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RESUMO

Klebsiella pneumoniae, uma das principais causas de infec¢cdes hospitalares é
considerada patdgeno oportunista, causador de varios tipos de infeccgles,
principalmente em individuos hospitalizados. A incidéncia de K. pneumoniae
resistente aos carbapenémicos (KPRC) tem aumentado em todo o mundo, tornando-
se uma ameaca a saude publica. Desta forma, a busca de pacientes colonizados
e/ou infectados através de cultura de vigilancia ativa tem sido adotada como medida
de prevencao e controle da disseminacéo da resisténcia. O objetivo desse estudo foi
a determinacdo da diversidade clonal, associada aos perfis genéticos de resisténcia
aos carbapenémicos em isolados de culturas de vigilancia ativa, de um hospital no
Rio de Janeiro. Para isso, foi realizado: a) identificacdo de KPRC de pacientes
admitidos em UTI; b) pesquisa de genes de resisténcia; c) estabelecimento de
relacbes clonais pelo ERIC-PCR; d) avaliacdo da diversidade genética de K.
pneumoniae carreando blanom por MLST. Dos 108 isolados identificados como K.
pneumoniae pelo VITEK I, 103 foram confirmados pela PCR. Todos os isolados
(103/103) foram resistentes aos [-lactamicos testados, 94% (97/103) a
ciprofloxacina, 84 % (87/103) a tigeciclina, 77% (79/103) a gentamicina, 62%
(64/103) a amicacina e 35% (36/103) a colistina. O gene blakec foi encontrado em
89% (92/103) dos isolados, blaoxa4s em 37% (38/103), mcr-1 em 23% (18/103),
blaviv € blanom em 11% (11/103), blaskc em apenas um isolado, blawe e blaspm N&o
foram encontrados e dois isolados foram negativos para todos os genes. O ERIC-
PCR resultou em 83 perfis genéticos e 7 possiveis grupos clonais com percentual de
identidade acima de 80%. Onze isolados blanpm positivos foram agrupados em trés
perfis de resisténcia e quatro gendtipos de resisténcia. A analise genotipica revelou
11 STs diferentes, sendo 8 novos e 3 descritos e dois complexos clonais (CC258 e
CC15). No presente estudo, relatamos, pela primeira vez K. pneumoniae de culturas
de vigilancia carreando blanowm, kpc, oxa-as € vim, pertencentes ao ST515. Os dados
aqui apresentados nos permitem concluir que a abordagem de cultura de vigilancia
ativa deve ser considerada essencial no combate da resisténcia antimicrobiana no

ambiente hospitalar.

Palavras Chave: relagdes clonais, cultura de vigilancia, K. pneumoniae, resisténcia

aos carbapenémicos, gendtipos de resisténcia.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae, considered an opportunistic pathogen, is a major cause of
infectious processes, especially in hospitalized individuals. The incidence of
carbapenem-resistant K. pneumoniae (CRKP) has increased worldwide, becoming a
threat to public health. Thus, the search for colonized and / or infected patients
through active surveillance cultures has been adopted as a measure to prevent and
control the spread of antibiotic resistance. The objective of this study was to
determine the clonal diversity associated with the carbapenem-resistance genetic
profiles in isolates from active surveillance cultures from a hospital in Rio de Janeiro.
For this purpose, it was performed: a) identification of CRKP of patients admitted to
the ICU; b) research of resistance genes; c) establishment of clonal relations by
ERIC-PCR; d) evaluation of the genetic diversity of K. pneumoniae carrying blanom by
MLST. Out of the 108 isolates identified as K. pneumoniae by VITEK II, 103 were
confirmed by PCR. One hundred percent (103/103) were resistant to the all -
lactams tested, 94% (97/103) to ciprofloxacin, 84% (87/103) to tigecycline, 77%
(79/103) to gentamicin, 62% (64 / 103) to amikacin and 35% (36/103) to colistin. The
blakec gene was found in 89% (92/103) of the isolates, blaoxa-4s in 37% (38/103),
mcr-1 in 23% (18/103), blavim and blanom in 11% (11/103), blaskc in only one isolate,
blaive and blaspm were not found and two isolates were negative for all genes. ERIC-
PCR resulted in 83 genetic profiles and 7 possible clonal groups with an identity
percentage above 80%. Eleven positive blanom isolates were grouped into three
resistance profiles and four resistance genotypes. Genotypic analysis revealed 11
different STs, 8 new and 3 described and two clonal complexes (CC258 and CC15).
In the present study, we reported for the first time K. pneumoniae from surveillance
cultures carrying blanom, KPC, OXA-48 and VIM, belonging to ST515. The data
presented here leads us to conclude that the active surveillance culture program is

an essential approach in combating antimicrobial resistance.

Keywords: clonal relationships, surveillance culture, K. pneumoniae, resistance to

carbapenems, resistance genotypes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Vigilancia sanitaria no ambiente hospitalar

O Sistema Unico de Saude (SUS), aprovado através da Lei Organica da Saude —
Lei n® 8.080, de 19 de setembro de 1990, tem como objetivo e atribuicdo “a assisténcia
as pessoas por intermédio de acdes de promocado, protecdo e recuperacdo da saude,
com a realizacdo integrada das acg0es assistenciais e das atividades preventivas”. De
acordo com essa Lei, a Vigilancia Sanitaria € definida como “um conjunto de agdes
capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas
sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producdo e circulacdo de bens e da
prestacdo de servigos de interesse da saude”, abrangendo: o controle de bens de
consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a saude, compreendidas
todas as etapas e processos, da producdo ao consumo e o controle da prestacdo de
servigos que se relacionam direta ou indiretamente a satde. Sendo assim, 0s servigos
de atencao a salde sdo submetidos as a¢fes de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1990).

De acordo com a organizacdo mundial da saude (OMS), um hospital € um
estabelecimento que fornece cuidados médicos de curto e longo prazo, consistindo em
servicos diagnosticos, terapéuticos, ambulatoriais e de reabilitacdo para pessoas
debilitadas por alguma patologia e ou leséo e para parturientes.

Dentre varios problemas enfrentados pelos hospitais, a resisténcia aos
antimicrobianos continua aumentando e é hoje considerada uma grande ameaca ao
tratamento de infeccbes, particularmente entre pacientes hospitalizados. As razfes para
a variabilidade nas taxas de resisténcia em todo o mundo séo ainda desconhecidas,
mas podem ser relacionadas diferencas nos procedimentos diagndésticos, padroes de
uso temporario ou praticas de prevencdo e controle de infecgbes (MULVEY; SIMOR,
2009).

Nos estabelecimentos de assisténcia a saude, o crescente aumento de bactérias
multirresistentes aos antimicrobianos e a falta de op¢des terapéuticas a curto e médio
prazo tem se tornado um grande desafio para o controle de infecgbes relacionadas a

assisténcia a saude (IRAS) (GARCIA et al.,, 2017), especialmente em Unidade de
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Terapia Intensiva (UTI), visto que os pacientes se encontram debilitados e muitas vezes
imunodeprimidos, apresentando baixa resposta contra estes patdégenos (OLIVEIRA,;
DAMASCENO, 2009; CORREA, 2017). Desta forma, as IRAS sdo uma das principais
causas de morbimortalidade nosocomial, podendo estar associada a doengas graves,
intervencdes medicas e cirargicas e complicacdes a elas relacionadas (VALADARES et
al., 2017; GUIMARAES et al., 2011; FERRAZ, 2016).

De acordo com Medina-Polo e colaboradores (2014), as IRAS constituem
complicagbes potencialmente graves que implicam no aumento de custos, tempo de
permanéncia hospitalar, além de favorecer a selecdo e disseminacdo de
microrganismos multirresistentes.

Diante desta problematica, é necessaria a implementacdo de programas
intensivos de prevencdo e controle de IRAS baseados em abordagens eficientes no
controle da disseminac&o da resisténcia microbiana no ambiente hospitalar (SIMOES et
al, 2016; ANVISA, 2017). Conforme o European Center for Disease Prevention and
Control (ECDC), aproximadamente 20% a 30% das IRAS séo consideradas preveniveis
por meio de programas de controle e higiene intensivos (ECDC, 2016; ANVISA, 2016).
As medidas de prevencao de IRAS devem ser adotadas em todos os estabelecimentos
de assisténcia a saude. Componentes importantes desses programas incluem a
vigilancia, investigacao e controle de surtos, protocolos de esterilizacdo e desinfeccéo
de equipamentos. Além da implementacédo de praticas de cuidados aos pacientes tais
como higienizagdo das maos, isolamento e barreiras entre pacientes
infectados/colonizados (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017),
capazes de reduzir até 70% algumas das infec¢bes, como por exemplo, infec¢bes da
corrente sanguinea (CDC, 2016; ANVISA, 2016).

Neste contexto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e as
coordenacdes, estadual (Coordenacdes Estaduais de Controle de Infeccdo Hospitalar -
CECIH), municipal (Coordenac¢des Municipais de Controle de Infeccdo Hospitalar -
CMCIH) e local (Comissdes de Controle de Infeccdo Hospitalar - CCIH) tornam-se
essenciais na implantagéo, sustentabilidade e expansdo de um programa de vigilancia
e prevencao de IRAS e para o controle da disseminagéo da resisténcia microbiana (RM)
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).
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1.2 Controle de infeccdo hospitalar no Brasil

As infeccdes hospitalares ou IRAS séo definidas como aquelas adquiridas apés a
internacdo do paciente em hospital, ou outro estabelecimento de salde, e que se
manifeste durante a internacdo ou mesmo apos a alta, quando puder ser relacionada
com a hospitalizagdo (BRASIL, 1997). As infecgbes mais frequentes incluem as da
corrente sanguinea associada ao cateter venoso central, as infec¢des do trato urinario
associadas a cateter vesical, infeccbes do sitio cirdrgico e pneumonia associada a
ventilacdo mecanica (KHAN et al., 2017).

No Brasil, apesar de ndo haver uma sistematizacdo dos dados, estima-se que
aproximadamente de 5% a 15% dos pacientes hospitalizados e 25% a 35% dos
pacientes admitidos em UTI adquiriram algum tipo de IRAS, em geral, a quarta causa
de mortalidade nesse ambiente (OLIVEIRA et al., 2012; LORENZINI et al., 2013).
Destacam-se a infec¢ao do trato urinario (35 — 45%), infec¢céo de trato respiratério (15 —
25%), bacteremia (10 — 20%) e infeccdo de sitio cirGrgico (14 — 16%) (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013a; OLIVEIRA et al., 2012).

