com infec¢do e/ou colonizacao por Enterobactérias resistentes
a colistina e sensiveis a carbapenémicos, e em pacientes hospitalizados na
mesma unidade e periodo que o0s casos (contactantes), entre agosto de 2016 a
janeiro de 2017. Avaliar outros mecanismos de resisténcia a colistina desses
isolados. Material e Métodos: Foi realizada coleta de amostras com swab retal,
processamento em agar MacConkey e triagem em meio com colistina. Todos os
isolados obtidos foram testados para mcr-1 por PCR e confirmados por
sequenciamento Sanger. Foi criado um banco de dados no programa Epi Info™
(CDC) com variaveis clinicas e demogréficas dos pacientes. Analise univariada
dos fatores de risco associados com aquisicao do gene mcr-1 foi realizada e o
valor de p < 0.05 foi considerado significativo. Variaveis significativas foram
colocadas em um modelo de regressao logistica. Foram realizadas concentracéo
inibitdria minima para colistina, meropenem e imipenem; extracdo de DNA
plasmidial; PCR para plasmideo tipo IncX4; sequenciamento total do genoma,;
conjugacao e teste para bomba de efluxo com CCCP dos isolados positivos para
0 gene mcr-1. Resultados: Todos os contactantes dos 3 casos, totalizando 20
pacientes identificados entre setembro de 2016 a janeiro de 2017 foram
avaliados. O tempo de hospitalizacdo médio prévio a coleta de amostras foi de

21 dias para os 23 pacientes, 54 dias para os 3 pacientes caso e 16 dias para



0s 20 contactantes. O uso de meropenem, tempo de uso de meropenem e de
colistina durante internacdo, ser submetido a cirurgia e tempo de internacao
prévio a coleta foram considerados fatores de risco para aquisicdo de mcr-1 na
analise univariada. Entretanto, apenas tempo de uso meropenem foi fator de
risco foi fator de risco independente. Foram obtidos 7 isolados positivos para
mcr-1 de K. pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. aerogenes, P. mirabilis, P.
stuartii e M. morganii, sendo as Ultimas 3 espécies intrinsecamente resistentes a
colistina. Porém, nao foi possivel transferir o gene mcr-1 por conjugacéo. O gene
mcr-1 ndo foi encontrado por sequenciamento total do genoma, mas o PCR foi
confirmado por sequenciamento Sanger em 5 isolados (2 K. pneumoniae, 1 K.
aerogenes, 1 M. morganii e 1 P. mirabilis). Nenhum isolado foi positivo para
plasmideo tipo IncX4 por PCR nem por sequenciamento total do genoma. Dois
isolados de K. pneumoniae, resistentes a colistina, a0 meropenem e ao
imipenem eram coprodutores de KPC-2, além de variadas ESBLs. Um isolado
de K. quasipneumoniae (anteriormente K. pneumoniae pertencente ao ST-1308)
foi descrito pela primeira vez no Brasil como carreador de mcr-1. Os isolados de
Klebsiella spp. também apresentaram inativacdo de mgrB, relacionado a
resisténcia a colistina. Todos o0s isolados sequenciados apresentaram
diminuicdo de CIM para colistina na presenca de inibidor de bomba de efluxo
(CCCP). Os genes codificadores de AcrAB-TolC de bomba de efluxo
apresentaram mutacdes no isolado de P. stuartii que também teve variacdo
menor de CIM. Conclusé&o: O gene mcr-1 foi identificado em diferentes géneros
e espécies de Enterobactérias, incluindo as intrinsecamente resistentes a
colistina. Outros mecanismos de resisténcia a colistina como mutacdo
cromossOmica e bomba de efluxo, foram observados em isolados carreadores
de mcr-1, evidenciando a complexidade da resisténcia a colistina nas
Enterobactérias. O tempo de uso de meropenem foi 0 Unico fator de risco

independente para aquisicdo do gene mcr-1.

Descritores: mcr-1; Colistina; Carbapenémicos; Enterobacteriaceae;

Plasmideos; Infeccdo Hospitalar.



ABSTRACT

Nagano, DS. Epidemiological and microbiological characterization of
dissemination of plasmid-mediated resistance gene to colistin, mcr-1, at Hospital
das Clinicas — FMUSP. [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”, 2019.

Introduction: The plasmid-mediated resistance gene to colistin, mcr-1 (mobile
colistin resistance) was first identified by the end of 2015 and ever since was
described in isolates from animals, humans and environment. However, studies
conducted in Brazilian hospitals are scarce. Aims: Describe the dissemination of
the mcr-1 gene in units where patients (case) with infection and/or colonized by
Enterobacteria resistant to colistin and susceptible to carbapenems, and patients
hospitalized at the same unit and period as the cases (contact patients), between
August 2016 and January 2017. Evaluate other mechanisms of resistance to
colistin in these isolates. Material and Methods: Samples were collected with
rectal swabs, processed in MacConkey agar and screened on medium with
colistin. All isolates obtained were tested for mcr-1 by PCR and confirmed by
Sanger sequencing. A database was created in the Epi Info™ program (CDC)
with clinical and demographic variables from patients. Univariate analysis to risk
factors associated to mcr-1 gene acquisition was performed and p-value < 5 was
considered significant. Significant variables went through logistic regression
model. Isolates positive to mcr-1 gene by PCR were submitted to minimum
inhibitory concentration determination to colistin, meropenem and imipenem;
plasmid DNA extraction; whole genome sequencing; conjugation and IncX4
plasmid type by PCR. Results: All contact patients from 3 cases, totalizing 20
patients identified between September 2016 and January 2017 were evaluated.
Average hospitalization time before sample collection was 21 days for the 23
patients, 54 days the 3 case patients and 16 days for the 20 contact patients. Use
of meropenem, time of use of meropenem and colistin in hospital, surgical

procedure and hospitalization time before sampling were considered risk factors



for acquisition of mcr-1 in unadjusted analysis. Nevertheless, only time of
meropenem use was an independent risk factor. Seven isolates positive for mcr-
1 were obtained of K. pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. aerogenes, P.
mirabilis, P. stuartii and M. morganii, the last three are species intrinsically
resistant to colistin. However, it was not possible to transfer mcr-1 gene by
conjugation. The mcr-1 gene was not found through whole genome sequencing,
but PCR products were confirmed by Sanger sequencing in 5 isolates (2 K.
pneumoniae, 1 K. aerogenes, 1 M. morganii and 1 P. mirabilis). None of the
isolates were positive for IncX4 plasmid type by PCR neither whole genome
sequencing. Two K. pneumoniae isolates, resistant to colistin, meropenem and
imipenem, were coproducers of KPC-2, as well as others ESBLs. One isolate of
K. quasipneumoniae (former K. pneumoniae of ST-1308) here first described in
Brazil and as mcr-1 carrier. The Klebsiella spp. isolates also had inactivation of
mgrB, related to colistin resistance. All sequenced isolates presented lower MIC
to colistin in presence of efflux pump inhibitor (CCCP). Codifying genes of AcrAB-
TolC efflux pump presented mutations in P. stuartii which MIC also varied less
than others. Conclusion: The mcr-1 gene was identified in different genera and
species of Enterobacteria, including in intrinsically resistant ones. Other
mechanisms of resistance to colistin as chromosomal mutations and efflux pump
were observed in isolates carrying mcr-1, highlighting colistin resistance
complexity in Enterobacteria. Time of use of meropenem was the only

independent risk factor for acquisition of mcr-1 gene.

Descriptors: mcr-1; Colistin; Carbapenems; Enterobacteriaceae; Plasmids;

Cross infection.



1. Introducéao

1.1 Resisténcia bacteriana

Até o inicio do século XX, ainda ndo dispinhamos de tratamento para
infeccOes bacterianas, fato que estimulou a busca por agentes terapéuticos. Em
1928, um composto com acgao bactericida foi descoberto por Alexander Fleming,
marcando a histéria da microbiologia com a descricdo da penicilina. Este
composto é naturalmente produzido por fungos, provavelmente como forma de
eliminar a concorréncia por ambiente e recursos. A partir disso, a pesquisa
cientifica caminhou para busca de outros agentes antibacterianos (GUIMARAES
et al., 2010).

Embora a descoberta da penicilina tenha possibilitado o tratamento
de infeccBes bacterianas durante a Segunda Guerra Mundial (GUIMARAES et
al., 2010), em 1940, j& foram reportados isolados de bactérias Gram-positivas
resistentes a este medicamento (HAWKEY, 2008). Fato que se repetiu para
todos os compostos descobertos e utilizados desde entéo, ou seja, concomitante
a utilizacdo de antibidticos, podemos encontrar casos de bactérias resistentes
aos mesmos (HAWKEY, 2008).

Atualmente, sabe-se que um dos grandes catalisadores para o
surgimento de resisténcias a antimicrobianos sdo os préprios medicamentos,
afinal eles exercem presséo seletiva sobre diversas populacdes bacterianas, e
dessa forma sobrevivem apenas os isolados bacterianos que possuam

caracteristicas que |lhes permitam resistir a eles (GUIMARAES et al., 2010).

A resisténcia aos antimicrobianos € geralmente associada ao
ambiente hospitalar. De fato, acredita-se que a principal causa da velocidade
com que a resisténcia surge € o uso inapropriado de antimicrobianos. Esta
pratica aumenta os custos a saude publica, por exemplo, pela dificuldade de
diagnostico ou falta de informacgédo, automedicacdo ou descontinuidade de
tratamento (LOUREIRO et al., 2016). Nao bastando, os custos do tratamento

adicional, disponibilizacdo de tempo, espaco e recursos envolvem o setor



administrativo e econémico das instituicdes e agrava-se o problema de saude
publica (FIOL et al., 2010).

No entanto, além do setor da saude, os antimicrobianos também s&o
utilizados na medicina veterinaria e agricultura. Através dos alimentos que
consumimos, as bactérias que colonizam animais, como aves e suinos, podem
chegar aos seres humanos e fazer parte de nossa microbiota e/ou causar
infeccdes E devido a utilizacdo de antimicrobianos, a probabilidade de se tratar
de bactérias resistentes aumenta (HAWKEY, 2008).

Além dos microrganismos resistentes provenientes dos alimentos, as
bactérias sdo capazes de transferir genes horizontalmente, ou seja, ndo se
limitam as células filhas. Genes codificadores de resisténcia a antimicrobianos
podem ser compartilhados com outras linhagens da mesma ou de outra espécie
(HAWKEY, 2008). Essa via se da por meio dos elementos moveis, como:
transposons, sequéncias que podem se inserir em diferentes posi¢cdes no DNA
e carregar genes de resisténcia associados; integrons, carreiam genes de
resisténcia e fazem recombinacdes em lugares especificos no DNA; e os
plasmideos, estruturas extracromossomais e independentes (SHINTANI et al.,
2015; PARTRIDGE, 2015)

Os plasmideos sdo compartilhados naturalmente através do processo
chamado conjugacéo, no qual cria-se uma ponte entre duas células e elas
conseguem trocar esses fragmentos de DNA extracromossomais (SHINTANI et
al., 2015). Processo também comumente utilizado para teste de

transmissibilidade in vitro.

Os plasmideos podem proporcionar uma chance maior de
sobrevivéncia as suas bactérias hospedeiras, mas nem todos sao iguais. Cada
estrutura é nomeada de acordo com sua caracteristica de replicacdo e
compatibilidade ou incompatibilidade com outros plasmideos (BANU e PRASAD,
2017). Basicamente, eles possuem origens de vegetativas de replicagéo (oriV)
(SHINTANI et al., 2015), compostas por genes essenciais a replicagédo plasmidial,
chamados cop e inc responsaveis pelo inicio da replicacdo. E o gene rep, que

controla o processo para que 0 mesmo nao se perca ou que prejudique a célula



hospedeira e, por consequéncia, a si mesmos (COUTURIER et al., 1988;
NORMAN et al., 2009).

Desde os anos 1970, sua nomenclatura € baseada em sua
incompatibilidade, que consiste em um plasmideo presente em uma bactéria
restringir a permanéncia de outro similar a ele através do proprio supressor de
replicagdo (SUMMERS, 1996). Pelo fato de serem semelhantes, o supressor
funciona para ambos, sendo incompativeis para permanecerem juntos, assim
sdo considerados da mesma familia de incompatibilidade (COUTURIER et al.,
1988; CARATTOLI et al., 2005). Essa caracteristica também é responséavel pela
perda de plasmideos pelas bactérias hospedeiras de forma gradual (SUMMERS,
1996). Outros genes sdo0 necessarios para sua adaptacdo, estabilidade e
propagacédo, como os codificadores de estruturas de conjugacédo, mob e tra
(NORMAN et al., 2009).

Dessa forma, uma resisténcia, codificada por um gene plasmidial,
pode ser transferida de uma bactéria presente em um alimento ingerido para
uma bactéria da microbiota intestinal, por exemplo, ou para um patdgeno
(GOULD, 2008). Com o auxilio de transposons e integrons, DNA cromossomal
e plasmidial podem recombinar dentro da mesma célula, diversificando os genes
de resisténcia que carreiam. E os plasmideos sdo responsaveis pela
disseminacao extracelular (HAWKEY e JONES, 2009; PARTRIDGE, 2015). A
capacidade de transferéncia horizontal somada ao acumulo de diferentes
plasmideos, e outros elementos méveis, justifica a existéncia de microrganismos
multirresistentes (HAWKEY, 2008).

1.2 Enterobactérias

As Enterobactérias representam uma grande preocupagcdo na
questdo de multirresisténcia a antimicrobianos (RUPPE et al., 2015). Desde os
anos 1960, quando foram introduzidas as ampicilinas, houve um aumento de
resisténcia aos beta-lactamicos, devido a selecdo de bactérias produtoras de
beta-lactamases (HAWKEY, 2008; RUPPE, et al., 2015)



A primeira alternativa de tratamento foi utilizar cefalosporinas de
terceira geragdo. Porém, a resisténcia a esse antibiético aumentou devido a
disseminacao de beta-lactamases. Cujos genes sofreram mutacdes pontuais, e
assim proporcionaram resisténcia também a essa classe de antimicrobianos,
originando as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) (HAWKEY, 2008;
HAWKEY e JONES, 2009; RUPPE, et al., 2015).

Rapidamente as Enterobactérias produtoras de ESBL se tornavam
mais frequentes, incluindo aquelas que também eram resistentes a
fluoroquinolonas, cotrimoxazol e aminoglicosideos ganhavam maior espaco
(HAWKEY, 2008; RUPPE et al., 2015). Com o aumento de cefalosporinases
plasmidiais, os carbapenémicos passaram a ser amplamente utilizados. Seguido
de um aumento proporcional de carbapenemases classe A, como KPC, umas
das mais difundidas no mundo, classe B, como VIM, IMP e NDM, e classe D,
como variantes de OXA-48 (HAWKEY e JONES, 2009; RUPPE, et al., 2015).

A relagdo entre o uso de antimicrobianos resisténcia é evidenciada
pelo histérico das beta-lactamases, pois, segundo Davies e Davies (2010), entre
0s anos 1970 e 2010 ja se somavam aproximadamente 1000 beta-lactamases

conhecidas e cumulativas.

Por volta dos anos 2000, quinolonas e fluoroquinolonas também
perderam espaco com a disseminacao via plasmideos de resisténcias a estes
antimicrobianos, principalmente associadas a ESBLs (HAWKEY e JONES, 2009;
RUPPE, et al., 2015).

1.3 Polimixinas

Devido as limitadas op¢des terapéuticas para tratamento de infecgcbes
por bactérias Gram-negativas multirresistentes, as polimixinas passaram a ser
mais utilizadas. A classe foi descoberta por volta de 1960 (BISWAS et al., 2014),
e sua utilizacdo diminuiu a partir dos anos 1970 devido a sua alta toxicidade, mas
gue retornaram como medicamentos de ultimo recurso (SHERRY e HOWDEN,
2018). Comercialmente disponiveis, tem-se a polimixina B e a polimixina E,

conhecida também como colistina (BISWAS et al., 2014).



O mecanismo de acdo das polimixinas ocorre por meio da
desestabilizacdo da membrana externa de bactérias Gram-negativas, que tém
sua permeabilidade aumentada causando um extravasamento do conteudo
celular e consequente morte celular (POIREL et al., 2017). Especificamente, este
composto catidnico se liga ao grupo fosfato do lipideo A de lipopolisacarideos
(LPS) presentes na membrana, 0 que gera uma alteragdo em sua conformacao
(Figura 1) (POIREL et al., 2017; OLAITAN et al., 2014).
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Adaptado de Biswas e colaboradores (2014). Legenda: LPS - Lipopolisacarideo. Sinais de + e —
representam a carga elétrica.
Figura 1 — Mecanismo de acédo da colistina contra membranas de bactérias Gram-negativas



1.4 Uso de colistina

Embora a colistina seja considerada a ultima op¢ao de tratamento de
infeccbes causadas por Enterobactérias multirresistentes. Esse antimicrobiano €
amplamente utilizado na criagdo de animais de producéo, sendo adicionado a
comida, como promotor de crescimento, medida profilatica e para tratamento
(KEMPF et al., 2016).

A partir de 2016, na China, o ministro da Agricultura baniu sua
utilizacdo (WALSH e WU, 2016). No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), diante dos relatos no Parana de bactérias resistentes
a colistina, publicou a normativa n° 45, proibindo futura producdo com o
antimicrobiano, mas permitindo comércio do que se havia em estoque, mediante
fiscalizacdo (MAGGI, 2016). Apesar de menos utilizada na clinica, a colistina
ganhou maior espaco no decorrer do tempo, como observado nos estudos de
Hayakawa e colaboradores (2012), Samonis e colaboradores (2014) e Abat e
colaboradores (2015).

O primeiro estudo relatou um aumento significativo de isolados de P.
stuartii, de infeccdo e colonizacdo, diretamente relacionado a aumento
significativo do uso de colistina, em um periodo de cinco anos no Detroit Medical
Center (HAYAKAWA et al., 2012). No estudo de Samonis e colaboradores (2014),
nao foi observada relacdo entre consumo de colistina no hospital e o total de
isolados de espécies intrinsecamente resistentes a colistina (EIRC) (Proteus spp.,
Providencia spp., Serratia spp. e Morganella spp.). Considerando que o aumento
do uso, entre os dois periodos estudados, so foi significativo na UTI. No entanto,
o consumo de colistina teve influéncia no aumento de infec¢cées nosocomiais por
EIRC. Curiosamente, foi relatado que o aumento no isolamento de EIRC na UTI
nao teve relacdo com o consumo do antimicrobiano na unidade, porém foi
destacado que seu valor de p=0,057, proximo do considerado significativo,

indicaria um fator para manter o seu uso sob vigilancia (SAMONIS et al., 2014).

Diferentemente dos anteriores, o estudo de Abat e colaboradores
(2014) incluiu apenas isolados de infec¢ao de EIRC, sem repeticdo de amostra

ou paciente. No periodo de 5 anos, o aumento de pacientes positivos para



infeccédo por EIRC em UTIs e unidades de cuidado prolongado foi relacionada
ao aumento significativo no uso de colistina aerossol nessas unidades. Em
ambos os estudos de EIRC, as espécies mais encontradas foram Proteus spp.,
seguido de Serratia spp. e Morganella spp., ou vice e versa, e menos
frequentemente, Providencia spp (SAMONIS et al., 2014; ABAT et al., 2014).

1.5 Resisténcia cromossomal a colistina

A resisténcia cromossomal a colistina resulta, em geral, de
modificacdes no lipideo A, que compde os lipopolisacarideos (LPS) da
membrana bacteriana externa, que por sua vez sao 0s alvos primarios da
colistina (BARON et al., 2016). Mais comumente, as mudancas ocorrem de duas
formas: adicdo de 4-amino-4-deoxyl-L-arabinose (L-Ara4N) e/ou adicdo de
fosfoetanolamina transferase (PEtN) ao lipideo A (OLAITAN et al., 2014; POIREL
et al., 2017).

