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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos em bactérias da familia Enterobacteriaceae esta
aumentando de forma alarmante no mundo todo. As K. pneumoniae constituem um
importante grupo de patdégenos humanos, causadores de infecgbes hospitalares e
comunitarias. Nestas bactérias, a producdo de beta-lactamases € um dos principais
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos e responséavel pela falha da terapia
antimicrobiana. Este trabalho teve como obijetivo realizar a caracterizacdo molecular
de espécimes de K. pneumoniae produtoras de ESBL e KPC quanto a resisténcia
aos antimicrobianos em pacientes hospitalizados em Belém-PA. Foram analisadas
124 espécimes de K. pneumoniae oriundas de um hospital publico de Belém-Para.
Foram realizadas nesses espécimes testes de suscetibilidade a antimicrobianos,
testes fenotipicos para deteccdo de betalactamases de espectro ampliado (ESBL) e
K. pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC). Posteriormente foram
realizadas reacdes de cadeia de polimerase (PCR) e o sequenciamento de DNA
para identificar os genes determinantes de resisténcia aos antimicrobianos. Foi
observado que 83% dos isolados apresentaram o gene bla CTX-M, 85,5% o bla
SHV, 83% o bla TEM e 5% o gene bla KPC. Quanto aos genes que codificam ESBL
0 gene bla CTX-M-71 foi isolado com maior frequéncia e foi identificado em 60% dos
isolados analisados. Os outros genes que codificam ESBL foram bla SHV-38 (5%),
bla SHV-100 (5%) and bla SHV-12 (3,5%). O gene bla KPC-2 foi detectado em
100% dos isolados. Estas enterobactérias apresentaram fendtipos de multidroga
resisténcia com elevados niveis para 0s quinolonas e aminoglicosideos. Foram
observadas associacfes entre 0os genotipos e a resisténcia aos antibiodticos. A
presenca de micro-organismos multirresistentes em unidades hospitalares reforca a
necessidade de medidas para a rapida contencao de possiveis infeccbes causadas
por esses patdgenos.
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ABSTRACT

The antimicrobial resistance in Enterobacteriaceae is increasing worldwide. The K.
pneumoniae constitute an important group of human patogen, causing of hospital
and communitarian infections. In these bacteria, the production of extended
spectrum beta-lactamases (ESBL) is one of the main mechanisms of resistance the
antimicrobials, responsible for the imperfection of the therapy against infections for
gram-negative bacilli. This work aimed to do the molecular characterization of the K.
pneumoniae producing ESBL and KPC about antimicrobial resistence in pacients
from Belém-PA. A total of 124 K. pneumoniae isolates were collected from public
hospital from Belém-PA and susceptibility test was performed to detect its
susceptibility patterns antibiotics. Phenotypic tests for extended-spectrum beta-
lactamases (ESBLs) and carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae (KPC)
producing strains were performed to detect the resistance phenotype of the isolates.
Then PCR amplification and sequencing analysis were performed for the drug
resistance determinants genes. The results showed that 83% strains harbored bla
CTX-M gene, 85,5% carried bla SHV , 83% carried bla TEM and 5% carried bla
KPC. The most frequent gene ESBL detected was bla CTX-M-71, which was
observed in 60% of isolates. Other ESBL genes were bla SHV-38 (5% of isolates),
bla SHV-100 (5% of isolates) and bla SHV-12 (3,5% of isolates). O gene bla KPC-2
was detected in 100% of isolates.These enterobacterias showed multidrug resistance
phenotypes with high levels for quinolones and aminoglycosides. Associations
between genotypes and antibiotic resistance were observed.The presence of
multidrug resistant micro-organisms in hospitals, reinforces the need for measures for
rapid containment of possibles infections caused by these pathogens.
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1. INTRODUCAO

1.1. A ESPECIE Klebsiella pneumoniae

A denominacao Klebsiella usada para designar o género de bactérias q
ue pertence a familia Enterobacteriaceae foi dado por Trevisan em 1885 em
homenagem a Edwin Klebs, microbiologista aleméo, que descreveu a espécie
Klebsiella pneumoniae (drskov, 1984, Brisse et al., 2006).

A espécie Klebsiella pneumoniae, considerada espécie-tipo do género
Klebsiella, foi inicialmente conhecida como “bacilo de Friedlander” em referéncia a
Carl Friedlander. Esse pesquisador relatou, em 1883, a presenca de capsula e a
forma bacilar, como caracteristicas morfoldgicas de destaque observadas na andlise
de cortes histolégicos de amostras obtidas do trato respiratério de pacientes que
foram a 6bito devido a pneumonia (Austrain, 1960, @rskov, 1984).

A pneumonia causada pelos “bacilos de Friedlander” passou a ser
frequentemente relatada, predominando em homens de meia idade com historico de
abuso de é&lcool como fator de predisposicéo, sendo referida como “pneumonia de
Friedl&ander” (Bullowa et al.,1937, Salomon, 1937, Barber & Grant,1952, Limson et
al., 1956, Holmes,1956).