O problema da infec¢do hospitalar s6 foi assumido pelo Estado em 1983, com a
publicacdo da Portaria n° 196 pelo Ministério da Saude, que tornou obrigatéria a
implantacdo de Comissdes de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) em todos os
hospitais do pais (BRASIL, 1983). Essa portaria foi substituida pela Portaria n°
930/1992 e posteriormente revogada pela Lei 9431/1997 que dispbe sobre a
obrigatoriedade de hospitais manterem um Programa de Controle de Infecgéo
Hospitalar (PCIH) e criarem uma CCIH. Para os efeitos desta Lei, este programa
envolve o conjunto de agdes desenvolvidas deliberada e sistematicamente com vistas a
redugcdo maxima possivel da incidéncia e da gravidade das infec¢cbes hospitalares
(BRASIL, 1997).

A ANVISA coordena o Programa Nacional de Controle de Infeccdo Hospitalar
(PNCIH) e conta com o auxilio das CCIH. A CCIH coordena as ag¢0es de vigilancia
epidemiologica das infec¢des hospitalares, supervisionam normas e rotinas técnico-

operacionais relacionadas a prevencao e controle das infec¢des, capacitam o quadro
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de funcionarios e profissionais da instituicdo, desenvolvem ac¢des para o uso racional de
antimicrobianos, saneantes e materiais médico-hospitalares e realizam investigacéo
epidemiologica de casos e surtos, implementando medidas imediatas de controle,
dentre outras atividades, como fiscalizar se as determina¢fes da vigilancia sanitaria
estdo sendo cumpridas (BRASIL, 1997). Em 2012 a ANVISA instituiu a Comisséo
Nacional de Prevencéo e Controle de Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude, cuja
atividade foi a elaboracdo do Programa Nacional de Prevencao e Controle de Infec¢des
Relacionadas a Assisténcia a Saude — PNPCIRAS. O objetivo geral do programa é
reduzir a incidéncia de IRAS e combater a resisténcia microbiana. A responsabilidade
de acompanhamento dos PCIH nos hospitais é da Vigilancia Sanitaria, a qual nao
somente inspeciona como também deve prestar cooperacdo técnica aos hospitais,
orientando para o0 exato cumprimento e aplicacdo das diretrizes estabelecidas pela
legislacdo sanitaria pertinente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2012).

Em 2016, foi publicado o PNPCIRAS para o quinquénio 2016-2020 que entre
seus objetivos especificos estabelece o de consolidar o Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica das IRAS com acdes estratégicas para melhorar a regularidade da
notificacdo e, consequentemente, reduzir a subnotificacdo (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2016). Além disso, o PNPCIRAS define também como
objetivos especificos reduzir a incidéncia das IRAS prioritarias; prevenir e controlar a
disseminacdo da resisténcia microbiana em servicos de saude; e consolidar o
PNPCIRAS (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

Assim, cada instituicdo deve estabelecer estratégias de acdo, sendo primordial a
racionalizacéo do uso de antimicrobianos no hospital. A implantacdo de um sistema de
auditoria deve ser realizada pela equipe da CCIH, ser dindmico e adaptado as
necessidades de cada estabelecimento de salde que deve ser essencial para qualquer
programa de controle de antimicrobianos. Neste controle, devera ser considerada a
eficacia do antimicrobiano, efeitos adversos, custos e padrdo de sensibilidade dos

microrganismos prevalentes.
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1.3 Vigilancia microbioldgica ativa

A vigilancia ativa € um componente importante para o controle de
microrganismos multidroga resistentes (MDR), pois permite a deteccdo de patdgenos
emergentes, o0 monitoramento de tendéncias epidemiologicas e mensura a eficacia das
intervencdes. As estratégias variam desde a vigilancia de resultados obtidos através de
cultura clinica (atendimento de rotina), até a realizacdo de culturas de vigilancia ativa
para detectar a colonizacdo assintomatica (SARAIVA, 2013), a fim de minimizar a
transmissao cruzada a partir do paciente colonizado ou infectado, que deve ser mantido
em isolamento de contato (ALMEIDA, 2016; FERREIRA, 2017). Culturas de vigilancia
epidemiologica podem ser definidas como a observagéo sistematica da ocorréncia de
um evento e a avaliacdo de fatores que determinam a tendéncia de aumento ou
diminuicao desta ocorréncia (CHAGAS et al., 2016).

A coleta de cultura de vigilancia de rotina é considerada a abordagem mais
sensivel para identificacdo de pacientes colonizados com MDR. Os dados de vigilancia
fornecem informacdes individuais dos pacientes, bem como o perfil epidemiolégico de
setores do hospital. Esta informacdo pode sinalizar a necessidade da adocdo de
precaucbes de contato e outras intervencfes para limitar a disseminacdo do MDR,
evitando a exposicdo desnecessaria do paciente. Essa abordagem vem sendo
considerada como a técnica de vigilancia mais utilizada para detectar bactérias
multirresistentes que colonizam o trato intestinal (STIER et al, 2015). Existe ainda a
recomendacao de se realizar cultura de vigilancia por meio de swab retal em pacientes
gue tenham sido hospitalizados anteriormente. HA consenso de que sejam realizadas
também, culturas ativas em pacientes que estdo proximos a um paciente indice, se
existir evidéncia de transmissdo de microrganismo multirresistente dentro de uma
unidade ou se os padrbes de resisténcia ameacarem a capacidade de tratamento da
infeccdo. A CCIH deve avaliar os principais fatores de risco (internagdao em UTI, uso
prolongado de antimicrobianos, uso de dispositivos invasivos) para microrganismos
multirresistentes (SARAIVA, 2013).

Cada unidade hospitalar que trabalha com cultura de vigilancia epidemiol6gica

deve ter o seu proprio protocolo de implementacdo, conforme o perfil epidemiologico da
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instituicdo. Geralmente os patdogenos de maior relevancia clinica sdo: Staphylococcus
Negative-Coagulase (SCoN); Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA);
Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE); enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos (ERC), bacilos Gram-negativos produtores de B-lactamase AmpC e os
bacilos Gram-negativos resistentes aos carbapenémicos (FRANCO, 2017,
FERREIRA,2017).

Embora amostras de fezes sejam consideradas o “padrao ouro” para rastrear
patégenos intestinais em geral e, em particular, ERC, swabs retais sdo frequentemente
utilizados devido a questbes praticas, tais como facilidade de coleta, manuseio e
processamento. Estudo realizado com culturas ativas em pacientes de UTlI em um
hospital de emergéncia de Pernambuco, mostrou que 88% do total de amostras
coletadas, K. pneumoniae foi o0 microrganismo mais frequente (31,8%) (ALMEIDA et al,
2018).

1.4 Multirresisténcia bacteriana aos antibiéticos

Microrganismos MDR representam um dos principais agravos as IRAS, pois
muitas vezes sao endémicos devido a presséo seletiva pelo uso de antimicrobianos de
espectro estendido, levando a disseminacao de diferentes mecanismos de resisténcia.

De acordo com o Global Antimicrobial Surveillance System (GLASS), ha uma
ocorréncia generalizada de resisténcia aos antibioticos entre 500 mil pessoas com
suspeita de infeccdo bacteriana em 22 paises. As bactérias resistentes mais
comumente relatadas foram Escherichia coli, K. pneumoniae, S aureus, Streptococcus
pneumoniae e Salmonella spp. (GLASS, 2017). De acordo com a OMS, os principais
patdgenos multirresistentes incluem S. aureus resistente a oxacilina (ORSA), VRE e,
mais recentemente, enterobactérias produtoras de B-Lactamase de Espectro Estendido
(ESBL) e Acinetobacter baumannii resistente a antibidticos carbapenémicos
(ROCHA,2015; GLASS,2017).

Na Europa, um relatério elaborado pelo European Centre for Disease Prevention
and Control — ECDC reportou que 65,8% das enterobactérias resistentes as

cefalosporinas de terceira geragao e produtoras de -lactamases de espectro estendido
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(ESBL) e 8,1% resistentes aos antibioticos carbapenémicos. Além disso, 31,8% dos
isolados de P. auruginosa e 55,4% dos Acinetobacter baumannii também foram
resistentes aos carbapenémicos, fluoroquinolonas e aminoglicosideos (ECDC, 2016).
Nos Estados Unidos, um estudo mostrou que mais de 70% das bactérias isoladas nos
hospitais apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético comumente utilizado no
tratamento de infec¢cdes (OLIVEIRA et al., 2010). Os paises da América Latina
apresentam altos niveis de resisténcia bacteriana em compara¢édo a Europa e Estados
Unidos, especialmente entre bacilos Gram-negativos néo-fermentadores e
enterobactérias produtoras de ESBL (CASELLAS, 2011; GALES et al., 2012).

No Brasil, os principais microrganismos MDR causadores de IRAS sdo MRSA,
VRE, cepas produtoras de ESBL e bactérias Gram-negativas resistentes aos
antibiéticos carbapenémicos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2012). Uma pesquisa realizada através da Rede Nacional de Monitoramento da
Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude (Rede RM), em 2012, mostrou nas
infeccdes de corrente sanguinea priméria (IPCSL) em pacientes adultos hospitalizados
em UTI, 77,4% de resisténcia em Acinetobacter spp. e 39,1% em P. aeruginosa,
enguanto, nos BGNs pertencentes a familia Enterobacteriaceae, as taxas de resisténcia
aos antimicrobianos carbapenémicos e as cefalosporinas de amplo espectro (terceira
ou quarta geracoes) foram de 43,3% para K. pneumoniae, 21,6% para Enterobacter sp.
e 9,7% para E. coli (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

O aumento da resisténcia entre os membros da familia Enterobacteriaceae tem
culminado no aparecimento cada vez mais frequente de espécies multirresistentes,
exigindo esforco multidisciplinar para prevencédo e controle, além de uma deteccao
laboratorial eficiente (GISKE et al, 2011; SEIBERT et al, 2014).

K. pneumoniae €& considerada um dos microrganismos mais associados a
infeccbes nosocomiais, principalmente em pacientes internados em UTI (6).
Considerado como um constituinte da microbiota intestinal humana, esta bactéria
ganhou notoriedade ao ser identificada como um patégeno oportunista, amplamente
encontrado no ambiente natural (dgua, esgoto e solo), na boca, pele e intestino, bem
como em ambientes hospitalares e dispositivos médicos (SILVA et al, 2019). Alguns

estudos revelaram a relacdo de pacientes colonizados com infeccdo subsequente por
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K. pneumoniae MDR (KP-MDR) (9-12). Na ultima década, K. pneumoniae emergiu
como uma grande ameaca a saude publica devido ao aumento da prevaléncia de
infeccbes associadas a assisténcia a saude causadas por cepas multirresistentes
produtoras de B-lactamases e/ou carbapenemases de amplo espectro (WYRES et al,
2020).