A resisténcia também pode ocorrer por adicdo de PEtN a porcéao do
acido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosénico (Kdo) do LPS (BARON et al., 2016).
Essas adi¢Bes resultam no aumento da carga elétrica da membrana, tornando-
a menos atraente para ligacéao de colistina (OLAITAN et al., 2014; POIREL et al.,
2017; AGHAPOUR et al., 2019).

A cascata de genes envolve o componente phoPQ, que possui um
regulador negativo mgrB, que ativa diretamente o operon arnBCADTEF,
sintetizando L-Ara4N, e indiretamente por meio do gene pmrD, seguido do
componente pmrAB e entdo o operon. Além disso, o componente pmrAB
também ativa genes codificadores de PEtN, como eptA, eptB e eptC, cada um
adicionado a diferentes partes do LPS (OLAITAN et al., 2014; BARON et al.,
2016; POIREL et al., 2017; AGHAPOUR et al., 2019).

Na espécie K. pneumoniae, sdo mais comuns relatos de mutacdes
relacionadas a inativacdo do mgrB, que causa um upregulation do restante da
cascata levando a resisténcia a colistina, além de muta¢gdes em phoPQ e pmrAB
(BARON et al., 2016).



Recentemente, foi descrito em K. pneumoniae o componente crrAB
que afeta ativacdo de pmrAB através do gene crrC, indicando uma nova via para
sintese de L-Ara4N e/ou PEtN. Foi observado em isolados que eram resistentes
a colistina, mas que nao se sabia 0 mecanismo de resisténcia, uma vez que 0s
genes até entdo analisados estavam conservados (WRIGHT et al., 2015;
CHENG et al., 2016). Especificamente do gene crrB, foram descritas pelo menos
quatro mutacgdes relacionadas a maior nivel de resisténcia a colistina (JAYOL et
al., 2017).

Os mecanismos de resisténcia a colistina na espécie K. aerogenes
ainda nao foram tdo especificados como em K. pneumoniae, mas uma hipétese
é que ocorra de forma similar por meio de mutacdes no gene mgrB (BEDENIC
et al.,, 2017) ou nos componentes phoPQ e pmrAB (NORGAN et al., 2016).
Apenas uma mutacdo foi descrita para espécie no gene pmrA (G53S)
relacionada a resisténcia a colistina (POIREL et al., 2017). Apesar de outras
mutacdes sindnimas entre ambas as espécies, em K. aerogenes ndo ha relatos

relacionando-as com resisténcia a colistina (OLAITAN et al., 2014).

Em espécies intrinsecamente resistentes a colistina, como P. mirabilis,
P. stuartii e M. morganii, 0S mecanismos sdo similares, sendo decorrentes de
uma ativacdo constante do operon arnBCADTEF, assim o lipideo A
constitutivamente possui L-Ara4N ligado a ele (OLAITAN et al., 2014; BARON et
al., 2016; POIREL et al., 2017; SHERRY e HOWDEN, 2018). Além da ativacéo
de genes codificadores de PEtN nomeados eptC, cptA e eptB, respectivos a cada
uma das trés espécies acima (AQUILINI et al.,, 2014; OLAITAN et al., 2014;
AGHAPOUR et al., 2019).

1.6 mobile colistin resistance (MCR)

Até o final de 2015, pensava-se que 0s mecanismos de resisténcia a
colistina eram apenas cromossomais. Entretanto em 2016, Liu e colaboradores
descreveram pela primeira vez um gene plasmidial codificador de uma PEtN,
nomeado mobile colistin resistance (mcr-1). O gene foi encontrado em um

isolado de E. coli proveniente de uma amostra de swab retal de suino. Este gene



era carreado por um plasmideo tipo Incl2 e conjugado com sucesso,
proporcionando resisténcia a uma concentragéo de 8 mg/L de colistina ao isolado

hospedeiro.

Em uma investigagcdo mais abrangente, observou-se que este gene
era frequente em isolados de E. coli coletados entre os anos 2012 a 2014 de
animais de producao, e em amostras humanas ocorreram em menor proporcao.
E que ja havia sido encontrado em isolados de E. coli e K. pneumoniae

causadores de infeccdo em humanos (LIU et al., 2016).

Até o momento, ha descricdo de variantes de mcr-1, bem como de
mcr-2 a mcr-8 (REBELO et al., 2018; YANG et al., 2018; WANG et al., 2018c),
tanto em amostras animais como humanas. Em relacdo ao gene mcr-1, um
estudo de Wang e colaboradores (2018b) analisou 457 isolados, de 2008 a 2016,
carreadores do gene depositados no GenBank (NCBI). Os autores observaram
maior incidéncia na China, Vietnd e Alemanha. De forma geral, paises asiaticos
apresentaram maior notificacdo de isolados mcr-1, em seguida, paises europeus,

Estados Unidos, Brazil e Africa do Sul.

1.6.1 Origem do mcr

Recentemente, descobriu-se que o gene mcr-1 provavelmente
originou-se das espécies Moraxella catarrhalis e Moraxella osloensis. Em 2017,
Kieffer e colaboradores (2017) observaram que algumas espécies de Moraxella
spp. possuiam em seu DNA cromossomal sequéncias similares a mcr-1 e mcr-
2. Além da ISApl1l, uma sequéncia de insercdo comumente encontrada junto a
mcr-1 lhe proporcionando mobilidade, e do gene rep (replicase) de plasmideos

tipo IncX4, um dos principais carreadores do gene em isolados de E. coli.

Uma PEtN encontrada no cromossomo da espécie M. catarrhalis,
nomeada ICRM¢ (intrinsic colistin resistance de M. catarrhalis), proporcionou
resisténcia a colistina a um isolado de E. coli ao ser transmitido via plasmideo
(STOGIOS et al.,, 2018). Da mesma forma que o gene mcr-1, proporcionam

resisténcia a concentracdes de 2 mg/L e 4 mg/L de colistina, respectivamente
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(STOGIOS et al., 2018). Além disso, a similaridade entre as proteinas foi de 68%
em C-terminal, compondo um clado nomeado MCR-1-like juntamente do mcr-2.
Ao passo que mcr-3, mcr-4, EptA (E. coli) e PmrC (Acinetobacter baumannii)
pertencem a um segundo clado, EptB (E. coli) a um terceiro clado, EptA
(Neisseria meningitidis) e mcr-5 (Legionella spp.) a um quarto clado e EptC/CptA
(Salmonella enterica) a um quinto clado (STOGIOS et al., 2018).

Assim, sugeriu-se que variantes de mcr-1 e mcr-2 e PEtN encontradas
em Moraxella spp. tenham derivado de um mesmo ancestral (WEI et al., 2018).
Apos a descricao do ICRMe, Wei e colaboradores (2018), relataram em Moraxella
osloensis uma PEtN nomeada ICRM°, e com uma analise filogenética baseada
na sequéncia de nucleotideos, descreveram que o clado MCR-1-like (STOGIOS
et al., 2018) descendeu de sulfatases. Aparentemente, e mcr e ICR teriam
divergido em dois subclados antes do extenso uso de colistina em animais de
producdo e na clinica.

1.6.2 Quadro atual

Grande parte dos relatos de mcr-1 sdo descricbes de isolados
provenientes de animais de producdo, como suinos e galinaceos. Na China,
alguns estudos de vigilancia reportaram isolados de E. coli que possuiam
plasmideos carreadores de mcr-1, provenientes de amostras de aves de
producao, obtidos em 1980 e 2004. Desde 2008, a incidéncia do gene aumentou,
indicando sua circulacdo no pais mesmo em baixas propor¢cées (SHEN et al.,
2016). Além disso, chama atencédo que isolados de diferentes Sequéncias Tipo
(ST) de E. coli produtoras de ESBL venham ganhando espaco também como
portadoras de mcr-1. Uma vez que a aquisicao de um mecanismo de resisténcia

a colistina aumenta suas chances de sobrevivéncia (WU et al., 2018a).

No Japdo, Nishino e colaboradores (2017) descreveram também
isolados de E. coli carreadores de mcr-1, cujas Concentracfes Inibitorias
Minimas (CIM) para colistina variaram de 8 a 16 mg/L. Esses isolados foram
obtidos de carne de aves e suina, de diferentes STs, sendo a maioria

multirresistente. Curiosamente, os isolados de amostras de origem japonesa
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apresentavam plasmideos tipo Incl2, enquanto amostras de origem brasileira e
espanhola possuiam plasmideos IncX4 como carreadores de mcr-1 (NISHINO
et al., 2017).

Um estudo de Hadjadj e colaboradores (2017), foi composto de
isolados de E. coli e K. pneumoniae, de amostras humanas e animais,
provenientes de Laos, Tailandia, Franca, Algéria e viajantes retornando da
Arabia Saudita para Franca. Os autores evidenciaram que a CIM de colistina
variou de 2 a 32 mg/L em ambas as espécies com isolados de diferentes STs.
Alguns pontos a se destacar deste estudo foram 2 isolados de E. coli que além
de possuirem plasmideos conjugaveis IncHI2 carreadores de mcr-1, também
apresentavam mutacdo em phoQ (E375K) mecanismo de resisténcia
cromossomico. E outro isolado da mesma espécie que apds 20 repiques perdeu
todos os plasmideos carreadores de mcr-1, assim ficando sensivel a colistina
(0,25 mg/L) (HADJADJ et al., 2017). Entretanto, trés isolados de K. pneumoniae
gue apresentavam muta¢des cromossomicas: LH131 - stop codon prematuro em
mgrB; LH17 - mutacdo T157P em pmrB; LH61 - substituicio de mgrB,
apresentaram resultados divergentes. Os trés, mais um isolado de K.
pneumoniae sem mutagcdes cromossomicas detectadas, perderam o0s
plasmideos carreadores de mcr-1 apGs 25 repiques. Porém ndo se tornaram
sensiveis a colistina, mantendo as CIM de 32, 12, 16 e 12 mg/L, respectivamente.
E apenas o plasmideo Incl2 de LH61 foi conjugavel (HADJADJ et al., 2017). Em
geral, os isolados que apresentavam também mutacdes cromossdmicas tinham
CIMs maiores que os isolados que continham apenas mcr-1. E em comparacgéao,
21 de 25 isolados de E. coli possuiam plasmideos conjugativos, engquanto

apenas dois de cinco de K. pneumoniae (HADJADJ et al., 2017).

Especificamente em K. pneumoniae, a resisténcia a colistina via
mutagcbes cromossomais, principalmente por inativacdo do mgrB, tem um
impacto maior no fendtipo do que o mcr-1 (HADJADJ et al., 2017; ZHANG et al.,
2018). Um estudo avaliou dois isolados de K. pneumoniae causadores infeccéo
de corrente sanguinea ja produtores de carbapenemases. XH209, continha
blaimp-4 € pentencia ao ST-17. Sua CIM para colistina evoluiu de 0,06 para 128

mg/L apos inativacdo do mgrB por insercdo, e para 32 mg/L com o mcr-1. No
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entanto, com ambos a CIM foi de 128 mg/L. E KP10, continha blakpc-2 € pertencia
ao ST-11, apresentou aumento da CIM para colistina de 0,06 para 128 mg/L
apos inativacdo do mgrB por inser¢do. E para 16 mg/L com o0 mcr-1, no entanto,
para ambos a CIM foi de 128 mg/L (ZHANG et al., 2018).

A estabilidade e custo de se manter um plasmideo pode gerar perda
do mesmo, uma vez que um isolado possui um mecanismo cromossomal para
sobreviver em presenca de colistina, manter um plasmideo com mcr-1 pode
prejudicar sua taxa de crescimento (HADJADJ et al., 2017; ZHANG et al., 2018).
E a ndo conjugacao de plasmideos pode ocorrer devido a genes tra quebrados,
mas algumas vezes néo ha razao especificada (HADJADJ et al., 2017; DRALI et
al., 2018).

Além de animais de producdo, ha relatos de isolados obtidos de
amostras de animais de companhia. Em Pequim, foram identificados cées e
gatos colonizados por E. coli ou K. pneumoniae carreadoras de mcr-1. o
investigarem donos e racdo destes, descobriu-se um isolado de E. coli carreador
de mcr-1. A partir dos achados, concluiu-se que a origem de transmissao tenha
sido a racao, para os animais de companhia e entédo para o ser humano (LEI et
al., 2017).

No Equador, os estudos de Ortega-Paredes e colaboradores (2016) e
Loayza e colaboradores (2018), reportaram um isolado de E. coli de ST-609
carreador de mcr-1 obtido do liquido peritoneal de um garoto de 14 anos. Nos
animais em sua residéncia foram encontrados isolados da mesma espécie
também portadores do gene, porém de STs diferentes. Entretanto, por
possuirem o mesmo tipo de plasmideo Incl1y carreador do gene, concluiu-se
que teria ocorrido a disseminacdo a partir da mesma fonte, apesar de néo ter
sido possivel realizar conjugacdo dos isolados dos animais (LOAYZA et al.,
2018).

Na China, o primeiro estudo epidemiolégico e clinico, de Wang e
colaboradores (2017) avaliou infeccéo e colonizagdo por um isolado de E. coli
carreador de mcr-1 de pacientes internados em dois hospitais. Os isolados de

infecg@o positivos para mcr-1 apresentaram resisténcia a um numero maior de
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antimicrobianos do que os isolados negativos para o gene, incluindo polimixinas,
ertapenem, ciprofloxacina, entre outros. No entanto, resisténcia a imipenem e a
meropenem néao se diferenciou entre os dois grupos. Destacou-se também que
dois isolados, um de infec¢ao por E. coli ST-90 e outro de colonizacdo de ST-
744, eram coprodutores de New Delhi Metallo-beta-lactamase (NDM-1), além de
possuirem genes de ESBLs, como TEM, SHV e CTX-M. Em paralelo, foram
avaliados fatores de risco para infecgéo por E. coli carreador de mcr-1, dos quais
0 género masculino, imunossupressao ou ter recebido antibiético nos 3 meses
anteriores, em particular carbapenémicos e fluoroquinolonas, foram significativos
(WANG et al., 2017). J& para colonizagéo, os fatores de risco foram uso de
antibiotico prévio a internacdo, mas durante nao, e viver proximo a animais de
producdo (WANG et al., 2017).

Ha alguns surtos hospitalares de mcr-1 reportados na Asia e Europa.
Na China, cinco crian¢as com leucemia aguda foram internadas com pneumonia
durante dois meses na mesma enfermaria e receberam diferentes combinacdes
de vancomicina, imipenem, lincomicina, cefotaxima, e um antifungico. Destes
pacientes foram obtidos 5 isolados de K. pneumoniae pertencentes ao ST-11 e
um isolado de E. coli pertencente ao ST-156 resistentes a colistina, polimixina B,
cefotaxima e gentamicina. Além disso, os isolados de K. pneumoniae também
foram resistentes a outros antimicrobianos, incluindo fosfomicina e ciprofloxacina.
Todos os 6 isolados carreadores de plasmideo IncX4 contendo mcr-1,
carreavam diferentes genes de resisténcia detectados por Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), como blarem-1 € blactx-m-3(TIAN et al., 2017).

Ja em Portugal, de 16 pacientes, nove homens e sete mulheres entre
50 e 87 anos, internados em uma média de 47 dias (12-151 dias). Foram obtidos
destes pacientes 24 isolados de K. pneumoniae, de colonizagcéo e infeccéo,
produtores de carbapenemases, como blakpc-3, que também eram carreadores
de mcr-1. A CIM para colistina variou entre 4 e 8 mg/L, e exceto um isolado
pertencente ao ST-1112, o restante era de ST-45, sendo que todos possuiam
plasmideo IncX4 como carreador do mcr-1. O estudo também observou
colonizacdo de trato gastrointestinal por Enterobactérias produtoras de

carbapenemase e carreadoras de mcr-1 em 5,7% (16/283) de pacientes
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internados, dos quais 1,8% (5/283) evoluiram para infec¢do. Os pacientes que
apresentaram infeccéo foram tratados com combinacdes de carbapenémicos e
colistina (MENDES et al., 2018).

Recentemente, em coletas de agua do mar de praias da costa de
Algiers, Algéria, foram obtidos 246 isolados resistentes a colistina, sendo 244 de
EIRC, e dois de E. coli, multirresistentes. Estes eram pertencentes ao ST-23 e
ST-115, e apresentando CIM para colistina de 4 e 8 mg/L, respectivamente.
Supondo que os achados teriam relacdo com as éareas em que foram
encontrados, caracterizados pelo despejo soélido e liquido que tornam o local
improprio para nado, mas propicios para crescimento bacteriano e selecao de

isolados multirresistentes (DRALI et al., 2018).

A Figura 2 apresenta alguns estudos publicados especificando pais,
espécie e ST de isolados, tipos de plasmideos carreadores de mcr-1 e
procedéncia de amostras. Desta forma, pode-se observar uma variedade de
organismos portadores do gene, nem sempre ligada a pacientes com infec¢des
nem em grandes quantidades de isolados.
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Figura 2 — Distribuic&o de relatos de mcr no mundo.
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Além de isolados de K. pneumoniae e E. coli, resistentes a colistina
por mecanismos cromossomais adquirirem mcr-1, ha dois casos reportados
envolvendo EIRC apresentando também o gene, indicando possiveis
reservatorios silenciosos do gene e a necessidade de estudos mais abrangentes
(WANG et al., 2018a; ZHANG et al., 2017b).

Na China, trés isolados de espécies diferentes possuiam o gene mcr-
3.10. Na espécie E. coli, um plasmideo Incl2 carreava-o, enquanto em
Aeromonas caviae e P. mirabilis foi encontrado inserido em DNA cromossomal,
todos obtidos de amostras cloacais do mesmo pato doméstico (WANG et al.,
2018a). Ja Zhang e colaboradores (2017b), identificaram 9 isolados obtidos de
lavado de moscas que possuiam mcr-1, sendo quatro de E. coli, dois de P.
stuartii, dois de P. alcalifens e um de Enterobacter cloacae, cujas sequéncias

eram similares entre si e com o mcr-1 descrito por Liu e colaboradores (2016).

Dentre Enterobacter spp., isolados de E. cloacae sdo o0s mais
reportados como carreador de mcr-1, mas ha poucos de E. aerogenes
(reclassificado como Klebsiella aerogenes). Dois isolados de K. aerogenes com
mcr-1 foram identificados em pacientes infectados (WANG et al., 2017). Sendo
que apdés a conjugacdo, o transconjugante apresentou mcr-1 e duas beta-
lactamases (CTX-M-15 e TEM-1) no mesmo plasmideo tipo IncFl (ZENG et al.,
2016).

1.6.3 Brasil

No Brasil, a primeira descricdo de mcr-1 foi em 2016, quando o gene
foi identificado em um isolado de E. coli pertencente ao ST-101. O isolado foi
obtido de uma amostra de tecido mole de um paciente do sexo masculino na sua
segunda internacéo hospitalar, na regido nordeste. Além de resistente a colistina,
o isolado também era produtor de ESBL (CTX-M-8), pertencente ao ST-101 e
continha plasmideo IncX4 carreador do mcr-1 (FERNANDES et al., 2016a).

Em um estudo multicéntrico, foram analisados isolados de

Enterobactérias triados em meio agar MacConkey acrescido de colistina a 2
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mg/L. Nesse estudo, houve crescimento de 515 isolados de um total de 4620 de
amostras provenientes de animais, humanos, racdo, comida e ambientais
obtidas entre 2000 e 2016, de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina
(FERNANDES et al., 2016b). Dezesseis isolados comensais de E. coli foram
positivos para o gene mcr-1 por PCR, divididos em dois isolados de amostras
fecais de suinos em 2012, dos quais um era sensivel a colistina (CIM de 1 mg/L)
por método de diluicdo. E 14 de amostras fecais de aves de 2013 resistentes a
colistina (CIM = 8 mg/L), sendo que todos os animais eram saudaveis
(FERNANDES et al., 2016b). Demonstrou-se a presenca do gene mcr-1 no pais
desde 2012 e uma incidéncia relativamente alta de isolados coprodutores de
ESBL do tipo CTX-M. Além de resisténcia a concentracfes mais baixas de (4-16
mg/L), se comparado a mecanismos cromossomais, 0 que pode dificultar a
deteccdo do gene (FERNANDES et al., 2016b).

