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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Polyana Silva Pereira

Klebsiella pneumoniaeé um patégeno Gram-negativo da familia Entereiacteae, frequentemente
associado as infec¢des. Isolados clinicok.deneumonia@isualmente apresentam resisténcia a classe
dos beta-lactamicos, devido a producéo de carbameedo tipo KPC. Além da resisténcia a todos
0s beta-lactamicos disponiveis, a KPC possui apacidade de disseminacgdo, pois tem sido descrita
em plasmidios associados a transposond4@1. Foi descrita inicialmente nos EUA, e atualmesge
tornou uma ameaca global. A sua primeira descmga®rasil ocorreu em 2006 e desde entdo sua
incidéncia tem crescido significativamente. Assim, objetivo desse trabalho foi analisar o
polimorfismo genético, determinar o perfil de ré&igia a antimicrobianos, identificar o plasmidio
carreador e a regido flanqueadora do daagc de 165 amostras d€pneumoniaeprodutoras de
KPC provenientes de doze estados Brasileiros (AL, 8E, DF, ES, GO, MG, MA, PE, PI, RJ e SC)
no periodo de 2006 a 2010. A confirmacao da pranggiKPC e identificacdo da variante alélica
foram realizadas por PCR e sequenciamento. A slilsiielade aos antimicrobianos foi determinada
através de difusdo em agar (CLSI, 2011) e detegamaa CIM por Etest® (ANVISA N°1/2010).
PFGE e MLST foram utilizados para a analise epidigica. Avaliacdo da regido flanqueadora do
geneblagpc foi realizada através de PCR para deteccdo dBidh A identificacdo do plasmidio
carreador do gendlakpc foi realizada através de extracdo plasmidial (Kadd.iu, 1981) e
hibridizacdo (Sambrook e Russel, 2001). As amodtnasn recuperadas principalmente a partir de
sangue (39%) e urina (37%), e todas as cepas fpraduXPC-2.Foi observada resisténcia a
ciprofloxacina (95,7%), sulfametoxazol/trimetopri§@#,2%), amicacina (34%) e gentamicina (57%),
fosfomicina (7,8%), polimixina B (11%) e tigecicin(38%). A maioria das cepas se mostrou
multirresistente, sendo trés resistentes a todaslasses de antimicrobianos testadas. Através de
PFGE, encontramos 28 grupos clonais, sendo trés pnavalentes: grupo A (40,6%- ES, RJ, SC e
CE); grupo C (23% - CE, DF, MG, GO, PE e RJ); grap¢9,7%- AL, ES, DF e PI). Através de
MLST, também se observou 28 clones, mostrando boalagdo. Os grupos clonais A/KpRj, C e Q
foram designados por MLST como ST437, ST11l e STigépectivamente. Através de analise
filogenética, observamos trés complexos clonaigeemssas amostras: CC11 (ST11, ST340, ST437,
ST757, ST855), CC16-17 e CC758-840. O CC11 apraggande importancia epidemioldgica, pois
inclui dois STs que tém desempenhado papel deqiestm relacdo a disseminacao do ddagc:
ST258 e ST11 (encontrado em nosso trabalho). O lgere-., foi encontrado associado ao4Ad1,
isoforma “a” em todas as amostras, e associadoasmpdios em 95,3% das amostras. Desses
plasmidios, 92% eram de 40kb (IncN) e 8% de 5%kbL(M). Dessa forma, acreditamos que em
Nnosso pais esteja ocorrendo a disseminacdo dobigmpe tanto devido a dispersdo de um mesmo
plasmidio de aproximadamente 40kb do grupo de ke cepas de diferentes STs, como também a
disseminacdo de um mesmo complexo clonal (CC1He @s clones A-KpRJ/ST437 e C/ST11 tem
desempenhado importante.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Polyana Silva Pereira

Klebsiella pneumoniaés a Gram-negative pathogen belonging to Entetebaceae family, often
associated with infections. Clinical isolateskofpneumoniaeisually show resistance to beta-lactams,
due to production of KPC-type carbapenemase. litiaddo resistance to all beta-lactams available,
this carbapenamase has high capacity to spreatk &ihas been described in plasmids associated
with transposons (4401). KPC was first described in the U.S., and nowadayconsidered a global
threat. The first description of KPC in Brazil ooad in 2006 and since then its incidence has lgreat
increased. Thus, the objective of this study waarnalyze the genetic polymorphism, determine the
antimicrobial resistance profile, and identify @earier plasmid and the flanking region of thlaxpc
gene of 165 KP&roducingK.pneumoniadrom twelve Brazilian states (AL, AM, CE, DF, EGQ,
MG, MA, PE, PI, RJ and SC) in the period of yead®&to 2010. Confirmation of KPC production
and identification of the allele variant were pemied by PCR and sequencing. The antimicrobial
susceptibility was determined by agar diffusion 8CL2011) and MIC determination by Etest®
(ANVISA 1/ 2010). PFGE and MLST were used for gpridological analysis. Evaluation of flanking
region surrounding thélaxec gene was performed by PCR for the detection ofi4DA The
identification of the plasmid carrying thaxsc gene was performed by plasmid extraction (Kado and
Liu, 1981) and hybridization (Sambrook and Rus®€1). The isolates were mainly recovered from
blood (39%) and urine (37%), and all strains predudPC-2. Resistance was observed to
ciprofloxacin (95,7%), sulfamethoxazole/trimethopri (84.2%), amikacin (34%), gentamicin
(57%), fosfomycin (7.8%), polymyxin B (11%) and daycline (38%). Most of the strains showed
multidrug resistant pattern, and three of them weséstant to all classes of antimicrobials tesBad.
PFGE, we found 28 clonal groups, three being thstmpevalent: group A (40.6% - ES, RJ, SC and
EC), group C (23% - CE, DF, MG, GO, RJ and EP)ugr® (9.7% - AL, ES, DF and PI). By MLST,
we also found 28 profiles, showing good consistelnetween these two methodologies. The clonal
group A/KpRj, C and Q were designated by MLST ad®&T ST11 and ST340 respectively.
Phylogenetic analysis showed three clonal compleg€st1 (ST11, ST340, ST437, ST757, ST855),
CC16-17 and CC758-840. The CC11 has great epidegioall importance, because it includes two
STs that have been playing a prominent role irspiread of thdlaxsc gene: ST258 and ST11 (found
in our work). Theblakrc.» gene was found associated with4#01, isoform "a" in all samples, and
associated with plasmids in 95.3% of them. Of th@asmids, 92% had 40kb belonging to the IncN
group and 8% had 55kb (IncL/M). Thus, we believa thur country is experiencing the spread of the
geneblagpc both associated with the dispersion of a singgaipid of approximately 40kb of the IncN
group among strains of different STs, but also ey $pread of the same clonal complex (CC11),
where the clones A-KpRJ/ST437 and C/ST11 has plagdthportant role.
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1. INTRODUCAO

1.1.Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumonia& um procarioto, pertencente ao filo Proteobagtetilasse

Gammaproteobacteria, ordem Enterobacteriales, iaBriterobacteriaceaé€l).

O género Klebsiella foi nomeado por Trevisan (1885) em homenagem ao
microbiologista alemé&o Edwin Klebs (1834 - 1913)prmeira espécie d€lebsielladescrita
foi um bacilo encapsulado isolado de uma pacieot®@ cinoscleroma. Este isolado foi
denominaddKlebsiella rhinoscleromatigpor Trevisan em 1887. Em 1882, uma bactéria foi
isolada dos pulmdes de um paciente que havia nmeode pneumonia e desta forma foi
designad&lebsiella pneumoniambém por Trevisan em 1887 (1).

As espécies do géneKlebsiella foram originalmente diferenciadas de acordo com
suas caracteristicas patogénicas, como doencasadesusou quanto a sua origem.
Posteriormente foram classificadas de acordo catilizacéo de diversos substratos, provas
bioquimicas e atividade enzimatica. Finalmente,udmd moleculares permitiram a
identificacdo de novas espécies e a reclassificdadga existentes, alterando a taxonomia

deste género.

Cinco espécies pertencentes ao génklebsiella foram definidas a partir de
metodologia de hibridizacdo DNA-DNAS.oxytoca K.planticola; K.terrigena K.mobilis e
K.pneumoniaeEsta ultima foi subclassificada em trés subesgéKiebsiella pneumoniae
subespéci@neumoniagKlebsiella pneumoniasubespéci®zaenae Klebsiella pneumoniae
subespéciehinoscleromatis Entretanto, em estudos que comparam as sequelusagenes
16S rRNA erpoB, as espéciek.planticola, K.terrigena e K.mobilifgoram agrupadas em
outro genéroRaoultella sendo nomeadas a partir de entdo cBmplanticolaR. terrigenae
R. ornithinolytica respectivamente. Entre as trés subespécies do ogé&dgmeumoniae

subespécipneumonia@€ a mais frequente em infeccbées em humanos (2, 3).

K.pneumoniaeé um bastonete Gram-negativo aerdbio facultatide, tamanho
variando de 0,3 x 1,5 pm a 0,4 x 2,0 um, ndo efdouimovel. E ndo produtor de gas
sulfidrico (HS) e da enzima citocromo oxidase, utiliza o citamo unica fonte de carbono
e possui a enzima lisina descarboxilase. No AgaBHMosin- Methylen- Blye produz
coldnias roseas elevadas com centro negro, brdbamte consisténcia mucoide devido a

producédo de cépsula (4).



O genoma total da espédfe pneumoniaga foi sequenciado. A primeira cepa a ser
sequenciada foi a MGH 78578 (ATCC 700721) isola®ial®94, oriunda de escarro de um
paciente de 66 anos que apresentava pneumonia segeacontrava internado em uma
unidade de terapia intensiva (UTI) (Acession nunBenBank: NC_009648.1). Essa cepa,
apresentava um total de 5.315.120 pares de basesaproximadamente 5926 genes. A
média de conteudo G/C do cromossomo foi 57,7%,iderslo 0 mais alto conteudo G/C
entre as espécies da famftliaterobacteriaceae Atualmente, ja estao disponiveis nos bancos

de dados especializados mais trés genomHs pleeumoniagb).

Esta bactéria encontra-se ubiquitaria na natusrragntrada em aguas, esgoto, solo e

na superficie das plantas, também colonizando rasates diversos mamiferos (6).

A relagdo deste organismo extracelular com humamom desde colonizagdo a
infecgBes, principalmente de pacientes hospitatigadentre as sindromes clinicas mais
frequentes citam-se: pneumonias, infec¢coes do tmatwario, manifestacbes de feridas,
bacteremia, rinite crénica atréfica, artrites, @teée, meningites em criancas e sepse. Ja como
parte da microbiota normal, este organismo usuaknen encontrado colonizando a

nasofaringe, a pele e principalmente o trato gaséstinal dos individuos (2,7).

Os principais veiculos para a transmissa& g@eumoniaeo ambiente hospitalar séo
equipamentos médicos contaminados, produtos desvdel sangue, trato gastrointestinal dos
doentes e as maos nado higienizadas dos profissiateisalide. A capacidade que este
microrganismo possui de disseminar-se tem geradtwssuespecialmente em unidades

neonatais (8).

1.2. Antimicrobianos

Ao longo da histéria, temos observado a ocorrédeiama batalha continua entre os
seres humanos e os diversos microrganismos que feoder de causar infecgdes. Diversas
doencas e manifestagbes como a peste bubdniceculdse, malaria, infeccbes bacterianas e
mais recentemente a sindrome da imunodeficiéncisnaha (AIDS) tem afetado
substancialmente a populacdo humana, causandalatetaxas de mortalidade e morbidade
ao longo dos séculos. Entretanto, no inicio do Ieé20 ocorreram grandes avangos no
desenvolvimento de medicamentos, principalmentelagucom capacidade antibacteriana,

ajudando a melhorar o panorama em favor dos hun{@hos



A era moderna de terapia antimicrobiana teve inétio 1929, com a descoberta da
penicilina por Alexander Fleming, logo seguida pedscoberta das sulfonamidas em 1935
por Dogmagk. O isolamento de outros compostos cestceptomicina, cloranfenicol e
tetraciclina ocorreu pouco tempo depois e na décwl®0, ja estavam disponiveis na
terapéutica. Vale ressaltar que existem dois grdpasoléculas com atividade biologica que
podem ser usadas para o tratamento de infeccdastibsdticos, que sdo substancias naturais
produzidas por certos grupos de microrganismogimi@nobianos, que sao sintetizados em
laboratorios. Entretanto, hoje em dia, varios costge originalmente descobertos em

microrganismos podem ser produzidos artificialméaje

Apesar da identificacdo de centenas de compostos atvidade antibacteriana,
somente alguns demonstraram eficacia clinica. @lg@ma esta relacionado com algumas
caracteristicas farmacoldgicas, tais como: toxaedapenas contra 0 microrganismo, maior
espectro de atividade possivel, ser desprovidaa@ipdade alergénica, causar dano minimo
a microbiota normal, ter boa distribuicdo entrdemsdos e fluidos do organismo, ser de facil
producdo e deve ter meia-vida longa. Desta formpesa do grande numero de compostos
candidatos a agente antimicrobianos, ndo possuatéosioje um arsenal tdo vasto quanto

seria necessario para combater os fenbmenos d&resa (10).

Atualmente, a grande maioria dos agentes antimemob utilizados para o
tratamento de infecgBes bacterianas esté catedardsmacordo com seu principal mecanismo
de acdo, representados por: [1] inibicdo da sineskica, [2] interferéncia na sintese de
acidos nucleicos, [3] inibicdo de vias metaboligdsrompimento da membrana celular, [5]

interferéncia na sintese da parede celular.

A classificacao dos principais antimicrobianos @ssespectivos mecanismos de agéo

podem ser observados na tabela abaixo.



Tabela 1.1: Classificacdo dos antimicrobianos mais comumetiligados na pratica clinica

para tratamento de infec¢bes bacterianas seguntvdie 2006 (9).

Mecanv::,mo de Mecamsmq _de acao Classe (Exemplo de antimicrobianos)
acéo especifico
. . ~ Beta-lactamicos (Penicilinas, Cefalosporinas,
Interferéncia na Ligagdo as PBPs Carbapenemas e Monobactamicos)
sintese da parede — . —
celular Inibicdo da enzima MurA Fosfomicinas
Ligacao a D-alanina Glicopeptideos (Vancomicina e Teicoplanina)

Cloranfenicol, Macrolideos,

HEERres & SLalEEeE Lincosamidas(Clindamicina), Oxazolidinonas

Inibicdo da ribossomal 50S

Sintese proteica CllilHdlle),
P Ligam-se a subunidade = Aminoglicosideos (Amicacina e Gentamicina),
ribossomal 30S Glicilciclina (Tigeciclina) e Tetracilinas
Interferéncia na Inibe a sintese de DNA Quinolonas (Ciprofloxacina)
sintese de acidos ) , . -
e Inibe a sintese de RNA Rifampicina
Inibicdo gt_e vias Inibe avia dg sintese do Sulfonamidas
metabolicas acido folico
RonTé)r'an?g;%de Aumentam a permeabilidad Polimixinas
Yo da membrana
plasmatica

1.2.1. Antimicrobianos que inibem a sintese proteac

Os macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclindsilgitlina e cloranfenicol produzem
efeito antibacteriano inibindo a sintese protelitstes agentes antimicrobianos se beneficiam
da estrutura do ribossomo procaridtico, que € elifier da estrutura do ribossomo eucariotico,
tendo assim, a capacidade de inibir seletivamentecrescimento bacteriano. Os
aminoglicosideos, glicilciclinas e tetraciclinas Iggam na subunidade 30S do ribossomo
bacteriano, enquanto que o cloranfenicol e os nides se ligam na subunidade 50S (11).

Os macrolideos sdo moléculas constituidas por whraacrociclico de lactona, ao
qual se ligam um ou mais acglcares. Pertencem agagbe@ azitromicina, claritromicina,
eritromicina, espiramicina, miocamicina, roxitrom&. O primeiro macrolideo a ser
descoberto foi a eritromicina, isolada em 1952 dirpao actinomicetoStreptomyces
erythraeus Essa classe tem amplo espectro de agéo incl@mndm-positivos, e somente a
azitromicina possui atividade contra Gram-negat{ads.

Ja os aminoglicosideos sdo moléculas compostas cdearas modificados. A
estreptomicina foi o primeiro aminoglicosideo a sbtido a partir do fung8treptomyces
griseusno ano de 1944 e atualmente as principais drog#gadas desta classe sao:



estreptomicina, gentamicina, tobramicina, amicacingetilmicina, paramomicina e

espectinomicina e possuem atividade contra Gramihgmse Gram-negativos (12).

A tetraciclina € um antibiético de amplo espectmdpzido pelo génerStreptomyces
indicado para tratamento de diversas infeccOesebachs. Apresentam amplo espectro de
acao, incluindo Gram-positivos, Gram-negativos liesie anaerobios e alguns protozoarios
(13).

O unico representante da classe das glicilcicli@aa tigeciclina. Esta droga é
considerada de amplo espectro e apresenta ativatadiea cocos Gram-positivos (incluindo
estafilococos resistentes a oxacilina e enterocoegistentes a vancomicina), bacilos Gram-
negativos (excetBseudomonas aeruginosdroteus mirabili$ e a maioria dos anaerébios
de importancia clinica. Tem sido bastante utilizpdaa o tratamento de Enterobactérias
multirresistentes (14).

Ja o cloranfenicol, que também possui amplo espelgratividade, € eficaz contra
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e rigagtsh molécula foi inicialmente isolada
em 1947 do microrganisntireptomyces venezuel&ossui contra indicagdo para o uso em
pacientes gravidas e em amamentacdo, devido aéac@rda sindrome cinzenta. Esta
sindrome resulta da deficiéncia natural na excregise farmaco, uma vez que essa droga
deve ser conjugada ao acido glicurbnico e tal msmweainda ndo esta muito bem
desenvolvido nos fetos e recém-nascidos (11).

1.2.2. Antimicrobianos que inibem a sintese de aad nucleicos

As drogas que agem inibindo a sintese de acidoleioos sdo as quinolonas e a
rifampicina. As quinolonas produzem seu efeito idipgo sintese de DNA, se ligando na
DNA girase, que possui papel importante na dupdicadp material genético. As quinolonas
de primeira geragdo, como o acido nalidixico, foratroduzidas na pratica clinica no inicio
dos anos 60. No inicio dos anos 80, com o acrésdemaim atomo de fldor no anel
quinolénico, surgiram as fluoroquinolonas, ou qglonas de segunda geracdo, que
proporcionaram aumento do espectro de acédo pdraailes Gram-negativos e promoveram
uma melhora da atividade contra alguns cocos Gmsiiypns. Os dois principais
representantes desta classe sao a ciprofloxacmaflexacina. As quinolonas de terceira
geracdo sao a levofloxacina, gatifloxacina e moxd#tina, e podem ser utilizadas para o

tratamento de infeccbes sistémicas causadas pon-G@gativos e também agem contra
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Gram-positivos. As quinolonas da quarta geracacesaptam atividade antimicrobiana
potente sobre Gram-negativos aerébios e Gram-positiA este grupo pertencem a
trovafloxacina, a clinafloxacina, a sitafloxacirentretanto ndo estdo disponiveis no Brasil
(11).

A rifampicina € um antibidtico que interfere natege de RNA, inibindo a atividade
da RNA polimerase bacteriana. Esta droga é deridaddfamicina, que é produzida pela
Amycolatopsis rifamycinica(anteriormente nomead&treptomyces mediterrapeie é
primariamente utilizada para o tratamento de mict#ves, principalmente causadoras de
tuberculose pulmonar e extrapulmonar, além denskcdda para o tratamento da hanseniase
(13).

1.2.3. Antimicrobianos que inibem vias metabdlicas

Ja as sulfonamidas e a trimetoprima agem inibinds wnetabdlicas. Ambos os
compostos inibem a via de sintese de acido fétice, tem papel importante na sintese de
DNA. As células humanas conseguem aproveitar otdfot@nsumido na dieta para o
metabolismo, enquanto as bactérias dependem daigitmdenddgena. A sulfacrisoidina,
pertencente a esta classe, foi o primeiro agertieiarobiano utilizado clinicamente, em

1935, marcando o inicio da moderna era da quinaipterantimicrobiana (11).

As sulfonamidas sédo drogas de efeito bacteriostagjge inibem competitivamente a
conversao de acido p-aminobezoico em dihidrodropter que € estritamente necessario para
a sintese de folato, consequentemente interfemadsintese de purinas e DNAs. As drogas
desta classe sdo sulfadiazine, sulfametizol, sffiame, sendo o sulfametoxazol a mais
utilizada no Brasil. Possuem amplo espectro deadatie contra Gram-positivos e Gram-
negativos (11).

O sulfametoxazole € comumente empregado em as&odiagn a trimetoprima, uma
diamino-pirimidina. O efeito das duas drogas érgiaé, atuando em etapas diferentes da
sintese do acido tetra-hidrofolico (folinico). Afametoxazol inibe um passo intermediario
da reacéo e a trimetoprima a formacédo do metalativo do acido tetra-hidrofdlico no final

do processo (11).



1.2.4. Antimicrobianos que geram o rompimento da nmebrana celular

O rompimento da membrana celular € o mecanismo g® aitilizado pelas
polimixinas. A estrutura desta molécula consistelleciclopeptideo associado a uma cauda
hidrofobica longa. Essas moléculas sédo produzidaBaxillus polymyxaatualPaenibacillus
polymyxa. Estas drogas realizam seu efeito antimicrobianmpemdo a estrutura da
membrana celular bacteriana através da interag@eiésa com os fosfolipidios, aumentando
a permeabilidade da membrana, causando perda deriahatitoplasmatico. Ha duas

polimixinas disponiveis comercialmente, colist{palimixina E) e polimixina B (15).

As polimixinas possuem potente acdo sobre variastébhas Gram-negativas,
entretanto seu uso foi praticamente abandonade® €@r0 e 1980, devido a sua alta
toxicidade, principalmente causando nefrotoxicidaetretanto, com o aparecimento de
bactérias Gram-negativas multirresistentes, praioipnte em pacientes internados em UTIs,
e a auséncia de novos antimicrobianos para comlestss patdgenos, estas tem sido

novamente utilizadas (16).

1.2.5. Antimicrobianos que atuam na sintese da pate celular

Os antimicrobianos que interferem na sintese dedpacelular e promovem a lise da

célula sao da classe dos glicopeptideos, fosfoasarbeta-lactamicos.

Os glicopeptideos apresentam multiplos mecanisneosagdo. Esses compostos se
ligam aos residuos de D-alanina na cadeia de pepfidano da parede celular que esta
sendo formada, prevenindo a ligagdo cruzada quecésmaria para a sintese estavel dessa
parede. Além disso, esses compostos podem alterpermeabilidade da membrana
citoplasmatica e interferir na sintese de RNA d¢asmatico, sendo usados principalmente
para o tratamento de infec¢bes causadas por Graitivps. Os dois principais representantes
da classe dos glicopeptideos sdo a vancomicina teicaplanina. A vancomicina foi
introduzida para o uso clinico em 1958, mas suzagéo em maior escala iniciou-se nos
anos 80, com o surgimento de infec¢des por estafitis resistentes a oxacilina e reducao da
toxicidade por purificacdo das preparacbes desd@miarobiano disponiveis. Ja a
teicoplanina, apesar de ser quimicamente similarvamcomicina, apresenta maior
lipossolubilidade resultando em excelente penetraigiidual e meia-vida prolongada,

entretanto, essa droga possui pouca penetracéarnesrd hemato-encefalica (13).



Fosfomicinas, que sdo derivadas do &cido fosford@o, conhecidas ha pelo menos
guatro décadas. Apresentam um mecanismo Unicoame qge envolve a inibicdo da primeira
etapa da sintese de peptideoglicano, através decdni da enzima MurA (UDP-N-
acetilglicosamina enolpiruvil transferase), quealisé o primeiro passo da sintese da parede
celular. Essa droga possui um amplo espectro deladie, contra Gram-negativos e Gram-
positivos aerdbios. A fosfomicina trometanol, € uoranulacao oral aprovada no Brasil e em
diversos paises, para o tratamento de infeccOdsato urinario. JA na Europa e Japao, a
formulacdo fosfomicina di-sédio estd disponivelapaso parenteral. Essa droga apresenta
baixa toxicidade, atingindo altas concentrac6e®tan sangue quanto na urina. Além disso,
tem boa penetracédo nos tecidos, sendo indicadaopegamento de infeccbes sistémicas e
graves. Infelizmente, acredita-se que mecanismagsisténcia possam surgir nas amostras
bacterianas quando essa droga é usada em monatexsgim 0 uso combinado com outras
drogas é preferido pelos clinicos (17).

Os beta-lactamicos agem interferindo nas enzimasrgglizam a sintese da camada

de peptideoglicano e devido a sua importanciasei@emonstrados em mais detalhe.
1.2.5.1. Antimicrobianos beta-lactamicos

Os antimicrobianos beta-lactamicos foram os prioses serem descritos e sdo até
hoje, mesmo depois de 80 anos da sua descoberiaioo grupo de antimicrobianos usados
na pratica clinica. A caracteristica comum desstovgrupo de antibioticos é a presenca do
anel beta-lactamico na estrutura quimica da ma@aéc@ anel beta-lactamico é uma amida
ciclica, com estrutura heteroatbmica, consistinedrés atomos de carbono e um atomo de
nitrogénio. O primeiro anel beta-lactamico siniétfoi preparado por Hermann Staudinger
em 1907, a partir da reacdo de uma base de Schiffirdlina e benzaldeido com
difenilqueteno, em uma reacéo de cicloadicdo, cquae ser evidenciada na figura abaixo
(18).
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Figura 1.1: Reacao de cicloadicdo que gera anel beta-lactamico.



Os antimicrobianos desta classe tém acao bacteiitibindo enzimas envolvidas na
sintese da parede celular bacteriana, estruturaégoiemordial para manter a forma dos
microrganismos em ambientes hipertdnicos e hol@sm como o equilibrio osmético. A
estrutura rigida da parede celular é resultaddtdenancia de duas subunidades, o acido N-
acetil muranico e N-acetilglicosamina, sendo queumasiades glicidicas sao unidas por
transglicosidases. Um pentapeptideo é ligado a wadiade de acido N-acetil murénico e a
ligacdo cruzada de duas D-alanina-D-alanina presend pentapeptideo € catalisada por
PBPs, que atuam como transpeptidases. Entretardoglobeta-lactamico é quimicamente
similar a D-alanina-D-alanina do pentapeptidegstnaas PBPs inserem erroneamente o anel
beta-lactamico no lugar da D-alanina-D-alanina.t®&sma, ocorre a acilacao das PBPs, que
ficam impossibilitadas de realizar suas funcOesretamente, causando a lise celular
bacteriana. Uma grande vantagem para o uso dexssse ae drogas é sua baixa toxicidade,

pois atuam na parede celular bacteriana, estrintexstente em células eucariotas (19).

Todavia, para que o beta-lactamico seja ativo, rdese unir a outros radicais (anéis
ou cadeias lineares). A associacdo de diferentdsiasa lineares aos anéis modificam as
propriedades do composto, resultando nos quatos tie beta-lactamicos que existem hoje,
disponiveis comercialmente: penicilinas, cefalos@as, monobactamicos e carbapenemas.
Dentro de cada grupo, pequenas alteracdes nauveatgquimica sdo capazes de modificar as
caracteristicas dos antibioticos, como: espectracde, afinidade por receptores e resisténcia

as beta-lactamases (Figura 1.2) (20).
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Figura 1.2: Estrutura quimica das quatro classes de beta-lamarmxistentes.



A penicilina foi o primeiro beta-lactamico descdberAlexander Fleming, em 1928,
observou que o crescimento 8&aphylococcus aurewusra impedido na presenca do fungo
Penicillium notatume em 1930, Cecil George Pain, um aluno de Flemitizou pela
primeira vez filtrados da cultura do fun@enicillium como tratamento para pacientes com
diversas lesdes cutaneas. Contudo, somente em Eddét Chain conseguiu obter um
extrato estavel da penicilina. Hoje, devido a \driaodificacbes na estrutura, existem
diversos tipos de penicilina, que possuem especteo®¢do um pouco varidvel, como:
penicilina acida, penicilina G ou benzipenincilinggnicilina G benzatina, penicilina N,
penicilina O, penicilina V. A primeira penicilinemissintética a ser comercializada foi a
ampicilina, que apresentava melhor absor¢cdo oralsya precursora. Nos dias atuais, as
penicilinas ndo sdo indicadas para tratamento f@egbes de cepas com elevado nivel de
resisténcia, pelo fato das penicilinas exibirem uwestrito espectro de acdo e serem
hidrolisadas pela maioria das beta-lactamases cmd@se Mas, as penicilinas ainda séo
usadas para o tratamento de cepas sensiv8isafgococcusp.,Staphylococcusp. e alguns
Gram-negativos, combreponema palliduniNeisseria gonorrhoeae alguns fungos. Existem
relatos na literatura de fendbmenos de hiperseitksbi devido a exposicédo a esta droga em
10% da populacao (20, 21).

