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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tornou-se um problema de saiude publica nos
ultimos anos, devido as limitacdes terapéuticas de combate a essas infecgdes. Com a
necessidade de tratar as infec¢des causadas por esses patogenos, a polimixina B, droga de
ultimo recurso, foi reintroduzida na clinica médica. Visando entender quais mecanismos estao
associados ao fenotipo de resisténcia a polimixina B e como tem ocorrido a disseminacao
dessa resisténcia, esta revisdo sistematica reuniu achados de outros estudos que investigaram
isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes a polimixina B provenientes de hospitais da
cidade do Recife, Pernambuco. Os dados obtidos revelam que existe uma correlagdo da
resisténcia a polimixina B associada a interrupcdo do gene mgrB, regulador negativo de
PhoQ. Quanto aos genes envolvidos nos sistemas de dois componentes, o gene pmrB foi o
que apresentou prevaléncia de mutacdes. Além da resisténcia a polimixina B, todos os

isolados apresentam outros genes de resisténcia associados a uma variedade de drogas, sendo

o mais incidente os genes de resisténcia aos B-lactamicos: blagpc, blargy, blasyy, blacry.y-

A associacdo desses isolados com base nos perfis filogenéticos nos permitiu observar a
ocorréncia de disseminagdo policlonal, com prevaléncia das ST855 e ST423, presentes em
mais de um recorte temporal analisado.

Palavras-chaves: Sistema de dois componentes; Resisténcia antimicrobiana; Epidemiologia

molecular; Disseminag¢ao clonal.
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INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae ¢ uma enterobactéria Gram-negativa que frequentemente
apresenta um fendtipo de multidroga resistente (MDR) (Martin & Bachman, 2018), sendo
reconhecida como “uma ameaga a saude humana” pelo Center for Diseases Control e pela
Organizagao Mundial de Satude, por apresentar alta taxa de morbimortalidade, como nos casos
de pneumonia, infec¢des do trato urinario e infecgdes da corrente sanguinea. Além disso,
isolados de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases do tipo KPC (Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase) estdo amplamente distribuidos ao redor do mundo, estando
associados a surtos de resisténcia relatados globalmente (Nass et al., 2005; Leavitt et al.,
2007). A alarmante ocorréncia de resisténcia aos farmacos disponiveis na antibioticoterapia
tem limitado o tratamento das infeccdes causadas por esses patdgenos. Essa limitagdo
reacendeu o uso das polimixinas como alternativa terapéutica de controle das infec¢des
causadas por enterobactérias, incluindo K. pneumoniae (Olaitan et al., 2014; Ortwine, et al.,
2015; Martin & Bachman, 2018). As polimixinas (polimixina B e colistina) sdo
antimicrobianos usados no tratamento de pacientes com infec¢des causadas por bactérias
resistentes aos carbapenémicos. Ambos possuem mecanismo de acdo semelhante, apesar das
diferencas em sua composi¢cdo quimica, farmacocinética e via parenteral de administracao
(Zavascki et al. , 2010). Esse grupo de farmacos sdo polipeptideos catidnicos que possuem
afinidade pelo lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa (ME) e membrana interna (MI)
de bactérias Gram-negativas, sendo essa interacdo a causa da desestabilizacdo das
membranas, resultando na lise celular (Velkov et al., 2013).

A exposi¢ao a polimixina B € responsavel por ativar os sistemas globais de regulacao
de dois componentes (TCS) presentes na membrana interna de bactérias os quais sao capazes
de perceber alteragdes no meio e desencadear uma resposta frente a presenca desse

antimicrobiano (Schmidl et al., 2014; Cheng et al., 2016). Em K. pneumoniae, os TCS mais
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relatados sdo PmrA/PmrB e PhoP/PhoQ, esses sistemas sdo compostos por duas proteinas,
sendo uma sensora histidina-quinase (PmrB e PhoQ) e outra a que atua como reguladora de
resposta (PmrA e PhoP) na cascata de ativagdo de genes de resposta (West et al., 2001). Esses
sistemas atuam por meio da ativacdo de genes, os quais conferem mecanismos de resisténcia
na presenca do antimicrobiano polimixina B. A modificagdo do lipopolissacarideo nas
membranas ¢ um dos principais mecanismos associados a resisténcia a polimixina B, por
meio da adicdo de fosfoetanolamina (PEtN) ou do 4-amino-4desoxi-L-arabiniose (L-Ara4N)
(Raetz et al., 2007; Hawley et al., 2008; Olaitan et al., 2014), resultando numa alteracao
covalente das cargas da membranas externa e interna, que subsequentemente dificulta a
interacdo farmaco-membrana responséavel pela lise da célula bacteriana (Akshay et al., 2012;
Cheng et al., 2016).

Em K. pneumoniae os sistemas de dois componentes responsaveis pela resisténcia a
polimixina B s3o PhoPQ, PmrAB e CrrAB. Sabe-se que o TCS PhoPQ contribui para a
resisténcia a polimixina B, desencadeando uma resposta direta ou indiretamente por meio do
TCS PmrAB via proteina PmrD, ativando a transcricdo de genes responsaveis pela
modificagao do LPS (Kox et al., 2000 ; Kato et al., 2003 ; Winfield & Groisman, 2004). Uma
vez ativado, o sistema PmrAB desencacdeia uma resposta via operon arnBCADTEF
(Groisman et al., 2016; Rao & Igoshin, 2021) . A ativagdo do TCS PmrAB leva a regulagao
positiva do pmrCAB e arnBCADTEF - pmrE (também chamado de pmrHFIJKLM-ugd),
operons que mediam a sintese e transferéncia de PEtN e L-Ara4N, respectivamente, para o
lipidio A (Raetz et al., 2007 ; Yan et al., 2007; Gun et al., 2008). Um terceiro sistema de dois
componentes, CrrAB também est4 associado ao contexto da resisténcia a polimixina B em K.
pneumoniae. Foi relatado que mutagdes no gene crrB aumentam a expressdo de crrC, que
regula positivamente o sistema PmrAB, resultando assim em transcri¢do elevada do gene

pmrC e do operon pmrHFIJKLM (Cheng et al., 2016), que também pode ser ativado
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diretamente pelo sistema CrrAB, resultando na modificagdo do lipidio A (McConville ef al.,
2020). Externamente aos sistemas de dois componentes, o gene mgrB, atua como regulador
negativo do sistema PhoPQ, mais precisamente sobre PhoP, que quando inativada leva a
resisténcia a polimixina B (Olaitan ef al., 2014).

