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RESUMO

A resisténcia cada vez mais ampla aos antimicrobianos beta-lactamicos em espécies
da familia Enterobacteriaceae tem se tornado um grave problema de saude publica.
Do ponto de vista epidemioldgico, a producdo de carbapenemases merece destaque
devido ao seu grande potencial de disseminacdo mundial. O presente estudo teve
como objetivo determinar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, detectar genes
de resisténcia aos beta-lactamicos e analisar o polimorfismo genético das amostras
de enterobactérias ndo susceptiveis aos carbapenémicos isoladas de diversos
materiais clinicos obtidos de pacientes atendidos em hospitais da Grande Vitoria.
Para avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado o teste de
difusdo em &gar e o teste de gradiente para determinacdo da concentracdo minima
inibitéria. Para deteccao dos genes de resisténcia aos beta-lactamicos foi realizada a
técnica de PCR e o polimorfismo genético foi analisado pelas técnicas de PFGE e
MLST. As espécies incluidas no estudo foram: Klebsiella pneumoniae (n=47),
Serratia marcescens (n=14), Enterobacter cloacae (n=4), Enterobacter gergoviae
(n=1) e Citrobacter freundii (n=1). Essas amostras foram encaminhadas pelo
Laboratério Central do Espirito Santo (LACEN) onde foram previamente analisadas
e identificadas como resistentes a pelo menos um carbapenémico. A maioria das
amostras apresentou um perfil de multirresisténcia em relacdo aos 25
antimicrobianos analisados, destacando a resisténcia a polimixinas e tigeciclina.
Todas as amostras apresentaram o0 gene blakpc € a associagdo entre os genes de
carbapenemases com genes de ESBL foi observada em todas as amostras. O perfil
genético de resisténcia prevalente (34%) englobava os genes blakpc, blatem, blaspy,
blaoxa-1 € blactx-mgp1. Através da analise por PFGE, foi observada a prevaléncia de
dois pulsotipos entre as amostras de K. pneumoniae: kpA (40,42%) e kpB (19,14%).
Jé o pulsotipo smA foi encontrado em 13 das 14 das amostras de S. marcescens. As
guatro amostras de E. cloacae apresentaram pulsotipos distintos. Através da técnica
de MLST, realizada em 14 amostras de K. pneumoniae, o ST437 e ST340 foram os
mais encontrados. O ST437 foi identificado na maioria (6\7) das amostras do
pulsotipo kpB e 0 ST340 em todas as amostras do pulsotipo kpA (3\3). O ST628,
ST37 e ST394 foram identificados nos pulsotipos kpD, kpO e kpH, respectivamente.
O ST628 e 0 ST394 foram descritos pela primeira vez no Brasil.

Palavras-chave: Enterobactérias. Carbapenemases. Resisténcia. Genotipagem.



ABSTRACT

The resistance to beta-lactams in Enterobacteriaceae is an important public health
problem. The carbapenemase production can be highlighted due to its great potential
for worldwide dissemination. This study aims to determine the antimicrobial
resistance profile, to detect beta-lactam resistance genes and to analyze the genetic
polymorphism of carbapenems non-susceptible Enterobacteriaceae isolated from
several clinical specimens obtained from patients of hospitals at Grande Vitéria. The
agar diffusion and gradient tests were used to evaluate the susceptibility profile and
to determine the minimum inhibitory concentration. PCR technique was performed for
detection of the genes that confer resistance to beta-lactams and the genetic
polymorphism was analyzed by PFGE and MLST techniques. The species included
in this study were: Klebsiella pneumoniae (n=47), Serratia marcescens (n=14),
Enterobacter cloacae (n=4), Enterobacter gergoviae (n=1) e Citrobacter freundii
(n=1). These isolates were provided by the Laboratério Central do Espirito Santo
(LACEN) and presented resistance to at least one carbapenem. The isolates
presented a multiresistance profile against the 25 antimicrobials tested. All isolates
carried the blakpc and the association between the carbapenemase genes and the
ESBL genes was observed in all of them. The most prevalent resistance genetic
profile (34%) comprised of the genes blakpc, blarem, blasny, blaoxa-1 € blactx-mgp1. The
PFGE analysis showed the prevalence of two pulsotypes in K. pneumoniae isolates:
kpA (40.42%) e kpB (19.14%). The pulsotype smA was found in 13 of 14 S.
marcescens isolates. The four E. cloacae isolates showed different pulsotypes.
MLST technique was performed in 14 isolates of K. pneumoniae and ST437 and
ST340 were the most prevalent. ST437 was identified on the majority (6/7) of isolates
from the kpB pulsotype and ST340 was found on all isolates from pulsotype kpA
(3/3). ST628, ST37 and ST394 were identified in the pulsotypes kpD, kpO and kpH,
respectively. ST628 and ST394 were described for the first time in Brazil.

Key words: Enterobacteriaceae. Carbapenemases. Resistance. Genotyping
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos atualmente disponiveis esta
aumentando em um ritmo alarmante, tornando-se um grave problema de saude
publica mundial. Ao mesmo tempo, a reducdo no desenvolvimento de novos
antimicrobianos limita as opcdes terapéuticas das infeccbes por bactérias
multirresistentes. Desse modo, a "época de ouro”, na qual a medicina moderna salva
vidas através de tratamento antimicrobiano estd ameacada, reavivando memorias da
era pré-antibiotico e aumentando as preocupacdes sobre uma era pdés-antibiotica.
Essa era, em que infeccdbes comuns podem levar a morte do paciente, é uma
possibilidade muito real para o século 21 (NATHAN; CARS, 2014).

O desenvolvimento da resisténcia € um processo evolutivo normal para 0s
micro-organismos, mas é acelerada pela presséo seletiva exercida pela utilizacdo
generalizada de antimicrobianos. De acordo com o relatério publicado pelo Centro
de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos da América (CDC-EUA),
trés grupos de micro-organimos representam uma ameagca urgente a saude publica:
Clostridium difficile, Neisseria gonorrhoeae e Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos (ERC). De acordo com o relatorio publicado pelo CDC, no ano de
2013, as ERC, incluindo as espécies K. pneumoniae e E.coli, foram resistentes a
maioria dos antimicrobianos disponiveis e quase 50% dos pacientes que
desenvolveram infec¢des sanguineas causadas por esses micro-organismos vieram
a 6bito (CDC, 2013).

A resisténcia aos carbapenémicos em enterobactérias é particularmente
grave devido a elevada mortalidade e reduzido niumero de opcdes terapéuticas
disponiveis (NORDMANN; CORNAGLIA, 2012). Em um estudo, realizado entre os
anos de 2010 e 2011 em trés grandes hospitais italianos, envolvendo 125 pacientes
apresentando infec¢cdes de corrente sanguinea causadas por K. pneumoniae
produtoras de KPC, observou-se uma taxa de mortalidade de 41,6% (TUMBARELLO
et al., 2012). Os carbapenémicos, por serem antimicrobianos com um amplo
espectro de agéo, séo utilizados, principalmente, para tratar pacientes com infec¢oes
causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes (JEON et al., 2015). Em
alguns paises, a eficacia desses antimicrobianos contra infecgbes causadas por K.
pneumoniae esta comprometida devido a alta resisténcia dessa espécie a esse
farmaco (PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015).



No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
Nota Técnica 01/2013: “Medidas de prevengdo e controle de infec¢des por
enterobactérias multirresistentes” (ANVISA, 2013a), destacou a importancia de todos
0s servicos de saude e laboratérios no Brasil utilizarem os mesmos procedimentos e
critérios interpretativos para a deteccao de carbapenemases. Essa correta deteccao
€ fundamental para o controle da disseminacdo desse tipo de mecanismo de
resisténcia, que sO podera ser alcancado com um grande esforco multidisciplinar,
que inclui, além de outras medidas, deteccdo precoce de pacientes colonizados,
implementacéo de precaucdes de contato e de tratamento adequado.

O governo dos EUA divulgou um documento, denominado “Estratégias
Nacionais de Combate as Bactérias Resistentes aos Antibidticos” que consistia em:
(1) uso racional de antimicrobianos na saude e na agricultura; (2) fortalecer os
esforcos nacionais de vigilancia da salude para combater a resisténcia; (3) uso de
testes diagndsticos rapidos e inovadores para identificacdo e caracterizacdo de
bactérias resistentes; (4) acelerar a pesquisa basica e aplicada e o desenvolvimento
de novos antibidticos, outras terapéuticas e vacinas; (5) melhorar a colaboragéo
internacional para vigilancia e pesquisa de desenvolvimento de novos antibioticos
(www.whitehouse.gov/ondcp/national-drug-control-strategy).

Com o surgimento e disseminacdo de estirpes multirresistentes, a
necessidade de novos agentes antimicrobianos € mais urgente do que nunca. A
aprovacdo de novos farmacos antimicrobianos pelo Food and Drug Administration
dos Estados Unidos (FDA) diminuiu em mais de 50% no periodo de 1993 a 2002
(SPELLBERG et al., 2004). Entre janeiro de 2010 e dezembro de 2015 foram
aprovados pelo FDA apenas oito novos antimicrobianos (DEAK et al., 2016).

Nesse contexto, o Laboratério de Biologia Molecular e Viruléncia Bacteriana
(LabCAS - UFES), onde foi desenvolvido o presente trabalho, atua, dentre outros
projetos, em estudos relacionados a resisténcia e epidemiologia de bactérias de
importancia médica. A presente dissertacdo € parte da parceria do LabCAS com o
Laboratério Central de Saude Publica do Espirito Santo (LACEN). Esse projeto
visou, principalmente, estudar o perfil das amostras de enterobactérias néo
susceptiveis aos carbapenémicos circulantes nos hospitais da Grande Vitéria tanto
do ponto de vista da epidemiologia molecular como de resisténcia, visando
contribuir, dentre outras coisas, para a adocado de medidas eficazes contra a

disseminagéo desses agentes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae é formada por um grande grupo de bacilos
Gram-negativos e € constituida, atualmente, por 44 géneros e 176 espécies
bacterianas (http://www.bacterio.net/enterobacteriaceae.html). As bactérias dessa
familia possuem motilidade variavel, ndo formam esporos e sdo anaeroObias
facultativas. Suas necessidades nutricionais séo simples, fermentam a glicose com
ou sem a formacdo de gas, a maioria reduz o nitrato, € produtora de catalase
(exceto Shigella dysenteriae) e é oxidase-negativa, exceto Plesiomonas, género
recentemente incorporado a familia Enterobacteriaceae. A auséncia da atividade da
enzima citocromo oxidase é uma caracteristica importante, pois € um teste simples
gue diferencia as enterobactérias de outros bacilos Gram-negativos (FARMER et al.,
2007).

As enterobactérias sdo ubiquas na natureza, podem ser encontradas no solo,
na agua, na vegetacao e fazem parte da microbiota normal da maioria dos animais,
incluindo o homem. Alguns micro-organismos (ex.: Salmonella spp., Shigella spp.)
sdo associados a doencas humanas, enquanto outros (ex. Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae) sdo comensais e podem causar infeccbes oportunistas. As
infeccbes mais comuns variam de cistite a septicemia, pneumonia, meningite e
infeccbes associadas a dispositivos médicos (NORDMANN; DORTET; POIREL,
2012). Enterobacteriaceae se disseminam facilmente entre os seres humanos
atravées de maos, agua e alimentos contaminados e tem uma propensdo para
adquirir material genético através de transferéncia horizontal de genes mediada,
principalmente, por plasmideos e transposons (STOKES; GILLINGS, 2011). Essa
combinacdo de fatores que favorecem a disseminacdo dessas bactérias € a razédo
pela qual a resisténcia aos antimicrobianos em Enterobacteriaceae € de extrema
importancia para terapia clinica.

De acordo com a ANVISA, 80% ou mais de todos os Gram-negativos de
importancia clinica isolados na rotina microbiolégica pertencem a familia
Enterobacteriaceae, sendo que a maior parte esta relacionada a infecgcbes urinarias
e septicemias (ANVISA, 2013b). Os géneros e espécies dessa familia de maior

importancia clinica sdo: Klebsiella spp., Escherichia coli, Serratia marcescens,



Enterobacter spp. e Citrobacter spp..

2.1.1 Klebsiella spp.

O género Klebsiella foi nomeado por Trevisan no ano de 1885, em
homenagem ao bacteriologista alemdo Edwin Klebs. A primeira espécie de
Klebsiella foi descrita em um bacilo encapsulado isolado de paciente com
rinoscleroma e foi denominada entdo como Klebsiella rhinoscleromatis por Trevisan
em 1887 (http://www.bacterio.net/klebsiella.html).

Atualmente, sdo descritas 15 espécies de Klebsiella e 5 subespécies
(http://www.bacterio.net/klebsiella.html), sendo a espécie mais prevalente em
infeccbes humanas a Klebsiella pneumoniae, responsavel por mais de 70% das
infeccbes (PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015). A espécie de K. pneumoniae
apresenta trés subespécies: pneumoniae, ozaenae e rhinoscleromatis.

K. pneumoniae colonizam, mais frequentemente, o trato gastrointestinal, a
pele e a nasofaringe, sendo responséaveis por infeccbes graves na comunidade,
como pneumonia necrotizante, abscessos piogénicos no figado e endoftalmite
(BROBERG; PALACIOS; MILLER, 2014). Durante a década de 1970, K.
pneumoniae tornou-se uma importante causa de infeccdes nosocomiais,
especialmente infec¢bes do trato urinario (ITU), do trato respiratério e sanguineas
(DAIKOS et al., 2014).

O tratamento de infec¢gbes causadas por K. pneumoniae tem sido complicado
pela emergéncia da resisténcia antimicrobiana, especialmente a partir da década de
1980 (PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015). Atualmente, as escolhas terapéuticas
para o tratamento de infecces nosocomiais causadas por K. pneumoniae tornaram-
se desafiadoras (GIROMETTI et al., 2014).

Um estudo de revisdo intitulado de “Study for Monitoring Antimicrobial
Resistance Trends — SMART” monitorou a susceptibilidade in vitro a diversos
agentes antimicrobianos de bacilos Gram-negativos coletados de hospitais em todo
o mundo ao longo de dez anos (2002 a 2011). Esse estudo demonstrou que 20 a
80% dos isolados de K. pneumoniae eram resistentes aos antimicrobianos de
primeira linha, incluindo as cefalosporinas, fluoroquinolonas e aminoglicosideos
(MORRISSEY et al., 2013). Especialmente preocupante € a resisténcia emergente

aos carbapenémicos, uma vez que esses agentes sao, frequentemente, a ultima



linha de terapéutica eficaz disponivel para o tratamento de infeccbes causadas por
K. pneumoniae resistente a multiplos farmacos (PITOUT; NORDMANN; POIREL,
2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou um relatorio intitulado
“Resisténcia antimicrobiana: relatério global de vigilancia” (WHO, 2014), o qual focou
na resisténcia aos antimicrobianos em sete diferentes bactérias responsaveis por
infeccbes da corrente sanguinea, diarréia, pneumonia e gonorréia. Esse relatorio
mostrou que K. pneumoniae € uma das principais causas de infec¢cdes nosocomiais.
Em alguns paises, devido a resisténcia, os carbapenémicos nao poderiam ser
utilizados para o tratamento de mais da metade das infeccbes por esse agente
(PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015).

Um estudo realizado pelo SENTRY (Programa Global de Monitoramento da
Resisténcia Antimicrobiana) com 12.811 amostras bacterianas coletadas de centros
meédicos latino-americanos (Argentina, Brasil, Chile e México) demonstrou que
44,5% dos isolados foram bacilos Gram-negativos e a espécie K. pneumoniae foi a
terceira bactéria mais prevalente (12,3%) relacionada a infeccdes sanguineas
(GALES et al., 2012)

De acordo com dados do CDC-EUA, estima-se que das 140.000 infeccbes
causadas por enterobactérias nos Estados Unidos a cada ano, cerca de 9.300 sao
causadas por ERC, sendo que K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos é a
prevalente (11%) (CDC, 2013).

No Brasil, dados da Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia
Microbiana em Servicos de Saude, obtidos no periodo de janeiro a dezembro de
2014, em amostras isoladas de infec¢bes primarias da corrente sanguinea de
pacientes internados em UTIs de 1.692 hospitais brasileiros, mostraram que 68,5%
foram identificados como bastonetes Gram-negativos e as espécies mais
frequentemente isoladas foram: K. pneumoniae (14,2%), Acinetobacter spp. (12,9%),
P. aeruginosa (10,8%), E. coli (7,4%), Enterobacter spp. (6%) e Serratia spp. (2,2%)
(ANVISA, 2015).

2.1.2 Serratia spp..

O género Serratia pode ser distinguido de outros géneros de enterobactérias

pela producdo de trés enzimas: DNAse, lipase e gelatinase (GIRI et al., 2004).



Algumas espécies produzem um pigmento vermelho, chamado de prodigiosina ou 2-
metil-3-amil-6-metoxiprodigioseno (WILLIAMS & QADRI, 1980).

A taxonomia de S. marcescens € um pouco complexa e parte dessa
complexidade foi devido as incertezas sobre as primeiras descricbes do micro-
organismo por alguns estudiosos (MAHLEN, 2011). Em 1823, Bizio homeou 0 micro-
organismo com pigmentacdo avermelhada, que foi observado em uma polenta,
como S. marcescens. JA em 1848, Ehrenberg nomeou uma bactéria movel isolada
de um alimento como "Monas prodigiosa”. No ano de 1904, Fortineau homeou uma
bactéria com essas mesmas caracteristicas de Erythrobacillus pyosepticus. No
entanto, através das analises de Breed & Breed e dos editores do Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology o nome Serratia marcescens prevaleceu sobre o0s
demais, visto que se tratava da mesma espécie bacteriana (BREED & BREED,
1924; BERGEY et a.l, 1923). Atualmente, o género Serratia € composto por 19
espécies e 4 subespécies (http://www.bacterio.net/serratia .html).

S. marcescens € um agente causador de infeccbes nosocomiais graves,
incluindo pneumonia, meningite, bacteremia, infec¢es do trato urinério, endocardite,
conjuntivite e infec¢Bes de sitio cirdrgico. Nos hospitais, essas espécies sobrevivem
e crescem em ambientes umidos e, comumente, ndo colonizam o intestino humano,
bexiga, trato respiratorio superior e pele (VETTER et al., 2016).