1.1.1. Considerac0es gerais

A K. pneumoniae é um bacilo Gram negativo, pode apresentar a forma bacilar
ou cocobacilar, mede cerca de 0,3 a 1,5 um de largura e 0,6 a 6um de comprimento,
apresentam capsula, sdo anaerobios facultativos, fermentam glicose com ou sem
producdo de gas, sdo oxidase negativos, ndo formam esporos, sdo imoéveis,
desenvolvem-se em meios basicos, ricos e seletivos (Figura 1). Alguns isolados
obtidos do trato urinario necessitam de suplementacdo com cisteina para se
desenvolver (Abbot, 2007, Lépez Vargas & Echeverri Toro, 2010).
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Figura 1 - Cultura de espécimes de K. pneumoniae em Agar MacConkey.

Fonte: O autor

A K. pneumoniae esta amplamente distribuida na natureza, na agua, esgoto,
solo, plantas, bem como é normalmente encontrada no intestino do homem e de
outros animais (Brisse et al., 2006).

No homem a K. pneumoniae esta presente como saprofita no trato intestinal e
nasofaringe. No entanto, a colonizacdo do intestino constitui um reservatorio
importante para a transmissdo da bactéria, principalmente no ambiente hospitalar
(Dhillon & Clark, 2012, Lin et al., 2013).

A patogenicidade da K. pneumoniae esta associada a varios fatores de
viruléncia que facilitam sua evasao do sistema de defesa e sua manutencéo no sitio
infecioso. Tais fatores incluem: a presenca de lipopolissalicarideo, adesina, sistema
de aquisicdo de ferro, resisténcia ao soro, formacdo de biofilme, capsula e
hipermucoviscosidade (El Fertas-Aissani et al., 2013).

A colonizagdo do trato intestinal de um individuo constitui frequentemente a
etapa inicial das infec¢cdes causadas por K. pneumoniae. Além disso, pode haver
outros tipos de colonizacdo como a do trato urinario e trato respiratério (Li et al.,
2014). A colonizacdo € seguida pela aderéncia as superficies dos tecidos do
individuo e a invasdo de suas células (Struve et al., 2008, Lee et al., 2016). Essas
propriedades de adesdo de espéecimes de Klebsiella spp. tém sido mediadas por
fimbria tipo 1, fimbria tipo 3, adesina codificada por plasmideo CF29K e fimbria KPK
(Sahly et al., 2008).

Os lipopolissacarideos bacterianos e sistemas de aquisicado de ferro facilitam

a multiplicacdo bacteriana nos tecidos durante sua disseminagdo sistémica. Alguns
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plamideos codificam proteinas que promovem a aderéncia as superficies plasticas
(Toro et al., 2009).

A capsula € um dos determinantes de viruléncia mais importante, protege
contra a atividade bactericida do soro, peptideos antimicrobianos e fagocitose (Lery
et al.,, 2014). Atualmente, sdo conhecidos cerca de 78 sorotipos capsulares
relacionados ao antigeno K, porém K1 e K2 sdo os que mais se destacam (Li et al.,
2014).

O grau de viruléncia entre as linhagens de K. pneumoniae que expressam
antigeno K est4 associado ao conteddo de manose presente nos polissacarideos
capsulares. As linhagens que expressam antigenos K7 ou K12 tém baixa viruléncia
por conter sequéncias repetidas de manose. Tais sequéncias sdo reconhecidas por
lectinas de superficie de macréfago, o qual promove a fagocitose
independentemente da opsonizacdo denominada lectino-fagocitose (Podoschun &
Ulimann,1998, Brisse et al., 2009).

Uma nova variante de K. pneumoniae hipervirulenta (hvKP), produtora de
hipermucoviscosidade, foi primeiramente detectada na Asia, se disseminou e ja foi
relatada no Canadéa, Europa, Estados Unidos, Israel, Africa do Sul e Australia (Shon
& Russo, 2012, Lee et al., 2016). Inicialmente, as infeccbes foram diferenciadas das
causadas comumente por espécimes de K. pneumoniae (cKP) pela apresentacao na
forma de abcesso hepatico, meningite, fasciite necrotizante, pneumonia grave
adquirida na comunidade. Os sorotipos K1 e K2 foram associados aos casos de
abcesso hepatico, frequentemente causando complicacBes devido a metastase (Li et
al., 2014). Essas infeccBes tém sido frequentemente relatadas em pacientes de
origem asiatica e com diabetes Mellitus, muito embora possa acometer individuos de
varias etnias e ndo diabéticos (Paczosa & Mecsas, 2016).

A K. pneumoniae é um micro-organismo muito adaptado ao ambiente
hospitalar devido a diferentes propriedades e caracteristicas. Sua capsula hidrofilica
lhe confere a capacidade de resistir & dessecacdo do meio ambiente e sobreviver na
pele contribuindo para sua transmissdo através das maos contaminadas dos
profissionais de saude (Toro et al., 2009).