Além da resisténcia associada aos mecanismos desencadeados pelos sistemas de dois
componentes, ha a ocorréncia de genes relacionados a resisténcia de varias classes de
antimicrobianos como aos B-lactimicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas, sulfonamidas,
entre outros (Koutsoumanis er al., 2021). Esses genes que conferem resisténcia aos
antimicrobianos, em alguns casos, podem estar associados a elementos genéticos moveis,
como sequéncias de inser¢do e plasmideos. O gene mcr ¢ um gene plasmidial que confere
resisténcia a colistina (polimixina E), estando associado a uma répida transmissibilidade de
resisténcia antimicrobiana por via plasmidial (Liu ef al., 2016).

No contexto da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, saber seus determinantes,
ocorréncia e fatores envolvidos na sua disseminagdo sdo possiveis através da caracterizacao
molecular e fenotipica, que auxiliam na identificagdo de clones e de linhagens
filogeneticamente correlacionadas, permitindo entender a dindmica dispersao desses isolados.

A técnica de Tipagem por Sequenciamento de Multiplos Loci (Multilocus Sequence
Typing, MLST) emprega o sequenciamento do DNA de sete genes constitutivos (abcZ, adK,
aroE, fumC, gdh, pdhC e pgm) (Maiden ef al., 1998). Esse método permite a caracterizagao
dos isolados ao sequenciar as variagdes presentes na sequéncia nucleotidica de fragmentos
internos dos genes constitutivos (Perez-Losada et al., 2013). Os isolados sdo caracterizados
pelos alelos de cada um dos sete loci, formando um perfil alélico, também denominado de
sequéncia tipo, do inglés Sequence Type (ST) (Maiden et al., 1998; Urwin & Maiden, 2003).
Cada ST recebe um ntimero arbitrdrio que ¢ correspondente a um tipo eletroforético (ET)

(Brehony et al., 2007). Quando um grupo de STs compartilha até quatro alelos em comum
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com um ST central t€m-se um complexo clonal (CC). O ST central ¢ o suposto gendtipo
ancestral, ou seja, aquele em que os outros gendtipos no complexo sdo descendentes e o
complexo ¢ entdo nomeado a partir desse ST (Maiden et al., 1998; Urwin & Maiden, 2003).

A resisténcia a polimixina B ¢ considerada alarmante em K. pneumoniae, apresentando
altas taxas entre os isolados produtores de carbapenemase relatados em estudos de vigilancia
e casos clinicos em todo o mundo (Gales et al., 2011; Jeannot et al., 2017; Poirel et al., 2017).
Alguns clones de alto risco mais disseminados mundialmente também foram encontrados no

Brasil, sendo mais incidentes os ST11, ST258 e ST345 (Bowers et al., 2015; Dong et al.,
2018). O estudo de Rodrigues (2019), revelou alta diversidade clonal entre os isolados,

incluindo nove ST diferentes (ST13, ST70, ST273, ST449, ST323, ST2084, ST1075, ST1298,
ST2687) que ndo foram associados anteriormente a resisténcia a polimixina B no Brasil,
revelando a diversidade clonal existente. Surtos com K. pneumoniae produtores de KPC e
resistentes a polimixina B estdo atribuidos principalmente ao complexo clonal 258 (CC258),
que € composto por clones epidémicos amplamente disseminados em varios paises do mundo
(Poirel et al., 2017), dos quais alguns ST associados a surtos epidémicos no mundo também
sao encontrados no Brasil. O presente trabalho tem por finalidade fazer uma Revisao
Sistematica de Literatura (RSL) para compreender: 1) Quais os principais mecanismos de
resisténcia a polimixina B estdo presentes em isolados provenientes de infecgdes na cidade do
Recife-Pernambuco; 2) Verificar se hd presenca de algum tipo clonal (ST ou CC)
predominate; 3) Identificar quais sdo os outros mecanismos genéticos associados a resisténcia

nesses isolados bacterianos.

METODOLOGIA

Este ¢ um estudo de revisdo sistematica da literatura desenvolvido com base em

produgoes cientificas indexadas nas bases de dados eletronicas: Google Académico, Medline,
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Periddicos CAPES, Portal Regional BVS, PubMed, Scielo e Scopus. Outras bases de dados
institucionais foram consultadas, como os repositorios da Universidade Federal de
Pernambuco e da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

A revisdo sistematica, assim como outros tipos de estudo de revisdo, ¢ uma forma de
pesquisa que utiliza como fonte de dados a literatura sobre determinado assunto. Esse tipo de
investigagdo disponibiliza um resumo das evidéncias relacionadas a uma estratégia de
intervencdo especifica, mediante a aplicagdo de métodos explicitos e sistematizados de busca,
apreciacgdo critica e sintese da informacao selecionada (Sampaio, 2006). A revisdo sistematica
responde a uma pergunta especifica e utiliza métodos explicitos e sistematicos para
identificar, selecionar e avaliar criticamente os estudos, para coletar e analisar os dados desses
estudos a serem incluidos na revisdo (Castro, 2001). A pergunta norteadora desta RSL foi:
Quais as caracteristicas moleculares e epidemioldgicas de isolados resistentes a polimixina B

em Recife

Para as buscas na literatura o recorte temporal abrangeu o periodo de 2016 a 2023, a
partir dos seguintes critérios de inclusdo: 1) isolados de K. prneumoniae resistentes a
polimixina B provenientes da cidade do Recife com ano de isolamento entre 2011 e 2019; 2)
Descricdo de mecanismos genéticos associados a resisténcia a polimixina B; 3) Ocorréncia de
outros genes de resisténcia atrelados aos isolados de K. pneumoniae resistentes a polimixina
B.