Dentre os isolados obtidos de amostras humanas até o momento,
quatro de infeccdo (AIRES et al., 2017; CONCEICAO-NETO et al., 2017;
HIGASHINO et al., 2018) e dois de colonizacdo (DALMOLIN et al.,, 2017a;
DALMOLIN et al., 2017b) foram reportados como coprodutores de KPC-2. Um
paciente com infeccdo urinaria por K. pneumoniae pertencente ao ST-392 foi
tratado com combinacdo de polimixina B e meropenem, respondendo bem a
terapia (AIRES et al., 2017). Enquanto os outros pacientes nao fizeram uso de
colistina no tratamento da infeccdo ou ndo havia informacgéo a respeito de uso
prévio a coleta (CONCEICAO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017a;
DALMOLIN et al., 2017Db).

Conceicdo-neto e colaboradores (2017) também relataram, além do
paciente infectado por um isolado de E. coli de ST-167 mcr-1 coprodutor de KPC-
2, uma paciente que recebeu tratamento com meropenem e polimixina B, da qual
foi isolado de swab retal E. coli de ST-354 carreador de mcr-1 resistente a

carbapenémico, porém nao por producao de KPC-2.

Em geral, o uso de colistina ndo aparece nos relatos de colonizacao,
ja outros antimicrobianos séo descritos quando administrados de forma empirica
ou como tratamento de infeccdo (FERNANDES et al., 2016a; ROCHA et al.,
2017; AIRES et al., 2017, CONCEIQAO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al.,
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2017a; ROSSI et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017b; LORENZONI et al., 2018;
NETO et al., 2019).

No Hospital das Clinicas, em S&o Paulo, um estudo conduzido por
Higashino e colaboradores (2018) relatou dois isolados de K. pneumoniae
carreadores de mcr-1 coprodutores de KPC-2 de pacientes internados na
unidade de Transplante de Medula Ossea. Um isolado pertence ao ST-437,
obtido em 2011, e outro ao ST-16, obtido em 2015, além de possuirem mutacdes

cromossOmicas nos genes mgrB, pmrA e pmrC.

Plasmideos do tipo IncX4 sdo os mais frequentes no Brasil carreando
mcr-1 em isolados de E. coli. Esses plasmideos podem disseminar rapidamente
por serem considerados auto transmissiveis, estaveis e vantajosos ao fitness de
seus hospedeiros (FERNANDES et al., 2016a; WU et al., 2018b). Além deste, 0
tipo Incl2, o mesmo observado por Liu e colaboradores (2016) na primeira
descricdo do gene, também é considerado vantajoso. Ja o tipo IncHI2 exige
maior manutencdo afetando o crescimento bacteriano (WU et al., 2018b). O
Quadro 1 apresenta os estudos nacionais publicados até o momento destacando
ano de publicacéo, local e tipo de amostra, a espécie da bactéria portadora e tipo

de plasmideo carreador.
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Quadro 1 — Resumo de estudos de mcr no Brasil, referente a variante do gene, anos, locais e
tipos de amostras identificados, espécie de isolados e tipo de plasmideo carreador,até junho de

2019

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-

3.12

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

2016

2012-
2013

2013

2016

2016

2016

2016

2015

2016

2014

2016

2014

2018

2014

2017

2011-
2015

2019

Nordeste

Santa
Catarina,
Minas Gerais,
Parand e Sdo
Paulo

Costa Sudeste

S3o Paulo (SP)

Recife

Sdo Paulo (SP)

Vitdria (SP

Rio de Janeiro
(R))

S3o Paulo (SP)

Porto Alegre
(RS)

Sdo Paulo (SP)

Porto Alegre
(RS)

Minas Gerais

Nordeste

Santa Maria,
(RS)

Sdo Paulo

(residia na
Paraiba)Sao
Paulo

Tecido mole
humano

Fezes de
suinos e
aves

Pata de
pinguim
infectada

Carne de
ave

Sangue
humano

Agua do mar

Urina
humana
Sangue e
swab retal
humano

Carne de
ave

Swab retal
humano
Sangue
humano

Swab retal
humano

Diarreia de
suino

Fezes de
bovino

Sangue
humano

Sangue
humano

Cultura de
vigilancia
retal e de
orofaringe

E. coli (ST-101)

E. coli

E. coli (ST-10)

E. coli (ST-10,
ST-48, ST-132,
ST-522 e ST-
4419)

E. coli (ST-410)

E. coli (ST-10,
ST-46 e ST-
1638)

K. pneumoniae
(ST-392)

E. coli (ST-167
e ST-354)

E. coli (ST-74 e
ST-1850)

E coli (ST-744)
E. coli (ST-156)

K. pneumoniae
(ST-437)

E. coli (ST-641)

E. coli (ST-443)

E. coli

K. pnemuniae
(ST-437 e ST-
16)

E. coli (ST-744)
K. pneumoniae
(ST-101)

IncX4

Nao
identificados

IncX4

IncX4

IncX4

IncX4

IncX4

IncX4

IncX4

IncX4

IncX4
IncX4
IncA/C,

IncX4

Ndo
especificado
Ndo

especificado

IncX4

FERNANDES et al.,
2016 AAC

FERNANDES et al.,
2016 Euro Surveill

SELLERA et al.,
2017 JAC

MONTE et al.,
2017a AAC

ROCHA et al., 2017
Int. J. of
Antimicrob. Agents

FERNANDES et al.,
2017 AAC

AIRES et al., 2017
AAC

CONCEICAO-NETO
etal., 2017 Int. J. of
Antimicrob. Agents
MONTE et al.,
2017b Genome
Announc
DALMOLIN et al.,
2017a JAC

ROSSl et al., 2017
Clinics
DALMOLIN et al.,
2017b Diagn
Microbiol Infect Dis
KIEFFER et al., 2018
AAC
PALMEIRA et al.,
2018 J Glob
Antimicrob Resist
LORENZONI et al.,
2018 Braz J Infect
Dis
HIGASHINO et al.,
2018 Bone Marrow
Transplant

NETO et al., 2019
Infection
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1.7 Bombas de efluxo

Outro mecanismo de resisténcia a colistina descrito é o efluxo do
antimicrobiano através de bombas. As bombas de efluxo se dividem e cinco
familias: resistance-nodulation-division (RND); major facilitator superfamily
(MFS); ATP-binding cassette (ABC); small multidrug resistance (SMR) e
multidrug and toxic compound extrusion (MATE). Com excecé&o da primeira
familia exclusiva de bactérias Gram-negativas, as quatro restantes podem ser

encontradas em Gram-positivas também (SUN et al., 2014).

Bombas da familia RND compdem um sistema tripartido através das
membranas interna e externa. E sdo associadas a multirresisténcia por ndo
serem especificas a determinados antimicrobianos proporcionando maior
chance de sobrevivéncia as bactérias (BLAIR et al., 2014). Uma bomba RND
muita estudada € a AcrAB-TolC. Os genes acrA e acrB codificam uma
lipoproteina ancorada na membrana interna e uma proteina de membrana das
bactérias Gram-negativas, respectivamente. Esse conjunto se liga a proteina
TolC na membrana externa, formando o canal do meio intracelular para o
extracelular (PADILLA et al., 2010; LI et al., 2015). Além destes, o gene acrR
atua como repressor de acrA e acrB, formando o operon. acrRAB (PADILLA et
al., 2010).

Este sistema AcrRAB-ToIC estad presente em muitas espécies de
Enterobactérias e exerce um importante papel em isolados multirresistentes,
assim como nas espécies que apresentam resisténcia intrinseca a colistina (LI
et al., 2015). Sua acdo na resisténcia a colistina ja foi descrita em varias
Enterobactérias como E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P. stuartii, M. morganii,
E. asburiae, E. cloacae e K. aerogenes, entre outras (LI et al., 2015; BARON E
ROLAIN, 2018).

A fim de avaliar a contribuicdo de bombas de efluxo na resisténcia
bacteriana, pode ser comparada a CIM a um antimicrobiano sozinho com a CIM
do antimicrobiano em combinacdo com um inibidor de bomba de efluxo
(SEKYERE e AMOAKO, 2017). O carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona

(CCCP) tem sido comumente utilizado em testes fenotipicos de acdo de bombas



21

de efluxo. Por ser um proton6foro, o composto altera a permeabilidade da
membrana ao alterar sua carga elétrica, além de reduzir a producdo de ATP,
necessario para o transporte ativo do antimicrobiano para o meio extracelular
(SEKYERE e AMOAKO, 2017). No entanto, apenas o CCCP nao tem acao

bactericida, funcionando apenas como inibidor de bomba (NI et al., 2016).

Ao testar 92 isolados resistentes a colistina, por diversos mecanismos,
a CIM de colistina diminuiu tornando-se sensiveis ao antimicrobiano quando
combinado ao CCCP, mesmo aqueles que apresentavam heterorresisténcia
(BARON E ROLAIN, 2018). As EIRC, apresentaram diminuicdo da CIM de
colistina, em média, 614 vezes menor. Klebsiella spp. portadoras de mcr-1,
apresentaram CIM 64 vezes menor, em comparacdo com diminuicdo de 181
vezes da CIM de colistina de Klebsiella spp. com muta¢gdes cromossémicas
(BARON E ROLAIN, 2018).

Apesar de resultados in vitro promissores do CCCP para combater o
problema de Enterobactérias multirresistentes, o composto possui uma
citotoxicidade alta para uso clinico, o que dificulta e limita o seu uso clinico (NI
et al., 2018).
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2. Justificativa

Em margo de 2016, foi identificado o primeiro caso no HC-FMUSP de
uma paciente, sem histérico de uso de colistina, internada para tratamento de
esquistossomose, da qual foi obtido um isolado de E. coli de uma amostra de
urina, cujo antibiograma resultou como resistente a colistina e sensivel aos
carbapenémicos. Das culturas de vigilancia desta paciente obteve-se trés
isolados carreadores de mcr-1, E. coli e K. pneumoniae de amostras de vigilancia
de swab retal e outro isolado de K. pneumoniae da orofaringe. (NETO et al.,
2019). Desde esse primeiro relato, a Comissdo de Controle de Infeccdo
Hospitalar (CCIH) do Hospital das Clinicas implementou uma orientacdo que
isolados que apresentem o mesmo perfil de sensibilidade deveriam ser testados
para mcr-1. Estabelecendo que deveria ser realizada a coleta de cultura de
vigilancia dos contactantes de pacientes colonizados e/ou infectados por
Enterobactérias carreadoras de mcr-1 no intuito de avaliar a disseminacéo desse
mecanismo de resisténcia no hospital. E indicada desde entdo precaucao de
contato para todos os pacientes colonizados e/ou infectados por bactérias

carreadoreas de do gene mcr-1.
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3. Objetivos

3.1 Principal

Investigar a disseminagdo de Enterobactérias resistentes a colistina
carreadoras de mcr-1 a partir de pacientes com cultura de vigilancia e/ou
espécimes clinicos positivos para Enterobactéria resistente a colistina (caso) e

para pacientes na mesma unidade (contactantes).

3.1 Secundarios

-Avaliar as carateristicas epidemiolégicas e clinicas dos pacientes
caso colonizados e/ou infectados por Enterobactérias resistentes a colistina

carreadoras de mcr-1 e contactantes;

-Avaliar os mecanismos de resisténcia a colistina das bactérias Gram-

negativas identificadas nas culturas de vigilancia,

-Descrever os plasmideos carreadores de mcr-1;
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4. Materiais e Métodos

4.1 Local de estudo

O estudo foi desenvolvido no Departamento de Moléstias Infecciosas
e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FMUSP). Foram incluidos pacientes internados no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (HC-FMUSP) em Séo
Paulo - SP.

O HC-FMUSP é um hospital publico, terciario e universitario,
conveniado ao Sistema Unico de Saude (SUS); constituido por seis institutos
especializados e dois hospitais auxiliares, que somam cerca de 2.200 leitos, uma
divisdo de reabilitacdo e um hospital associado de atencdo secundaria. O
Instituto Central dispde de 24 enfermarias clinicas, doze enfermarias cirargicas

e doze Unidades de Terapia Intensiva (UTI), abrangendo um total de 987 leitos.

Foram coletados swabs retais de vigilancia de pacientes internados
nas unidades: Pronto Socorro (PS), localizado no 4° andar, com 50 leitos fixos
mais uma quantidade variavel de macas, em que pacientes aguardam liberacdo
de um leito; Unidade de Terapia Intensiva da Traumatologia (UP4C), localizada
no 4° andar e dispbe de 17 leitos; Unidade do Pronto Socorro Cuidados
Intensivos (UPSCI) localizada no 4° andar, como uma subdivisdo do Pronto

Socorro, e dispde de 17 leitos.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

através da Plataforma Brasil como indicado no Anexo 1.
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4.2 Dados clinicos

4.2.1 Definigbes
Caso — Paciente internado que apresentou infec¢cdo ou colonizacéo
por Enterobactéria resistente a colistina e sensivel a carbapenémico em cultura

de vigilancia e permaneceu em precaucédo de contato apos o resultado.

Contactante — Paciente internado que esteve na mesma unidade que

0 paciente caso e ho mesmo periodo.

Critérios de incluséao:

-Pacientes internados maiores de 18 anos
-Paciente classificado como caso
-Pacientes classificado como contactante
N&o houve critérios de exclusao.

Foram identificados quatro pacientes classificados como caso, cujas

caracteristicas sdo apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 — Caracteristicas dos quatro pacientes classificados como caso. Os isolados destas
amostras ndo foram inclusos no presente trabalho

CASO A B C D
Unidade PS UP4C uUP4C UPSCI
Data de infecgdo 31/08/2016 12/09/2016 17/12/2016 02/01/2017
Amostra clinica Sa.ngl.Je Sa.ngl.Je Secrecdo Sa.ngL.Je
periférico periférico traqueal periférico
Espécie K. pneumoniae E. cloacae K. aerogenes K. pneumoniae
HOS’p.ItahzafaO 11 dias 116 dias 14 dias 20 dias
até infecgcao
Colistina 216 R 216 R 216 R 216 R
Imipenem <0,25S <0,25S 1S <0,25 S
Meropenem 1S <0,25S <0,25 S <0,25 S
Ertapenem 4R <0,5S <0,5S <0,5S
Investigagao de . .. .. "
Negativo Positivo Positivo Positivo

mcr-1

Legenda: PS — Pronto Socorro; UP4C — UTI da Traumatologia; UPSCI — Unidade de Cuidados
Intermediéarios do Pronto Socorro.
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4.2.2 Coletade dados clinicos

Por meio das plataformas Si3 e HCMED, foram consultados os
prontuarios eletrénicos dos pacientes para coleta de dados referentes a uso de

antimicrobianos durante internacéo, periodo e permanéncia em cada unidade.

4.3 Coleta e processamento de amostras clinicas

Foram coletados swabs retais de pacientes contactantes de quatro
casos de infeccdo no periodo de setembro de 2016 a janeiro de 2017 e
encaminhados para o Laboratério de Investigacdo Médica — 49 da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. O processamento ocorreu de acordo

com a Figura 3, e cada atividade foi detalhada a seguir.

As amostras coletadas foram de colonizagéo, incluindo dos casos
indice. As amostras clinicas dos pacientes caso ndo foram incluidas no trabalho

por ndo armazenamento do laboratorio de rotina.
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Infecgdo por Enterobactéria
resistente a colistina e
sensivel a carbapenémico

Coleta de swab de vigilancia

Precaucéo de Contato]—— pacientes caso e

contactantes
[

Coleta de dados]

Isolamento de clinicos
bactérias Gram-
negativas

| L Analise
Triagem em estatistica

MacConkey + Colistina

(2 mg/L)

[ |
Identificagéo Extragéo de
por MALDI- DNA por

TOF fervura

N
PCR para mcr-1e
IncX4

Confirmagéo
por Sanger

 similaridade de

Alinhamento e ]
amplicons

Figura 3 — Fluxo de trabalho desde notificacao de caso a identificagdo de isolados positivos para

mcr-1 por PCR.

4.4 |Isolamento de bactérias

As amostras foram semeadas diretamente em meio agar MacConkey

para crescimento de bactérias Gram-negativas. Amostras que apresentaram

crescimento de isolados fermentadores e ndo fermentadores de lactose, tiveram

0s mesmos reisolados em novas placas de agar MacConkey e trabalhados
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separadamente. Em casos de davidas para coldnias igualmente fermentadoras
ou ndo, porém visualmente divergentes, foi realizado reisolamento e
identificacdo de ambas. Os isolados obtidos foram triados em meio agar
MacConkey acrescido de colistina a 2 mg/L (EUCAST, 2018) testados
paralelamente com cepas ATCC sensiveis a colistina.

4.51dentificagcédo dos isolados

Colbnias dos isolados foram inoculadas separadamente em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) (Difco) incubado a 37°C por 24 horas. Uma aliquota desse
cultivo foi centrifugada a 5.000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e foram adicionados 300ul de agua ultrapura e 900ul de etanol ao sedimento,
agitou-se e em seguida os tubos foram centrifugados a 13.000g por 2 minutos.
Apos descarte do sobrenadante, os sedimentos secaram por evaporacao a
temperatura ambiente. Aos sedimentos, foram adicionados 50pul de acido férmico
(70%) e 50ul de acetonitrila (100%). A mistura foi novamente centrifugada a
13.000g por 2 minutos e o sobrenadante foi transferido para um microtubo novo

e armazenado a -20°C.

Foi utilizado o espectrofotbometro de massa Microflex™
(BrukerDaltonik) da Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo - CETESB.
Para leitura, 1ul de suspenséo proteica foi transferido para a placa de aco inox
de 96 pocos. Apds secagem em temperatura ambiente, foi adicionado sobre a
amostra 1yl da matrix (acido a-ciano-4-hidroxido-cinamico). Cada estirpe foi
distribuida em dois pocos (duplicata) e para cada placa foram realizadas duas
leituras. Para captura dos espectros proteicos foi utilizado o programa
FlexControl™ (BrukerDaltonik) pelo método MTB_autoX. O espectrofotdbmetro
foi externamente calibrado com a utilizacdo de proteinas ribossOmicas de
Escherichia coli (BTS - BrukerDaltonik).

Para a identificacdo bacteriana pelo espectro proteico foi utilizado o
programa BioTyper™ (MALDI Biotyper CA Systems) 3.0 (BrukerDaltonik) a partir
do qual foi realizada uma comparacdo dos espectros capturados para cada

estirpe com a biblioteca do fabricante. Desta comparacdo de presenga/auséncia
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de picos especificos por género e espécie bacteriana, obteve-se um valor de
escore (log (score) value). Os critérios para interpretacdo dos padrbes da
fabricante BrukerDaltonik foram utilizados neste estudo como segue: escores =
2.0 foram aceitos para atribuicdo de espécie, e escores = 1.7 e < 2.0 foram

utilizados para identificacdo de género.

4.6 Extracdo de DNA por método de fervura

Todos os isolados que cresceram em meio agar MacConkey com
colistina foram submetidos a extracdo de DNA por fervura de acordo com o
seguinte protocolo: adicionando-se uma alcada do isolado, crescido em agar, em
solucdo contendo 10uL de EDTA 0,1M, 1pL de Tris 1M de pH 7,0, 84uL de 4gua
MilliQ estéril e 5uL de Lisozima 20 mg/mL. A solucdo foi homogeneizada
utilizando-se agitador e incubada a 37°C por trinta minutos, para acdo da
lisozima. Em seguida, foi incubada a 100°C por dez minutos para quebra da
parede celular. ApGs esfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados
400uL de agua MilliQ estéril também a temperatura ambiente e homogeneizado
novamente com agitador. O DNA foi separado no sobrenadante apés
centrifugacéo a 13.000rpm por dez minutos a temperatura ambiente e passado
para um novo tubo de centrifugacéo estéril. E foi armazenado a -20°C por, no
minimo, 24 horas para estabilizacdo prévia ao uso.