Diferentes fontes ambientais para S. marcescens foram descritos como focos
de infeccéo, incluindo contaminacao de dispositivos médicos, solucdes intravenosas
e tépicas, sabonete liquido e ar condicionado (GUPTA et al., 2014; RABIER et al.,
2008; UDUMAN et al., 2002).

Infecc@o cutdnea causada por S. marcescens € rara e, geralmente, ocorre em
individuos imunocomprometidos, sendo tipicamente graves e associadas a taxas
significativas de morbidade e mortalidade. Os fatores de viruléncia que conduzem a
infeccbes causadas por S. marcescens ndo sao totalmente compreendidos, mas 0s
principais contribuintes incluem: proteases, exotoxinas e a formagdo de biofilme
(FOURNIER et al., 2016).

S. marcescens tornou-se uma importante causa de infecgcbes nosocomiais
nas ultimas duas décadas (HEJAZI; FALKINER, 1997). Essas bactérias, geralmente,
sao relatadas como uma causa de surtos, especialmente em unidades de tratamento
intensivos neonatais (UTIN) (CASOLARI et al., 2013; DAWCZYNSKI et al., 2016).

Os prematuros tem um risco particularmente elevado de sepse causada por S.



marcescens (BARTELS et al., 2007). Os procedimentos invasivos, a administragao
de antibidticos e os fatores de risco relacionados ao paciente, como baixo peso ao
nascer, baixa idade gestacional e imaturidade, s&o fatores de risco bem conhecidos
para infeccdes graves por S. marcescens (POLILLI et al.,, 2011). Anderson e
colaboradores (2008) relataram que pacientes de UTIN que sao colonizados com S.
marcescens apresentam uma taxa de infeccao significativamente maior (17%) do
que criancas colonizadas com outros patégenos, como Enterobacter cloacae (2,4%)
ou Klebsiella pneumoniae (3,7%) (ANDERSON et al., 2008).

Um trabalho realizado nos EUA em UTINs demonstrou que S. marcescens foi
agente causador de 11% a 16% de todas as infec¢cdes da corrente sanguinea
causada por bactérias Gram-negativas (VOELZ et al.,, 2010). Entre janeiro e
dezembro de 2005 foi realizado um estudo da incidéncia de S. marcescens em uma
UTIN de um hospital de Gaza, Palestina. Esse estudo demonstrou que S.
marcescens foi detectada no sangue de 159 casos confirmados de septicemia
nosocomial e 70 (44%) neonatos morreram devido a infec¢cdo causadas por esse
agente (AL JAROUSHA et al., 2008). Lima et al. (2011), em um estudo realizado no
Brasil, mostraram que os principais focos associados a surtos por S. marcescens
sdo o aparelho digestivo, respiratorio, urinario, perineo de recém-nascidos e as

unhas de adultos e trabalhadores da area de saude (LIMA et al., 2011).

2.2 Resisténcia aos beta-lactamicos

Os antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos possuem como
mecanismos de acao a inibicdo da sintese da parece celular bacteriana. A camada
de peptideoglicano da parede celular € uma malha rigida formada pela alternancia
de duas subunidades, acido N-acetilmuramico e N-acetilglicosamina, sendo que as
subunidades glicidicas séo ligadas por transglicosidases. Um pentapeptideo é ligado
a cada unidade de N-acetiimuramico e ligacbes cruzadas de aminoacidos (D-
alanina-D-alanina) presentes no pentapeptideo sdo catalisadas por enzimas
chamadas de transpeptidases. A Ultima fase da sintese da parede bacteriana
consiste na formacdo de tetrapeptideos a partir de pentapeptideos (mediante a
perda de um dos aminoacidos terminais). O anel beta-lactamico apresenta uma
estrutura similar a regido D-alanina-D-alanina a qual se unem essas enzimas e,

entdo, € capaz de se unir a elas de forma covalente e impedir a formacéo da parede



celular. Sem a parede celular, a bactéria fica exposta ao meio ambiente e morre
devido a mudancas da pressdo osmotica. Portanto, para que os beta-lactamicos
possam atuar, é preciso que as bactérias estejam em fase de multiplicacéo, pois €
neste momento em que ocorre a sintese da parede celular (SUAREZ; GUDIOL,
2009).

Os beta-lactamicos apresentam acao bactericida lenta, com atividade
dependente do tempo e, geralmente, possuem uma boa distribuicdo e reduzida
toxicidade. S&o caracterizados pela presenca do anel beta-lactamico em sua
estrutura molecular e as associacdes de diferentes cadeias lineares aos anéis
provocam uma mudanca nas propriedades do composto, resultando nas quatro
classes de beta-lactamicos: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenemas (Figura 1). Dentro de cada classe, pequenas alteragdes moleculares
sdo capazes de modificar as caracteristicas dos antimicrobianos, entre elas, o seu
espectro de acado, afinidade por receptores e resisténcia as beta-lactamases
(SUAREZ; GUDIOL, 2009).
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Figura 1: Estrutura dos antimicrobianos beta-lactamicos. Fonte: WILLIAMS,1999.

Na década de 1920, Alexander Fleming descobriu, acidentalmente, o primeiro
beta-lactamico, a penicilina. Fleming observou que o crescimento de Staphylococcus
aureus era impedido na presenca do fungo Penicillium notatum (SUAREZ; GUDIOL,
2009). Sua primeira publicagdo como benzilpenicilina descreve uma substancia que
era instavel em solugdo aquosa, mas que poderia servir como um antisséptico.

Somente em 1940, Ernst Chain conseguiu obter um extrato estavel de penicilina.



Desde entéo, diversos tipos de penicilina foram desenvolvidas com espectro de acao
variavel como: penicilina acida, penicilina G (benzipenicilina), penicilina G benzatina,
penicilina N, penicilina O e penicilina V. A penicilina G foi o primeiro beta-lactamico a
ser usado clinicamente, mais frequentemente para tratar infeccbes por
estreptococos (BUSH; BRADFORD, 2016). A penicilina V, ainda é utiilzada via oral
no tratamento de infeccbes leves causadas por amostras sensiveis de
Streptococcus spp. (POTTEGARD et al., 2015). Por possuirem um espectro de acéo
restrito, atualmente, as penicilinas ndo séo indicadas para o tratamento de infec¢des
causadas por bactérias produtoras de beta-lactamases, uma vez que séao
hidrolisadas pelas mesmas. No entanto, ampicilina, amoxilina, penicilina G e
penicilina V ainda usadas para o tratamento de amostras sensiveis de Streptococcus
spp. do grupo A e de Treponema pallidum, duas das poucas espécies bacterianas
gue nédo produzem beta-lactamases (SCHAAR et al., 2014).

As cefalosporinas foram descobertas na década de 1950 por Giuseppe Brotzu
durante seus estudos que envolviam a microbiota presente em esgoto. As
cefalosporinas foram originalmente isoladas de wum fungo denominado
Cephalosporium, que apresentava atividade inibitéria contra diversas espécies
bacterianas, incluindo Salmonella Typhi, causadora da febre tiféide (GREENWOOD,
2007). A partir desse momento, foram desenvolvidas novas cefalosporinas com uma
melhor atividade e propriedades farmacocinéticas, utilizadas para tratar infeccdes
causadas por patégenos de grande interesse médico e produtores de penicilinases,
como S. aureus. Atualmente, existem seis classes de cefalosporinas, de primeira a
sexta geracdo (BUSH; BRADFORD, 2016). As cefalosporinas mais utilizadas na
pratica clinica sdo as de primeira geracdo, como a cefazolina. As de segunda
geragcdo, como cefuroxima, possuem como caracteristica uma estrutura quimica
mais estavel e uma boa biodisponibilidade oral. Ja as cefalosporinas de terceira e
quarta geracao, como ceftazidima e cefepime, respectivamente, ainda sdo eficazes,
em muitos casos, para o tratamento de infec¢cdes graves causadas por bactérias
Gram-negativas (BUSH; BRADFORD, 2016)

Os carbapenémicos foram descobertos na década de 1970 através da
identificacdo de um composto chamado de thienamycin como um potente
antimicrobiano de largo espectro. Devido a sua instabilidade quimica, foram feitas
modificacbes em sua estrutura molecular, dando origem a um composto mais

estavel, conhecido como imipenem (GREENWOOD, 2007). Atualmente, os
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principais antimicrobianos dessa classe sdo o imipenem, meropenem e ertapenem.
Carbapenémicos se destacam pela sua estabilidade e seu amplo espectro de acao,
hidrolizando a maioria das beta-lactamases, com excecdo das carbapenemases
emergentes encontradas em bactérias Gram-negativas (NORDMANN, 2014).

A classe dos monobactamicos foi inicialmente descrita com a observacéo da
producdo de beta-lactdmicos monociclicos por cepas de Chromobacterium
violaceum, Acetobacter spp. e Agrobacterium radiobacter em 1981 (GREENWOOD,
2007). O aztreonam € o Unico antimicrobiano dessa classe que obtem aprovacgéo
regulamentar para ser utilizado na terapéutica. Esse farmaco possui um alto grau de
estabilidade e o seu alvo é, especificamente, a atividade aerdbica das bactérias
Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa (SYKES et al., 1982).

A pressao seletiva, causada pelo uso de milhdes de toneladas de
antimicrobianos nos ultimos 70 anos, contribuiu para que grande parte das bactérias
patogénicas se tornassem resistentes aos antimicrobianos comumente usados para
tratd-las. A rapida evolucdo da resisténcia bacteriana pode ser observada
claramente em relagdo aos antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos
(LAXMINARAYAN et al., 2013). Cerca de 1000 beta-lactamases, que sdo enzimas
qgue inativam esses antimicrobianos, foram identificadas desde os anos 1990
(DAVIES; DAVIES, 2010).

A resisténcia bacteriana surge como consequéncia de mutacoes
cromossOmicas, aquisicdo de elementos genéticos mdveis e pressao exercida pelo
uso de antimicrobianos. Os genes de resisténcia podem ser encontrados no
cromossomo e, cada vez mais, em elementos extracromossdmicos transmissiveis.
Os clones resistentes, por conseguinte, estdo se disseminando rapidamente em todo
o mundo. Esta propagacao é facilitada pela transmissdo de genes entre espécies,
falta de saneamento béasico e higiene nas comunidades e hospitais
(LAXMINARAYAN et al., 2013).

Atualmente, os beta-lactamicos sdo os antimicrobianos mais utilizados na
pratica clinica. Cada nova classe de beta-lactamico tem-se desenvolvido no sentido
de aumentar o espectro de atividade ou para abordar os mecanismos de resisténcia
especificos que surgiram na populacéo bacteriana (BUSH; BRADFORD, 2016).

A resisténcia aos Dbeta-lactamicos estd em constante crescimento,
especialmente em bactérias Gram-negativas (LOPEZ-FABAL et al., 2015); (VASOO;
BARRETO; TOSH, 2015). O mecanismo de resisténcia prevalente entre o0s
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patdogenos Gram-negativos € a producao de beta-lactamases (LIVERMORE, 2012).

2.3 Producéo de beta-lactamases

As beta-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolizar os antimicrobianos
beta-lactdmicos e sdo umas das principais causas da resisténcia bacteriana as
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos. Essas enzimas séo
classificadas de acordo com a sua funcionalidade ou pela sua estrutura molecular.
De acordo com a classificacdo de Bush, Jacob e Medeiros, as beta-lactamases séo
classificadas em quatro grupos funcionais (1 a 4) baseadas no substrato das
enzimas e seus inibidores (BUSH; FISHER, 2011). Ja de acordo com Ambler, a
classificacdo molecular é dividida de A a D, devido a homologia das sequéncias de
aminodacidos, na qual as enzimas do grupo A, C e D séo serino-beta-lactamases, ou
seja, possuem o aminoacido serina no sitio ativo da enzima; enquanto que as
enzimas da classe B possuem zinco (Zn**) no sitio ativo, sendo consideradas
metalo-beta-lactamases (AMBLER, 1980). Essas classificacdes estdo detalhadas na

Tabela 1, abaixo.



Tabela 1. Classificacdo das beta-lactamases.

Grupo
Funcional  Classe
Bush- Molecular  CxemPlos Cunctoisicns
Jacob
. Enzimas cromossomicas e plasmidiais produzidas por
W dy_Famghion & bactérias Gram-negativas. Confere resisténcia a todos os -
1 C E.coli. CMY-2. FOX-1. " sials inibidas
MIR-1. lactanucos, exceto os carbapenemas. Nao sdo mbidas por
acido clavulanico e tazobactam.
Enzimas que promovem a hidrolise de penicilinas,
le C GC1, CMY-37. cefamicinas, cefalosporinas de amplo espectro e
monobactamicos.
. sde Penicilinases produzidas por Staphvlococcus spp. E
2a A :f;.' ;hvm;‘m penicilinses Enterococcus spp. Conferem altos niveis de resisténcia a
api —- penicilina. Inibidas por acido clavulanico e tazobactam.
. Enzimas que possuem hidrolise eficiente de penicilinas e
Je I Eh‘- =D
2b A i.g;i-;b L, TERER, cefalosporinas das primeiras geragdes. inibidas por acido
) clavulanico e tazobactam .
ESBLs: CTX-M-15, CTX- 3 Ze By o e :
2be A M-44. PER-1. SFO-1. SHV- Conferem resisténcia as ‘pe.mclhnas. cefalosporinas de
5. TEM-10. TEM-26 amplo espectro ¢ monobactimicos.
TEM TEM Enzimas que possuem hidrolise eficiente de penicilinas e
2br A 103 Si-%'-lo SH7\(«§:" 6TEM cefalosporinas das primeiras geragdes. entretanto nio siao
= i e bem inibidas por acido clavulanico.
Promovem a hidrélise de penicilinas. cefalosporinas,
2ber A TEM-50, TEM-68, TEM-89 monobactamicos e sdo pouco inibidas por acido clavulanico
e tazobactam.
2% " PSE-1. CARB-3 Enznnas que hid.m.lisam penicilinas e carbenicilina, inibidas
por acido clavulanico.
Enzimas que hidrolisam a cloxacilina. levemente inibidas
2d D OXA-1, OXA-10 por dcido clavulinico.
Hidroélise de penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro,
2 X -15
i = it e pouco inibidas por acido clavulnico.
2df D OXA-23. OXA-48 l'-[i.d:olisam calbapenenms e cloxacilina, pouco mibidas por
acido clavulanico.
= A CepA Cefalosporinases inibidas por acido clavulanico e
o - tazobactam. mas nao por aztreonam.
- Enzimas que hidrolisam carbapenemas e possuem uma
S KPC-2. KPC-
2f A ?hf{lEl-l GES-2 - - serina no seu sitio ativo. Tais enzimas sdo pouco imbidas
4 = por acido clavulanico e tazobactam.
Hidrolise de todos os beta-lactimicos  exceto
3a B IMP-1. L1, NDM-1. VIM-1  monobactamicos. Inibidas por EDTA e quelantes de metais,
ndo inibidas por acido clavulanico e tazobactam.
Hidroélise preferencial de carbapenemas. Inibidas por EDTA
3b B CphA. Sth-1 e quelantes de metais. ndo mibidas por acido clavulanico e

tazobactam.

Fonte: adaptado de BUSH e FISHER (2011).
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As beta-lactamases mais abundantes fazem parte do grupo funcional 2 e

classe molecular A, com mais de 550 enzimas descritas (PHILIPPON; SLAMA;
LABIA, 2016). Essas enzimas englobam as penicilinases, a maioria das beta-
lactamases de espectro estendido (ESBLS) e as serino-carbapenemases (BUSH;
FISHER, 2011).

A resisténcia bacteriana por producdo de ESBLs é mediada por plasmideos e

confere resisténcia contra penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira
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geracdes e aztreonam, mas apresentam acdo diminuida por inibidores de beta-
lactamases, como acido-clavulanico, sulbactam ou tazobactam (CALBO; GARAU,
2015). As ESBLs mais frequentemente descritas sdo do tipo CTX-M, TEM e SHV
(BAJPAI et al., 2017). A enzima TEM é a mais comumente encontrada em bactérias
Gram-negativas e foi primeiramente descrita em uma amostra de E. coli, no ano de
1965, em Atenas, oriunda de uma paciente chamada de Temoneira, por isso, foi
chamada de TEM. As enzimas do tipo SHV sdo as mais encontradas em K.
pneumoniae e a sua denominacao se refere a “sulfhydryl variavél” (PATERSON;
BONOMO, 2005). A primeira CTX-M (hidroliza a cefotaxima, originando seu nome)
foi isolada na Argentina, Bolivia e Paraguai em 1989, a partir de um surto em
neonatos causado por Salmonella Typhymurium (GUZMAN-BLANCO; CASELLAS;
SADER, 2000).

Um estudo realizado na China, no periodo de 2013 a 2014, incluindo
amostras de K. pneumonie e E. coli produtoras de ESBLs demonstrou que 98,8%
(396/401) dessas enterobactérias albergavam o gene blactx-m (QUAN et al., 2016).
Com o surgimento da variante alélica CTX-M-15, no ano 2000, e sua rapida
emergéncia como uma das ESBLs mais presentes em epidemias por E. coli tem
gerado um grande reservatorio genético, a partir do qual, outras espécies podem
adquirir esse gene de resisténcia (OTEO et al.,, 2009). Atualmente, a prevaléncia
mundial de K. pneumoniae produtoras CTX-M-15 é o resultado da disseminacao de
clones epidémicos e da disseminacdo de diferentes plasmideos portadores de
multiplos mecanismos de resisténcia (CALBO; GARAU, 2015). Um estudo
epidemioldgico, realizado no Brasil no periodo de 2006 a 2009, com 57 amostras de
K. pneumoniae produtoras de KPC demonstrou a presenca dos genes blacrxwm,
blasyy € blatem em 74%, 91% e 67% das amostras, respectivamente (SEKI et al.,
2011).