Para as buscas nas bases as palavras-chaves usadas foram: “ Klebsiella pneumoniae’;
“polymyxin B resistance”; “molecular mechanism”; ““Recife” or “Pernambuco”; “producing
KPC”; “epidemic outbreak”;Epidemiology * ; “Clinical isolates”. A partir disso, foram
selecionados 11 trabalhos, desses, 3 encontravam-se em duplicidade e foram descartados. Dos

8 materiais que restaram, 3 ndo atendiam aos critérios de inclusdo e foram excluidos, restando
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apenas 5 deles trabalhos para esta revisdo, os quais sdo: 3 artigos, 1 tese e 1 monografia. Os
estudos incluidos nesta RSL foram organizados da seguinte maneira: isolados agrupados por

ano de isolamento, partindo dos mais antigos até os mais recentes € seus respectivos autores.

RESULTADOS

K. pneumoniae tem sido relatada como patdgeno causador de infec¢des nosocomiais
com impacto para sade humana, estando associada a casos de resisténcia a multiplas drogas.
Esse fendtipo tem causado preocupacgdes aos orgdos de saude ao redor de todo o mundo,
devido a ameaga da indisponibilidade de recursos terapéuticos para o combate dessas
infec¢des. K. pneumoniae, por exemplo, possui a habilidade de adquirir e acumular uma
diversidade de mecanismos de resisténcia a multiplas drogas, incluindo a Polimixina B
(Gales et al., 2011; Poirel et al, 2017). Varios surtos epidémicos com isolados resistentes a
carbapenémicos e a polimixina tém sido relatados na Europa e na América.

No Brasil, a carbapenemase KPC ¢ endémica desde 2006, sendo o primeiro relato na
cidade de Recife, Pernambuco (Dalmolin et al., 2018). A vasta utilizacdo dos carbapenémicos
culminou na retomada do uso das polimixinas na antibioticoterapia, porém a pressao do uso
desses farmacos também acarretou na resisténcia as polimixinas no Brasil (Antoniadou ef al.,
2007; Sampaio, 2016). Estudos posteriores documentaram aumento nas taxas de resisténcia,
nos quais 15% dos isolados eram categorizados como resistentes a polimixina B em 2013,
conforme evidenciado por Pereira e colaboradores, em um estudo com isolados provenientes
de diversos estados brasileiros. Em 2015, a taxa de resisténcia a polimixina B chegou a 27,1%
dos isolados analisados, segundo Bartoletti e colaboradores, em um estudo realizado com
isolados da cidade de Sao Paulo (Perreira, 2013; Bartoletti, 2020).

Aires e colaboradores (2016) descreveram 2 isolados de K. pneumoniae de 2011,

provenientes de Pernambuco que apresentaram resisténcia a polimixina B devido a
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interrupgdo do gene mgrB pela IS 903B. Também foram encontradas mutagdes nonsense no
gene pmrB, responsavel pela regulacdo da transcricdo de genes que atuam na modificagdo do
LPS ou do Lipidio A frente a exposicdo polimixina. Esses isolados apresentaram-se como

clones, pertencendo a ST11. Além da resisténcia a polimixina B, os isolados carreavam os

genes: blaTgy;, blagyy € blactx.m, (resisténcia aos carbapenémicos); gnrB (resisténcia as

quinolonas); aadA, aac(3')lla e aac(6')-1b (resisténcia aos aminoglicosideos).

Silva e colaboradores (2018) reportaram 2 isolados de K. pneumoniae de 2013, que
apresentavam o gene mgrB interrompidos pela presenca da IS 5-/ike. Quanto aos genes dos
sistemas de dois componentes, nenhuma alteracdo foi relatada. Ambos os isolados foram
identificados como clones pertencentes a ST423. Além disso, eram resistentes aos
carbapenémicos, albergando os genes de resisténcia blag.; , blagyy.;; € blagpc.,. Além disso,
identificaram a presenca de um integron de classe 1 que carregava os genes dfr Al2
(resisténcia ao trimetoprim) e aad A2 (resisténcia a estreptomicina e a espectinomicina), essa
associacdo de multipla resisténcia a drogas dificultou na terapéutica do paciente
imunocomprometido que veio a dbito em decorréncia da infecgao.

Em uma investigagdo mais minuciosa acerca da resisténcia a polimixina B em
enterobactérias realizada em 2020 por Rocha e colaboradores, foram descritos 2 isolados de
K. pneumoniae de 2016, 1 dos isolados apresentou o gene mgrB interrompido devido a uma
IS903. Acerca dos sistemas de dois componentes PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB, nido foram
relatadas alteragdes. Os isolados pertenciam a ST distintas, ST15 e ST54, ambos os isolados
eram produtores de KPC-2 e apresentavam resisténcia aos carbapenémicos, aminoglicosideos,
fluoroquinolonas, fosfomicina, sulfonamida, trimetoprima, fenicol e tetraciclina. No isolado
pertencente a ST15, foi identificada a presen¢a de plasmideo IncX4 carregando o gene mcr-1,
chamando a atencdo para possivel transmissibilidade e facilidade de disseminagdo da

resisténcia a colistina.
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Recentemente, Andrade (2021) reuniu 16 isolados de K. pneumoniae coletados entre
os anos de 2014 e 2016, com a finalidade de identificar os mecanismos responsaveis pela
resisténcia a polimixina B. Todos os isolados apresentaram o gene pmrB mutado, além disso,
em alguns isolados o gene mgrB estava interrompido por sequéncias de inser¢do, sendo
relatadas as IS 903B e ISKpnl3. Quanto aos sistemas de dois componentes, no sistema
Phop/PhoQ, alguns isolados apresentaram proteinas incompletas. Para o sistema PmrB/PmrA,
o gene pmrB apresentou mutagdes do tipo frameshift, a qual resulta na mudanga da matriz de
leitura, ou missense, resultando na mudang¢a de aminodcido. O gene pmrA apresentou
mutagdes silenciosas, que ndo interferiram na fung@o proteica. Ao analisar a filogenia desses
isolados, foi possivel observar a circulagdo de varias linhagens, sendo identificadas as ST11,
ST25, ST340, ST423 e ST3990. Esses achados caracterizam uma disseminacao policlonal no

hospital. Concomitantemente, além da resisténcia a Polimixina B, genes que codificam
B-lactamases foram encontrados em todos os isolados, blaxpc, blargy, blasyy, blacry.ay,

caracterizando um perfil de resisténcia a multiplas drogas.