4.7 Identificacdo de gene mcr-1 e plasmideos tipo IncX4

Foi realizada Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os
primers CLR5-F e CLR5-R. Quando positivos, também foi realizado PCR para o
gene mcr-1 e X4-F e X4-R para os plasmideos tipo IncX4 (Quadro 3).
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Quadro 3 — Sequéncias dos primers utilizados, tamanho esperado de amplicons e alvos

Tamanho
Primers Sequéncias Alvo dg Referéncia
Amplicon
(pb)
CLR5-F 5-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3' Gene 309 LIU et al.,
CLR5-R 5-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3' mcr-1 2016
X4-F 5-GCAAACAGGGAAAGGAGAAGACT-3  Gene 569 JOHNSON
X4-R 5-TACCCCAAATCGTAACCTG-3’ taxC etal., 2012

Para amplificacgdo do gene mcr-1 foram utilizados seguintes
parametros: 7 minutos inicias a 94°C; 40 ciclos de: 50 segundos a 94°C, 50
segundos a 53°C, 1 minuto e 30 segundos a 72°C; seguidos de 10 minutos finais
a 72°C, adaptada do protocolo de Cavaco e colaboradores (2016).

Para amplificacdo do gene taxC, pertencente a estrutura basica de
plasmideos do grupo IncX, especifico para o subgrupo IncX4 foram utilizados
seguintes parametros: 4 minutos iniciais a 95°C; 30 ciclos de: 30 segundos a
95°C, 30 segundos a 60°C, 1 minuto a 72°C; seguidos de 5 minutos finais a 72°C,

adaptada do protocolo de Johnson e colaboradores (2012).

Apds amplificacéo, foi feita visualizacdo de bandas em gel de agarose

a 2% com 5uL de SybrSafe® e amostras coradas com BlueJuice®.

A confirmacéo da presenca do gene mcr-1 foi realizada pelo método
de sequenciamento Sanger utilizando MegaBACE 1000 (ABI 3730 DNA
Analyser; Applied Biosystems, Alameda, CA), no Centro de Pesquisas sobre o
Genoma Humano e Células-Tronco, do Instituto de Biociéncias da Universidade
de Sao Paulo, e analisado através do programa BioEdit (Hall, 1999) e Blast®
(NCBI).

4.8 Amostras positivas para o gene mcr-1 por PCR

As amostras que foram positivas para o gene mcr-1 pela técnica de
PCR foram processadas de acordo com a Figura 4 e cada passo foi descrito

abaixo.
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4.8.1 Determinacdo de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Foi realizada microdiluicdo em caldo para determinar a concentracao
inibitéria minima para imipenem e meropenem de acordo com o0s parametros do
Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI) (2018). Para colistina, foi
utilizado mesmo método, utilizando o ponto de corte do EUCAST (2018) de CIM
< 2 mg/L sensivel e CIM > 2 mg/L resistente.

A leitura dos resultados foi realizada por mais de um observador.

4.8.2 Avaliacao de acao de bombas de efluxo

Para determinacdo da acdo de bombas de efluxo na resisténcia a
colistina, foi realizado microdiluicdo em caldo de acordo com os parametros do
CLSI (2018) com modificacfes.

Foi utilizada concentragao final do inibidor de bombas de efluxo CCCP
igual a 10 mg/L (BARON e ROLAIN, 2018) em todos 0s pog¢os que continham
colistina, independente de sua concentracdo. Cada amostra foi testada em
duplicata e comparada com sua CIM de colistina sem CCCP, realizada em
paralelo.

Foi considerado acéo de bomba de efluxo quando a CIM para colistina
diminuiu no minimo 8 vezes (4 concentracdes a menos) em presenca de CCCP
em relacdo ao antimicrobiano sozinho (BARON e ROLAIN, 2018).

4.8.2 Conjugacao

Para avaliacdo da transmissibilidade do gene mcr-1 foi realizado teste
de conjugacéo. Foram utilizadas cepas receptoras C600S™ (LIU et al., 2016),
uma E. coli ndo fermentadora de lactose e resistente a estreptomicina e sem
plasmideo; e J53A4P (ZHANG et al., 2017a), também E. coli, mas fermentadora
de lactose e resistente a azida sédica e também sem plasmideo. A cepa
receptora para cada amostra variou, optando pela cepa C6005™® para os isolados
fermentadores de lactose, e pela cepa J53%4P para isolados néo fermentadores
de lactose devido a diferenciacdo visual das colonias em agar MacConkey.
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O protocolo foi adaptado de CUNHA (2018). As cepas foram crescidas
previamente em meio agar MacConkey acrescido de colistina a 2 mg/L a 37°C
por até 24 horas. Com excec¢ao das cepas receptoras que foram crescidas em
agar sem antimicrobiano. Com alca estéril, duas a trés col6nias foram inoculadas
em 2 mL de meio Luria Bertani (LB) e incubadas a 37°C de duas a quatro horas.
As cepas receptora e doadora foram inoculadas em 4 mL de meio LB na

proporcao de 2:1 e incubadas a 37°C.

Durante incubacéo da mistura, foi realizada inoculagdo da mesma em
placas de agar MacConkey acrescidos de colistina a 2 mg/L e de estreptomicina
a 2g/L, no caso da cepa C600°™R, ou de azida sédica a 0,3g/L, no caso da cepa

J53A%P, Os intervalos de incubacéo utilizados foram 18 e 24 horas.

Quando houve crescimento de colbnias da cepa receptora nas placas
contendo dois antimicrobianos, foi realizado repique em novas placas de agar
MacConkey contendo colistina a 2 mg/L para extracdo de DNA pelo método de

fervura e confirmacao de conjugacéao do gene mcr-1 por PCR.

4.8.3 Extragdo de DNA plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada através do Kit QIAprep®
Spin Miniprep da QIAGEN com alteracdes. O protocolo foi modificado para
substituir a coluna, a fim de ndo quebrar o DNA excessivamente. A purificacdo
foi realizada adicionando-se 600uL de Isopropanol, armazenado a -80°C, ao
sobrenadante que iria para a coluna, seguido de uma centrifugacéo de 5 minutos
a 13000 rpm a 4°C. Depois o sobrenadante foi descartado, e o sedimento lavado
com 1 mL de etanol a 70%, também armazenado a -80°C, e centrifugado por 2
minutos a 13000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado novamente e o
sedimento deixado para secar por evaporacao no fluxo laminar. Por altimo, foi

realizada eluicdo do DNA com 50uL do tampé&o Buffer EB, do Kit, & 70°C.

O DNA plasmidial extraido foi utilizado em PCR para busca do gene
mcr-1 no material extracromossomal, e para o gene taxC caracteristico de

plasmideos tipo IncX4.
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4.8.4 Sequenciamento Total de Genoma (WGS)

Foi realizada extracdo de DNA total por kit comercial QiAamp DNA
mini kit — Qiagen a partir de cultura em placa de agar MacConkey incubado a
36°C de 18 a 24 horas.

Os processos para o preparo de amostras foram: preparo de
biblioteca, selecéo de fragmentos de 200pb por E-Gel® (Life Technologies, EUA),
PCR em emulsao, carregamento de amostras em 2 chips com auxilio do sistema
lon Chef™ (Thermo Fischer Scientific, EUA) e sequenciamento pela plataforma
lon Proton™ System, cujo aparelho faz parte do sistema de multiusuarios da
Rede PREMIUM da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP).

Os arquivos gerados foram avaliados pelos programas FastQC v
0.11.3 e Trimmomatic v. 0.33, e a montagem do genoma foi realizada utilizando
o programa Spades v. 3.5.0, utilizando também a opcéao ‘Plasmid’ para extracéao
de reads de plasmideos. Os contigs foram ordenados pelo Abacas v. 1.3.1,

anotados com o Prokka v. 1.11 e visualizados com o Artemis v. 16.0.11.

Os arquivos montados também foram langados em plataformas online
do Center for Genomic Epidemiology em busca de genes de resisténcia
adquirida, tipos de plasmideos, Multi Locus Sequence Type (MLST) e genes de
viruléncia nas bases de dados: ResFinder (ZANKARI et al., 2012), PlasmidFinder
(CARATTOLI et al., 2014), MLSTFinder (LARSEN et al., 2012) e VFDB (LIU et
al., 2019), respectivamente. Também foi utilizada a plataforma The
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (JIA et al., 2017) para
busca de genes de resisténcia e de bombas de efluxo.

A curadoria foi realizada manualmente para verificagdo de melhor
identidade de genes entre as plataformas através da ferramenta Artemis v.
16.0.11.

4.8.5 Analise de genes de resisténcia cromossomal a colistina
Os genes de resisténcia cromossomal a colistina destacados no

Quadro 4 foram avaliados de acordo com a espécie para presencga, auséncia e
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mutacdes. Foram inclusos genes codificadores de estruturas do lipideo A,
fosfoetanolaminas transferases (PEtN) e de bombas de efluxo.

Quadro 4 — Genes cromossomais de resisténcia a colistina

Gene Espécies
mgrB K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii
phoP K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii
phoQ K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii
pmrA K. pneumoniae K. aerogenes
pmrB K. pneumoniae K. aerogenes
CptA? P. stuartii
eptA? K. pneumoniae K. aerogenes M. morganii
K. pneumoniae K. aerogen
eptBL pneumoniae af: ogenes
M. morganii

eptCt P. mirabilis
arnB K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii
arnC K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii
arnA K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii
arnT K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii
crrB K. pneumoniae

AcrRAB-ToIC? K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii

Legenda: 1 — PetN; 2 — Bombas de efluxo

4.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o programa Epi Info™ ver.
7.2.2.16 (CDC) (DEAN et al.,, 2011) com os dados clinicos coletados dos
prontuarios eletrénicos e detecg¢do do gene mcr-1 por PCR. Os fatores de risco
de aquisicdo de mcr-1 dos contactantes foram avaliados em um modelo de
analise univariada. Variaveis categodricas foram avaliadas usando o teste de
Fisher e ou T-Student e para as variaveis continuas o teste de Wilcoxon,
considerando significativo o valor de p < 0,05. As variaveis significativas e com

plausibilidade bioldgica foram colocadas em um modelo de regresséo logistica.
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4.10 Alinhamento e similaridade de amplicons

Para os amplicons sequenciados pela plataforma Sanger e
correspondentes ao gene mcr-1 pela ferramenta Blast® (NCBI), foi realizado
alinhamento das entre as sequéncias de nucleotideos com o MUSCLE através
da ferramenta Jalview (WATERHOUSE et al., 2009). A similaridade entre os
amplicons foi determinada através do programa BioEdit (Hall, 1999), com a
opgao ‘Sequence Identity Matrix’. Os alinhamentos foram gerados pela
plataforma ESPript 3.0 (ROBERT e GOUET, 2014).

As mesmas ferramentas foram utilizadas para alinhar o gene mcr-1
(LIU et al., 2016), PEtN e outras sequéncias identificadas como mcr-1 ou suas
variantes pela Plataforma CARD, quando utilizada opgao ‘Loose Hits’
agrupando-se por isolado. Quando ndo houve alinhamento de amplicon com
nenhum dos genes testados, foi realizada tentativa de mapeamento dos
amplicons com os fragmentos obtidos do sequenciamento total do genoma para
avaliar amplificacéo inespecifica.

A similaridade foi calculada para avaliar a possibilidade de
amplificacdo de gene codificador de PEtN ndo mcr-1. Similaridade Bruta se
refere ao valor gerado pelo programa BioEdit (HALL, 1999) e para Similaridade
Equivalente foi realizado calculo, como apresentado na Figura 5, de proporgéo
do valor bruto quando comparado ao fragmento correspondente, de mesmo

tamanho, do gene mcr-1.

X [ Fragmento ou gene maior (pb) |
l Fragmento ou gene menor (pb) }

Similaridade Bruta (%) = Similaridade Equivalente (%)

Figura 5 — Férmula para calculo de similaridade equivalente a partir de similaridade bruta obtida
por comparacao de alinhamento entre fragmentos do PCR com o fragmento alvo do gene mcr-
1, pelo programa BioEdit (HALL, 1999)

Para avaliacdo de relacédo entre os amplicons, foi construida uma
arvore filogenética baseada nas sequéncias de nucleotideos através do
programa MEGA-X versao 10.0.5 (KUMAR et al., 2018) pelo método de maxima

verossimilhancga (maximum likelihood method).
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5. Resultados

As coletas dos swabs retais dos pacientes ocorreram em dias
variados apos identificacdo do paciente caso (colonizado e/ou infectado por
Enterobactérias resistentes a colistina): paciente A no dia 31 de agosto de 2016
no Pronto Socorro; paciente B no dia 12 de setembro de 2016 na UTI da
Traumatologia; paciente C no dia 17 de dezembro novamente na UTI da
Traumatologia e paciente D no dia 2 de janeiro de 2017 na Unidade de Cuidados
Intermediarios do Pronto Socorro. A Figura 6, exibe as datas de identificacdo dos
casos e respectivas coletas de contactantes (pacientes internados no mesmo

periodo e unidade do caso).

31-ago 14-set

——Caso A  r—€
(PS)

15-set

19-out

Caso B
(UP4C) 12-set 19-set 14-out 18-out

17-dez 21-dez

—&—Caso C ek

(UP4C)

2-jan

—8—Caso D -
(UPSCI) Sian

agosto/2016 setembro/2016  outubro/2016  novembro/2016 dezembro/2016  janeiro/2017

Legenda: PS — Pronto Socorro; UP4C — UTI da Traumatologia; UPSCI — Unidade de Cuidados
Intermediarios do Pronto Socorro.

Figura 6 — Intervalo de tempo entre identificacdo do caso (colonizado e/ou infectado por
Enterobactérias resistentes a colistina) indicado pela primeira data, e coletas das amostras de
swab retal dos pacientes contactantes (internados no mesmo periodo e unidade do caso)
indicados pelas datas seguintes.
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5.1 Pacientes

No total, foram coletadas amostras de swab retal de 48 pacientes, 4
casos e 44 contactantes identificados em 3 unidades (PS — Pronto Socorro,
UP4C — UTI da Traumatologia e UPSCI — Unidade de Cuidados Intermediarios
do Pronto Socorro) durante o periodo de agosto de 2016 a janeiro de 2017. Dos
quatro casos, o primeiro, caso A (PS) foi negativo na investigacdo de mcr-1,
assim como seus 25 contactantes. O caso B, identificado em 12 setembro na
UP4C, caso C, identificado em 17 de dezembro também na UP4C e caso D,
identificado em 2 de janeiro de 2017 na UPSCI, foram positivos para mcr-1. Entre
0s contactantes, 13, 5 e 2, respectivamente, 4 apresentaram colonizacao por
isolado carreador de mcr-1. Do total de 20 pacientes contactantes dos casos B,
C e D, a média de idade ficou na faixa dos 50 anos e nenhum dos casos tinha
mais que 65 anos. A média de dias de internacdo dos casos foi de 54 dias,
enguanto a dos contactantes foi de 28 dias antes da coleta de amostras. Todos
(100%) dos casos apresentaram isolados de colonizacao resistente a colistina e
fizeram uso de, no minimo, colistina e meropenem prévio a coleta, e foram
submetidos a alguma cirurgia. Ja o uso pelos contactantes foi menor, 10 (50%)
de colistina e 6 (30%) de meropenem, e a doenca de base mais frequente foi
trauma ou fratura de 13 (65%) dos pacientes contactantes. O tempo de contato
médio entre contactantes e respectivos casos foi de 10 dias. Outros dados
demograficos e clinicos dos 23 pacientes estdo apresnetados da Tabela 1 e
dados especificos de todos os 48 pacientes coletados estdo apresentados no

Anexo 2.
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Tabela 1 — Perfil de 23 pacientes estudados, incluindo 3 casos (colonizados e/ou infectados por
Enterobactérias resistentes a colistina e sensiveis a carbapenémicos) e 20 contactantes
(pacientes que estiveram na mesma unidade e periodo que o caso)

Pacientes
Caracteristicas Caios Contai:tantes Total
N=3 N=20 (n=23)
Género Masculino 1 (33,3%) 12 (60%) 13 (56,5%)
Idade (anos)
Média 58 (57 - 60) 51 (22 - 78) 52 (22 - 78)
Desvio Padréo 1,5 16,9 15,9
Idade >65 anos 0 4 (20%) 4 (17,4%)
Tempo hospitaliza¢éo total (dias)
Média 103 (37 - 151) 28 (6 - 115) 38 (6 - 151)
Mediana 136 23 28
Desvio Padréo 59,2 23,8 38,4
Tempo hospitalizacdo prévio a coleta (dias)
Média 54 (19 - 120) 16 (4 - 47) 21 (4 - 120)
Mediana 24 12 16
Desvio Padrao 56,9 14 25,1
Tempo de contato prévio a coleta (dias)
Média N/A 10 (2 - 28) N/A
Desvio Padréo N/A 7,7 N/A
Colonizagéo por Col-R 3 (100%) 4 (20%) 7 (30,4%)
mcr-1 por PCR 3 (100%) 4 (20%) 7 (30,4%)
Doencas de Base
Céancer 2 (66,7%) 0 2 (8,7%)
Cardiacas 0 2 (10%) 2 (8,7%)
Cirurgia 3 (100%) 5 (25%) 8 (34,8%)
Diabetes mellitus 0 2 (10%) 2 (8,7%)
Doengas infecciosas 1 (33,3%) 6 (30%) 7 (30,4%)
Gastrointestinais 1 (33,3%) 5 (25%) 6 (26,1%)
Hipertenséo 0 1 (5%) 1 (4,3%)
Insuficiéncia renal 0 1 (5%) 1 (4,3%)
Neurolégicas 2 (66,7%) 5 (25%) 7 (30,4%)
Trauma/Fratura 1 (33,3%) 13 (65%) 14 (60,9%)
Uso Drogas/Alcool 0 2 (10%) 2 (8,7%)
Vasculares (Exceto Hipertenséo) 0 3 (15%) 3 (13%)
Outras 0 4 (20%) 4 (17,4%)
Uso de ATM prévio a coleta 3 (100%) 10 (50%) 13 (56,5%)
Ciprofloxacina 1 (33,3%) 4 (20%) 5 (21,7%)
Tempo médio de uso de ciprofloxacina 0-26 1(0-11) 2(0-26)
(dias)
Colistina 3 (100%) 10 (50%) 13 (56,5%)
Tempo médio de uso de colistina (dias) 18 (10 - 33) 4(0-22) 6 (0 - 33)
Meropenem 3 (100%) 6 (30%) 9 (39,1%)
Tempo médio de uso de meropenem (dias) 6(1-11) 2 (0-15) 2(0-15)
PiperacilinatTazobactam 1 (33,3%) 0 1 (4,3%)
Tempo uso de pl(zrizgl)lmaﬂazobactam 0-9 0 0-9
Obito 3 (100%) 9 (45%) 12 (52,2%)

Legenda: N/A — Nao aplicavel. Col-R — Resistente a colistina. Outras doencas incluem: choque néo
especificado, insuficiéncia respiratéria aguda, pneumotérax, transtornos do diafragma, hemotérax,
transplante hepatico e efeitos de corrente elétrica. ATM — Antimicrobianos.
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Além de ciprofloxacina, colistina, meropenem e
piperacilina+tazobactam outros antimicrobianos utilizados antes da coleta de
amostras foram anidulafungina, fluconazol, gentamicina, imipenem-+cilastatina

sodica e vancomicina.