Além de ser um problema clinico significativo por si s6, K. pneumoniae € a
espécie na qual varios novos genes de resisténcia aos antimicrobianos (RAM) foram
descobertos antes de disseminar para outros patégenos (por exemplo, genes de
resisténcia aos carbapenémicos tais como, KPC, OXA-48 e NDM-1. Embora a
contribuicdo de K. pneumoniae para a crise geral de RAM seja impossivel de
quantificar, as evidéncias atuais sugerem que esta possui uma distribuicdo ecolbgica
mais ampla, possuindo uma composicédo de DNA significativamente mais variada, maior
diversidade genética de RAM e maior “plasmid burden” do que outros oportunistas
Gram-negativos (WYRES; HOLT, 2018).

O genoma de K. pneumoniae contém entre 5 e 6 mil genes, isso significa que a
maior parte do genoma € composta por genes acessorios. Esses genes estdo
envolvidos em processos especificos, como a fixacdo de nitrogénio (FOUTS et al.,
2008). Eles também podem codificar fatores de viruléncia especificos, varias enzimas e
mecanismos resistentes a antibiéticos (Bl et al., 2015). Eles podem ser adquiridos via
transferéncia horizontal de genes entre espécies bacterianas, conforme evidenciado
pela presenca de ilhas gendmicas e elementos genéticos moveis em muitos isolados.
Os genes codificados em ilhas genémicas auxiliam na adaptacédo a locais especificos
de infeccdo ou colonizacdo (CHEN et al., 2010; ZHANG et al., 2011; VAN AARTSERN et
al., 2012).

1.4.1 Carbapenemases

A crescente prevaléncia de resisténcia bacteriana aos antibidticos € um problema
critico de saude publica. As infec¢cdes causadas por bactérias resistentes a antibioticos
estdo associadas a morbidade significativa e mortalidade em todo o mundo. Atualmente,

a principal ameaca de resisténcia a antibioticos bactéria sdo de organismos Gram-
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negativos MDR, particularmente Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos
(ABRC), Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos (PARC) e
Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos (ERC) estdo no nivel mais elevado da
lista de prioridades globais de bactérias resistentes a antibidticos da OMS representando
uma maior ameaca a saude humana (SHEU et al, 2019; Willyard, 2017).

A producdo de enzimas p-lactamases capazes de hidrolisar antibioticos
carbapenémicos (carbapenemases) é um dos principais mecanismos de resisténcia das
Enterobactérias. Ocorrem mais frequentemente nos géneros Klebsiella, Enterobacter,
Escherichia, Serratia, Citrobacter, Salmonella, Proteus e Morganella (NORDMANN et al.,
2012). De acordo com a classificacdo internacional, as carbapenemases pertencem as
classes moleculares A (Klebsiella pneumoniae carbapenemase - KPC), B (metalo-3-
lactamase, das quais VIM, IMP e NDM sao os principais tipos) e D (oxacillinase -
representada pelo tipo OXA-48) e sdo as mais comumente detectadas em K.
pneumoniae.

A KPC é um dos tipos epidemiologicamente mais importantes devido a sua
disseminagdo mundial (LAVAGNOLI,2017) e é uma B-lactamase pertencente a classe A
de Ambler e ao subgrupo 2f de Bush (BUSH; JACOBY, 2010). Essa enzima confere
resisténcia a todos os agentes p-lactamicos como cefalosporinas, penicilinas,
monobactamicos, no entanto sdo inibidas pelo acido clavulanico, tazobactam e confere
resisténcia inclusive aos antibiéticos carbapenémicos. Essa Ultima classe de
antimicrobianos € de amplo espectro, com uso frequente no tratamento de infeccbes
causadas por bactérias multirresistentes. Desse modo, para o tratamento de
microrganismos produtores de KPC, restam escassas opc¢Oes terapéuticas. Essa
caracteristica, juntamente do fato da KPC ter alto potencial de disseminac¢éo, devido a
sua localizacdo plasmidial, a qual facilita a transferéncia do gene interespécies, tem sido
motivo de preocupag¢do em hospitais e instituicdes de satde em todo o mundo (CAI et
al., 2012).

O primeiro relato sobre KPC foi feito por YIGIT e colaboradores em 2001, apds o
isolamento de uma cepa de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos no EUA,
durante a execucdo de um projeto de vigilancia epidemiolégica (Intensive Care

Antimicrobial Resistance Epidemiology — ICARE, 1996) para monitoramento da
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resisténcia a antibidticos em UTIs (YIGIT et al., 2001). Em 2005, foi isolada pela
primeira vez uma cepa produtora de KPC fora dos EUA, onde um paciente, atendido na
Franca, relatou que recebera tratamento cirargico em um hospital do EUA. Com base
neste trabalho, foi demonstrado que possivelmente a presenca da bactéria produtora de
KPC na Franca tenha sido resultado da transferéncia intercontinental de um clone a
partir dos EUA (NAAS et al., 2008).

Em 2006, foi descrita a primeira deteccdo do gene blakrc-2 no Brasil, na Cidade
de Recife. Em 2010, foram relatados com grande repercussdo na midia, surtos de K.
pneumoniae produtoras de KPC-2 em varios estados brasileiros como: Alagoas,
Amazonas, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Maranh&o,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul, Paraiba e
Recife, causando grande apreensdao na comunidade médica e cientifica. Tendo em
vista a emergéncia e evolu¢do dos microrganismos produtores de carbapenemases, a
ANVISA divulgou, através de uma nota técnica, medidas para o controle da
disseminacdo de bactérias multirresistentes incluindo enterobactérias produtoras de
carbapenemases, a fim de limitar sua disseminacdo (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010; DIENSTMANNI et al., 2010). Posteriormente, KPC-2 foi
descrita em muitas espécies de Enterobacteriaceae e em diversos locais de todo o pais.
Até o momento, esta é a Unica variante relatada no Brasil, embora 46 variantes tenham
sido descritas em todo o mundo (SAMPAIO; GALLES, 2016, Naas et al., 2017).

Uma nova carbapenemase capaz de hidrolisar ndo apenas os carbapenémicos,
mas também penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos, nomeada (Brazilian
Klebsiella carbapenemase - BKC-1) foi descrita no Brasil (NICOLLETI, et. al, 2015).
Inicialmente, o gene blaskc-1 foi relatado em apenas seis isolados de K. pneumoniae de
Séao Paulo, e sua disseminacdo é considerada baixa devido ao fato de ser localizado
numa regido de baixa transferéncia, em um plasmideo ndo conjugativo (NICOLLETI, et.
al, 2015; SAMPAIO, GALES, 2016). Embora, recentemente foi descrita a presenca de
blaskc-1 em Citrobacter freundii proveniente de swab retal (MARTINS et al,2020). Até o
presente momento, sdo poucos os relatos de deteccado de BKC-1 no pais.

A oxacillinase com atividade carbapenemase OXA-48 é um membro da familia

de B-lactamases da classe D, descrita pela primeira vez em K. pneumoniae da Turquia
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em 2004. Esta enzima hidrolisa penicilinas, carbapenémicos e cefalosporinas; nao é
inibida pelos inibidores de B-lactamases. Desde a primeira descricdo, a OXA-48 esta
difundida na Turquia, no Oriente Médio, em paises do norte da Africa e em toda a
Europa. Os genes que codificam essas enzimas foram reportados em varias espécies
de Enterobacteriaceae, além de K. pneumoniae, incluindo Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae, E. coli, K. oxytoca, Serratia marcescens e Providencia rettgeri.
Além da OXA-48, ja foram descritas diversas variantes com perfis enzimaticos
semelhantes, incluindo OXA-162, -181, -204, -232, -244, -245, -370, -436, -438 e -484;
cada variante difere da OXA-48 por apenas alguns aminoacidos (LUTGRING et al,
2018). No Brasil, temos a ocorréncia de blaOXA-370 em Enterobacter hormaechei
oriundo de swab retal. Esta enzima é semelhante a OXA-48 que se difere em apenas 3
nucleotideos, que resultam na substituicdo de um Unico aminoacido em sua cadeia
(SAMPAIO et al., 2014). Outro estudo relatou a presenca de OXA-370 em diversas
espécies de enterobactérias no Brasil (PEREIRA et al., 2015). Recentemente foi
descrito a co-producdo de NDM-1 e OXA-370 em K. pneumoniae relacionado a
paciente oriundo do Brasil (CARRASCO-ANABALON et al., 2020).

1.4.2 Metalo-B-lactamase

Enzimas metalo-B-lactamases (MBL) sdo membros da classe B de Ambler, sédo
enzimas que possuem Zn?* no seu sitio ativo. Hidrolisam a maioria dos B-lactamicos,
incluindo carbapenemases, mas ndo hidrolisam monobactamicos. Elas podem ser
inibidas por agentes quelantes tais como EDTA (BUSH; BRADFORD,2019; GARAU et
al, 2005). Este grupo é representado principalmente pelas enzimas New Delhi Metalo-£-
lactamase (NDM), Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase (VIM) e metalo-3-
lactamase do tipo IMP (IMP). O crescente numero de patégenos resistentes aos [3-
lactamicos carreando metalo-pB-lactamases (MBL) é uma ameaca significativa a saude
publica global. Uma estratégia promissora para tratar esses patdégenos resistentes € a
co-administragcdo de inibidores da MBL e outros B-lactamicos (CHRISTOPEIT et al,
2016).

Os genes que codificam essas enzimas podem ser integrados ao cromossomo
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ou no plasmideo onde inicialmente foram observados em K. pneumoniae e E. coli
(DORTET et al, 2014), mas foi demonstrado que esses plasmideos podem ser
transferidos para outras espécies, o que facilitou a disseminacdo do gene blanpwm-1
(Torres-Gonzalez et al, 2015; Torres-Gonzalez et al, 2014). O gene blanom-1 esta
localizado com mais frequéncia em plasmideos que albergam outros genes de
resisténcia a outras classes de antibioticos (WEI et al, 2015; IBARIA et al, 2019). Desde
o primeiro relato pela primeira vez na india (YONG et al., 2009) ja foram descritas. Apds
0 primeiro relato, uma vigilancia ativa foi iniciada, e houve outros relatos envolvendo
Enterobacteriaceae produtoras de NDM, como E. cloacae, M. morganii, E. coli e K.
pneumoniae no Brasil (AIRES et al, 2017). Até o momento foram descritas 28 variantes
(NAAS et al, 2017; LIU et al, 2018). Porém, diferentemente do que ocorre com cepas
produtoras de KPC, a disseminacdo de K. pneumoniae produtora de NDM néo esta
associada a expansdo clonal, mas parece estar associada a disseminacdo do
transposon Tn3000 (AIRES et al., 2017). O gene blayiv-1 foi identificado primeiro em P.
aeruginosa em 1999 e apds também foi relatado em outras espécies Gram-negativas
de varios paises. Atualmente, o blaviv-2 € 0 MBL mais difundido em P. aeruginosa e tem
sido a fonte de multiplos surtos (WALSH et al,2005; HONG et al, 2015). Pelo menos 71
variantes do VIM foram posteriormente identificadas em varios paises (HISHINUMA et
al., 2020).