Em 2023, Souza, identificou 1 isolado de K. pneumoniae resistente a polimixina B, o
qual apresentou diversas mutagdes nos genes mgrB, pmrA e pmrB, sendo as do tipo frameshift
com maior significancia devido a mudanca na matriz de leitura. Esse isolado ¢ pertencente a
ST855 e ja havia sido identificado por Aires e colaboradores em 2011. Além da resisténcia a
polimixina B, o isolado também era resistente aos [-lactdmicos, aminoglicosideos,
quinolonas e sulfonamidas.

Fazendo uma sintese dos dados acerca dos mecanismos moleculares identificados nos
isolados coletados entre os anos de 2011 a 2019, ¢é possivel comparar as ST e os mecanismos
de resisténcia a polimixina B e a presenca de genes de resisténcia associados a outras classes
de antimicrobianos. A partir disso, foi construida a tabela 1, a qual reune as principais

informagdes coletadas por este trabalho.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas, moleculares e fenotipicas dos isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B.

21

Mecanismos relatados de Resisténcia a Polimixina

Sitiode = PMB CIM Perfil de Outros genes de
ID Ano infec¢ido (ug/mL) MLST mgrB phoP phoQ pmrA PmrB resisténcia Referéncia
blagpc.2, blaTgys
blagry, blacTx-p
A pelalS gnrB, aadA, aac(3')lla,
CCBH6984 2011 SWR 128 ST855 903B CON CON CON T246A, R256G aac(6')-1b Aires, 2016
blatgps blagyy.
A pelalS blacTx_pp qnrB, aadA,
CCBH7050 2011 SWR >128 ST855 903B CON CON CON  T246,R256G wadB, aac(3')1la, aac(6')-1b
blatpy1 blaghy-11,
A pela IS A309C,
KPRI1 2013 LCR >128 ST423  5-like CON  A449G  CON CON  Dlagpc.p dfrdl2, aadA2 Silva et al., 2018
blatpyr1, blaghy-11,
A pela IS A309C,
KPR2 2013 LCR >128 ST423 5-like CON A449G  CON CON blagpc.2, dfrdl2, aadA2
blatgp:-1p blashy-2s
aadA2, aph(3')-1a, ogxA,
oqxB, qnrB2, gnrS1, fosA,
C119 2016 FLP 512 ST15 CON CON SIN CON CON sull, dfrAl2, dfrA25, Rocha et al., 2020
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catA?2, tetd, tetD, mcr -1
(plasmideos IncX4)

blactx-m-2 blagyy-36

blagpc, aadAl, aadA3,
aph(3')-Vla, aac(6')-1q,

A pela qnrB34, fosA, sull, sul2,
C151 2016 CAT 32 ST54 IS 903 CON SIN CON CON dfiA15, catd2, cmlAl
blagpc.o, blatg ;.
blagry.1y.
Pol - 1 2014 SIN >64 ST11 INT CON L30Q CON  T246A,R256G  blacyus14]1-like
blagpc.p blargpy. ;.
A pela blagyy-11,
Pol - 2 2014 SAN >64 ST11 ISKpnl3 CON  A345stop CON A61stop blacTyifL14]-like
blagpc.p blargp. ;.
A pela blagpy. 11,
Pol - 3 2014 URI >64 ST11  ISKpnl3 CON  H22lIstop CON A61stop blacTXM-14]1-like
blagpc.o blatgp ;.
A pela blaSHI/']]’
Pol - 4 2014 URI >64 ST11  ISKpnl3  CON CON CON A61stop blacTXM-14]-like
blagpc.2, blatppy-1.
blagpy. 11,
Pol-5 2014 SAN >64 ST340 INT CON  H22Istop CON T246A,R256G  blacTxn-15-like

Andrade, 2021



Pol-6

Pol -7

Pol -8

Pol -9

Pol - 10

Pol - 11

Pol - 14

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

TCT

PCT

URI

URI

URI

URI

SAN

32

>64

>64

>64

32

ST11

STI11

ST11

ST11

ST11

ST25

ST25

A pela
S903B

A pela
IS903B

INT

INT

A pela
SKpnl3

A pela
IS903B

A pela
IS903B

CON

CON

CON

CON

Go6stop

CON

CON

CON

A345stop

CON

CON

CON

CON

A345stop

CON

CON

CON

CON

CON

CON

CON

G216stop

T246A,
R298stop

T246A,
R256G,
R298stop

A61stop

Ab61stop

T246A

A61stop

blagpc-2 blatga1

blagrry.11

blagpc.2, blatppy-1.

blasy.11

blagpc.2, blatppy-1.

lagry. 11, blacTxm-2-like

blagpc.2. blatgpy ;.
blagy. 11,

blacTxM-15-like

blagpc.o blatgp ;.
blasgy. 11,
blacTxm-141-like

blagpc.o, blatg ;.
blasyy. 11,
blacTxp-141-like

blagpc.p blargpy. .
blaspy. 11,
blacTx-141-like
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blagxpc.2, blatgp- 1.
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A pela A5P blagry. 1,
Pol - 15 2014 URI 16 ST25 IS903B  Géstop CON CON A61stop blacTXM-14]-like
blagpc.s, blaTpyy .
A pela blaSHV-]]’
Pol - 16 2014 URI >64 ST3990 ISKpnl3  CON CON CON A61stop blacTx-14]-like
blagpc.2, blaTtpyy. 1.
A pela blagpy. 11,
Pol - 17 2014 URI >64 ST11  ISKpnl3  CON CON CON A61stop blacTxi-14]-like
blaxpc.p blatgy 1,
blagry- 11,