Na analise univariada de fatores de risco para aquisicdo do gene mcr-
1, tempo de hospitalizacdo até a coleta de amostra, ter sido submetido a cirurgia,
uso e duracdo do tratamento com meropenem foram significativos. O uso de
colistina apresentou tendéncia a fator de risco, ao passo que tempo de uso de

colistina foi um fator de risco para aquisicao de mcr-1 (Tabela 2).
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Tabela 2 — Andlise bivariada de fatores de risco associados a aquisicdo do gene mcr-1 por
pacientes internados no HC-FMUSP identificados entre setembro de 2016 a janeiro de 2017

Pacientes Pacientes
Variaveis positivos para negativos para RR (IC 95%) p
mcr-1 (n=7) mcr-1 (n=16)
Género masculino 3 (42,8%) 10 (62,5%) 1(0,7-1,6) 0,63
Idade (média) 49 (22 - 60) 54 (30 - 78) N/A 0,47
Idade > 65 anos 0 4 (25%) 0,74 (0,56 - 0,96) 0,20
Tempo hospitalizacao 38 (14 - 124) 14 (4 - 47) N/A 0,02
prévio a coleta (dias)
Tempo de contato 13 (3 -17) 10 (2 - 28) N/A 0,18
prévio a coleta (dias)
Colonizagéo por Col-R 1 (14,3%) 1 (6,2%) 1,4 (0,35-5,9) 0,52
Doencas de Base
Céncer 2 (28,6%) 0 Indefinido 0,08
Cardiacas 0 2 (12,5%) 0,66 (0,49 - 0,9) 0,47
Cirurgia 4 (57,1%) 4 (25%) 2,3(0,92-5,7) 0,02
Diabetes mellitus 0 2 (12,5%) 0,66 (0,49 - 0,9) 0,47
Doencas infecciosas 5 (71,4%) 1 (6,2%) 0,96 (0,54 - 1,7) 0,64
Gastrointestinais 2 (28,6%) 4 (25%) 1(0,55-2) 0,61
Hipertenséo 0 1 (6,25%) 0,68 (0,51-0,9) 0,69
Insuficiéncia renal 0 2 (12,5%) 0,66 (0,49 - 0,9) 0,47
Neuroldgicas 4 (57,1%) 3 (18,7%) 1,9 (0,78 - 4,6) 0,09
Trauma/Fratura 4 (57,1%) 10 (62,5%) 0,9 (0,52 - 1,6) 0,58
Uso Drogas/Alcool 0 2 (12,5%) 0,66 (0,49 - 0,9) 0,47
Vasﬁi%::fesn(sg’éc)em 2 (28,6%) 1 (6,2%) 2,2 (0,44 - 11) 0,20
Outras 2 (28,6%) 1 (6,2%) 2,2 (0,44 - 11) 0,20
g;%tie ATM prévio a 6 (85,7%) 8 (50%) 1,5 (0,93 - 2,6) 0,12
Ciprofloxacina 2 (28,6%) 3 (18,7%) 1,2 (0,55 - 2,6) 0,49
Tempo médio de uso de 5 (0 - 26) 1(0-10) N/A 0.43

ciprofloxacina (dias)
Colistina 6 (85,7%) 7 (43,7%) 1,7 (0,97 - 2,9) 0,07
Tempo médio de uso de
colistina (dias)
Meropenem 6 (85,7%) 3 (18,7%) 28(11-71) 0,004
Tempo médio de uso de

11 (0 - 33) 3(0-22) N/A 0,02

meropenem (dias) 6 (0-12) 1(0-15) N/A 0,003
Plperactiina 1(14,3%) 0 Indefinido 0,30
azobactam
Tempo uso de
pieracilina+tazobactam 0-9 0 N/A 0,13
(dias)

Legenda: RR — Risco relativo. IC — Intervalo de confianga. N/A — N&o aplicavel.

Na analise multivariada, as variaveis nao foram significativas quando
avaliadas em conjunto (a). Analisando apenas variaveis de uso de colistina e
meropenem (b), o segundo continuou como fator de risco. Avaliando cirurgia e

tempo de internagdo prévio a coleta (c), ter sido submetido a alguma cirurgia
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continuou fator de risco, e quando comparado juntamente a uso dos dois
antibiéticos (d), apenas uso de meropenem foi significativo (Tabela 3). Outras
combinacbes de variaveis ndo apresentaram valores com significancia

estatistica.

Tabela 3 — Analises multivariadas de uso e tempo de uso de colistina e meropenem, ter sido
submetido a cirurgia e tempo de internacdo prévio a coleta de amostra em associacdo a
aquisicdo do gene mcr-1 por pacientes internados ho HC-FMUSP de setembro de 2016 a janeiro
de 2017

Variaveis OR p2 OR pP OR pe OR pd
(IC 95%)2 (IC 95%)° (IC 95%)° (IC 95%)¢
Uso de 1,9 2 1,2
colistina  (0-6638) 87 (0,11-38) 903 0,05-28) 2°
Tempo de
uso de © O;’ 6) 0,35
colistina '
Uso de 4727 18,9 20
meropenem (0 - 1x10°) 0.18 (1,3 -281) 0,03 (0,88 - 483) 0,05
T d
usode © o8 g 048
meropenem ' '
. . 304 13,6 8,9
Cirurgia = 5 _3x108 922 w1-170) %94 62-125 91
Tempo de
internacédo 1,6 11
prévio a (0-3,9) 0.24 (0,98 - 1,2) 011
coleta

Legenda: OR — Odds ratio. IC — Intervalo de confianca. a — Analise multivariada considerando todas as
variaveis. b — Analise multivariada considerando uso de colistina e meropenem. c - Analise multivariada
considerando cirurgia e tempo de internag¢&o prévio a coleta. d - Analise multivariada considerando uso de
colistina e meropenem e cirurgia.

5.2 Isolados

A partir de 48 amostras coletadas foram isoladas 48 bactérias Gram-
negativas. Destas, 30 (62,5%) isolados foram selecionados em meio com
colistina e identificadas por MALDI-TOF, pertencentes a 11 espécies diferentes,
(Tabela 4) dos quais 7 isolados foram positivos para o gene mcr-1 por PCR. As
informacgdes em relacdo aos isolados de cada paciente estao descritas no Anexo
3.
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Tabela 4 — Total de 30 isolados de bactérias Gram-negativas triados em meio com colistina e
identificados por MALDI-TOF.

Espécie Isolados
Enterobacter asburiae 1(3,3%)
Escherichia coli 1(3,3%)
Klebsiella aerogenes 1(3,3%)
Klebsiella pneumoniae 9 (30%)
Klebsiella quasipneumoniae* 1(3,3%)
Morganella morganii 3 (10%)
Proteus mirabilis 9 (30%)
Proteus vulgaris 1(3,3%)
Providencia stuartii 1(3,3%)
Pseudomonas aeruginosa 1(3,3%)
Serratia marcescens 2 (6,7%)

Legenda: *Isolado identificado como K. pneumoniae por MALDI-TOF depois reclassificado como K.
guasipneumoniae por sequenciamento total do genoma.

Os 7 isolados positivos para o gene mcr-1 por PCR obtiveram
resultados de CIM para colistina, meropenem e imipenem, PCR para plasmideo
tipo IncX4, PCR para mcr-1 de DNA plasmidial e confirmacédo dos genes por

sequenciamento Sanger dos amplicons apresentados no Quadro 5.



Quadro 5 — Resultados de CIM de antimicrobianos testados contra Enterobactérias resistentes a colistina isoladas de pacientes casos (colonizados e/ou infectados
por Enterobactérias resistentes a colistina) e de pacientes contactantes (internados na mesma unidade e periodo de um caso), no HC-FMUSP de agosto de 2016
a janeiro de 2017, PCR para mcr-1 e plasmideo tipo IncX4 e sequenciamento Sanger

MIC (mg/L) e DNA Total DNA Plasmidial
Interpretacéo
PCR Sequenciamento PCR para PCR Sequenciamento PCR para
Isolados Pacientes Espécie COL IMI MPM para q Sanger plasmideo para q Sanger plasmideo
mcr-1 9 IncX4 mcr-1 9 IncX4
CB' Caso B K. pneumoniae 32R 16 R >16 R Positivo ~ mcr-1 confirmado Negativo Negativo N/A N/A
Contactante
CB1 de B P. stuartii >64 R 21 0,25S Positivo  Sem identificagcao Negativo Positivo Sem identificagcdo Negativo
Contactante
CB13 de B M. morganii >64 R 4R 0,12s Positivo  Sem identificacdo Negativo Positivo mcr-1 confirmado Negativo
cC Caso C K. aerogenes 16 R 1S <0,03S | Positivo  mcr-1 confirmado Negativo Negativo N/A N/A
Contactante
CC4 de C K. pneumoniae 32R 8R 8R Positivo  mcr-1 confirmado Negativo Negativo N/A N/A
CD Caso D P. mirabilis >64 R 21 0,06 S Positivo ~ mcr-1 confirmado Negativo Negativo N/A N/A
Contactante
CD3 de D K. quasipneumoniae 16R 0,12S <0,03S | Positvo  Sem identificagéo Negativo Positivo Sem identificagéo Negativo
Legenda: CIM — Concentracdo Inibitéria Minima; COL — Colistina; IMI — Imipenem; MPM — Meropenem. R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel; N/A — Nao aplicavel

144
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No Quadro 6, estao descritos os resultados do Sequenciamento Total
do Genoma de MLST, quando aplicivel, concordancia dos genes de resisténcia
adquirida, bombas de efluxo e porinas, curados manualmente dos resultados
gerados pelas ferramentas online, e tipos de plasmideos. Foram apresentados
apenas os fatores de viruléncia que apresentavam todos os genes relacionados
a estes, em Klebsiella spp.

Os isolados CB’ e CC4, de K. pneumoniae, além de resistentes a
colistina por microdiluicdo, também foram resistentes ao imipenem e ao
meropenem, ambos portadores do gene blakec2, que proporciona resisténcia
aos carbapenémicos, encontrado com frequéncia na espécie. Os dois pertencem
ao ST-11, e carreiam genes de ESBLs como variantes de CTX-M, TEM e SHV.
O isolado CD3, foi identificado como K. pneumoniae pela técnica de MALDI-TOF,
porém na analise do sequenciamento total do genoma foi realizada
reclassificacdo para K. quasipneumoniae.

O isolado CC de K. aerogenes era resistente apenas a colistina dentre
0s antimicrobianos testados, além de ndo possuir gene codificador de beta-
lactamase, diferente dos outros isolados do género Klebsiella que possuiam, no

minimo, um gene bla.

O genoma completo dos isolados sequenciados foram depositados no
DDBJ/EMBL/GenBank e podem ser consultados através dos numeros de
acesso: QOIK00000000 (CB’), VHOL00000000 (CB1), VHOJ00000000 (CB13),
VHOHO00000000 (CC), VHOMO00000000 (CC4), VHOKO00000000 (CD),
VICRO00000000 (CD3).



Quadro 6 — MLST, genes de resisténcia adquirida, bombas de efluxo e porinas, tipos de plasmideos e fatores de viruléncia de bactérias Gram-negativas
resistentes a colistina isoladas de pacientes casos (colonizados e/ou infectados por Enterobactérias resistentes a colistina) e de pacientes contactantes
(internados na mesma unidade e periodo de um caso), no HC-FMUSP de agosto de 2016 a janeiro de 2017 por Sequenciamento Total do Genoma

Isolados Pacientes Espécie MLST Genes de Resisténcia Adquirida Genes de Bompas de Plasmideos thorfes (.je
Efluxo e Porinas Viruléncia
aac(3)-lla, aac(6')-1b3, blactx-m-2, baeR, emrB, emrR, ogxA, IiglLFfé\l(AKl) Fimbria tipo 3,
CB' Caso B K. pneumoniae ST-11 blakpc-2, blaoxa-2, blashv-11, blaTtem-1, 0gxB, marA, marB, marR, IncFIB(inI') AcrAB, Ent,
fosA, catl, sull, dfrA tet(A), OmpK37 IncFII(K) RcsAB
aac(2')-la, aac(3)-lla, aac(6")-Ib-cr,
Contactante . aadAl, aph(3")-1b, aph(6)-Id, Sat2,
CB1 de B P. stuartii N/A blacxy-1s, blaoxa, qnrBL, erm(42), acrB, tet(A), tet(B), tet(R) IncA/C2 N/A
catlll, sul2, dfrAl, dfrAl4
CB13 Conéicéame M. morganii N/A blawor.2 Nenhum Nenhum N/A
acrB, baeR, emrA, emrB
' ' ' ' ColRNAI, Fimbria tipo |,
cC K. A A B R A
Caso C aerogenes N/A msb. marA, marB, marR, ogxA, IncL/M(pMU407) AcrAB, Sal. Ybt
0ogxB, soxS
aac(3)-lla, aac(6')-1b-cr, aadA2, acrA, acrD, acrR, baeR, Fimbria tipo 3
Contactante . aph(3')-la, blactx-m-15, blakpc-2, blaoxa-1,  emrA, emrB, marA, marB, IncFIB(K), '
e de C - pneumoniae ST blaskv-11, gnrS1, fosA, mph(A), msbA, marR, Mrx, ogxA, ogxB, IncFII(K), IncN AcrAs(’;sl,EAr\]é o
sull, dfrA12 tet(A), OmpK37
CD Caso D P. mirabilis N/A cat acrB, tet(J) Nenhum N/A
acrB, acrD, acrR, baeR, Fimbria tipo 3,
CD3 Con(t;:cltjante Lasi nzlljmoniae ST-1308 blaokp-s-6, fOSA, msbA emrB, marA, marB, marR, In(l:rllcl:llz:(e;(lfr)lcR AcrAb, Ent,
q P 0QgXxA, 0gxB, OmpK37 ' RcsAb

Legenda: N/A — Néo aplicavel; Genes de resisténcia adquirida a: Aminoglicosideo - aac(2))-la, aac(3)-/la, aac(6)-1b3, aac(6’)-1b-cr, aadA1, aadph(3)-la, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, Sat2; Beta-
lactamico - blacrx-m-2, blactx-m-15, blakpc.2, blamor-2, blaoxa-1, blaoxa-2, blaokp.s-6, blasuyv-11, blarem.1; Fluoroquinolona — gnrB1, gnrS1; Fosfomicina — fosA; MLS (Macrolideo, Lincosamida,
Streptogramina B) — erm(42), mph(A); Nitroimidazol — msbA; Fenicol — cat, catl, catlll; Sulfonamida — sull, sul2; Trimetoprim — dfrA, dfrAl, dfrA12, dfrAl4. Fatores de viruléncia para: Biofilme —
Fimbria tipo 3, Fimbria tipo |; Bomba de efluxo — AcrAB; Aquisicédo de ferro — sider6foro Ent, Yersiniabactina Ybt, Salmochelina Sal; Regula¢éo — RcsAB.

o
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5.3 Alinhamento e similaridade de amplicons

Os amplicons dos isolados CB’, CB13, CC, CC4 e CD estavam mais
de 70% alinhados ao intervalo de nucleotideos respectivo ao fragmento alvo
(309pb) do gene mcr-1, cujos alinhamentos estdo apresentados no Anexo 4. E

as similaridades dos alinhamentos estéo apresentadas na Tabela 5.

As sequéncias dos isolados CB1 e CD3 alinharam de forma
fragmentada ao gene mcr-1 (LIU et al., 2015) e menos de 70% estava dentro do
fragmento alvo. E n&o houve cobertura de seus amplicons quando mapeados

com fragmentos obtidos do sequenciamento total do genoma.

Os amplicons ndo se alinharam de forma continua com outras
sequéncias utilizadas. Os resultados da plataforma CARD, que indicavam
alguma variante de mcr apenas quando utilizada a opgao “Loose Hits”, foram
analisados e indicavam outras PEtN ndo mcr, e os amplicons ndo se alinhavam

com estes.

Foram avaliados e comparados com as fosfoetanolaminas das
espécies M. catarrhalis (ICRM¢) e M. osloensis (ICRM?), das quais apenas a
sequéncia do isolado CB’ alinhou-se de forma continua com outro gene além do

mcr-1, como indicado no Anexo 4.

As sequéncias dos primers de mcr-1 utilizados foram comparadas
com o sequenciamento de genoma total das amostras, porém nao foi encontrado

mapeamento com os fragmentos sequenciados.

Tabela 5 — Similaridades equivalentes de alinhamento de amplicons de isolados positivos para
mcr-1 de pacientes casos e contactantes com fragmento alvo de PCR para mcr-1 e gene ICRMe

Unidade Data do Similaridade

Isolados Espécie Pacientes Gene .
do caso caso Equivalente
K mcr-1 99,0%
CB’ pneum.oniae CasoB |CRMo 66,7%
uUP4C 12/09/2016 '
0,
CB13p M. morganii Con(’;ic'taante mcr-1 91.3%
CC K. aerogenes Caso C mcr-1 92,2%
uUP4C 17/12/2016
cca K. . Contactante mer-1 73.5%
pneumoniae de C
CD P. mirabilis UPSCI | 02/01/2017 Caso D mcr-1 95,7%

Legenda: p — Extragdo plasmidial.
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Foi realizada também analise de similaridade entre os amplicons

identificados como mcr-1 pela ferramenta Blast®, cujas porcentagens estdo

apresentadas na Tabela 6, o alinhamento das mesmas no Anexo 4.

Tabela 6 — Similaridades equivalentes entre amplicons de PCR para mcr-1 de cinco isolados positivos para o gene
confirmados por sequenciamento Sanger de pacientes casos e contactantes

CB' CB13p CcC CC4 CD

Unidade e uP4C UP4C UPSCI
@ Data de Caso 12/09/2016 17/12/2016 02/01/2017
o
2 Pacientes CasoB Conctjactante Caso C Contactante Caso D
S eB de C
= K
< Espécies neu.mo M. K, K. P,

P P niae morganii aerogenes | pneumoniae mirabilis

: 9 K. 0 0 0 0
8 § Caso B pneumoniae ID 94,2% 90,6% 69,9% 93,3%

o)

o

I

—
Q| O
@ | & | Contactante M. o o o o
= % de B morganii 94,2% ID 91, 7% 72,9% 93,7%
O

Q K. 0, 0, 0, 0,
8 § Caso C aerogenes 90,6% 91,7% ID 74,0% 92,0%

I

—

~

—

)
< | ¥ | Contactante K. o o 0 o
8 % de C pneumoniae 69,9% 72,9% 74,0% ID 71,8%

N~

—

o

N\
o S| casob P. 93,3% | 93,7% 92,0% 71,8% ID
o |8 mirabilis ’ ’ ; '

@)

n

[l

-)

Legenda: UP4C — UTI de Traumatologia. UPSCI — Unidade de Cuidados Intermediarios do Pronto Socorro. p — extragdo

plasmidial. ID — mesmo amplicon.

O fragmento do isolado CB’, referente ao caso B, era teve maior

relacdo com o isolado CD, referente ao caso D, internados em diferentes

periodos, logo nao tiveram contato em nenhum momento. O terceiro fragmento

mais similar aos dois anteriores foi do isolado de um paciente contactante de B,

depois do isolado de C, e mais distante foi o fragmento do isolado de um paciente
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contactante de C (Figura 7). A ordem ndo seguiu a linha cronoldgica de
identificagdo dos pacientes nem foi observada relagdo pareada dos isolados de

caso e contactante.

K. pneumoniae
Paciente caso B (UP4C)

CB' (234pb
(234ph) Identificado 12 de setembro de 2016
P. mirabilis
D (23856 Paciente caso D (UPSCI)
(238pb) Identificado 2 de janeiro de 2016
M. morganii
L cB13p (306pb) Paciente contactante de B (UPAC)
Caso identificado 12 de setembro de 2016
K. aerogenes
L—CC (246pb) Paciente caso C (UP4C)

Identificado 17 de dezembro de 2016

K. pneumoniae
CC4 (245pb) |Paciente contactante de C (UP4C)
Caso identificado 17 de dezembro de 2016

0.050

Legenda: a escala representa o niumero de substituicdes de nucleotideos por base. Nome do isolado
(tamanho do fragmento); UP4C — UTI da Traumatologia; UPSCI — Unidade de Cuidados Intermediarios do
Pronto Socorro.