Outra classe importante é a das cefalosporinasa Essse foi descoberta por
Giuseppe Brotzu, em 1948, quando estudava a mateopresente em esgoto, com o intuito
de descobrir a ocorréncia de beta-lactamicos natuthn dos organismos isolados foi o
fungo Cephalosporium que apresentava atividade inibitéria contra diasr espécies
bacterianas, incluind&almonellatyphi, causadora da febre tiféide. O composto afto
isolado e deu origem aos primeiros antibidticossaedasse: Cefalosporina N (ativa contra
Gram-negativos) e Cefalosporina P (ativa contramzpasitivas). Essas drogas foram
introduzidas na pratica clinica em 1960 e atualmesdtdo disponiveis mais de vinte
compostos. Suas caracteristicas quimicas sdo semesdhas da penicilina, porém sdo mais
estaveis em relacdo ao pH e a mudancas de tenmmperAtgumas reacfes alérgicas podem
surgir similarmente as que ocorrem devido ao uspeatuacilina, entretanto com frequéncia
mais baixa (1-3%). Essas drogas apresentam boe#godiigio na maioria dos fluidos corporais
e tecidos, como rins, pulmdes, articulagdes, ossbfie, entretanto alguns representantes

desta classe nao possuem boa penetracao no liegpdthal (21).

As cefalosporinas de primeira geracédo, como cefaotefazolina e cefalexina séo
efetivas contra cocos Gram-positivos aerébicosnééan contra diversos Gram-negativos,
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entretanto, sdo susceptiveis a acdo da maioridaetadactamases e ndo sao efetivas contra
anaerobios. Sdo mais utilizadas para o tratamestdnfiéccbes de pele causadas por
Staphylococcusensivel (21).

As de segunda geragdo, como cefuroxima, cefotetazefexitina possuem como
caracteristica uma estrutura quimica um pouco mstdvel. Estes compostos sdo menos
efetivos contra organismos Gram-positivos e apdsaserem mais efetivos contra Gram-
negativos, sao ineficazes contra alguns Gram-nexgatido fermentadores de glicose, como
Acinetobactespp. ePseudomonas aeruginosadambém anaerdbios estritos. Apesar de maior
resisténcia a agdo das beta-lactamases, estescanliignos tem baixa penetracdo através da
barreira hemato-encefalica. Assim, essas drogasmsa® utilizadas para o tratamento de

faringites, otite média e infeccdes urinarias (21).

As cefalosporinas de terceira geracdo, como celpodn cefotaxima, ceftriaxona e
ceftazidima, sdo as mais ativas contra Gram-negmtaerdbios, com®roteus vulgaris
Enterobactersp. e possuem alta resisténcia a acdo das bedmkszts, entretanto essas
drogas possuem moderada atividade contra Gramyossit Ceftazidima € a Unica
cefalosporina de terceira geracdo ativa coRtraeruginosaAlgumas das cefalosporinas de
terceira geracdo podem ser usadas para o tratachemi@ningites, pois tem a capacidade de
atravessar a barreira hemato-encefalica, além ddassrotineiramente no tratamento de

pneumonia, enterite, endocardite e cistite (21).

Em relacdo as cefalosporinas de quarta geracaonica aprovada para uso humano
tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos € cefepiue é efetiva contra Gram-positivos e

Gram-negativos, incluindB. aeruginosg?21).

A classe dos carbapenemas foi primeiramente dasdriavés da analise do caldo de
fermentacdo de um fungo, o actinomic8toeptomyces cattleyap ano de 1976, quando se
observou a producdo de um composto denominddoefiamycin; apresentando amplo
espectro de atividade antibacteriana (22). Hojsstex trés carbapenemas liberados para uso
no Brasil: imipenem, meropenem e ertapenem. Oslbet@micos dessa classe sdo os de
maior espectro de acao, sendo indicados paraanteato de infeccbes causadas por Gram-
negativos, Gram-positivos, anaerobicos, organismpoxdutores de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBLs) e AmpC, embora nédo possaiividade contr&nterococcus
faecium Staphylococcus aureussistente a meticilina tenotrophomonas maltophil{@1,

22).
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O imipenem, o primeiro da classe a ser sintetizarlguscetivel a degradacao
enzimatica através da dehidropeptidase -1 (DHRfigontrada nos tabulos renais. Assim, na
administracdo dessa droga é necessaria a coadagéistde inibidores da enzima. Ja os
outros representantes da classe ndo necessitaanadsstiacdo. Comparado com imipenem e
meropenem, 0 ertapenem possui menor espectro ddade, pois ndo € ativo contRa

aeruginosae Enterococcuspp. (23).

Os carbapenemas podem ser utilizados para o tnatarde infecgbes graves, como
infec¢des intra-abdominais complicadas, infeccGegele, pneumonias, infecgbes do trato

urinério complicadas, meningites e neutropeniailfé2s).

A classe dos monobactamicos foi inicialmente descom a observacao da producéo
de beta-lactamicos monociclicos por cepaS€hmmobacterium violaceum, Acetobacter sp.,
e Agrobacterium radiobacteem 1981. Hoje, o principal membro dessa classazreonam.
Essa classe é relativamente inativa contra Grantimss e bactérias anaerobicas, mas €
eficaz contra Gram-negativos aerdbios, mesmo emadaoncentracdes. Aléem disso, essa
classe € resistente a hidrélise mediada por véess-lactamases e mostra certo grau de
estabilidade contra beta-lactamases originarias pldsmidios. Contra beta-lactamases

cromossomais, 0 aztreonam pode agir tanto comaorilbou como substrato fraco (21,24).
1.3. Resisténcia aos antimicrobianos

Apesar do entusiasmo inicial dos cientistas pelecaleimento e utilizacdo de
antimicrobianos na pratica clinica, isto ndo durouito, pois rapidamente as bactérias
demonstraram variadas formas de resisténcia. Comaumento do uso de agentes
antimicrobianos, observa-se também elevacdo dd dizecomplexidade e o numero de
mecanismos de resisténcia apresentados pelos pashgernando cada dia mais dificil o

tratamento das infeccbes de patdbgenos multirrestste

Existe uma série de razbes pelas quais a resiatéacieriana se torna uma grande
preocupacdo para a comunidade cientifica e um gmablde saude publica. Em primeiro
lugar, as bactérias que se apresentam usualmentegresistentes, como é o caso dos
Staphylococcuspp., Enterococcusspp., K. pneumoniaee P.aeruginosaestao se tornando
habitantes comuns em instituicbes de saude. Emmdedugar, aponta-se o uso de terapias
antibacterianas empiricas, através da utilizacéciainde um agente antibacteriano cujo

agente etiologico é resistente. Este fenbmeno tdmassociado ao aumento das taxas de
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mortalidade em pacientes com infeccbes da correatgguinea causadas por diversos
microrganismos, comP. aeruginosaS. aureusK. pneumoniageE. coli, Enterobacterspp.,
Staphylococcusoagulase-negativoEnterococcuspp. (9).

A resisténcia bacteriana resulta na falha do tratéo que pode ter consequéncias

graves, especialmente em pacientes criticamenéeneos$ (9).

Em terceiro lugar, bactérias resistentes tambémaémoder de dispersao, tornando
mais dificil o controle de infec¢des, ndo s6 dentrs instituicbes de salude, mas também na
comunidade e no ambiente. Isolados bacterianogaiente importantes, cont aureus
resistente a meticilina (MRSA) e Enterobactériasdptoras de ESBL estdo cada vez mais

sendo observadas na comunidade (9).

Pesquisando a presenca de bactérias resistentefiusmte de esgoto hospitalar no
Rio de Janeiro, Chagas e colaboradores encontrdrferentes espécies produtoras de
ESBLs, e também um fato inédito até o0 momentogagmca de uma cepaldepneumoniae
produtora deKlebsiella pneumonia€arbapenemase (KPC) (23).propagacéo de bactérias
resistentes na comunidade acarreta problemas pavatmle das infec¢cbes, ndo apenas em
instalagBes de saude como hospitais e ambulaténas também em locais com aglomerados
humanos. O controle da propagacéo desses patoganbém é complicado devido ao atual

aumento da mobilidade da nossa populacao (26).

Finalmente, podemos observar que a presenca déribacapresentando diversos
mecanismos de resisténcia acarreta numa elevagaoudtos gerados com o tratamento dos
individuos, visto que o tempo de internacédo e agio do tratamento sdo aumentados, além
de se gerar maiores gastos com o0s agentes antimaicos utilizados (26).

Considerando a resisténcia aos antimicrobianosbadérias podem apresentar
resisténcia as drogas antimicrobianas devido aR@gisténcia intrinseca a uma ou mais
classe de antimicrobianos, onde todas as cepagsimarespécie vao apresentar resisténcia a
todos os representantes de uma determinada classmntomicrobianos; [2] Resisténcia
adquirida, onde populacdes inicialmente suscepgtigdeibactérias se tornam resistentes a um
agente antibacteriano e podem proliferar e se lempabb a pressdo seletiva do uso desse
agente. Em sintese, as populagfes normalmentetisegcale bactérias podem se tornar
resistentes aos agentes antimicrobianos atravésuticao e selecdo, ou pela aquisicdo de

genes de resisténcia (26).
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As mutacdes espontaneas podem causar resistémcid ]palterar a proteina-alvo ao
qual o agente antibacteriano se liga através ddficaagho ou eliminacdo do sitio ativo da
proteina (por exemplo, mudanca na proteina dedmacpenicilina 2b em pneumococos, o
que resulta na resisténcia a penicilina), [2] auarea producdo de enzimas que inativam o
agente antimicrobiano (por exemplo, eritromicindilage ribossomal em estafilococos), [3]
diminuir a expresséo ou alterar um canal de pratdenmembrana externa que a droga exige
para a entrada de células (por exemplo, OmpF erer@b#ctérias),ou [4] aumentar a
expressdo de bombas que expelem a droga da deéfilao de fluoroquinolonas em
Staphylococcussp). Em todos esses casos, cepas de bactérias padade mutacdes
conferindo resisténcia podem ser selecionadas deddiso dos antimicrobianos, que matam

cepas sensiveis, mas permitem a sobrevivénciatghwalcdo de cepas resistentes (9).

A aquisicdo de material genético oriundo de orgaagresistentes, tanto da mesma
espécie quanto de espécies diferentes, aconteze fhcipais mecanismos de intercambio
genético, a transducéo, conjugacao e transform&sigenes de resisténcia podem possuir
localizacdo cromossomal ou plasmidial. Nos genealitados no cromossomo, a transmissao
desses genes podera ocorrer tanto de forma vediealélula-mae para células-filhas) e por
transposons (que sdo fragmentos de DNA com a futhedransferéncia de material genético
entre partes distintas do cromossomo e entre cgonus € plasmidios). Ja nos genes

plasmidiais, a transmisséo pode ocorrer de formi#eake por conjugacéao (9).

Assim, fendbmenos de mutacdo e sele¢cdo, além dosnieews de intercambio
genético, favorecem que muitas espécies bactersmnadaptem rapidamente a introducdo de
novos agentes antibacterianos em seu ambientemalgwezes, até uma Unica mutacao pode

ser suficiente para conferir alto nivel de resigt&as diferentes drogas. (9).
1.4. Resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamigo

Os antimicrobianos beta-lactamicos sdo os maigadibs na rotina terapéutica devido
a sua baixa toxicidade para mamiferos, entretastopatégenos apresentam diversos

mecanismos de resisténcia a esta classe de drogas.

Existem quatro principais mecanismos pelos quaidadérias podem se tornar
resistentes aos beta-lactamicos: mudanca no sitomdas PBPs; diminuicdo da expressao de
porinas (OMPs); aumento da expressdao bombas deoefly producédo de enzimas beta-

lactamases (19).
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1.4.1. Mudanca no sitio ativo das PBPs

As PBPs sdo enzimas com funcgfes de transpeptidasadoxipeptidades. A regido
com funcdo de transpeptidase dessa molécula possuaminoacido serina (Ser37) na
posicao central e é responsavel pela ligacao caudageptideoglicano, sendo também o sitio
ativo da enzima. Assim, mudancas no sitio ativoP&®s podem gerar a diminuicdo da
afinidade destas moléculas aos beta-lactamicomg&eqoentemente aumentar a resisténcia a

esses agentes (19).

Devido ao uso da penicilina para o tratamento dersias infec¢cdes por mais de cinco
décadas, foi observada a emergéncia e dispersabfatentes espécies possuindo PBPs
mutantes pelo mundo com®treptococcusspp., Streptococcus pneumonja8. aureuse

Neisseriaspp.(19).
1.4.2. Diminuicdo da expresséao de porinas (OMPs)

Porinas séo proteinas de grande peso moleculaarfdarde 28 a 48kDa) encontradas
tipicamente em membranas externas da grande md@sidactérias Gram negativas. Como
as membranas celulares tém carater lipossolUeglirada de moléculas hidrofilicas na célula
bacteriana € mediada por estas moléculas, que roroanais transmembranares, cujas

dimensdes determinam o tamanho das moléculas gigegmentrar na célula (19).

Para ter acesso as PBPs que se situam na memlaangfca interna dos Gram-
negativos, os agentes beta-lactamicos transpassaemdrana externa através das porinas
situadas nesta membrana. Assim, devido a diminudedexpresséo destas proteinas, muitas
vezes € observada a resisténcia a antimicrobiagsts @dlasse. Alguns estudos demonstram
que cepas da familignterobacteriaceaeomo Enterobacterspp., K. pneumoniaee E.coli
podem demonstrar resisténcia aos carbapenemasodavjgtrda de OMPs. Também foi
observada gue a resisténcia ao imipenem e a simlépde diminuida ao meropenem foram
causadas pela perda de OprD enaeruginosa Resisténcia ao imipenem e meropenem

também foi associada a perda da porina CarO ens céipecas dé\. baumannii(19).

E preciso ressaltar que na maioria das bacténaserste a diminuicdo ou delecéo de
porinas ndo € suficiente para a producéao de femdéipistente, que € geralmente encontrado

em cepas gque apresentem também expressao dediatadses (19).
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1.4.3. Aumento da expressao de bombas de efluxo

Bombas de efluxo sdo compostas por proteinas dspiwae envolvidas na extrusao
de substratos téxicos do interior das células panabiente externo, incluindo o transporte de
antibioticos. Estas proteinas sdo encontradas éntGram-positivos e Gram-negativos, bem
como em organismos eucaridticos. Estas bombas pedermaspecificas para um substrato
ou podem transportar uma gama de compostos esirogmnte distintos. Nos procariotos,
existem cinco grandes familias de  transportadorese defluxo: MF
(facilitador maior), MATE (efluxo de multidrogas moléculas toxicas), RND (resisténcia,
nodulacao e divisdo), SMR (pequena multirresistreiABC (cassete ligacdo a ATP). Todos
esses sistemas utilizam a forgca motriz de prétonscfonte de energia, exceto as proteinas

da familia ABC que utilizam a hidrdlise do ATP pafatuar a exportacao de substratos (19).

Em P.aeruginosao aumento da expressao do sistema de bombasude &fexA-
MEXB-OprD em combinac&o com a baixa permeabiliddeElenembrana externa pode resultar
em reducao da susceptibilidade a penicilinas dasgdarinas, mas também a antimicrobianos
de outras classes como quinolonas, tetraciclinrardenicol. Em outros patégenos, como
Campylobacter jejunio sistema de efluxo de importancia € CmeABC, epas dé. colie
K. pneumoniaas proteinas AcrAB-Tolc, AcrEF-Tolc e EmrB témasmpontadas com as de
maior relevancia. Em patégenos Gram-positivos c8&maneumoniae S. aureusas bombas

de efluxo de maior importancia sdo PmrA e NorA eesipamente (19).

1.4.4. Beta-lactamases

A producéo de beta-lactamases € o mais importaetamsmo de resisténcia aos
beta-lactamicos. A primeira beta-lactamase a sserile foi identificada em uma cepa He
coli antes mesmo da difusdo em larga escala do usenilipa para a pratica médica (27).
As beta-lactamases estdo amplamente distribuidees lgactérias Gram positivas e negativas
e em patdgenos Gram-negativos, a sua producaocsegpaeo maior fator de resisténcia a
beta-lactamicos (28).

O mecanismo de acado dessas enzimas € atravésrdbsaidio anel beta-lactamico
presente no nucleo estrutural das penicilinas, idoa6-aminopenicilamico. Esta hidrélise
provoca a conversao deste acido em acido penigjldice é desprovido de atividade
antimicrobiana. Consequentemente a quebra deste naise diversas penicilinas forma

derivados do acido peniciléico, igualmente inatiféigura 1.3) (28, 29).

16



Mecanismo de acho das beta-lactamases
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Figura 1.3: Esquema representando o mecanismo de acdo ddadiamases.

Devido ao extenso uso da penicilina na pratica caédbserva-se a emergéncia de
resisténcia em diferentes patégenos. Em Gram-positios anos 40, notou-se a producao de
penicilinases em cepas 8e aureug30), enquanto que a primeira beta-lactamase emcant
em Gram-negativos foi a TEM-1, descrita no iniceodfcada de 1960 (31). Apesar disso,
acredita-se que beta-lactamases, como AmpC cefamlpapes cromossomais, ja estavam
presentes nas Enterobactérias muito antes do imigicera antibiotica. Essas enzimas,
provavelmente, teriam funcdes fisiolégicas na mgerta da cadeia do peptideoglicano ou
poderiam estar envolvidas na defesa das bactémaisacbeta-lactamicos produzidos por
bactérias ambientais e fungos. Mas, atualmente-smlipie o0 uso de beta-lactamicos é o

maior fator de selecéo influenciando a producébeda-lactamases por patégenos (31).

As beta-lactamases, desde a sua descoberta ja ¢assificadas de diferentes formas,
incluindo seu espectro hidrolitico, susceptibilidadinibidores e sua localizacdo genética. A
classificacdo fenotipica apresenta alguns problewia® que uma mutacdo pontual pode
alterar substancialmente a especificidade da dpsja substrato e o poder de acdo dos
inibidores, assim podendo mudar o grupo no quailzinea é classificada. Desta forma, a
classificacdo por meio da sequencia aminoacidrogogta inicialmente por Ambler em 1980
se mostrou mais estavel, refletindo as relagcbedaimentais entre as moléculas, que néo

podem ser modificadas por mutacdes (32).

Entretanto, apesar da sequencia de aminoacida® tapresentado como uma forma
atrativa para a classificacdo das beta-lactamasegratica clinica tal abordagem néo é
vantajosa. O problema ocorre pois ainda ndo é\ymssimente com ferramentas de biologia
molecular predizer a funcdo enzimatica e consequenite o perfil de susceptibilidade do

organismo que carreia a beta-lactamase, além do datque para os clinicos é mais
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importante saber se aquele organismo estudada@épivel ou resistente a uma droga do que
a sequencia de aminoacidos da beta-lactamase dapeta bactéria. Assim, a classificacdo
de Bush, Jacob e Medeiros, proposta em 1995, camddina estrutura com caracteristicas
funcionais é a classificacdo mais aceita, tenddopee as propriedades bioquimicas, estrutura
molecular e sequéncias nucleotidicas, separan@masias em quatro grupos funcionais e

subgrupos (32).
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Tabela 1.2:Classificacdo das beta-lactamases segundo Bukh,(20).

Grupo
Funcional  Classe .
Bush- Molecular Exemplos Caracteristicas
Jacob
. Enzimas cromossémicas e plasmidiais produzidas por
AmpC de P.aeruginosae bactérias Gram-negativas. Confere resisténcia & tosp-
1 c E.coli CMY-2, FOX-1, gativas.

lactamicos, exceto os carbapenemas. Ndo séo isilpida

MIR-1. acido clavulanico e tazobactam.

Enzimas que promovem a hidrélise de penicilinas,
le C GC1, CMY-37. cefamicinas, cefalosporinas de amplo espectro e
monobactamicos.

PC1 e outras IoeniCiIinaseSPen|C|I|nases produzidas poS6taphylococcusspp. E

2a A de Staphvlococe Enterococcusspp. Conferem altos niveis de resisténcia a
phy L8P penicilina. Inibidas por &cido clavulanico e tazcthan.
SHV-1 TEM-1 TEM-2 Enzimas que possuem hidrélise eficiente de penaslie
2b A y ’ ' cefalosporinas das primeiras gerag6es, inibidasapato

TEM-90. e
clavulanico e tazobactam .

ESBLs: CTX-M-15, CTX-
2be A M-44, PER-1, SFO-1, SHV-
5, TEM-10, TEM-26,

Conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporidas
amplo espectro e monobactamicos.

Enzimas que possuem hidrélise eficiente de peméaslie
cefalosporinas das primeiras geragées, entretaéosao
bem inibidas por acido clavulanico.

TEM-30, TEM-76, TEM-

2br A 103, SHV-10, SHV-26.

Promovem a hidrélise de penicilinas, cefalosporinas
2ber A TEM-50, TEM-68, TEM-89 monobactamicos e sdo pouco inibidas por acido Eaico
e tazobactam.

Enzimas que hidrolisam penicilinas e carbenicilindidas

2c A PSE-1, CARB-3 P -
por acido clavulanico.

2d D OXA-1, OXA-10 En2|'m§ls que hLdrpllsam a cloxacilina, levementdidas
por acido clavulanico.

2de D OXA-11, OXA-15 H|dr0||§e. dg pemuhpgs e cefalqsporlnas de angsioectro,
pouco inibidas por acido clavulanico.

odf D OXA-23, OXA-48 I:h(_:lrollsam cAar_bapenemas e cloxacilina, pouco im@iigdor
acido clavulanico.

2e A CepA Cefalosporinases inibidas por &cido clavulanico e

tazobactam, mas néo por aztreonam.

Enzimas que hidrolisam carbapenemas e possuem uma
serina no seu sitio ativo. Tais enzimas sé@o ponitidas
por acido clavulanico e tazobactam.

IMI-1, KPC-2, KPC-3,

2 A SME-1, GES-2

Hidrolise de todos o0s beta-lactamicos exceto
3a B IMP-1, L1, NDM-1, VIM-1 monobactamicos. Inibidas por EDTA e quelantes diis)e
ndo inibidas por acido clavulanico e tazobactam.

Hidrolise preferencial de carbapenemas. InibidasghrA
3b B CphA, Sfh-1 e quelantes de metais, nao inibidas por acido Eaiao e
tazobactam.

As beta-lactamases podem possuir localizagdo csongd ou plasmidial. As beta-
lactamases cromossomais sdo encontradas em memoeraie algumas espécies as
produzem tanto de maneira constitutiva quanto deomiaduzivel. Cepas de€. pneumoniae
produzem constitutivamente enzimas da classe Auastiq que algumas Enterobactérias
como Enterobacter aerogenge€itrobacter freundii Morganella morganiipossuem enzimas

da classe C induziveis (33, 34).
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Atualmente, mais de 150 enzimas séo classificada® anediadas por plasmidios.
Em geral, as enzimas de origem plasmidial sdontistidaquelas oriundas de cromossomo,
entretanto existem algumas excecoes. Por exem@bél\al que é tipicamente uma enzima
plasmidica, € cromossomal em amostraskdepneumoniae As enzimas BIL-1, CMY-
1, CMY-2, CMY-3, FOX-1 sdo consideradas enzimassipidiais, mas em cepas de
Enterobacterspp. eCitrobacter spp. tem localizacdo cromossémica. Véarias degsamas
estdo associadas a transposons, que facilitamsandizacdo entre diferentes plasmidios e
organismos (19,32).

Assim, ao longo dos ultimos 30 anos, novos bet@haicos tém sido desenvolvidos
com o intuito de serem resistentes a acéo hidralitas beta-lactamases. No entanto, a cada
nova classe que tem sido usada para tratamentopagsntes, novas beta-lactamases
emergem e provocam resisténcia as novas classeraecos. Esses fendmenos de
resisténcia ocorrem principalmente devido a presséetiva do uso e o abuso da utilizacdo
dos novos antibiéticos. Uma dessas novas classdsodas desenvolvidas foi a classe das
cefalosporinas de amplo espectro de acdo (tergeiracdo), que se tornou amplamente
utilizada para o tratamento de infeccdes graveadgesr por bactérias Gram-negativas na
década de 1980 (31).

1.4.5. Beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs

B-lactamases de espectro estendido sdo definidas eammas das classes A ou D
(classificacdo de Ambler), ou das classes 2be ouckabsificacdo de Bush, Jacoby e
Medeiros) capazes de hidrolisar penicilinas de angdpectro, cefalosporinas de terceira

geracado (oximino-cefalosporinas) e monobactami8bs32).

O primeiro relato sobre a producdo dessas betanf@stes de amplo espectro ocorreu
em 1983, onde uma cepaldeozaenaasolada na Alemanha possuia um gene codificador de
ESBL, encontrado em um plasmidio. Este gene, quandparado a sequencia da enzima
SHV-1, possuia uma Unica mutagdo que foi capaz uteemtar consideravelmente seu
espectro de acao, passando a ter a capacidadérdishr cefalosporinas de terceira geracéo.

Esta enzima foi denominada SHV-2 (35).

Atualmente, existem mais de 500 diferentes ESBLscritas, sendo a maioria

derivada das enzimas TEM ou SHV (31, 36). As ESRhs frequentemente encontradas sao
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do tipo TEM, SHV e CTX-M, entretanto as do tipo OXRER, VEB, BES, CMY e GES

também tem sido bastante reportadas (37).

A beta lactamase TEM-1 é a enzima mais comumemnéada em bactérias Gram-
negativas. TEM-1 foi primeiramente descrita em wepa deEscherichia coliem 1965, em
Atenas, na Grécia, oriunda de uma paciente charadsoneira (por isso a designacdo
TEM). Essa enzima é capaz de hidrolisar ampicitaahenicilina, oxacilina e cefalotina, mas
é ineficiente contra cefalosporinas de amplo espe&eu primeiro derivado foi a enzima
TEM-2, que difere da TEM-1 por alteracdo em um a@édo e uma mudanca no ponto
isoelétrico (5,6 comparado com 5,4). TEM-12 foirengira ESBL dessa classe descrita. Esta
enzima foi isolada de um& oxytoca apresentando um perfil de resisténcia a ceftazidim
Liverpool, na Inglaterra em 1982. As enzimas TEMIEM-2 e TEM-13, por néo
apresentarem fenotipo de resisténcia as cefalosorde terceira geragdo, ndo sao
consideradas ESBLs (37).

As enzimas do tipo SHV sdo mais comumente encadragn cepas d&.
pneumoniagonde o0 genélasyy.; S€ encontra no cromossomo. A denominacdo dessaanzi
se refere a “Sulfidrila variavel”. A producdo de \&H esta relacionada com a resisténcia a
ampicilina, ticarciclina e piperacilina. A alteracgue ocorre na enzima SHV-1 que promove
o fendtipo de ESBL é a substituicdo de uma glipoaserina na posicao 238 e também pela
substituicao de lisina por glutamato na posicaa 240naioria das beta-lactamases SHV tem
fenotipo ESBL, com excecao da SHV-4, SHV-10 e SH\{38, 39).

A primeira beta-lactamase do tipo CTX-M foi isolatwa Alemanha em 1989 e desde
entdo se encontra altamente disseminada em tode®nimentes. Ela tem sido isolada
frequentemente d&almonellaspp, E. coli, Klebsiellaspp. e outros géneros da familia
EnterobacteriaceaeEssa classe de beta-lactamases hidrolisa prefelmente cefotaxima,
bem como as outras cefalosporinas. Sua estrutuecuol@ ndo é muito relacionada as outras
duas ESBLs, SHV e TEM. Os grupos de enzimas CTX-&lkmprevalentes sdo CTX-M-1,
CTX-M-2 e CTX-M-8, sendo a variante CTX-M-15 a malsscrita. As CTX-M beta-
lactamases s@o melhor inibidas pelo tazobactangudosulbactam e acido clavulanico (30,
40, 41).

A deteccéo de enzimas do tipo ESBL tem sido obdarcam mais frequéncia em
microrganismos do géneidlebsiella principalmente na espécie pneumoniagalém de

outros representantes da familnterobacteriaceaetais comoE. coli e, com menor
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frequénciaP. mirabilis, Serratia marcescens, Morganella marija Enterobacter spp.,

Citrobacterspp. eSalmonellaspp. (42).

Uma percentagem de 14 a 16% de cepaKldbsiellade origem clinica tem sido
relatada como produtora de ESBL na Franca e natbrgh. Na Espanha, observou-se a
prevaléncia d&. pneumonia@rodutora de ESBLs de 12,9%, enquanto que essearagou
a 26.8% no Reino Unido (43). Um estudo incluinddch®6pitais brasileiros revelou que 48%
das amostras dK. pneumoniadsoladas eram produtoras de ESBL (44). No Hospital
Universidade Federal do Rio de Janeiro em 2000i%4GJas amostras d€. pneumoniae
isoladas foram produtoras de ESBL (45).