Pol - 21 2016 URI 16 ST423 INT CON  A345stop CON A61stop blacTxM-15-like
blagpy. 11,
blatpp.1.

blacTx-M-2-likes
blagpc.o qnrbl9, aadal,
aph(6)-id
5C67TGG aph(4)-ia, aac(6')-iq
T2CAGCG 3JCC67AA aac(3)-iv, aadal,
U1093 2019 URI >4 ST855 TI'CCGGGA  SIN SIN TA* TGG 67GC  aph(3")-ib, sull, sul2 Souza, 2023

Legenda: AST - Aspiragdo traqueal; CAT - Cateter; CON- Conservada; FLC - Fluido cerebral; FLP - Fluido peritoneal;INT - integra; LCR - Liquido cefalorraquidiano;
MLST - Tipagem de sequéncia multiloccus; PCT - Ponta de cateter; PMB - Polimixina B; SAN - Sangue; SIN - Sem informagao; SWR - Swab retal; TCT - Transcateter; URI
- Urina *Qutras mutagdo também foram relatadas nesse estudo
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DISCUSSAO

A partir da andlise baseada nos dados colhidos na literatura selecionada a resisténcia a
polimixina B foi amplamente associada a mecanismos cromossdmicos que envolvem os
sistemas de dois componentes, como PmrA/PmrB, PhoP/PmrQ. Mutagdes associadas aos
genes dos sistemas de dois componentes, pmrA, pmrB, phoP e phoQ, estdo relacionadas a
resisténcia a polimixina B, por desencadearem alteracdo na carga das membranas devido a
adi¢do de L-Ara4N no LPS ou PEtN no lipidio A, isso compromete interagdo eletrostatica
entre o antimicrobiano e as membranas, resultando na resisténcia. Adicionalmente, mutagoes
no gene mgrB, levaram a inativagdo deste, o qual tem papel de regular negativamente PhoQ.
Quando interrompido esse gene esta relacionada a resisténcia a polimixina B, devido a
modificacdo de cargas das membranas (Gun ef al., 2008; Cannatelli et al., 2013; Paterson &
Harris, 2016; McConville ef al.. 2020).

A interrup¢do do gene mgrB foi relatada em 4 dos 5 trabalhos, tendo como fator de
interrupcao a presenca de Sequéncias de Insercao (IS), para os casos descritos em Recife, a IS
mais comum ¢ a [S903, ou seja, evolutivamente, esse mecanismo continua sendo repassado
entre as geracdes desde 2011, ano em que houve o primeiro relato por Aires e colaboradores
(2016). Outra associagao de resisténcia relacionada aos sistemas de dois componentes € a
presenca de mutagdes nos genes de manutencao desses sistemas (phoP, phoQ, pmrA e pmrB),
onde nos isolados para os quais houve investigagdo dos mecanismos de resisténcia
envolvendo esses sistemas, mesmo diante da integridade do regulador mgrB, o gene pmrB
apresentou mutagao em todos os isolados.

No trabalho de Rocha e colaboradores (2020), foi identificado no isolado da ST54 o
gene plasmidial mcr-1, sendo associado a resisténcia a colistina. Mesmo ndo sendo um
mecanismo prevalente, sua ocorréncia revela uma potencial via de disseminacao de

resisténcia a colistina (polimixina E). A descoberta do mcr-1 anuncia a violagdo do grupo de
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antibioticos de ultima escolha, as polimixinas, por resisténcia mediada por plasmideos. Essa
via de disseminagdo em associagdo com a resisténcia aos carbapenémicos entre as
enterobactérias acarreta uma grande preocupacao clinica, pois agravou o processo de sele¢do
de microrganismos resistentes (Du et al.,2016; Felgenhauer et al.,2016; Liu et al., 2016).

Quanto a filogenia dos isolados, 3 isolados pertenciam a linhagem STS855, destes, 2
sdao clones circulantes em 2011 (Aires et al., 2016), ¢ outro, circulante em 2019 (Souza,
2023), porém, além da resisténcia aos carbapenémicos e aminoglicosideos, este ultimo
isolados (Souza, 2019) conta com genes de resisténcia as quinolonas e sulfonamidas. Isso
sugere que essa linhagem deve ter adquirido mecanismos de resisténcia a outros fArmacos ao
longo do tempo, como resultado da pressdo imposta pela exposicdo aos antimicrobianos.

Em 2013, temos 2 isolados ST423, com perfil de resisténcia aos carbapenémicos,
trimetoprim e aminoglicosideos. Ja em 2014 (Andrade, 2021) ¢ possivel observar a circulagao
das ST11, ST25, ST340 e ST3990, revelando um aumento da diversidade de cepas resistentes
circulantes. O que foi observado em isolados de 2016 (Rocha et al., 2020; Andrade, 2021),
com a circulagdo de cepas de varias origens filogenéticas, como ST423, ST15 e ST54,
revelando a variedade das cepas circulantes, dos mecanismos e dos genes envolvidos nos
perfis de resisténcia.

O fenoétipo de resisténcia em K. pneumoniae apresenta uma ampla variedade de
mecanismos, devido sua capacidade de adquiri-los. Esses mecanismos atrelados a resisténcia
indicam que os eventos de adaptabilidade evolutiva, mesmo que distintos, convergem para o
estabelecimento do mesmo mesmo fendtipo de resisténcia a polimixina B. Além disso, andlise
sobres as ST circulantes revela que existem manuntencdo delas ao longo dos anos, algumas
relacionadas com surtos epidémicos no Brasil em outras regides do mundo, como ¢ o caso da

STI11 (Pereira et al., 2013; Aires et al., 2016; Braun et al., 2018).
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Além disso, a resisténcia a multiplas drogas também foi detectada, devido a presenga
de genes envolvidos na resisténcia aos [-lactdmicos, aminoglicosideos, sulfonamidas,

quinolonas e outros, os foram identificados em todos os isolados reunidos neste estudo,.

Dentre os B-lactamicos os genes mais frequentes foram: blagpc, blargys blasyy, blacry.as.