As infeccdes causadas por isolados de K. pneumoniae produtores de enzimas
gue inativam antimicrobianos tém sido associadas a um aumento do tempo das

internagdes e dos custos hospitalares. Observou-se adicionalmente, altas taxas de
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mortalidade associadas a bacteremia causadas por esses isolados (Giske et al.,
2008).

No Brasil observou-se uma taxa de mortalidade de 49,2% associadas as
bacteremias por isolados de K. pneumoniae produtores de enzimas que inativam
antimicrobianos (Tuon et al., 2011).

As altas taxas de morbimortalidade associadas as infec¢cdes causadas por K.
pneumoniae, bem como, os relatos crescentes de surtos de infecgbes hospitalares
por esses micro-organismos, reforcam a extrema importancia de seu monitoramento
no ambiente hospitalar (Meyer & Picoli, 2011, Falagas et al., 2014).

Uma situacdo ainda mais preocupante foi apresentada recentemente no
estudo de Derakhshan et al. (2016), cujos resultados indicam uma associacao entre
genes que codificam fatores de viruléncia e a resisténcia aos antimicrobianos em
isolados clinicos de K. pneumoniae. Foi observado a presenca de genes de
viruléncia, como exemplo do gene wcaG responsavel pela biossintese da cépsula
bacteriana em elementos moveis e que podem ser transferidos por conjugacao junto
com genes de resisténcia, 0 que pode ocasionar uma infec¢cdo por bactérias
resistentes aos antimicrobianos com um perfil mais invasivo e de dificil manejo
terapéutico e com possibilidade de disseminar e causar surtos no ambiente
hospitalar. Tal perfil foi observado nos isolados estudados, os quais produziam

betalactamases de espectro ampliado (ESBL).

1.1.2. Classificacdo e Nomenclatura da Klebsiella

A K. pneumoniae pertence a familia Enterobacteriaceae. A classificacdo das
espécies de Klebsiella foi inicialmente baseada na observacdo de suas
caracteristicas nos processos patologicos (Hay, 1932). Posteriormente, foram
propostas chaves taxondmicas baseadas em aspectos como a utilizacdo de
substratos e atividades de enzimas (Martinez et al., 2004). Outras metodologias
como sorotipagem, fagotipagem, tipagem por bacteriocinas, tipagem molecular
podem ser empregadas para discriminar espécies do género Klebsiella (Podschung
& Ulmann, 1998, Singh et al., 2006).

O desenvolvimento de abordagens moleculares tem fornecido novas revisdes
na taxonomia das espécies do género Klebsiella. Através da hibridizacdo de DNA-

DNA total foram definidos cinco espécies para o género Klebsiella: K. pneumoniae
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(com trés subspécies: subespécie pneumoniae, subespécie ozanae, subespécie
rhinoscleromatis); K. oxytoca, K. planticola, K. terrigena e K. mobilis. Ainda ndo esta
definido se a K. ornithinolytica é uma espécie independente ou uma subespécie da
K. planticola. Devido a dificuldade para realizar a cultura de K. granulomatis, ndo ha

dados para fundamentar sua classificacdo (Martinez et al., 2004).

1.2. ANTIMICROBIANOS R-LACTAMICOS

Os 3- lactamicos constituem uma ampla classe de farmacos muito utilizada na
terapéutica de infecgdes comunitarias ou nosocomiais, em funcdo de seu amplo
espectro de atividade. Além disso, esses farmacos tém toxicidade seletiva contra as
bactérias devido ao seu efeito deletério sobre a parede celular, constituinte

inexistente nas células humanas (Shaikh et al., 2015).

1.2.1. Mecanismo de agédo dos -lactamicos

A parede celular das bactérias Gram negativas é constituida por uma
membrana externa e por peptideoglicanos. Os peptideoglicanos conferem as
bactérias uma rigidez que favorece a resisténcia aos meios de baixa pressao
osmoética. A parede celular é constituida por cadeias alternadas de residuos de
dissacarideos de &cido N-acetiimuramico (NAM) e N-acetilglicosamina (NAG),
ligadas por pontes de peptideos entre as unidades de NAM. As ligacdes das cadeias
de NAN e NAG séo feitas por transglicosidases, ja as ligacdes peptidicas que unem
os residuos terminais de aminoacidos presentes nas unidades de NAM séo
catalisadas por serinas proteases como as transpeptidases, carboxipeptidases e
endopeptidases, também conhecidas como Penicillin Binding Proteins (PBP), por
serem os alvos dos antimicrobianos (Kong et al., 2010, Lakshmi et al., 2014)

As bactérias se reproduzem por divisdo binaria, porém antes desta divisdo é
necessario a producao de peptideoglicano, para que haja extensdo do tamanho e
posterior separacao da célula filha. Neste processo ocorre a unidao de fragmentos
novos de peptideaglicanos com outros preexistentes, mas para que haja a insercao
desses novos fragmentos é necessario a acdo de autolisinas bacterianas que
inativam ligacdes covalentes com alguns peptideoglicanos ja presentes, liberando

espacos para a formacao de uma nova parede celular (Figura 2) (Typas et al., 2012).
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NAM: Acido N-acetiimuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina; PBP: Penicillin Binding Protein
Figura 2 - Etapas da sintese da parede celular bacteriana.
Fonte. Adaptado de Suéarez & Gudiol (2009).