Os principais problemas de resisténcia a antimiamms na América Latina,
principalmente no Brasil, sdo entre outros, os dmedes Gram-negativos da familia
Enterobacteriaceaprodutoras de ESBLs. As taxas de Enterobactér@tuppras de ESBLS,
especialmenteK. pneumoniaee E. coli, estdo entre as mais altas do mundo. Além da
resisténcia as cefalosporinas, penicilinas de aegpectro e monobactamicos, estas amostras
também tém mostrado altos niveis de resisténciautéoso antimicrobianos, incluindo
aminoglicosideos e fluoroquinolonas, se tornang@senultirresistentes aos antimicrobianos

utilizados normalmente na clinica (44).
1.4.6. Carbapenemases

Com o aumento da frequéncia de isolamento de aasoptodutoras de ESBL, os
carbapenemas passaram a ser altamente prescritss ghimicos como alternativa para
tratamento, pois sdo estaveis a estas enzimas.dcCanmento da utilizacdo destas drogas
comegaram a surgir amostras apresentando fenonoa®sisténcia as mesmas. Essa
resisténcia pode ser mediada por diferentes mevanjs sendo a producdo de
carbapenemases (beta-lactamases com atividade caffrapenemas) o mecanismo mais

importante (46).

Estas carbapenemases podem ser classificadasctantometalo-carbapenemases ou
serino-carbapenemases. As metalo-carbapenemasgsanaimente encontradas sao IMP e
VIM, encontradas principalmente em paises Europeusos EUA; a SPM, encontrada
principalmente em cepas deaeruginosaisoladas no Brasil (46); e mais recentemente a
NDM, encontrada em cepas He pneumonia®riundas principalmente da india, Paquistéo,
Reino Unido e EUA (47). Ja as serino-carbapenentdsépo NMC, IMI, SME e GES tém
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sido descritas na Europa e na Argentina. Entretanterino-carbapenemase mais comumente
associada a bastonetes Gram-negativos da familierdbacteriaceae, principalmente
K.pneumoniaeé aKlebsiella pneumoniae Carbapenem#&keC) (46).

1.4.6.1 Klebsiella pneumonia€arbapenemase (KPC)

Esta carbapenamase tem a capacidade de hidrofisheta-lactamicos de todas as
classes, apresentando maior potencial de hidrolea nitrocefina, cefalotina,
benzipenicilina, ampicilina e piperacilina. Possigntidade aminoacidica de 45% em relagéo
a enzimas da classe SME, além de possuir os res(@ie® e C238 que formam uma ponte
bissulfeto, descritas em enzimas SME e NMC (48). &&imas da classe funcional 2f e da

classe molecular A da classificacdo de Bush, Jaddbdeiros (32).

Até o momento, ja foram descritas onze variantggas de KPC, sendo a KPC-2 a
mais disseminada no mundo (49). Além disso, esshapganemase tem sido descrita

associada a elementos genéticos moveis, como jpl@asnei transposons.

1.4.6.1.1. Plataformas genéticas associadas ao gelagpc

1.4.6.1.1.1. Plasmidios

Plasmidios sdo fragmentos de DNA bacteriano extnagssomal, com capacidade de
autoreplicacdo. Estes elementos estdo presenteguase todas as espécies bacterianas e
possuem tamanho variando de algumas poucas cerdenpares de bases a centenas de
quilobases. Estes elementos, que possuem a cagacidaerem transferidos de uma bactéria
para outra, muitas vezes entre espécies diferatt@ges de fendmenos de conjugacao, tem
contribuido para a aquisicdo de genes, aumentandiveasidade genética bacteriana e
disseminando importantes genes de resist§h0igb1).

Na literatura tem sido reportada a utilizacdo de esquema de classificacdo de
plasmidios, baseado nos grupos de Incompatibilidad® Plasmidios que possuem a mesma
origem de replicacdo sao considerados incompatieaiguanto que plasmidios possuindo
diferentes origens de replicacdo sdo compativeii® es. Assim, a mesma bactéria pode
possuir plasmidios de diferentes grupos de incabifidade, entretanto geralmente nao
possui dois plasmidios que pertencem ao mesmo gfEpo Enterobactérias, ja foram
descritos 18 grupos de incompatibilidade baseadssregidbes que controlam a replicacéao

desses plasmidios, que sdo diferentes para caddaswdasses: FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1,
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L/M, N, P, W, T, AICK, B/O, X, Y, F, e FlIIA. Estmnetodologia tem sido uma importante
ferramenta para rastrear plasmidios que carreigerndmantes de resisténcia importantes,
como o caso do gefdaxpc (52).

O geneblakpc tem sido associado a plasmidios de diferentesniansae grupos de
incompatibilidade. No estudo de Cuzon e colaboesjocom cepas produtoras de KPC-2
oriundas dos EUA, Colémbia, Brasil, Israel, Gréei§uécia, observou-se que os plasmidios
que continham o ger@axpcoeram de trés grupos plasmidiais: IncFIl (80kb) N(®O e 80
kb) e IncL/M (12, 35 e 75kb) (53). Num estudo coepas brasileiras publicado em 2011,
observou-se 0 ger®axpc-2 associado a diferentes grupos de incompatibilidseiedo IncFll
(130kb), IncN(40kb) e IncL/M(50 a 60kb), além dasenca desse gene em dois plasmidios
nao tipaveis de 20 e 50kb (54). Em estudo com cepdasiguesas, oriundas de hospital
universitario de Lisboa, observou-se a que a trassim do genblakpc.z entre amostras da
familia Enterobacteriaceae estava associada a ijdi@smdo grupo IncF em 90.5% das
amostras (55). Cepas de Israel, tem sido reportpossuindo genbélakpc.3 inseridos em

plasmidios do grupo IncFll de aproximadamente 138Kk.
1.4.6.1.1.2. T4401

Inseridos em plasmidios, usualmente encontram-senegitos genéticos como
transposons e sequencias de insercao associadesesa de resisténcia. Acredita-se que
transposons desempenhem papel importante na dissgini de genes de resisténcia, visto
que eles promovem a movimentacdo desses deteresngenéticos de resisténcia entre

diferentes moléculas de DNA (diferentes plasmidiogntre cromossomo e plasmidios) (57).

A disseminagdo do gendlakpc também tem sido associada na literatura
principalmente a um elemento genético movel: osfpason TA401. Esse transposon de
aproximadamente 10 kb, que € da familia dos trawsm T8, € composto por uma
tranposase (tnpA), resolvase (tnpR), o gblagpc, duas sequencias de insercakds7 e
ISKpn6, além das sequencias invertidas repetidas de fuphlanqueiam o transposon. Ja
foram documentadas algumas isoformas desse elemenébico, que sdo caracterizadas por

variacdes na regido da sequencia de inser¢§oniS(57) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Esquema representativo do Transposo#40id, elemento genético que tem sido

associado ao gefaxpc-o, Segundo Naas e colaboradores (57)

Estudo realizado por Cuzon e colaboradores, conaméstras dék. pneumoniae
produtoras de KPC-2 isoladas em 6 paises (EUA,i&r8cécia, Colombia, Brasil e Israel)
observou-se que em todas as amostras, 0 geRec» estava associado a uma das trés
isoformas do transposon Z401 (“a”, “b” ou “c”). Contudo, essas amostras periant a
diferentes clones e este transposon encontravassido em plasmidios de diferentes
tamanhos, pertencentes a diferentes grupos de patidmtidade (53). Assim, a presenca de
diferentes clones carreando diferentes plasmidagendo a mesma estrutura genética
(Tn4401) sugere que este transposon seja a origem damiiissEio mundial do gen®axpc.2
(57).

Entretanto, algumas outras plataformas genéticasfofam descritas. EmK.
pneumoniaeoriundos da China, o ger®agpc foi encontrado em uma plataforma genética
hibrida, ou seja, contendo partes do transposdddT partes dos transposons3la Trl721
(58). Em amostras de. aeruginosgrodutoras de KPC-5 de Porto Rico, este gene i@on s
associado ao transposon5bB63 Esta mesma plataforma genética que ja haviadadorita

no plasmidio pRA2 em uma cepaREgeudomonas alcaligengs9).

Além da capacidade de disseminacdo do téae@cassociado a transposons tem sido
observada a emergéncia e a disseminagdo de clat@®alcionais deK. pneumoniae
produtores de KPC (53). Estes achados podem repaedanto uma cepa que se disseminou
com sucesso por varias regides do mundo como upe guee possui maior facilidade de

adquirir e manter este mecanismo de resisténcia.

1.4.6.1.2. Ocorréncia mundial

A primeira descricdo da carbapenemase KPC ocoumnte o projeto de vigilancia
ICARE, na Carolina do Norte, Estados Unidos. Umastra deK. pneumoniaede 1996

apresentava resisténcia a todos o0s beta-lactamiessdos e apresentava elevada
25



concentracdo minima inibitoria (CIM) para os cadrenas. Esta resisténcia foi associada a

producdo de KPC-1 que se encontrava num plasmédadtal peso molecular (60).

Entretanto, a descoberta da KPC-1 foi seguida persbs relatos de uma variante em
apenas um aminodacido, KPC-2, ao longo da costa @sericana. KPC-2 foi inicialmente
identificada em 2003, oriunda de quatro cepas doge de 1998-1999 apresentando elevada
CIM para carbapenemas (61). Depois, esta carbapseeoi reportada em Maryland e
também em Nova York, no ano de 2004 (62). Mais wanrdante dessa enzima, KPC-3,
comecou a ser detectada entre cepas de 2000 ec2084doras de surto ocorrido em Nova
York. As analises cinéticas dessa enzima demoastram perfil de hidrélise similar a KPC-

2, entretanto um pouco maior em relacdo a cefraad63).

Apds uma analise detalhada da sequencia das KPCstds até aquele momento,
observaram que ocorreu um erro durante a publicdgd¢PC-1. Dessa forma, concluiu-se
que a sequencia da KPC-1 era igual a da KPC-2psasgim a nomenclatura KPC-2 passou a

ser utilizada (36).

Atualmente nos Estados Unidos, esta carbapenenstae bem distribuida e é
considerada endémica no estado de Nova York. Emsiudo sobre a prevaléncialulaxec
entre cepas da familia Enterobacteriaceae, os @&sstanidos apresentaram um percentual de
0,5% (64). Realidade distinta da que ocorre nunrdaia cidade de Nova York, Brooklyn,
onde esse percentual foi de 38% (65). Neste passiseeptibilidade d&. pneumoniaea
carbapenemas decresceu de 97% para 76% dentro geriodo de 5 anos, provavelmente
devido a producdo de KPC (66). Em um estudo maipl@anpublicado por Kitchel e
colaboradores, foram estudadas amostras. ggmeumoniagrodutores de KPC oriundos de
16 estados americanos que haviam sido enviadosop@2C Centers for Disease Control
and Prevention no periodo de 1996 a 2008. Dessas, 70% foramctesizzmdas como
pertencentes ao clone ST 258 (identificado por ML.Sjue possui grande importancia

epidemioldgica no mundo (67).

Este clone tem sido descrito em varios estadosieanes (67), Israel (56), Noruega,
Suécia (68), Polonia (69), Finlandia (70) e Itlfd). Na maioria das vezes associado a
producdo da enzima KPC-2, mas ja existem relatognuestras deste clone produtoras de
KPC-3, principalmente nos EUA (67) e Israel (56).
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Atualmente, a producédo de KPC ja foi relatada everdbs paises. O primeiro relato
fora dos Estados Unidos ocorreu na Franca. A vari&RC-2 foi encontrada em uma cepa de
K.pneumoniaeisolada de um paciente que havia estado em Nova Fara tratamento
médico (72).

Na Europa, apesar da inicial detec¢cdo desse mewames paises do leste, hoje em
dia, essa carbapenemase ja esta estabelecidacnaesisente, principalmente em cepas<de
pneumoniae Essa carbapenemase ja foi descrita em diferguagses europeus, como
Alemanha, Suica, Poldnia, Dinamarca, Italia, Noaldtspanha, Hungria, Bélgica, Finlandia,
Irlanda, Inglaterra, Suécia, entretanto o paisauesenta maior prevaléncia é a Grécia (73).

Na Grécia, a proporcdo de cepas resistentes anpiperesceu de 1% a 20% entre
amostras d&.pneumonia®riundas de pacientes internados num periodo de ainos (2001
a 2006) e 50% foram de centros de terapia intengwa 2002, a presenca de KPC foi
identificada em trés hospitais, mas em 2008, essmmismo de resisténcia esteve presente
em 25 dos 40 hospitais pertencentes a rede deoramiénto de resisténcia desse pais. Esta
resisténcia se deve principalmente a dispersaepisao clone epidémico ST258 produtores
de KPC-2 e SHV-12 (74).

Nos paises asiaticos, essa carbapenemase ja @itexa em Israel, China e Coréia
do Sul. Em Israel, a primeira cepa produtora de H#Pfoi identificada em 2005 (75).
Entretanto em 2006, cepas idgpneumoniagrodutoras de KPC-3 pertencentes ao ST258 se
tornaram mais prevalentes, atingindo proporcdeséepicas (75). No ano de 2007, foi
estabelecido um programa de controle de infecgfies,era composto de um sistema de
notificagdes e indicagOes para identificagdo earsehto desse microrganismo. Somente em
2007, este sistema cadastrou 180 casos de infecafsadas por cepas Hgneumoniage
mas felizmente em 2010, o niUmero de casos caiu3fgoar més, demonstrando a eficacia do

sistema (74).

Na China, essa carbapenemase é atualmente um grestdlema de saude publica,
pois esta disseminada em varias provincias dedse fpan um hospital de grande porte
chinés, Huashan Hospital, foi realizado estudoigiééwcia epidemioldgica entre amostras da
familia EnterobacteriaceaeForam estudadas 109 cepaskdepneumoniaedo periodo de
2005 a 2010 apresentando resisténcia aos carbapgerese observou a presenca do gene
blaxpc em 70,6% (76). Em outro estudo, onde foram ardiis&@5K. pneumoniagesistentes

a carbapenemas de treze hospitais de cinco prasimmbservou-se o gebikpc.,em todos
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as amostras, e a analise genotipica forneceu $etdiférentes. Entretanto o clone dominante
foi ST11, que parece estar bastante disseminade pass (77). Além da presenca &m
pneumoniae amostras da familia Enterobacteriaceae na Jhifiaam observadas cepas de
P. aeruginosgrodutoras de KPC (78).

Na Coréia do Sul, existem dois relatos da prodagisa carbapenemase. O primeiro
deles ocorreu em 2010, onde uma cepa& dpneumoniadoi isolada de um paciente com
diabetes melitus e apresentava sepse, sendo disigm@o ST11 por MLST (79). O segundo
caso foi de um paciente com infeccdo urinaria, gpeesentou cultura positiva paka
pneumoniaeEssa cepa era resistente a todos os beta-laomioduzia a variante KPC-2 e
foi designada como ST258 (80).

Nas Ameéricas, além dos Estados Unidos, essa carbyapse ja foi encontrada em
Porto Rico (81), Argentina (82), Canada (83), Tad e Tobago (84gntretanto o primeiro
relato ocorreu na Colédmbia em 2005. Neste paisanfoisoladas duas cepas #e
pneumoniaguma oriunda de urina e outra de hemocultura. Andpaesentavam a variante

KPC-2 e a concentracao inibitéria minima para oBaggenemas era >2&§mL (85).

Em Porto Rico, essa carbapenemase ja se encontsadimseminada. O primeiro
relato ocorreu em cepas Kepneumoniagle 2003, mas essa beta-lactamase ja foi observada
em bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, cAnfraumanniie P. aeruginosg81,86).

Em um trabalho publicado em 2011, foi realizado estudo epidemiolégico acerca da
prevaléncia dessa carbapenemase no pais, no pddgdoeiro a junho de 2009, incluindo 17
hospitais. Foram estudadas 1.239 amostras resistaninultiplos beta-lactamicos, e o0 gene
blakpc foi encontrado em 43% dessas amostras. A distébudlesse gene entre as espécies
foi E. coli 28% (61/219)K. pneumoniag3% (333/457)P. aeruginosa6% (99/272), €.
baumanniil4% (41/291) (87).

Na Argentina, a KPC j& foi descrita na capital @spBuenos Aires. Em um estudo
publicado em 2011, a producdo dessa carbapenemadesérvada em 7R. pneumonia&lo
periodo de 2006 a 2010. A dispersdo desse genasfmiciada a plataforma genética do

transposoiM401e também devido a dispersao do clone epidéaties8 (82).

No Canada e em Trinidad e Tobago, existem poudagse No pais da América do

Norte, trés cepas dé pneumoniadoram observadas no Hospital Ottawa, onde se eoioe
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a transmissao entre pacientes deste centro de &f)d&m Trinidad e Tobago, esse gene foi

detectado em uma cepaeaeruginosapossuindo a variante alélica KPC-2 (84).

1.4.6.1.3. Ocorréncia no Brasil

No Brasil, essa carbapenemase foi descrita primemge em 2009 em quatro cepas
de K. pneumoniaésoladas de urina e sangue, de pacientes intermadd | de um hospital
do Recife em 2006. Todos apresentaram resistéa@afalosporinas de amplo espectro e aos
carbapenemas. A andlise genotipica realizada p&EP€letroforese em gel de campo
pulsado) forneceu dois perfis clonais, sendo tndgséras pertencentes a um mesmo clone e
uma de um clone distinto. Todas as cepas carreavaariante alélica KPC-2 e também
CTX-M-2 (88).

O segundo relato ocorreu no Rio de Janeiro, ondeaseostras (4 de sangue, 1 de
urina e 1 de aspirado traqueal)Klgpneumoniagsoladas entre 2007 e 2008, provenientes de
dois hospitais da regido metropolitana do Rio deida foram produtores de KPC-2. Todos
apresentavam resisténcia e altas concentraco@®iiidib minimas frente agslactamicos de
amplo espectro, ciprofloxacina e gentamicina (89).

Entretanto, apds a descricdo no Recife e Rio deréaPavez e colaboradores (2009)
afirmam ter encontrado duas cepaKd@neumoniagrodutoras de KPC-2, uma oriunda de
2005 e outra oriunda de 2007, durante a realizdedom estudo epidemioldgico acerca da
resisténcia aos carbapenemas. Essas duas amostradas de hemoculturas, apresentaram

resisténcia a todos os carbapenemas e nao se ragstedacionados clonalmente (90).

Outros representantes da familia Enterobacterigoeshitores de KPC também tem
sido encontrados em nosso pais. O dBaec., foi encontrado em amostras Hecloacae
no Rio Grande do Sul (91) e em 2010, 0 nosso gd@éscreveu o primeiro relato & coli
produtora de KPC-2 em um hospital no Rio de Jar(eR).

Em setembro de 2010, um artigo que estudou a diaels de 16 cepas de.
pneumoniadasoladas em seis diferentes paises, Estados Un&tésia, Suécia, Coldmbia,
Israel, incluindo o Brasil foi publicado. Nesseuelst, 0 gendlaxpc2esteve sempre associado
a diferentes isoformas do transposod Uil (“a”, “b”, ou “c”). Dentre essas amostras, sete
STs foram descritos (ST258, ST337, ST338, ST1433X, ST11, ST277, ST340), sendo o
ST11 pertencentes as quatro amostras oriundasasd g3).

29



Um estudo com cepas #e pneumonia@rodutoras de KPC isoladas em S&o Paulo no
ano de 2008, no Hospital Helidpolis foi publicasgo 2011. Este estudo objetivou caracterizar
o desfecho clinico de seis infec¢Bes causadassgermicrorganismo. Observou-se que todos
apresentaram resisténcia aos beta-lactamicos, nag@m de beta-lactamicos com inibidores,
carbapenemas, cefalosporinas de terceira geraipéiane suscetiveis a amicacina, polimixina
B e tigeciclina. Entre as seis amostras, tréselbinais foram observados, sendo que quatro

deles pertenceram a um mesmo clone (93).

Andrade e colaboradores (2011) estudaram 57 ceplds gheumoniagrodutoras de
KPC isoladas de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Riaderdo sul. Observou-se 5 gendétipos
definidos por PFGE e 6 genotipos definidos por MLST258, ST11, ST327, ST44, ST437,
ST48. O genblakpc-zestava associado ao transpo$od401 nas variantes “a” e “b”. Além
disso, essa plataforma genética foi encontrada lesmgdios de diferentes tamanhos (20-
130kb) de diferentes grupos de incompatibilida@smidial (IncN, IncL/M, IncFll) (54).

1.4.6.1.4. Deteccao laboratorial

Devido ao grande aumento da producéao de carbapeaemmasua grande capacidade
de disseminacdo, houve a necessidade da implerdentd& metodologias que fossem
especificas, sensiveis e pouco laboriosas parentifidacdo desse mecanismo de resisténcia
de forma rapida nos laboratérios clinicos. Assim,2910, para a identificacdo da producéo
de carbapenemases do tipo KPC por isolados clinic@inical Laboratory and Standarts
Institute (CLSI), orgdo responsavel pela padronizacdo erpragacdo de testes de
sensibilidade aos antimicrobianos dos Estados Wr(idonbém utilizado por varias nagdes no
mundo), preconizou que fosse realizado o teste ifls&d em &agar para analise da
sensibilidade aos carbapenemas ou mensuracéo dent@tao inibitéria minima (CIM) e o
teste de Hodge modificado. Um indicativo da produckessas carbapenemases seria a
resisténcia ou a sensibilidade diminuida (halondggdo menor ou igual a 21 mm) no teste
de disco difusdo em agar para quaisquer dos carbag@es ou concentracdo inibitéria minima
de 2ug/mL para ertapenem ou 2-4ug/mL para imipeaemeropenem, e um resultado do
teste de Hodge modificado positivo (94,95).

O teste de Hodge Modificado € um teste fenotipiGrapa deteccdo de
carbapenemases. Nessa metodologia é utilizada a pagirdo deE.coli (ATCC 25922),
sensivel aos carbapenemas, que funciona como dudacada producdo dessa enzima. A

E.coli é semeada (semeadura tipo tapete) numa placa eléeeMdinton e no centro da placa,
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deve ser colocado um disco de carbapenema (imigememepa a ser testada (possivel
produtora de carbapenemase) deve ser semeadaremnderestria fina da borda do disco até
a borda da placa. O teste é interpretado, apobagém a 35°C por 18-24 horas, da seguinte
forma: caso ocorra a producdo de carbapenemase@bateste, a enzima produzida vai
hidrolisar o imipenem que foi difundido na placapgiciando que a cepa decoli consiga
crescer numa regido mais proxima a estria quedwmieada da cepa teste, onde pode ser
observada uma distor¢cdo no halo de inibicéo (95).

Entretanto a identificagdo da producdo de KPC liaseas testes de sensibilidade a
antimicrobianos e teste Hodge modificado se modiestiante complicada para grande parte
dos laboratérios clinicos. Isto ocorreu porque mags amostras carreadores de KPC
demonstravam baixo nivel de resisténcia aos canleapegsn vitro, tanto em metodologias de
disco difusdo em agar, quanto em metodologias sadaensurou a concentragao inibitéria
minima. Por outro lado, muitas amostras produta@sESBLS, principalmente CTX-M,
associadas a perda de porinas ou aumento da eupress bombas de efluxo podem
apresentar resisténdmvitro aos carbapenemas. Em relacdo ao Hodge, a an&lisctelste €
bastante complexa, visto que se baseia na distalgdwmlo de inibicdo, que esta sujeita a

interpretacdo pessoal. (96).

Assim, em junho de 2010 o CLSI realizou uma mudamgs parametros a serem
utilizados. A partir da observagdo de dados de daadindmica e farmacocinética dos
antimicrobianos em questdo, o CLSI preconizou umaanca dos pontos de corte dos
carbapenemas. Para imipenem, meropenem e ertapenesapa deve ser considerada
resistente com halo de inibicdo menor que 19 mtarnrediaria quando o halo varia de 20-
22mm e sensivel quando € maior que 23mm. Na megdurda concentracdo inibitoria
minima para imipenem e meropenem, a cepa deveossiderada resistente com o CIM
maior que 4ug/mL, intermediéria 2ug/mL e sensivehar que lug/mL. Ja para ertapenem
esses valores sdo distintos, visto que quando eapee€IM maior que lug/mL a cepa é
considerada resistente, 0,5ug/mL é intermediafi®® é sensivel. Esse aumento dos pontos
de corte foi justificado devido a estudos epideagmos e o baixo nUmero de opgdes para
tratamento de individuos acometidos por bactériadytoras de KPC, além da observacéo de

dados de farmacodinamica e farmacocinética dessgasl(97).

Entretanto, o EUCASTHuropean Committee on Antimicrobial Susceptibiligsting
que é o orgao responsavel pela padronizacdo des ts sensibilidade a antimicrobianos na

Europa, preconiza que a interpretacdo da zona itécdo por disco difusdo para os
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carbapenemas deva ser a seguinte: ertapenem s$anaive que 25 mm e resistente menor
gue 22 mm; imipenem sensivel maior que 21 mm stegge menor que 15 mm; meropenem
sensivel maior que 22 mm e resistente menor quenib6 J4& para a mensuracdo da
concentracdo inibitéria minima, sdo consideradasigeis ao ertapenem cepas com CIM
menor que 0,5 ug/mL e resistente maior que 1 ug/adsim como para imipenem e
meropenem sensiveis cepas com CIM menor que 2 ug/mlsistentes maior que 8 ug/mL
(98).

Dessa forma, devido a ndo congruéncia dos dadosddiss principais 6rgéos
relacionados a padronizacdo de testes de senadslidca ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) decidiu implementar no dia 86 outubro de 2010 a nota técnica
N°1/2010. Nesta nota técnica, é preconizado quéabaratérios de microbiologia clinica no
Brasil, os critérios a serem utilizados como basa pterpretacdo dos testes de sensibilidade
paraEnterobacteriaceagleverdo ser aqueles contidos no documento M100d8Zlinical
and Laboratory Standards Instituf€LSI) publicado em janeiro de 2010, com algumas
modificacbes. Para imipenem e meropenem, a cegasavconsiderada resistente com halo
de inibicdo menor que 19 mm, intermediaria quandwlo varia de 20-22 mm e sensivel
guando é maior que 23 mm. Ja para ertapenem,aadesfe ser considerada resistente com
halo de inibicdo menor que 21 mm, intermediérianqoeo halo varia de 22-24 mm e sensivel
quando € maior que 25 mm. Na mensuracdo da coacaatrinibitéria minima para
imipenem e meropenem, a cepa deve ser consideeastiiente com o CIM maior que
4ug/mL, intermediaria 2ug/mL e sensivel menor ouaiga lug/mL. J& em relagdo ao
ertapenem, a cepa deve ser considerada resisteme oc CIM maior que 2ug/mL,
intermediaria 1ug/mL e sensivel menor que 0,5 ug/iém das metodologias fenotipicas, a
nota técnica também preconiza a realizacéo de pastedeteccdo molecular da producédo de
carbapenemases através de Reacdo em Cadeia darBséintPCR). Caso os laboratorios ndo
possuam estrutura para realizagédo de testes manesuéstes devem enviar as cepas suspeitas
de producado de carbapenemases para os laboraténtrais (LACENS) de cada estado para

que eles fagcam a identificacdo desses mecanisraps (9
1.5. Metodologias de tipagem dKlebsiella pneumoniae

Do ponto de vista epidemioldgico, € frequentemeardeessaria a determinacdo da
clonalidade das cepas. Entretanto, as metodolagiagpagem se tornam particularmente
importantes quando se tratam de bactérias mulsteeges no ambiente hospitalar. Nesses

locais, 0 uso de cateteres, aparelhos de ventilagidnica e outros diversos equipamentos
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meédicos geralmente se tornam fontes de transmiskfiobactérias, favorecendo a
disseminacgdo de infec¢des. Assim, estudos de tipad® extremamente necessarios para
investigacdo de possiveis surtos, visto que é s@&dasa identificacdo e diferenciacdo de
cepas realmente relacionadas a surtos de cepasrepid e endémicas, ou até a presenca de

isolados esporadicos (100).

Atualmente, existem uma variedade de metodologgadgp ndo moleculares quanto

moleculares, que vem sendo utilizadas com ess@gitop
1.5.1. Metodologias ndo moleculares

Nas décadas do século passado, varias tentativea® f@alizadas no sentido de se
diferenciar as cepas #e pneumoniaeNa época, a maior parte das metodologias dispniv
era baseada em técnicas imunoldgicas, visto qudaamfo haviam ferramentas de
manipulacdo de DNA como existem hoje. Dentre esaasgde maior importancia eram
sorotipagem, tipagem por bacteridfagos, tipagembdeteriocinas e MLEE Multilocus

enzyme electrophore¥igl).

Em geral, métodos fenotipicos possuem baixo podscrighinatorio quando
comparados aos metodos genotipicos, pois separaammastras em grandes grupos e
apresentam baixa reprodutibilidade, diferenciande microrganismos através da
caracterizagdo de produtos da expressdo de detetosirgenes. Assim, essas caracteristicas
podem variar de acordo com mudancas nas condicOdase de crescimento do

microrganismo e a ocorréncia de mutacoes esporgfihea).
1.5.2. Metodologias moleculares

As metodologias de tipagem molecular se baseiandifarencas na sequéncia ou na
organizacdo do DNA gendmico para realizagéo deidisacdo entre as cepas e tem sido as
mais utilizadas atualmente. As metodologias maigomantes sdo: determinacdo do perfil
plasmidial, PCRs randdémicos, ribotipagem, AFLP, EFGVILST.