O que pode ser resultado da vasta utilizagdo de cefalosporinas de amplo espectro e
carbapenémicos no ambiente hospitalar e que impulsionou a reintroducao da polimixina B,
como droga de ultima escolha (Gurjar, 2015).

Com isso, podemos inferir uma correlagdo da resisténcia a polimixina B a essa vasta
utilizacdo dos carbapenémicos, pois sdo drogas de amplo espectro dentro do grupo dos
B-lactamicos, tendo em vista que na ineficiéncia dos carbapenémicos, pelo emergéncia de
diversos genes plasmidiais nos ultimos anos, e pela utilizagdao em larga escala da polimixina
de maneira indiscriminada na clinica, o que pode ter induzido a resisténcia a este farmaco.
Contribuindo para o perfil de resisténcia a multiplas drogas em K. pneumoniae, outros genes
estdo associados a resisténcia a trimetoprima, aminoglicosideos, fluoroquinolonas,
fosfomicina, sulfonamida, fenicol, tetraciclina e tigeciclina.

Com base nos achados reunidos por esta revisdo sistematica, podemos inferir a
disseminagdo policlonal de isolados de K. pneumoniae resistente a polimixina B em Recife ao
longo do intervalo de tempo estudado. Esse fenotipo de resisténcia a polimixina B tem como
principal mecanismo a interrupcdo do gene mgrB , mecanismo também descrito por
(Cannatelli ef al., 2013; Aires et al., 2016; Paterson & Harris, 2016) também encontrado nos
trabalhos aqui reunidos (Aires et al., 2016; Silva et al., 2018; Rocha et al., 2020; Andrade,
2021).

Além disso, a maioria dos isolados resistentes a polimixina B analisados por este
trabalho apresentam mutagdes no gene pmrB. O gene pmrB codifica uma proteina sensora

histidina-quinase (PmrB), a qual é responsavel por fosforilar a proteina reguladora de resposta
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(PmrA). O sistema PmrA/PmrB estd relacionado a ativacdo de genes que desencadeiam a
modificacdo de cargas das membranas por distintas vias, seja adicionando L-Ara4N ao LPS
ou PEtN ao lipidio A, culminando na resisténcia a polimixina (Olaitan et al., 2014; Paterson
& Harris, 2016; McConville et al., 2020). E a partir de PmrB que o mecanismo que resulta na
resisténcia tem origem, sendo assim, mutagdes envolvendo esse gene devem ser melhor

estudadas para compreensao de seus impactos na resisténcia a polimixina B.

CONCLUSAO

A partir do levantamento realizado por este estudo foi possivel observar lacunas
temporais existentes nos anos de 2012, 2015, 2017, 2018, referente aos estudos de isolados
resistentes a polimixina B, sendo assim, ¢ imprescindivel que novos estudos de epidemiologia
molecular sejam realizados para que tenhamos melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na disseminagdo da resisténcia a polimixina B nos hospitais da cidade do Recife.

No entanto, diante dos dados aqui estudados podemos concluir, que:

e (O principal mecanismos associado a resisténcia a polimixina B em Recife ¢ a
interrupgdo do gene mgrB devido a adi¢do de sequéncias de inser¢ao;

e C(Considerando os genes dos sistemas de dois componentes acredita-se que mutagdes no
gene pmrB tenham maior impacto na resisténcia a polimixina;

e (Quanto a circulacao de cepas ao longo dos anos analisados fica evidente disseminacao
policlonal de cepas resistentes a polimixina B, porém hé prevaléncia da ST855 e da

ST423, as quais aparecem em mais de um recorte temporal analisado;

e Todos os isolados apresentaram resisténcia aos carbapenémicos, com a presenga do

gene blagpc.
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e Além da resisténcia aos carbapenémicos, os isolados resistentes a polimixina
apresentaram  resisténcia  associada a  trimetoprima,  aminoglicosideos,

fluoroquinolonas, fosfomicina, sulfonamida, fenicol, tetraciclina e tigeciclina.

Para que seja possivel uma tomada de decisdo assertiva com finalidade de mitigar a
problemadtica da resisténcia antimicrobiana na cidade do Recife, Pernambuco, ¢ necessario
que mais estudos acerca da epidemiologia molecular sobre os mecanismos de resisténcia a
polimixina B e outros antimicrobianos sejam realizados. Os altos indices de resisténcia a
polimixina e outros antimicrobianos sdo preocupantes, pois tem impacto direto na clinica
médica, refletindo no aumento da morbidade e mortalidade. Diante da problematica aqui
apresentada e seus impactos para saude publica, evidencia-se a necessidade de criacao de
programas de vigilancia epidemiologica com o objetivo de monitorar, controlar e minimizar a

problematica da resisténcia aos antimicrobianos.
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ANEXO A

MEMORIAS

DO INSTITUTO OSWALDO CRUZ
ISSN: 0074-0276

INSTRUCOES AOS AUTORES

O conteudo das Memorias ¢ de livre acesso aos leitores e nao ha cobranca de taxa de
publicacio dos autores.As Memorias do Instituto Oswaldo Cruz decidiram simplificar as
exigéncias quanto ao formato dos manuscritos submetidos. A partir de agora, todos os
manuscritos poderdo ser submetidos em qualquer formato de texto desde que seguida a
subdivisao comum dos artigos cientificos, como introdu¢ao, materiais € métodos, resultados,
discussdo e referéncias. Para artigos de Revisdes e Perspectivas, os autores poderdo utilizar as
secoes que melhor se adequam a estrutura e ao conteudo do manuscrito proposto. Todos os
manuscritos deverdo conter, além do titulo e do resumo, detalhes completos dos autores e
instituigdes, agradecimentos por qualquer assisténcia técnica ou financeira, bem como indicar
quaisquer conflitos de interesse. Este formato de texto flexivel serd utilizado para a analise

inicial e revisdo por pares. Se o manuscrito for aceito,
Apos a aceitagdo, o manuscrito devera ser organizado no seguinte formato:

O manuscrito devera ser elaborado em software padrao de processamento de texto e devera
ser impresso (fonte 12) em espago duplo em todo o texto, legendas de figuras e referéncias,
com margens de no minimo 3 cm. As figuras deverdo vir na extensdo tiff, com resolucao

minima de 300 dpi. As tabelas e legendas das figuras deverdo ser apresentadas todas juntas
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em um Unico arquivo. As figuras devem ser carregadas separadamente como arquivo

suplementar.