Os R-lactdmicos atuam no estagio final da biossintese de peptideoglicano,
inibindo as enzimas PBP. Sdo analogos estruturais dos substratos das PBPs e sua
atividade antimicrobiana reside no anel 3-lactamico, quando o mesmo toma o lugar
do substrato. O anel sofre ruptura e ocorre a inativacdo da PBP, com a qual forma
uma ligacéo covalente (Figura 3) (Laddomada et al.., 2016).

A inibicdo da ligagédo cruzada que ocorre no processo de sintese da parede
celular ndo impede a acgéo das autolisinas, as quais tornam a estrutura da parede
celular instavel e fraca. A integridade da parede celular bacteriana é essencial a para
manutencgao da estabilidade osmotica e, sem a mesma, a bactéria sofre lise (Draws
& Bonomo, 2010, Dhillon & Clark, 2012) (Figura 3).
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NAM: Acido N-acetilmuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina: PBP: Penicillin Binding Protein
Figura 3 - Mecanismo de agé&o dos B-lactamicos.
Fonte. Adaptado de Suéarez & Gudiol (2009).

1.2.2. Classificag&o dos 3-lactamicos

A maioria dos antibiéticos com acdo ativa na parede celular pertence a da

classe dos R-lactamicos (Dhillon & Clark, 2012). Para que o anel 3-lactamicos efetue

sua atividade € importante que esteja ligado a outro radical, frequentemente outro

anel. Os radicais e a composicdo dos anéis sdo elementos importantes para a

classificacdo dos R-lactamicos. Integram essa classe as penicilinas, cefalosporinas,

monobactam, carbapenens e inibidores de R-lactamases (Figura 4) (Lakshmi et al.,

2014). Pequenas alteragbes nas estruturas quimicas modificam as caracteristicas

dos antimicrobianos, o que pode ser percebido dentro de cada categoria quanto a

afinidade por receptores, espectro de atividade e resisténcia as [-lactamases

(Fernandes et al., 2013). No Quadrol sédo apresentados 0s principais [3-lactamicos

(Drawz & Bonomo, 2010).
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Figura 4 - A estrutura basica e classificacdo dos 3-lactamicos.
Fonte: Adpatado de Suéarez & Gudioul (2009).

Quadro 1 - Antimicrobianos 3-lactamicos.

Classes dos

antimicrobianos

Caracteristicas

Agentes

Penicilinas

Curto Espectro

Penicilina G, Penicilina V

Amplo espectro

Ampicilina, Amoxacilina, Carbenicilina, Piperacilina

Penicilinas estaveis

Oxacilina, cloxacilina

Associadas aos inibidores de

3-lactamases

Ampicilina/sulbactam, Amoxacilina/ &cido clavulanico,

Ticarcilina/ &cido clavulanico, Piperacilina/Tazobactam

Penicilinas de 3° geracao

Carbenicilina, Ticarcilina

Penicilinas de 4° geracao

Piperacilina, mezlocilina, Azlocilina

Cefalosporinas

Cefalosporinas 1 ° geragéo

Cefalexina, cefadroxil, cefaclor, cefalotina, cefazolina

Cefalosporinas 2 ° geragéo

Acetil-cefuroxime, cefprozil, cefoxitima, cefuroxima

Cefalosporinas 3 ° geracéo

Ceftamet, Cefixime, Cefpodoxima, cefotaxima, ceftriaxona,

ceftazidima, cefoperazona

Cefalosporinas 4 ° geracéo

Cefepima, Cefpiroma

Cefalosporinas 5° geracéo

Ceftobiprole, Ceftaroline

Monobactam

Aztreonam

Carbapenens

Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Doripenem

Fonte: Adaptado de Fernandes et al., 2013.
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1.2.3. Mecanismo de resisténcia bacteriana aos R-lactamicos

A resisténcia antimicrobiana é um fendmeno natural da evolu¢cdo dos micro-
organismos e ocorre apés mutacdes e recombinacdes genéticas. O uso de
antimicrobianos pode eliminar os micro-organismos ou favorecer a sua adaptacéo.
As bactérias que sobrevivem carreiam 0s genes de resisténcia que podem ser
transmitidos para bactérias da mesma espécie, bem como para as de espécies
diferentes. Essa pressao seletiva limita as opcdes terapéuticas e contribui para a
manutencdo e a ampliacdo da resisténcia bacteriana (Davies & Davies, 2010,
Wozniak, 2010).