A determinacgdo do perfil plasmidial e a determicagé perfil de restricio de DNA
desses plasmidios tém sido usadas raramente pestigacoes epidemioldgicas, pois nédo
sdo necessariamente associados a origem das amaswuavidas em surtos. Dessa forma,

comparando-se com outras técnicas, a determinaggwedil plasmidial tem se mostrado
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bastante atil para acompanhamento da dispersaasiaigios que carreiam determinantes de

resisténcia (1).

Métodos baseados em amplificacdo de fragmento®$mands de DNA, como RAPD
(Random amplified polymorphi®NA), rep-PCR (epeat-basedPCR) ou ERIC-PCR
(Enterobacterial repetitive intergenic consensususagePCR), apresentam a vantagem de
ser aplicaveis sem o conhecimento prévio da seguéocgenoma da bactéria em questéao e
SA0 necessarios poucos passos para a sua realigatgEomeétodos apesar de serem Uteis para
investigacoes locais de fontes e rotas de dispete@al apresentam baixa reprodutibilidade,

especialmente quando dados entre laboratoriososApacados (1).

Ribotipagem ou analise do padrao de restricdo da Rddssomal tem sido bastante
utilizada para tipagem deK.pneumoniae Esta metodologia apresenta bom poder
discriminatorio devido a presenca de diversos opede RNA ribossomal no genoma dessa
bactéria. Além disso, o uso de aparelhos autonumtizéem rendido a esta técnica extrema
facilidade de operacédo, se tornando uma das pdacagas padronizadas entre diversos
laboratorios. A enzimaEcoRl é a mais utilizada para tipagem, apresentanda al
reprodutibilidade. Entretanto, a interpretacédo ddrfo de bandas gerado pode apresentar
problemas (1,101).

A técnica de AFLP Amplification of Fragment Length Polymorphignésbaseada na
amplificacéo seletiva por PCR de produtos de gggirde fragmentos do DNA gendmico. A
metodologia de AFLP tem elevado poder discriminatéralta reprodutibilidade, entretanto é
considerada bastante laboriosa, necessita de oofgss altamente especializados para
realizagcdo da técnica, além de gerar padrdes mgabacomplexos (entre 30-50), sendo a
analise dependente deftwaresespecializados (1, 102, 103)

A metodologia de eletroforese em gel de campo pgal¢RFGE) € provavelmente a
técnica de DNAfingerprinting mais utilizada para tipagem de uma variedade d&bhas. A
técnica consiste no aprisionamento do DNA total dgsas em blocos de agarose, seguido
pela digestdo com enzimas de restricdo. A separdgdofragmentos € realizada em
eletroforese de campo pulsado, onde campos ektilternados sao aplicados. Atualmente, a
enzima mais utilizada para tipagem de cepa&.gaeumoniagem sido aXba, entretanto
existem relatos da utilizacdo deHaelll e Sped. Esta metodologia apresenta também

elevado poder discriminatério e alta reprodutilbild, porém como existem variados
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protocolos disponiveis para a realizacdo dessa doleigia, a reprodutibilidade inter-

laboratorial fica um pouco prejudicada (1, 104,)105

MLST é uma técnica que tem apresentado bastantert@mgia atualmente. Isso
ocorre porque, ao contrario das outras metodologiss sdo baseadas nas diferencas em
regides ndo caracterizadas do genoma, onde mutegdes entre as cepas sao observadas
(PFGE, RAPD, REP-PCR), esta metodologia se baseiagenes conservados, onde as
mutacfes sdo acumuladas de maneira mais lenta @uittagem desse método é a facilidade
de comparacdo inter-laboratorial. Como esta téogéra sequencias de DNA e ndo padrbes
de bandas, os resultados podem ser comparadosagueulugar do mundo, sem que hajam
critérios interpretativos envolvidos. Dessa fornesta metodologia se apresenta mais
adequada para investigacdes epidemioldgicas dedgmegriodos e de cepas nao relacionadas
geograficamente, enquanto as outras técnicas s&autil@adas para investigacdes de surtos

locais (1).

Esta metodologia se baseia na amplificacdo degestes conservados do genoma,
seguido de sequenciamento. Os sete genes usados PAIST deK.pneumoniaeséo:rpoB
(codificador da subunidade beta da RNA polimeras)B (codificador do transdutor de
energia periplasmaticofapA (codificador da enzima gliceraldeido-3-fosfato desjenase),
pgi (codificador da enzima fosfoglicose isomeragd)oE (codificador da fosforina E)nfB
(codificador do fator de iniciagdo da traducdo )lh (codificador da enzima malato
desidrogenase). Cada um dos genes € sequenciabmeencia encontrada é comparada com
as ja existentes no banco de dados. Para cadanseqdéerente de cada gene, € dado um
namero de alelo Unicallele numbey. O numero de alelo € fornecido para cada um eles s
genes. Assim, a combinagdo de todos os numerokelds gera o STsgequence typeque
pode ser comparado com os STs ja descritos no bdacoados disponivel no site
http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/migh&moniae.html (106, 107).

1.6 Infeccdes causadas pdt.pneumoniaeprodutoras de ESBLs e KPCs.

Enterobactérias, principalmente a esp&cipneumoniaegprodutoras de ESBL e KPC
sdo reconhecidas como importantes agentes etioBgie infeccdes, responsaveis por
pneumonias e infecgbes do trato urinario especigknem pacientes graves e atualmente séo
descritas em percentuais endémicos e epidémictmspitais de todo o mundo (37, 65, 108).

As infeccdes contribuem para maiores indices debitiade e mortalidade, tempos de
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internacdo prolongados, custos altos e principaineimazem ameaca constante de

disseminacgédo de bactérias multirresistentes (65).

Diversos estudos tém demonstrado a importancia geeumonia@esse cenario. Um
estudo realizado pelo SENTRY, com 4.267 infeccGesalrente sanguinea causadas por
bacilos Gram negativos coletadas nos Estados Uni@znada e América Latina
demonstraram qui€lebsiellaspp. foi a segunda bactéria mais prevalente, rept@sdo 18%
(109). De acordo com dados do CDC (Centros parar@erde Doencas e Prevencdo-EUA),
K. pneumoniae® o integrante da familia Enterobacteriaceae mamrtante em casos de
infeccdes, enquanto quKlebsiella spp. representam 8% das endemias de infeccdes

hospitalares e 3% dos surtos epidémicos nos Estaudss (110).

Na Europa, num estudo denominado TEST, que ocoweperiodo de 2004-04.
pneumoniaefoi a responsavel por 13.3% das infec¢bes de mmrreanguinea, infeccdes
urinarias, infeccdes do trato respiratorio e fegidan 19 paises. No ultimo relatorio EARSS
desse continente publicado em 2006, que abrange dea@00 laboratérios de 31 paises,
mostrou um aumento continuo desde 2000 nas infecgiesadas pdt. pneumoniae E.coli
resistentes a cefalosporinas de terceira geragao pcevaléncia de mais de 10% em metade

das nacdes estudadas (43).

Os relatos sdo escassos sobre a incidéncia dedofdwspitalar no Brasil, porém
dados de um estudo realizado pelo Ministério dalSam 1994, demonstram que o indice de
infeccdo hospitalar entre pacientes internadoslieras,5%, valor equivalente ao aceito pela

OMS, porém acima da média dos paises desenvol(ddas 112).

Estudo realizado em hospitais localizados no Ridafeiro, Floriandpolis e em S&o
Paulo, mostrou taxas de producdo de ESBLs varientte 30 a 50% para amostraskle

pneumoniaeassociadas as infec¢des da corrente sanguinga (11

Os dados mais recentes disponiveis da Rede Nacd®maMonitoramento de
Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude, abtidoperiodo de julho de 2006 a junho
de 2008, em que foram monitoradas as infec¢cdesapam da corrente sanguinea em
pacientes internados em UTIs de 97 hospitais sdatindo Brasil mostraram que os
bastonetes Gram-negativos mais frequentementedaolram:K. pneumoniag13%), P.
aeruginosa(11%),Acinetobacter spp11%),Enterobactersp. (6%), €. coli (3%). As cepas

de K. pneumoniadoram testados para a presenca de ESBL em 37 (dd%Y8 hospitais
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notificando a ocorréncia desses microrganismos m@fiec¢des da corrente sanguinea de
pacientes de terapia intensiva (114). Infelizmentela ndo existem relatos na literatura da
prevaléncia/incidéncia de KPC nos mais diferens¢ésdes do Brasil.

1.7. Justificativa e relevancia

A resisténcia bacteriana € um problema de saudea@bescente em todo o0 mundo e
a disseminacao dos genes de resisténcia aos aotimicos compreende uma preocupacao
recorrente. A producédo de KPC foi observada pelagira vez nos EUA em 2001, e em
nosso pais em 2006 e desde entdo tem ganhadotbast@ortancia. ISso ocorre porgue a
producdo de KPC confere resisténcia a todos osldetamicos disponiveis para a pratica
clinica e muitas vezes estdo associadas a resesténatras classes de antimicrobianos, como
aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Assim, o répiceconhecimento de amostras
produtoras destas enzimas no ambiente hospitalapértante para a sele¢cdo do agente

antimicrobiano adequado para o tratamento da iatecc

Devido a importancia dos bastonetes Gram-negatizgofamilia Enterobacteriaceae
multirresistentes em nosso pais, principalmektepneumoniaeprodutoras de KPC de
diferentes estados, envolvidos em infeccdes, estgde estabelecam o grau de similaridade
entre essas amostras tornam-se muito importardes.eBte fim, as metodologias de tipagem
molecular, como eletroforese de campo pulsado dndgeagarose (PFGE) Klultilocus
Sequence typin@MLST), que sdo considerados métodos de referédeiado ao alto poder
discriminatorio e reprodutibilidade, assim comaudes que elucidem o ambiente genético
em que estes genes estdo inseridos, como a idagfii da associacdo com transposons e a
determinacdo do grupo de incompatibilidade do pidsntarreador do gene, podem auxiliar
na compreensdo da disseminacdo deste tipo deéreséstno nosso pais, tornando-se um
importante passo para o desenvolvimento de estiatégstinadas a prevenir a propagacao
destes patégenos em nosso meio. Além da deteccdlisslaminacdo do clone resistente
dentro de um determinado centro de saude, a gfiizalessas metodologias de tipagem
molecular, também permitem a identificacdo da digsacdo de clones epidémicos em
diferentes partes do Brasil e do mundo.

O Laboratério de Pesquisa em Infeccdo Hospitalan stuado como Centro
Colaborador do Ministério da Saude para DetermmalgiResisténcia a Antimicrobianos na
Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia amfarbbianos da ANVISA, projeto
desenvolvido em parceria com a Organizacdo Pan48amer de Saude (OPAS) e com a

Coordenacédo-Geral de Laboratérios em Saude Puddicgecretaria de Vigilancia em Saude
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(CGLAB/SVS/MS), apoiado institucionalmente pela &4eresidéncia de Referéncia e
Pesquisa da FIOCRUZ para monitoramento de resiatéipacteriana recebe amostras
bacterianas resistentes aos carbapenemas isoladasr®s hospitais do Brasil. Podemos
observar que entre os anos de 2006 e 2009, noksmtdrio recebeu em torno de 50
K.pneumoniagrodutoras de KPC e que em 2010, esse numerai&siegnove vezes maior,

visto que recebemos 445.

Desta forma, a relevancia deste estudo deve-seescetrrte incidéncia dé&.
pneumoniagrodutoras de KPC no Brasil e a caréncia de deglyisnais e nacionais. Outro
fator relevante é o fato da infeccdo par pneumoniagprodutoras de KPC ser de dificll
tratamento, uma vez que as bactérias carreiam fleimnque conferem resisténcia a
multiplos antibidticos. Assim, a deteccdo prematdeste mecanismo de resisténcia e o
controle da disseminacao destes patdogenos no aelbiespitalar tem se mostrado de grande
importancia. Pacientes com infec¢do causada postaamsoprodutoras de KPC permanecem
mais tempo no hospital, aumentando o custo dane¢éo e apresentam maior letalidade.
Com isso, se observa a necessidade de interveogéscdo dos problemas causados por

essas bactérias, tais como: dificuldade de detecoatrole e tratamento das infeccdes.
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2.  OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi analisar o polimorfisngenético, determinar o perfil de
resisténcia a antimicrobianos, identificar o plaimicarreador e a regido flanqueadora do
gene blaxpc de 165 cepas dE.pneumoniaeprodutoras de carbapenemase do tipo KPC
provenientes de doze estados brasileiros no pede@®06 a 2010.

2.2. Objetivos especificos

* Determinar o perfil de suscetibilidade aos antiob@nos das amostras dé

pneumoniagrodutoras de KPC.

» Confirmar a producao de carbapenemase do tipo KiRR€és da técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e identificar da vagiamtiélica atraves de

sequenciamento.

* Avaliar o polimorfismo genético das amostraskdeneumoniaeatraves da técnica de
eletroforese de campo pulsado em gel de agaroSBHPE multiloccus sequence
typing (MLST).

e Identificar o tamanho e o grupo de incompatibilelaglasmidial do plasmidio
carreador do genelaxpc através de técnicas moleculares como extracamiulad e

hibridizacao.

« Avaliar o ambiente genético em que se encontranelgjaxpc Nnas amostras estudadas,

através de PCR para detecc¢éo do transposé40ln
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3. METODOLOGIA

3.1.Selecdo das amostras

Foram recebidas no periodo de 2006 a 2010 no LEbmrale Pesquisa em Infeccéo
Hospitalar — IOC — FIOCRUZ em torno de 500 amostta&.pneumoniaegorodutoras de
KPC, encaminhadas por hospitais e Laboratérios r@isn{LACENs) de doze estados
brasileiros: Alagoas, Amazonas, Ceara, Distritoefad Espirito Santo, Goias, Minas Gerais,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro e Santa Cat&omaente no ano de 2010, 445 amostras
foram enviadas para analise fenotipica e molecAlssim, foram selecionadas para estudo
165 amostras d&. pneumoniagrodutoras de KPC pertencentes a Colecédo de @silte
Bactérias de Origem Hospitalar (CCBH). O critéreostlecao adotado foi a inclusdo de uma
amostra por paciente, preferencialmente, de matadiimicos como: sangue, urina, liquidos
abdominais e secrecdes do trato respiratorio ofedesde que houvesse pelo menos uma

amostra de cada estado brasileiro incluido no estud

3.2.Confirmacéo da producéo de KPC e identificacada variante alélica

3.2.1. Extracdo de DNA pela metodologia de Tiocianato de@anidina

O Acido Desoxirribonucléico (DNA) total das 165 astras foi extraido pelo método
do tiocinato de guanidina com base nos critérieertes por Caetano-Anolles e Gresshoff,
1997 (115).

Células bacterianas a partir de cultura recentenein agar nutriente (Oxoid), foram
suspensas em 3mL de caldo TSByptic Soy Broth e submetidas a agitacdo “overnight” a
37°C. 1,5 mL do caldo foi transferido para um ntigbo tipo Eppendorf e em seguida,
centrifugado por 10 minutos (10000rpm). O sobrensd#i descartado, e em seguida foi
adicionado os 1,5 mL restante do caldo ao micrqtyghbocedendo novamente a etapa de
centrifugacdo (10 minutos a 10000 rpm). O sobremadfoi novamente descartado. Ao
sedimento formado no fundo do tubo, foi adicionalomL de salina, seguida de
homogeneizacdo em vortex. Essa Ultima etapa fetidgpduas vezes, sendo intercalada por
10 minutos de centrifugagao (10000 rpm). O sedimémitsuspenso em 100 pL de tampé&o
TE (100mM Tris / 10mM EDTA), e a ele foram adicidoa 500 pL da solu¢do de Guanidina
(5M tiocianato de guanidina, 0,1M de EDTA, sarc@si%), homogeneizado por inverséo e
incubado por 5 minutos a -20°C. Depois, foram ad@ios a mistura 250 pL de acetato de
potassio (estocado a -20°C), homogeneizado pors@éwes incubado por 5 minutos a -20°C.
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Apos este periodo, foram adicionados 500 pL dec&oldle cloroférmio-alcool isoamilico. A
mistura foi agitada em vértex até a completa homegacdo, com a obtencdo de uma
solugéo de cor leitosa. Essa solucéao foi centrdagaor 10 minutos (10000 rpm), obtendo
uma solucdo de trés fases. Aproximadamente 750 gufask superior foram retirados e
transferidos para um microtubo tifgopendorfcontendo 380 pL de Isopropanol. A mistura
foi levada ao freezer (-20°C) “overnight”, e no deguinte, foi centrifugada por 10 minutos
(10000 rpm). O sobrenadante foi desprezado e o RNAntdo mantido no fundo como um
pequeno pellet. Foi adicionado 150 pL de alcool ,7@#ntrifugado por 10 minutos
(10000rpm). Esta etapa foi repetida duas vezesb@sadante foi desprezado e o sedimento
foi colocado em temperatura ambiente para que ¢todlwool evaporasse. O sedimento foi
ressuspenso em 100 pL de tampdo TE, por 3h horasstrfa ou banho-maria a 37°C. O
DNA foi posteriormente mantido em freezer a — 2Q%&ra a realizacdo dos testes

moleculares.

3.2.2 Confirmacéo da producao de KPC.

A deteccao do geridaxpcnas 165 amostras #epneumoniadoi realizada através de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com a ufilizelgs iniciadores que se encontram na
tabela abaixo (60).

Tabela 3.1:Iniciadores especificos para a deteccdo do blmec utilizados nas reacgfes de
PCR.

Regido alvo Sequencia do iniciador (5= 3’) Tamanho do produto (pb) Referéncia
bl KPC-F TGTCACTGTATCGCCGTC 1011 Ygiti et al,
Bpc KPC-R CTCAGTGCTCTACAGAAAAACC 2001(60).

A reacdo foi realizada em um volume final de @5contendo 1ul de DNA
cromossOmico (aproximadamente 25ng) , 1428 agua Milli-Q, 5ul do tampéao PCR 5X,
1,25ul (20 pmoles) de cada “primer”, 0% (10 mM) da mistura de deoxinucleotideos, {l,5
(1,5 mM) de solucdo Mggl e 0,25ul de Tag DNA polymerase (1,25U) (GoTaq Flexi-

Promega).

As condigbes de amplificacdo foram: um ciclo ificia 3 minutos a 94 °C, 35 ciclos
de: 1 minuto a 94°C para desnaturagcédo, 1 minu@’@ Hara anelamento e 1 minuto 8CG2

para extensao, seguidos de uma extensao final derilé 72C.
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A amplificacdo do DNA foi visualizada através detedforese em gel de agarose
(Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X (EDTA 0,5M pH 810js 1M pH 8,0; Acido Bérico 0,035
M). A eletroforese foi realizada com tampéao deidariTBE 0,4X sob uma corrente de 130
Volts. Apés a corrida eletroforética, o gel foi @ao com brometo de etidio (0,5g/L) e

observado sob luz ultravioleta em equipamento LEXx Loccus biotecnologia.
3.2.3. Identificacdo da variante alélica do KPC.

Os ampliconsgerados a partir do PCR foram purificados atral@kit “GfX PCR
DNA Purification Kit” (GE Healthcare) e sequenciadw sequenciador 3730 DNA Analyser
(Applied Biosystems), na Plataforma de Sequenci&amBINA- PDTIS do Laboratorio de
Sequenciamento e Bioinformatica do I0C- FIOCRUZ .s@guencias de DNA geradas foram

analisadas com a ajuda dos softwares Bioedit (et$85.3) e Mega (versao 4.0.2).
3.3. Determinacao do perfil de susceptibilidade aos amtiicrobianos.

3.3.1. Difusdo em agar

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianosefalizado nas 165 amostras Kle

pneumoniasegundo o método de difusdo em &gar.

A partir de cultura recente em agar nutriente (@xdoram selecionadas de 1 a 2
colbnias para obtengdo de uma suspensdo padroneradsolucédo de salina fisioldgica, com
turbidez equivalente a do padrdo 0,5 na escala aleFdfland. Esta suspenséao foi semeada
com auxilio de swab estéril em toda a superficiendm Mueller Hinton Agar (MHA; Oxoid)
para obtencdo de crescimento semi-confluente. Apdsaximo 15 minutos, foram aplicados
os discos de antimicrobianos (OXOID), mantendoseeegpaco de, no minimo, 2,5 cm entre
eles. Foram utilizados os seguintes antimicrobiagefoxitina (10 pg); cefepime (30uQ);
ceftazidima (30ug); cefotaxima (5ugpiperacilina/ tazobactam (110 pg); gentamicina
(10ug); amicacina (30ug); ciprofloxacina (5ug),fametoxazole/ trimetoprima (25 pg) e
fosfomicina/trometanol (200u.g).

Apos aplicacdo dos discos, as placas foram incsbamlaestufa a 35°C, em aerobiose
por 16-18h e apds esse periodo, foram avaliaddgaosetros dos halos de inibicdo para cada
antimicrobiano de acordo com o CLSI 2011 (116). Ga@ontrole do teste foram utilizadas as
amostrag®. aeruginosaATCC 27853 &. coliATCC 35218.
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3.3.2. Determinacdo da concentracdo inibitéria mima de carbapenemas,

tigeciclina e polimixina B.

A determinacdo da concentracdo inibitéria mininag @65 amostras foi realizada
através de Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia), paraeguintes antimicrobianos: imipenem,
meropenem, ertapenem, polimixina B e tigeciclirmadordo com os critérios interpretativos

estabelecidos pela nota técnica da Anvisa n°1/299)0)

Nesta metodologia, a preparagdo das amostrasreemdera em agar Mueller Hinton
foram efetuadas da mesma maneira do método déidim agar, entretanto, ao contrario de
se utilizar discos impregnados com uma concentrdpé de antimicrobianos, foram
empregadas tiras de Etest® que possuem concerdrdggietas de cada antimicrobiano,
possibilitando a determinagdo da concentracdotdmibi minima para cada droga. Como
controle do teste foram utilizadas as amos®aaeruginosaATCC 27853 eE. coli ATCC
35218.

3.3.3. Andlise de perfil de multirresisténcia

Avaliamos nas cepas o perfil de multirresisténgige foi definido como a resisténcia
a pelo menos trés classes de antimicrobianos, d@sews resultados obtidos no teste de
difusdo em 4gar e Etest®. Sete classes de antimacms foram testadas: beta-lactamicos
[representada pelas cefalosporinas de segunda ageréefoxitina), terceira geragéo
(ceftazidima e cefotaxima), quarta geracédo (cefepicarbapenemas (imipenem, meropenem
e ertapenem) e Dbeta-lactamico associado a inibidpiperacilina/tazobactam)],
aminoglicosideos (representada pela amicacina @maina), sulfamidas (sulfametoxazol/
trimetoprima) e quinolonas (ciprofloxacina); glaidlinas (representada pela tigeciclina)
polimixinas (polimixina B) e derivados de &cido ffosco (fosfomicina/trometanol). As
amostras consideradas resistentes a pelo meno®simegresentantes de cada classe foram
designadas como resistente a classe. As cepasegapraesentaram como intermediarias,

foram agrupadas juntamente com as resistentes de afacilitar a analise.

3.4. Deteccao dos genes codificadores de beta-lactamases

Foram realizadas reacdes de PCR para a deteccagedes codificadores de beta-
lactamases do tipblasyy, blarem, € blactxw nas 165 amostras d€.pneumoniae.Os
iniciadores utilizados foram determinados em tiadslicientificos publicados recentemente

(Tabela 3.2).
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Tabela 3.2: Iniciadores especificos para a deteccdo dos gellagsy, blarem € blactx-m

utilizados nas reacdes de PCR.

i . L , , Tamanho do .
Regido alvo Sequencia do iniciador (5'-» 3) produto (pb) Referéncia
b CTX-F-ATGTGCAGYAACCAGTAARGTKATGGC 5930h Mulvey et al,
derxm CTX-R-TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG P 2003 (117).
bia SHV-F-TTATCTCCCTGTTAGCCACC 2970b Hasmaret al,
shv SHV-R-GATTTGCTGATTTCGCTCGG P 2005 (118).
TEM-F-GCGGAACCCCTATTTG Hasmaret al
blarem 859pb ’
TEM-R-ACCAATGCTTAATCAGTGAG 2005 (118).

A mistura da PCR para deteccdo de cada um dos bkesv , blasny e blargy foi
preparada em um volume final de 2b contendo 1ul de DNA cromossOmico com
aproximadamente 25 ng (extraido conforme descdattdpico 3.2.1), 14,2kl de agua Milli-
Q, 5ul do tampéo PCR 5X, 1,24 (25pmoles) de cada “primer”, O}6 (10 mM) da mistura
de deoxinucleotideos, 1;% (1,5 mM) de solugdo MgCI2 e 0,2b de Taq DNA polymerase
(1,25U) (GoTaq Flexi).

Para as condicdes de amplificacdo dos gdies, e blarem foram utilizados 30
ciclos de 5 minutos a 9¢ para desnaturagdo, 45 segundos °€ G8ra anelamento e 45
segundos a 7E para extensao, seguidos de uma extenséo finkD aein a 72C. Para o
geneblactx-w a temperatura de anelamento utilizada foi 60°C.sAp&eacao de PCR, a
visualizacdo dos fragmentos amplificados foi real& através de eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X. A eletre$e foi realizada com tampao de
corrida TBE 0,4X sob uma corrente de 130 Volts. A\p&orrida, os géis foram corados com
brometo de etidio (0,5g/L), observados e fotogmadagbb luz ultravioleta em equipamento L-

Pix EX- Loccus biotecnologia.
3.5. Andlise do polimorfismo genético através de PFGE.

A analise do polimorfismo genético das 165 amosti@&.pneumoniagprodutoras de
KPC incluidas no estudo foi realizada atraves eeabrese em gel de campo pulsado (119).

Para a extracdo de DNA total, as amostras foraneagas em tubos com agar nutriente
(Oxoid) e incubados a 37°C por 24 horas. Apos abkiacdo, foi preparada uma suspensao
bacteriana, adicionando 1 mL de BSC (EDTA 0,5M péi §RIS-HCI 1M pH 8) até alcancar o
padrdo de turvacdo 3 da escala de Mac Farland. dguida, 200uL da suspenséo foram
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transferidos para um microtubo tifgppendorfcontendo 5ul de proteinase K (50 mgiL -
Sigma). Foram adicionados a suspensao de célulagl2@e agarose 1% (0,1 g de agartse
melting[Seaken gold], 0,5 mL de SDS 1%, 9,4 mL de TE [FRIS 10 mM pH 8.0, EDTA 0,1
MM pH 8.0]). A mistura foi homogeneizada e distiitlas em moldes. Apés a solidificacdo dos
blocos de agarose contendo DNA bacteriano (plugs)nesmos foram transferidos para tubos
Falcon (15mL) contendo 2 mL de solugéo de lise (NEZ, TRIS-HCI 6 mM pH 7.6, EDTA
100mM pH 8.0, BRIJ-58 0,5%, desoxicolato 0,2%, ssira 0,5%, lisozima 1 mg/mL) eyh de
proteinase K (50 mgiL) e incubados a 50°C por 2 horas. Apés a incuhagsidlocos foram
lavados 3 vezes com 10 mL de agua milli Q a 50°ClJEominutos e uma vez com 7mL de
Tampao TE a 50°C por 15 minutos. Posteriormentblasos foram armazenados em geladeira

em 2ml de tampéao TE.

Para a realizagdo da digestdo enzimatica, um pedacespondente a um terco de um
bloco foi transferido para um microtubo tipppendoricontendo solucdo tampéo da enzixiel
(90 uL de &gua esterilizada e 10 de solugdo tampao da enzima - Roche) e inculkeada€ por
30 minutos. Posteriormente, os plugs foram tratamoa a enzima de restricaba (20U)
(Roche) por 3 horas a 37°C.

Os fragmentos de restricdo foram separados em egedgdrose 1,1% (Seaken gold),
preparado em TBE 0,4X (TRIS 44,5 mM, acido béridgodnM, EDTA 1mM pH 8.3), através de
eletroforese de campo pulsado, utilizando o sist@iH&F-DRIII (Bio-Rad, Richmond, EUA).
Foram utilizadas as seguintes condi¢cdes para @feletse: tempo de pulso crescente de 0,5 a 35
segundos, por 15 horas a 6V/cm, na temperatura3tié. Foram utilizados padrdoes de peso
molecular Lambda DNA eader Pulsg¢50-1000 Kb - Sigma) nas corridas.

ApOs as corridas eletroforéticas, os géis foranadms com brometo de etidj,5g/L),
visualizados sob luz ultravioleta e fotografaddsizando-se ferramenta de fotodocumentalzédo

Pix EX- Loccus biotecnologia

As andlises dos géis e a confeccdo do dendrogramaan frealizadas com auxilio do
software GelCompar lfjversdo 1.50, Applied Maths, KortrijK, Belgium). @grupamentos foram
realizados utilizando o coeficiente Dée, e 0s valores de otimizagéo e tolerancia utilizgzhra

andlise foram fornecidos pelo préprio programa.
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3.6. Andlise do polimorfismo genético através de MLST.