As carbapenemases classe A incluem as enzimas KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), IMI (imipenem-hydrolyzing beta-lactamase), SME
(Serratia marcescens enzima), SFC (Serratia fonticola carbapenemase), NMC-A
(class A non-metallo carbapenemase) e algumas enzimas GES (Guiana extended-
spectrum beta-lactamase) e sdo mais frequentemente encontradas em amostras da

famila Enterobacteriaceae (LEE, 2006).
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Desde a sua primeira descricdo em 1996, proveniente de uma amostra de K.
pneumoniae isolada no leste dos EUA, as KPCs s&o as carbapenemases da classe
A mais frequentemente encontradas (YIGIT et al., 2001). No Brasil, o primeiro relato
de KPC foi em Recife, em 2006 (MONTEIRO et al., 2009), mas logo houve relatos
no Rio de Janeiro (PEIRANO et al., 2009), Sdo Paulo (PAVEZ;, MAMIZUKA;
LINCOPAN, 2009) e em outros Estados brasileiros, incluindo o Espirito Santo
(PEREIRA et al., 2013). As enzimas KPCs sao codificadas por plasmideos e as
bactérias que produzem essas enzimas sdo, normalmente, susceptiveis a apenas
alguns antimicrobianos, tais como: colistina, aminoglicosideos e tigeciclina (LEE et
al., 2016). A disseminacdo endémica dessas bactérias produtoras de KPC foi
relatada em um estudo de revisdo, onde foi demonstrada a sua presenca em
diversos paises do mundo como: EUA, China, Italia, Polénia, Grécia, lIsrael,
Argentina, Coldombia e Taiwan (MUNOZ-PRICE et al, 2013). Estudos
epidemioldgicos recentes, realizados por Lee e colaboradores (2016), mostram a
disseminacgédo global de K. pneumoniae produtoras de KPC (Figura 2). Os surtos
hospitalares envolvendo amostras de K. pneumoniae produtoras de KPCs afetam,
principalmente, pacientes com infec¢des graves e estdo associadas a um alto risco
de morte (TUMBARELLO et al., 2015). Em UTls, a presenca de KPC também tem

sido associada com aumento da mortalidade (CHANG et al., 2015).
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Figura 2. Caracteristicas epidemiolégicas de Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC.
(1) EUA; (2) Coldmbia; (3) Brasil; (4) Argentina; (5) Italia; (6) Grécia; (7) Polbnia; (8) Israel; (9) China;
(10) Taiwan; (11) Canada; (12) Espanha; (13) Franca; 14) Bélgica; (15) Paises Baixos; (16)
Alemanha; (17) Reino Unido; (18) Irlanda; (19) Suécia; (20) Finlandia; (21) Hungria; (22) india; (23)
Coréia do Sul; (24) Australia; (25) México; (26) Cuba; (27) Porto Rico; (28) Uruguai; (29) Portugal,
(30) Suica; (31) Austria; (32) Republica Checa; (33) Dinamarca; (34) Noruega; (35) Croéacia; (36)
Turquia; (37) Argélia; (38) Egito; (39) Africa do Sul; (40) Ir&; (41) Emirados Arabes Unidos; (42)
Paquistao; (43) Russia; (44) Japdo. Adaptado de LEE et al. (2016).

Carbapenemases de classe B, também chamadas de metalo-beta-lactamases
(MBLs), incluem as enzimas da familia VIM (Verona integron—encoded metallo-beta-
lactamase), IMP (Pseudomonas imipenem-resistant), SPM-1 (S&o Paulo metallo-
beta-lactamase) e o grupo emergente NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase) e
tem sido encontradas em amostras de P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii e
membros da familia Enterobacteriaceae (THOMSON, 2010). As MBLs sdo capazes
de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos; mas nao tem a
capacidade de hidrolisar o aztreonam, ndo sao inibidas por inibidores de beta-
lactamases e séo sensiveis a quelantes como o EDTA, por possuirem um atomo de
zinco divalente em seu sitio alvo (JEON et al., 2015). Entre elas, a NDM é uma das
carbapenemases mais clinicamente significativas. A NDM-1 foi detectada pela
primeira vez em 2008 em amostras de K. pneumoniae e E. coli em um paciente que
retornava da India para a Suécia (YONG et al., 2009). Até o momento, foram

atribuidas 15 variantes de NDM (JEON et al., 2015) e a maioria delas originadas da
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Asia (NORDMANN; POIREL, 2014). Desde 2008, K. pneumoniae produtoras de
NDM se disseminaram em muitos paises, como esta demonstrado na Figura 3 (LEE
et al., 2016). Os primeiros relatos do gene blaypw no Brasil foram de amostras de
Providencia rettgeri e de Enterobacter hormaechei isoladas no Rio Grande do Sul
em 2012 e 2013 (CARVALHO-ASSEF et al., 2013, CARVALHO-ASSEF et al., 2014).
No ano de 2016, foi relatado pela primeira vez o gene blanpy em amostras de K.
pneumoniae no Brasil (FERREIRA et al., 2016).

£ ) [l Disseminacdo endémicade NDM
= ' - Disseminacgao esporadica de NDM

[ ] Relato de NDM

] NDM néo relatado

Figura 3. Caracteristicas epidemiolégicas de Klebsiella pneumoniae produtoras de NDM.
(1) india; (2) Paquist&o; (3) Bangladesh; (4) Canada; (5) EUA; (6) Coldmbia; (7) Espanha; (8) Franca;
(9) Reino Unido; (10) Itélia; (11) Suica; (12) Grécia; (13) Turquia; (14) Arabia Saudita; (15) Oma; (16)
Emirados Arabes Unidos; (17) Kuwait; (18) Marrocos; (19) Africa do Sul; (20) China; (21) Coréia do
Sul; (22) Japao; (23) Taiwan; (24) Singapura; (25) Australia; (26) México; (27) Guatemala; (28) Brasil;
(29) Irlanda; (30) Alemanha; (31) Paises Baixos; (32) Republica Checa; (33) Polbonia; (34) Hungria;
(35) Roménia; (36) Croacia; (37) Noruega; (38) Suécia; (39) Finlandia; (40) Russia; (41) Argélia; (42)
Tunisia; (43) Libia; (44) Egipto; (45) Quénia; (46) Madagascar; (47) Mauricia; (48) Israel; (49) Iraque;
(50) Ird; (51) Iémen; (52) Sri Lanka; (53) Nepal; (54) Tailandia; (55) Vietnam; (56) Malasia, (57) Nova
Zelandia. Adaptado de LEE et al. (2016).

As enzimas de classe C, conhecidas como AmpC beta-lactamases, sao as
ACT-1 (AmpC-beta-lactamase type), DHA-1 (Dhahran Hospital in Saudi Arabia),
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CMY-2 (cephamycin-hydrolyzate beta-lactamase) e CMY-10 e foram identificadas
em Enterobacteriaceae (MAMMERI et al., 2010). Geralmente, possuem localizagao
cromossomal, mas também ja foram encontradas em plasmideos (DIESTRA et al.,
2011; KIM et al., 2006). S&o enzimas resistentes a penicilinas, cefalosporinas, mas
nao a cefalosporinas de quarta geracdo, como o cefepime (BUSH & FISHER, 2011).

A familia das oxacilinases (OXA) faz parte das enzimas da classe D, que sao
assim chamadas, pois hidrolizam isoxazolilpenicilinas (oxacilina, cloxacilina e
dicloxacilina) (JEON et al.,, 2015). Apenas algumas variantes, das mais de 300
enzimas da classe D ja descritas, possuem efetivamente atividade de
carbapenemase. Com base na sua sequéncia de aminoacidos, elas foram
recentemente reclassificadas em 12 subgrupos: OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA-
51, OXA-58, OXA-134a, OXA-143, OXA-211, OXA-213, OXA-214, OXA-229 e OXA-
235 (JEON et al., 2015).

As enzimas da familia OXA-48-like (OXA-48, -162, -163, -181, -204, -232 e -
370) sdo as mais prevalentes e possuem uma melhor capacidade de hidrolisar o
imipenem (Jeon et al., 2015). A OXA-48 foi identificada pela primeira vez em K.
pneumoniae na Turquia em 2001 (POIREL et al., 2004) e, atualmente, € observada
em diversas regides do mundo (Figura 4) (LEE et al., 2016). No Brasil, uma nova
variante alélica foi descrita, OXA-370, em amostra de E. hormaechei isolada no Rio
Grande do Sul (SAMPAIO et al., 2014). Recentemente, foi detectada essa mesma
variante em trés espécies de enterobactérias no Rio de Janeiro (PEREIRA et al.,
2015).

Bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemases, normalmente, sao
resistentes a varias classes de antibiéticos importantes (ex.: fluoroquinolonas) com
iISSo, antimicrobianos, tais como polimixina B, colistina (polimixina E), fosfomicina e
tigeciclina sdo os agentes de ultimo recurso para o tratamento dos pacientes com
infecgBes causadas por esses patégenos (MUNOZ-PRICE et al., 2013). Um estudo
realizado por Tumbarello e colaboradores demonstrou que a terapia combinada é
muitas vezes recomendada para potencializar a morte bacteriana e prevenir 0 risco
de desenvolvimento de resisténcia. As combinacdes de carbapenémicos com
tigeciclina e colistina séo eficazes no tratamento de infecgbes causadas K.
pneumoniae produtoras de KPC. As combinac¢des que incluiram meropenem foram
associadas com taxas de sobrevivéncia significativamente mais elevadas quando as
amostras apresentavam CMI <8 mg/L desse farmaco (TUMBARELLO et al., 2015).
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Figura 4. Caracteristicas epidemiolégicas de Klebsiella pneumoniae produtoras de OXA-48.
(1) Turquia; (2) Marrocos; (3) Tunisia; (4) Libia; (5) Egito; (6) india; (7) Argentina; (8) Espanha; (9)
Franca; (10) Alemanha; (11) Suica; (12) Bélgica; (13) Paises Baixos; (14) Reino Unido; (15) Italia;
(16) Israel; (17) Arabia Saudita; (18) Kuwait; (19) Libano; (20) Japéo; (21) Canada; (22) EUA; (23)
Irlanda; (24) Poldnia; (25) Finlandia; (26) Hungria; (27) Roménia; (28) Bulgaria; (29) Grécia; (30)
Russia; (31) Argélia; (32) Senegal; (33) Africa do Sul; (34) Emirados Arabes Unidos; (35) Oma; (36)
Irdo; (37) Sri Lanka; (38) Tailandia; (39) Singapura; (40) Coréia do Sul; (41) Taiwan; (42) Austrélia;
(43) Nova Zelandia. Adaptado de LEE et al. (2016).

O rapido aumento da prevaléncia de bactérias Gram-negativas resistentes a
fluoroquinolonas e aminoglicosideos, bem como a todos os beta-lactamicos, incluindo
carbapenémicos, monobactam, cefalosporinas e penicilinas de amplo espectro, levou
a reconsideracdo das polimixinas como uma opc¢ao terapéutica valida (BIALVAEI,
SAMADI KAFIL, 2015).

As polimixinas foram descobertas ha cerca de 60 anos. Embora existam cinco
principais polimixinas (A, B, C, D e E), apenas duas (polimixina B e colistina -
polimixina E) s&o utlizadas na pratica clinica. Sua administracdo sistémica foi
utilizada para tratar infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas durante os
anos de 1960 e 1970. No entanto, esses antimicrobianos foram gradualmente
dispensados para tratamento na década de 1980, devido a relatos de efeitos toxicos
graves, principalmente, para o0 rim e sistema nervoso (FALAGAS;

MICHALOPOULOS, 2006).
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A colistina foi isolada pela primeira vez no Japdo em 1947 por Ito-Kagawa e
Koyama, de uma bactéria formadora de esporos chamada Bacillus polymyxa subsp.
colistinus encontrada no solo (ITO-KAGAWA; KOYAMA, 1980). Foi utilizada,
inicialmente, como uma formulacao intravenosa na década de 1950 (LI et al., 2005).
Durante as décadas seguintes, a colistina foi utilizada no tratamento de varios tipos
de infec¢bes, incluindo diarréias infecciosas e infeccdes do trato urinario. Além disso,
as polimixinas tem sido utilizadas em formulacdes topicas para infeccdes oculares e
de ouvidos e em tratamentos de descontaminacgéo seletiva do intestino (FALAGAS;
MICHALOPOULOS, 2006). No entanto, as altas taxas de toxicidade associadas ao
uso de polimixinas levou a sua substituicdo por novos anitmicrobianos, como
gentamicina e carbenicilina, dois agentes mais seguros e eficazes (BIALVAEI,
SAMADI KAFIL, 2015).

A colistina é um antibiético polipeptidico da familia das polimixinas, com
massa molecular de 1750 Da, constituido por um heptapeptideo ciclico com uma
cadeia lateral tripeptidica acilada no terminal N por uma cauda de acido graxo. A
hidrofobicidade do segmento N-terminal de glicol é responsavel pela toxicidade
inerente e influencia a atividade antimicrobiana da colistina (BRINK et al., 2014).

O efeito bactericida da colistina é extremamente rapido, mas o mecanismo
exato pelo qual a colistina pode eliminar células bacterianas ndo esta totalmente
elucidado (BIALVAEI, SAMADI KAFIL, 2015). As bactérias Gram-negativas sao
caracterizadas pela presenca de uma membrana externa. A funcdo protetora da
membrana externa baseia-se, principalmente, na presenca de constituintes de
lipopolissacarideos (LPS) na superficie da célula, o que limita a penetracdo de
antimicrobianos hidrofébicos e/ou alto peso molecular. O LPS polianiébnico possui
carga negativa e confere integridade e estabilidade a membrana externa bacteriana.
O mecanismo de acdo proposto da colistina sobre as bactérias Gram-negativas
ocorre atraves da seguinte forma: ligacao inicial por interacdes eletrostaticas entre o
anel policatibnico de colistina e os componentes da mebrana celular externa,
causando o deslocamento, de forma competitiva, dos fons célcio (Ca?") e magnésio
(Mg?*) presentes nos grupos fosfato do LPS, que atuam como estabilizadores de
membrana. Desse modo, ocorre a perturbacdo da membrana e a perda de conteudos
celulares, levando a morte bacteriana (Figura 5) (BIALVAEI; SAMADI KAFIL, 2015).
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Figura 5: Acdo da colistina sobre a membrana bacteriana. A estrutura catiénica da colistina liga-
se as moléculas de lipopolissacérideo anidnico (LPS) deslocando calcio e magnésio da membrana
celular externa de bactérias Gram-negativas, levando a alteracBes de permeabilidade no envelope
celular e vazamento de conteddos celulares. Ao ligar-se a por¢do do lipideo A do LPS, a colistina

também tem uma atividade anti-endotoxina. Fonte: BIALVAEI et al. (2015).

O processo de morte mediada pela colistina ndo é dependente da atividade
metabdlica bacteriana e isto pode ser um fator contribuinte para o desenvolvimento
lento de resisténcia. Além de conduzir a uma perda citoplasmaética, esta ligacdo pode
ter um efeito neutralizante nas propriedades biol6gicas das endotoxinas (LANDMAN
et al., 2008). A endotoxina de bactérias Gram-negativas é a porcdo do lipideo A,
onde a colistina se liga promovendo uma neutralizagéo e, diminuindo a capacidade
da endotoxina de induzir ao choque através da liberacdo de citocinas. Porém, esse
mecanismo ainda ndo esta totalmente elucidado (BIALVAEI; SAMADI KAFIL, 2015).

Uma forma de resisténcia a colistina esta relacionada a modificagdes do LPS
através de diversas rotas. E comumente observada a desestabilizacdo da membrana
externa devido ao remodelamento de LPS causado por mudancas do sistema de dois
componentes PhoPQ e PmrAB. O locus pmr € um sistema de transducéo de sinal
auto-regulado, ao qual, além de ser um sensor-quinase e regulador de resposta,
também inclui uma etanolamina transferase. A etanolamina contribui para a
resisténcia a colistina através da sua adigdo ao lipideo A, o que reduz a carga

negativa da membrana bacteriana e, desse modo, diminui a ligagéo da colistina, que
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apresenta carga positiva (BIALVAEI; SAMADI KAFIL, 2015).

O primeiro relato de um mecanismo de resisténcia a colistina, mediado por
plasmideo (pHNSHP45) contendo o gene mcr-1, foi observado no ano de 2015 na
China. Este estudo aconteceu durante um projeto de vigilancia sobre a resisténcia
antimicrobiana em animais e alimentos, onde foi observado um grande aumento da
resisténcia a colistina. A partir da anélise molecular dessas amostras, o gene mcr-1
foi detectado em uma amostra de E.coli isolada de suino (LIU et al., 2016). Um
estudo recente mostrou que o plasmideo que transporta o gene mcr-1 codifica uma
enzima fosfoetanolamina transferase, a qual catalisa a adicdo de fosfoetanolamina ao
lipido A (ROSSI et al., 2016b). O primeiro relato brasileiro de um plasmideo
carreando o gene mcr-1 foi realizado em S&o Paulo em uma amostra de E. coli
pertencente ao ST101 (FERNANDES et al., 2016).

Estudos moleculares e bioguimicos demonstraram que a inativagéo insercional
do gene mgrB, que codifica um regulador de feedback negativo do sistema de
sinalizacdo PhoPQ, pode ser responsavel pela resisténcia a colistiha em K.
pneumoniae (CANNATELLI et al., 2014).

Um estudo de revisao realizado por Lee e colaboradores (2016) mostrou que o
surgimento de resisténcia a colistina em K pneumoniae produtoras de KPC tem sido
relatada em muitos paises, incluindo Itdlia, EUA, Grécia, Hungria e Turquia. Um
estudo nacional foi realizado entre 2010 e 2014 com 33.765 bacilos Gram-negativos
provenientes de 9 hospitais de Sdo Paulo. Essas amostras foram testadas quanto a
resisténcia a colistina e observou-se que 4% (1.346 isolados) das amostras foram
resistentes a colistina, com CMIls variando de 2 a > 32 mg/L. Neste estudo, verificou-
se uma tendéncia do aumento das taxas de resisténcia a colistina entre os membros
da familia Enterobacteriaceae, de 6,6% (111 isolados) em 2010 para 9,4% (383
isolados) em 2014 (ROSSI et al., 2016a).

A resisténcia adquirida a colistina ja foi relatada em algumas enterobactérias,
porém, alguns micro-organismos como Proteus spp., Serratia spp., Providencia spp.,
Morganella morganii e Edwardsiella tarda possuem resisténcia intrinseca a esse
farmaco (FALAGAS; KASIAKOU, 2005).