Por conceito, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € a capacidade de
um micro-organismo sobreviver as concentragfes desses farmacos que eliminariam
bactérias sensiveis de sua populagéo original (Lupo et al., 2012).

A resisténcia bacteriana pode ser categorizada em intrinseca e adquirida. A
resisténcia intrinseca é caracteristica de toda a espécie. A resisténcia adquirida
ocorre através de mutacfes, que acontecem durante a multiplicacdo das bactérias,
ou da aquisicdo de DNA exdgeno, devido a transferéncia de genes de organismos
resistentes para os sensiveis (Blair et al., 2015).

As bactérias podem apresentar resisténcias aos antimicrobianos [3-lactamicos
através dos seguintes mecanismos: modificacbes de PBPs, alteracdo da
permeabilidade aos antimicrobianos, hiperexpressdo de bombas de efluxo de
antimicrobianos e producdo de enzimas inativadoras de antimicrobianos (Figura 5)
(Rao et al., 2014, Blair et al., 2015).

Antibiético A Antibiético B Antibiético C &

asltlara ottt etinbtatiatctogty

...........

.......................................

Membrana interna Bomba de efluxo
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Figura 5 - Mecanismos de resisténcia bacterianos aos antibioticos. O Antibi6tico A
entra na bactéria através da porina, liga-se a PBP e inibe a sintese de
peptideoglicano. O Antibidtico B entra na bactéria através da porina, porém é
removido pela bomba de efluxo. O antibiotico C ndo atravessa a membrana externa

e nédo se liga a PBP.

Fonte: Adaptado de Blair et al., 2015.

A diminuicdo da permeabilidade celular esta associada a perda ou a
diminuicdo da expressao de proteinas de membrana externa, as porinas, que sao as
principais portas de entrada para os antimicrobianos (Sugawara et al., 2016). Os
principais alvos dos B- lactamicos estdo no interior das bactérias e para atingi-los é
necessario transpor a membrana celular bacteriana. Por serem hidrofilicos, esses
farmacos dependem dos canais de porinas para atravessar a membrana e atingir o
espaco periplasmatico (Fernades et al.,, 2013). Mutacées nos genes que codificam
porinas, interferem no influxo dos B-lactamicos para a bactéria, promovendo sua
ineficicia clinica (Sugawara et al., 2016).

A hiperexpresao de sistemas de efluxo que tem como substrato os [-
lactamicos favorece a extrusdo do antimicrobiano inviabilizando sua acao (Blair et
al., 2015).

As modificacbes nas PBPs causam uma diminuicdo na afinidade dos
antimicrobianos B-lactamicos para essas proteinas, permitindo assim a a¢do da PBP
na continuidade da formacéo da parede celular bacteriana (Rossi, 2011). Esse tipo
de mecanismo de resisténcia € mais raro em bactérias Gram negativas. Foi
detectado em E. coli mutacbes na PBP2 com associacdo a resisténcia para
carbapenem (Yamachika et al., 2013, Beceiro et al., 2015)

A producédo de R-lactamases é considerado 0 mecanismo de resisténcia aos
B-lactamicos mais frequentemente encontrado em bactérias Gram negativas e
muitos estudos tém relatado esse mecanismo em isolados de K. pneumoniae
(Livermore, 2012, Ejaz et al., 2013, Manojkuma et al., 2014)

As R-lactamases inativam os antimicrobianos 3-lactamicosatravés da hidrélise
de seu anel R-lactamicos. Inicialmente, as R-lactamasess ligam-se de forma néo
covalente a esse anel, que é atacado pela hidroxila livre do lado do sitio ativo do

residuo de serina, originado a formacdo de uma ligacdo covalente acil-éster. A


http://jb.asm.org/search?author1=Etsuko+Sugawara&sortspec=date&submit=Submit
http://jb.asm.org/search?author1=Etsuko+Sugawara&sortspec=date&submit=Submit
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beceiro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23554414
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hidrélise do éster formado libera a enzima ativa e o antimicrobiano inativo, formando

agua e 4cido peniciléico (Figura 6) (Livemore, 1995).
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Figura 6 - Mecanismos de acdo das betalactamases.
Fonte. Livemore (1995).

1.3. RESISTENCIA DE K. pneumoniae AOS ANTIMICROBIANOS

1.3.1. Beta- lactamases

A rapida emergéncia de resisténcia aos antimicrobianos entre os patégenos
prevalentes € uma das mais sérias ameacas ao controle de doencas infecciosas.
Nessa perspectiva, pode-se destacar a inativacdo de antibiéticos - lactamicos por
B- lactamases, como um dos principais mecanismos de resisténcia que inviabiliza o
uso desses farmacos para o tratamento de infec¢cdes bacterianas (Grover et al.,
2013, Rao et al., 2014). A figura 7 ilustra uma linha do tempo sobre o inicio de uso

clinico de B-lactamicos e sua inativacao por betalactamases.
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Figura 7 - Linha do tempo do uso clinico dos B-lactamicos e a deteccdo de
betalactamases.
Fonte. Adaptado de Rice (2012).