3.6.1. Amplificacao por PCR

De acordo com a andlise dos dados obtidos por PB8&,menos um representante

de cada clone das amostras produtoras de KPC deestatlo brasileiro foi selecionado para
serem processadas pelo MLST para a definicdo duésee typing”. Oprimers utilizados

nas reacdes estao na tabela abaixo (106)

Tabela 3.3: Iniciadores especificos para a deteccdo dos geaessquema de MLST

utilizados nas reacoes de PCR.

Tamanho do

Gene alvo Primersutilizados
produto
rpoB : F : Vic3 GGCGAAATGGCWGAGAACCA
rpoB ) 501 pb
rpoB : R : Vic2 GAGTCTTCGAAGTTGTAACC
gapA gapA:F:173 TGAAATATGACTCCACTCACGG 450 pb
gapA:R:181 CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
mdh mdh : F: 130 CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 477 pb
mdh : R : 867 CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
ogi pgi: F: 1R GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 432 pb
pgi:R:1F CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT
ohoE phoE : F :604.1 ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 420 pb
phoE : R :604.2 TGATCAGAACTGGTAGGTGAT
infB infB : 1F CTCGCTGCTGGACTATATTCG 318 pb
infB : 1R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
tonB tonB : 1F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 414 pb
tonB : 2R ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG

A mistura da PCR para deteccéo desses genes f@irpga em um volume final de 25
pl contendo 1ul de DNA cromossdmico contendo aproximadamente 85(extraido
conforme tépico 3.2.1), 9,4 de agua Milli-Q, 1,Qul (20 pmoles) de cada “primer” e 1216
do JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix (Sigma

Para as condicbes de amplificacdo dos gepeB, infB, mdh pgi, phoE foram
utilizados 30 ciclos de 5 minutos a 94°C para desagdo, 45 segundos a 50°C para
anelamento e 45 segundos &0 dara extensao, seguidos de uma extensao firld) dan a

72°C. Para os gendsnB e gapAa temperatura de anelamento utilizada FSC46 66C,

respectivamente.
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Apos a amplificacdo por PCR, a deteccado dos fratpeegerados foi realizada através
de eletroforese em gel de agarose (Invitrogen)5& lem TBE 0,4X. A eletroforese foi
realizada com tampé&o de corrida TBE 0,4X sob um@ite de 130 Volts. Apds a corrida, 0s
géis foram corados com brometo de etidio (0,5gdbservados e fotografados sob luz

ultravioleta em equipamento L-Pix EX- Loccus bioigogia.

3.6.2. Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados através d§dGiK PCR DNA Purification
Kit” (GE Healthcare). Para o sequenciamentoprasersutilizados foram os mesmos usados
para a reacdo de amplificacdo, exceto para os g&Bespgi, cujosprimersutilizados estao
abaixo (106).

Tabela 3.4:Iniciadores especificos para o sequenciamento elossgdo esquema de MLST.

Tamanho do

Gene alvo Primersutilizados
produto
| pgi : 2F CTGCTGGCGCTGATCGGCAT 420 b
Pg 0gi : 2R TTATAGCGGTTAATCAGGCCGT P
infB infB : 2F ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC 318 pb

Os produtos purificados foram sequenciados no setador 3730 DNA Analyser
(Applied Biosystems), na Plataforma de SequencigonBINA- PDTIS do Laboratério de
Sequenciamento e Bioinformatica do IOC- FIOCRUZ.

A analise da qualidade das sequencias obtidagdétizada com auxilio do software
Phred (versdo 19.0), onde somente as sequenciasolgfiueeram escore> 20 foram
individualmente analisadas. Para a analise da csigg§m das sequencias obtidas, foram
utilizados inicialmente os softwares Bioedit (vexs#@.0.5.3) e Mega (versdo 4.0.2).
Posteriormente, essas sequencias foram comparadasas sequencias ja disponiveis no
banco de dados de MLST #epneumoniagpara a determinacédo de cada um dos niumeros de
alelo e consequentemente a discriminacdo de cada c8M a ajuda do website

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mish&umoniae.html

Quando alguma das sequencias encontradas ndo dispoaivel no banco de dados,
realizamos o depdsito das novas sequencias e ecmmgemente dos novos STs, através do

contato com o curador do banco de dados do Irsfasteur.
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3.7. Deteccao das regides flanqueadoras do gdnlegpc.

A deteccdo do transposon 440 foi realizada através de reacbes de PCR, elm p
menos um representante de cada clone definidoRBEMLST utilizando osprimersdescritos
na literatura (57,67).

Tabela 3.5:Iniciadores especificos utilizados para a detedgédimansposon ##01

Localizacdo Tamanho

Primers utilizados no Tn4401  produto

Referéncia

1- CTGTCTTGTCTCTCATGGCC Goncb] N

2- CCTCGCTGTGCTTGTCATCC akpe P

3- GGCACGGCAAATGACTA oG saopp  Naasetal
4- GAAGATGCCAAGGTCAATGC 2008 (57).
5- ACGACCACGCACGCACAAAC Rdreia 220 pb
6- GCATCAAACGGAAGCAAAAG

7- TGACCCTGAGCGGCGAAAGC ISKpn7 603 pb Kitchel et al,

8- CACAGCGGCAGCAAGAAAGC 2009 (67).
9- GCGACCGGTCAGTTCCTTCT TnpA 198 pb

10- CACCTACACCACGACGAACC Naaset al,
11- TCACCGGCCCTCACCTTTGG IResquerda 462 pb 2008 (57).
12- CTTAGCAAATGTGGTGAACG

A mistura de cada uma das reagdes de PCR foi jacigp@m um volume final de 2b
contendo ul de DNA genémicacontendo aproximadamente 25ng (extraido conformpiedd
3.2.7), 9,5ul de agua Milli-Q, 1,Qul (20 pmoles) de cada primer e 12/5do JumpStart™
REDTag® ReadyMix™ Reaction Mix (Sigma).

Para as condi¢cdes de amplificacédo foram utilizé&fosiclos de 5 minutos a 94°C para
desnaturacao, 45 segundos a 55°C para anelametiosegundos a 72°C para extensao,
seguidos de uma extenséo final de 10 min a 72°@s Apamplificacdo por PCR, a detecc¢ao
dos fragmentos gerados foi realizada através deflrese em gel de agarose (Invitrogen) a
1,5% em TBE 0,4X, realizada com tampao de corriB& 0,4X sob uma corrente de 130
Volts. Apés a corrida eletroforética, o gel foi @ao com brometo de etidio (0,5g/L) e

observado sob luz ultravioleta em equipamento LEXx Loccus biotecnologia.

3.8. Identificacdo do plasmidio carreador do genélakpc

3.8.1. Determinacao do grupo de incompatibilidade plasmidil.

Pelo menos um representante de cada clone defiud®FGE/MLST foi selecionado
para nvestigacdo do plasmidio carreador do gblapc. Assim, a primeira etapa foi a

determinacdo do grupo de incompatibilidade (Incy goasmidios dessas amostras. O
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esquema de determinacdo do grupo foi proposto poatoli e colaboradores (2005) e se
baseia na amplificacdo por PCR das regifes queotamt a replicacdo destes plasmidios,
que é diferente para cada uma das classes. O es@gueamposto por cinco rea¢gfes de PCR
multiplex e 3 reacdes simples de PCR, para a ftsgtiio dos seguintes grupos: FIA, FIB,
FIC, HI1, HI2, 11, L/IM, N, P, W, T, A/IC,K, B/O, XY, F, e FIIA Osprimersutilizados estao
na tabela abaixo (52).
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Tabela 3.6: Iniciadores especificos para a determinacdo doogug incompatibilidade

plasmidial.

GIUPO Regio alvo Primers utilizados Tamanho do
Inc produto

HI1 FW: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
HI parA-parB 471pb
HI1 RV: TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA

HI2 terons HI2 FW: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 6440b
HI2 RV: GGCTCACTACCGTTGTCATCCT P

11 FW: CGAAAGCCGGACGGCAGAA
1 RNAI I1 RV: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 139pb

X FW: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT

X ony X RV: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 376pb
L/M FW: GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG
LM fepAB.C L/M RV: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 785pb
N FW: GTCTAACGAGCTTACCGAAG
N repA 559pb

N RV: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC

FIA terons FIA FW: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 4620b
FIA RV: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG P

FIB FW: GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG

FiB repA FIB RV: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 702pb

W o W FW: CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG .
P W RV: GGTGCGCGGCATAGAACCGT P

y eph Y FW: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 76500

Y RV: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT

P iterons P FW: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA £340b
P RV: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC P

FIC FW: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG

FIC repA2 FIC RV: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 262pb
e oA A/C FW: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 4650
P AIC RV: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT P
. oA T FW: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT .
P T RV: CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC P
FIIS FW: CTGTCGTAAGCTGATGGC
Fils repA FIIS RV: CTCTGCCACAAACTTCAGC 270pb
FREPB FW: TGATCGTTTAAGGAATTTTG
Freps RNAl/repA 270pb

FREPB RV: GAAGATCAGTCACACCATCC

K RNAI K/B FW: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 1600b
K RV: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA P

K/B FW: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC
B/O RNA B/O RV.TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 159pb

As reacbes de multiplex PCR foram agrupadas dedacoom os tamanhos de
fragmentos gerados. O primeiro multiplex foi pardeteccdo dos grupos H1, H2 e I1; o
segundo multiplex detectou os grupos: X, L/M e Nemeiro multiplex os grupos FIA, FIB e
W; o quarto multiplex os grupos: Y, P e FIC e ongmimultiplex: A/C, T, FlIA. A deteccdo

dos grupos F, K e B/O foi realizada em reacdeseparado.
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A mistura da PCR multiplex foi preparada em um waduinal de 25l contendo dul
de DNA totalcontendo aproximadamente 25ng (extraido conformiedd3.2.), 10 ul de
agua Milli-Q, 0,25ul (5 pmoles) de cada um dos 3 parespdeners utilizados em cada
reacao, além de 12,6 do JumpStart™ REDTag® ReadyMix™ Reaction Mixgf8a).

Para as reacoes simplex, a mistura da PCR foi ia@@@m um volume final de 25
contendo 1ul de DNA cromossémiceontendo aproximadamente 25ng (extraido conforme
topico 3.2.}, 9,5ul de agua Milli-Q, 1,0ul (20 pmoles) de cada primer e 11bdo
JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix (Sigma).

Para as condi¢cdes de amplificacédo foram utiliz&fosiclos de 5 minutos a 94°C para
desnaturacdo, 45 segundos a 60°C para anelametiosegundos a 72°C para extensao,

seguidos de uma extensao final de 10 min a 72°C.

Apos a amplificacdo por PCR, a deteccdo dos fratpeegerados tanto no PCR
multiplex quanto nas reacdes simplex foi realizanlavés de eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X. A eletroforese ffealizada com tampéo de corrida TBE
0,4X sob uma corrente de 130 Volts. Apos a corabidroforética, o gel foi corado com
brometo de etidio (0,5¢g/L) e observado sob luzavitleta em equipamento L-Pix EX-

Loccus biotecnologia.
3.8.2. Extracao plasmidial

Foi realizada extragcdo plasmidial utilizando metodia baseada no método descrito
por Kado e Liu em 1981 (120).

As amostras foram semeadas em placa de agar Mi&heon (Oxoid), e foram
incubadas a 37°C por 18-24 horas. Foi realizadoraspado da cultura bacteriana a ser
testada com alca e este raspado foi suspenso ewtubias contendo 200 uL de solugao de
lise com pH ajustado (SDS 0,1M; TRIS 0,05M; pHJ)24 amostras foram incubadas em
banho-maria a 55°C, sempre homogeneizando a misaatgria/solucdo de lise a cada 20
minutos. Apds o periodo de uma hora, as amostrasnfoetiradas do banho-maria e ao
microtubo foi adicionado 200 uL de fenol-cloroféomao tamponado (1:1). Esta mistura foi
homogeneizada até que se tornasse de coloracamesigada e em seguida, foi centrifugada
por 15 minutos (aproximadamente a 13.000 rpm). @res@mdante translucido foi

cuidadosamente transferido para outro microtubo
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Para corrida eletroforética, foi adicionado em cade das amostras, o tampéao de
corrida azul de bromocresol (0,2 volumes), mistdoacom movimentos circulares e suaves.
Esta mistura foi depositada nos pocos do gel desg40,8%) (Invitrogen) e em seguida este
gel foi submetido a ensaio de eletroforese em tamigéE 1x (Tris-Acetato 40mM; EDTA
1mM; pH8,0), com corrente de 50 volts por 2 horasega. O gel foi em seguida corado com
brometo de etidio (0,5g/L) por 30 minutos e defdotografado sobre luz UV. Os géis
gerados foram analisados com ajuda do softwa€ompar Il(versédo )e Loccus Lablmage

(verséao).

3.8.3. Hibridizacdo com sonda do geneblaxpc € comas sondas dos grupos

plasmidiais mais prevalentes.

Esta metodologia visa elucidar se o gbtepc estava localizado em plasmidios nas
amostras. Em caso positivo, foi analisado a qugaplasmidial pertencia o plasmidio
contendo o0 genelakpc, através da hibridizacdo das membranas com as sdodagrupos

plasmidiais mais prevalentes, de acordo com a$esate PCR.

A técnica utilizada foi a descrita por Sambrook &sRell em 2001 (121), e baseia-se
na transferéncia de DNA contido em gel de agarase membranas de nylon, e a posterior
hibridizacdo dessas membranas com sondas marcaaasliigoxigenina. As sondas foram
confeccionas por PCR, utilizando além dos desoj@oticleos usuais, um nucleotideo

marcado com digoxigenina, 11-dUTP (Roche).

O primeiro passo foi a realizacdo da extracdo pliiamcomo descrita acima. De
posse do gel contendo os plasmidios, realizamasrsféréncia do DNA do gel para a
membrana Hybond N+ (Amershan) através do equipam¥faicuGene™ XL Vacuum
Blotting System (GE Healthcare). Este sistema épomto de uma bomba de vacuo (mantido
a uma pressao de 50 mbar durante a transferéngrm)aparato onde o gel e a membrana séo
colocados. Durante a transferéncia, o gel foi prameente tratado com a solucdo de
depurinacao (HCI 0,25 M) por 10 minutos. Apés dssepo, essa solucao foi retirada e foi
adicionado ao gel a solugdo de desnaturacdo (N&Vle NaOH 0,5 N), também por 10
minutos. Essa solugdo foi também retirada e adiciese a solucdo de neutralizacao (Tris-
HCI 0,5 M pH 8,0 e NaCl 1,5 M) por 10 min. Por bit, ap0s a retirada da ultima solucéo,
foi adicionado SSC 20 X (NaCl 3,0M; Citrato de s0@,3M), de modo a cobrir toda a
superficie do gel, por 2 horas. Depois da etapaatsferéncia, a membrana foi exposta a
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radiacdo ultravioleta (UV Crosslinker, Hoefer) paproximadamente 20 segundos para

fixacdo dos fragmentos de DNA. A membrana foi sa@aduardada para utilizacao posterior.

ApoOs a transferéncia e fixacdo, deu-se inicio apast de hibridizac&o. Inicialmente,
as membranas foram incubadas em 10 mL solucéoédeilmidizacéo [5X SSC, 2% agente
bloqueador (Roche), 0,1% N-laurilsarcosil, 0,02%S$Burante 1 hora a 62°C sob agitagéo,
no forno de hibridizacdo (Techne hybridiser HB-TBchne , Cambridge, U.K.). Um volume
de 50 pL da sonda marcada preparada anteriorm@ndesnaturado por fervura durante 10
minutos seguido de banho de gelo por cinco minlAp®s a etapa de pré-hibridizagéo, a
solugéo foi retirada e adicionou-se ao frasco 10dekolucao de hibridizagédo (10mL solucao
de pré-hibridizacéo acrescida de 50uL da sondaatiesala). A hibridizagédo ocorreu no forno

de hibridizacdo, a 62° ©yernight

No dia seguinte, as membranas foram lavadas camgé&olde baixa estringéncia (2X
SSC, 0,1% SDS) por duas vezes durante 5 minutesieratura ambiente sob agitacdo. Em
seguida, foram lavadas por duas vezes com solugadtal estringéncia (0,1% SSC; 0,1%

SDS) a 62°C com agitacao por 15 minutos.

Apos, a membrana foi rinsada em tampéao 1 (100 migtHEI pH 7,5; 150 mM
NaCl). Esta etapa foi seguida da incubacdo por iBditos da membrana em tampéao 2 (100
mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl; 1% agente bloquedsob agitacdo. Realizou-se entéo
tratamento da membrana com 25 mL de solugdo deogmdi (25 mL tampédo 1 e 5uL de
anticorpo contra DIG conjugado a fosfatase alcaliRche), por 30 minutos sob agitacéo.

Apo6s, a membrana foi lavada por duas vezes comaarhpor 10 minutos sob agitacao.

Para revelacdo, a membrana foi equilibrada porritos em tampé&o 3 (100 mM Tris-
base; 100 mM NacCl; 50mM Mg&lpH 9,5). Depois, a membrana foram adicionadoslL5
da solucado de revelacdo NBNii{ro blue tetrazolium chloride Roche), mantido a 37° C, ao
abrigo de luz. O resultado pode ser observado 84 Beras apds a adicdo do agente
revelador. As membranas foram secas em estufardaglas em local seco ao abrigo de luz.
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3.9. Fluxograma da metodologia

~500 cepas dE.pneumoniae
produtoras de KPC recebidas no
LAPIH no periodo de 2006 a 2010, fle
12 estados Brasileiros (AL, AM, C
DF, ES, GO,MA, MG, PE, PI, RJ, S¢)

Selec¢do:165K.pneumoniagoriunda:

de urina, sangue, catéter, fluidos

abdominais, secrecdes do trato
respiratorio inferior.

Confirmagéo da producéo de
KPC: Reacédo de PCR e
sequenciamento.

é Determinacéo do perfil de susceptibilidade: )

e , , )
Analise do polimorfismo [ Pesquisa dos genes) : e o . e
AR p - * Disco-difuséo:cefoxitina; cefepime; ceftazidima,
genetlc_?.atraves de | codificadores de cefotaxima; piperacilina/ tazobactam; gentamicina
PFGE, utilizando enzime outras beta- amicacina; ciprofloxacina, sulfametoxazole/
éﬁ%‘# rg)Reﬂlw(%ameg)to lactamases:CTX-M, . trimetoprima e fosfomicina/trometanol.
iorad), SHV e TEM através d¢ : imi
21 *CIM por Etest ®: carbapenemas (imipenem,
analiseGelCompaH. . PCR. J meropenem e retapenem), tigeciclina e polimixina B
e Perfil de multirresisténcia: 3 das 7 classes ATB
\ testadas )
(" Andlise do poIinglorfismo (\ ( Deteccao das ) - N Determinagédo do grupo de incompatibilidagle
genético:através de MLST (1 regides e e 4
representante de cada clone de flanqueadoras Identificacdo plasmidial (inc) atraves de PCR.
cada estado n=45) do geneblap: do plasmidio
pesquisa do carreador do Extracdo plasmidial através de lise alcaliha
PCR para 7 genes conservads X genebla, &aop _
do genomatbnB, pgi, rpoB, ransposon (n=45) PC (Kado e Liu (1981).
: : Tn4401 por PCR .
gapA, mdh, phoE, in)Bseguido (n=45) L )
de sequenciamento. \_ o e~
\. d J/ Hibridizacdo com sondalakpc € com sonda d
grupos Inc (Sambrook e Russel, 2001).
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4. RESULTADOS

4.1. Amostras bacterianas

Foram estudadas 165 amostras no periodo de 20083 @ma de cada paciente,
isoladas de materiais clinicos, sendo os mais [@etes sangue (39%) e urina (37%). As
amostras foram oriundas de doze estados brasjleesglo a maioria isolada no Rio de
Janeiro (41% - n=68) e Distrito Federal (23% - nH3%bela 4.1).

Tabela 4.1 Espécimes clinicos e estados de origem das l@teas deK. pneumoniae

produtores de KPC.

Numero de amostras isoladas nos Estados — Regide®@aficas
Espécimes Centro- Total
Clinicos Norte e Nordeste Sudeste e Sul Oeste n(%)
AL AM CE PE MA Pl ES MG RJ SC | DF GO
Cateter 1 1 9 | 1 | 10 22(13)
vascular
Lig. Abdom. 1 1 2 2 6(10)
Urina 4 2 1 8 5 28 5 7 1 61(37)
Sangue 1 7 5 1 3 23 1 20 3 64(39)
SRI 1 1 5 2 1 10 (6)
ND 1 1 2(1)
1 11 9 2 1 11 10 68 7 39 5
Total: n(% 165(100
) e ee]| @ |[65] a2 [0e] 0| © 6] @ | e @ (100)

Legenda: Lig. Abdom. = Liquidos abdominais; SRI eregbes do trato respiratorio inferior; ND= ndcedetinado.

A confirmacdo da producdo e identificacdo da vaeiaaélica do gendlakpc foi
realizada por PCR seguido de sequenciamento ers axlh65 amostras incluidas no estudo.
Através de sequenciamento, todas as amostras ajarese 100% de similaridade com a

variante alélica KPC-2.

4.2. Determinagéo do perfil de susceptibilidade aos amtiicrobianos

4.2.1. Difusdo em agar

Através do teste de difusdo em agar, foram obhdesraltos percentuais de resisténcia
a grande parte dos beta-lactamicos testados. Qimsesvque 64,2% das amostras foram
resistentes a cefalosporina de segunda gerac&fpxtima. Ja em relacdo as de terceira e
quarta geracdo como cefotaxima, ceftazidima e ga&gpobservamos 96%, 75% e 70% de

resisténcia respectivamente. Quando as nossasramfisam submetidas ao beta-lactamico
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piperacilina associado ao inibidor de beta-lact@nasazobactam, observamos o maior

percentual de resisténcia entre as drogas tes@@ld85.

Em relagéo as outras classes de antimicrobiastedtes, observamos 95,7% e 84,2% de
resisténcia as quinolonas e sulfamidas, respectinEanOs antimicrobianos que apresentaram
menores taxas de resisténcia foram: fosfomicin8%y, amicacina (34%) e gentamicina

(57%) (Figura 4.1).

20% = Sensivel
10%

0% r r r . . . T T T 1 Intermediaria

P D D P P D © OO -
& <<<§ Q{.\’ O O & N > ~ @O m Resistente
RS S RS i\ RS & & K A
& & ¢ & & ¢ & P &S

ol ;@Q @ & o @ > SF N Q}s

S ) NG 59 S & & RS ° &
e ©) NG (@ Q’&‘) & Aot ) & <©
o2 S S & & ¢
& S
(b,O ,bO 6\\
& S
A & <°

Figura 4.1: Susceptibilidade aos antimicrobianos de 165 cepa&mgheumoniagrodutores

de KPC realizada através do método de difuséo am ag

4.2.2 Determinagcdo da concentracdo inibitéria minim de carbapenemas,

tigeciclina e polimixina B.

A determinagéo da concentracgéo inibitoria minimmavéts de Etest mostrou que todas
as amostras foram resistentes ao ertapenem, 90%eaopenem e 86% resistentes ao
imipenem, com CIMp de >32ug/mL para todos os carbapenemas. As amostras/sisna

imipenem e meropenem, apresentaram CIM variandoSde 1 ug/mL (Figura 4.2).

Em relagéo a tigeciclina e polimixina B, 38% e 14&omostraram resistentes a essas
drogas, respectivamente. A G ClMy, frente a polimixina foi 0.75 e 4.0 ug/mL, enquanto

gue para a tigeciclina, observou-se 2.0 e 6.0 ugéspectivament@-igura 4.3).
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100

§m m 0.50ug/mL
90 @)
m0.75ug/mL
80 —
® 1.0ug/mL
@ 70 3 3 ~ m1.5ug/mL
é 60 5 5 ~  m2ug/mL
S 50 —  ®3ug/mL
7]
g 40 —  m4ug/mL
S 39 _ m6ug/mL
8ug/mL
20 R (86%) R (90%) R (100%) o LougmL
ug/m
10 a A. ' -’_% " — 16 g/L
® 16ug/m
0- ' 24ug/mL
Imipenem Meropenem Ertapenem ugim
> 32ug/mL

Antimicrobianos

Figura 4.2: Concentracdes inibitérias minimas frente ao imgpenmeropenem e ertapenem nas 165
amostras produtores de KPC. Critérios de interpéetaegundo a Nota técnica da Anvisa, n° 1/2010:
Sensibilidade para IMl e MEM < lug/mL, IntermeddaliMl e MEM = 2ug/mL, Resistencia para IMI

e MEM >4ug/mL; Sensibilidade para ERT<O0,5ug/mL, Intermedigpara ERT = 0,5ug/mL,
Resistencia para ERT 2ug/mL.

35
m0.25ug/mL m0.38ug/mL

= 0.50ug/mL m0.75ug/mL

m1.0ug/mL  m1.5ug/mL

m 2ug/mL m 3ug/mL

m 4ug/mL 6ug/mL

% das amostras

R (11%)
A

m 8ug/mL 12ug/mL

16ug/mL 24ug/mL

32ug/mL 48ug/mL

Tigeciclina Polimixina B

128ug/mL
Antimicrobianos

Figura 4.3: Concentracdes inibitérias minimas frente a tigewce polimixina B nas 165
amostras produtoras de KPC. Critérios de interpéetaegundo a Nota técnica da Anvisa, n°
1/2010: Sensibilidade para TIG < lug/mL, Intermgdigpara TIG = 2ug/mL, Resistencia
para TIG>4ug/mL; Sensibilidade para POL <2ug/mL, Resistepaia POL> 4ug/mL.
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4.2.3 Analise de perfil de multirresisténcia

Segundo o critério adotado, onde o perfil de nrelisténcia foi definido como
resisténcia a pelo menos trés classes de antimaoad) observamos que a maioria das
amostras 97% (n= 160) apresentou este perfil. Tadaamostras apresentaram resisténcia a
classe dos beta-lactamicos, pois todas apresentasasténcia ao ertapenem. Trés amostras
(1,8%) foram resistentes a todas as classes dmiamiianos, 9 cepas (5,5%) foram
sensiveis apenas a fosfomicina, 54 (32,8%) sess$eenente a fosfomicina e polimixina B e

20,6% (n=34) sensiveis somente a fosfomicina, pwiiva e tigeciclina (Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Perfil de resisténcia das 165 amostrasKdeneumoniaeprodutoras de KPC

estudadas.

Classe Antimicrobianos

N® classes Betadactamicos Ac N©°
apresentando CEF/ CARB/ Aminoglic. | Sulfam. | Quinol. | Glicilc. Polimixina B :

P Fosfonico | cepas
resisténcia BLA+INIB AK/GN SXT CIP TIG PB FOSE

~

3
9
8
1
5

4

2
11

1

3

3
1

4
0
1
1
1
7
1

0

NNNNWWWWwwwlw|h~lddoalojfomjonjo|oo|o | O

o|o|xo|o|m|o|0|0| 0| 0|0 |0|D| 00| 0|00 B0 D |0
T|n|n|p|v|v|v|n|B|B|T|v|n|o|n|B|D|0|0|D| 0| 0|0
nln|v|p|v|n|n|B|n|T|n|o|B|D| || D|D|0|T|D DD

w|w|n|o|o|o|0|D|T|WV|T|D|D|B|D|W|B|RP|B|D| D DD
0| n|w|nlv|n|o|n|?|9|B|n|o|0|B| 5|00 B0 D D D
e B L R A A P e A Y A e b
0| 1| 0| p3| 00|00 |9 |B|n|0|B|n|B|0|0| DD 0P

2
1
1
2
1
1
1

Legenda= CEF: cefalosporinas, CARB: carbapenemas, BLWBt+IMeta-lactamico associado a inibidor, Aminoglic.:

aminoglicosideos, Sulfam.: sulfamidas, Quinol.:nglonas, Glicilc.: Glicilciclinas, Ac. Fosfonico:edvadas do &acido
fosfénico.

4.3. Deteccéo dos genes codificadores de beta-lactamases

A pesquisa dos genes codificadores das beta-lastam@TX-M, SHV e TEM foi
realizada em todas as 165 amostras produtoras @e ®Bservamos alta prevaléncia dos

genedlacrtx-m (71%, n=117)blasny (97%, n=160)blarem (88,5%, n=146) entre as cepas.
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Observamos associacdo de genes de beta-lactarease$55 cepas, sendo a
associacado dblasny, blactx.m € blarem a mais prevalente (62,4% das amostras). Em duas
amostras nao foi observado nenhum dos genes padqgsi€Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Associacdo de genes de beta-lactamases detectaslGd cepas de
K.pneumoniaestudadas.

Perfil de produgéo de beta-lactamases N°Amostras (%)

CTX-M(+),SHV(+), TEM(+) 103 (62,4)
CTX-M(+),SHV(+), TEM() 11 (6,7)
CTX-M(+),SHV(?), TEM(+) 1(0,6)
CTX-M(+),SHV(-), TEM(") 1(0,6)
CTX-M (-),SHV(+), TEM(#) 40 (24,3)
CTX-M (-),SHV(+),TEM() 6 (3,7)
CTX-M (-),SHV(-), TEM(#) 1(0,6)
CTX-M (-),SHV(-), TEM(-) 2(1.2)

4.4. Analise do polimorfismo genético através de PFGE.

Foi observado um total de 28 grupos clonais (noweatk A até AB) nas 165
amostras incluidas nesse estudo, considerandoitengentes ao mesmo grupo clonal
amostras com no minimo 80% de similaridade, coniliawdo softwareGelComparll(versao
1.50), utilizando o coeficiente de Dice. Os tréspgss clonais mais prevalentes foram o A
(67/165 -40,6%)seguido do C38/165 -23%) &€ (16/165 — 9,7%) (Figura 4.4).