1.4.3 Resisténcia a polimixinas

A questdo da resisténcia microbiana aos antibidticos é cada vez mais
preocupante, considerando-se a indisponibilidade de opcbes terapéuticas que vem
ocorrendo na pratica medica assistencial. A colistina (polimixina E) e polimixina B
pertencem a classe das polimixinas, uma das principais classes de antibiéticos com
acdo contra a maioria das bactérias Gram-negativas incluindo Enterobacteriaceae, mas
nao tém atividade contra bactérias Gram-positivas e anaerobias (POIREL, 2017;
NIKOO, et. al, 2017). Esta classe é rotulada como “dltimo recurso” para infecgdes por
micro-organismos Gram-negativos MDR ou XDR (VELKQV, 2017; GARG, 2017).

Essas drogas se ligam a moléculas de lipopolissacarideo (LPS) e fosfolipidios na
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membrana externa de bactérias Gram-negativas. Desloca competitivamente cations
divalentes (Ca? * e Mg?*) dos grupos fosfato dos lipidios da membrana, levando a
alteracdes de permeabilidade no arcabouco celular, perda do conteudo intracelular, e
posteriormente a morte celular (BISWAS et al, 2012; NIKOO et al., 2017).

Estudos dos mecanismos de resisténcia mostraram que mutacdes
cromossOmicas eram frequentemente responsaveis pela resisténcia a colistina em P.
aeruginosa, A. baumannii e, recentemente, K. pneumoniae. A maioria dos mecanismos
que conferem resisténcia a colistina sdo direcionados a modifica¢des da fracao lipidica
A do LPS, gque na maioria das vezes modifica esta fracdo com 4-amino-4-desoxi-I-
arabinose (l-ara4N) e/ou fosfoetanolamina (PEtN) (BARON et al, 2016). Estas
modificacbes do Ara4dN s&o reguladas, principalmente, pelos sistemas de dois
componentes: PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB.

Além disso, a interrupcdo do gene mgrB em K. pneumoniae foi identificada como
um papel importante na resisténcia a polimixina neste micro-organismo. Varias
interrupgdes no mgrB foram recentemente descritas em diversos isolados clinicos e ndo
clinicos de K. pneumoniae e K. oxytoca resistentes a colistina, incluindo inativacao da
insercdo por um elemento similar ao IS5 e outras sequéncias de insercao
(CANNATELLI et al., 2013; LOPEZ-CAMACHO et al., 2013; GAIBANI et al., 2014;
OLAITAN et al., 2014b; POIREL et al., 2015). Alteracdes adicionais que foram relatadas
no mgrB incluem uma mutacdo non-sense que leva ao término precoce da proteina
transmembrana MgrB e mutacdes mis-sense resultando em substituicdbes de
aminoacidos (CANNATELLI et al., 2014a; OLAITAN et al., 2014b; POIREL et al., 2014;
OLAITAN et al, 2014).

Outras modificacbes da membrana externa bacteriana incluem o aumento da
producdo de polissacarideo da capsula (CPS) em K. pneumoniae. O CPS limita a
interacdo das polimixinas com seus sites alvo. Assim, a regulacdo positiva das
producbes de CPS confere maior resisténcia a polimixina (CAMPOS et al., 2004;
FALAGAS et al, 2010). A polimixina tem sido amplamente utilizada no tratamento de
infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas multidroga resistentes (MDR),
incluindo a K. pneumoniae. No entanto, os relatos de isolados de K. pneumoniae

resistentes a polimixina aumentaram em todo o mundo e no Brasil, tornando-se um
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grande problema de saude publica (AIRES et al, 2016; BARTOLLETI et al, 2016).

O recente surgimento da resisténcia a colistina mediada pelo gene mcr-
1, carreado por um plasmideo, tem levantado preocupacdo entre especialistas em
saude publica em todo o mundo. Desde a sua descoberta na China por LIU et al
(2016), foi revelado em varias espécies bacterianas como K. pneumoniae, Salmonella
spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. e Shigella spp., e as vezes associado a
producdo de carbapenemase ou ESBL (PRINCIPE et al, 2018). A resisténcia a colistina
mediada pelo gene mcr-1 foi detectada em &guas naturais, solo, adubo e drenagem
urbana, o que demonstra que ha uma tendéncia crescente de resisténcia a este
antimicrobiano em ambiente clinicos e néo clinicos (LEKUNBERRI et al,2017.; LI et al,
2019).

Até o momento, foram descritas dez variantes, mcr-1 (11 subvariantes), mcr-
2 (3 subvariantes), mcr-3 (10 subvariantes), mcr-4, mcr-5 e subsequentemente foram
identificados mcr-6 e mcr-7 em Enterobacteriaceae (ZHANG et al, 2018; YANG et al,
2018). A variante mcr-7.1 foi encontrada em K. pneumoniae origem animal na China.
WANG e colaboradores (2018) detectaram a variante mcr-8 associado com blanom em
K. pneumoniae isolados em humanos e animais. Recentemente, foram relatadas duas
novas variante mcr-9 em Salmonella enterica sorotipo Typhi (CARROLL et al, 2019) e
mcr-10 em Enterobacter roggenkampii (WANG et al, 2020).

Na Europa, a primeira cepa carreando mcr-1 foi uma E. coli isolada Franga de
origem animal em 2005. Subsequentemente, o gene mcr-2 foi detectado em E. coli
isolada de suino e bovino na Bélgica, e uma variante do gene mcr-1 foi revelada a partir
de swab retal de uma crianca na Italia em K. pneumoniae. Além disso, a variante mcr-3
foi encontrada em E. coli, Aeromonas spp. € Salmonella spp. isolados de amostras
humanas e animais, enquanto mcr-4 e mcr-5 foram detectados em Salmonella spp. e de
E. coli, mas apenas de fontes animais (PRINCIPE et al, 2018).

No Brasil em um estudo em 2016 foi detectado mcr-1 em K. pneumoniae
produtora de KPC-2 em uma amostra clinica humana isolada em UTI. Esta associacéo
levanta uma grande preocupac¢do, uma vez que a K. pneumoniae produtora de KPC &
disseminada em todo o mundo e destaca o potencial para a disseminagdo de mcr-1

associado a clones multirresistentes. Além disso, a possibilidade da transferéncia
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simultdnea desses genes ameaca as estratégias de controle de infeccdes e a terapia
clinica (AIRES et al, 2017). Em outro estudo, Neto et al, 2019 descreveu isolados E. coli
(ST744) e K. pneumoniae (ST101) de culturas de vigilancia portadores de mcr-1. Este
fato ressalta a importancia de monitoramento minucioso, através de culturas de

vigilancia ativa, da resisténcia as polimixinas mediada pelo gene mcr-1.

1.5 Tipificagcdo molecular de Klebsiella pneumoniae

A tipificacdo molecular de microrganismos patogénicos tem contribuido
enormemente para a eficacia de programas de vigilancia epidemiolégica em todo o
mundo, subsidiando estratégias de prevencdo e controle de doencas infecciosas. O
papel principal desses sistemas de tipificacdo consiste em acessar a inter-relacao
genética de isolados microbianos (REGUA-MANGIA, 2015).

Abordagens moleculares como eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP), Enterobacterial
repetitive intergenic consensus (ERIC-PCR), Multilocus Sequence Typing (MLST) séo
métodos relativamente simples e de baixo custo que foram utilizados com sucesso na
genotipagem de K. pneumoniae de varias fontes (LIN et al.,, 2014; RANJBAR et al.,
2014).

Mais recentemente, a maioria dos métodos utilizados para a identificacdo e
tipificacdo bacteriana é baseada no sequenciamento do DNA. De fato, a sequéncia de
genes especificos pode abrigar informacdes suficientes para classificar bactérias em
espécies, subespécies ou também em um nivel clonal. Por exemplo, o MLST € um dos
métodos mais utilizados para tipificacdo bacteriana e baseia-se na amplificacdo e
sequenciamento de genes housekeeping (PERINI et al., 2020; NUTMAN AND
MARCHAIM, 2018). Para cada desses genes, diferentes sequéncias presentes em uma
espécie bacteriana sédo designadas como alelos distintos e, para cada isolado, os alelos
em cada um dos sete loci definem o perfil alélico ou o “sequence type” (ST). STs que
compartilham quatro ou mais alelos podem pertencer a um complexo clonal (MAIDEN et
al., 2006; CODY et al., 2014).
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O esquema MLST de K. pneumoniae foi desenvolvido em 2005 (DIANCOURT,
2005) e, em seguida, utilizado para caracterizar a diversidade e a epidemiologia de
isolados clinicos dessa espécie, levando a identificagdo de varios clones que diferem
acentuadamente por suas caracteristicas de viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos (WANG et al., 2013; BRISSE et al., 2009; LUO et al., 2014; GUO et al.,
2015). Além disso, € usado para caracterizar relacbes genéticas entre isolados
bacterianos e para rastrear a propagacdao global de cepas resistentes aos
antimicrobianos. Assim como foi, ST15 relacionado ao clone epidémico em K.
pneumoniae teve sua origem em perus, e posteriormente foi capaz de colonizar seres
humanos e causar infec¢des graves (CHENG et al., 2018).

As infeccbes por K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos (KPRC)
continuam sendo probleméticas no cenéario da assisténcia médica, particularmente o
ST258. KPRC é um problema de saude publica devido a sua ampla distribuicdo, sua
resisténcia a multiplas drogas e a sua capacidade de trocar rapidamente plasmideos
contendo genes de resisténcia com outras Enterobacteriaceae (MARSH et al,2020). O
complexo clonal (CC) que inclui ST258 e suas variantes de um unico locus ST11 e
ST340 é o mais predominante entre os isolados de KPRC (CHEN et al, 2014). Ele é
reconhecido como o mais difundido mundialmente em K. pneumoniae carbapenemase
(KPC) nas ultimas duas décadas, predominantemente os subtipos KPC-2 e KPC-3 em
associagcdo com o transposon Tn4401 associado ao plasmideo e suas variantes
(SIMMONDS AND UHLEMANN, 2017).