Muitos géneros de bacilos Gram negativos produzem [3-lactamases, as quais
podem ser codificadas por genes presentes nos cromossomos ou plasmideos. A
primeira R-lactamase (TEM-1) identificada em bactérias Gram negativas, mediada
por plasmideo, foi descrita em 1965 (Sutcliffe,1978). A enzima TEM-1 foi
originalmente encontrada em uma cepa de Escherichia coli isolada de uma paciente
na Grécia de nome Temoniera, dai sua designacdo TEM. Posteriormente, foi
descrita a enzima SHV-1 (de sufidril variavel), uma outra B-lactamase plasmidial
encontrada em isolados de K. pneumoniae e E. coli (AJ-Jasser, 2006).

A enzima TEM-1 foi relatada como a R-lactamase mais frequente em bacilos
Gram negativos. Cerca de 90% da resisténcia a ampicilina em isolados de
Escherichia coli foram atribuidas a presenca dessa enzima. Ja a SHV-1 foi
considerada responsavel por 20% da resisténcia a ampicilina mediada por
plasmideo em cepas de Klebsiella pneumoniae (Shah et al., 2004).

Para atuar na acao hidrolitica das 3-lactamases foram desenvolvidos novos
antibioticos 3-lactamicos. Apesar disso, a cada novo 3-lactamico produzido e usado
na terapéutica, novas R-lactamases surgiram causando resisténcia a essa nova
classe de farmacos. Provavelmente, a pressdo seletiva e o uso indiscriminado
desses antibidticos provocaram a emergéncia de outros tipos de [-lactamases
(Hassan et al., 2013). A primeira enzima capaz de hidrolisar esses novos

antibioticos, SHV-2, foi encontrada em Klebsiella ozaenae, isolada na Inglaterra.
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Devido a grande poténcia frente a esses novos antibidticos [-lactamicos, essas
enzimas foram denominadas de 3-lactamases de espectro ampliado (ESBL) (Saha
et al., 2004).

As R-lactamases de espectro ampliado sdo enzimas que hidrolisam os
antimicrobianos oximino R-lactdmicos incluindo as penicilinas, ceftazidima,
cefotaxima e o aztreonam e s&o sensiveis as cefamicinas e aos inibidores de R-
lactamases, como o &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam, bem como aos
carbapenens (Rao et al., 2014). As ESBLS sdo mais frequentes em Klebsiella spp e
E. coli, no entanto, a facilidade de transmissdo mediada por plamideo e transposons,
possibilitou a disseminacdo das ESBLS para outras bactérias como: Serratia
marcescens, Enterobacter spp, Salmonela spp, Citrobacter freundii e Pseudomonas
aeruginosa (Coque at al., 2008, Dhillon& Clark, 2012, Mobarak-Qamsari et al.,
2013).

As bactérias produtoras de ESBL foram relatadas no inicio da década de 80
na Europa. Na Alemanha foram observados os primeiros isolados e na Franca
ocorreu o primeiro surto hospitalar (Knothe et al., 1983, Brun-Buisson et al., 1987).

As ESBL surgiram a partir de mutacées pontuais nos genes bla SHV e bla
TEM, que codificam as beta-lactamases SHV-1, TEM-1 e TEM-2. Essas mutac¢des
resultaram em substituicAo de aminoaciodos das enzimas parentais, 0 que
favoreceu a producao de novas enzimas com maior afinidade por beta-lactamicos de
espectro estendido (Perez et al., 2007).

Um novo tipo de ESBL, a CTX-M, codificada por plasmideo, foi detectada em
varios paises e atualmente é detectada com frequéncia em isolados de Klebsiella
pneumoniae (Coque et al., 2008, Millan et al., 2013). A ESBL CTX-M foi observada
inicialmente em Salmonella enterica sorovar Typhimurium e E. coli. No entanto ja
sido descrita também em outras espécies da familia Enterobactereaceae (Bradford
et al.,1998, Dhillon& Clark, 2012).

A ESBL CTX-M tem pouca homologia com R-lactamase da familia TEM e
SHV, apresentando cerca de 40% de similaridade com essas enzimas. Porém tem
cerca de 70 a 75% de similaridade com as R-lactamases cromossomais AmpC de
Kluyvera spp, uma enterobactéria que raramente € observada nos isolados
associados a infec¢gdes na microbiologia médica (Humeniuk et al., 2002).

A ESBL CTX-M compfe uma familia heterogénea de cerca de mais de 50

membros, 0s quais sdo classificados em cinco grupos filogeneticamente distintos:
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CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M9, CTX-M-25. Os grupos 1 e 2 estédo
associados com escape de genes cromossomais de Kluyvera ascorbata, enquanto
gue os grupos 8 e 9 estdo associados com escape de genes cromossomais de
Kluyvera georgiana. Uma vez em movimento os genes bla CTX-M podem se inserir
em muitos elementos, mas frequentemente, se inserem em plasmideos
multirresistentes (Livemore et al., 2007). O elemento de insercdo ISEcpl é
frequentemente associado a inicializacdo dos eventos de mobilizacdo do gene bla
CTX-M. Porém, isso nao € valido para as ESBL CTX-M dos grupos 2 e 9 que tem o
escape dos genes de Kluyvera spp. facilitado por um elemento phago-relacionado
(Brigante et al., 2005, Livemore et al., 2007).