Seis grupos clonais foram encontrados em mais destatdo. Foram eles: grupo A
(Ceara, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Santari@aagrupo C (Ceara, Distrito Federal,
Minas Gerais, Goias, Pernambuco e Rio de Janagropo Q (Alagoas, Espirito Santo,
Distrito Federal e Piaui), grupo G (Espirito Samtistrito Federal), grupo K (Goias e Minas
Gerais) e grupo Y(Ceara, Minas e Pernambuco).

Observamos que o estado do Rio de Janeiro foi oofjteye um maior numero de
grupos clonais distintos dentro de seu territbnové grupos clonais em 68 amostras),
seguido pelo Distrito Federal (sete grupos clomas 39 amostras) e Espirito Santo (seis
grupos clonais em 11 amostras). No Rio de JaneiEsmrito Santo, apesar da grande

diversidade clonal observada, grande parte dasteamgsertencia ao grupo clonal A: 76%
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(n=52) e 54% (n=6) respectivamente. No Distritodfal] os grupos C (48%, n=19) e Q (8%,

n=13) foram os mais prevalentes.

Abaixo podemos observar a lista de estados e @mide grupos clonais encontrados

em cada um deles (Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Distribuicdo dos gendtipos d€. pneumoniagrodutores de KPC nos estados

brasileiros estudados.

Estados — Regides Geograficas

Grupos Centro- Total
Clonais Norte e Nordeste Sudeste e Sul Oeste n(%):

AL | AM CE PE MA Pl ES MG RJ SC DF GO

2 6 52 7 67 (40,6)

3 3(1,8)

4 5 7 1 19 2 | 38(23,0)

1 1(0,6)

2 2(1,2)

1 1(0,6)

1 1 2(12)

1 1(0,6)

1 1(0,6)

3 3(1,8)

1 1 2(12)

2 2(12)

1 1(0,6)

N

2(1,2)

1 1(0,6)

3(18)

1 1 1 13 16 (9,7)

4 4 (2,4

1 1(0,6)

1 1(0,6)

1 1(0,6)

1 1(0,6)

1 1(0,6)

1 1(0,6)

2 1 1 42,4

2 2(1,2)

ZIN|<|x|g|<|c|H|w|o0|v|o|Z || |&|<|-|T|o|n|m|o|o|w|>
w

1 1(0,6)

>
™

2 2(1,2)

Total: 1 1 11 9 2 1 11 10 68 7 39 5
nee): | ©06)] 0668 | 64| 12 | 08)] 66 | 6 | @2]| 2| @) | @ | 16500

Agrupamos os grupos clonais em dendrograma contiadwi softwareGelComparl|
que podem ser observados na figura 4.4, onde es@®@sentados os 28 perfis de

fragmentacao distintos, representativos dos graoleosiis encontrados em nosso trabalho.
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Grupo Clonal
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Figura 4.4 Dendrograma representativo dos 28 perfis de feagagdo de DNA
cromossomal encontrados nas 165 amostra&.gdreumoniaeprodutoras de KPC, onde
podemos observar em destaque os grupos de clonsspmaalentes: A-KpRj, C e Q.
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4.5. Andlise do polimorfismo genético através de MLST.

A partir da analise da tipagem genética por PF@Esdlecionado pelo menos um
representante de cada clone de cada estado pa&ma geocessadas pelo MLST para a
definicdo do “sequence type”, totalizando 45 anasstiOs resultados obtidos pelo MLST
foram congruentes aos resultados de PFGE, ondepeatfiadiferente designado por PFGE

foi relacionado a um clone diferente por MLST (Tlabgb5).

Os gendtipos mais prevalentes por PFGE A/KpRj,@&feram designados por MLST
como ST437, ST11 e ST340 respectivamente.

Os genes onde se observou um maior numero de ad&entes foi otonB (21
alelos) ephoE (14 alelos). Nos demais genes, observamos 10satb&tintos nopgi, 9
diferentes nanfB e 7 alelos distintos para os gengsB, mdhegapA (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5:Relacédo dos gendtipos encontrados (PFGE) e dosatesys ‘sequence typée

perfis alélicos correspondentes das 45 amostrak.pleeumoniaeem que o MLST foi

realizado.
N° CCBH Estado e cc ST Peril aléfico

PFGE gapA infB mdh  pgi phoE rpoB  tonB
CCBH3589 RJ AKp-RJ CC11 437 3 3 1 1 1 1 31
CCBH 4640 RJ A-Kp-RJ CC11 437 3 3 1 1 1 1 31
CCBH 4698 ES A-Kp-RJ CC11 437 3 3 1 1 1 1 31
CCBH 5623 SC A-Kp-RJ CC11 437 3 3 1 1 1 1 31
CCBH 6366 CE A-Kp-RJ CC11 437 3 3 1 1 1 1 31
CCBH 5112 MG C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 5238 PE C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 5658 GO C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 5982 DF C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 5991 DF C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 6209 DF C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 6370 CE C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 6633 DF C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 6740 PE C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 6798 RJ C CC11 11 3 3 1 1 1 1 4
CCBH 6354 CE P CC11 757 3 3 1 1 1 1 22
CCBH 5641 ES Q CC11 340 3 3 1 1 1 1 18
CCBH 5745 DF Q CC11 340 3 3 1 1 1 1 18
CCBH 6556 AL Q CC11 340 3 3 1 1 1 1 18
CCBH 6527 PE AB CC11 855 3 3 1 1 1 1 26
CCBH 4350 RJ J CC16-17 16 2 1 2 1 4 4 4
CCBH 6030 ES W CC16-17 17 2 1 1 1 4 4 4
CCBH 6511 GO U CC758-840 840 2 1 1 1 7 1 9
CCBH 6524 MA VA CC758-840 758 2 1 1 1 7 1 19
CCBH 4424 RJ B - 423 2 9 2 65 13 1 16
CCBH 5038 ES D - 443 2 1 1 4 89 4 4
CCBH4122 RJ E - 105 2 3 2 1 1 4 18
CCBH 4955 GO F - 442 10 20 2 1 9 11 14
CCBH 4735 ES G - 25 2 1 1 1 10 4 13
CCBH 6707 DF G - 25 2 1 1 1 10 4 13
CCBH 5093 RJ H - 101 2 6 1 5 4 1 6
CCBH 5096 RJ | - 70 2 6 17 1 20 10 25
CCBH 5659 GO K - 138 18 22 26 23 31 13 49
CCBH 5625 DF L - 755 4 1 1 1 25 1 35
CCBH 6806 RJ M - 760 2 1 71 1 4 3 18
CCBH 6306 DF N - 839 3 1 1 1 9 4 177
CCBH 6010 DF (e} - 837 29 24 21 27 44 22 175
CCBH 6091 RJ R - 756 2 9 1 1 13 1 10
CCBH 6566 AM S - 841 18 15 64 59 11 13 51
CCBH 6298 DF T - 838 16 24 21 49 47 22 176
CCBH 6603 ES \% - 842 18 67 26 63 142 1 169
CCBH 5788 MG Y - 13 2 3 1 1 10 1 19
CCBH 6428 MG X - 323 2 1 1 1 9 1 93
CCBH 6530 PE Y - 13 2 3 1 1 10 1 19
CCBH 6742 PE AA - 759 2 1 1 6 7 1 4

Treze novos STs, que nao haviam sido adicionaddsaaco de dados do Instituto
Pasteur (Paris) foram observados entre as nossastrasl Os novos STs descritos foram:
ST755, ST756, ST757, ST758, ST759, ST760, ST8383§TST839, ST840, ST841, ST842
e ST855.

Observamos cinco novos alelos entre quatro desses I5Ts. Em trés deles, ST837,
ST838 e ST839, o novo alelo observado foi do gteB (alelos 175, 176 e 177

63



respectivamente). No ST 842 observou-se um novo dte genenfB (alelo 67) e do gene
phoE(alelo 142).

No banco de dados de MLST, existem, até a databt# 02, 861 STs descritos.
Dessa forma, com a ajuda do softwéieurst disponivelon line (http://eburst.mist.net/),
realizamos andlise filogenética. As imagens gexrqddo software, onde podemos observar
todos os STs descritos até o momento e consequamiera proximidade filogenética dos
nossos STs com os outros STs incluidos no banatadies se encontram na figura 4.5. Os

STs encontrados em nosso trabalho estdo marcadesreralho.

Considerando amostras pertencentes ao mesmo camgexal aquelas que
apresentam diferenca em apenaslaous observamos trés complexos clonais entre os 28
STs encontrados, o CC11 contendo os STs: ST11,0683437, ST757, ST855, 0 CC16-17,
contendo 0s ST16 e ST17 e o CC758-840, conten83 9358 e ST840 (Figura 4.6).

Realizamos analise comparando cada um dos 28 Ststds no trabalho com os 861
STs incluidos no banco de dados (presentes atd/03)0 Observamos que 22 dos 28 STs
(78,5%) apresentavam variacdo em apenakanscom outros STs ja descritos, ou seja, um
clone considerado proximo filogeneticamente, quacwloparados a todos os STs presentes

no banco de dados (Figura 4.7).

As cepas pertencentes aos CC11, CC16-17 e CC75aaaneceram agrupadas
juntamente com outras amostras. No CC11, alémegasoriundas do nosso trabalho (ST11,
ST340, ST437, ST757, ST855), observamos mais 11(ST270, ST258, ST524, ST572,
ST690, ST731, ST751, ST833, ST859, ST864). Nestamoeomplexo se encontra o ST258,

gue tem sido descrito como o clone epidémico préakame produtor de KPC.

As cepas do CC16-17 ficaram agrupadas junto cons miaco STs: ST60, ST109,
ST294, ST657 e ST845. Ja as cepas do CC758-84 fagrupadas juntamente com outros
trés STs: ST 398, ST485, ST514.
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Figura 4.5. Figura gerada pelo softwakeburst onde podemos observar todos os STKgmeumoniaedescritos até o momento (05/01/12).

Destacados em vermelho estdo os STs observadogssm tnabalho, assim como os respectivos comptEanais aos quais pertencem.
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Figura 4.6. Figura gerada pelo softwakeburst onde podem ser observados os 28 STs descritds tmabalho e os trés
encontrados: CC11, o CC16-17 e o CC758-840.
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Figura 4.7: Figura gerada pelo softwatburst onde podemos observar os 22 STs que apresentemaamtes em apenas ulocus quando
comparados ao banco de dados.
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Os STs encontrados no nosso estudo, pertencenmsrgdexo CC11, apresentaram
diferencas nucleotidicas no geio@B. Realizando alinhamento dos alelos, juntamente com o
ST epidémico ST258, encontramos sete diferencagatidicas entre eles. Em 4 posi¢cdes
(95, 118, 288, 327) foi observada uma transicasgepa mudanca de nucleotideos da mesma
classe, (purina para purina ou pirimidina paranpainas). Nas outras 3 posicdes (85, 297,
370) foi observado o fendmeno de transverséo, jaunrsgdancas de purina para pirimidina ou

vice-versa (Figura 4.8 e Tabela 4.6).

[T T E L L E U [ [ [ [ e e ey
1| 40 50 &0 70 80 S0 100 110 120 120 140 150 160

ST 11 tonB-4 GCRGCCTGTCGTGGRGCCCGTTGTTGRRCCCGARCCTGRGCCGGAGCCRGAGGTBGCGCCTGRACCGCCGAARGBGGCGCCGGTGGTGRTCCBTRAACCGGAACCTRBGCCGRRGCCCRRBCCTARRCC
ST 340 £onB-18 (s eeeecmmmneeoanaeeaanaassssaassaaansasssananssasansssasssloenaaeeeneeeneeeaasaesasaassansaassasansnssssansaasssnsaassssansssssnsanssnsnnns
ST 437 tonB=31 s et saa e T ........................................................................
ST 757 £ONB—22 s e ee s smmmnesaanaoesasaassesansssasasasssssanssasassssassasssnssasssssassssasssssanssasssssassssansassssansansssaaansssaanaeaannaa e
ST 855 tonB-26

E b h s e o = R e T ) P ee e eeemcsecanceesnassassscanaasaanansessnsanassnenns

[T [ E e e e R e [ E e e T R R e [ E et rran iy
1 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
ST 11 tonBE-4 GCGCGTACAGCGCCAAGTACCTCGACCGCAGCGGCTARACCCACCGTTACTGCTCCGAGCGGCCCGCGGGCGATCAGCCGCGTTCAGCCGTCCTATCCGCCGCGCGCTCAGGCGCTGCGCATTGRARGE

8T 340 tonB-18
ST 437 tonB-31
8T 757 tonB-22
8T 855 teonB-26
ST 258 tonB-79

Figura 4.8 Figura exemplificando parte do alinhamento detoatonBdo CC11.

Tabela 4.6: Diferencas nucleotidicas encontradas entre ossaltogeneionB das cepas

pertencentes ao CC11.

ST Alelo Nucleotideo encontrado

tonB  Posicdo: 85 95 118 288 297 327 370
ST11 4 cC C ¢C T C G C
ST340 18 C T C T C G G
ST437 31 C T C C A G G
ST757 22 cC C ¢C C A A G
ST855 26 A C C C A A G
ST258 79 cC C T C C A G

Os STs pertencentes ao complexo CC16-17 apresamtia@®nte uma diferenca entre
si, na posicao 429 do gemedh onde foi observado o fendbmeno de transicdo entra

citosina e uma timina (Figura 4.9).

INREE] IEERRRE] Parprraa e rrarprraa rena rrerpriae rena vy IEERER] IRRRREE] treprenr i,

LrtpTrTI rtar rrarrara iy v "
iJ 350 360 370 380 350 400 410 420 430 440 450 460 470

Figura 4.9: Figura exemplificando parte do alinhamento detaimndhdo CC16-17.

Os STs pertencentes ao complexo CC758-840 tambéesesgparam somente uma
diferenca entre si, na posicdo 297 do gémeB onde foi observado o fenbmeno de

transversao entre uma adenina e uma citosina @guo).
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S8T758 tonB-1TCGCCGTTTIGARRACAACAATACGGOGCCGGCGCGTACAGCGCCAAGCACCTCGACCGCAGCGGCTARACCCACCGTTACTGCTCCARAGCGGCCCGCGEECGATCAGCCGCGTTCAGCCGTCCTATCCGGCGCE
ST840 LOMB=F e mn e mem e a ettt ta e aa s B i e et e e eaaaeaaataaaaaaeeaaataaataaaeaaaa e

Figura 4.10 Figura exemplificando parte do alinhamento detoatonBdo CC758-840.
4.6. Deteccéo das regides flanqueadoras do gédvlexpc

A pesquisa do ambiente genético onde o dpmec esta inserido foi realizada nas 45
amostras tipadas pelo PFGE e MLST. Em todas essastras, 0 genblaxpc se apresentou
associado ao transposon4®f1,onde foi possivel amplificar as sequendagA e ISKpn6.
Em 87% (39/45) das cepas, observamos a amplificded603 pb por PCR da regido da
sequencia de insercdoKfn7. Entretanto, em 13% (6/45) das cepas este comfmm®
transposon nao foi amplificado. Em todas as amosh@o foi possivel amplificar as

sequencias invertidas repetitivas IR, tanto datdicpianto da esquerda.

As amostras onde nao foi possivel amplificar a segia 1Kpn7 pertenciam ao grupo
clonal C/ST11 (n=5), oriundas de Minas Gerais, idisFederal, Ceara, Goias e Pernambuco

e ao grupo clonal K/ST138 (n=1), oriunda de Goias.

Abaixo se encontram fotos alguns exemplos de geRQGR realizados (Figura 4.11) e
a Tabela 4.7 que apresenta com a distribuicdoldossem relacdo ao ambiente genético do

geneblakpc.
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Figura 4.11 Imagens dos géis de PCR realizados para a detdecéegido flanqueadora do

geneb|aKpc_Legenda: 1- PM 100pb (Fermentas); 2- CCBH 8107 (CnpositivoTn4401); 3- CCBH 3589; 4- CCBH
4640; 5- CCBH 4698; 6 — CCBH 4992; 7- CCBH 5092; 8-CCBH 515CGBH 5629; 10- CCBH 5280; 11- CCBH 4424/
IR Esq.: IR Esquerda / IR Dir.: IR Direita.

Tabela 4.7:Relacéo dos clones definidos por PFGE/MLST em &elap ambiente genético
do geneblakpc (Tn4401).

Partes do Transposon

Clone PFGE Estados
(MLST) TnpA ISKpn6 ISKpn7 IR esquerda IR direita
_- MG, DF, CE,
C(sTiyn=s TATEET (H) (4 ) ) )
C (ST11) n=5 DF, PE, RJ +) +) (+) ) )
K (ST138) n=1 GO (+) +) -) =) -)
Demais clones - (+) (+) (+) =) =)
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4.7. ldentificacdo do plasmidio carreador do genélakpc

4.7.1. Determinacdo do grupo de incompatibilidade plasmidil.

A pesquisa dos grupos de incompatibilidade plashigiesentes nas amostras foi
realizada nas 45 cepas tipadas pelo PFGE e MLSjFfub de incompatibilidade plasmidial
mais frequente foi o grupo N (37/45- 82,2%), segudds grupos FllI (9/45 -20%), L/IM (9/45
- 20%), e A/IC (8/45 — 17,8%). Os percentuais deacach dos grupos encontrados se

encontram na tabela abaixo (Tabela 4.8).

Tabela 4.8:Relacdo dos grupos de incompatibilidade plasmathabntrados nas 45 amostras

deK.pneumonia@studadas.

Grupo de Frequéncia Grupo de Frequéncia
Incompatibilidade N(%) Incompatibilidade N(%)

HI 1(1,8) Y -
HI2 1(1,8) P -

11 - FIC 1(1,8)

X 1(1,8) AIC 8 (17,8)
L/M 9 (20) T -

N 37 (82,2) Flls 9 (20)
FIA - Freps -
FIB - K -

w - B/O 1(1,8)

Correlacionando os grupos de incompatibilidade eimados com os grupos clonais
definidos por PFGE/MLST, observamos que todas pascdos complexos clonais CC16-17 e
CC758-840 e maioria das cepas do CC11 apresenipo ¢§imcN, associados ou ndo a outros
grupos de incompatibilidade. Apenas trés amostoagrdpo clonal C/ST11, uma do grupo
clonal Q/ST340 e uma do P/ST757 ndo apresentargplifieacdo do grupo IncN por PCR
(Tabela 4.9).

71



Tabela 4.9:Relag&o dos perfis de grupos de incompatibilidddsnpdial em relacdo aos clones determinados pGHAALST encontrados nas 45
amostras d&.pneumonia@studadas.

Perfil de Grupos de Incompatibilidade plasmidial

Grupos

: CcC N - HI1 N N N L/M A/lC Nenhum Total perfis
Clonais/ ST HI2- Flla L/M Flla A/lC Flla B/O § po PR FE L A grupo tipavel  Inc. d?fer.:
Al437 CCl1 1 2 2 3
C/11 CC11 1 2 1 1 2 1 1 1 8
P/757 CCl1 1 1
Q/340 CCl1 1 1 2
AB/855 CCl11 1 1
J/16 CC16-17 1 1
W/17 CC16-17 1 1
u/840 CC758-840 1 1
Z/758 CC758-840 1 1
B/423 - 1 1
D/443 - 1 1
E/105 - 1 1
F/442 - 1 1
G/25 - 1 1 1
H/101 - 1 1
1/70 - 1 1
K/138 - 1 1
L/755 - 1 1
M/760 - 1 1
N/839 - 1 1
0/837 - 1 1
R/756 - 1 1
S/841 - 1 1
T/838 - 1 1
V/842 - 1 1
X/323 - 1 1
Y/13 - 1 1 2
AA/759 - 1 1
Total: 1 7 6 6 1 1 17 1 1 1 1 1 1 45 (100
n(%): i (1,8) (15,5)| (13,3) | (13,3)| (1,8) | (1,8) | (37,7) | (1,8) | (1,8) | (1,8) | (1,8) | (1,8) (1,8) )
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4.7.2. Extracdo plasmidial

Realizamos a extracdo plasmidial nas 45 amostagjmas o ST foi determinado e
observamos alto numero de plasmidios entre as mmasttudadas, variando de 2 a 6, com
peso molecular variando de 63 a 2 kb. A maioriaatasstras apresentou um plasmidio de
aproximadamente 40kb (Figura 4.12).
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1 23 4 5 67 38 9 10 111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

- HEIE B

36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Legenda: 1- CCBH 5641, 2- CCBH 5112, 3- CCBH 6806, 4- CCBH 6030, 5- CCBH 6010, 6- CCBH 6798 , 7- CCBH
6298, 8- CCBH 3589, 9- CCBH 6209, 10- CCBH 5659, 11- CCBH 5658, 12- CCBH 6306, 13- CCBH 5745, 14 — CCBH 4424, 15-
CCBH 6091, 16- CCBH 3991, 17- CCBH 6366, 18- CCBH 4698, 19- CCBH 6740, 20- CCBH 6566, 21- CCBH 3982, 22- CCBH 6370,
23- CCBH 5623, 24- CCBH 5238_25- CCBH 4735, 26- CCBH 6633, 27- 5788, 27- CCBH 4122, 28- CCBH 5093, 29- CCBH 4640, 30-
CCBH 5625, 31- CCBH 4350, 32- CCBH 5096, 33- CCBH 6354, 34- CCBH 6530, 35- CCBH 5038, 36- CCBH 6556, 37- CCBH
6742, 38- CCBH 6707, 39- CCBH 4955, 40- CCBH 6603, 41- CCBH 6511, 42- CCBH 6524, 43- CCBH 6528, 44- CCBH 6527, 45-

CCBH 6030.

Figura 4.12 Imagem gerada pelo softwaeelComparl] onde podemos observar os plasmidios das 45 asesttudadas.
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4.7.3. Hibridizacdo com sonda deblaxpc € comas sondas dos grupos plasmidiais

mais prevalentes

Realizamos a metodologia de hibridizacédo dos pllissiicom a sondbalaxpc has 45
amostras. Em 95,3% das amostras (43/45) pudemesvab® gendlaxpc em plasmidios,
entretanto em duas amostras CCBH6030 (Clone W/SG CQBH5238 (Clone C/ST11) ndo

foi possivel observar marcagcdo com a sonda.

Os plasmidios marcados com a sohldgpc apresentaram tamanho variando de 58 a
3kb, sendo que 53% (23/43) deles tiveram o tamaphoximado de 40kb. Em nove (20%)
das nossas 43 amostras, 0 gblapc.. foi observado em mais de uma banda de plasmidio
(Tabela 4.10). A marcacdo da sondaxpc em um dos géis realizados e da membrana

correspondente se encontra abaixo.

12 34 5 678 91011 12131415 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

— aﬁ‘ggqﬁaﬁﬁE'H‘
SN & ’..

— A | —— e e e e el

b of
~40kb —p- P
- ~20kb

Figura 4.13 Foto de um dos géis realizados e da membranaspmmndente, exemplificando

a marcacao dos plasmidios com a sdvédg-c. Legenda: 1- PM Supercoilled ; 2- PM marcado com;#G

CCBH 3475; 4- CCBH 3589; 5- CCBH 4640; 6- CCBH 4698; 7- CCBH 489Z,CBH 5092; 9- CCBH 5151; 10- CCBH
5629; 11- CCBH 5280; 12- CCBH 4424; 13- CCBH 5038; 14- CCBRP415- Controle da Hibridizagdo: Produto de PCR
do geneblaypc.

Com a finalidade de tentar elucidar qual o grupondempatibilidade plasmidial do
plasmidio carreador do genklaxpc nas 43 amostras, realizamos a metodologia de
hibridizacao investigando os grupos plasmidiaissnadiservados por PCR: IncN, IncL/M,
IncFIl e IncA/C. Primeiramente realizamos a hilwédido das amostras com o grupo mais
observado, IncN (37 amostras positivas). Observamos em 60% (22/37) ocorreu
hibridizacdo dos plasmidios com a sonda testadalasloas amostras apresentaram
hibridizacdo com plasmidios de aproximadamenteBOgke foram os mesmos plasmidios

que hibridizaram com a sonbaxpc (Figura 4.14)
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=40kb
=20kb
=13kb
=10kh

Gel Plasmidio Membrana Marcada com sonda blagpc Membrana Marcada com sonda IncN

Figura 4.14 Foto de um dos géis realizados e das membranagspondentes,

exemplificando a marcacado dos plasmidios com aaslagdec2€ INCN.Legenda: 1- PM marcado

com DIG; 2 — CCBH 1994, 3 - CCBH 3589; 4 — CCBH 4640; 5 — CGBEB; 6 - CCBH 5625; 7 - CCBH 4698, 8 - CCBH
5641; 9 - CCBH 5658; 10 - CCBH 5659; 11 - CCBH 5982; 12- CGB#b, 13- CCBH 6511, 14- Controle da Hibridizag&o:

Produto de PCR do gebtagpc 15- Controle da Hibridizagédo: Produto de PCR do gfaphl.

Nas 21 amostras em que nao houve hibridizacdo c@onda IncN, realizamos a

pesquisa dos outros trés grupos plasmidiais masngados: IncL/M, IncFll e IncA/C.

Dessas 21 amostras, trés foram positivas por P€Ragpgrupo IncA/C (CCBH 6370,
CCBH6428 e CCBH 6527) e quatro para o grupo In¢ECBH 5038, CCBH 5641, CCBH
5659 e CCBH 6742). Realizamos a hibridizacdo commoaslas correspondentes, entretanto

nenhuma das amostras apresentou marcacdo em aualsgiplasmidios que possuiam.

Oito amostras se mostraram positivas por PCR pagaupo L/M. Observamos a
hibridizacdo da sonda especifica em todas as amsodéstadas, num plasmidio de
aproximadamente 55kb. Entretanto, somente em deEsCCBH 4955 e CCBH 5112), o
plasmidio de 55kb marcado foi 0 mesmo que contingeneblaxpc Nas seis outras cepas, 0s

plasmidios marcados com a sonalakpc possuiam tamanhos distint@sgura 4.15).

76



1 2 3 4 5 6 7 89 10 1 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1

~55kb

Figura 4.15 Foto de um dos géis realizados e da membranaspmndente, exemplificando

a marcacgao dos plasmidios com a sonda IncLébdnda: 1 - prod. PCR L/M; 2 — CCBH 4955; 3 - CCBH
5038; 4 — CCBH 5112; 5 — CCBH 5683; 6 - CCBH 5788; 7 - CCBHDS82 CCBH 6511; 9 - CCBH 6566; 10 - CCBH
6633; 11 - CCBH 6707

Uma amostra havia sido positiva por PCR para oqiXi@ outra para o grupo FIC,
mas infelizmente ndo foi possivel realizar a mettmgla de hibridizacdo. Quatro amostras
foram positivas por PCR somente para o grupo Inaiabilizando a pesquisa de outros

grupos. Uma amostra nao foi positiva para nenhwpaplasmidial por PCR.

Na tabela 4.10 podemos observar o nimero dos mlasnds pesos moleculares dos
mesmos, além de observar qual o tamanho dos plasmithrcados pelas sondalsypc,
IncN e IncL/M.
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Tabela 4.10: Namero de plasmidios, pesos moleculares dos mesmostamanho dos
plasmidios marcados pelas sonbkgpc, INCN e IncL/M das 45 amostras em que a extracao
plasmidial e hibridizag&o foram realizadas.