A disseminacdo de clones resistentes a antimicrobianos pode ser o fator mais
importante para o aumento da prevaléncia de resisténcia antimicrobiana em todo o
mundo. Essa propagagdo pode ocorrer por transmissdo vertical e ou transferéncia
horizontal de elementos méveis que contenham genes de resisténcia. A globalizacao
trouxe um aumento macico no comeércio e nas viagens de longa distancia; ambos
aceleraram a disseminacéo de clones resistentes (KO, 2019).

Cepas de K. pneumoniae resistentes a mdultiplos farmacos pertencem
principalmente a certos STs, como: ST11, ST14, ST15, ST37, ST101, ST147, ST258,
ST336, ST340 e ST874. Estes representam clones internacionais mundialmente de alto

risco que tiveram papel importante na disseminacdo em ambientes hospitalares e
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aumento da frequéncia em infeccbes hospitalares (RODRIGUES et al, 2014;
GONCALVES et al, 2017; DOMOKOS et al, 2019). Entre esses clones, o ST258 foi
relatado como um clone hibrido criado por uma grande recombinagcdo entre ST11 e
ST442 (MATHERS et al., 2015).

As infeccdes por K. pneumoniae sdo causadas por diversos clones
amplamente distribuidos geograficamente. No entanto, um subconjunto deles contribui
desproporcionalmente para a carga global de doencas, a que chamamos de “global
problem clones” (WYRES et al., 2020).

Véarios estudos tém sugerido a relacdo entre multirresisténcias e dados
epidemioldgicos moleculares baseados na MLST (SHEN et al., 2009.; CUZON et al.,
2011; KERDSIN et al., 2019). Desde seu surgimento, no inicio e meados da década de
2000, o ST258 se tornou o clone de KPRC mais prevalente na América do Norte,
América Latina e Europa (PITOUT et al., 2015; XIAO et al., 2020). Foi relatado em mais
de 25 paises, incluindo paises com epidemia de KPC como Nordeste dos EUA,
Argentina, Brasil, Coldmbia, China Oriental, Grécia, Israel, Italia, Polonia e Porto Rico
(BENGTSSON-PALME et al., 2018; DI TELLA et al., 2019). Além disso, € responsavel
por mais de 77% dos surtos nos EUA e 90% de todas as infeccbes por KPRC em Israel.
Além disso, ST11 e ST437 sao descritos como clones prevalentes de K. pneumoniae
no Brasil (SCOULICA et al., 2004).

A plasticidade gendbmica €& um importante facilitador na disseminagdo de
bactérias MDR. K. pneumoniae e outras enterobactérias que possuem vastos genes em
comum que sao responsaveis por essa resisténcia utilizada na clinica (KUMAR et al,
2011). A epidemiologia molecular ndo apenas melhora nossa compreensao da
patogénese da doenca, como fornece pistas sobre mecanismos especificos, moléculas
e genes que influenciam o risco de desenvolver uma patologia, como também auxilia na
vigilancia epidemioldgica, fornecendo dados confidveis com alta sensibilidade e
especificidade. Além disso, resultados obtidos por técnicas moleculares, possibilitam a
identificacdo da origem da patologia, da via de transmissdo ou disseminacdo e da
avaliacao da eficacia de medidas preventivas (GUPTE et al,2016). Dada a diversidade
genética e a complexidade das ameacas clinicas de K. pneumoniae, novos métodos

moleculares como o0 Whole Genome Sequencing (WGS) sendo uma ferramenta crucial
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para vigilancia epidemiolégica deste patdgeno, particularmente para monitorar a
emergéncia global e a disseminacdo de clones multidroga resistente e rastrear de

acordo com os genes de RAM e hiperviruléncia (WYRES et al, 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

As IRAS s&do um grave problema de saude publica em todo o mundo, pois sdo os
eventos adversos associados a assisténcia a saude mais frequentes e apresentam uma
alta morbidade e mortalidade, repercutindo diretamente na seguranca do paciente e por
sua vez na qualidade dos servicos de saude (COSTA, 2017). Embora significantes
progressos tenham ocorrido no que diz respeito a ado¢do de boas praticas para a
prevencdo de infecgcbes, esforcos devem ser emanados para a reducdo de sua
frequéncia (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016). A seguranca do
paciente apresenta-se como um componente determinante e uma variavel essencial
para a qualidade em saude, sendo essencial estudar os microrganismos presentes em
um determinado ambiente hospitalar e sua disseminagéo (SALES et al., 2014).

Baseadas em evidéncias da literatura e investigacfes locais, medidas para
prevencdo de IRAS devem ser adotadas em todos os estabelecimentos de assisténcia
a saude, quer no ambito hospitalar, em estabelecimentos de cuidados de pacientes
cronicos, ou na assisténcia domiciliar (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2016).

A préatica hospitalar de busca de pacientes colonizados e/ou infectados através
da coleta de materiais clinicos, como por exemplo, swabs nasais, orais e retais de
pacientes das diversas unidades de internacao (UTI e enfermarias), na sua admisséo e
durante o tratamento, tem sido fortemente incentivada, como medida de prevencao da
disseminacdo de microrganismos multirresistentes, principalmente quando houver
suspeita da presenca de organismos produtores de carbapenemases (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013c). Neste caso, a CCIH do
estabelecimento de saude deve ser comunicada imediatamente para que sejam
instituidas as medidas adequadas como a precaucao de contato.

Devido a rapida disseminagédo de enterobactérias multirresistentes a dificuldade
de opcdes de tratamento, é essencial a adocdo de meétodos de vigilancia para
implementar uma politica adequada de controle de infeccdo. O controle realizado
através das coletas de vigilancia seriadas de swab retal dos pacientes colonizados ou

infectados € extremamente importante na pratica clinica para evitar surtos hospitalares
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de dificil erradicacdo (BRACCO et al., 2013).

A caracterizacdo fenotipica das cepas multirresistentes € importante, pois
fornece dados preliminares sobre determinado isolado bacteriano. Entretanto o uso de
técnicas moleculares constitui em um método rapido e confidvel para a detec¢cédo de
cepa que apresentam genes de resisténcia e auxiliando no controle mais efetivo da
infeccdo e prevencao, fortalecendo as acdes de vigilancia (BRAUN, 2014). Além disto,
a tipificacao de isolados para investigacoes de surtos, determinagéo de clones e para o
monitoramento de reservatérios de microrganismos, contribuem de forma significativa
para prevencao e controle das IRAS, através da vigilancia epidemiolégica e avaliacao
da circulacdo de clones especificos em uma determinada populacdo (TOSIN et al.,
2003).

Os resultados obtidos irdo permitir o mapeamento de genes de resisténcia e a
verificacdo de possiveis relacbes clonais e suas associacbes com os perfis de
susceptibilidade microbiana no ambiente hospitalar a nivel nacional, possibilitando
dessa forma o monitoramento e vigilancia da resisténcia microbiana. Assim, estas
informacgdes servirdo como subsidios para adocdo de medidas de controle de combate
a resisténcia microbiana nas unidades de terapia intensiva.

Na presente investigacdo, K. pneumoniae foi escolhido como microrganismo de
estudo pois se aplica como excelente indicador da situacdo de multirresisténcia em
determinado ambiente e regido geogréfica. Esse microrganismo é um agente etiol6gico
de grande relevancia em infec¢des hospitalares e tem apresentado altos percentuais de
resisténcia em estabelecimentos de assisténcia a saude, carreando inUmeros genes
codificadores de resisténcia aos carbapenémicos e a outros antibidticos de Ultima
geracdo. Portanto, a deteccdo prematura de marcadores de resisténcia aos
carbapenémicos e a caracterizacao genética desse patdégeno tem se tornado cada dia

mais necessaria.



36

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Determinar a diversidade clonal e os perfis genéticos de resisténcia aos
carbapenémicos em isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos provenientes de culturas de vigilancia ativa, em uma unidade de

assisténcia a salude no Rio de Janeiro.

3.2 Objetivos especificos

e |solar cepas de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos (KPRC) a partir de
cultura de vigilancia ativa de pacientes da UTI hospitalar;

e Realizar a identificacdo fenotipica e determinar o perfil de susceptibilidade aos
antibioticos dos isolados;

e Confirmar a identidade dos isolados por metodologia molecular;

e Pesquisar os genes determinantes de resisténcia: blakpc, blaoxa-s, blaskc; blanowm,
blaspwm, blave, blavim € mcr-1 pela PCR;

e Estabelecer as relac¢des clonais dos isolados KPRC por meio da ERIC-PCR;

e Avaliar a diversidade genética de isolados carreando blanom pelo esquema do
MLST.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo
Oswaldo Cruz (CEP/FIOCRUZ), sendo aprovado sob o numero 1.787.832.

4.2 Coleta, isolamento, identificacdo fenotipica e susceptibilidade aos

antimicrobianos

O estudo foi realizado em um hospital federal localizado no municipio do Rio de
Janeiro, que possui cerca de 220 leitos de atendimento ao SUS, sendo 35 leitos em UTI
adulto e pediatrica. Culturas de vigilancia ativa, mais especificamente, swab retal de
pacientes da UTI deste hospital foram coletadas pela equipe técnica do hospital no
periodo de marco 2016 — 2017. Os swabs retais foram semeados em meio
CHROMagar KPC e as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C +
1/24-48h. Em seguida, os isolados obtidos foram semeados em meio agar MacConkey
e novamente incubados a 35 °C + 1/24-48 h.

A identificacdo e o antibiograma dos isolados foram realizadas pelo sistema
automatizado VITEK II® (BioMérieux) conforme instrucfes do fabricante. Os perfis de
susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos (KPRC) foram determinados de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2017).

4.3 Confirmacgao daidentidade dos isolados pela PCR

A extracdo do DNA genbmico foi realizada utilizando o DNeasy Blood & Tissue
Kit (QIAGEN®), conforme instru¢bes do fabricante. A confirmacgdo da identidade dos
isolados foi realizada através da amplificacdo da regido intergénica dos genes 16S-23S
rRNA especifica de K. pneumoniae (Pf 5 - ATTTGAAGAGGTTGCAAA - 3 e Prf 5 -
CGATCGAAGATGTTTCACTTCTGATT - 3’) (Liu et al., 2008). O volume da mistura de
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cada reacdo totalizou 25 pL contendo os seguintes reagentes: 50 pmol/uL de cada
iniciador, mastermix 1X (PROMEGA), ~20ng de DNA gendmico e agua deionizada
estéril g.s.p (INVITROGEN®). A cepa de referéncia K. pneumoniae INCQS
00147/ATCC 13883 foi utilizada como controle positivo e uma aliquota de &agua
deionizada estéril foi empregada para avaliar a auséncia de DNA contaminante na
mistura. A amplificacdo foi realizada nas seguintes condi¢cdes: um ciclo inicial de
desnaturacao a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1 min, temperatura
Otima de anelamento e 72°C por 2 min mais um ciclo final de extensdo a 72°C por 10
min. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose (SIGMA-ALDRICH) a
1,5% em tampéo Tris-Acetato-EDTA 1X (TAE) com GelRed™ 1X (BIOTIUM). O produto
da PCR sera visualizado em gel de agarose (SIGMA-ALDRICH) a 1,5% em tampao
Tris-Acetato-EDTA 1X (TAE) corado com 1X de GelRed e fotografado pelo sistema de
fotodocumentacao L-PIX Touch (LOCCUS). Apés a identificacdo molecular, os isolados
foram preservados por liofilizacdo e depositados na Colecdo de Microrganismos
Ambientais e Clinicos do INCQS/FIOCRUZ.