A analise de cinética enzimética de ESBL CTX-M demonstrou que a enzima é
mais ativa para a hidrélise de cefotaxima e ceftriaxona do que de ceftazidima,
embora algumas mutacdes possam aumentar a hidrélise para a ceftazidima. Como
exemplo pode-se referir a CTX-M-15 que difere da CTX-M-2 apenas pela
substituicdo do residuo de aspartato por glicina na posicdo 240 da proteina. Tem
sido sugerido que os residuos de serina na posicdo 237 presente em todas as
ESBL CTX-M realiza um papel importante no espectro ampliado de atividade dessas
enzimas. Adicionalmente, a presenca de residuos de arginina na posicéo 276 parece
ter acdo na cinética dessas enzimas auxiliando na hidrélise das
oximinocefalosporinas (Bradford, 2001).

Tém sido detectadas, em amostas de K. pneumonieae que produzem ESBL
do tipo TEM, SHV e CTX-M, B-lactamases do tipo AmpC de origem plasmidial (Song
et al , 2011). Os genes AmpC plasmidiais sdo derivados dos genes cromossémicos
de vérias espécies da familia Enterobacteriaceae. Esses genes estao localizados
geralmente nos integrons de classe |, em plasmideos que contém genes que
codificam para as ESBL citadas inicialmente (Toleman et al., 2003). As AmpC
plasmidiais conferem resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo, cefamicinas
e inibidores de B-lactamases. Ja foram descritos na literatura nove tipos de AmpC
plasmidiais, sado elas CMY, MOR, MIX, LAT, FOX, DHA, ACT, ACC, CFE (Jacoby,
2009).

As ESBL tipo OXA sdo mais comumente encontradas em P. aeruginosa,
porém ja foram detectadas em outros Gram-negativos, incluindo bactérias da familia
Enterobacteriaceae (Paterson & Bonomo, 2005). As OXA-ESBL conferem

resisténcia a ampicilina, cefalotina, oxacilina, cloxacilina e meticilina e apresentam
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grande heterogeneidade quanto ao espectro de hidrolise, sendo alguns tipos
resistentes aos inibidores de B-lactamases e outras OXA-ESBL sensiveis ao acido
clavulanico (Nordmann et al., 2011). As ESBL-OXA séao derivadas de OXA-2 e OXA-
10 e apresentam como substrato preferencial a cefotaxima e em menor grau
ceftazima e aztreonan (Toleman et al., 2003)

Outros tipos de ESBL sao PER, VEB, GES, BES, TLA, BEL e SFO. Essas
enzimas sdo enzimas detectadas em menor freqiiéncia em relacdo as ESBL tipo
SHV, TEM e CTX-M, fato parece estar relacionado a localizacdo do genes que
codificam essas enzimas em plasmideos ndo conjugativos (Nordmann et al., 2011).

As ESBL sao codificadas por plasmideos que podem apresentar uma grande
variedade de genes que também codificam resisténcia para outros antimicrobianos
como aminoglicosideos, trimetropim, sulfonamidas, tetraciclinas e clorofenicol.
Dentre os genes mais frequentemente relatados estdo os genes qnr, associado a
resisténcia adquirida as quinolonas, e o genes rmtD e armA que codificam para uma
RNA metilase associada a resisténcia aos aminoglicosideos. Tais aspectos
contribuem para que os isolados produtores de ESBL tenham como caracteristica
atual um espectro de resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos (Pitout et al.,
2005, Yang et al, 2011).

1.3.2. Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC)

No final da década de 80 os carbapenémicos foram instituidos como
alternativa terapéutica para o tratamento de infeccbes graves, causadas por
bactérias Gram negativas produtoras de AmpC e de ESBL (Saha, 2008).

O uso abusivo dos carbapenémicos possibilitou a selecdo e disseminacao de
bactérias resistentes a esses antibidticos. Dentre 0os mecanismos associados a
resisténcia bacteriana aos carbapenémicos destaca-se a produgdo de
carbapenemases (Naas et al., 2008, Grupta et al., 2011).

As carbapenemases podem ser divididas em serino carbapenemases e
metalo-betalactamases. As primeiras pertencem a categorias das classes A e D de
Ambler e as metalo-betalactamases a classe B de Ambler (Bush, 2010).