Tamanho aproximado dos plasmidios (kb)

o Tamanhos
N° CCBH N aproximados dos ~ CoMPlexo . Clone  “ibridizacdo  Hibridizagdo  Hibridizago
plasm plasmidios (kb) clonal  PFGE/ST  comsonda comsonda  com sonda
blakpc IncN IncL/M
CCBH 3589 4 53-40-13-4 CC11 A /437 40 40 ND
CCBH 4640 4 52— 40-27-2 CC11 A 437 40 40 ND
CCBH 4698 4 58-40-4-2 CC11 A 437 40 40 ND
CCBH 5623 3 52-40-2 CC11 A 437 40 40 ND
CCBH 6366 6 55-45-40-6-4-: CCl1 A 437 40 40 ND
CCBH 5112 5 55-41-33-5-4 CC11 C/11 55-5-4 ND 55
CCBH 5658 3 60-41-3 CC11 C/11 60 NEG ND
CCBH 5982 3 55-40-8 CC11 C/11 40 40 ND
CCBH 5991 4 63-53-40-3 CC11 C/11 40 40 ND
CCBH 6209 4 55-40-35-15 CCl11 C/11 40 40 ND
CCBH 6370 5 48 -39-25-4-3 CC11 C/11 48 -25-3 ND ND
CCBH 5238 2 48 — 35 CC11 C/11 NEG ND ND
CCBH 6633 5 55-46-43-36 -5 CCi1 C/11 43 NEG 55
CCBH 6740 5 52-37-15-7-5 CC11 C/11 15-7-5 NEG ND
CCBH 6798 5 39-36-21-5-4 CC11 C/11 5 ND ND
CCBH 6354 5 48-39-19-9-14 CC11 P/757 39 ND ND
CCBH 5641 4 40-20-13-3 CC11 Q/340 20-13 NEG ND
CCBH 5745 2 58 - 40 CC11 Q/340 40 40 ND
CCBH 6556 4 50-40-15-6 CC11 Q/340 50-15-6 ND ND
CCBH 6527 4 61-21-7-3 CC11 AB/855 21-7-3 NEG ND
CCBH 4350 3 52-40-2 CC16-17 J/16 40 40 ND
CCBH 6030 3 55-50-4 CC16-17 W/17 NEG ND ND
CCBH 6524 3 63-40-14 CC758-840 Z/758 40 40 ND
CCBH 6511 2 63-55-10 CC758-840 u/840 10 NEG 55
CCBH 4424 2 55 -40 - B/423 40 40 ND
CCBH 5038 3 55 -42 - 17 - D/443 42— 17 ND 55
CCBH 4122 4 54 -40-4-2 - E/105 40 40 ND
CCBH 4955 4 55-42-33-5 - F/442 55 NEG 55
CCBH 4735 2 47 — 40 - G/25 40 40 ND
CCBH 6707 3 55-41-33 - G/25 33 NEG 55
CCBH 5093 4 53-40-19-2 - H/101 40 40 ND
CCBH 5096 3 52-40-2 - 1/70 40 40 ND
CCBH 5659 3 60-41-3 - K/138 60 NEG ND
CCBH 5625 4 52-40-5-2 - L/755 40 40 ND
CCBH 6806 5 40-33-20-5-4 - M/760 40 40 ND
CCBH 6306 2 55 - 40 - N/839 40 40 ND
CCBH 6010 3 58 —44 - 33 - 0/837 44 NEG ND
CCBH 6091 4 59 -54-51-40 - R/756 40 40 ND
CCBH 6566 5 63-55-39-8-6 - S/841 6 NEG 55
CCBH 6298 4 50-40-11-4 - T/838 40 40 ND
CCBH 6603 5 40-21-13-11-9 - V/842 40 40 ND
CCBH 6428 2 58 - 6 - X/323 58-6 NEG ND
CCBH 5788 4 55-38-5-3 - Y/13 5 NEG 55
CCBH 6530 4 49-39-14-2 - Y/13 39 NEG ND
CCBH 6742 5 48 -46-35-8-3 - AA/759 46-35-8 ND ND

Legenda: NEG= realizado e resultado negativo; NBs pesquisado.
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Analisando o tamanho e o grupo de incompatibilidda@lasmidio carreador do gene
blaxpc €em relacdo aos grupos clonais, pudemos obsemyamak diferencas entre as cepas

pertencentes aos mesmos complexos clonais

Em relacdo ao CC11, nas cinco cepas do clone A/BtBervamos que o plasmidio
carreador do genelakpc foi do grupo N, de aproximadamente 40kb. Nas reowestras do
clone C observamos o gebkexpc num plasmidio do grupo N de aproximadamente 40rkb
trés das amostras. Em trés amostras, o lgeRec hibridizou com 3 bandas: 55 — 5 — 4kb na
cepa CCBH 5112, 48 — 25 — 3kb na cepa CCBH 637 -e 1 — 5kb na cepa CCBH 6740 ,
que nao foram considerados do grupo N. A cepa CGB®8 apresentou marcagao para a
sondablakpc em um plasmidio de aproximadamente 5kb. Em relagialone Q/ST340,
observamos, em uma das amostras, o plasmidio darréa geneblaxpc pertencente ao
grupo N, de aproximadamente 40kb. Entretanto n&sm®uauas, encontramos mais de uma
banda marcada com a sonda do gblepc: na CCBH6556, encontramos trés bandas
marcadas com a sonddaxpc, de aproximadamente 50, 15 e 6 kb e na CCBH 5641,
encontramos em duas bandas, de 20 e 13 kb. Nagrasnds clone P/ST757, observamos a
marcacdo com a sonddaxpc num plasmidio de 39kb e na amostra do clone AB/5F, 8
observamos trés plasmidios marcados com a duaga: de 21, 7 e 3kb. Contudo, néo foi
possivel determinar o grupo Inc destes plasmidios.

Analisando as amostras do CC16-17, observamos quepa do clone J/ST16
apresentou marcacao para sohlizgpc num plasmidio de aproximadamente 40 kb, do grupo
IncN. Ja a cepa do clone W/ST17, como dito anteeéote foi negativa para hibridizacao

com a sondablakpc.

Em relagcdo ao CC758-840, a cepa do clone Z/ST fs8sa@ntou marcacao para sonda
blakpc num plasmidio de aproximadamente 40 kb, do grupdl.lda a cepa do clone U/
ST840, apresentou marcacdo num plasmidio de 1@kgual néo foi possivel determinar o

grupo Inc.

Em relacdo as amostras que nao foram agrupadasrapiexos clonais, observamos
0 geneblaxpc Nnum plasmidio de 40kb, pertencente ao grupo Nsegsintes grupos clonais:
B/ST423, E/ST105, G/ST25, H/ST101, I/ST70, LIST78HST760, N/ST839, R/ST756,
T/ST838, VIST842. O genblakpc foi encontrado na cepa do grupo clonal F/ST442 num
plasmidio de 55kb, do grupo IncL/M. Ja nas cepas giapos clonais D/ST443, G/ST25,
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K/ST138, O/ST837, S/ST841, X/ST323, Y/ST13 nédo passivel identificar o grupo

plasmidial do plasmidio carreador do gélapc.
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5. DISCUSSAO

Klebsiella pneumonia@ um bastonete Gram-negativo associado a infeccBies
Ultimas décadas, devido ao aumento da utilizagcdandenicrobianos de amplo espectro,
principalmente em unidades de terapia intensiva)-4@ observado mundialmente a
emergéncia de bastonetes Gram-negativos multieesss, incluindo cepas de
K.pneumoniae Estas amostras vém apresentando elevadas taxa@&sisi€ncia as variadas
classes de antimicrobianos, principalmente a cldssdeta-lactamicos, devido a producédo de
carbapenemase do tipo KPC (73).

Infeccbes causadas por cepas Kigpneumoniaeprodutoras de KPC tem sido
reportadas na literatura em diferentes cidadedsep@ estdo associados a alta morbidade e
mortalidade. Inicialmente essa carbapenemase $aoritke nos Estados Unidos em 1996 (60),
e atualmente, ja foi encontrada em mais de 70%esi@slos que compdem esse pais (73). Em
poucos anos, as cepas produtoras de KPC se egpaligbsbalmente e tem sido descritas
particularmente em Porto Rico, Colémbia, Gréciedke China, além de diversos surtos que
tém sido relatados em muitos paises europeus endaié¢a do Sul (73, 122, 75).

Dados do SENTRY apontam que a KPC é a carbapenanmasdrequente em cepas
deK. pneumoniaésoladas na América Latina e na América do Ndrgsy.

A cidade de Nova York, nos Estados Unidos, des@dmm 2000, tém apresentado
diversos surtos e atualmente, € considerada endé@micrelacdo a essa carbapenemase. Em
um estudo epidemiolégico em 11 centros hospitalZeesa cidadende foram estudadas 602
cepas deK.pneumoniadsoladas entre 2002 e 2003, observou-se a presEn€sBLs em
45% das cepas, enquanto que 3,3% carreavambigmpe (124). Ja em outro trabalho, mais
recente com cepas do ano de 2004, observou-se e 257 amostras coletadas, 24%
possuiam o genglakpc € 42% possuiam ESBLS, onde a mortalidade dos dhdigi apos 14

dias apresentando bacteremia desse microrganisrde fY% (125).

Em diversos centros de saude de Israel a situagdbéim é considerada endémica.
Estudo realizado por Navon-Venezia e colaborad(#@689) com 100 cepas originarias de
oito hospitais e cinco centros de salde das maiades regides geograficas, mostrou que
todas possuiam KPC-3 e pertenciam a um unico cewéenciando a dispersao nacional de

um Unico genoétipo causador de surtos naquele pajs (
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Em nosso pais, nos ultimos anos, a presenca dstéresa aos carbapenemas
associada a presenca da carbapenemase KPC temtadmonemormemente. A primeira
descricdo ocorreu em cepas lde pneumoniadsoladas em Pernambuco em 2006 (88) e
alguns trabalhos ja demostraram a presenca dedsapeaemase, tanto em cepaskde
pneumoniaecomo em outros representantes da familia Enteretiacaeae, nos estados do

Rio de Janeiro (54, 89, 92), Sao Paulo (90, 93) @Xio Grande do sul (91).

Em nosso laboratério, que participa da rede de tmi@mento da resisténcia a
antimicrobianos do Ministério da Saude recebendmstnas para analise fenotipica e
genotipica de fendmenos de resisténcia de divesasios, também pudemos observar esse
crescimento. Nos anos de 2006 a 2009 recebemo®sdao 50 amostras resistentes aos
carbapenemas produtoras de KPC. Ja em 2010, esser(apresentou um aumento
expressivo, visto que foram recebidos 445. Estdedaeforcam a necessidade de estudos
sobre os mecanismos de disseminacao deste geesistérncia, assim como da relagéo clonal
entre as amostras de pneumoniagrodutoras de KPC isoladas em nosso pais, visando
implementacdo de medidas de controle da utilizalgi@antimicrobianos e da disseminacao

dessas amostras no ambiente hospitalar.

Atualmente, ja foram descritas na literatura oremgantes alélicas do geb&agpc. As
mais frequentes sdo KPC-2 e KPC-3, sendo a KP@idis prevalente no mundo e até hoje &
a unica que foi descrita em cepas brasileiras (M8)nosso estudo, com 165 amostras de
K.pneumoniaeprodutoras de KPC oriundas de doze estados brasileobservamos a

presenca dessa mesma variante alélica em todasoagras.

As amostras produtoras de KPC foram isoladas de dstados de todas as cinco
regides geograficas do nosso pais (Alagoas, Amazdbeard, Distrito Federal, Espirito
Santo, Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Piaui, d&oJaneiro e Santa Catarina),
demonstrando a extensa disseminacdo desse mecamésmesisténcia, fato que ainda néo

havia sido reportado anteriormente na literatura.

Em dois desses estados, recebemos 0 maior numaroastras: Rio de Janeiro (41%,
n=68) e Distrito Federal (23%, n=39). Anteriormenéehavia sido relatada a presenca desse
mecanismo de resisténcia no Rio de Janeiro, enteetzo Distrito Federal, esse namero
expressivo de amostras recebidas foi atribuido rfosuocorridos em hospitais dessa

localidade.
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Em 2010, foram registradas 18 mortes no Distritdef@ e acredita-se que pelo
menos 170 pessoas internadas nos centros de sastdeedtado tenham sido infectados por
microrganismos com este mecanismo de resisténolaveHextensa divulgacao desses surtos
nos mais diversos meios de comunicacdo, causarai@erepercussdo em noOssoO pais e

gerando apreenséo popular (127).

Dessa forma, durante o surto, foi expedido peleetata de saude do Distrito Federal
um documento com orientacfes sobre 0 manejo desstet bactérias multirresistentes, com
protocolos de detecgdo desse mecanismo de ressticaidados com o paciente (128). A
ANVISA também se pronunciou, expedindo nova reswugrestriiva ao uso de
antimicrobianos (RDC 20/ 2011), também com o objetile diminuir a ocorréncia de
bactérias multirresistentes (129). Acredita-se guaplicacdo dessas medidas pelo governo,
juntamente com adocdo das mesmas pelos profissidaaalde envolvidos possam ajudar a
diminuir a ocorréncia de surtos de patégenos mesistentes dessa natureza.

A presenca de carbapenemase do tipo KPC confastéresa aos antibidticos mais
prescritos na pratica clinica: beta-lactamicos. edita-se que esse mecanismo confira
resisténcia a todos os antimicrobianos dessa ctastizados até o0 momento: penicilinas;
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e rtajugeracdes; carbapenemas;
monobactamicos e associacdes de beta-lactamicos imiidores (10). Entretanto em
algumas amostras produtoras dessa carbapenemdsmqmobservar sensibilidaitkevitro a
algum dos representantes dessa classe. Castartnegalaboradores em 2008 (130)
encontraram 40% de sensibilidade ao cefepime aiRratolaboradores (2005) observaram
40% de sensibilidade ao cefepime e 2% de sensibidica ceftazidima (131). Em nosso
estudo também observamos cepas sensiveis a estgas:.drl5,7% de sensibilidade a
cefepime, 11,5% de sensibilidade a cefoxitina d@az&fima, e 3,6% de sensibilidade a

cefotaxima.

Entretanto, apesar da sensibilidanleitro apresentada, acredita-se que a presenca do
geneblakpc confira resisténcian vivo a essa classe de drogas. Dessa forma o uso de beta
lactdmicos ndo é aconselhado para o tratamentinfigdes causadas por KPC, visto que
ainda sao escassos os relatos de tratamento bedlidng utilizando beta-lactamicos, assim
como ndo se sabe se a concentracdo que essa tinggana sitio de infeccao seria suficiente
para atingir o éxito. Além disso, com a utilizac@essa classe de drogas, existe a
possibilidade de selecéo vivo de cepas mais resistentes, que tenham outros isr@csnde

resisténcia aos beta-lactamicos associados, catimoiruicdo da expressao de porinas (73).
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De acordo com o CLSI, os breakpoints de suscepglié aos carbapenemas, para
descriminacdo entre sensivel, intermediario e tedis para imipenem e meropenem Ssao
respectivamente 1/2/4 ug/mL. J& para ertapeners gak@es sao 0,25/0,5/1ug/mL (116). De
acordo com os critérios estabelecidos pela ANVIS#, breakpoints de susceptibilidade a
imipenem e meropenem sao 1/2/4 ug/mL e em relagaertapenem 0,5/1/2ug/mL (99).
Ambos os 0Orgdos preconizam que as cepas considerstta sensiveis (agrupadas em
resistentes e intermediarias) ao imipenem e meespetievem ser consideradas possiveis
produtoras de carbapenemases e nessas cepas dewaligada a deteccdo molecular do

mecanismo de resisténcia (PCR para deteccédo de XIPK2, VIM entre outros).

Em nosso estudo, observamos que todas as amostnamsiraram resistentes ao
ertapenem, 98,1% né&o sensiveis ao meropenem (96Alacom resisténcia plena) e 96% nao
sensiveis ao imipenem (86% com resisténcia plela@sar de todas as nossas amostras
terem sido resistentes ao ertapenem, dados datuitartém demonstrado que o ertapenem
nao tem se apresentado como bom marcador pararampsbdutoras de carbapenemases.
Isso ocorre porque cepas produtoras de cefotaxgm@seutras ESBLsS) podem apresentar
simultaneamente perda de porinas e outros mecasigmaesisténcia. Dessa forma, essas

cepas podem ser falsamente detectadas como prasidicarbapenemases (99).

Seguindo os critérios da nota técnica da ANVISAAILSI 2011, as nossas amostras
seriam consideradas possiveis produtoras de caryapse, com exce¢do de uma cepa que
foi considerada sensivel ao imipenem e meropenémnh grodutora de KPC. Nesses casos,
laboratorialmente pode ocorrer problemas na detectz® producdo de carbapenemases
utilizando essas drogas e consequentemente, ocfallea terapéutica, prejudicando o

tratamento do paciente.

Além da resisténcia aos beta-lactamicos geradappet®nca do gene codificador da
carbapenemase KPC, altas taxas de resisténciaeeerdds classes de antimicrobianos,
principalmente a quinolonas, sulfonamidas e amioogideos tém sido relatadas em

amostras produtoras dessa carbapenemase (132).

Observamos em nosso trabalho 95,7% de resisténuiee eas amostras ao
representante da classe das quinolonas, a cipasfltx Outros estudos também tém
mostrado altas taxas de resisténcia a ciproflogaem amostras produtoras de KPC: 80% e
91% em Israel (56,133) e 88,1% nos EUA (134).
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Em relacéo ao grupo das sulfonamidas, representadeelo
sulfametoxazole/trimetoprima obtivemos 84,2% déstéscia. Em outros estudos também
foram observados altos percentuais em relacacaadesgia: 97,6% das cepas produtoras de
KPC dos EUA (134) e 81,5% em estudo com cepas ppatudessa carbapenemase de seis
paises (EUA, Colémbia, Brasil, Israel, Grécia ecta)g53).

O percentual de resisténcia encontrado frente aovsoglicosideos, gentamicina e
amicacina, foram 57% e 34% respectivamente nasteasode nosso estudo. Na literatura,
percentuais variaveis de resisténcia a essa ctassesido relatados e em algumas cepas
produtoras de KPC, os aminoglicosideos tem sidizadbs como opcao de tratamento (135).
Em relacdo a gentamicina, foi observado 6% de téegim na Grécia (136) e 31% de
resisténcia nos EUA (130), enquanto que em relagiuicacina os percentuais de resisténcia

nesses mesmos estudos foram 86% e 13% respectieamen

Devido a alta resisténcia as variadas classestariembianos, poucas sao as opgoes
de tratamento para individuos infectados com biast@rodutoras de KPC. Essas drogas sao
principalmente as polimixinas, a tigeciclina e afémnicina, que possuem amplo espectro de
atividade e tem demonstrado potencial terapéutiootra representantes da familia

Enterobacteriaceaprodutores de carbapenemases (135).

Entretanto, estas drogas apresentam algumas ldegapa sua utilizacdo. As
polimixinas podem ser uma opcao de tratamentovefetnas o seu potencial téxico e a
necessidade de associacdo com outros agentes diraéa uso (16). A tigeciclina ainda néo
foi aprovada para tratamento de infec¢cdes sangueaais experiéncias sdo necessarias para
um melhor entendimento sobre o seu papel no trat@naas infecgdes graves por KPC (14).
Ja a fosfomicina, deve ser administrada associandras drogas, visto que quando utilizada

isoladamente fendbmenos de resisténcia tendem i €L8G).

Mesmo com as limitacfes de uso, estas drogas @oncsida vez mais utilizadas,
embora relatos na literatura de cepas resistenéstaa classes de drogas tem sido cada vez

mais frequente€l30).

Em relacdo a polimixina B, ja foi observada resisi& em 6,8% das amostras na
Coréia do Sul (138), 11,9% em cepas do programagiléncia SENTRY (130) e 27% das
amostras isoladas em Nova York (131). Em relagi@geaiclina, foi realizada por Kelesidis e

colaboradores (2008) uma revisao sistematica basea&l dados de 36 trabalhos com cepas
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multirresistentes, observou-se 11,5% de resist§a&@). Ja na China, Chen e colaboradores
(76) encontraram 33,9% de resisténcia. Em relacdostomicina, observou-se 7% de
resisténcia nos EUA (137), 46% na Grécia (140)% 58 China (76).

No Brasil, em estudo de Andrade e colaboradore¥1(j2@om cepas oriundas de Sao
Paulo e do Rio de Janeiro, nenhuma cepa foi old@mpresentando resisténcia a tigeciclina
e polimixina B (54). Nossos resultados apresentdra¥h de resisténcia a polimixina B, 38%

resistentes a tigeciclina e 7,8% de resisténaisf@iicina.

Os percentuais relativamente elevados em relacdmwlienixina B e tigeciclina
encontrados em nosso trabalho podem refletir o atonta utilizacdo dessas drogas de ultima
escolha para o tratamento de infec¢des gravesagepad cepas produtoras de KPC em nosso
pais. A dificuldade do tratamento dessas cepadaalia aumento da utilizagdo dessas drogas
podem levar ao surgimento de um ndmero maior dascegsistentes. Assim, medidas de
restricdo no uso de antimicrobianos, como a RDQ@A expedida pela ANVISA, e a
adocédo de boas praticas clinicas como a lavagemmdas, uso de equipamentos de protecao
individual (luvas, avental e mascaras), higienipagdlimpeza das superficies ambientais
dentro do ambiente hospitalar podem ter efeitostipos para reducédo e dispersao de

bactérias resistentes.

Além disso, um percentual significativo das cepae gpresentaram resisténcia a
polimixina B e tigeciclina, pertencia ao complexmnal dominante em nosso trabalho
(CC11): 32 de 64 amostras em relacéo a tigeci¢ti®o - 20 cepas do clone A-KpRJ/ST437,
10 cepas do clone C/ST11 e 2 cepas do clone Q/$E34Q de 18 amostras em relacao a
polimixina B (61% - 7 cepas do clone A-KpRJ/ST43¥ amostras do clone C/ST11). Assim,
o0 percentual de resisténcia encontrado para essagsd também pode refletir uma

caracteristica deste complexo clonal prevalente.

Alguns surtos de&K.pneumoniagorodutoras de KPC extremamente multirresistentes
(XMDR), ou seja, que apresentam resisténcia a quoakes as classes de antimicrobianos
disponiveis para o tratamento, ja foram reportasditeratura. Oito cepas produtoras de
KPC de hospitais da regido nordeste da Hungriarfdemladas, todas apresentando altos
niveis de resisténcia a carbapenemas, quinolonaspglicosideos e colistina, pertencentes
ao ST258 (141). Na Grécia, sete amostras assocadastos em dois hospitais distintos
apresentaram esse fenotipo. Todos apresentaranstéresa aos beta-lactamicos,

ciprofloxacina, aminoglicosideos e colistina, aléde demonstrarem susceptibilidade
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intermediaria a tigeciclina (142). Em dois hogpiitalianos, foi observado um surto de oito
cepas pertencentes ao ST258 produtoras de KPds3ereggs a colistina, mas sensiveis a
tigeciclina e gentamicina, oriundas de oito pa@smternados (143).

Em nosso trabalho foi observado que 98% (n= 16&)cepas apresentaram fendtipo
de multirresisténcia (resisténcia a pelo menos ¢l@sses de antimicrobianos). Seis cepas
apresentaram fendtipo extremamente multirresisg®DR), ou seja, resistentes a todas as
classes de antimicrobianos testadas (beta-lact@mi@minoglicosideos, sulfamidas,
quinolonas, glicilciclinas, polimixinas e derivadds acido fosfénico). Vinte e uma cepas
(13%) foram sensiveis apenas a fosfomicina, 42 {2&8asiveis somente a fosfomicina e
polimixina B e 18% (n=31) sensiveis somente a fogfma, polimixina e tigeciclina. A
observacdo desses fenbmenos de multirresisténcimaaria das cepas estudadas € de
extrema importancia, jA que as cepas que apresergsisténcia a variadas classes de
antimicrobianos séo de tratamento dificil e custosstringindo as op¢des de tratamento que
podem ser utilizadas. Esse fenbmeno é considerad@rablema de saude publica, onde

solucdes e controle dependem de politicas degéstdo uso de antimicrobianos (132).

Beta-lactamases de espectro estendido (ESBLSs)itenfrequentemente encontradas
em bastonetes Gram-negativos da familia Enterafi@ot@e, principalmente em cepas de
K.pneumoniaeExistem diferentes tipos de ESBLS, entretanto msstiCTX-M, SHV e TEM
sado 0s mais reportados na literatura. Dentre ,eateenzima CTX-M tem sido a mais
prevalente, encontrada em diversas regides do mgeddo as variantes alélicas CTX-M-14
e CTX-M-15 as mais encontradas (144).

A associacao de ESBLs com carbapenemases do #d t€m sido usualmente
observada em diversas cepas e tem sido frequerteemegrortadas na literatura. Em estudo
grego, observou-se que 95% carreavam o d@@gy.12 (145). Em um estudo brasileiro,
realizado por Peirano e colaboradores, observayusenas seis amostras estudadas, todas
possuiam beta-lactamases do tipo CTX-M (CTX-M-1XeM-2 e CTX-M-8) (89). Em um
estudo conduzido na China, observou-se que 59,6a%occdpas apresentavam as beta-
lactamases CTX-M-14 ou CTX-M-15 (76). Outro estudmmn 16 cepas oriundas dos EUA,
Colémbia, Brasil, Israel, Grécia e Suécia obsers®apresenca de CTX-M-2 (31.3%), CTX-
M-12 (12.5%), CTX-M-15 (18.7%) (53).

Em nossas amostras observamos alta producdo déattimases, visto que 71%

produziram enzimas do tipo CTX-M, 97% produziranzieras do tipo SHV e 88,5%
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produziram enzimas do tipo TEM. O perfil de produgdais encontrado foi a producéao de
todas as beta-lactamases testadas em 103 (62,488jras) seguido da producao de SHV e
TEM, em 40 (24,3%).

Nas amostras que apresentaram os bkgy e blarem infelizmente néo foi possivel
confirmar se estas eram classificadas como ESBhsa a determinagéo de qual tipo de beta-
lactamase presente nessas cepas seria precisaareakquenciamento dos produtos
amplificados dos gendsasyy € blarey, j& que algumas das enzimas do tipo SHV e TEM néo
apresentam fendétipo ESBL (SHV-4, SHV-10, SHV-11 MFE, TEM-2 e TEM-13) (36).
Dessa forma, podemos afirmar que 71% das nossasdrasieram produtoras de ESBL, visto

gue todas as enzimas do tipo CTX-M sao considefa8ass.

O alto percentual de cepas que possuiram betarlastés do tipo SHV em nosso
trabalho (97%, n=160) pode ser explicada pelo fose acreditar que esta enzima esta
presente em todos o0s representantes da esfapceumoniaeNo estudo realizado por Babini
e Livermore publicado em 2000, observou-se quendegupo de 1K.pneumoniagtodas
apresentaram o ger@asyy por PCR, e que em 16 pode-se observar a presenbatd-
lactamase expressa através de focalizacdo isoealétr#16). Nas cepas incluidas em nosso
trabalho nas quais nao foi possivel obter a amptifio desse gene (3%, n=5), acredita-se que
possa ter ocorrido alguma mutacdo ou alguma deleséo;do de sequencias de
insercao/transposons no local onde se anelamginaitleotideos para efetuar a amplificagédo
por PCR, impossibilitando a amplificagdo desse gene

A frequente associacdo de ESBL e KPC pode refketiprovavel aquisicdo de
plasmidios carreadores de KPC por amostras locai@ngéicas ou a aquisicdo de plasmidios
carreadores de ESBLs por clones epidémicos preetitty KPC (54).

A producéo de carbapenemase do tipo KPC por arsadiracas se tornou um grande
problema de saude publica, tanto no Brasil, commetmos paises, visto que este mecanismo
de resisténcia se encontra disseminado. Assim,d@stuyue estabelecam o grau de
similaridade entre as amostras #e pneumoniaeprodutoras de KPC de diferentes
localidades, através de métodos de tipagem molecatemo PFGE e MLST, que séo
considerados métodos de referéncia devido ao altermiscriminatoério e reprodutibilidade,
podem auxiliar na compreensao da disseminacéo tilgstee resisténcia (107).
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Assim, através da metodologia de PFGE, observa®agupos clonais entre as 165
amostras incluidas em nosso trabalho. O Rio deirdafte 0 estado que obteve um maior
namero de grupos clonais diferentes dentro de egiidétio (nove grupos clonais em 68
amostras), seguido pelo Distrito Federal (setegguonais em 39 amostras) e Espirito Santo

(seis grupos clonais em 11 amostras).

Apesar da grande diversidade genética, trés grigpas mais prevalentes (grupos A,
C e Q), encontrados em diferentes estados brasiléilos dois estados com maior nimero de
amostras, observamos o predominio do grupo clon@6 / n=52) no Rio de Janeiro e do
grupo clonal C (48% / n=19) no Distrito Federal.

A metodologia PFGE é provavelmente a técnica de Eihgerprinting mais utilizada
para tipagem de uma variedade de bactérias. Emwetasta técnica, por ser baseada em
padrdes de bandas de DNA em gel, € de dificil coagda inter-laboratorial. Dessa forma, a
metodologia deMultilocus sequence typingMLST), que se baseia na andlise de sequencias
de genes conservados do DNA bacteriano e ndo emgsade bandas, gera resultados que
podem ser comparados em qualquer lugar do mundogge hajam critérios interpretativos
envolvidos. Assim, esta metodologia se apresentés radequada para investigacoes

epidemioldgicas de longos periodos e de cepasefdmanadas geograficamente (1,107).

Em nosso estudo, obtivemos 28 clones através dadolegia de MLST, onde cada
grupo clonal de PFGE foi relacionado a um ST distidemonstrando boa correlacdo entre as
duas metodologias de tipagem utilizadas. Os gewstiais prevalentes por PFGE A/KpRj, C
e Q foram designados por MLST como ST437, ST11 848Trespectivamente. Em um
estudo conduzido no CDC, foram estudadas 248 aasodgK.pneumoniagrodutoras de
KPC enviadas para este centro de referéncia. Fadizada a metodologia de PFGE e
observou-se 13 grupos clonais apresentando en8@%ide similaridade. Um dos grupos
clonais abrigou 172 amostras (69% das amostras)mA$oram selecionadas para a tipagem
por MLST, 23 cepas baseado nas diferencas de padedéanda e diversidade geogréafica,
sendo 13 do grupo clonal dominante e 10 gruposaidayue apresentaram variacdes entre 56
e 76%. Observou-se 6tima correlagcéo entre as daeaxlnlogias, visto que foram observados
12 STs entre as amostras, sendo todas pertencamt@sesmo grupo clonal por PFGE
agrupadas no mesmo ST, excetuando-se duas amogtras,apresentaram 76% de
similaridade e apresentaram o mesmo ST (67). HEed@sgrego, com 378 cepas de

K.pneumoniagrodutoras de KPC-2, observou-se 11 grupos claeBFGE (considerando-
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se 85% de similaridade) e 11 STs, sendo que talamastras pertencentes ao mesmo grupo

clonal por PFGE foram agrupadas no mesmo ST (136).