Titulo : com até 250 caracteres

Nomes dos autores : sem titulos ou graduagdes

Afiliacdes institucionais : endere¢o completo de todos os autores

Resumos: Fornega um resumo de até 200 palavras. Os resumos dos artigos de pesquisa
devem ser estruturados em 5 secdes como segue: FUNDAMENTOS, OBJETIVOS,
METODOS, RESULTADOS ¢ PRINCIPAIS CONCLUSOES, cada secio abordando
respectivamente o problema, o objetivo do estudo, a principal abordagem metodoldgica, os

achados mais importantes e as conclusdes do estudo. o estudo.

Palavras-chave : 3-6 itens devem ser fornecidos. Devem ser usados termos da lista Medical

Subject Headings (Mesh) do Index Medicus.
Patrocinios : indicar as fontes de apoio financeiro.

Introducao : deve definir o objetivo do estudo, fornecer um breve resumo (n3o uma revisao)
de trabalhos anteriores relevantes e indicar quais novos avancos foram feitos na investigagao.

Nao deve incluir dados ou conclusdes do trabalho que est4 sendo relatado.

Materiais e Métodos : devem fornecer informagdes completas e claras para permitir que o
estudo seja repetido por outros. As técnicas padrdo precisam apenas ser referenciadas.
Entretanto, se uma modificacdo tiver sido feita em um protocolo padrdo, ela devera ser

claramente descrita.

Etica : ao relatar experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos seguidos
estavam de acordo com os padrdes éticos do comité responsavel pela experimentagdo humana
(institucional ou regional) e com a Declaragdo de Helsinque de 1975, revisada em 1983. Ao
relatar experimentos em animais, indique se o guia da instituicdo ou de um conselho nacional
de pesquisa, ou qualquer lei nacional sobre o cuidado e uso de animais de laboratorio, foi
seguido. Caso o trabalho de investigacdo utilize recursos naturais (plantas, microrganismos,
amostras de biodiversidade) os autores devem fornecer uma declaracdo de que o trabalho de

investigacao estd em conformidade com os regulamentos nacionais sobre este assunto.

Resultados : devem ser um relato conciso das novas informagdes descobertas, com o minimo

de julgamento pessoal. Nao repetir no texto dados ja descritos em tabelas e ilustragdes.
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Discussao : deve enfatizar a relevancia das novas informagdes ¢ relacionar as novas

descobertas com o conhecimento existente. Somente citagdes inevitaveis devem ser incluidas.

Agradecimentos : devem listar e dar crédito total a todos aqueles (exceto os autores) que

ajudaram na realizacdo do trabalho de pesquisa (incluindo as organizagdes financiadoras).

Conflito de interesses: os autores devem divulgar qualquer conflito de interesses relacionado

ao seu trabalho de pesquisa.

Contribuiciao do autor : indicar a contribuicao de cada autor para o trabalho de pesquisa.

REFERENCIAS

Deve ser preciso. Somente citagdes que aparecem no texto devem ser referenciadas. Artigos
em Preprint Servers s6 podem ser citados se for fornecido um DOI. Artigos ndo publicados, a
menos que sejam aceitos para publicacdo, ndo devem ser citados. O trabalho aceito para
publicagdo deve ser referido como “no prelo” e o link do periddico para o manuscrito aceito
ou uma carta de aceitacao do periodico deve ser fornecido. Dados ndo publicados somente
deverdo ser citados no texto como “observacdes nao publicadas”, devendo ser fornecida uma
carta de autorizacdo do autor. As referéncias ao final do artigo deverdo ser listadas em ordem

numérica e na mesma ordem em que sao citadas no texto.

Deve ser preciso. Somente citagdes que aparecem no texto devem ser referenciadas. Artigos
em Preprint Servers s6 podem ser citados se for fornecido um DOI. Artigos ndo publicados, a
menos que sejam aceitos para publicacdo, ndo devem ser citados. O trabalho aceito para
publicagdo deve ser referido como “no prelo” e o link do periddico para o manuscrito aceito
ou uma carta de aceitacdo do periddico deve ser fornecido. Dados ndo publicados somente
deverdo ser citados no texto como “observacdes nao publicadas”, devendo ser fornecida uma
carta de autorizagdo do autor. As referéncias ao final do artigo deverao ser listadas em ordem

numérica e na mesma ordem em que sdo citadas no texto.

Para garantir que suas referéncias sejam publicadas conforme solicitado, envie arquivos
sem Mendeley Hyperlink ou similar. Referéncias criadas com marcas de edicio causarao

correcoes inadequadas durante o processo de edicdo, causando atrasos.
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O TiTULO DAS REVISTAS

Deve ser abreviado de acordo com o NLM Title Abbreviation for Journals atualmente
indexado no MEDLINE. Para obter detalhes, visite

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog?term=currentlyindexed

CITACOES NO TEXTO
Um numero ¢ atribuido a uma fonte na ordem em que ela ¢ citada no texto. Se a fonte for

referida novamente, o mesmo nimero sera usado.
Use algarismos arabicos sobrescritos (1,2,3,4,5,6,7,8,9) dentro de colchetes curvos.

Liste cada numero de referéncia separado por virgula ou por travessio para uma
sequéncia de numeros consecutivos. Nio deve haver espacos entre virgulas ou

travessoes. Ex.: (1,3,6-8)

A citacio no texto é colocada imediatamente apds o texto, que se refere a fonte citada.
Ex.: Estas observagdes foram consistentes com aquelas feitas na Venezuela, no Brasil e na

Guiana Britanica. (1-4)

O nome do autor também pode ser incluido no texto.

Ex.: O método de quantifica¢do da viabilidade dos ovos foi adaptado de Farnesi et al. (1)
NO FINAL DO PAPEL USE OS SEGUINTES ESTILOS

Artigo de revista
Chagas C, Villela E. Forma cardiaca da tripanossomiase americana. Mem Inst Oswaldo Cruz.