4.4 Pesquisa de genes de resisténcia aos antimicrobianos

A pesquisa dos genes codificadores de carbapenemases (blakec, blaoxa-as €
blaskc), metalo-B-lactamases (blanom, blaviv, blame e blaspm) e fosfoetanolamina
transferase (mobile colistin resistance - mcr-1) foi realizada utilizando-se iniciadores
especificos (Tabela 1). A mistura para a PCR teve o volume final de 25 pL contendo 1X
de PCR Master Mix (PROMEGA); 15 pmol de cada iniciador; cerca de 20 ng de DNA
molde e dgua Gibco® completando o volume. As condi¢cbes de ciclo consistem de um
passo inicial de 95°C durante 5 min, e 35 ciclos de amplificacdo a 95°C durante 1
minuto, temperatura de anelamento adequado (Tabela 1) durante 1 minuto e 72°C
durante 1 minuto. E um alongamento final a 72°C durante 6 minutos. Os produtos da
PCR foram visualizados num gel de agarose (SIGMA-ALDRICH) a 2% em tampéao Tris-
Acetato-EDTA 1X (TAE) com GelRed™ 1X (BIOTIUM). A analise foi realizada no

equipamento de pelo sistema de fotodocumentagdo L-PIX Touch (LOCCUS). Foram
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utilizados controles positivos (Tabela 1) e uma aliquota de agua deionizada estéril para

avaliar a auséncia de DNA contaminante na mistura.

Tabela 1 - Primers utilizados na deteccdo de genes de carbapenemase, metalo-B-

lactamse e fosfoetanolamina transferase

Gene Sequéncia (5'-3") Fragmento (pb) Referéncia Controle positivo
TGTCACTGTATCGCCGTIC K. pneumoniae
blakec CTCAGTCTCTACAGAAAACC 900 YIGIT et al., 2001 :3NACA?§0050628/ATCC
blasce  3gcoacrorTorzcaTca 513 NICOLETTIetal. 2015 5 53 sepepkct
blavws caceacrrcTrTIGTCATGGE 3 PORELetal. 2004 cpiyizes
WUVEY e o K breenie
o el 2011 { nnes
Mol Cppaerceerereraces 309 LU et 2016 Gt 23505

Fonte: A autora, 2020.

4.5 Relagédo clonal dos isolados KPRC pela Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus - PCR (ERIC-PCR)

Foi utilizado o iniciador ERIC-2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) com
protocolo previamente descrito (VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991). Os produtos
da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de 2% de agarose ultrapura
(INVITROGEN) em tampao TAE 1X por 30 minutos a 55 V e 1 hora e 45 minutos a 75
V, e em seguida corados com GelRed™ 1X (BIOTIUM). O gel foi fotografado pelo
sistema de fotodocumentacdo L-PIX Touch (LOCCUS), os padrdes de bandas foram
analisados através do programa BioNumerics versao 6.6 (Applied Maths, Kortrijk,
Bélgica) e o dendograma foi construido com a utilizagado do indice de Dice e o método
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average (UPGMA) (VAN BELKUM et al.,
2007).
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4.6 Determinacdo da relacao clonal dos isolados produtores de blanom por

Multilocus sequence type — MLST

A analise genotipica de isolados carreando o gene blanowm foi realizada de acordo
com o Klebsiella Sequence Typing by Pasteur Institute MLST Database
(https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). A amplificacdo dos genes
housekeeping (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB e tonB) foi realizada conforme descrito
anteriormente e as sequéncias de nucleotideos foram sequenciadas com terminadores
fluorescentes (BigDye; Applied Biosystems, Foster City, CA) em Applied Biosystems
ABI Prism 3730. As sequéncias foram submetidas ao banco de dados do MLST para

determinar os numeros alélicos e ST, quando possivel os novos STs foram atribuidos.
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5 RESULTADOS

5.1 Identificacdo dos isolados

Foram coletados 4453 swabs retais de cultura ativa oriundos de pacientes
internados na UTI adulto e pediatrico de um hospital federal no Municipio do Rio de
Janeiro, entre marco de 2016 e marco de 2017. Destes, 1151 apresentaram
crescimento presuntivo de enterobactérias produtoras de carbapenemase. Cento e oito
isolados foram identificados como KPRC pelo VITEK II. Posteriormente, a identidade de

103 isolados foi confirmada pela PCR.

5.2 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Todos os 103 isolados foram resistentes aos antimicrobianos da classe dos -
lactamicos como ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam, cefepime, ceftazidima,
cefuroxima, ceftriaxona e cefoxitina. Em relacéo as fluoroquinolonas, 94% (97/103) dos
isolados apresentaram resisténcia a ciprofloxacina. Oitenta e quatro por cento (87/103)
dos isolados foram resistentes a tigeciclina, 77% (79/103) a gentamicina, 62% (64/103)

a amicacina e 35% (36/103) a colistina (Figura 1).



42

Figura 1 - Resisténcia aos antimicrobianos de K. pneumoniae isoladas a partir de
culturas de vigilancia. *Ampicilina com sulbactam, piperacilina com tazobactam,
ceftazidima, ceftriaxona, cefoxitina, cefuroxima, cefepime, ertapenem, imipenem e

meropenem

B-lactamicos*

Ciprofloxacina

Tigeciclina

ANTIBIOTICOS

Gentamicina

Amicacina

Colistina

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% DE ISOLADOS RESISTENTES

Fonte: A autora, 2020.

5.3 Pesquisa de genes codificadores de carbapenemases, metalo-B-lactamases

e mcr-1

O gene blakpc foi encontrado em 89% (92/103) dos isolados, seguido de blaoxa-4s
em 37% (38/103), mcr-1 em 23% (18/103) e, blavm e blanom 11% (11/103),
respectivamente. Enquanto isso 0 gene blaskc foi encontrado em apenas um isolado e
0s genes blamp e blaspm ndo foram encontrados em nenhum isolado. Vale ressaltar que

dois isolados, ndo apresentaram nenhum dos genes pesquisados.
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Figura 2 - Prevaléncia de genes de resisténcia nos isolados de K. pneumoniae a partir

de culturas de vigilancia
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Fonte: A autora, 2020.

Considerando os genes de resisténcia pesquisados, foram determinados doze
genodtipos de resisténcia. Dos 103 isolados, 2% (2/103) ndo apresentaram nenhum
gene pesquisado, 40% (41/103) apresentaram apenas um gene, 45% (47/103) dois
genes, 10% (10/103) trés genes, 3% (3/103) apresentaram quatro genes de resisténcia
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Perfil genéticos de resisténcia dos isolados de K. pneumoniae de acordo

com os genes detectados

Perfis de resisténcia

Gendétipo de resisténcia

% / N° de isolados

I
Il
i
v
\%
VI
Vil
VI
IX
X
Xl
Xl

Nenhum gene

blakpc

blaoxa-4s

mcr-1

blanom

blavim € blanom

blakprc e mcr-1

blakpc e blaoxa-4s
blaekc, blavim e mer-1
blakpc, blaoxa-as € mcr-1
blakpc, blavim € blanom

blakpc, blaoxa-as, blavim € blanom

2% (2/103)
35% (35/103)
3% (3/103)
2% (2/103)
1% (1/103)
2% (2/103)
16% (17/103)
27% (28/103)
1% (1/103)
4% (4/103)
5% (5/103)
3% (3/103)

Fonte: A autora, 2020.

5.4 Diversidade clonal de KPRC

Inicialmente, a diversidade genética dos 103 isolados foi avaliada através da

técnica ERIC-PCR. Verificou-se uma grande variabilidade genética entre os isolados,

foram 83 perfis genéticos que evidenciaram 7 possiveis grupos clonais com percentual
de identidade acima de 80% (Figura 3).
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Figura 3 - Minimum spanning tree dos isolados de K. pneumoniae produtoras de

carbapenemases.

v

Wi, X

Legenda - Bolas azuis: n=1; bolas verdes; n=2; bolas amarelas: n=3; bolas roxas: n=4; bolas vermelhas:
n=5 ou mais. | a Xll — Perfil genéticos de resisténcia. O halo que circula alguns isolados indica a formacao
de possiveis complexos clonais (CC). A relagdo entre os isolados foi determinada pela analise com
BioNumerics (BioNumerics 6.6) onde o CC é formado por isolados com mais de 80% de similaridade
entre si.

Fonte: FLORES et al., 2020.

5.5 Epidemiologia molecular de isolados produtores de blanom

Entre os 103 isolados, 11% (11/103) apresentaram o0 gene blanom e foram
agrupados em trés perfis de resisténcia e quatro gendtipos de resisténcia (Tabela 1).
Nove isolados foram classificados como multidroga resistentes (MDR), um como
extensivamente droga resistente (XDR) e um como Pandrug resistente (PDR) com altas
porcentagens de resisténcia a B-lactamicos, incluindo carbapenémicos e ciprofloxacina
90% (10/11), tigeciclina 82% (9/11), gentamicina 73% (8/11) e amicacina 18% (2/11)
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracterizacéo de cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de NDM

Resisténcia

Cepas Idade Fendtipo Perfil Genobtipo ST

P5335 72 AK;CIP;GEN;TIG;COL PDR NDM/VIM/KPC 4050
P5336 NI CIP;TIG;GEN;COL XDR NDM/VIM/KPC 4051
P5337 64 CIP;TIG MDR NDM/VIM/KPC/OXA-48 515
P5339 7 mouth TIG;GEN MDR NDM/VIM/KPC 4054
P5430 2 CIP;TIG;GEN MDR NDM 4047
P5435 2 CIP;TIG;GEN MDR NDM/VIM 4048
P5462 84 CIP;TIG;GEN MDR NDM/VIM/KPC 4049
P5678 37 CIP;TIG MDR NDM/VIM/KPC 661
P5750 83 CIP MDR NDM/VIM/KPC/OXA-48 4052
P5763 76 CIP;GEN;AK MDR NDM/VIM 15

P5773 73 CIP;TIG;GEN MDR NDM/VIM/KPC/OXA-48 4053

Fonte: FLORES et al., 2020.