Entretanto, o estudo realizado por Vimont e colatiores, publicado em 2008, entre
63 amostras estudadas, observou-se 39 STs e ¥ adePFGE, quando adotados os critérios
de Tenover (considerados clones distintos amostnasdiferencas de trés ou mais bandas).
Todas as amostras pertencentes ao mesmo clone @E Pé&rtenceram ao mesmo ST,
entretanto alguns STs foram subdivididos entrerelites grupos PFGE, visto que o PFGE
possui maior poder discriminatorio (107).

O poder discriminatério mais baixo do MLST em rélm@o PFGE representa uma
vantagem na identificacdo de complexos clonais rnatgonais. Através de analise
filogenética, observamos trés complexos clonaisogiras que apresentam diferenca em
apenas um dos genes de MLST) entre nossas amast@S11, onde cinco clones foram
agrupados: ST11, ST340, ST437, ST757, ST855; 0 €dZ16omposto pelos STs 16 e 17; e
pelo CC758-840, com dois componentes: ST758 e ST840

Quando comparamos 0s 28 STs descritos no trabalimoos 861 STs incluidos no
banco de dados, observamos que 15 ja haviam silddas no banco de dados (ST11, ST13,
ST16, ST17, ST25, ST70, ST101, ST105, ST138, STSZ340, ST423, ST437, ST442 e
ST443) e 22 STs (78,5%) possuiam alta similaridddgenética com ao menos um clone
presente no banco de dados, ou seja, variacdo@mspnmocusdo MLST (SLV).

Através de uma reviséo bibliografica encontramasaiSTs com variantes em apenas
um locus (SLV) ja descritos como produtores de KPC. O STdiontrado em nosso
trabalho, foi considerado SLV do ST327, que jadescrito em cepas produtoras de KPC
Brasileiras (54) e de Israel (56). O ST 423 teven@wariante o ST37, que ja havia sido
descrito nos EUA (67). O ST105 teve com SLV o ST2&8mMmbém descrito nos EUA (67). O
ST755 foi considerado proximo ao ST495, que jeofiservado na Grécia (136). E o0 ST756
teve como variante em apenas lmcuso ST617, descrito em cepas Brasileiras produtheas
KPC-2 (147).

Comparando os trés complexos clonais descritog @st28 cepas do nosso trabalho
(CC11, CC16-17 e CC758-840) com a literatura, purdeaiservar que as cepas pertencentes
aos complexos CC16-17 e CC11 também ja haviammsidbcados previamente, inclusive

como produtores de KPC e outras beta-lactamases.
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Tratando-se do CC16-17 (ST16 e ST17), observourseaepa do ST16 no Canada,
possuindo a enzima NDM-1 (148). Cepas deste clamdbdém foram observadas em Taiwan
(149) e em Copenhagen portando CTX-M-15 (150). 38317, foi encontrado em Barcelona,
na Espanha, produzindo uma beta-lactamase do tippCA(DHA-1) (151) e na Grécia
produzindo KPC-2 (136).

Ja em relacdo ao CC11, no qual amostras do nogstoesstdo incluidas, tem sido
bastante abordado na literatura. Esse complexo @danps dois STs que tém apresentado
maior importancia em relacéo a disseminacao do lgere-: ST258 e ST11. O ST258, que é
atualmente considerado clone epidémico mundial, iicialmente descrito nos Estados
Unidos, mas hoje ja foi descrito em diversos lugai@ mundo, como Europa, Asia e América
Latina, associado as variantes alélicas KPC-2 e-BIP3). Ja o ST11 tem sido relacionado a
dispersdo de duas beta-lactamases. Em alguns gaises Hungria (152), Coréia do sul,
Hong Kong, Indonésia, Singapura (149) e Espanhd)(&5se ST tem sido relacionado a
ESBL CTX-M-15, que vem causando surtos em divecseogros de salde desses paises. J& na
China (77), Coréia do sul (154), Brasil(54) e Huad41), representantes desse clone tém

sido associados a dispersao da carbapenemase dPi

No Canada, realizou-se estudo com 15 cepds.jpigeumoniagrodutoras de KPC e
foi observado que 13 amostras pertenceram ao S§ @b8s cepas apresentaram o ST437, ST

prevalente entre nossas amostras (155).

Em um estudo Grego, com 378 amostras produtoradPde2, observou-se 11 STs
distintos, sendo que quatro deles também foranredides em nosso trabalho, dois do CC11:
ST11 e ST340; além do ST17 e ST323 (136).

Num artigo onde se estudou o polimorfismo genéied5 cepas d€.pneumoniae
produtoras de CTX-M-15 de nove paises Asiaticom@Hi§ong, india, Indonésia, Coréia do
Sul, Malasia, Filipinas, Singapura, Taiwan e Taliap observou-se 25 STs, sendo trés deles
pertencentes ao CC11: ST11, ST340 e ST437. O SZQlcépas; 36.4%) foi o mais
prevalente, encontrado distribuido em todos osepaasiaticos incluidos no estudo, exceto
Taiwan. Os STs 340 (7 cepas, 12,7%) e 437 (3 cépd%) foram encontrados na india,
Filipinas e Tailandia (149).
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Qi e colaboradores estudaram 57 cepas panresstdakepneumoniaeda China, e
observaram dois STs entre as amostras. O ST11naii® prevalente (91,2% n= 52), seguido
do ST423 (8,8%, n=5), que também foi observado essmtrabalho (77).

Em estudo com 281 cepas Hgneumoniagprodutoras de CTX-M-15 da Hungria,
observou-se que 7,5% das cepas foram do ST11 (1&8).estudo conduzido em Tel Aviv,
Israel, estudou-se 10 cepas produtoras de KPCR&E X Foram observados trés STs: ST340
(n=2), ST277 (n=2) e ST376 (n=4) (56).

Em nosso estudo, encontramos amostras pertencertgso STs deste complexo
clonal: ST11, ST340, ST437, ST757, ST855. Em aldtatzalhos brasileiros publicados na
literatura, também € possivel observar a presencaefas pertencentes a esse complexo
clonal. Num trabalho apresentado no 51° ICAAC (@b EUA), onde foram estudadas 34
amostras de Wneumoniagrodutores de KPC-2 originarios de 13 hospitaisete estados
brasileiros, foram identificados sete STs distingendo o ST437 o mais prevalente (n=18),
seguido pelo ST11 (n=10), ST17 (n=1), ST70 (N=ZJ13 (n=1), ST340 (n=1) e
ST617(n=1). Dois desses STs foram pertencentesCid ¢ST11 e ST340) e outros dois
foram descritos também em nosso trabalho (ST177€)ST47).

Em outro trabalho, publicado em 2011, estudararb&ecepas deK.pneumoniae
produtoras de KPC-2 do Rio de Janeiro e de Ribdh@o (Sao Paulo), principalmente
envolvidas em surtos. Foram observados seis ST28&N=51), ST11 (n=1), ST327 (n=1),
ST44 (n=2), ST437 (n=1) e ST48 (n=1) e dois dglestencentes ao CC11, também foram
descritos em nosso trabalho (ST11l e ST437) (54)e Vessaltar que nesse artigo, foi
encontrado em territério brasileiro, mais precisaimeno estado de Sao Paulo, o ST 258,

clone epidémico altamente relatado na literatura.

As amostras do CC11 sdo bastante proximas geneintanguando comparadas em
relacdo aos genes utilizados no MLST. Comparandeng no qual encontramos diferencas
entre os alelostonB, observamos sete posicoes onde ocorreram variagbgs 0S
nucleotideos. Os STs 757 e 855 foram consideragdamars proximos, onde se observou
somente a diferenca de uma base nitrogenada ngpd@b do gene. Entre os STs 11 e 340;
437 e 757; e 757 e 258, observamos diferencasat@apluas bases. Entre os STs 340 e 855
observamos o maior niumero de diferencas entre b@ses ao todo.
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Acredita-se que a dispersao de clones epidemi@oggate relacionados em diversas
localidades de um mesmo pais e até em distintéasspdm mundo, como é o caso das cepas
pertencentes ao CC11, deva ocorrer pelo fato dektess possuirem melhor capacidade
adaptativa. Além disso, a migracdo humana parasdiseartes do globo tem propiciado que
cepas que ja se encontravam estabelecidas em gidss, tenham a capacidade de atingir
novas populacdes, disseminando ainda mais os msewaside resisténcia (73). Por outro
lado, cepas ja adaptadas possuem a capacidadeugratbvos mecanismos de resisténcia.
Como exemplo, podemos citar cepas do ST11 oriud@&3oréia do Sul (138, 135) e Hungria
(141,152). Ha alguns anos atras, amostras deste ¢twam descritas carreando a ESBL

CTX-M-15. Entretanto, mais recentemente, tem servbslo cepas do mesmo clone portando

geneblakpc.

Dessa forma, ndo podemos afirmar se as cepas tead@s no nosso trabalho
pertencentes ao CC11 foram introduzidas em nogsalgi@o ja contendo o gebkykpc, Ou
se este gene, através de plataformas genéticas @dransposon 1101 foi inserido nessas

cepas, que ja se encontravam bastante adaptadasaapopulacao.

Apesar da disseminacao clonal descrita em varadid@des , principalmente dos STs
258 e 11, o alto grau de variabilidade genéticaminado entre as amostras produtoras de
KPC de nosso estudo indica que a transferénciadmial do gene seja muito importante para

a disseminacgéo deste mecanismo de resisténcia.

O elemento genético que tem apresentado maior tAmpma no cenario global
associado a KPC-2 e KPC-3 € 04#01. Esse transposon de aproximadamente 10 kb, da
familia dos transposons 3né composto por uma tranposase (tnpA), resoltap®], o gene
blakpc, duas sequencias de insercaoKgB87 e IXpn6 além das sequencia invertidas
repetidas de 39 pb que flanqueiam o transposofardén documentadas algumas isoformas
desse elemento genético, que sdo caracterizadagapacdes na regido da sequencia de

insercao 18pn7 (57).

Algumas isoformas desse transposon ja foram obd&syaendo as isoformas “a”, “b”
e “c” as mais descritas até o0 momento (67). MatemeEmente, outras variagcdes foram
descritas, possuindo dele¢cbes nessa mesma reg@Bpde215pb e 255pb (156). No final de
2011, um artigo foi publicado descrevendo a isofofaf, na qual parte do ger®axpc da
ISKpn7 e do tnpA foram excisados (157).Um estudo receniidicado em 2011, que estudou

a frequéncia de transposicao desse elemento, olosgue esse transposon teve a capacidade
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de mobilizacéo do ger@laxec na frequéncia 4.4 x 10 célula recipiente. Dessa forma, esse
estudo demonstrou que esse elemento genético éanspbdson ativo, capaz de mobilizar o
geneblakpc em alta frequéncia, reforcando a sua importanaiaisseminagdo desse gene
(158).

Em nosso trabalho, encontramos o gelagpc..também associado ao 4401 Todas
as cepas apresentaram a tranposase (tnpA), resdinaf), o genblakpc € a sequencia de
insercdo 18pn6, mas em nenhuma delas pudemos amplificar as segsenepetidas
invertidas utilizando os iniciadores propostos Naas e colaboradores, 20@htretanto, a
sequencia de insercédo Kpn7 foi observada em 86% (39/45), onde observamos a
amplificacdo de um fragmento de 604pb, caractedizanpresenca da isoforma “a” entre as
cepas de nosso estudo. Assim, pudemos observanguesso estudo que todas as amostras,
mesmo as pertencentes a grupos clones distintgsneblakpc., estava associado a mesma
plataforma genética A401

Esta isoforma também ja foi descrita em outrosgsai®mo Espanha (159), Argentina
(82), Polbnia (160) e Suica (161).

Comparando os nossos resultados com outros déhialdarasileiros, observou-se no
estudo de Cuzon e colaboradores de 2010, em cep&3 Hl, o gendlakpc.» associado a
isoforma “b”, ou seja, que ndo possui delecdo (E8xo estudo de Andrade e colaboradores
(2011), uma cepa do ST11 possuia 0 daag-c, associado a isoforma “a” enquanto que

uma cepa do ST437 possuia 0 gelagpc., associado a isoforma “b”(54).

Elementos genéticos moveis como transposons e reggaale insercdo geralmente
estdo inseridos em plasmidios. O transposa@htem sido descrito associado a plasmidios
de diferentes tamanhos (de 5 a 180kb) e gruposadenipatibilidade: IncFIl, IncN, IncA/C,
IncL/M (56, 58, 75).

Plasmidios sdo fragmentos de DNA bacteriano extnagssomal, que possuem a
capacidade de serem transferidos de uma bactérea @ara e que tem contribuido
enormemente para a aquisicao e disseminacéo de demesisténcia (50,51). Os plasmidios
podem ser classificados de acordo com o grupo awaripatibilidade a que pertencem (Inc),
baseados nas regides que controlam a replicacdpFmB, FIC, HI1, HI2, 11, L/M, N, P, W,

T, AICK, B/O, X, Y, F, e FllIA. A classificacdo dgdasmidios em diferentes grupos de
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incompatibilidade tem sido uma importante ferraragrdra o rastreamento de plasmidios que

carreiam importantes determinantes de resistéomm o gen®lakpc (52).

Com o objetivo de detectar e identificar o plasmicarreador do gene kja.» nas
amostras realizamos a extracao plasmidial, PCRiraliracdo para a identificacdo dos
grupos de incompatibilidade. Assim, observamos ree taxpc-2 associado a plasmidios em
95,3% (43/45) sendo a maior parte deles (53%), @eso em torno 40 kb. Somente pudemos
confirmar qual o grupo de incompatibilidade do platio carreador do ger#axpc de 56%
(24/43) das amostras. Destas, 0 dalagec., estavaassociado a plasmidios de 40kb do grupo
IncN em 92% (22/24) das amostras e a plasmididsbde do grupo IncL/M em 8% (2/25)

das amostras.

Na literatura, o gene da carbapenemase KPC temassiociado a plasmidios de
diferentes grupos de incompatibilidade, inclusiv® que foram encontrados em n0SSO
trabalho: IncN e IncL/M (53, 54).

No estudo de Cuzon e colaboradores (2010), consgapdutoras de KPC-2 oriundas
dos EUA, Colédmbia, Brasil, Israel, Grécia e Suédhbservou-se que os plasmidios que
continham o genblakpc2eram dos grupos plasmidiais IncN (35, 70, 75 e B0ekincL/M
(12, 35 e 75kb), além do grupo IncFll (80kb) (53).

Andrade e colaboradores (2011) observaram o bl@Rec., associado aos plasmidios:
INcN(40kb), IncL/M (50 a 60kb) e IncFll (130kb),éah da presenca desse gene em dois
plasmidios nao tipaveis de 20 e 50kb (54).

Em estudo com cepas portuguesas, de um hospitaerai@rio de Lisboa, foi
observado que a transmissdo do gblaepc.3 Nnas amostras da familia Enterobacteriaceae

estava associado a plasmidios do grupo IncF end®@as amostras (55).

Cepas de Israel, pertencentes ao ST258, tem gudotadas possuindo geb&kpc 3
associada a isoforma #401a, inseridos em plasmidios do grupo IncFIl de xipradamente
130kb (56).

Nas amostras pertencentes ao CC11, do nosso eshsiwyamos algumas diferencas
em relacdo aos plasmidios carreadores do tdaec. Todas as cepas do grupo clonal
A/ST437 apresentaram 0 genegbla, em plasmidios de 40Kb do grupo IncN. J& entre as
cepas do grupo clonal C/ ST11, em trés amostrgdasemidios contendo gebtagpceram de
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40kb, do grupo IncN e em uma amostra, o plasmithode grupo IncL/M, de 55kb. Nas
outras seis amostras desse grupo clonal ndo fesiyebsdentificar o plasmidio carreador do
geneblakpc. Em uma amostra do grupo Q/ST340, o daag-cfoi encontrado em plasmidios
de 40kb, do grupo IncN. Nas demais amostras desg® ¢ nas do grupo P/ST757 e

AB/ST855 néo foi possivel identificar o plasmidarreador do gendaxpc.

Em nove das 45 amostras testadas, o témec.. foi observado em mais de uma
banda (em trés das amostras foi encontrado embdunkas e em seis delas, encontrado em
trés). Este fendbmeno ja havia sido reportado presteie na literatura. No trabalho de Naas e
colaboradores, publicado em 2008, uma das amosttadadas apresentou o gene em duas
bandas, uma de 35 e outro de 75 kb (57). Contain,as metodologias utilizadas em nosso
estudo, ndo podemos afirmar se as bandas marcaogdasmidios diferentes ou isoformas

de um mesmo plasmidio.

A presenca de diferentes clones carreando difergiitsmidios contendo a mesma
estrutura genética (B401) sugere que este transposon seja a origem danmiieEsgEo

mundial do genélakpc.2.

Em duas amostras nao foi possivel observar o bkRec em plasmidios através da
metodologia de hibridizacdo, apesar de termos goid® amplificar esse gene por PCR
usando DNA total. E possivel que este gene esiefizado no cromossomo. Contudo, ndo
podemos descartar a possibilidade destas amostera perdido o plasmidio ao longo do

estudo.

Analisando os dados obtidos pelo nosso trabalheerebmos que em todos as
amostras testadas, 0 gelexpc esteve associado a mesma plataforma genéticsd0Ln
Dessa forma, pudemos concluir que em nosso paisoestrendo a disseminacdo do gene
blakpc tanto devido a dispersdo de um mesmo plasmidapdeximadamente 40kb do grupo
IncN entre cepas de diferentes STs, como tambémssardinacdo de um mesmo complexo
clonal (CC11), onde os clones A-KpRJ/ST437 e C/S€ii desempenhado importante papel

na dispersao desse gene.

Concluimos que a carbapenemase KPC se benefitialdg os artificios moleculares
como, localizacdo em transposon, plasmidios eeefies clones, facilitando a sua rapida
disseminacéo emd. pneumoniaeassim como, para outras espécies. Razao pelalguia-se

para a necessidade de constante monitoramentordestmismo de resisténcia. Além disso,
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€ necessaria a adocdo de medidas eficazes no amifiespitalar para minimizar a

disseminacgéo de amostras deste fenatipo.
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6. CONCLUSOES

* Observou-se como carater inédito a grande disseavndo genélakpc.2 em cepas de
K.pneumoniaeoriundas de doze estados das cinco regides gamyafe nosso pais (AL,
AM, CE, DF, ES, GO, MG, MA, PE, PI, RJ e SC).

* A grande maioria das amostras 97% (n= 160) apresdandtipo de multirresisténcia,
resultando-se trés amostras (1,8%) resistentedas @s classes de antimicrobianos testadas,

fato preocupante devido a limitagdo das op¢cOesatkmento.

* Genes de beta-lactamases foram encontrados assoeiadiendlaxpc.onas amostras
estudadas, com a seguinte casuistica: 71% a endionapo CTX-M, 97% do tipo SHV e
88,5% do tipo TEM.

* Salienta-se a diversidade genética reconhecidavéatrde PFGE na amostragem
realizada (28 grupos clonais), na qual registra-sikisseminacao de trés grupos clonais em
mais de um estado: grupo A (67/165 -40,6%) no EISSK e CE; grupo C (38/165 -23%) no
CE, DF, MG, GO, PE e RJ; grupo Q (16/165 — 9,7%)ymES, DF e PI.

* As metodologias de tipagem PFGE e MLST apresentahncorrelacdo, pois atraves

de MLST também foram reconhecidos 28 clones, costadae para 13 observados pela
primeira vez. Através de andlise filogenética, wémplexos clonais foram identificados:

CC11 (ST11, ST340, ST437, ST757, ST855); CC16-TA§S ST17) e CC758-840 (ST758

e ST840).

* Dois clones do CC11 (ST258 e ST11) tem apresendektaque devido a
disseminacdo do gefaxpc. O ST258 € atualmente considerado clone epidémicwdial e
0 ST11, predominante também em nosso trabalhosidmmassociada a dispersdo de KPC na

Asia, principalmente na China.
* Em todas as amostras, mesmo as pertencentes as grlgnais distintos, o gene
blakpc.2 estava associado a plataforma genéticédUm, isoforma a, apontado na literatura

como responsavel pela disseminagédo desse gene.
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* O geneblakpc.2 estava associado a plasmidios em 95,3% das amastrad que em
58% foi possivel identificar o grupo de incompdiilzide plasmidial. Nessa amostragem, o
geneblakpc.2 associou-se a plasmidios de 40kb do grupo IncN 2% 8as amostras e a

plasmidios de 55kb do grupo IncL/M em 8%.

* Pela inclusdo de amostras oriundas de varias redibasileiras, admite-se a
ocorréncia da disseminacdo do gblepc associado ao A401, tanto devido a disperséo de
um mesmo plasmidio de aproximadamente 40kb do gimpd entre cepas de diferentes
STs, assim como a disseminagédo de um mesmo com@exal (CC11), onde os clones A-
KpRJ/ST437 e C/ST11 desempenham importante pagbtparsédo desse gene.
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8. ANEXO

Parte dos resultados obtidos nessa dissertacdopublicado na Diagnostic
Microbiology and Infectious Diseassob o titulo “Molecular epidemiology of KPC-2-
producingKlebsiella pneumoniaesolates in Brazil: the predominance of sequenpe 887",
com a autoria de Liliane M. Seki, Polyana S. iP&rdaria da Penha A.H. de Souza, Magda
de S. Conceicédo, Elizabeth A. Marques, Carlos @aveorto, Elvira Maria L. Colnago,
Carlene de F.M. Alves, Deize Gomes, Ana Paula [@arvalho Assef, @rjan Samuelsen e

Marise D. Asensi.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the genetic relatedness of 57 KPC-2—producing Klebsiella pneumoniae isolates from 5 states in
Brazil, during 2006—2009. Pulse-field gel electrophoresis analysis identified 10 pulsotypes. The pulsotype designated as Kp-RJ (Klebsiella
pneumoniae—Rio de Janeiro) was the dominant clone found in the states of Rio de Janeiro and Espirito Santo. Multilocus sequence typing of
Kp-RJ assigned it to ST 437. Sequence types ST11, ST16, ST25, ST70, ST101, ST105, ST423, ST442, and ST443 were also identified.
These results indicate the dissemination of a successful KPC-producing clone (ST437) in Brazil, which is a single locus variant of ST258.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) was first
reported in a K. pneumoniae strain from the USA in 1996
(Yigit et al, 2001), since then it has been described
worldwide (Cuzon et al., 2010). In Brazil, the first detection
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of KPC-2 in K. pneumoniae occurred in 2006 from patients
hospitalized in Pernambuco, Rio de Janeiro, and Sao Paulo
states (Monteiro et al., 2009; Pavez et al., 2009; Peirano et
al., 2009). In addition, KPC-2 has been reported in Entero-
bacter cloacae and Escherichia coli isolated in the states of
Rio Grande do Sul and Rio de Janeiro (Lefo et al., 2011;
Zavascki et al., 2009).

The aim of this study was to investigate the molecular
epidemiology of 57 clinical isolates of KPC-2—producing K.
pneumoniae from hospitalized patients. The isolates were
submitted to our laboratory in the period of 2006—2009 from
11 tertiary-care hospitals located in the states of Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais (Southeastern Brazil),
Goias (Midwestern Brazil), and Pernambuco (Northeastern
Brazil), as part of the Bacterial Nosocomial Infection
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Fig. 1. Clinical data and molecular typing of representative isolates of all PFGE pulsotypes of KPC-2—producing K. pneumoniae isolates detected in 5 states in Brazil. Kp-RJ = Klebsiella pneumoniae—Rio de Janeiro clone.
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Resistance Surveillance network (Fig. 1). These isolates
were submitted based on resistance or reduced susceptibility
for carbapenems (MIC of >2 pg/mL to ertapenem or MIC of
2—4 pg/mL to meropenem or imipenem). Species identifi-
cation was performed with the automated Vitek System
(bioM¢érieux, Marcy, I’Etoile, France).

All isolates were positive by the modified Hodge test.
blaxpc gene was detected in all isolates by polymerase
chain reaction, and sequencing of the amplicons showed
100% sequence identity with blagpc.,. Sequencing and
analysis were performed according to Otto et al. (2008).
blacrx.m, blasyy, and blatgy were detected in 74%, 91%,
and 67% of the isolates, respectively. These findings are in
agreement with previous Brazilian reports which described
the co-production of blactxm and blagyy in KPC-producing
K. pneumoniae isolates (Cuzon et al., 2010; Monteiro et al.,
2009; Peirano et al., 2009).

Antimicrobial susceptibility testing was performed using
Etest (bioMérieux) and disk diffusion. The MICsq/90 values
for imipenem, meropenem, and ertapenem were 4/32, 8/32,
32/32 pg/mL, respectively. Considering the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) breakpoints of
January 2010 and June 2010, the percentage of resistance
for imipenem, meropenem, and ertapenem was 42/86%, 53/
91%, and 95/100%, respectively (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2010a,b). These data demonstrated that
the CLSI breakpoints of January 2010 would result in
underdetection (phenotypically) of KPC-producing isolates.
All isolates were resistant to third-generation cephalosporins
and monobactams (aztreonam), while 81% were resistant for
cefepime. In addition, co-resistance for amikacin (28%),
ciprofloxacin (97%), gentamicin (49%), colistin (14%;
MICsq/90: 2/4 pg/mL), and trimethoprim—sulfamethoxazole
(81%) was observed. The co-resistance for colistin has been
recently reported (Suh et al., 2010; Té6th et al., 2010) which
has served to limit the available therapeutic options. Based
on the US FDA Enterobacteriaceae breakpoints (<2, 4, and
>8 pg/mL), all the isolates were susceptible or showed
intermediate susceptibility for tigecycline (MICs,9o value of
2/4 pg/mL) as described previously (Bogaerts et al., 2010).

The pulse-field gel electrophoresis (PFGE) analysis, after
digestion with Xbal, resulted in 10 pulsotypes (A-J)
displaying >80% similarity (Dice coefficient) within each
type. The results showed that 68% (39/57) of these isolates
were clonally related (pulsotype A), designated as Kp-RJ
(Klebsiella pneumoniae—Rio de Janeiro). The Kp-RJ clone
was identified in 6 different hospitals in the states of Rio de
Janeiro (n = 36) from 2007 until 2009 and in 2 hospitals in
the state of Espirito Santo (n = 3) between 2008 and 2009.
The pulsotype C (n = 5) from 2006 to 2009 was found in 2
states (Pernambuco and Minas Gerais). The other pulsotypes
represented single clones (F, G, H, I, and J) or clones
disseminated within the same hospital (B, D, and E) (Fig. 1).

Multilocus sequence typing (MLST) was performed
according to the K. pneumoniae MLST website (http:/www.
pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html)

for 18 selected isolates, including all pulsotypes from
different hospitals of 5 states in Brazil. The dominant Kp-
RJ clone was typed to sequence type (ST) 437 (allelic
profile: 3-3-1-1-1-1-31). ST437 is a single-locus variant
(SLV) of the ST258 (allelic profile: 3-3-1-1-1-1-79) clone
that has been associated with the dissemination of KPC
worldwide (Fig. 1).

The pulsotype C belonged to ST11 (allelic profile: 3-3-1-1-
1-1-4; Fig. 1). ST11 is also a SLV of ST258 (Samuelsen et al.,
2009) which has been associated with KPC-producing isolates
from South Korea (Rhee et al., 2010), CTX-M-15—producing
K. pneumoniae isolates from Hungary and Spain (Damjanova
et al., 2008; Oteo et al., 2009), as well as colistin-resistant K.
pneumoniae from South Korea (Suh et al., 2010). Recently,
Cuzon et al. (2010) described blagpco—positive ST11 isolates
from Pernambuco. The genetic relatedness of ST437 and ST11
with ST258 is of concern as these likely represent clones with a
large epidemic potential for further dissemination.

ST16, ST70, ST101, ST105, and ST423 were also
detected in Rio de Janeiro, as well as ST25, ST442, and
ST443 identified in Espirito Santo and Goias (Fig. 1). This
indicates a horizontal gene transfer of blaxpc to different
clones of K. pneumoniae through the transfer of either
plasmids or transposons (Tn4401) previously proven to be
able to mobilize blaxpc mobility (Cuzon et al., 2010;
Nordmann et al., 2009).

In conclusion, although several PFGE and MLST
types were identified, the dissemination of KPC-producing
K. pneumoniae in Brazil is dominated by 2 sequence
types (ST437 and STI11) that are closely related to the
epidemic ST258 clone which has disseminated worldwide.
The recognition of a particular KPC clone is an important
step toward developing additional targeted strategies to
prevent the spread of this pathogen in our country.
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