A tigeciclina, um derivado da minociclina, € o primeiro membro da classe das
glicilciclinas e atua como um inibidor da sintese protéica ao bloguear a interacdo do
aminoacil-tRNA com o sitio A do ribossomo (ROSE; RYBAK, 2006). Um estudo de

revisao realizado no ano de 2005, demonstrou que a tigeciclina foi muito eficaz contra



22

bactérias resistentes a outras classes de antimicrobianos, incluindo as quinolonas e
os beta-lactamicos (PANKEY, 2005). Porém, devido ao uso aumentado da tigeciclina
para o tratamento de infec¢cdes causadas por K. pneumoniae produtoras de KPC,
vem sendo observado um aumento da resisténcia a tigeciclina (PAPADIMITRIOU-
OLIVGERIS et al., 2014). Estudos epidemiolégicos envolvendo K. pneumoniae
produtoras de KPC realizados na Grécia demonstraram um aumento das taxas de
resisténcia a tigeciclina, de 11,3% (34/301) no periodo de 2004 a 2010
(ZAGORIANOU et al.,, 2012) para 17,9% (39/257) em 2014 (PAPADIMITRIOU-
OLIVGERIS et al., 2014). Resultados semelhantes foram encontrados em Roma por
Capone e colaboradores no periodo de 2010 a 2011, onde 20,4% (21/97) das
amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC apresentaram resisténcia a
tigeciclina. No Brasil, um estudo realizado por Bartollete e colaboradores (2016) com
62 amostras de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos, isoladas no periodo
de 2014 a 2015, demonstrou que 27,8% das amostras foram resistentes a tigeciclina
(BARTOLLETI et al., 2016)

A hiperproducdo de bombas de efluxo, como a AcrAB e a superexpressao de
ramA, um regulador positivo do sistema de efluxo AcrAB, parecem ser 0s principais
fatores para a diminuicdo da sensibilidade de amostras de K. pneumoniae a
tigeciclina (SUN et al., 2013).

2.4 Epidemiologia das infeccdes causadas por Klebsiella pneumoniae

resistentes aos carbapenémicos

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tornou-se uma importante fonte
de preocupacdo para a saude publica. As enterobactérias estdo entre os patdogenos
humanos mais comuns e a resisténcia das espécies dessa familia aos
carbapenémicos tem sido cada vez mais relatada em ambito mundial desde a sua
primeira identificacdo ha mais de 20 anos (NORDMANN, 2014).

De acordo com Nordmann e Poirel (2014), as principais caracteristicas que
favorecem a disseminacdo de bactérias produtoras de carbapenemases sao: alta
densidade populacional, falta de higiene, pressédo seletiva relacionada ao uso
excessivo ou mau uso de antimicrobianos e mobilidade populacional (NORDMANN;
POIREL, 2014).
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As metodologias de tipagem molecular, que se baseiam em diferencas na
sequéncia ou na organizacdo do DNA gendmico tem sido muito utilizadas para a
identificacdo dos clones circulantes. A metodologia de padrdo de fragmentacéo do
DNA cromossOmico e separacdo em gel por eletroforese de campo pulsado (PFGE)
€ uma técnica muito utilizada para a tipagem de diversas espécies bacterianas.
Porém, baseia-se em padrdes de fragmentacdo de banda de DNA em gel de
agarose e é de dificil comparacao inter-laboratorial. Sendo assim, a metodologia do
multilocus sequence typing (MLST), que tem por base a analise de sequéncias de
genes conservados do DNA bacteriano e ndo em padrdes de bandas, € capaz de
fornecer resultados que podem ser comparados com estudos em qualquer regido do
mundo, sem envolver critérios interpretativos. Desse modo, essa metodologia € mais
adequada para investigacdes epidemiolégicas de longos periodos e de amostras
nao relacionadas geograficamente (VIMONT et al., 2008).

Um amplo estudo de revisdo, realizado por Munoz-Price et al. (2013),
demonstrou que infec¢cdes causadas por K. pneumoniae produtoras de KPC estao
intimamente relacionadas aos membros do complexo clonal 258 (CC258), que é
predominante em varias partes do mundo (MUNOZ-PRICE et al., 2013).

O ST11, que pertence ao CC258, foi um dos primeiros genotipos pandémicos
de K. pneumoniae identificados (DAMJANOVA et al., 2008). Amostras com ST11
abrigam uma ampla gama de carbapenemases, incluindo KPC, NDM, OXA-48, VIM
e IMP (PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015). Um estudo molecular foi realizado
entre 2012 a 2013 com 54 amostras de K. pneumoniae produtoras de NDM na
Polbnia. Os autores demonstraram que todos os 16 isolados de diferentes pulsotipos
que foram submetidos ao MLST pertenciam ao ST11, indicando a disseminagao
local desta linhagem (BARANIAK et al., 2016). Na Espanha, um grande surto foi
iniciado em 2013 por uma amostra de K. pneumoniae produtora de OXA-48,
pertencente ao ST11. Essa amostra foi, primeiramente, isolada de uma paciente
idosa em um pronto socorro. Em seguida, a amostra foi gradualmente sendo
disseminada em todo o hospital, afetando 44 pacientes internados em diferentes
setores (BRANAS et al., 2015). Outro estudo sobre a epidemiologia molecular de
enterobactérias produtoras de OXA-48 nos paises europeus e norte-africanos,
realizado entre 2001 e 2011, indicou que o ST101 era o mais comumente observado
em isolados de K. pneumoniae, seguido por ST395 e ST15 (POTRON et al., 2013).

A Figura 6, apresenta 0s principais genotipos de K. pneumoniae
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disseminados em todo mundo. O CC258, conhecido por sua ampla disseminacéo, &
composto por 43 STs, entre eles, 16 possuem um Unico alelo tonB em comum (tonB-
79), que é principalmente encontrado no ST258 e em seus “single locus variant”
(SLV). Filogeneticamente, os membros do CC258-tonB79 estdo estreitamente
relacionados (Figura 7) (CHEN et al., 2014).

No Brasil, foi realizado um estudo epidemiolégico envolvendo 113 amostras
de K. pneumoniae produtoras de KPC provenientes de diversas regides. Esse
trabalho demonstrou a prevaléncia do ST437, ST340 e ST11. O ST11 e ST340
foram encontrados nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste (ST11 no CE, DF,
GO, MG, PE, RJ e ST340 em AL, DF, ES, PI). Ja o ST437, foi encontrado nas
regides Sul (SC), Sudeste (ES e RJ) e Nordeste (CE) (PEREIRA et al., 2013). Outro
estudo brasileiro foi realizado por Andrade e colaboradores (2014) com sete
amostras de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, quinolonas e
polimixina B, isolados de um hospital de S&o Paulo, no periodo de dezembro de
2012 a fevereiro de 2013. As sete amostras foram caracterizadas como ST11 e
apresentaram 0s genes de resisténcia blakpc2, blatem-1, blaspv-1, blaoxa-s € gnrS
(ANDRADE et al., 2014).

Um estudo de revisdo mostrou que o ST258 é frequentemente observado em
paises europeus e nos EUA (LEE et al., 2016). Ja o ST11 €&, predominantemente,
associado com a disseminacdo de K. pneumoniae produtora de KPC na Asia,
particularmente, na China (YANG et al.,, 2013) e Taiwan (TSENG et al., 2015).
Munoz-Price e colaboradores (2013) descreveram amostras de K. pneumoniae
produtoras de KPC pertencentes ao ST11 também em diversos paises da América

Latina.
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Figura 6: Figura representativa da estrutura populacional de Klebsiella pneumoniae através
de “multilocus sequence typing” (MLST), representada graficamente pelo eBURST.

Fonte: CHEN et al. (2014).
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Desta forma, por tudo anteriormente exposto, a relevancia do nosso estudo
esta associada com a crescente disseminacado e caréncia de dados epidemioldgicos
de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos em nossa regiao. Devido ao fato
das infec¢des causadas por essas bactérias serem de dificil tratamento, a deteccéo
precoce da resisténcia antimicrobiana, caracterizacdo dos genes de resisténcia e o
controle da disseminacdo destes micro-organismos no ambiente hospitalar sdo de

grande relevancia para as Instituicdes de saude.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais:

O objetivo geral deste trabalho foi determinar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, detectar os genes de resisténcia aos beta-lactamicos e analisar o
polimorfismo genético das amostras de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos isoladas de pacientes atendidos em hospitais da Grande Vitoria-
ES.

3.2 Objetivos especificos:

o Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos utilizados na

rotina clinica das amostras de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos;

o Detectar genes que codificam as principais beta-lactamases através da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR);

o Avaliar o polimorfismo genético das amostras de Enterobacteriaceae através

da técnica de eletroforese de campo pulsado em gel de agarose (PFGE);

o Identificar o sequence type das amostras de K. pneumoniae através da
técnica de multilocus sequence typing (MLST).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos e amostras bacterianas

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo sob parecer
n° 707.303 de 30/07/2014.

Os micro-organismos do presente estudo foram isolados durante o
desenvolvimento do projeto de pesquisa “Epidemiologia molecular e investigacao de
genes de resisténcia em bactérias multirresistentes isoladas em hospitais da Grande
Vitéria”, financiado pelo EDITAL CNPQ/MS-Decit/SESA/FAPES N¢2 10/2013 -

PPSUS. Esse trabalho foi realizado em colaboragdo com o Laboratério Central do
Espirito Santo (LACEN-ES) da Secretéaria Estadual de Saude (SESA).

O LACEN recebe amostras bacterianas de hospitais de todo Estado do
Espirito Santo e, particularmente para esse estudo, as amostras de enterobactérias
detectadas como ndo susceptiveis aos carbapenémicos (imipenem, ertapenem ou
meropenem) através do teste de difusdo a partir do disco e/ou na determinacédo da
concentracdo minima inibitéria (CMI) foram enviadas ao Laboratério de Biologia
Molecular e Viruléncia Bacteriana do Departamento de Patologia — UFES para o
desenvolvimento do presente trabalho.

Apds o0 envio ao nosso laboratorio, as amostras foram transferidas para o
meio agar-sangue (Plast Labor, Brasil) e incubadas a 35°C, por até 48 horas, para
andlise da pureza e, em seguida, estocadas a -20°C em meio TSB (caldo de soja
triptona, Himedia, india) acrescido de 20% de glicerol para os testes descritos a
seqguir.

Foram incluidas neste estudo 67 amostras, sendo 47 de Klebsiella
pneumoniae, 14 de Serratia marcescens, quatro de Enterobacter cloacae, uma
amostra de Citrobacter freundii e uma de Enterobacter gergoviae provenientes de
diversos materiais clinicos de pacientes atendidos em hospitais publicos e privados

da Grande Vitéria no periodo entre abril e novembro de 2014.
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4.2 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos

a) Teste de difusdo a partir do disco (Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing — BrCAST, 2016 e Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI, 2016)

A fim de determinar o perfil de susceptibilidade das 67 amostras de
Enterobacteriaceae, foram testados, pelo método de difusdo a partir do disco, 25
antimicrobianos distintos preconizados pelo CLSI (2016). Os antimicrobianos
testados foram: ampicilina (10ug), piperacilina (30ug), cefazolina (30ug), cefoxitina
(30uQ), ceftazidima (30ug), cefepime (30ug), cefotaxima (30ug), aztreonam (30uQ),
meropenem (10ug), ertapenem (10pg), imipenem (10ug), gentamicina (10ug),
tobramicina (10upg), amicacina (30ug), levofloxacina (5upg), ciprofloxacina (5ug),
sulfametoxazol/trimetropim (25ug), tetraciclina (30ug), amoxilina-clavulanato (30ug),
piperacilina-tazobactam (110ug), ticarcilina-clavulanato (85ug), cloranfenicol (30ug),
norfloxacina (10ug), ofloxacina (5ug), nitrofurantoina (300ug).

O procedimento iniciou-se com a semeadura das amostras em agar sangue e
incubacdo a 35 °C durante 18-24 h. Posteriormente, as colbnias foram suspensas
em solucdo salina 0,9% (p/v) até atingir um padrdo de turvacdo de 0,5 da escala
McFarland, correspondendo a, aproximadamente, 1,5 x 102 UFC/mL. Esta solucao,
por sua vez, foi semeada em agar Mueller-Hinton (Difco Laboratories, EUA), com o
auxilio de um swab a fim de se obter um crescimento homogéneo em toda superficie
do agar. Em seguida, os discos de antimicrobianos foram colocados sobre o meio de
cultura. Apos 18-24 horas de incubacgéo a 35 °C foi realizada a leitura do teste. Para
a interpretagédo dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram utilizados os
critérios preconizados no BrCAST, 2016, exceto para os antimicrobianos, cefazolina,
amoxilina-clavulanato, piperacilina-tazobactam, ticarcilina-clavulanato e tetraciclina,
gue foram usados critérios de acordo com o CLSI, 2016.

A amostra padrao E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle do teste.
b) Teste de determinac¢&o da concentragcdo minima inibitoria (CMI):

Para as amostras de K. pneumoniae e S. marcescens, a determinacao das

CMIs foi realizada pelos testes de gradiente com fitas com concentragbes
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crescentes dos antimicrobianos: E-test® (Biomérieux, Franca) e M.I.C.E® (Oxoid,
Reno Unido). Para os antimicrobianos ertapenem, colistina e polimixina B foi utlizado
o E-test® enquanto que para o imipenem, meropenem, tigeciclina e amicacina foi
utilizado o M.I.C.E®. Foram seguidos os critérios interpretativos preconizados pelo
BrCAST, 2016.

O procedimento iniciou-se com a semeadura das amostras em agar sangue e
incubacdo a 35 °C durante 18-24 h. Posteriormente, as colénias foram suspensas
em solucdo salina 0,9% (p/v) até atingir um padrédo de turvacdo de 0,5 da escala
McFarland, correspondendo a, aproximadamente, 1,5 x 102 UFC/mL. Esta solucéo,
por sua vez, foi semeada em agar Mueller-Hinton (Difco Laboratories), com o auxilio
de um swab a fim de se obter um crescimento homogéneo em toda superficie do
agar. Em seguida, foram colocadas as fitas com concentracdes crescentes de cada
antimicrobiano sobre o meio de cultura. Apés o periodo de incubacgéo (18-24 horas a
35 °C), a leitura foi realizada para determinacéo da CMI, que foi obtida com o ponto
de interseccédo entre a fita e a zona de inibicdo do crescimento do micro-organismo,
que assume a forma eliptica.

A determinacdo das CMIs através da microdiluicdo em caldo, segundo CLSI
(2016), foi realizada nas amostras de E. cloacae, E. gergoviae e C. freundii para os
antimicrobianos tigeciclina (Sigma, EUA), polimixina B (Sigma), colistina (Sigma),
imipenem (Sigma), ertapenem (Sigma), meropenem (Sigma) e amicacina (Sigma).
Polimixina B e colistina ndo foram utilizados para determinacdo das CMIs nas
amostras de S. marcescens, pois as mesmas possuem resisténcia intrinseca.

As amostras bacterianas foram, inicialmente, semeadas em agar-sangue, por
18-24h, a 35°C. O crescimento antimicrobiano foi, entdo, dissolvido em solugdo
salina 0,9% (p/v) para obtenc&o do padrao de turvacao 0,5 da escala de McFarland
(~1,5 x10® UFC/mL). Em seguida, foi realizada uma diluicdo 1:20 (v/v) em solucédo
salina 0,9%, para se conseguir uma concentragcdo de 5x10° UFC/mL,
Posteriormente, essa suspensao foi inoculada no caldo Mueller-Hinton cation
ajustado (Difco Laboratories), a fim de se obter uma concentracéo final de 5x10°
UFC/mL. A partir de entdo, foram inoculadas em microplacas com 96 pocos
contendo concentragbes crescentes do antimicrobiano, variando de 0,125 a 32
ug/mL. Posteriormente, as placas foram incubadas por 18h a 35°C. A leitura do teste
foi realizada de acordo com os valores do BrCAST (2016). Foi utilizada a amostra E.
coli ATCC 25922 como controle do teste.
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4.3 Deteccdo dos genes codificadores de resisténcia através da técnica

de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA bacteriano foi extraido utilizando o “Kit Wizard® Genomic DNA
Purification” de acordo com as informacfes do fabricante (Promega, EUA). O DNA
extraido foi mantido a 4°C para realizacdo de testes moleculares.

Apos a extracdo do DNA, foram realizadas reacdes de PCR multiplex e
simples, para a deteccédo das sequéncias génicas. As reacdes foram realizadas de
acordo com os trabalhos de Dallene e colaboradores (2010) para todos os genes
pesquisados, exceto para o0 gene blaypy que foi feita segundo Poirel e
colaboradores (2011). A técnica descrita por Dallene e colaboradores (2010)
permite, através de reacbes de PCR-multiplex, investigar a presenca das principais
beta-lactamases produzidas por bactérias Gram-negativas e foi desenvolvida a
partir do alinhamento e similaridade entre as variantes do mesmo grupo de
enzimas.

As condicbes especificas para a deteccdo dos genes estdo descritas na
Tabela 2.

A mistura da reacdo de PCR para deteccdo de cada um dos genes foi
preparada em um volume final de 50 pL, contendo 1 pL de DNA (~25 ng), tampéao da
enzima (10 mM Tris-HCL, 50 mM KCI, pH 8.3), 25 mM de MgCl,, os
oligonucleotideos iniciadores nas concentragdes descritas na Tabela 2, 200 uM de
cada deoxinucleotideos trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Thermo Scientific,
EUA) e 2U de Tag DNA polimerase (Thermo Scientific).

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Veriti —
Applied Biosystems, Life Technologies, Estados Unidos). Para as condicfes de
amplificacéo foram utilizados: 10 minutos a 94°C para desnaturacgéao inicial, seguido
de 30 ciclos de 40 segundos a 94°C para desnaturagdo, 40 segundos na
temperatura de anelamento 6tima para cada reagéo, segundo descrito na Tabela 2,
e 1 minuto a 72°C para extensao, seguidos de uma extenséo final de 7 min a 72°C.