Além disso, dois isolados (P5335 e P5336) exibiram resisténcia a colistina, mas
nao carregavam genes relacionados a mcr. Vale ressaltar que um desses isolados
(P5335) foi resistente a todos os antimicrobianos analisados. Vinte e sete por cento
(3/11) dos K. pneumoniae que abrigam NDM revelaram co-ocorréncia com KPC, OXA-
48 e tipo VIM, 46% (5/11) com KPC e VIM, 18% (2/11) com o VIM.

A analise genotipica dos 11 isolados que abrigam o gene blanom revelou 11 STs
diferentes, sendo 8 (ST4047, ST4048, ST4049, ST4050, ST4051, ST4052, ST4053 e
ST4054) novos e 3 (ST15, ST515, ST661) descritos anteriormente (Tabela 3) Os dois
complexos clonais (CCs) encontrados neste estudo, incluindo CC258 (P5336 e P5339)
e CC15 (P5337, P5435 e P5763) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Proposicédo de agrupamento do complexo clonal de cepas que compartilham

5 ou mais alelos entre ST

Alelos de genes do MLST

ST gapA infB mdh pgi phoE rpoB

Cepa

MLST
database

P5430 4047 1 1 1 13 16 15 1 UG
80 159 IS

P5462 4049 178 4 6 1 7 4 38 UG
A 14 [He6i]

P5750 4052 18 22 26 1 08 37 194 UG
P5763 15 1 1 1 1 1 1 1 15

P5773 4053 47 1 1 1 7 4 65 UG

Fonte: FLORES et al., 2020.
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6 DISCUSSAO

O controle e a prevengcdao da disseminacdo da resisténcia microbiana aos
antimicrobianos pelos servicos de saide é imperativo nos dias atuais (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2020). O isolamento de precoce de pacientes
colonizados por microrganismos MDR é medida padrdao de controle de infeccdo para
reduzir o risco de transmissao entre pacientes e dessa forma reduzir os casos de
infecgao hospitalar (LEDOUX et al., 2016; STRICH; PALMORE ,2017). Sendo assim, as
culturas de vigilancia tornaram-se uma ferramenta essencial em programas de controle
de infeccdo, ndo apenas durante surtos, mas também como uma medida de rotina em
ambientes endémicos para CRE. Recomenda-se a vigilancia da linha de base para
determinar a prevaléncia e tipos de enzimas carbapenemases que circulam em uma
instituicdo sendo importante para fins de vigilancia, controle de infeccao e tratamento
(RICHTER; MARCHAIM,2017).

Desta forma, é de extrema importancia implementar medidas de prevencdo que
devem ser realizadas por toda equipe multiprofissional, como higienizacdo das maos,
medidas de precaucbes de contato, realizacdo de coleta de swab retal, técnica de
vigilancia mais utilizada na detec¢cdo de linhagens MDR que colonizam o trato
gastrointestinal (STIER et al, 2016; FOSHI et al, 2019).

O trato gastrointestinal é considerado um reservatério comum e significativo de
K. pneumoniae em termos de risco de transmisséo e infeccdo (Martin e Bachman,
2018). Estudos mostraram que a colonizacdo por K. pneumoniae esta associada a
infeccbes subsequentes em pacientes internados. Além disso, 80% de concordancia foi
demonstrada em isolados de K. pneumoniae capazes de colonizar e infectar pacientes
(MARTIN et al., 2016; GORRIE et al., 2017)

Na ultima década, K. pneumoniae emergiu como uma grande ameaca a saude
publica, principalmente devido ao aumento da prevaléncia de infecgbes associadas a
assisténcia a saude causadas por cepas multidroga resistentes (WYRES et al, 2020).
Além de ser um problema clinico significativo, é nesta espécie que varios novos genes
de resisténcia aos antimicrobianos vém sendo descobertos (por exemplo, 0os genes

KPC, OXA-48 e NDM-1). Embora a contribuicdo de K. pneumoniae para a crise global
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de RAM seja impossivel de quantificar, as evidéncias atuais sugerem que esta possui
uma ampla distribuicdo ecologica, composicdo de DNA significativamente variada,
maior diversidade de genes de resisténcia (WYRES et al,2018).

No Brasil, muitos estudos tém revelado a presenca de K. pneumoniae em
infeccbes nosocomiais. Um estudo realizado em um hospital no sudoeste do Parana em
2017, registrou 289 casos de infeccdes hospitalares, sendo 7,3% desse total causadas
por K. pneumoniae. Ainda nesse estudo, das 109 infec¢des na UTI Neonatal 11,9% (13)
foram causadas por K. pneumoniae (DA SILVA; VELASQUEZ, 2017). Outro estudo no
Parana também apontou que 8,9% do total de infec¢cdes hospitalares na UTI Adulto e
10,1% na UTI Neonatal tinham como agente etioldgico a K. pneumoniae (GASPAR,
BUSATO AND SEVERO, 2012).

Alvim e colaboradores (2019) também demonstraram a prevaléncia de K.
pneumoniae (68%) principalmente, em infeccbes de corrente sanguinea (ICS),
infeccbes do trato respiratorio e trato urinario relatadas em um hospital em Minas
Gerais. Estudos mostraram a prevaléncia desse microrganismo em ICS e destacam a
importdncia deste agente etiologico no contexto epidemioldgico atual. Esse
microrganismo mostrou resisténcia a maioria dos antimicrobianos comumente usados
em UTIs e tém sido associados a presenca de mecanismos de resisténcia moveis. Além
disso, quando mais de um gene resistente € codificado na mesma estrutura genética,
como plasmideos, leva ao fendbmeno da co-resisténcia (PONS; RUIZ, 2019).

No presente estudo, avaliamos o0s genotipos de resisténcia, bem como, as
relacBes clonais de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos de culturas de
vigilancia ativa em pacientes admitidos em uma UTI no Rio de Janeiro. Os sistemas
automatizados, embora eficientes, apresentam limitagcbes em relacdo a identificacéo
dos mecanismos envolvidos na resisténcia microbiana. Esses sistemas muitas vezes
necessitam de complementacdo por testes fenotipicos e/ou genotipicos para a
determinacdo dos mecanismos de resisténcia (NOWAKONSKI et al., 2015).

Além de 100% de resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos, foi revelada alta
taxa de resisténcia as fluoroquinolonas (94%) e a tigeciclina, aminoglicosideos e
colistina. A taxa de resisténcia a ciprofloxacina entre isolados vem aumento

significantemente. Um estudo em Taiwan demonstrou que a taxa de resisténcia a
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ciprofloxacina entre K. pneumoniae produtoras de ESBL foi de 18,5%, o que € muito
menor do que o mostrado no presente estudo (94%) (LIN et al., 2016). Como as
fluoroquinolonas sdo antibiéticos alternativos aos carbapenémicos no tratamento de K.
pneumoniae, esse aumento da resisténcia gera grande preocupacao clinica. No Brasil,
estudos demonstram que a maioria dos isolados de K. pneumoniae produtora de
carbapenemases (KPRC), de origem clinica e ou de colonizacédo, também apresentam
alta resisténcia a diferentes classes de antibiéticos (PEREIRA et al., 2013; FERREIRA
et al, 2019).

Assim, 0 uso constante de antimicrobianos carbapenémicos no tratamento de
infeccbes causadas por K. pneumoniae levou aumento do uso de polimixinas
(polimixina B e colistina) e tigeciclina como Uultimas opg¢bBes para o tratamento de
infeccbes graves causadas por este microrganismo (CHIOTOS et al,2017). Muitos
estudos vém revelando o aumento nas taxas de resisténcia a tigeciclina (83%) e
colistina (35%) quando comparados a estudos anteriores (AIRES et al, 2019;
FERREIRA et al, 2019). DEGLMANN e colaboradores (2019) também observaram que
em pacientes com IRAs admitidos em UTI de um hospital publico em Santa Catarina
houve um aumento na resisténcia a colistina (80%) e a tigeciclina (45,5%). O mesmo foi
encontrado em hospitais de S&o Paulo, onde isolados de KPRC apresentaram
resisténcia a colistina (27,1%) (BARTOLLETI et al, 2016). Estudos brasileiros realizados
na regido sudeste também relataram aumento na resisténcia a polimixina desde 2009
(BRAUN et al, 2018; ROSSI et al, 2017, RODRIGUES, 2019).

O surgimento e a disseminacdo de ERCs produtoras de carbapenemases e
metalo-B-lactamases (MBLs) sdo uma preocupacdo clinica e de saude publica,
resultando em dificuldades no tratamento. Inimeros pesquisadores tém detectado
essas enzimas nas mais diversas partes do mundo, como por exemplo em Teera,
isolados clinicos de K. pneumoniae carreavam os genes blaviv (8,1%), blaoxa-4s (27%) e
blakec (24,3%) (SEDIGHI et al, 2017). Por outro lado, isolados de KPRC em um hospital
na Turquia apresentaram genes blanom (52,9%), blaoxa-4s (39,8%), blakrc (2,0%) e blanowm
e blaoxa4s (5,9%) (SAGIROGLU et al, 2018). Estudos de LOPEZ-GONZALEZ e
colaboradores (2019) com enterobactérias de diversas amostras clinicas isoladas entre

2014 e 2016 na Espanha, revelaram que 56,7% apresentavam o gene blaoxa-4s, 24,3%
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blakrc € 19% blaviv. Nesse mesmo estudo, o gene blakpc foi prevalente em isolados de
2014, enquanto em isolados de 2016 o blaoxa4s foi predominante. Uma possivel
explicacdo para a mudanca epidemioldgica de blakpc para blaoxa-4s8 Nnesse hospital pode
estar relacionada a disseminacdo de ERCs através do territério espanhol. Portanto,
esse hospital estaria representando apenas uma pequena parte do que € de fato um
fenébmeno de ambito nacional (LOPEZ-GONZALEZ et al, 2019). Ja nesse presente
estudo, demonstramos a prevaléncia de blakrc seguida por blaoxa-4s, 0 que revela a alta
variabilidade de enzimas carbapenemases e sua rapida disseminagéo.

A coproducédo de KPC com outras carbapenemases, como VIM e NDM em K.
pneumoniae foi relatada em diferentes paises, incluindo Italia (RICHTER et al, 2009),
Grécia (GIAKKOUPIA et al, 2009) e China (HU et al,2014), indicando sua a distribui¢cao
mundial (KUMARASAMY et al, 2012; CANDEVIR et al, 2017; IRAZ et al, 2015). O
mesmo foi demonstrado no presente estudo, onde isolados de culturas de vigilancia
apresentaram a coproducdo de KPC, NDM, VIM e OXA-48 além da resisténcia a
gentamicina, ciprofloxacina, tigeciclina e colistina.