Figura 7 — Arvore filogenética de amplicons de cinco isolados positivos para mcr-1 confirmados
por sequenciamento Sanger de pacientes casos e contactantes

5.4 Conjugacao

Prévio aos testes de conjugacéao, as cepas doadoras foram testadas
em &agar MacConkey contendo o antimicrobiano utilizado para selecdo da
respectiva cepa receptora. Os isolados CB’, CC, CC4 e CD3, semeados em meio
com estreptomicina a 2 mg/mL nado cresceram, e os isolados CB1, CB13 e CD,

semeados em meio com azida sédica a 0,3 mg/L, também ndao.

Os testes de conjugacao foram realizados no maximo trés vezes para
cada par doadoral/receptora, indicados na Tabela 7. Nas placas contendo 2
antimicrobianos, houve crescimento de menos de cinco colbnias por tentativa,
independentemente do tempo de incubacgdo. Foi testado inoculacdo de 100uL
com 48 horas de incubacao do par e do sedimento apos centrifugagcéo, ambas

sem crescimento.
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Tabela 7 — Teste de conjugacdo de plasmideos carreadores de mcr-1 de Enterobactérias
isoladas de pacientes casos e contactantes, CIM de colistina e PCR para mcr-1 de isolados
transconjugantes

CIM colistina PCR

L Cepa Cepa Crescimento de
Espécie . (2mg/L) e para
doadora receptora Transconjugante ~
Interpretacao mcr-1
K. pneumoniae CpB’ C600 22 e 32 tentativas 0,5 Sensivel Negativo
P. stuartii CcB1 J53 Sem crescimento N/A N/A
M. morganii CB13 J53 Sem crescimento N/A N/A
K. aerogenes CcC C600 22 e 32 tentativas 0,5 Sensivel Negativo
K. pneumoniae Ccc4 C600 22 e 32 tentativas 0,5 Sensivel Negativo
P. mirabilis CD J53 22 e 32 tentativas 0,5 Sensivel Negativo
K. CD3 C600 Sem crescimento N/A N/A

quasipneumoniae
Legenda: C600 — E. coli; J53 — E. coli; N/A — N&o aplicavel.

As cepas transconjugantes foram repicadas em &gar MacConkey
contendo colistina a 2 mg/L prévio a todos os experimentos a que foram

submetidos e apresentaram coloracao referente a cepa receptora utilizada.

A determinacdo da CIM para colistina dos transconjugantes foi
realizada em duplicata e comparado com CIM para colistina da respectiva cepa
receptora. Nenhuma cepa transconjugante se tornou resistente a colistina,
porém quando comparadas as CIM das receptoras, 0s transconjugantes
provenientes de CB’, CC e CC4 aumentaram em uma concentracéo (CIM de
C6005™=0,25 mg/L). Ao passo que o transconjugante de CD diminuiu uma
concentracdo (CIM de J5344P=1 mg/L).

A PCR para mcr-1, foi realizada com DNA total, extraido por fervura e

por kit, e com DNA plasmidial, porém todos foram negativos.

5.5 Analise de genes cromossomais de resisténcia a colistina

Na curadoria manual dos genes cromossomais de resisténcia a
colistina a maior parte dos genes foi encontrada conservada. O gene mgrB

estava ausente ou mutado nos isolados de Klebsiella spp. O gene phoQ estava
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conservado em todos os isolados. O Quadro 7 apresenta 0os genes estudados e

suas mutacoes

Quadro 7 — Andlise de genes cromossomais de resisténcia a colistina de cinco isolados
Enterobactérias positivas para mcr-1 identificadas no HC-FMUSP, no periodo de agosto de 2016
a janeiro de 2017

Isolado Espécie ST Conservados Mutados Ausentes
phoP, phoQ, mgrB - AM1,
pmrA, AK2, R5X,
CB K. pneumoniae ST-11  pmrB, eptA, eptB, substituicdo de -
arnB, arnC, arnA, 20 aa iniciais
arnT, crrB restantes
mgrB - M1L
CB1 P. stuarti na - PhoP. FX‘OQ’ $ptA* amB - 782l -
amA, am arnC - M1V
phoP - T17A
mgrB, phoQ, eptA, arnB - D113A,
CB13 M. morganii N/A eptB, T116A, R164G -
arnA arnC - M1V
arnT - A94V
pmrB - M87V,
L128M, T157P
eptB - A128S,
A129V, H363R,
phoP, phoQ, V554M
CcC K. aerogenes N/A pmrA, arnB - A308V mgrB
eptA, arnC arnA - 1356V,
W367L, K377R
arnT - D21G,
R138H, A268S,
T3000S
phoP, phoQ,
pmrA, mgrB -
cc4 K. pneumoniae ST-11  pmrB, eptA eptB, substituicdo de -
arnB, arnC, arnA, 20 aa iniciais
arnT, crrB
mgrB, phoP,
cD P. mirabilis N/A phoQ, ea;gc,: ',\l'\é';g’D :
arnB, arnA, arnT p
mgrB - M1X,
phoP, phoQ, substituilgsélo aa 2-
K. ST- pmrA,
CD3 . . pmrB - E60Q, crrB
quasipneumoniae 1308 eptB, zrrnnc_:r, arnA, M86Y, M175V
eptA - L426V
arnB - E145G

Legenda: N/A — Nao aplicavel. A — delegédo; X — stop codon; aa — aminoacidos.

5.6 Anélise de acao e genes de bombas de efluxo para colistina

A determinacdo da CIM de colistina na presenca do inibidor de

bombas de efluxo, CCCP, apresentou resultados positivos para agéo delas em
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todos os isolados. A menor diminuicdo de CIM ocorreu com a cepa de P. stuartii

e a maior com a cepa de M. morganii, como demonstrado na Tabela 8.
Tabela 8 — Teste de acao de bombas de efluxo com CCCP de cinco isolados de Enterobactérias

resistentes a colistina positivas para mcr-1, identificadas no HC-FMUSP no periodo de agosto
de 2016 a janeiro de 2017

o CIM de CIM de COL Variacio de Inibicéo de
Isolado Espécie COoL + CCCP CIM Bomba
(mg/L) (mg/L) por CCCP
CB' K. pneumoniae 32 0,5 64 Positivo
CB1 P. stuartii >64 8 >8 Positivo
CB13 M. morganii >64 0,25 >256 Positivo
CcC K. aerogenes 32 0,25 128 Positivo
Cc4 K. pneumoniae 32 1 32 Positivo
CD P. mirabilis >64 2 >32 Positivo
CD3 K. quasipneumoniae 32 1 32 Positivo

Legenda: CIM — Concentragdolnibitéria Minima. Variacéo de CIM foi calculada dividindo-se CIM de colistina
por CIM de colistina em presenca de CCCP. O valor representa diminuigcdo exponencial de CIM.

A analise dos genes de bombas de efluxo demonstrou que a maioria
estava conservada, com excecao dos genes acrR, que apresentou a mutacao
T12l, e acrB, com a mutacao T329A, no isolado CB1 da espécie P. stuartii. E no

gene acrB a mutagdo N1039D no isolado CB13 da espécie M. morganii.
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6. Discussao

Até o momento, este é o primeiro estudo brasileiro que avalia fatores
de risco para transmissao de isolados de Enterobactérias resistentes a colistina
carreadoras de mcr-1 e da prépria transmissdo do gene plasmidial mcr-1 em um
hospital de alta complexidade. A maior parte dos estudos descreve
caracteristicas laboratoriais dos isolados carreadores de mcr-1, e quando
identificado em amostras de infeccdo ou colonizagdo em seres humanos
discorrem sobre histdricos clinicos dos envolvidos sem avaliar fatores de risco
(FERNANDES et al., 2016a; ROCHA et al., 2017; AIRES, et al.,, 2017;
CONCEIC}AO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017a; ROSSI et al., 2017;
DALMOLIN et al., 2017b; LORENZONI et al., 2018; HIGASHINO et al., 2018;
NETO et al., 2019)

Na casuistica do presente estudo, a identificacdo do gene mcr-1
ocorreu em trés dos quatro casos estudados, em duas unidades diferentes,
UP4C (UTI da Traumatiologia) e UPSCI (Unidade de Cuidados Intermediarios do
Pronto Socorro). O gene mcr-1 foi identificado em diferentes géneros e espécies
de Enterobactérias. Entretanto, ndo foi possivel transferir o plasmidio carreador

do gene mcr-1 por meio de conjugacao.

O uso de meropenem durante internacao e prévio a coleta e a duracao
do seu uso foram fatores de risco para aquisicdo do gene mcr-1 na analise
univariada. Entretanto, apenas duracdo do uso de meropenem permaneceu
como fator de risco nos diferentes modelos de analise multivariada. Similar aos
achados de Wang e colaboradores (2017), que indicaram o uso de
carbapenémicos como fator de risco para infecgcao por E. coli carreador de mcr-
1. No entanto, em estudo de colonizacdo por isolado de E. coli positivo para o
gene, os fatores de risco apontados foram diferentes, como o uso de antibi6ticos
prévio a internagdo, mas enquanto hospitalizado o uso néo foi relevante, além
de outras caracteristicas sociais e geograficas (WANG et al., 2017). Dentre os

10 estudos brasileiros de mcr-1 em pacientes hospitalizados, o uso de
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meropenem preévio a identificacéo do gene se destaca em 4 (FERNANDES et al.,
2016a; CONCEICAO-NETO et al., 2017; ROSSI et al., 2017; HIGASHINO et al.,
2018). Sete destes relatos de caso néo tém descricdo de uso de antimicrobianos
pelos pacientes, sendo 3 em formato de carta (ROCHA et al.,, 2017;
CONCEICAO-NETO et al., 2017; LORENZONI et al., 2018).

O uso de colistina apresentou valores com tendéncia ser a
significancia. A duracao do uso colistina foi fator de risco para aquisi¢do de mcr-
1 na andlise univariada, mas nao permaneceu significativo na analise
multivariada. Os achados desse estudo séo similares aos relatos brasileiros que
identificaram o gene mcr-1 em amostras humana. Dentre 0s casos descritos sua
utilizacdo nao foi observada com frequéncia, com excessdo do estudo de
Higashino e colaboradores (2018) conduzido no HC-FMUSP, cujos pacientes
receberiam combinagdo de colistina e meropenem de forma empirica. Além
deste, outro estudo relatou uso de polimixina B prévio a identificacdo de um
isolado de colonizagao carreador de mcr-1 (AIRES, et al., 2017). Mesmo na
China, o pais com maior numero de estudos de mcr-1, Tian e colaboradores
(2017) evidenciaram que colistina nédo foi utilizada durante internacdo pelos 6
pacientes durante surto hospitalar. Outro surto hospitalar, em Portugal, que
envolveu 16 pacientes, ndo decreve uso de colistina prévio a identificacdo de
mcr-1. Assim, a colistina pode néo ser fator determinante para aquisicdo de mcr-
1.

Ser submetido a cirurgia e tempo de internagcdo prévia a coleta de
amostras foram fatores de risco para aquisicdo de mcr-1 na andlise univariada.
Porém, podem estar relacionados a condi¢cdes mais debilitadas dos pacientes
pelos procedimentos realizados e consequente hospitalizacdo estendida. Além
de aumentar a exposicdo ao ambiente hospitalar, reservatério de bactérias
Gram-negativas multirresistentes. Entretanto, ndo permanceram no modelo na

analise multivariada.

Outros achados interessantes do presente estudo foram a
identificacdo do gene mcr-1 em Enterobactérias intrinsecamente resistentes a

colistina, como P. mirabilis e M. morganii. Além de alguns isolados de
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Enterobactérias que apresentavam outros mecanismos de resisténcia a colistina,

incluindo mutacdo cromossdmica e bomba de efluxo.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em conjunto
com as Secretarias de Saude Estaduais recomenda a notificacdo de casos de
infeccédo e colonizacgéao por E. coli resistentes a colistina por meio do Comunicado
de Risco n®01/2016 (GVIMS/GGTES/ANVISA). No qual também esta destacado
que isolados portadores do gene, encontrados no Brasil até entéo,
apresentavam baixos niveis de resisténcia ao antimicrobiano e sensibilidade a
carbapenémicos. Apesar dessa recomendacéo o relato de mcr-1 em hospitais
brasileiros € infrequente. Essa provavel subnotificacdo pode ser decorrente da

dificuldade para identificacdo desse mecanismo de resisténcia.

O gene mcr-1 pode estar presente em isolados resistentes a
carbapenémicos, por exemplo por producdo de carbapenemases. Zhang e
colaboradores (2018) e Mendes e colaboradores (2018) ja relataram coproducao
de KPC-2 e KPC-3, respectivamente, em isolados de K. pneumoniae
carreadores de mcr-1. Do mesmo modo, no Brasil ha relatos de E. coli e K.
pneumoniae portadoras de mcr-1 coprodutoras de KPC-2 (AIRES et al., 2017;
CONCEICAO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017a; DALMOLIN et al.,
2017b; HIGASHINO et al.,, 2018). Como ocorreu com 2 (CB’ e CC4) dos 7
isolados encontrados neste estudo, cujos fenétipos foram resistentes a
meropenem e a imipenem por microdiluicio em caldo. Dessa maneira, a
investigacdo de mcr-1 ndo deve ser limitada a Enterobactérias sensiveis a

carbapenémicos, mas de modo geral a qualquer isolado resistente a colistina.

A triagem de casos de colonizacdo por Enterobactéria resistente a
colistina de pacientes contactantes ndo costuma ser realizada nos hospitais
Brasileiros. No entanto, pode ser uma abordagem para controle de disseminacéao,
uma vez que a transmissdo de mcr-1 entre diferentes espécies e o gene ja foram
descritos no HC-FMUSP em estudos anteriores (ROSSI et al., 2017;
HIGASHINO et al., 2018; NETO et al., 2019).

Desde a descricdo do gene mcr-1, houve desenvolvimento de meios

para deteccdo de Enterobactérias resistentes a polimixinas, como 0s
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Superpolymyxin™ desenvolvido por Nordmann e colaboradores (2016) e Rapid
Polymyxin™ NP por Poirel e colaboradores (2018). Ambos visam deteccéo de
isolados resistentes a polimixinas por meio de meios seletivos contendo colistina,
e diferenciais por coloracéo de colbnias no primeiro, e mudanca de cor do meio
no segundo. Porém, ndo héa diferenciacdo entre resisténcia adquirida ou
intrinseca. E nenhum destes métodos esta disponivel no Brasil, levando a
triagem com meios caseiros e confirmacao por testes moleculares, considerados

padrdo ouro como realzido no presente estudo.

Conforme descrito anteriormente, mcr-1 e uma variante, mcr-3.10, ja
foram identificados em isolados de espécies intrinsecamente resistentes a
colistina. Dois isolados, um de P. mirabilis e outro de P. stuartii, obtidos de um
pato doméstico e de lavado de moscas, respectivamente, alertaram para
possivel mecanismo de disseminacao silencioso, uma vez que estas espécies
nao sao investigadas para o gene mcr-1 (WANG et al., 2018a; ZHANG et al.,
2017b). Deste modo, os dados do presente estudo suportam a possibilidade do
gene mcr-1 ser plasmidial e ndo cromossomoal nos isolados CB1 (P. stuartii),
CB13 (M. morganii) e CD (P. mirabilis), como identificado por Wang e
colaboradores (2018). Embora a transmissao nao tenha ocorrido por conjugacéao,
o indicio de que o gene mcr-1 é plasmidial nestas espécies é reforcado por ndo

ter sido encontrado no sequenciamento total do genoma

A presenca de genes de ESBLs, como variantes de CTX-M, TEM,
SHV, foi observada em dois isolados de K. pneumoniae dos trés avaliados,
seguindo a mesma tendéncia de E. coli descrita por Wu e colaboradores (2018).
E da frequéncia alta de ESBLs do tipo CTX-M em isolados carreadores de mcr-

1 reportada por Fernandes e colaboradores (2016b), no Brasil.

A nao deteccdo do gene por sequenciamento total do genoma no
presente estudo pode ter ocorrido por instabilidade do plasmideo carreador do
gene, uma vez que ndo foram encontrados indicios de plasmideos IncX4,
comumente descritos. Os tipos de plasmideos identificados ndo tém descricdo
de serem carreadores de mcr-1, com excecao de IncA/Cz (KIEFFER et al., 2018),
do isolado CB1. No entanto, ndo foi possivel determinar se havia relagdo com

mcr-1.
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O alinhamento dos amplicons obtidos ndo apresentou resultados
uniformes para afirmar que seriam clones do mesmo gene. Pela é&rvore
filogenética, pode ser observado que 0s contactantes e respectivos casos nao

foram mais semelhantes entre si do que com as outras sequéncias.

Na espécie K. pneumoniae o gene ja foi descrito em diversos STs,
incluindo o ST-11, como dois isolados (CB’ e CC4) deste estudo. Zhang e
colaboradores (2018) relataram um isolado, que apresentava além de mcr-1
resisténcia a colistina por mutagdo cromossdmica, especificamente, inativacao
do gene mgrB. O isolado de K. quasipneumoniae ST-1308 (anteriormente K.
pneumoniae ST-1308) ndo possui descricdo de carreamento de mcr-1, além de

ser a primeira descricdo do ST no Brasil.

No presente estudo, outros mecanismos de resisténcia a colistina
foram encontrados nos isolados de Enterobactérias resistentes a colistina.
Dentre os isolados de Klebsiella spp., 0 gene com maior variagao foi o0 mgrB,
descrito como principal regulador da resisténcia a colistina em K. pneumoniae
por Baron e colaboradores (2016). Como observado em estudos anteriores
(HADJADJ et al., 2017; ZHANG et al., 2018), um stop codon prematuro, como
em CB’ (R5X) e CD3 (M1X), e/ou delegao de parte do gene, como em CB’
novamente (AM1, AK2), pode causar inativacdo do mgrB gerando um
upregulation de phoPQ. No isolado CC4 (K. pneumoniae), a CIM de 32 mg/L
para colistina provavelmente é resultante da inativacdo do mgrB, por ser o Unico
gene mutado com uma substituicdo dos 20 amino acidos iniciais, do que
influéncia de mcr-1. Apesar disso, por possuir outros genes de resisténcia
adquirida, incluindo codificadores de beta-lactamases ativos de acordo o
fendtipo, o isolado representa um risco potencial a infeccdo por Enterobactéria

multirresistente.

Janoisolado CC, de K. aerogenes, supds-se que a auséncia do mgrB
tenha gerado o fendtipo resistente a colistina, como ja descrito em K.
pneumoniae, como sugerido por Bedeni¢ e colaboradores (2017).

O mecanismo de bombas de efluxo para colistina foi confirmado em

todos os isolados. Apenas CB1 (P. stuartii), continuou resistente e apresentou
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menor variacdo de CIM na presenca de CCCP quando comparado com 0s
isolados CB13 (M. morganii) e CD (P. mirabilis) de espécies também
intrinsecamente resistentes a colistina. Diferindo em parte dos achados do
estudo de Baron e Rolain (2018), no qual todos os isolados também se tornaram
sensiveis, porém a variacdo meédia de CIM de colistina foi 614 vezes menor.
Nesse estudo a média de diminuicdo de CIM dos isolados intrinsecamente
resistentes foi aproximadamente de 99 vezes. J4 os quatro isolados de Klebsiella
spp., apresentaram diminuicdo média em 64 vezes da CIM com CCCP em
relacéo a colistina pura, igualdando-se a diminuicdo de isolados portadores de
mcr-1 e menor do que a de isolados resistentes por mutacdes cromossémicas
(BARON e ROLAIN, 2018).

Na analise dos genes de bomba de efluxo codificadores do sistema
acrRAB-TolC, uma mutacdo apenas em CB1 (P. stuartii) nos genes acrR e acrB
pode ser responsavel pela divergéncia do fenétipo encontrado. Devido as
mutacdes, as bombas de efluxo podem néo ser tdo responsaveis pela resisténcia
a colistina netes isolado. Portanto, o fendtipo seria um reflexo maior da atividade
do operon arnBCADTEF. Outra possibilidade é o sistema se comportar de forma
similar a mgrB e phoPQ. Levando em conta que o gene acrR € um regulador de
acrAB, a mutacao pode ter levado a diminuicéo de sua atividade, resultando no
upregulation de acrAB compensando com um efluxo acima do normal mesmo
com baixa producdo de ATP. Mais estudos sdo necessarios para determinar as

bases moleculares destes achados.