Apo6s a amplificagéo, os produtos das PCRs foram analisados em eletroforese
de gel de agarose a 1,5% em tampé&o TBE 0,5X (Tris 0,89 M, acido borico 0,89 M,
EDTA 2,5 mM, pH 8,2). Ap6s corrida eletroforética (6V/cm), o gel foi corado em

solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) (Hexapur, Holanda) e sua imagem foi
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capturada por um fotodocumentador (MiniBIS Pro, Uniscience, Brasil). Como

marcador de tamanho molecular foi utilizado o 100 pb DNA ladder (Invitrogen, EUA).

Tabela 2: Condicdes especificas para a detec¢do dos genes utilizados nas rea¢des de PCR

multiplex e simples.

Tamanhos Concentragdao
PCR Genes alvos T.A* dos produtos de cada primer
(pb) (HM)
Multiplex | - variantes TEM (incluindo TEM-1 e TEM-2)  60°C 800 0,4 For
0,4 Rev
- variantes SHV 713 0,4 For
0,4 Rev
- OXA-1-like (OXA-1, OXA-4, OXA-30) 564 0,4 For
0,4 Rev
Multiplex 11 - CTX-M grupol (incluindo CTX-M-1, CTX- 60°C 689 0,4 For
M-3, CTX-M-15) 0,4 Rev
- CTX-M grupo2 404 0,2 For
0,2 Rev
- CTX-M grupo9 561 0,4 For
0,4 Rev
Multiplex 11 -GES (GES 1a9) 57°C 399 0,4 For
0,4 Rev
- OXA48-LIKE 281 0,4 For
0,4 Rev
Multiplex IV - variantes IMP (exceto IMP-9, IMP-16, 55°C 139 0,5 For
IMP-22, IMP-25) 0,5 Rev
- variantes VIM 390 0,5 For
0,5 Rev
-KPC (KPC 1 ab) 538 0,2 For
0,2 Rev
CTX-M- - CTX-M grupo 8\25 (CTX-M-8, CTX-M-25, 600 C 326 0,4 For
CTX-M- 26, CTX-M-39, CTX-M-41) 0,4 Rev
OPsi2s
NDM - NDM1 52°C 621 0,5 For
0,5 Rev

* - Temperatura de anelamento.

4.4 Anélise do padrdo de fragmentacdo do DNA cromossdmico das
amostras com uso das enzimas de restricdo Xbal e Smal e separagcdo em gel

por eletroferese de campo pulsado (PFGE)

A analise do polimorfismo genético das amostras incluidas no estudo foi

realizada através da fragmentacdo do DNA gendmico e eletroforese em gel de
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campo pulsado utilizando a enzima de restricdo Xbal (Thermo Scientific ) para todas
as enterobactérias, exceto S. marcescens cuja enzima de restricdo utilizada foi a
Smal (Sigma) (DURMAZ et al., 2009).

Para a extracdo de DNA total, as amostras foram semeadas em 4gar sangue
e incubados a 35°C por 24 horas. ApOs obter um crescimento bacteriano puro, as
colénias foram suspensas em 1 mL de tampao CSB (EDTA 0,5M, TRIS-HCI 1M pH
8) até atingir um padréo de turvacéo 4,0 da escala McFarland. Em seguida, 200 pL
da suspensdo foram transferidos para um microtubo e foram adicionados a
suspensao de células, 200 pyL de agarose a 2% em CSB (agarose low melting
Promega, EUA) e SDS 1% (Sigma). A mistura foi homogeneizada e distribuida em
moldes.

Apbs a solidificacéo dos blocos de agarose contendo DNA bacteriano (plugs),
os mesmos foram transferidos para tubos plasticos descartaveis e estéreis contendo
500 uL de solugédo CLS-1 (EDTA 0,5M pH 8, TRIS-HCI 1M pH 8), 25 L Lisozima (50
mg/uL) e 15 uL de Proteinase K (50 mg/uL) e incubados a 37°C por 1 hora. Apés a
incubacéo, foi removida a solucéo de lise e adicionados 500 yL da solugdo CLS-2
(EDTA 0,5M e Sarcozil) e, em seguida, adicionados 4 pL de Proteinase K (50 mg/uL)
e incubado a 55°C por 2 horas. Logo apés, foi retirada toda a solucéo de lise e os
blocos foram lavados trés vezes com 2 mL de agua ultra pura estéril pré-aquecida
(50°C), homogeinizado e incubado por 15 minutos a 50°C e trés vezes com 2 mL de
tampao TE pH 7,6 (TRIS-HCI 1M pH 7,5 e EDTA 0,5M pH 8, com ajuste do pH final
para 7,6) a 50°C por 15 minutos. Foi removida toda a solucdo de lavagem e
adicionados 3 mL de tampéao TE pH 7,6.

Para a realizac@o da digestao enzimética, um fragmento correspondente a um
terco de um bloco foi transferido para um microtubo contendo 100 yL da solugéo
tampéo da enzima de restricdo com BSA (1X) e incubada a 37°C por 30 minutos.
Apés a incubacéo, o tampéao foi removido e adicionou-se 90 pyL de agua ultra pura
estéril, 10 yL de solugdo tampao 10X da enzima de restricdo e 4 uL da enzima Xbal\
Smal (40 U). Em seguida, foram incubadas a 37°C por 2 horas. Os fragmentos de
restricdo foram separados em gel de agarose 1% (Biorad - EUA) preparada em TBE
0,5X (Tris Borato EDTA), através de eletroforese de campo pulsado, utilizando o
sistema CHEF-DR 1l (Bio-Rad, EUA). Foram utilizadas as seguintes condicfes para
a eletroforese: tempo de pulso crescente de 5 a 30 segundos, por 20 horas a 6

V/cm, na temperatura de 14°C. Foi utilizado como padrdo de tamanho molecular o
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marcador 50 - 1.000 kb Lambda Ladder PFGE Marker (New England Biolabs) nas
corridas de eletroforese em gel de agarose. Em seguida, o gel foi corado em solugéo
de brometo de etidio (0,5 yg/mL) (Hexapur, Holanda) e sua imagem foi capturada
em fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS Pro, Uniscience, Brasil).

A andlise dos gendtipos foi realizada através de inspecédo visual e foram
classificadas de acordo com os critérios de Van Belkum e colaboradores (2007),
sendo consideradas amostras do mesmo pulsotipo com até quatro bandas de

diferenca.

4.5 Analise do polimorfismo genético através de multilocus sequence
typing (MLST)

a) Amplificagcéao por PCR

De acordo com a analise dos dados obtidos por PFGE, foram selecionadas
amostras representativas dos pulsotipos prevalentes de K. pneumoniae e também
amostras que apresentaram-se resistentes a colistina, polimixinaB e/ou tigeciclina

para serem processadas pelo MLST para a definicdo do “sequence typing”(ST).

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores especificos e genes alvos utlizados para realizagdo

das reacbes de PCR da técnica de multilocus sequence typing de Klebsiella pneumoniae.

Gene alvo Oligonucleotideos iniciadores utilizados Am(gll;c):on

OB rpoB : F: Vic3 GGCGAAATGGCWGAGAACCA 501
rpoB : R : Vic2 GAGTCTTCGAAGTTGTAACC

gapA gapA:F:173 TGAAATATGACTCCACTCACGG 450
gapA:R:181 CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT

mdh mdh : F: 130 CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 477
mdh : R : 867 CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG

ogi pgi:F: 1R GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 432
pgi:R:1F CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT

phoE phoE : F :604.1 ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 420
phoE : R :604.2 TGATCAGAACTGGTAGGTGAT

infB infB : 1F CTCGCTGCTGGACTATATTCG 318
infB : 1R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC

tonB tonB : 1F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 414

tonB : 2R

ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG
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A PCR para deteccao desses genes foi preparada em um volume final de 25
puL contendo 1 pL de DNA cromossdmico contendo, aproximadamente, 25 ng
(extraido conforme topico 4.3) e 20 pmoles de cada oligonucleotideo iniciador. Para
as condicGes de amplificacdo dos genes rpoB, infB, mdh, pgi, phoE foram utilizados
35 ciclos de 2 minutos a 94°C, 20 segundos a 94°C, para desnaturacédo, 30
segundos a 50°C para anelamento e 30 segundos a 72°C para extensao, seguidos
de uma extenséo final de 5 min a 72°C. Para os genes tonB e gapA as temperaturas
de anelamento utilizadas foram 45°C e 60°C, respectivamente.

Apos a amplificacdo por PCR, a quantificacdo aproximada dos fragmentos
gerados foi realizada através de eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 2%
em TBE 0,5X, utilizando como marcador o Low DNA Mass ladder (Invitrogen). A
eletroforese foi realizada com tampao de corrida TBE 0,5X sob uma corrente de
6V/cm, por lhora. ApGs a corrida, o gel foi corado em solu¢do de brometo de etidio
(0,5 pg/mL) (Hexapur, Holanda) e sua imagem foi capturada em fotodocumentador

ultravioleta (MiniBIS Pro, Uniscience, Brasil).

b) Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados através do “kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System” (Promega, EUA). Para o0 sequenciamento, 0s
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram os mesmos usados para a reagao de
amplificacédo, exceto para os genes infB e pgi, indicados na Tabela 4 (DIANCOURT
et al., 2005).

Tabela 4: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o sequenciamento dos genes pgi

e infB do multilocus sequence typing de Klebsiella pneumoniae.

Gene alvo Oligonucleotideos iniciadores Am(glkl)gon
_ pgi : 2F CTGCTGGCGCTGATCGGCAT 420
[
Pd pgi : 2R TTATAGCGGTTAATCAGGCCGT
infB infB : 2 ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC 318

Os produtos purificados foram sequenciados no sequenciador ABI 3730 DNA
Analyser (Life Technologies - Applied Biosystems), do Centro de Pesquisas sobre o

Genoma Humano e Células—Tronco, no setor de sequenciamento de DNA na
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Universidade de Sao Paulo (USP).

A andlise das sequéncias obtidas foi realizada com auxilio do software
Chromas (verséo 2.6.1). Para a analise da composi¢do das sequéncias obtidas foi
utilizado o BioEdit Sequence Alignment Editor (verséo 7.2.5). Posteriormente, essas
sequéncias foram comparadas com as sequéncias ja disponiveis no banco de dados
de MLST de K. pneumoniae (http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) para a
determinacdo de cada um dos numeros dos alelos e, consequentemente, a

descrigéo de cada ST.
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5 RESULTADOS

5.1 Amostras bacterianas

As 67 amostras de enterobactérias foram provenientes de 16 hospitais (11
publicos e cinco privados) da Grande Vitoria, sendo 56 de hospitais publicos (83,6%)
e 11 (16,4%) de hospitais privados. Foram analisadas seis diferentes espécies de
enterobactérias, sendo K. pneumoniae a mais prevalente (70,15%, n=47), seguida
por S. marcescens (20,9%, n=14), conforme demonstrado na Tabela 5. As amostras
bacterianas foram isoladas de diferentes materiais clinicos, sendo a maioria

proveniente de sangue (23,8%) e urina (22,4%).

Tabela 5: Espécies, fonte de isolamento e tipo de hospital de isolamento das 67

enterobactérias analisadas neste estudo.

Fonte de isolamento
(n° de amostras)

Urina (13)
Sangue (12)
Ponta de catéter (7)
Secrecdes (5)
Aspirado traqueal (2)
Swab retal (3)
Abscesso hepatico (1)
Fragmento 6sseo (1)

Espécies
(n° de amostras)

Hospital
(n° de amostras)
11 Hospitais Publicos (40)
05 Hospitais Privados (7)

Klebsiella pneumoniae (47)

Liquido peritoneal (1)
Swab de ferida (1)
Swab nasal (1)

Serratia marcescens (14) Ponta de catéter (4)
Sangue (3)

Aspirado traquel (2)

06 Hospitais Publicos (13)
01 Hospital Privado (1)

Fragmento 0sseo (1)
Liquor (1)

Liquido peritoneal (1)
Swab de ferida sacral (1)
Urina (1)

Enterobacter cloacae (4)

Swab retal (3)
Urina (1)

02 Hospitais Publicos (3)
01 Hospital Privado (1)

Citrobacter freundii (1)

Secrecao de abscesso (1)

01 Hospital Privado (1)

Enterobacter gergoviae (1)

Sangue (1)

01 Hospital Privado (1)
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5.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

A Figura 8 apresenta os perfis de susceptibilidade obtidos pelo teste de
difusdo a partir do disco para os 25 antimicrobianos. Todas as 47 amostras de K.
pneumoniae apresentaram resisténcia plena as penicilinas testadas (piperacilina e
ampicilina). No que se refere a classe dos carbapenémicos (imipenem, ertapenem e
meropenem), todas as amostras foram plenamente resistentes ou apresentaram
resisténcia intermediaria ao ertapenem, enquanto que para O imipenem e
meropenem, 32 (68,0%) e 37 (78,7%) foram resistentes (resisténcia plena ou
intermediaria), respectivamente.

Em relacdo as cefalosporinas, todas as amostras foram resistentes a
cefazolina e cefepime, 78,7% a cefoxitina e 93,6% a ceftazidima. Das 47 amostras,
acima de 85% foram resistentes aos antimicrobianos da classe das fluoroquinolonas
(levofloxacina, ciprofloxacina e norfloxacina). Em relacéo a tetraciclina, 66% (31\47)
foram resistentes a esse farmaco. Entre as amostras resistentes aos antimicrobianos
beta-lactamicos com presenca de inibidor de beta-lactamase, 46 (97,9%) foram
resistentes a amoxilina-clavulanato, 44 (93,6%) resistentes a piperaciclina-
tazobactam e 100% resistentes a ticarcilina-clavulanato. Em relacdo aos outros
agentes antimicrobianos, 44 (93,6%) amostras foram resistentes a ofloxacina, 34
(72,3%) amostras foram resistentes ao cloranfenicol, 35 (74,5%) amostras foram
resistentes a nitrofurantoina e 43 (91,5%) amostras foram resistentes ao
trimetoprima-sulfametoxazol. Do total das amostras, 17 (36,2%) foram resistentes a
amicacina, 29 (61,7%) resistentes a gentamicina e 40 (85,1%) resistentes a

tobramicina. Das 47 amostras testadas, 46 (97,9%) foram resistentes ao aztreonam.
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Figura 8: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 47 amostras de Klebsiella
pneumoniae deste estudo. PRL — Piperacilina; AMP — Ampicilina; CFZ — Cefazolina; CFO —
Cefoxitina; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepima; ERT — Ertapenem; IPM — Imipenem; MPM —
Meropenem; ATM — Aztreonam; LEV — Levofloxacina; CIP — Ciprofloxacina; CTX — Cefotaxima; GEN
— Gentamicina; TET — Tetraciclina; AMC — Amoxilina-clavulanato; PIT — Piperacilina-tazobactam; TAC
— Ticarcilina-clavulanato; AMI — Amicacina; CLO — Cloranfenicol; NOR — Norfloxacina; OFX —
Ofloxacina; NIT — Nitrofurantoina; TOB — Tobramicina; SUT — Trimetoprima-sulfametoxazol.

Entre as 14 amostras de S. marcescens foi encontrado um percentual de
resisténcia superior a 90% em relagdo aos antimicrobianos piperacilina, ampicilina,
cefazolina, cefoxitina e ticarcilina-clavulanato (Figura 9). Todas as amostras foram
resistentes a tetraciclina e a norfloxacina. Apenas duas amostras (14,3%) foram
resistentes a amicacina, enquanto que todas as amostras foram sensiveis a
gentamicina. Do total de amostras analisadas, 11 (78,6%) foram resistentes a
cefepime e a levofloxacina, seis (42,8%) a ciprofloxacina, 13 (92,9%) a amoxilina-
clavulanato, 12 (85,7%) a nitrofurantoina, 12 (85,7%) a piperacilina-tazobactam, sete
(50%) ao trimetoprim-sulfametoxazol, 12 (85,7%) ao aztreonam e 13 (92,9%) a

ofloxacina.
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Figura 9: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 14 amostras de Serratia
marcescens deste estudo. PRL - Piperacilina; AMP — Ampicilina; CFZ — Cefazolina; CFO -
Cefoxitina; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepima; ERT — Ertapenem; IPM — Imipenem; MPM —
Meropenem; ATM — Aztreonam; LEV — Levofloxacina; CIP — Ciprofloxacina; CTX — Cefotaxima; GEN
— Gentamicina; TET — Tetraciclina; AMC — Amoxilina-clavulanato; PIT — Piperacilina-tazobactam; TAC
— Ticarcilina-clavulanato; AMI — Amicacina; CLO — Cloranfenicol; NOR — Norfloxacina; OFX —

Ofloxacina; NIT — Nitrofurantoina; TOB — Tobramicina; SUT — Trimetoprima-sulfametoxazol.

Nas quatro amostras de E. cloacae analisadas, em relacdo aos
carbapenémicos, trés amostras (75%) foram resistentes ao ertapenem e duas ao
imipenem e meropenem. Uma amostra foi sensivel, pelo método de difusdo a partir
do disco, a todos os carbapenémicos avaliados, contudo, entrou no estudo por
apresentar o gene blakpc, como sera demonstrado a seguir. Todas as amostras
foram resistentes aos antimicrobianos ampicilina, cefazolina, cefoxitina, aztreonam e
amoxilina-clavulanato. Das quatro amostras, trés (75%) foram resistentes a
piperacilina, ceftazidima, cefotaxima, piperacilina-tazobactam, ticarcilina-clavulanato
e trimetoprim-sulfametoxazol, uma amostra apresentou resisténcia a levofloxacina e
amicacina, trés foram resistentes a cefepime e duas a tobramicina e tetraciclina.
Todas as amostras foram sensiveis aos antimicrobianos ciprofloxacina, gentamicina,

cloranfenicol e nitrofurantoina.
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A amostra de C. freundii foi resistente a 24 dos 25 antimicrobianos testados,
sendo sensivel apenas a amicacina.

A amostra de E. gergoviae apresentou-se resistente a 21 antimicrobianos
testados e foi sensivel apenas a amicacina, ofloxacina, levofloxacina e

nitrofurantoina.

5.3 Determinacado das concentragc6es minimas inibitérias (CMIs)

As tabelas a seguir apresentam as variacdes das CMIs dos antimicrobianos
analisados para todas as amostras de enterobactérias incluidas no nosso estudo.