No Brasil, o gene mcr-1 foi descrito em E. coli isoladas de animais (FERNANDES
et al., 2016) e em amostras clinicas (SELLERA et al., 2017) e recentemente encontrado
em associacdo ao blakec2 (CONCEICAO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017).
Em nosso estudo, também encontramos 17 isolados carreando mcr-1 em associacao
ao blakec. O mcr-1 em linhagens que produzem KPC pode promover a disseminacao de
isolados resistentes a colistina e carbapenémicos (DALMOLIN et al, 2018). Em outro
estudo houve a colonizacdo simultanea por E. coli (ST744), portadora de mcr-1 e K.
pneumoniae (ST101) (NETO et al., 2019).

No presente estudo, a analise da diversidade genética dos 103 isolados pela
ERIC-PCR revelou uma grande variabilidade genética entre os isolados, demostrando
pequena relacdo epidemiologica entre eles. Os isolados foram distribuidos em 83 perfis
genéticos distintos com no maximo 50% de similaridade. Apesar disso, verificamos
cepas com percentual de similaridade acima de 80%, apesar de formarem sete
pequenos possiveis complexos clonais mostraram caracteristicas distintas em relacao a

susceptibilidade aos antibiéticos e ao perfil de genes de resisténcia.
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Recentemente, isolados portando o gene blakpc foram relatados em quase todas
as regioes do Brasil (SHEN et al., 2009; CUZON et al., 2011; KERDSIN et al., 2019).
Enquanto a enzima NDM-1, descrita pela primeira vez em K. pneumoniae isolado de um
paciente indiano na Suécia em 2008 (DI TELLA et al., 2019), ja possui pelo menos vinte
e oito NDM variantes relatadas em todos os continentes (LOGAN et al., 2017).

No presente estudo também avaliamos as relacBes clonais de 11 isolados
carreando o gene blanom pelo esqguema do MLST. Estes isolados apresentaram
resisténcia a outras classes de antimicrobianos, incluindo gentamicina, ciprofloxacina e
tigeciclina. Altas taxas de resisténcia aos aminoglicosideos podem ser atribuidas ao uso
excessivo de gentamicina, além da possibilidade da presenca do gene aac(3)-1l no
mesmo elemento genético movel portador dos genes de carbapenemases (DZIRI et al.,
2019).

Em contrapartida, outro estudo relatou um KPRC suscetivel a diferentes
aminoglicosideos, como a gentamicina (TZOUVELEKIS et al., 2014), o que pode estar
relacionado a estabilidade de plasmideos na presenca ou auséncia de pressao seletiva
(SMETS et al., 2005; WEIN et al.,, 2019). Em relagcdo ao tratamento, o uso de
gentamicina isolada ou em a combinacdo com tigeciclina tem sido usada para reduzir a
mortalidade por sepse causada por CRE (GONZALEZ-PADILLA et al., 2015). E
importante notar que, no presente estudo, as altas porcentagens de KPRC foram
resistentes a gentamicina e a tigeciclina.

Durante as Ultimas décadas, a resisténcia aos carbapenémicos entre K.
pneumoniae é normalmente causada pela emergéncia de carbapenemases
transmissiveis, como KPC e NDM. NDM compreende, especialmente, um dos grupos
de MBLs de maior crescimento (YONG et al., 2009; KIAEI et al., 2019). Eles tém sido
cada vez mais detectados em diferentes paises, sugerindo uma disseminacao mundial
(DZIRI et al., 2019; KIAEI et al., 2019). Assim, 0s antimicrobianos carbapenémicos
estdo se tornando cada vez mais ineficazes e apenas algumas opc¢des terapéuticas
estdo disponiveis, como a colistina (PEREZ, 2018).

De acordo com NORDMANN et al., a maioria das bactérias produtoras de NDM
também carregam uma diversidade de outros mecanismos de resisténcia, incluindo

ESBLs (especialmente CTX-M-15) e diferentes carbapenemases (por exemplo, tipos
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OXA-48, VIM e KPC) (NORDMANN et al.,, 2011). O fenbmeno de coexisténcia de
determinantes de resisténcia a multiplos medicamentos em uma Unica cepa tornou-se
muito comum (CHEN et al., 2011; ANDRADE et al.,, 2014; ZHANG et al., 2019). Por
outro lado, outro estudo que avaliou a relagdo genética e determinantes moleculares da
resisténcia aos carbapenémicos em cepas clinicas, revelou que nenhum dos 100 KPRC
abrigava os genes KPC ou VIM. No entanto, eles exibiram uma prevaléncia de OXA-48
e NDM, bem como um aumento na taxa de resisténcia a colistina, polimixina B,
fosfomicina e tigeciclina, e alguns aminoglicosideos (JAFARI et al., 2019). A existéncia
de pelo menos dois genes carbapenemase em KPRC também foi relatada em todo o
mundo, incluindo KPC e VIM na lItalia (RIPABELLI et al., 2018; DI TELLA et al., 2019;
PERILLI et al., 2013), KPC-2 e VIM-24 na Colombia (ROJAS et al., 2013), NDM-1 e
KPC-2 no Brasil (PEREIRA et al., 2015), e NDM-1 e OXA-181 em Cingapura (BALM et
al., 2015).

No presente estudo, relatamos pela primeira vez K. pneumoniae de culturas de
vigilancia carreando até quatro carbapenemases (NDM, KPC, OXA-48 e VIM) e
pertencentes ao ST515. Dados de epidemiologia molecular baseados em MLST
mostraram a variedade de STs de K. pneumoniae associados a genes de resisténcia,
como ST258, que é o ST com gendtipo resistente aos carbapenémicos prevalente nos
Estados Unidos, Brasil, Italia, Noruega e Grécia (LEE et al., 2016; PITOUT et al., 2015;
BOSZCZOWSKI et al., 2019; FLORES et al., 2020) (Figura 4).
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Figura 4 - Distribuicdo de ST entre as localiza¢gbes geograficas. CC, complexo clonal.
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Fonte: FLORES et al., 2020.

Um estudo realizado na Russia também mostrou que o ST340 estava associado
com K. pneumoniae produtora de NDM (AGEEVETS et al., 2014). Evidéncias recentes
mostraram que a epidemiologia global estd mudando, com o surgimento de novas
linhagens, como isolados KpV_S 1 e KpV_S 2 pertencentes a ST661 e ST307,
respectivamente, recentemente relatados como responsaveis por surtos em varios
paises europeus.

A deteccédo do gene blaviv-1 em clones nédo predominantes de K. pneumoniae em
ambiente hospitalar também sdo fortes evidéncias de alteragbes epidemiologicas na
Italia (PIAZZA et al., 2019). Na Argentina, o0 ST258 ndo é mais o clone absoluto entre os
isolados KPC-Kp com o surgimento de linhagens mais virulentas, como a
hipermucoviscosa ST25 e o surgimento do clone de alto risco ST307 (HAASE et al.,
2013).
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No presente estudo, as 11 linhagens de K. pneumoniae produtoras de NDM
foram agrupadas em 11 STs diferentes, sendo 8 novos e 3 descritos anteriormente
(ST515, ST661 e ST15). Seis dos oito novos STs foram associados a cepas MDR, além
de um isolado PDR pertencente ao ST4050. De acordo com o banco de dados MLST,
ST661 é uma linhagem rara isolada apenas na China e nos Estados Unidos, e foi
implicada em um surto no Reino Unido, que envolveu a propagacao clonal de K.
pneumoniae produtora de KPC e a disseminacdo do plasmideo pKpQIL-D2-KPC-2
(MARTIN et al., 2017). Ja o ST15 é um genotipo disseminado em todo o mundo, mas
nunca foi relatado como fonte de surtos hospitalares de KPRC. Conforme relatado
anteriormente (MARKOVSKA et al.,, 2015; TADA et al.,, 2017; CHUNG et al., 2015;
ZHOU et al.,, 2016), a cepa ST15 isolada neste estudo apresentou um perfii MDR
associado aos genes blavim e nowm, sugerindo uma alta capacidade de transferéncia
horizontal de genes de resisténcia (BERGLUND et al., 2019). De fato, o
sequenciamento do genoma completo de cepas K. pneumoniae do ST15 revelou alta
resisténcia antimicrobiana compartilhando um ancestral comum com 140 cepas de K.
pneumoniae disseminadas globalmente (DE MAN et al., 2016).

Outro gendtipo encontrado no presente estudo, ST515, foi relatado na Pol6nia e
no Vietnd como um agente de infeccdo esporadica. E importante notar que ST515 e
ST15 compartilham 5 alelos MLST (Tabela 4), sugerindo um agrupamento no mesmo
CC15 que vem se estabelecendo entre portadores saudaveis e pacientes no ambiente
hospitalar ou fora das unidades de saude. Os STs 4051 e 4054 estdo intimamente
relacionados ao ST258 associado a resisténcia antimicrobiana, compartilhando 5 alelos,
e sendo agrupados em CC258 (Tabela 4). As cepas desses dois STs apresentaram 0s
genes blakec, nom € viv, além de alta resisténcia a b-lactamicos, ciprofloxacina,
tigeciclina e gentamicina.

Os dados obtidos no presente estudo ressaltam a importancia de culturas de
vigilancia como ferramenta preventiva, destacando-se a necessidade de identificacédo
de mecanismos de resisténcia e genes envolvidos, que poderdo colaborar com a

prevencao da crescente e relevante multirresisténcia bacteriana.
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7 CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente estudo revelam novos clones de KPRC
multirresistentes de culturas de vigilancia que podem representar uma preocupacao
para as autoridades de saude em relacdo a disseminacdo da resisténcia aos
antibidticos. Notavelmente, dos oito novos STs descritos neste estudo, dois séo
resistentes a colistina, porém sem alelos mcr (1 a 8), mas apresentando coproduc¢éo de
KPC, NDM e VIM.

A presenca de NDM nos 11 diferentes STs pode refletir a possibilidade de
transferéncia de plasmideo carregando varios genes carbapenemases, como foi
relatado em todo o mundo. Este evento pode ter consequéncias graves para a saude
publica, levando a uma maior disseminacdo de genes antimicrobianos e
microrganismos MDR, tornando o tratamento contra patégenos bacterianos dificil.

O programa de cultura de vigilancia ativa pode ser considerado uma abordagem
essencial para combater a ameaca de resisténcia antimicrobiana. Além disso, a
divulgacéo de nossos dados deve ser compartilhada tanto com a comunidade cientifica
guanto com as principais partes interessadas, incluindo a populacdo e tomadores de

decisdo governamentais.
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