Ja o isolado CB13 (M. morganii), se comportou de forma similar com
os estudados por Baron e Rolain (2018), indicando que a mutagcdo N1039D em

acrB néo seria relevante para o fendtipo.

As limitagdes do estudo foram o nimero de pacientes relativamente
pequeno. A identificacdo e coleta de pacientes contactantes com diferentes
intervalos desde a notificacdo do caso. A plataforma de sequenciamento
disponivel ndo era a mais indicada para detec¢éo de plasmideos, estruturas que
por si s6 aumentam a dificuldade de estudo. E né&o foi possivel analisar os
isolados de infeccdo dos casos para avaliar se esta foi causada pelos isolados

de colonizag&o encontrados e a falta de dados de colonizagao dos pacientes no
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momento da internacdo para verificar provavel aquisicdo de mcr-1 na

comunidade ou durante internagéo.
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7. Conclusdes

A transmissao do gene mcr-1 ocorreu entre diferentes géneros e
espécies de Enterobactérias, incluindo espécies intrinsecamente resistentes a
colistina. Entretanto, ndo se obteve sucesso na transferéncia do gene mcr-1 por

meio da conjugacao.

O gene mcr-1 foi identificado em isolados resistentes aos
carbapenémicos, incluindo Enterobactérias carreadoras de carbapenemases da
classe serina. Este achando alerta para o fato de que a triagem do gene mcr-1

deve ser realizada em todas as Enterobactérias resistentes a colistina.

O uso de meropenem e colistina, ser submetido a cirurgia e tempo de
internacdo foram fatores de risco na analise univariada para aquisicao do gene
mcr-1 em pacientes hospitalizados. Entretanto, apenas tempo de uso de

meropenem foi fator de risco independente na analise multivariada.

Os isolados positivos para mcr-1 por PCR néao foram confirmados no
sequenciamento total do genoma, mas ha indicios de possivel carreamento do
gene em K. pneumoniae, K. aerogenes, P. mirabilis e M. morganii, via

plasmideos instaveis ou nao conjugativos, e ndo por plasmideos tipo IncX4.

bY

Outros mecanismos de resisténcia a colistina, incluindo mutacéo
cromossOmica e bomba de efluxo, foram observados em isolados carreadores
de mcr-1, evidenciando a complexidade da resisténcia a colistina nas

Enterobactérias.

O uso de inibidor de bomba de efluxo (CCCP) teve resultados
positivos in vitro em isolados resistentes a colistina por mutagdes cromossémicas

e intrinsecos resistentes.
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Este foi o primeiro estudo a descrever K. quasipneumoniae
(anteriormente classificada como K. pneumoniae) pertencente ao ST-1308 no

Brasil e carreadora de mcr-1.
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8. Anexos
8.1 Anexo 1: Parecer de aprovagdo da Comissdo de FEtica na

Plataforma Brasil

dand USP-HOSPITALDAS
L CLINICAS DA FACULDADE DE w
. e MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao do tempo de colonizagao por bactérias Gram negativas resistentes a
colistina e/ou carbapsnémicos, positivas para os genes NDM-1 ¢ MCR-1 em pacientes
do Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina de Sao Paulo (HC-FMUSP).

Pesquisador: silvia figueiredo costa

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 79975917.8.0000.0068

Institui¢do Proponente: Hospital das Clinicas da Facuidade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.452.282

Apresentacio do Projeto:

Projeto novo denominado Avaliagao do tempo de colonizagao por NDM-1 e MCR-1 em pacientes do
Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina de S&o Paulo (HC-FMUSP). Que ser4 realizado em pacientes
internados no HC-FMUSP

Objetivo da Pesquisa:

Verificar o tempo de colonizagéo por bactérias positivas para NDM e MCR em pacientes que estiveram
internados no HC-FMUSP e apés alta do hospital, Estes genes séo derivados de plamideos, que conferem
resisténcia a varios antimicrobianos inclusive colistina.

Avaliagéio dos Riscos e Beneficios:

Estudo de importancia cientifica, pois a detec¢édo destes genes, associados a Testes de sensibilidade pode
proporcionar o conhecimento do que ocorre atualmente dentro do Hospital das Clinicas. A detecgdo destes
genes pode futuramente proporcionar medidas de tratamento e profilaticas inclusive ap6s a alta dos
pacientes e mesmo seus familiares.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo descritivo prospectivo, onde serdo avaliados todos pacientes que apresentarem
infecgao ou colonizag@o por bactérias positivas para NDM e ou MCR-1 durante a internagdo hospitalar, que
serao acompanhados apés alta até a descolonizagdo. Sem duvida € um
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Bairro: Cerquaira Cesar CEP: 05.403-010
UF. SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: {11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp br
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Anexo 1. Parecer de aprovacdo da Comissdo de Etica na

Plataforma Brasil (Continuagéao)

r

_ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE

MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Contnuagio do Parecer 2.452.2682

Estudo de importancia para os pacientes e para se adquirir novos conhecimentos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

Adequados.

Recomendagdes:

Proposta bem elaborada. Com Biblicgrafia adquada e também justificativa adequada.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:

Sugiro aprovagao sem necessidade de modificagdes.

Considera¢des Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugéo CNS n® 466/12 - cabe ac pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; cjapresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por § anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos 0s demais documentos recomendados pelo CEP; &) encaminhar 0s resultados para
publicagao, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgéo do projeto ou a néo publicagéc dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 14/11/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 938878 pdf 15:24:34
Qutros Cadastro_online.pdf 14/11/2017 |silvia figueiredo costal Acsito

15:24:14
Declaragéo de ParecerNDM . pdf 06/10/2017 |silvia figueiredo costal Aceito
Instituigéo e 16:00:01
| Infraestrytura
TCLE / Termos de | TCLEmcr.pdf 06/10/2017 |silvia figueiredo costa| Aceito
Assentimento / 15:59:42
Justificativa de
Folha de Rosto Folharostro.pdf 06/10/2017 |silvia figueiredo costa| Aceito
15.69:27
Projeto Detalhado / | MCR1.docx 27/06/2017 |silvia figueiredo costal Aceito
Brochura 15:32:29
Linvestigador
Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
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Anexo 1. Parecer de aprovacdo da Comissdo de Etica na

Plataforma Brasil (Concluséo)
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8.2 Anexo 2: Perfil da populacdo estudada com relagédo a género, idade,

doencas de base, tempo de hospitalizagdo, tempo de contato e desfecho
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Tempo de Tempo de Uso de
Paciente Género Idade Doencgas de base hospitalizagéo contato Desfecho  Antimicrobiano
(dias) (dias) em internagao
s1 F 41 Fratura da Coluna, 54 13 Alta Cefuroxina
drogas, alcool
S2 M 64 Ngoplasia maligna o8 5 Alta Ceftria_xone,
pancreas, tabaco Metronidazol
Traumatismo .
S3 M 76 intracraniano, DM, 1AM 23 15 Alta Cefuroxima
Traumatismo
intracraniano,
S4 F 87 hipotireoidismo; histéria 11 9 Alta Cefuroxima
de colectomia por
retocolite ulcerativa
Neoplasia maligna do
colon ascendente, Metronidazol +
S6 M 59 tabaco, DM, ansiedade 1 7 Alta Ciprofloxacina
generalizada
Doen Imonar .
obst(r)lfti\(/;: (?rl:‘)ni:a f:lom Ceft_rlaxo_nga *
S7 F 56 exacerbac&o aguda ndo 34 14 Alta Clantroml(:l_na,
especificada Levofloxacina
Afecgc")es, de artérias e Ciprofloxacina
S8 M 52 arteno!a_s, nao 48 36 Alta Fluconazol
especificadas
DM com complicagbes Ceftriaxona,
S9 M 69 circulatérias periféricas 32 30 Alta Ampicilina
Traumatismo Transferén Piperacilina +
S11 M 61 intracraniano 61 28 cia Tazobac_ta_lm,
Vancomicina
Hemorragia sub-dural
(aguda) (ndo-
S12 M 93 traumatica), IRA, 14 5 Obito Nenhum
neoplasia maligna da
prostata
Pneumonia ndo
especificada, Piperacilina +
S13 M 48 traumatismo cerebral 15 14 Alta Tazobactam
focal, alcool, transtorno
comportamental
Varizes esofagiantes Ciprofloxacina,
sangrantes, fibrose e Ceftrixona,
S14 M 49 cirrose hepéticas, 28 27 Obito Ampicilina,
hepatite viral crénica C, Amicacina,
AIDS Meropenem
Pneumonia nao
especificada,
pneumocistose, angina
ectoris, insuficiéncia
s15 M 55 Pl eronica. IRA 41 28 Alta Nenhum
dialitica, transplante
renal ha 5 anos,
valvopatia
Pancreatite aguda,
S16 M 62 doenca de Chagas, IC, 5 5 Alta Nenhum
AVC
Doencas pulmonares
obstrutivas cronicas, IC, Cefepima,
S17 M 3 doenga renal em estagio 73 52 Alta Vancomicina
final
Ciprofloxacina,
Infarto miocéardio, HAS, Clindamicina,
S18 F 83 DM, tabaco, amputagéo 20 10 Alta Piperacilina +

falange distal

Tazobactam,
Vancomicina

Continua
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Anexo 2: Perfil da populacdo estudada com relagdo a género, idade,
doencas de base, tempo de hospitalizacéo, tempo de contato e desfecho (Continuagéo)

Fratura dos ossos
malares e maxilares,

Ceftriaxona,

S19 M & HAS, hiperplasia 23 18 Alta Clindamicina
benigna da préstata
S20 M 56 IRA, con_]unthlte, 12 8 Alta Ciprofloxacina
pancreatite aguda
Claritromicina +
Ceftriaxona,
Epilepsia, paralisia Colistina,
s21 F 51 _ -prepsia, para 67 41 Alta Piperalicina +
infantil, HAS, Cirrose
Tazobactam,
Vancomicina,
Metronidazol
Ictericia ndo
especificada, neoplasia Pineracilina +
S22 M 52 maligna do pancreas, 13 13 Alta P
h ) Tazobactam
neoplasia malignada
orofaringe
Doenca renal em . .
S23 M 57 estagio final 143 31 Alta Ciprofloxacina
IC, dialise renal,
insuficiéncia renal Claritromicina
cronica, sequelas de Pineracilina +
S24 M 75 AVC néo especificado 71 56 Alta p
g Tazobactam,
como hemorragico ou Ceftriaxona
isquémico, colelitiase
cronica; HAS; AVCi
Embolia e trombose
arteriais, IRA, DM,
"Flutter" e fibrilagcéo
atrial, outra embolia e . .
S25 F 86 trombose venosas, IC 21 14 Obito Piperacilina +
= e Tazobactam
néo especificada, outro
delirium, doenca arterial
oclusiva periférica; HAS;
obesidade; AVCi
Cirrose hepatica :
alcodlica, pneumonia Ceftriaxona +
. N Claritromicina,
bacteriana ndo Aciclovir +
S26 M 57 classificada, 25 25 Alta Ampicilina
constipacgéo, picilina,
A Vancomicina,
encefalopatia nao
b Meropenem
especificada
Neoplasia de
comportamento incerto
S27 F 20 ou desconhecido do 9 9 Alta Nenhum
encéfalo e do SNC,
previamente higido
Septicemia ndo
especificada, cirrose Cefuroxina,
hepética, neoplasia do ] Vancomicina,
S31 M 58 SNC secundaria, 151 124 Obito Colistina,
craniotomia, trombose Ciprofloxacina,
cefélica, sindrome Meropenem
mielodisplésica
Traumatismo craniano .
encefalico grave, - Vancomicina,
ST1 M 34 craniotomia, PICC com 17 14 Obito Merope_nem,
e Colistina
ISC, morte encefélica
Calculose de via biliar . .
. Ciprofloxacina,
ST2 F 41 com c_oIangne, trombose 28 5 Alta Meropenem,
de veia porta, abscesso .
o Vancomicina
hepético
ST3 F 48 Fraturas mltiplas da 10 5 Alta Nenhum

coluna cervical

Continua
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Anexo 2: Perfil da populacdo estudada com relagdo a género, idade,
doencas de base, tempo de hospitalizacéo, tempo de contato e desfecho (Continuagéo)

Traumatismo
intracraniano,
ST4 M 62 septicemia ndo 20 4 Obito Nenhum
especificada, choque
ndo especificado, DM

Ciprofloxacina,

Imipenem/
ST6 M 33 Pancreatite aguda 115 47 Alta Cllastgt|na,
Colistina,
Vancomicina,
Fluconazol
DVE frontal direita,
desbridamento de ] Colistina
ST7 M 36 craniotomia, ampliagdo 42 4 Obito L
- Vancomicina
descompressiva, queda
de6m
Concussao cerebral,
ST8 M 30 edema cerebral 9 5 Alta Nenhum
traumatico

Insuficiéncia respiratéria
aguda, queda no

mesmo nivel - local ndo Cefuroxina,
ST9 E 78 e§pe0|f!cado, doengas 45 a4 Obito Clproﬂ_ox_acma,
infecciosas, AS néao Colistina,
especificadas, choque Vancomicina
cardiogénico, IRA do
pés-parto
ICS por S. aureus,
insuficiéncia renal Vancomicina,
ST10 = 72 cronica, dialise _ 6 4 Alta Meropenem,
peritoneal, endocardite Gentamicina,
de valva mitral nativa Colistina,
por S. aureus
Choque néo .
ot ) Cefuroxina,
ST11 F 78 especificado, poll_traurpa 32 11 Obito Vancomicina,
da cabeca, celulite ndo -
it Colistina
especificada
Politrauma néo
especificado,
pneumotorax,

transtornos do
diafragma, traumatismo
do estébmago, fraturas
mudltiplas de costelas,
ST13 M 48 fratura de clavicula, 31 19 Alta Nenhum
hemotoérax, outros
traumatismos de
pulmao, traumatismo do
baco, 6pio, derrame
pleural em afec¢bes
classificadas em outra
parte
Infarto cerebral devido a
embolia de artérias
ST14 M 51 cerebrais, tabaco, 23 18 Alta Nenhum
alcool, aterosclerose de
outras artérias
Hemorragia
subaracnoidea
proveniente da artéria
comunicante posterior
Transplante hepatico,
cirrose hepética,
politrauma, craniotomia,
queda de 2 m
533 Hematoma subdural
agudo, HAS, DM, IAM

ST15 F 60 24 21 Alta Nenhum

S32 M 73 8 8 Obito Nenhum

16 15 Obito Nenhum

Continua
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Anexo 2: Perfil da populacdo estudada com relagdo a género, idade,
doencas de base, tempo de hospitalizagéo, tempo de contato e desfecho (Concluséo)

Queda de ou para fora
de residéncia,

534 E 62 trauma,tls_mo da traqueia 19 8 Obito Collstlng,
toracica, fraturas Vancomicina
mudltiplas de coluna
lombar e da pelve
Efeitos da corrente
elétrica, amputagao
traumatica de .
localizag&o entre o COI'St'.n"?"
S35 M 22 29 22 Alta Vancomicina,
ombro e o cotovelo,
. Meropenem
sequelas de hemorragia
intracerebral, politrauma
ndo especificado
Aderéncias intestinais
(bridas) com obstrugéo,
deiscéncia de ferida
S36 F 63 cirdrgica ndo 13 6 Alta Nenhum
classificada em outra
parte
Queda escada — ] V%glci)srglr::;na,
S37 F 60 craniotomia pos 122 19 Obito . !
operatoria Anidulafungina,
P Meropenem
AVC, nao especificado ) Viﬁi:uorr?l)i(::riﬁé
S38 M 34 como hemorragico ou 33 27 Obito . '
D Colistina,
isquémico
Meropenem
Neoplasia SNC com P|per§cu|na *
DVP, hernioplastia - Tazobactam,
S39 F 57 colécistectomia ' 37 24 Obito Vancomicina,
enterectomia Merope_nem,
Colistina
FAF térax com sindrome
Ogilvie e ileostomia,
. Meropenem,
outros traumatismos
especificados do térax Flucon:?\z_ol,
S40 M 52 cuidados a ileostomia, 48 43 Alta V%]gﬁgf;na,

traqueostomia, outra
embolia e trombose
venosas
Legenda: F — Feminino; M — Masculino; DM — Diabetes Mellitus; SNC — Sistema Nervoso Central; IAM — Infarto Agudo de Miocardio; AVC

Ciprofloxacina

— Acidente Vascular Cerebral; IC — Insuficiéncia cardiaca; HAS — hipertensao arterial aguda; ICS — Infeccao de corrente sanguinea; ISC —
infeccdo de sitio cirargico; IRA — Insuficiéncia renal aguda; DVE — Derivagao ventricular externa; DVP — Derivagdo ventricular peritoneal;

FAF — ferida com arma de fogo.
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8.3 Anexo 3: Isolados dos casos A (Pronto Socorro, 31 de agosto de
2016), B (UP4C — UTI da Traumatologia, 12 de setembro de 2016), C (UP4C -
UTI da Traumatologia, 21 de dezembro de 2016) e D (UPSCI — Unidade de

Cuidados Intermediarios do Pronto Socorro, 2 de janeiro de 2017) e de

respectivos contactantes

Identificacéo

. - = MacConkey + PCR para
Paciente Classificacdo Caso Isolado colistina (2 mg/L) por_IMOAFLDI- mer-1
S14 Swab Caso A A CA Lactose positivo K. pneumoniae Negativo
S1 Contactante A CAl Lactose negativo P. mirabilis Negativo
S3 Contactante A CA2 Sem crescimento - -
A CA3 Sem crescimento - -
S4 Contactante - - -
A CA4 Lactose negativo M. morganii Negativo
S6 Contactante A CA5 Sem crescimento - -
A CA6 Sem crescimento - -
S9 Contactante -
A CA7 Sem crescimento - -
A CA10 Lactose negativo P. mirabilis Negativo
S11 Contactante -
A CAll Sem crescimento - -
S13 Contactante A CA12 Lactose negativo E. asburiae Negativo
A CA13 Sem crescimento - -
S15 Contactante - — -
A CAl14 Lactose negativo P. mirabilis Negativo
A CA15 Lactose negativo Proteus vulgaris Negativo
S16 Contactante -
A CAl6 Sem crescimento - -
A CA17 Lactose negativo M. morganii Negativo
S17 Contactante
A CA18 Sem crescimento - -
S19 Contactante A CA19 Sem crescimento - -
S20 Contactante A CA20 Lactose negativo S. marcescens Negativo
S21 Contactante A CA21 Lactose negativo P. mirabilis Negativo
S24 Contactante A CA22 Lactose positivo E. coli Negativo
S25 Contactante A CA23 Sem crescimento - -
CB Lactose negativo P. mirabilis Negativo
S31 Swab Caso B B — - —
CB’ Lactose positivo K. pneumoniae Positivo
ST1 Contactante B CB1 Lactose negativo P. stuartii Positivo
ST3 Contactante B CB2 Lactose negativo P. mirabilis Negativo
ST4 Contactante B CB3 Lactose positivo K. pneumoniae Negativo
CB4 Sem crescimento - -
ST7 Contactante B
CB5 Sem crescimento - -
ST8 Contactante B CB6 Sem crescimento - -
ST9 Contactante B CcB7 Lactose positivo K. pneumoniae Negativo
CB8 Lactose negativo P. mirabilis Negativo
ST11 Contactante B
CB9 Sem crescimento - -

Continua
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Anexo 3: Isolados dos casos A (Pronto Socorro, 31 de agosto de
2016), B (UP4C — UTI da Traumatologia, 12 de setembro de 2016), C (UP4C —
UTI da Traumatologia, 21 de dezembro de 2016) e D (UPSCI — Unidade de
Cuidados Intermediarios do Pronto Socorro, 2 de janeiro de 2017) e de
respectivos contactantes (Concluséao)

ST13 Contactante B CB10 Lactose negativo K. pneumoniae Negativo
ST14 Contactante B CB11 Lactose positivo K. pneumoniae Negativo
CB12 Sem crescimento - -
ST15 Contactante B - » —
CB13 Lactose negativo M. morganii Positivo
CcC Lactose positivo K. aerogenes Positivo
S37 Swab CasoC C — - -
ccC Lactose positivo K. pneumoniae Negativo
S32 Contactante C CcC1 Lactose negativo S. marcescens Negativo
S33 Contactante C cc2 Lactose positivo K. pneumoniae Negativo
S34 Contactante C CC3 Lactose negativo P. mirabilis Negativo
CC4 Lactose positivo K. pneumoniae Positivo
S35 Contactante C -
CC5 Sem crescimento - -
S39 Swab CasoD D CD Lactose negativo P. mirabilis Positivo
CD1 Sem crescimento - -
S38 Contactante D - - X
CD2 Lactose negativo P. aeruginosa Negativo
S40 Contactante D CD3 Lactose negativo K. Positivo

quasipneumoniae*
Legenda: *Identificado como K. pneumoniae por MALDI-TOF e reclassificado como K. quasipneumoniae
por sequenciamento total do genoma.