O teste de gradiente para a determinacdo das CMIs dos antimicrobianos
ertapenem, meropenem, imipenem, colistina, amicacina, tigeciclina e polimixina B foi
realizado para todas as amostras de K. pneumoniae (Tabela 6). Dentre os sete
antimicrobianos testados, observou-se que 34 (72,3%) das 47 amostras foram
resistentes ao ertapenem, sendo que 14 amostras apresentaram CMI 232 pg/mL.
Em relacdo ao meropenem, 24 (51%) amostras foram resistentes, sendo que 17
amostras apresentaram CMI =232 ug/mL e para o imipenem, 25 (53,2%) amostras
foram resistentes. Deve ser destacado que para esses dois antimicrobianos um
elevado numero de amostras apresentou CMIs proximas ao ponto de corte de
sensibilidade (2 pg/mL). Em relacdo a polimixina B, quatro amostras apresentaram
CMI >2 pg/mL, sendo consideradas resistentes. Quanto a colistina, cinco (10,6%)
amostras foram resistentes, apresentando CMI >2 pg/mL. Porém, conforme
podemos observar na Tabela 6, as CMIs de quatro amostras ficaram proximas ao
ponto de corte, ficando entre 1-2 pg/mL Em relacdo a tigeciclina, 20 (42,5%)
amostras foram resistentes e apresentaram CMI 22 pg/mL. Em relacdo a amicacina,

12 (25,5%) amostras foram resistentes, sendo nove amostras com CMI 232 pg/mL.
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Tabela 6: Teste de gradiente para a determinacdo das concentra¢cdes minimas inibitérias realizado
para as 47 amostras de Klebsiella pneumoniae utilizando os antimicrobianos ertapenem,

meropenem, imipenem, colistina, polimixina B, tigeciclina e amicacina.

Concentracbes minimas inibitérias (ug/mL)

Antimicrobianos (numero de amostras)

0,125 0,25 0,38 05 0,75 10 15 2 3 4 6 8 12 16 24 =232

Ertapenem - - 9 2 2 3 3 6 4 1 2 1 - - - 14
Meropenem 4 3 - 3 - 3 - 10 - 5 - 2 - - - 17
Imipenem - 8 - 4 - 6 - 4 - 6 - 1 - 1 - 17
Colistina - 27 8 1 2 2 1 -1 - - 2 - 2 -
Polimixina B - 4 28 7 3 - 1 - - - 11 2 - - -
Amicacina - 2 - 6 - 3 - 8 - 11 - 5 - 3 - 9
Tigeciclina - - - 3 - 24 - 13 - 6 - 1 - - - -

* - 0s numeros em vermelho representam as amostras dentro da faixa de resisténcia ou resisténcia
intermediaria, segundo o BrCAST (2016), de cada antimicrobiano.

Foram realizados dois testes para a determinacdo da susceptibilidade aos
carbapenémicos, polimixinas, amicacina e tigeciclina: o teste de difusédo a partir do
disco (DD) e o teste gradiente para a determinacdo da CMI (TG). Comparando
esses dois métodos, foi observada uma discrepancia entre os resultados obtidos
através do DD e TG, principalmente em relacdo aos carbapenémicos. Para o
ertapenem, 11 amostras consideradas resistentes através do DD foram sensiveis
pelo TG. Para o meropenem, 15 amostras apresentaram-se resistentes através do
DD e sensiveis pelo TG, enquanto que duas amostras foram consideradas sensiveis
pelo DD e resistentes pelo TG. Em relagdo ao imipenem, 10 amostras foram
consideradas resistentes através do DD e sensiveis pelo TG e trés amostras foram
consideradas sensiveis pelo DD e resistentes pelo TG.

Em relacdo as 14 amostras de S. marcescens, observou-se que 13 (92,8%)
foram resistentes ao ertapenem, sendo que 9 apresentaram CMI 232 pug/mL. A Unica
amostra sensivel apresentou CMI de 0,5 pg/mL. Em relacdo ao meropenem e
imipenem, observou-se que 85,7% e 78,5%, respectivamente, foram resistentes,
sendo que 10 amostras apresentaram CMI 232 pug/mL para ambos antimicrobianos.
Em relagcdo a tigeciclina, duas (14,3%) amostras foram resistentes e apresentaram
CMI de 2 pg/mL e 4 pg/mL. Além disso, seis amostras apresentaram CMI de 1

pg/mL, proxima ao ponto de corte para esse antimicrobiano. Em relacdo a
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amicacina, apenas uma amostra apresentou resisténcia, com CMI igual a 16 pg/mL.
N&o foram realizados testes de determinacdo da CMI para as polimixinas (polimixina
B e colistina) nas amostras de S. marcescens, pois as mesmas possuem resisténcia

intrinseca.

Tabela 7. Teste de gradiente para a determinacdo das concentracfes minimas inibitérias realizado
para as 14 amostras de Serratia marcescens utilizando os antimicrobianos ertapenem,

meropenem, imipenem, tigeciclina e amicacina.

Concentra¢des minimas inibitorias (pg/mL)

Antimicrobianos (nimero de amostras)

<0,125 0,25 0,38 05 0,75 1,0 15 2 3 4 6 8 12 16 24 232

Ertapenem - - - 1 - - 2 - - -1 - 1 - -9
Meropenem - 1 - - T - - - 2 - - - - -10
Imipenem - - - 1 - i1 -1 -1 - - - - -10
Amicacina - - - 3 - 8§ - - -1 -1 - 1 - -
Tigeciclina - - - 6 - 6 = 1 = 1 = = = = = =

* - 0s numeros em vermelho representam as amostras dentro da faixa de resisténcia ou resisténcia
intermediaria, segundo o BrCAST (2016), de cada antimicrobiano.

Comparando os métodos de DD e de TG realizados para todas as amostras
de S. marcescens, foi observado que em relacdo ao ertapenem, apenas uma
amostra apresentou resultados divergentes entre os métodos, sendo considerada
sensivel pelo método de DD e resistente através do TG. Trés amostras foram
sensiveis ao meropenem pelo DD e resistentes através do TG, enquanto que uma
amostra foi considerada resistente pelo DD e sensivel pelo TG. No que diz respeito
ao imipenem, quatro amostras foram consideradas sensiveis através DD e
resistentes pelo TG e uma amostra foi considerada resistente pelo DD e sensivel
pelo TG.

Entre as quatro amostras de E. cloacae, observou-se que trés amostras foram
resistentes ao ertapenem e uma amostra foi resistente ao imipenem (CMI = 32
pg/mL). Trés amostras foram resistentes ao meropenem e apresentaram CMI entre
8 e 2 32 pg/mL. No que se refere a polimixina B, apenas uma amostra foi resistente
(CMI >32 pg/mL) enquanto que em relacdo a colistina, duas amostras foram
resistentes, ambas apresentando CMI >32 ug/mL. Todas as amostras foram

sensiveis a amicacina e tigeciclina, apresentando CMI <8 pg/mL e CMI < 1 pg/mL,
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respectivamente.

Tabela 8. Teste gradiente para a determinacao das concentracdes minimas inibitérias, realizado para
as quatro amostras de Enterobacter cloacae utilizando os antimicrobianos ertapenem, meropenem,

imipenem, colistina, amicacina, tigeciclina e polimixina B.

Concentracbes minimas inibitérias (ug/mL)

Antimicrobianos (nimero de amostras)

<0,125 0,25 0,38 05 0,75 10 15 2 3 4 6 8 12 16 24 232

Ertapenem 1 - - - - 1 = a1 = = = = = =
Meropenem 1 - - - - - - - 2 - - -1
Imipenem - - - 1 - 1 -1 - - - - - - -1
Colistina - - 1 - - - s
Polimixina B - - - 2 - - -1 - - - - - - -1
Tigeciclina 1 1 - 1 - 1 - - - .-

Amicacina - - - 3 - - - - - - -1 - -

* - 0s numeros em vermelho representam as amostras dentro da faixa de resisténcia ou resisténcia
intermediaria, segundo o BrCAST (2016), de cada antimicrobiano.

Comparando os métodos para deteccdo da resisténcia nas amostras de E.
cloacae foi observado que, em relacdo ao meropenem, uma amostra foi considerada
sensivel através do DD e resistente através do TG e, quanto ao imipenem, uma
amostra foi considerada resistente através do DD e sensivel pelo TG.

A Unica amostra de Citrobacter freundii mostrou-se resistente ao imipenem e
meropenem, apresentando CMI de 4 pg/mL para ambos antimicrobianos, enquanto
gue para o ertapenem a CMI foi >32 pg/mL. Em relacdo a colistina, a amostra
apresentou-se resistente (CMI >32 pg/mL) e foi sensivel a polimixina B (0,5 pg/mL),
tigeciclina (0,25 pg/mL) e amicacina (4 pg/mL).

A amostra de Enterobacter gergoviae apresentou-se resistente ao imipenem,
ertapenem e meropenem com CMI >32 pg/mL, foi sensivel a colistina, polimixina B,
tigeciclina e amicacina, apresentando CMI < 1 pg/mL em todos os casos.

Em relacdo as amostras de C. freundii e E. gergoviae ndo foi observado
nenhuma discordancia entre os testes de DD e TG.

Um fato comumente observado no estudo foi a presenca de coldnias satélites
no halo de inibicdo, muitas vezes dificultando a leitura do TG, como podemos

observar na Figura 10.
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Figura 10: Teste de determinagdo das concentra¢cdes minimas inibitérias utilizando as fitas
com gradientes crescentes de concentracdo do antimicrobiano (TG). 10A: crescimento
homogéneo na zona de intersec¢do do crescimento bacteriano e a fita de meropenem. 10B:
amostras com crescimento disperso proximo a zona de interseccdo com a fita de imipenem

(setas).

5.4 Deteccdo dos genes codificadores de beta-lactamases através da

técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

A pesquisa dos genes codificadores das beta-lactamases CTX-M (grupos 1,
2, 9 e 8/25), SHV, TEM, OXA-1, KPC, IMP, VIM, OXA-48-like, GES e NDM foi
realizada em todas as 47 amostras de K. pneumoniae (Figura 11).

Todas as amostras apresentaram o gene blakpc. O gene blacrx.m-gp1 foi
encontrado em 72% (n=34) das amostras, sendo a variante do grupo CTX-M
prevalente, seguido do blacrtx-m-gpg cOM 15% (n=7) e blacrx.m-gp2 COM 6% (N=3). N&o
foi encontrado nenhum gene blacrx-m-gpsizs €ntre as 47 amostras estudadas. O gene
blasyy foi encontrado em 96% (n=45) das amostras e o0 gene blargy em 51% (n=24)
enquanto que o gene blapxa-1 foi encontrado em 45% (n=21) das amostras. Nao

foram detectados 0s genes blaoxa-as, blages, blanpm, blaywe € blayw.
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Figura 11: Presenca dos genes codificadores de beta-lactamases encontrados nas 47

amostras de Klebsiella pneumoniae.

A Tabela 9 apresenta o perfil das amostras de K. pneumoniae em relacéo
aos genes codificadores de beta-lactamases. Foi observado que 16 amostras (34%)
apresentaram o perfil genético P1, caracterizado por apresentar os genes blakpc,
blarem, blashy, blaoxa-1, blactx-mgpr. O segundo perfil mais frequente (P2) albergava
os genes blakpc, blatem, blashy € blactx-wgpr € foi encontrado em 13 amostras. O
perfil P3, caracterizado pela presenca da maior quantidade de genes: blakpc, blarewm,

blashy, blaoxa-1, blactx-mgp1 € blacTx-mgpe, fOI €ncontrado em apenas trés amostras.
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Tabela 9: Perfil da presenca dos genes codificadores de beta-lactamases encontrados nas

47 amostras de Klebsiella pneumoniae.

Perfil
genético de
resisténcia

Ndmero
de amostras

Genes codificadores de beta-lactamases

blakpc blarem blasyy blaoxa-1iike blacrxv-gp1

blacrxm-gp2

blacTxm-gps
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Todas as 14 amostras de S. marcescens e as quatro amostras de E. cloacae

apresentaram coexisténcia dos genes blaxpc € blargy, estando ausentes 0s genes

bIaSHV, b|ao)(A-1’ bIaOXA-48.|ike, blaGEs, bIaNDM, b|a||\/|p e b|av||\/|. Nestas amostras nao

foram realizadas as pesquisa dos genes blacrx-m-gp1, blacTx-m-gps, blacTx-m-gp2 € blacTx-

M-gps/25, POIS NA0 obtivemos sucesso na padronizacdo da técnica, mesmo apos varias

tentativas.

Na amostra de C. freundii e de E. gergoviae foram identificados os genes

blakpc, blatem, blaoxa-1 € blactx-m-gp1 €M ambos os casos. Néo foram identificados os

outros genes pesquisados.
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Figura 12: Foto ilustrativa dos produtos da PCR para deteccdo dos genes de resisténcia.
12A: blargy, blasyy € blapxaruke. 1: marcador de tamanho molecular 100 pb; Linha 2 e 5:
amostras albergando o genes blasyy; linhas 3 e 6: amostras albergando os genes blaoyar-1 ke
e blasyy; linha 4: amostra albergando os genes blapxaiiike, blasyy € blargy. 12B: Foto
ilustrativa dos produtos da PCR para detecgéo dos genes blacrx.m gp1, blactx-m gpz € blacTx-mgpo.
Linhas 1, 2 e 3: amostras albergando o gene blacrx.wgp1, linha 4: amostra albergando os

genes blacrx-m gp1 € blacTx-m gpe, liNha 5: marcador de tamanho molecular 100 pb.

5.5 Avaliacdo da diversidade genotipica através da técnica de digestao
do DNA cromossdmico com enzima de restricdo e posterior eletroforese em

campo pulsado (PFGE).

A caracterizacdo genotipica por analise da fragmentacdo do DNA
cromossémico (PFGE) realizado nas 47 amostras de K. pneumoniae revelou a
presenca de 15 pulsotipos distintos (homeados de kpA até kpO) (Figura 13). Os trés
grupos clonais mais prevalentes foram o kpA com 40,42% (19/47) das amostras,
seguido do kpB com 19,1% (9/47) e kpC com 8,5% (4/47). Os pulsotipos kpD, kpE e
kpF apresentaram duas amostras em cada grupo e os demais (kpG até kpO),
apresentaram apenas uma amostra em cada grupo. Os subtipos de kpA prevalentes
foram o A1 com 42,1% (8/19) e o A2 com 15,7% (3/19) das amostras. J& 0 subtipo
de kpB prevalente foi o B1 com 33,35 (3/9) e em relacdo ao subtipo de kpC, o
prevalente foi o C1, com 75% (3/4) das amostras.

Figura 13 apresenta os pulsotipos e subtipos encontrados nas 47 amostras de
K. pneumoniae incluidas neste estudo. A Figura 14 evidencia alguns dos padrdes de

fragmentacdo do DNA cromossdémico encontrados.
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Figura 13: Pulsotipos e subtipos das 47 amostras de Klebsiella pneumoniae obtidos por
meio da fragmentacdo do DNA cromossomal.
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Figura 14: Foto ilustrativa da eletroforese de campo pulsado (PFGE) evidenciando alguns
dos padroes de fragmentagdo do DNA cromossémico das amostras de Klebsiella

pneumoniae. M — Marcador de tamanho molecular.

uB1
uB2
uB3
ub4
uB5
«B6



50

Quando foram analisadas as caracteristicas genotipicas das 20 amostras de
K. pneumoniae resistentes a tigeciclina foi observado que quatro (20%)
apresentavam o pulsotipo kpA, sete (35%) o pulsotipo kpB e quatro (20%) o kpC. Os
pulsotipos kpE, kpH, kpL, kpM e kpO apresentaram uma amostra cada.

Em relacdo as polimixinas, as cinco amostras resistentes a colistina
apresentaram os pulsotipos kpB (duas amostras), kpD (duas amostras) kpO (uma
amostra). Com excecdo de uma amostra, todas as outras apresentaram resisténcia
tanto a colistina quanto a polimixina B. Assim, houve uma amostra do genétpo kpB
que foi resistente a colistina e sensivel a polimixina B.

Dentre as 14 amostras de S. marcescens, houve uma grande similaridade
genética entre elas, sendo detectados apenas dois pulsotipos (smA e smB). O
pulsotipo smA foi o prevalente, sendo encontrado em 13 das 14 amostras. Apenas
uma amostra apresentou um pulsotipo distinto (smB). Dentre as amostras do
pulsotipo smA, o subtipo Al foi o0 mais frequente, sendo encontrado em sete (50%)

amostras (Figura 15).

mA1
mAZ
A3
mA4

AL

msmA msmB

Figura 15: Pulsotipos e subtipos das 14 amostras de Serratia marcescens obtidos por meio
da andlise do padréo de fragmentagdo do DNA cromossomal (PFGE).

A Figura 16 apresenta doze padrbes de fragmentagdo do DNA cromossémico
de algumas amostras de K. pneumoniae, E. cloacae e S. marcescens.
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Figura 16: Foto ilustrativa da eletroforese de campo pulsado (PFGE) evidenciando os
padrées de fragmentacdo do DNA cromossOmico das amostras de Klebsiella pneumoniae
(16B), Enterobacter cloacae (122B e 123B) e Serratia marcescens (14B, 18B, 27B, 44B,
54B, 61B, 73B, 74B e 86B). M — Marcador de tamanho molecular.

Analisando as quatro amostras de E. cloacae incluidas no estudo, foi
observado que elas ndo apresentam relacdo genotipica, uma vez que o perfil de
fragmentacao foi, consideravelmente, diferente entre elas, com diferenga superior a
cinco bandas de restricao.

Evidentemente, a caracterizacdo genotipica através da analise de
fragmentacdo do DNA cromossdmico ndo foi realizada para C. freundii e E.

gergoviae, pois foram analisadas nesse estudo apenas uma amostra de cada
espécie.