1922; 14(1): 05-61.

Livro e Tese
Forattini OP. Entomologia médica. Psychodidae, Phlebotominae, Leishmaniose, Bartonelose.

Vol. 4. Sao Paulo: Edgard Blucher; 1973. 658 pp

Genes e antigenos de parasitas. Um manual de laboratério. 2% edi¢cdo. Rio de Janeiro: Fiocruz;

1983. xxii + 580 pp.

Mello-Silva CC. Controle alternativo e alteragdes fisioldgicas em Biomphalaria glabrata

(Say, 1818), hospedeiro intermediario de Schistosoma mansoni Sambom, 1907 pela acdo do
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latex de FEuphorbia splendens var. hislopii NEB (Euphorbiaceae) [Tese de doutorado].
Seropédica: Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro; 2005. 85 pp.

Capitulo do livro
Cruz OG. A profilaxia da maléria no centro e sul do Brasil. /n : Ross R, A prevengdo da

maléria. Londres: John Murray; 1911. 390-8.

Artigo de revista na Internet

Abood S. Iniciativa de melhoria da qualidade em lares de idosos: a ANA desempenha um
papel consultivo. Sou J Nurs [Internet]. 2002 [citado em 12 de agosto de 2002]; 102(6).
Disponivel em: http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm.

Monografia na Internet

Foley KM, Gelband H, editores. Melhorando os cuidados paliativos para o cancer
[monografia] [Internet]. Washington: Imprensa da Academia Nacional; 2001 [citado em 9 de
julho de 2002]. Disponivel em: http://www.nap.edu/books/0309074029/html/.

Pagina inicial/site

Cancer-Pain.org [pagina inicial na Internet]. Nova York: Associa¢do de Recursos Online do

Cancer, Inc.; c2000-01 [atualizado em 16 de maio de 2002; citado em 9 de julho de 2002].

Disponivel em: http://www.cancer-pain.org/.

Parte de uma pagina inicial/site

da American Medical Association [pdgina inicial na Internet]. Chicago: A Associacdo;
c1995-2002 [atualizado em 23 de agosto de 2001; citado em 12 de agosto de 2002]. Escritorio
de ligacdo de pratica de grupo da AMA; [cerca de 2 telas]. Disponivel em:
http://www.ama-assn.org/ama/pub/category/1736.html.

BANCO DE DADOS NA INTERNET

Banco de dados aberto
Who’s Certified [banco de dados na Internet]. Evanston (IL): O Conselho Americano de
Especialistas Médicos. ¢2000 - [citado em 8 de marco de 2001]. Disponivel em:

http://www.abms.org/newsearch.asp

Banco de dados fechado
Jablonski S. On-line Sindromes de Anomalia Congénita Multipla/Retardo Mental (MCA/MR)
[Internet]. Bethesda (MD): Biblioteca Nacional de Medicina (EUA). c1999 [atualizado em 20
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de novembro de 2001; citado em 12 de agosto de 2002]. Disponivel em:
http://www.nlm.nih.gov/mesh/jablonski/syndrome title.html.

Parte de um banco de dados no Internet
MeSH Browser [Internet]. Bethesda (MD): Biblioteca Nacional de Medicina (EUA); 2002.
Meta-analise; 2003 [citado em 10 de junho de 2003]; [cerca de 15h]. Disponivel em:

http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html.

Figuras: apresentado em formato tiff com minimo de 300 dpi. As fotografias devem ser bem
focadas, bem contrastadas e, se montadas em placa, as figuras devem ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos. A ampliagdo deve ser indicada por uma linha ou
barra na figura e referenciada, se necessario, na legenda (por exemplo, barra = 1 mm). As
placas e figuras de linha devem caber em uma coluna (8 cm) ou em toda a largura (16,5 cm)
da pagina e devem ser menores que o comprimento da pagina para permitir a inclusdo da
legenda. As letras e os numeros nas figuras devem ter tamanho legivel apés redugdo ou
impressao. Uma fotografia colorida ou ilustracdo relacionada ¢ utilizada nas redes sociais da
Revista (Twitter, Instagram e Facebook) para breve informagao sobre o contetido dos artigos

aceitos.

Tabelas : devem complementar, ¢ ndo duplicar, o texto e devem ser numeradas com
algarismos romanos. Um breve titulo descritivo deve aparecer acima de cada tabela, com

quaisquer explicagdes ou notas de rodapé (identificadas com a, b, c, etc.) abaixo.

Material suplementar : refere-se aos arquivos que os autores fornecem para publicagao junto
com seu artigo. Geralmente devem ser pegas adicionais ao artigo que ndo puderam ser
incluidas no fasciculo, como apéndices, planilhas, tabelas, figuras impossiveis de produzir
dentro do artigo. Esses arquivos serdo enviados aos revisores para revisio por pares,

juntamente com os arquivos principais do artigo.
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Recomendamos que os arquivos Suplementares estejam no seguinte formato:

- Excel ou qualquer planilha devem ser carregados em formato PDF ou fornecer link para
acesso aos arquivos

- Figuras suplementares com cinco ou mais pegas favor fornecer um arquivo PDF com o

maximo de figuras possivel.

Recomendamos fornecer arquivos de tamanho pequeno para download rapido.

Revisao/Perspectiva: artigos no formato “revisdo/perspectiva” sdo aceitos somente mediante

convites feitos pelo editor ou editores associados.

Formato alternativo: os manuscritos podem ser submetidos seguindo os “Requisitos Uniformes
para Manuscritos Submetidos a Revistas Biomédicas” produzidos pelo Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas, também conhecido como Estilo Vancouver. Neste caso, os autores
deverdo seguir as orientagdes da quinta edi¢do (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou
no site http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm) e serd responsavel por modificar
o manuscrito onde for diferente das instrugdes aqui fornecidas, caso o manuscrito seja aceito para
publicagdo.

Os autores também devem seguir os Requisitos Uniformes para quaisquer diretrizes omitidas

nestas Instrucoes.
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