8.4 Anexo 4: Alinhamento dos amplicons gerados por sequenciamento
Sanger dos isolados CB’, CB13p, CC, CC4 e CD com fragmento alvo de 309pb
do gene mcr-1, de CB’ com o gene ICRMe e dos 5 amplicons entre si

Q

& 10
CBASANGAYAT=230 (0n oo wn Shismus e aiarssg e Sospms <ol St Soon 60 ool 4 sxiwsens ¥ TINSTGAMCGCGACCGCCHATC
mcr-1_309pb/1-309 CGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGCGAGTGTTGCCGT T TEYC ThyepNC [ofefefe) Nefofe ol ~ ). N o
29 39 49 59 60 70

CB’_Sanger/1-234 TTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGC
FIS S R YA Bl T TACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGC

80 20 100 110 120 130
CB’_Sanger/l—234 TGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGT
f b MV ARVl T GACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGT
140 150 160 170 180 190
CB’_Sanger/1-234 ATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTT
mcr-l_309pb/1—309 ATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTT
200 210 220 230
CB’ _Sanger/1—234 AT T T TACTGACAC T TATGGCACGG T C T A T G A T A C G
mcr-1_309pb/1-309 L e Yol el Yob Yol - Sfelfeloh Yoleleh ob W) WPNAel . CCATGCTCCAAARATGCCCTACAGA
CB’_Sanger/1-234 .. .......
mcr-1_309pb/1-309 CCGACCAAG

19 29 39 49 59
CB13p_Sanger/1-306 CC T[efegyC G G[oFNchdolellehilflebidelic . . . . . GAGE\GETWCCGTTTTRTTGACCGCGACCGC
mcr-1_309pb/1-309 e CCTRMNCAGTCCGTTTGTTC TiNeNNEIeISGA GG TECCGTTTTMTTGACCGCGACCGC
69 79 89 9? 109 119
(033 R)ME-EV L S o A R [ I C AATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTT
mecr-1_309pb/1-309 CAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTT
129 139 149 159 169 179
CB13p_Sanger/1-306 pyehelokied Yoleh W sofefol delk Jollel defok doh v b Welelofefolled W elol -1 . k(e W foF Nollof Nollefol el b .%ol
mcr—-1_309pb/1-309 TGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTAMTGATCACCACGCTGTTATC

180 190 200 210 220 230

&33BT IR-EV T I A R [ A TCGTATCGTATGTGC TAAAGCC TGRG TR\ GAT T TEWNTAT TAATCATGGGCGCGGTGAC
mcr-1_309pb/1-309 ATCGTATCGETATGTGCTAAAGCCTGIHGTIGATTTIMISTATTAATCATGGGCGCGGTGAC
249 259 269 279 289 299

(033 R ) MR-V L (S A [ I CAG T TARNE T TACTGACACKITATGGACGGTCTATGATACGACWATGCTCCAAARATGCCCT
mcr-1_309pb/1-309 CAGTTAMMTTACTGACACHMTATGGEMACGGTCTATGATACGACMATGCTCCAAAATGCCCT

300

CB13p_Sanger/1-306 LY. (e} Nellefe) Noloh .V -Ne 2
mcr-1_309pb/1-309 ACIN\GACCGACCAAGH
1 10 20 30
CC _Sanger/1—248 = = i ween s B 8 ¢ ema e § YRS 6 SRTen 8 GTTECINGTTTTRTTGACCGCGACCGCCAATC
mcr-1_309pb/1-309 CGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGCGAG T[chfyG(eiC [l C piged Nefofefofc) Yefofclofeh V.%ol

49 59 69 79 89 99
CC_Sanger/1-246 TTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTEGTGC
J S S T b S YAl T TACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTIGTGC
109 119 129 13q 149 159
CC_Sanger/1-246 TGACGATCGCRIGTCGTGCTINTTTGGCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGT,
jh s VL ARl T GACGATCGCIGTCGTGC T[T TTGGCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGT
169 179 189 199 209
CC_Sanger/1-246 ATCGCTARGEGCTAAAGCCTGRGT TGAET TERSNTAT TAATCATGGGCGCGGGACCAGTT
jutE S TV AR VERNA TCGC TANGIGC TAAAGCCTGIG T TGAMNT TSI TAT TAATCATGGGCGCGGGACCAGTT

210 220 230 240

CC_Sanger/1-246 e T T A C[EGACAC T T ARG G C A C GG T8 T A T G A T
mcr-1_309pb/1-309 T Thspgp-Ne T e -Nep Nolhuhif -\ T [efefop Nefefeby CpR. QP WY A CCACCATGCTCCAAARATGCCCTACAGA

CC_Sanger/1-246 N C [efel 2 G
mcr-1_309pb/1-309 CCGA[MCALYE

Continua
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Anexo 3: Alinhamento dos amplicons gerados por sequenciamento

Sanger dos isolados CB’, CB13p, CC, CC4 e CD com fragmento alvo de 309pb
do gene mcr-1, de CB’ com o gene ICRM° e dos 5 amplicons entre si
(Continuacgéo)

1 10 30
CC4_Sanger/1-245 . . . . . . i ittt e e e e e TTERCINGTTTTCETTGACCGEENMCCGCCAAT
mcr-1_309pb/1-309 CGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGCGAGTGREYG[eC [chgsidiie] . kel Nellofe]C G A [ofeflcfeleh.V.Ny

0 50 60 70 80

CC4_Sanger/1-245 NTTACCT@ENET[EGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTEGE
futh S TV o) ) YA R VS T T A CC THMNTIWGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCT TINGHS
CC4_Sanger/1-245 CTGACGA[EIEPNCEGTCGTRMCTINTTTGGCGCGATINATINTGATCACCACGCTGT@MATCATCG
JtS S R YARKVERNC T GACGAMMECIWG TCGT[EC T T TTGGCGCGA T TENYTGATCACCACGCTGTIATCATCG
CC4_Sanger/1-245 EAA SRR A RIGENYCAAAC C TGEIG TENGA[SENT T GRUNA [efel A A LNV G G CGC GGEIGA CCAGEN
mcr-1_309pb/1-309 TENTCGC TENT[ET G{o T LN [ofelie] T[ehy T[ef T Thsge]C TENT TENT C A T Gefefefefefele] T (e Yool T
CC4_Sanger/1-245 [elep:Nelel T[elC TGACA[ET T ARG GENE C G N, A (& G
mcr-1_309pb/1-309 TATT TyA[sRehNFNC PN T[efe]C Alefe]G T C TENT [eFN

CC4_Sanger/1-245 ... .......
mcr-1_309pb/1-309 ACCGACCAAG

20

4

90 100 110 120 i30 140

150 160 170 180 190 200

210 220 230 240

A CGlejefe
A C GRS

10 20
CD SANGRer/1=238: i a wsau v aah ¥ s ¥ SRS ¥ EEES ¥ aaE 56 o0 GTTTTETTGACCGCGACCGCCAATC
mcr-1_309pb/1-309 CGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGCGAGTGTTGC C[chgspdyC e Nefolcfolc) . Yofofclofeh.V.% o
0 80
CD_Sanger/1-238 TTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGC
LI S RS VARV T TACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGC
CD_Sanger/1-238 TGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGT
JtS S RVl YA RV T GACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGT,
CD_Sanger/1—238 ATCGHTATGTGCTAAAGCCTGER\GTTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGNGACCAGTT
JtS S RV ) VARV A TC G TATGTGCTAAAGCCTGHMGTTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGIGACCAGTT,
CD_Sanger/1—238 EYElT TAC[EGACACT TATGGCACG G T8 T A S ele] A C (]
mcr-1_309pb/1-309 T Thgp e T [ef Yo Yoy -eleloh Noleleby CpRNATCATENHYACCATGCTCCAARATGCCCTACAGA

CD_Sanger/1=238 . . csiw v e
mcr-1_309pb/1-309 CCGACCAAG

1

30 40 50 60 7

90 100 110 120 130 140

150 160 170 i80 190 200

210 220 230

CB'_Sanger/1-234
ICRY0[1-1677

CB'_Sanger/1-234
ICRM0[1-1677

CB'_Sanger/1-234
ICRY0/1-1677

CB'_Sanger/1-234
ICRM0[1-1677

CB'_Sanger/1-234
ICR"[1-1677

%
.................................................... TTETGACH
TGGCGTCAGCAAGGTATTAATGCTTATGTGATGATGGGTATTGTCGCGCTATEEYTEYe)NOIC
10 [o} 30 50

2 40 60
EEACCCGCCHATEMTTACMTTMTTTGATAAARNICASIMSAANSC TA T C C[ORNT [8/G C eyl A SPNA T
WA CCGCCENATIATTACITTIMTTTGATAAA[CISCA[SIEIEIAA[CMIC TAT CCENN T NG C[SiSI A (SIS A T

79 89 99 109 119 129
BTECGETTTETENGC TEAMEREWICGETGINSGTGCTET TINGG@GEIEATGCTACTGEIT (@A [SRep:\
INTIGGETTTEITENEGC TSHANSNEISC GINT GG TGC TENT T[SG GENGENSA T GC T A C T G[€] T iy A jauel

139 149 159 169 179 189
BICCTGUNWNT CANCIETATCGETANENNEC TINAASCIGTETTGANMMTTT TGCTAT TE\ARNCES
NGCCTGOSENTCAECRTATCGITAGENSSC TINAARNECISGCTINT TGAMNTTTTGCTAT T{EAC[E

190 200 210 220 230

I GEeGC ClEC TEACOENEMITATT TTACTGAMACT TATGGCACEGT CTAT GA T LYok i
SCRN G CIGTEBACEIEMETATTTTACTGANACTTATGGCACHMGTCTA T GA T[CHNSR VWi WNele

Continua
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Anexo 3: Alinhamento dos amplicons gerados por sequenciamento
Sanger dos isolados CB’, CB13p, CC, CC4 e CD com fragmento alvo de 309pb
do gene mcr-1, de CB’ com o gene ICRMe e dos 5 amplicons entre si (Concluséao)

CB’ _Sanger/1-234
CB1l3p_Sanger/1-306
CC_Sanger/1-246
CC4_Sanger/1-245
CD_sanger/1-238

CB’_Sanger/1-234
CB13p_Sanger/1-306
CC_Sanger/1-246
CC4_Sanger/1-245
CD_sanger/1-238

CB’_Sanger/1-234
CBl3p_Sanger/1-306
CC_Sanger/1-246
CC4_Sanger/1-245
CD_sanger/1-238

CB’_Sanger/1-234
CB13p_Sanger/1-306
CC_Sanger/1-246
CC4_Sanger/1-245
CD_sanger/1-238

CB’ _Sanger/1-234
CB13p_Sanger/1-306
CC_Sanger/1-246
CC4_Sanger/1-245
CD_sanger/1-238

CB’_Sanger/1-234
CB13p_Sanger/1-306
CC_Sanger/1-246
CC4_Sanger/1-245
CD_sanger/1-238

.................... YA CAG

100

110 120 130
MUTGATCACCACGCTGTENATCATCGENA
SNTGATCACCACGCTGTENATCATCGENA
GACGAMHECEGTCGTEC T TTTGGCGCGATEHHTIVMTGATCACCACGCTGTRSATCA T C GEYA
GACGA[EEINCIRGTCGTENC TRI T TTGGCGCGATINNTMINTGATCACCACGCTGT®MATCATCGEA
GACGANHEICGTCGTEICTEMTTTGGCGCGATEHTIMMTGATCACCACGCTGTENATCATC GEYA

is50
TCGC|TINT[ET Gl G
TCd4TATGTGCTAAAGCCTGAGTAGATT
TCdCTAAGGGCTARAGCCTGAGTTGAGT

160
CCTGG THG A iy

170 180

T GC|TENT TLVAT CA T Glefefefefolele] T (eF Vofep.Ne T T A
AAA|ITIAT TEWAT CA T Glejfefeiefefele] T (ep Nofop el T T A

190 200

PSAA R

AAATENT TLYAT CA T Glejlefefefefefe] . [ep.Yofo¥.Ne T T A
GA|AENG GEWAR T C A Alefefellefelele] /\ [ey Nefo¥.Nel . G G
T GC|TENT TELYNT CA T Glejfefefefefefe] . [eF.Nefop Ne]TTA

CATA@AAGGTCCAAAACCTGAGTAGAGA
TCG . TENT[ET G TLY. YNNG [ofefi e A ey T[eFNT T
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8.5 Producéo Cientifica
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Abstract

Case presentation We present a case report of a woman, concurrently colonized by polymyxin-resistant E. coli and K.
pneumoniae. A Brazilian female patient, in her mid-fifties, was hospitalized with schistosomiasis. During hospitalization,
polymyxin-resistant E. coli and K. pneumoniae were isolated from surveillance cultures.

Methods Identification, antimicrobial susceptibility testings, PCR for mer-1, plasmid transfer by conjugation and whole
genome sequencing were performed.

Results E. coli ST744 and K. pneumoniae ST101 carrying mer-1 gene were described. Transconjugant E. coli was positive
for mer-1 and IncX4 by PCR. The plasmid is a 33,304-base pair plasmid, and the mcr-1 gene was the only antimicrobial
resistance gene present in the plasmid.

Conclusions This study presents a case report of a hospitalized woman, concurrently colonized by mcr-I-harboring E. coli

ST744, adifferent ST from previously described in Brazil, and a K. pneumoniae ST101.

Keywords Antimicrobial susceptibility - mer-1 « Resistance - Colistin

Polymyxins are peptide antimicrobials active against most
Gram-negative bacteria, and multidrug resistance and

22 Lauro Vieira Perdigio Neto
lauro_perdigao@ hotmail.com

! Hospital das Clinicas, University of Sio Paulo, Rua
Dr. Ovidio Pires de Campos, 225, Sala 629, Sio Paulo,
SP 05403-010, Brazil

2 Department of Infectious and Tropical Diseases, School
of Hygiene and Tropical Medicine, London WCIE 7HT, UK

*  Department of Infectious Diseases and LIM-54, University
of Sdo Paulo, Av, Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470,
Sio Paulo, SP 05403-000, Brazil

¢ School of Veterinary Medicine and Animal Science,
University of Sio Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de
Paiva, 87, Sdo Paulo, SP 05508-270, Brazil

% Microbiology Laboratory, Hospital das Clinicas, University
of Sio Paulo, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155,
Sio Paulo, SP 05403-000, Brazil

5 Rua Arruda Alvim, 107, #142, Sio Paulo, SP 05410020,
Brazil

Published online: 25 April 2019

slowdown in antibiotic discoveries were responsible for the
clinical return of this class of antimicrobials. Unfortunately,
recent data have shown a significant increase in the number
of isolates with high minimum inhibitory concentration for
polymyxins against Gram-negative microorganisms, espe-
cially Klebsiella pneumoniae [1]. Until recently, polymyxin
resistance had involved only vertical transmission due to
chromosomal mutations, but a novel plasmidial colistin
resistance gene (mcr-1) was identified, which can lead to
horizontal transmission [2]. Most mcr-1-positive isolates
origin from food animals and meat, with only a few clinical
isolates reported [3]. The gene has previously been identified
in Brazil (4], but this report is important due to co-coloniza-
tion of mer-I-harboring distinct species.

A female patient, in her mid-fifties, was hospitalized in
March 2016 with schistosomiasis. She was born and lived
in a rural town in the state of Paraiba, Northeastern Brazil.
Her main diet was foods she produced, including chickens
and pigs fed only locally sourced natural food. Three months
before admission, she moved to S&o Paulo in search of medi-
cal care. In the third week after admission, she developed

@ Springer
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Introducio: O aumento progressivo da resisténcia
bacteriana somado 2 faltz de novos agentes antimicroblanos ¢

atualmente uma das malores ameacas 3 saide global. A colistina
possul acio de amplo espectro contra bactértas Gram negatl

vas, Incluindo enterobactérias. Fol reintroduzida no arsenal
tlerapéutico devido 20 aumento na resisténcla a outras dasses.
Em 2015, na China, fol detectada pela primeira vex resisiéncia
plasmidial 2 colistinz, mediada pelo gene mer-1 em Escherichia
coll. Posteriormente surgiram relatos evidenciando sua presen-
2 em animals, alimentos, amblentes aquéticos e hospitalar.
Objetivo: Descrever 2 deteccio de mcr-1 em Fscherichia colt
reststentes 3 colistina causando Infeccio em humanos no Rrastl.
Método: Foram identificadas sete Fscherichia colf resistentes 3
colistina de pacientes em Lrés hospitals na cidade de Sao Paulo,
entre margoV2016 e Janelro/2018. Cinco cepas foram Isoladas de
Infeccio urindria. Os dados referentes &s caracteristicas cdlinicas
e epidemiologicas foram coletados dos prontudrios. Os perfis de
sensthilidade antimicroblana foram realizados por Sensititre e
microdibuicio em caldo. O gene mer-1 fol detectado por reacio
em cadefa da polimerase. Os Isolados foram submetidos 20
Sequenctamento Completo do Genoma. Monlagens de movo
foram realizadas usando o SPAdes v3.10.1. A sequéncia Upo,
plasmideos e penes de resisténcia e viruléncla foram identifica

dos utilizando ferramentas de bloinformatica. Mutagdes asso-
cladas 3 resisténcia A colisting foram verificadas com Artemis ¢
Blast2Seq. Fol realizado ensalo de conjugacio utilizando a cepa
Escherichia coli Cs00 como receptora. Resultados: O gene mer-1
fol detectado em todas as cepas. A Idade média dos pacientes fol
64 anos. Quatro amosiras foram coletadas em até 24h da ad-
miss3o. Um dos pacientes fol previamente exposto 3 zona rural.
Discussdo: As sele cepas possuiam sequéncla tipo diferentes.

> ACSSSTAGUTA REVETA CNLIGE
Deslas, sels ja foram Identificadas com micr-1 em oulros paises.
No Brasil, ha refalo apenas da sequéncia Uipo 10 com mcr-1, en-
conlrada em carnes de supermercados da cidade de Sao Paulo.
Em nosso estudo, o pacienle em que fol tsolado a sequéncla
Upo 10 trabathava num armazém de alimentos de uma rede de
supermercados. A sequéncia Upo 57 ¢ descrila pela primefra vez
com mcr-1 nesse estudo. Dados sobre o uso das polimixinas na
velerindria e a prevaléncia da restsiéncla a esse antimicroblano
no Brast] s30 escassos. Na medicina, sshemos que seu uso vem
aumentando, devido ao crescimento concomilante de infegbes
por agenles multirresistentes, reslando como opgao leraplulica
na maloria dos casos, os aminoglicosideos e as polimixinas. A
crescenle delecgo de mcr-1 levanla um alerta, visto que esle
pode eslar presente em agentes de Infecgdes comunilirias, evl-
denctando a necessidade de realizacio de testes de senstbilidade
i colistina, rolinelramente.
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