5.6 Tipagem molecular através do multilocus sequence typing (MLST)

Devido ao numero mais expressivo de amostras no presente estudo e uma

vez que essa técnica ainda ndo foi descrita para S. marcescens, o MLST foi
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realizado apenas nas amostras de K. pneumoniae. A selecdo das amostras de K.
pneumoniae submetidas ao teste de MLST foi feita a partir da andlise da tipagem
genética por PFGE. Foram selecionadas amostras representativas dos pulsotipos
prevalentes e também amostras que apresentaram-se resistentes a colistina,
polimixinaB e/ou tigeciclina. Assim, foram selecionadas 14 amostras (Tabela 10).
Observou-se que todas as amostras do pulsotipo kpA pertenciam ao ST340. Ja em
relacdo ao pulsotipo kpB, apenas uma amostra (subtipo B5) apresentou o ST11,
enquanto que as demais pertenciam ao ST437. Todas as duas amostras do
pulsotipo kpD apresentaram o ST628. J4 os pulsotipos kpH e kpO, apresentaram o
ST394 e ST37, respectivamente. O gene onde foi observado um maior nimero de
alelos diferentes foi o tonB (seis alelos).

O complexo clonal 258, foi prevalente, sendo encontrado em 10\14 (71,4%)
amostras analisadas.

Foram observados dois complexos clonais entre os seis STs encontrados. O
CC258 inclui os STs: ST437, ST340 e ST11 e o CC69 inclui o0 ST394. Os demais

STs (ST628 e ST37) ndo foram associados a nenhum complexo clonal descrito.

Tabela 10: Resultados do multilocus sequence typing das 14 amostras de Klebsiella

pneumoniae.
Amostra Pulsotipo Subtipo ST* CC* Perfil alélico
gapA infB mdh pgi phoE tonB rpoB

35B kpA Al 340 258 3 3 1 1 1 18 1
124B kpA A3 340 258 3 3 1 1 1 18 1
88B kpA A6 340 258 3 3 1 1 1 18 1
4B kpB B1 437 258 3 3 1 1 1 31 1
84B kpB Bl 437 258 3 3 1 1 1 31 1
87B kpB B1 437 258 3 3 1 1 1 31 1
33B kpB B2 437 258 3 3 1 1 1 31 1
83B kpB B3 437 258 3 3 1 1 1 31 1
85B kpB B4 437 258 3 3 1 1 1 31 1
2B kpB B5 11 258 3 3 1 1 1 4 1
15B kpD D1 628  nd"’ 2 60 11 1 4 24 8
43B kpD D1 628 nd 2 60 11 1 4 24 8
17B kpH H1 394 69 2 9 1 13 82 1
126B kpO o1 37 nd 2 9 1 13 16 124

*ST — “sequence type” **CC — complexo clonal; “nd — ndo descrito
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5.7 Relacdo entre os pulsotipos e subtipos de Klebsiella pneumoniae

detectados e a presenca dos genes codificadores de beta-lactamases.

A Tabela 11 apresenta a associagdo dos pulsotipos e subtipos detectados
nas amostras de K. pneumoniae e os seus perfis de genes de resisténcia. Foi
observada a presenca de 13 perfis de resisténcia diferentes entre as 47 amostras
analisadas. As 19 amostras do pulsotipo kpA apresentaram cinco perfis de
resisténcia distintos (P1, P2, P3, P10 e P13). Foi observado que todas as amostras
deste perfil apresentaram o0 gene blakpc, blarem € blasyy, exceto uma amostra
pertencente ao P10, onde n&o foi detectado do gene blarem. Entre as nove amostras
pertencentes ao pulsotipo kpB, foram encontrados cinco perfis (P1, P2, P6, P7 e P9)
e nenhuma amostra apresentou 0s genes blacrx-mgp2 € blacTx-mgpe. EM relagéo as
quatro amostras pertencentes pulsotipo kpC, todas apresentaram o mesmo perfil
(P1). As amostras pertencentes ao pulsotipo kpE foram as Unicas amostras de K.
pneumoniae que ndo apresentaram o gene blasyy. O gene blactx.mgp2 foi detectado
em apenas trés pulsotipos (kpD, kpE e kpH) e dois perfis (P5 e P11) e o blactx-mgpo

apenas nos pulsotipos kpA e kpO.
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Tabela 11: Associacao entre os pulsotipos encontrados e o perfil de resisténcia das 47 amostras de

Klebsiella pneumoniae.

Pulsotipo Subtipo ST Perfil Genes codificadores de beta-lactamases
arélg‘;ﬂzs) an(]l;l"stdrtzs) anglgt;?r;s) blakpc blatem blasyy  blaoxatike  blactxmgpr  blactxmgp2 blactxmgpe

kpA (19) Al (8) 340 P2(7) + + + - + - -
P10 (1) + - + - + ] .

A2 (3) P1 (3) + + + + + - -

A3 (2) 340 P2 (1) + + + - + - ]

P13 (1) + + + . . i +

A4 (2) P3(2) + + + + + - +

A5 (1) P2 (1) + + + - + - -

A6 (1) 340 P3(1) + + + + + - +

A7 (1) P1 (1) + + + + + - -

A8 (1) P2 (1) + + + - + - -

kpB (9) B1 (3) 437 P1(2) + + + + + - -
P9 (1) + - + + + ; )

B2 (2) 437 P2(1) + + + - + - -

P7 (1) + + + + . i i

B3 (1) 437 P1(1) + + + + + . .

B4 (1) 437 P1(1) + + + + + - -

B5 (1) 11 P6 (1) + - + - ; ] )

B6 (1) P2 (1) + + + - + - -

kpC (4) C1(3) P1 (3) + + + + + - -
c2(1) P1 (1) + + + + + ; ;

kpD (2) D1 (2) 628 P5(2) + + + i X + .
kpE (2) E1(2) P8 (1) + + i i . . .
P11 (1) + + - . . + i

kpF (2) F1(2) P1(2) + + + + + : -
kpG (1) G1 (1) P1(1) + + + + + - -
kpH (1) H1 (1) 394 P5(1) + + + - . + .
kpl (1) 11 (1) P6 (1) + - + : ; ; ]
kpJ (1) J1 (1) P4 (1) + + + - - - -
kpK (1) K1 (1) P1 (1) + + + + + - -
kpL (1) L1 (1) P4 (1) + + + - - - -
kpM (1) M1 (1) P2 (1) + + + - + ) ]
kpN (1) N1 (1) P4 (1) + + + - ; ; )
kpO (1) 01(1) 37 P12(1) + + + - + ; +

“w N

* 0 simbolo “+” indica presenga do gene codificador de beta-lactamase, enquanto que o simbolo “-” refere-se a

auséncia do mesmo.
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6 DISCUSSAO

Membros da familia Enterobacteriaceae estdo entre os patégenos humanos
mais comuns, causando infec¢fes tanto na comunidade quanto em ambientes
hospitalares. Como consequéncia, sdo globalmente responsaveis por altas taxas de
morbidade e mortalidade.

No presente estudo, foram analisadas 67 amostras de enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos (ERC), sendo K. pneumoniae e S. marcescens as
prevalentes. Um estudo realizado em Minas Gerais com 111 pacientes
apresentando infec¢cdes por ERC durante o periodo de 2014 a 2015, revelou que a
espécie mais encontrada foi K. pneumoniae (77,13%) (ROSSI et al., 2016b). Em
nosso trabalho, os principais locais de isolamento foram o sangue (25%) e a urina
(22%). Um estudo realizado na Franca, em pacientes com infec¢cées causadas por
enterobactérias, demonstrou que os dois sitios de infeccfes mais frequentes
também foram o trato urinario (66%) e o sangue (10%) (ROBIN et al., 2016). No
Brasil, K. pneumoniae é a espécie de enterobactéria mais frequente (14,2%) em
casos de infec¢des primarias da corrente sanguinea, segundo a Rede Nacional de
Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude (Rede RM) da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2015). Um estudo
brasileiro, realizado em 127 pacientes com infec¢cdes causadas por ERC, apontou
que 44,4% das infeccbes foram provenientes do trato urinario (CARRILLHO et al.,
2016). Altas taxas de mortalidade em pacientes com infec¢cdes no trato urinério
(30,1%) e sanguineas (38,5%) também foram constatadas ap6s um levantamento
sobre casos de infec¢Bes causadas por ERC na Grécia, EUA, Brasil, Itadlia e
Espanha (TZOUVELEKIS et al., 2014).

Na década de 1990, as enterobactérias comecaram a desenvolver resisténcia
as cefalosporinas, até entdo os farmacos de primeira linha, pela aquisicdo de
enzimas beta-lactamases de espectro estendido. Em consequéncia, a utilizacdo de
cefalosporinas foi restringida, enquanto os carbapenémicos que permaneceram mais
eficazes tiveram de ser utilizados com maior frequéncia (CHALOVICH; EISENBERG,
2013).

Os carbapenémicos séo os antimicrobianos de espectro mais amplo utilizados
no tratamento de infeccdes graves desde a década de 1980, sendo muitas vezes, o

altimo recurso utilizado na pratica clinica para o tratamento de infeccfes causadas
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por bactérias multirresistentes (MDR). As ERCs se tornaram uma ameaca para a
salde publica devido a rapida propagacdo mundial, a propensao para a resisténcia a
multiplos farmacos e a alta taxa mortalidade, sobretudo em infec¢des da corrente
sanguinea (CDC, 2013; POTTER; D’SOUZA; DANTAS, 2016). A resisténcia aos
carbapenémicos em enterobactérias esta principalmente associada a producao de
carbapenemases, como a KPC, que possuem uma grande capacidade de
disseminacéao através de elementos genéticos moveis (GUPTA et al., 2011).

A reducéo da eficacia dos antimicrobianos utilizados para o tratamento de
infecgbes comuns acelerou nos ultimos anos e, atualmente, estamos na iminéncia
de uma era poés-antibiotica (LAXMINARAYAN et al., 2013). A mortalidade por
infeccbes causadas por bactérias multirresistentes foi estimada em 50.000 mortes
por ano apenas nos EUA e na Europa (TEILLANT et al., 2015). O previsto € que
alcance 10 milhdes até 2020, um numero maior do que o projetado para doencas
neoplasicas (O’NEILL, 2014). De acordo com o CDC - EUA, estima-se que,
anualmente, 140.000 infec¢cbes causadas por Enterobacteriaceae sdo notificadas
nos Estados Unidos, sendo que, cerca de 9.000 sdo causadas por ERC (CDC,
2013).

No Brasil, a resisténcia antimicrobiana em enterobactérias € um problema
grave que necessita de acdes urgentes, que incluam medidas de controle de
infeccbes mais rigorosas e 0 uso mais criterioso de antimicrobianos (SAMPAIO;
GALES, 2016).

Uma publicacdo recente analisou, no periodo de 2011 a 2015, 3.085
amostras de K. pneumoniae isoladas de pacientes de 10 hospitais privados de Sao
Paulo, sendo a maioria de hemoculturas. O trabalho mostrou um aumento
surpreendente na taxa de resisténcia aos carbapenémicos, de 6,8% em 2011 para
35,5% em 2015. E importante notar que o blakpc.» foi detectado em 96,2% das
amostras resistentes aos carbapenémicos e houve disseminacgédo clonal inter e intra-
hospitalar (BARTOLLETI et al., 2016).

Além da resisténcia aos carbapenémicos, geradas, principalmente, pela
presenca da enzima KPC, altas taxas de resisténcia vem sendo observadas para
diferentes classes de antimicrobianos, principalmente em relacdo as cefalosporinas,
quinolonas, sulfonamidas e aminoglicosideos (HIRSCH; TAM, 2010). No presente
estudo também foram observadas elevadas taxas de resisténcia bacteriana as

diferentes classes de antimicrobianos testados. Destacadamente, as amostras de K.
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pneumoniae apresentaram um alto percentual de resisténcia em relagdo as
quinolonas (85%), aminoglicosideos (60%), sulfonamidas (90%) e cefalosporinas
(75%).

Atualmente, os antimicrobianos tigeciclina e polimixinas sdo muito utilizados
na terapéutica das infeccbes causadas por ERC (BOWERS; HUANG, 2016). A
polimixina E (colistina) € um dos agentes de ultimo recurso utilizados no tratamento
de infec¢cdes causadas por esses patdgenos. Foi introduzida pela primeira vez em
1950, mas seu uso foi substituido em maior parte por aminoglicosideos, devido aos
seus efeitos adversos relacionados a neurotoxicidade e nefrotoxicidade
(CHALOVICH; EISENBERG, 2013). Devido a isso, um estudo evidenciou que a
utilizacdo de polimixinas na pratica clinica s6 deve ser considerada quando a
bactéria envolvida na infeccéo for resistente a outros antimicrobianos (FALAGAS;
MICHALOPOULOS, 2006).

As amostras incluidas neste estudo, C. freundii, E. cloacae e K. pneumoniae
apresentaram resisténcia as polimixinas. Como K. pneumoniae resistente aos
carbapenémicos tem se tornado endémica no Brasil (SAMPAIO; GALES, 2016),
polimixinas tem sido amplamente utilizadas no tratamento de infecgbes causadas
por esses micro-organismos. O primeiro relato sobre resisténcia a polimixina B em
enterobactérias no Brasil foi em 2006. Nesse periodo onde havia pouca utilizacdo
desse antimicrobiano, a taxa de resisténcia encontrada correspondia a 0,5% em E.
coli, 1,8% em K. pneumoniae e 16,7% em Enterobacter spp. (GALES; JONES;
SADER, 2006). Em 2013, Pereira e colaboradores (2013) relataram uma taxa de
9,7% de resisténcia a polimixina B em 113 amostras de K. pneumoniae produtoras
de KPC isoladas de diversos Estados brasileiros (PEREIRA et al.,, 2013). Um
recente estudo com 3.085 amostras de K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos isoladas de 10 hospitais privados de Sdo Paulo, entre 2011 e 2015
demonstrou um aumento crescente na resisténcia a polimixina B no periodo de 2011
(0%) e 2015 (27,1%) (BARTOLLETI et al., 2016).

A resisténcia a colistina, mediada por plasmideo contendo o gene mcr-1, foi
identificada pela primeira vez em amostras de animais na China em novembro de
2015 (LIU et al.,, 2016). Em abril de 2016, foi relatado nos Estados Unidos o
isolamento de uma amostra de E. coli contendo o gene mcr-1 e o gene blaypuws de
um paciente com infecgbes recorrentes do trato urinario. Este foi o primeiro relato

nos EUA de um isolado clinico com resisténcia a colistina e a carbapenémicos,
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destacando a importancia dos esforcos de vigilancia ativa para esses micro-
organismos (MEDIAVILLA et al., 2016). Varios surtos causados por K. pneumoniae
resistente aos carbapenémicos e polimixinas tem sido relatados, principalmente na
Europa, e representam uma ameaca emergente (GISKE, 2015; LEE et al., 2016).
Recentemente, o gene mcr-1 foi detectado em uma amostra clinica de E. coli
pertencente ao ST101 no Nordeste do Brasil. Os autores encontraram o0 gene
localizado no plasmideo IncX4 (FERNANDES et al., 2016). Esse fato €
extremamente preocupante pelo potencial de disseminacdo dessas amostras. Em
nosso estudo, em todas as amostras que apresentaram-se resistentes a colistina foi
realizada a pesquisa do gene mcr-1 por PCR. Contudo, esse gene né&o foi
encontrado em nenhuma delas (dados ndo mostrados).

Um outro antimicrobiano utilizado para o tratamento de infec¢cdes causadas
por ERC é a tigeciclina. Esse antimicrobiano foi o primeiro membro disponivel
comercialmente das glicilciclinas, uma nova classe de agentes antimicrobianos.
Seus principais efeitos colaterais incluem: pancreatite, elevacdes extremas de
fosfatase alcalina e, principalmente, nauseas (ROSE; RYBAK, 2006).

Em nosso estudo, a resisténcia a tigeciclina foi observada em amostras das
espécies de S. marcescens (14,3%, n=2) e K. pneumoniae (42,5%, n=20). Esta
Gltima, apresentou um percentual de resisténcia relativamente alto se comparado
com outros estudos. Em um estudo, realizado durante o periodo de 2011 até 2014
pelo Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY na América Latina, foram
incluidas 193 amostras de ERC, onde observou-se que apenas 2,6% das amostras
apresentaram resisténcia a tigeciclina. Os valores de CMI observados variavam de
0,25 a 0,5 pg/mL (SADER et al., 2016). Um outro estudo, realizado no Canada,
incluiu 823 amostras de ERC e foi observado que 18,4% das amostras foram
resistentes a tigeciclina (MATASEJE et al., 2016). Nos Estados Unidos, um estudo
entre os anos de 2011 e 2013, mostrou que a resisténcia a tigeciclina em amotras de
K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos ocorreu apés o tratamento de
monoterapia com esse farmaco (VAN DUIN et al., 2014). De modo geral, um estudo
global de vigilancia em larga escala mostrou que a taxa de resisténcia a tigeciclina é
inferior a 10% entre enterobactérias em todo o mundo (HOBAN et al., 2015). Em
nosso estudo, varias amostras resistentes a tigeciclina tiveram seus testes
realizados tanto pela técnica de microdiluicdo em caldo como pelo teste de gradiente

7

e os resultados se mantiveram em todos os casos. Esse fato é extremamene
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preocupante devido a possibilidade da disseminacdo desse tipo de amostra no
ambiente hospitalar.

Os antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos, como a gentamicina e
amicacina, séo, ocasionalmente, usados para o tratamento de ERC (MORRIL et al.,
2015). A gentamicina, geralmente, € o aminoglicosideo com um maior espectro de
acdo contra K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, porém, a amicacina
pode ser mais ativa contra outras espécies de ERC (MORRIL et al., 2015). Apesar
das ERC possuirem uma susceptibilidade variavel aos aminoglicosideos, ao se
observar a sua atividade in vitro, podem ser excelentes opc¢des para o tratamento de
infeccbes causadas por ERC (BOWERS; HUANG, 2016). Em nosso trabalho, a
resisténcia a amicacina foi observada nas amostras de S. marcescens (14,3%) e em
K. pneumoniae (36,2%). Na literatura, taxas variadas de resisténcia a esse
antimicrobiano foram relatadas. Um estudo realizado em S&o Paulo com 47
amostras de ERC isoladas no periodo de Mar¢o a Outubro de 2013, demonstrou que
8,5% das amostras foram resistentes a amicacina (SEIBERT et al., 2014). Um outro
estudo foi realizado por Alves e Behar, no periodo de 2009 a 2012, em Porto Alegre,
com 77 amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC e demonstrou que apenas
2,5% das amostras foram resistentes a amicacina (ALVES; BEHAR, 2013). Um
amplo estudo realizado pelo SENTRY, entre os anos de 2000 a 2005, com 50.881
amostras de enterobactérias demonstrou que a amicacina foi o terceiro composto
mais ativo in vitro, com uma taxa global de resisténcia de 26,7%, sendo menos
efetivo apenas que a tigeciclina e polimixina B (CASTANHEIRA et al., 2008).

Em nosso estudo, foram realizados dois testes para a determinacdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos, o disco de difusdo (DD) e o teste gradiente
para a determinacdo da CMI (TG). A determinacao da CMI foi realizada apenas para
0s antimicrobianos de maior importancia clinica: carbapenémicos, polimixinas,
tigeciclina e amicacina. No caso dos carbapenémicos avaliados, foi observado que
houve divergéncia entre os resultados obtidos pelos dois métodos, principalmente
em relacdo as amostras de K. pneumoniae. Essa discordancia entre os testes
também foi observada em outros estudos que avaliaram a susceptibilidade de
bactérias produtoras de KPC. Varios autores afirmam que esse problema é inerente
as amostras bacterianas que expressam niveis variaveis de resisténcia a
carbapenémicos e que inéculos abaixo dos valores recomendados também podem
interferir nos resultados (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009; VADING et al., 2011).
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Isto demonstra a importancia e a dificuldade de uma deteccdo acurada da
resisténcia aos carbapenémicos pelos laboratorios clinicos.

As 67 amostras de enterobactérias analisadas neste estudo também foram
submetidas a testes genotipicos a fim de detectar a presenca dos principais genes
codificadores de beta-lactamases. Observou-se que 100% das amostras eram
portadoras do gene da carbapenemase KPC (blakpc). Enterobactéria produtora de
KPC foi isolada pela primeira vez de um paciente da Carolina do Norte (EUA) em
2001 (YIGIT et al., 2001). Posteriormente, surtos e transmissdes envolvendo micro-
organismos produtores de KPC foram relatados, predominantemente no norte dos
EUA (BRATU et al., 2005, 2007). Atualmente, o gene blakpc esta disseminado no
mundo todo, sendo mais prevalente em amostras da espécie K. pneumoniae (LEE et
al., 2016). No Brasil, o primeiro relato da deteccao de KPC foi publicado em 2009 em
amostras de K. pneumoniae provenientes de quatro pacientes da cidade do Recife
(MONTEIRO et al., 2009). A disseminacéo da producédo de KPC-2 foi relatada mais
tarde em Séo Paulo (PAVEZ;, MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009). Posteriormente, a
KPC-2 foi descrita em muitas espécies de Enterobacteriaceae em regides de todo o
Brasil (SAMPAIO; GALES, 2016). Cerca de 20 variantes alélicas de KPC foram
descritas, porém, no Brasil, KPC-2 é a Unica variante detectada até o momento
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pathogens/beta-lactamase-data-resources).

Além da KPC, as principais carbapenemases identificadas em enterobactérias
sdo as enzimas de classe B (metaloenzimas) e classe D (OXA-48-like)
(NORDMANN, 2014). Uma das metalo-beta-lactamases mais relatadas € a NDM-1,
descrita pela primeira vez em 2009 em um paciente hospitalizado na Suécia depois
de voltar de Nova Deli (YONG et al., 2009). Essa enzima espalhou-se amplamente
no subcontinente indiano, sendo considerada endémica na india, Paquistdo e
Bangladesh (NORDMANN; POIREL, 2014). Um estudo de revisdo recente
identificou que essas enzimas estdo disseminadas em varias regides do mundo
(LEE et al., 2016). Comparando com a disseminacdo de KPC, que foi detectada no
Brasil ap0s 10 anos da sua descricdo inicial, as amostras produtoras de NDM-1
foram detectadas mais brevemente, indicando um grande potencial para a
disseminagdo (SAMPAIO; GALES, 2016). As carbapenemases do tipo OXA-48
foram identificadas, principalmente, nos paises do Mediterraneo e do Sul da Europa
com uma rapida propagagdo (NORDMANN, 2014). Desde 2003, a disseminagao

endémica dessas bactérias tem sido relatada em paises como Turquia, Marrocos,
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Libia, Egito, Tunisia e india (NORDMANN; POIREL, 2014). Estudos demonstram
que a prevaléncia de OXA-48 entre amostras de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemases na Espanha e Franca é elevada, 74% e 78%, respectivamente
(PALACIOS-BAENA et al., 2016; ROBERT et al., 2014). No Brasil, foi identificada
uma nova variante alélica de OXA-48, a OXA-370, no estado do Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul, em amostras de Enterobacter hormaechei (PEREIRA et al., 2015;
SAMPAIO et al., 2014). Em nosso trabalho ndo foram identificados os genes blanpwm
e blaoxa-ss.

Além da presenca dos genes de carbapenemases, foram pesquisados nas
amostras incluidas no nosso estudo, genes de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL) que s&do frequentemente encontrados em enterobactérias.
Diversos tipos de ESBLs sdo descritos na literatura, porém, os tipos TEM, SHV e
CTX-M sao os mais prevalentes (BAJPAI et al., 2017).

Em nosso estudo, o0 gene blasyy foi encontrado somente nas amostras de K.
pneumoniae (96%). Esse alto percentual também foi identificado em diversos outros
trabalhos. Um estudo realizado no Ir4, com 41 amostras de K. pneumoniae,
demonstrou que o gene de ESBL prevalente foi o blasyy, presente em 70,7% das
amostras (KOMIJANI; BOUZARI; RAHIMI, 2016). Um outro estudo realizado no
Brasil, avaliou a presenca do gene blasyy em 52 amostras de K. pneumoniae e
observou que 66% apresentavam esse gene (VERAS et al., 2011).

Até o final da década de 1990, infec¢Bes causadas por bactérias produtoras
de ESBL, frequentemente, eram relacionadas as enzimas SHV e TEM. Contudo,
com o surgimento das enzimas CTX-M, a epidemiologia mudou drasticamente,
sendo essas encontradas em diversas regides do mundo e se tornando o tipo de
enzima de ESBL mais prevalente em alguns locais (CALBO; GARAU, 2015). Dentre
as variantes alélicas de CTX-M, CTX-M-15 e CTX-M-14 sdo as mais encontradas
(CANTON; COQUE, 2006).

Nesse estudo, o0 gene blacrx.v foi detectado nas espécies de K. pneumoniae,
C. freundii e E. gergoviae. Nas 47 amostras de K. pneumoniae, o gene blactxw do
grupo 1 (blacrx-m-1, blactx-ms € blacrx-m-1s) foi encontrado em 72% (n=34) das
amostras, o gene blactx.v do grupo 2 (gene blacrx-m-2) em 6% (n=3) das amostras e
blactx-m grupo 9 (blactx.m9 € blactxm14 ) em 15% (n=7) das amostras. Ja nas
amostras de C. freundii e E. gergoviae foi detectada apenas a enzima CTX-M-grupo
1.
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Semelhante ao que ocorreu em nosso trabalho, um artigo de revisdo, que
avaliou diversas publicac6es do Brasil sobre ESBL, descreveu a enzima CTX-M-2
como a variante prevalente, sendo que também foi detectada no maior nimero de
diferentes espécies de enterobactérias (SAMPAIO; GALES, 2016). Outro estudo
sobre a prevaléncia de genes de ESBL no Brasil, realizado em 1.827 amostras de
enterobactérias no periodo de 2003 a 2008 no Parana, demonstrou que 21,3% das
amostras apresentavam genes de ESBLs, sendo o CTX-M-2 o mais encontrado
(58,7%) (NOGUEIRA et al.,, 2015). Em outros locais do mundo, outras variantes
predominam. Estudo realizado na Franca com 200 enterobactérias produtoras de
ESBL demonstrou que a enzima CTX-M foi a mais prevalente (90%), sendo que a
variante alélica mais encontrada foi a CTX-M-15 (46,5%), seguido de CTX-M-1 (15,5
%) e CTX-M-14 (15 %) (ROBIN et al., 2016). Um outro estudo, conduzido na China,
demonstrou que as variantes do gene blacrx.m estdo distribuidas no pais de forma
variada, porém, a variante CTX-M-15 foi predominante na maioria das regides
(QUAN et al., 2016).

A associacao de genes codificadores de ESBL com carbapenemases do tipo
KPC tem sido comumente observadas em amostras de K. pneumoniae (ANDRADE
et al., 2011). O perfil genético de resisténcia mais predominante entre as amostras
de K. pneumoniae incluidas no nosso estudo foi o P1, caracterizado pela presenca
dos genes codificadores de beta-lactamases blakpc, blatem, blashy, blaoxa-1, blacrx-
Mgp1, Seguido de P2 blakpc, blarem, blashy € blactx-mgpi. A associacdo desses genes
também foi observada em um estudo realizado por Martinez e colaboradores (2014)
em que amostras de K. pneumoniae albergaram mudltiplos genes de ESBL em
combinacdo com blakpc, (MARTINEZ; SANCHEZ; MATTAR, 2014). Estudos
indicam que a frequente associagao entre genes codificadores de ESBL e KPC em
amostras de K. pneumoniae podem ser derivados da aquisicdo de plasmideos
transmissiveis portadores de blaxpc2 por amostras endémicas locais ou plasmideos
carreadores de blagsg. por clones epidémicos com KPC (ANDRADE et al., 2011,
CURIAO et al., 2010). Essa associacdo também foi observada em outras espécies
de enterobactérias. Um estudo brasileiro, realizado por Tavares e colaboradores
(2015), com 83 amostras de enterobactérias produtoras de KPC (exceto K.
pneumoniae) isoladas no periodo de 2009 a 2011, demonstrou que a associagado de
KPC com genes de ESBLs foi encontrada em 53% das amostras (45,8% produtoras
de TEM, 6% produtoras de SHV e 22,9% produtoras de CTX-M) (TAVARES et al.,
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2015). Estudo realizado na China por Li e colaboradores (2011) detectou amostras
de enterobactérias que apresentavam o gene blagxpc € 0s genes blargw-1, blactx-m-14 €
blasny.7 associados (LI et al., 2011)

Enterobactérias, destacadamente, a espécie K. pneumoniae, como dito
anteriormente, se tornou um grande problema de saude publica, visto que seus
mecanismos de resisténcia encontram-se disseminados. Sendo assim, estudos que
estabelecam o grau de similaridade entre as amostras podem auxiliar na
compreensdo da disseminagcdo de resisténcia bacteriana. Deste modo, a
metodologia do PFGE, foi realizada nas 14 amostras de S. marcescens e foi
observada a presenca de um pulsotipo prevalente (smA - 92,8%). Esses resultados
demonstram um alto grau de similaridade entre essas amostras. Apesar de um
ndmero pequeno de amostras, pode-se observar a disseminacdo do mesmo
pulsotipo resistente a carbapenémicos entre diferentes Instituigcdes. Esses resultados
nao foram observados nas quatro amostras de E. cloacae, onde todas apresentaram
um perfil de fragmentacéo diferente, demonstrando que sdo amostras de origens
genéticas distintas.

Em relacdo as 47 amostras de K. pneumoniae incluidas no estudo, foram
identificados 15 pulsotipos distintos (kpA até kpO). No entanto, o pulsotipo
prevalente (kpA) foi encontrado em 40,42% das amostras, indicando a presenca de
possiveis surtos com a disseminacédo desse clone no diferentes hospitais.

O MLST é uma técnica mais adequada para investigacdes epidemiolégicas
de longos periodos e de amostras ndo relacionadas geograficamente (VIMONT et
al., 2008). No nosso estudo, o MLST foi realizado apenas para as amostras de K.
pneumoniae. Foi observada a prevaléncia do CC258, presente em 66,6% (10\14)
das amostras de K. pneumoniae analisadas, albergando genes pertencentes aos
perfis genéticos de resisténcia mais prevalentes: P1 (blakpc, blatem, blasnyy, blaoxa-1,
blactx-mgp1), P2 (blakpc, blatem, blashy € blactx.mgpi) € P3 (blakec, blarem, blashy,
blaoxa-1, blaCTX-Mgpl e b|aCTx-Mgp9)-

Em um estudo, realizado por Pereira e colaboradores (2013), foram
analisadas 113 amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC de diversos estados
brasileiros e observou-se a presenca de 22 pulsotipos. A técnica de MLST foi
realizada em 39 amostras representantes de cada pulsotipo relatado por PFGE e
também foram encontrados 22 STs. Esse mesmo estudo identificou que os STs

mais prevalentes foram os ST437, ST340 e ST11, corroborando 0S NOSSOS
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resultados. Esses STs pertencem CC258, que é disseminado em varias regides do
mundo e albergam varios genes relevantes, tais como: blakpc, blanpm, blaoxa-ss-iike,
blasny, blatem (LEE et al., 2016; MUNOZ-PRICE et al., 2013).

Duas amostras do nosso estudo pertencem ao ST628 e apresentaram o perfil
de resisténcia P2 (blakpc, blatem, blaspy € blactx.mgp1). Esse ST foi descrito pela
primeira vez por Dolejska e colaboradores em amostras de K pneumoniae isoladas
de hospitais da Republica Checa que apresentavam os genes blacrx-u-15, blaoxa-1 €
blarem (DOLEJSKA et al., 2012). E importante destacar que o ST628, até o presente
momento, ndo foi descrito em nenhuma regido do Brasil, sendo esse, o primeiro
relato em nosso pais.

Em um estudo realizado na China, em amostras de K. pneumoniae
produtoras de KPC, foi relatada a apresenca do ST37 (YANG et al., 2013) que
também foi detectado na Croacia (BEDENIC et al., 2012), Italia (ORSI et al., 2011) e
Espanha (DIESTRA et al., 2011). Esse ST, amplamente distribuido pelo mundo e
muitas vezes associado a surtos, é caracterizado pelo alto nivel de resisténcia aos
beta-lactamicos apresentando os genes blakpc, blaswy, blaoxa1 € blacrx-m-gp1
(LOPEZ-CAMACHO et al., 2014). Em nosso estudo foi encontrada uma amostra
pertencente ao ST37 e a mesma apresentava 0s genes pertencentes ao perfil
prevalente P1 (blakpc, blarem, blashy, blaoxa-1, blactx-mgp1) semelhante aos resultados
descritos anteriormente.

Uma outra amostra de nosso estudo apresentou o ST394 e foi caracterizada
por apresentar o perfil Pl (blakpc, blarem, Dblashy, blaoxa-1, blacrtx-mgpi)-
Interessantemente, esse ST ainda nao foi relacionado a infeccbes humanas e no
banco de dados de STs de K. pneumoniae (http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella
/klebsiella.html) a Unica amostra depositada com esse ST é proveniente de passaros
selvagens da Oceania albergando o gene blayp . Deve-se destacar que nesse
trabalho foram encontrados dois STs: ST628 e ST394, que até o momento, ndo
foram descritos no Brasil.

Um fator que pode contribuir significativamente para a disseminacdao de
micro-organismos multirresistentes € a globalizacdo. O intercambio de pessoas, seja
por turismo, conflitos em seus paises, trabalho ou qualquer outro motivo, séo fatores
importantes para a aquisicdo e dispersdo de enterobactérias multirresistentes,
especialmente quando sdo visitados locais onde esses micro-organismos Sao
endémicos (VAN DER BIJ; PITOUT, 2012).
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Os resultados obtidos no nosso estudo envolvendo enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos demonstram a importancia do constante
monitoramento dos mecanismos de resisténcia e da vigilancia epidemioldgica nas
instituicbes de saude, a fim de caracterizar os principais perfis de resisténcia aos

antimicrobianos e detectar os micro-organismos circulantes em cada Instituicéo.
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7 CONCLUSOES

Ao final deste trabalho, pode-se concluir que:

As amostras de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos incluidas
neste estudo apresentaram percentual significativo de resisténcia aos
antimicrobianos considerados de ultimo recurso, como colistina e tigeciclina,

fato preocupante devido as limitacdes de opcdes terapéuticas.

A resisténcia a tigeciclina em K. pneumoniae foi observada em amostras de
oito pulsotipos distintos, demonstrando uma capacidade preocupante dessa

espécie em se tornar resistente a esse farmaco.

As amostras analisadas apresentaram uma baixa taxa de resisténcia aos
antimicrobianos amicacina e gentamicina, indicando que estes permanecem

como uma boa opc¢éo de tratamento.

As discrepancias ocorridas entre os testes de difusdo a partir do disco e o
teste de gradiente com concentracbes crescentes do antimicrobiano,
sobretudo para a deteccdo da resisténcia aos carbapenémicos,
demonstraram a dificuldade dessa deteccdo, bem como a importancia da
utilizacdo de mais de um método fenotipico para esse fim e/ou do uso de

métodos moleculares.

Constatou-se a disseminacdo do gene blakpc € sua associacdo com genes
codificadores de ESBL em todas as amostras do nosso estudo. A associacao
mais prevalente ocorreu em amostras de K. pneumoniae albergando os
genes blakpc, blarem, blashy, blaoxa-1 € blactx-mgp1. ESS€S genes mostraram-se

amplamente disseminados nessa espécie.

A genotipagem das amostras de K. pneumoniae demonstrou a circulagao de
um gendtipo resistente a carbapenémicos predominante (kpA) em nossa

regiao.



67

Mesmo com um numero reduzido de amostras analisadas, a presenca de um
anico pulsotipo de S. marcescens em 13 das 14 amostras demonstrou a
circulacdo de um Uunico gendétipo entre as Instituicdes de nosso Estado,

indicando transmissao inter-hospitalar.

Os dois principais gendtipos (kpA e kpB) de K. pneumoniae pertencem,
respectivamente, ao ST340 e ST437, integrantes do complexo clonal
altamente disseminado no Brasil e com muitos genes de resisténcia, o

CC258, demonstrando a circulacao desse nas Instituicdes de nosso Estado.

Os ST394 e ST628 de K. pneumoniae, encontrados no nosso trabalho, foram
descritos pela primeira vez no Espirito Santo e no Brasil. Deve ser destacado
o fato do ST628 ter sido descrito nas duas amostras resistentes as
polimixinas do gendétipo kpD, o que torna ainda mais preocupante a sua

disseminacao.
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