Em relacdo as serino carbapenemases pode-se citar as GES, SME-1, IMI,
NMC-a, OXA e KPC (Nordmann et al., 2011) e quanto as metalo-betalactamases as
principais familias sdo IMP, GIM, VIM, GIM, NDM e SPM (Bush, 2010).
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A KPC confere resisténcia a todos os antibidticos [B-lactamicos como as
penicilinas, cefalosporinas, monobactam e carbapenem. Essa enzima é codificada
por genes associados a transposon e tem sido identificada em plasmideos
conjugativos (Anderson et al., 2007, Won et al., 2011).

A enzima KPC foi inicialmente detectada em isolados de K. pneumoniae
resistente a carbapenens, nos Estados Unidos, sendo denominada KPC-1 (Yigit et
al., 2001). Apos o relato da KPC-1 foram descritas variantes enzimaticas com
aminoacidos diferentes como KPC-3 (His 272—Tyr) associada a surto de infeccdo
hospitalar (Le at al.,, 2010). Atualmente vinte e trés variantes sdo produzidas por
varios géneros e espécies da familia Enterobacteriaceae e bacilos néo

fermentadores (https://www.lahey.org/studies/other.asp/acessado em 28/05/2016).

1.3.3. Classificagéo das B- lactamases

As classificagcbes mais comumente aplicadas para categorizar as
betalactamases sdo as de Ambler (1980) e a de Bush et al. (1995). A primeira
baseia-se na estrutura molecular e agrupa as enzimas em quatro classes: A, B, C e
D, de acordo com sua sequéncia de nucleotideos e aminoacidos. A principal
diferenca entre os grupos da classificacdo de Ambler é que as classes A, C e D
atuam através de um mecanismo baseado em serina, enquanto que a classe B
necessita de zinco como cofator para a sua atuacdo. A maioria das ESBL contém
serina em seu sitio ativo e pertencem a classe A de Ambler. A classificacdo de Bush
et al. (1995) permite categorizar as enzimas em quatro grupos de acordo com o seu
substrato preferencial e propriedades inibitérias. Com base nessa classificacdo, as
ESBL pertencem ao grupo 2 be, constituido por enzimas de amplo espectro contra
antimicrobianos de Ultima geracdo, ndo induziveis, inibidas por acido clavulanico e
sensiveis a carbapenens. As enzimas KPC estdo agrupadas na classe A de Ambler
e grupo 2f segundo a classificacdo funcional. Recentemente, Bush & Jacoby (2010)

atualizaram o esquema de classificacdo das B-lactamases (Quadro 2).



Quadro 2 - Classificagado das principais B-lactamases produzidas por enterobactérias.
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B &J A Caracteristicas Enzimas (exemplos) Substrato Inibicdo AC
1 Maior hidrélise de cefalosporinas do que benzilpenicilina; hidrélise de Amp C, P99, ACT-1, CMY-2, FOX- ) Nao
C o Cefalosporinas
cefamicinas 1, MIR-1
le Hidroliise aumentada de ceftazidima e outras cefalosporinas de amplo ) Nao
C GC1,CMY-37 Cefalosporinas
espectro
2a A Maior hidrélise de penicilinas do que cefalosporinas PC1 Penicilina Sim
2b A Hidrdlise semelhante de penicilinas e cefalosporinas TEM-1, TEM-2, SHV-1 Penicilina, Cefalosporina Sim
2be ) o ) ) o TEM-3, SHV-2, CTXM-, 15, PER-1, Cefalosporina AP, Sim
A Maior hidrélise de cefalosporinas de espectro ampliado e monobactamicos
VEB-1 monobactam
2br A Resisténcia ao acido clavulanico, sulbactam e tazobactam TEM-30, SHV-10 Penicilina N&o
2 A Hidrolise aumentada de cefalosporinas AP , monobactam, resisténcia ao TEM-50 Cefalosporina AP, Nao
ber acido clavulanico, sulbctam e tazobactam monobactam
2c A Maior hidrolise de carbenicilina PSE-1, CARB-3 Carbenicilina Sim
2ce Maior hidrélise de carbenicilina, cefepime e cefpiroma RTG-4 Carbeniclina Sim
2d D Hidrdlise aumentada de cloxacilina OXA-1, OXA-10 Cloxacilina Variavel
2de ) ) o . ) Cefalosporina AP Variavel
D Hidroélise de cloxacilina, oxacilina e cefalosporina AP OXA-11 OXA- 15; OXA-23, OXA-48
2df Cefalosporina AP, Variavel
A Hidroélise de cloxacilina, oxacilina e carbapenem OXA-23, OXA-48 cefamininas,
monobactam, carbapenem
2e A Hidrélise de cefalosporina AP, porém ndo de monobatam CepA Cefalosporina AP Sim
2f A Maior hidrélise de cefalosporina AP, carbapem e cefamicina KPC-2, IMI-1, SME-1 Carbapenem Variavel
32 B (B1) | Hidrélise de betalactamicos de espectro ampliado, carbapenem, porém IMP-1, VIM-1, IND-1, CcrA Carb Nao
arbapenem
(B3) ndo de monobactam L1, CAU-1, GOB1, FEZ-1
3b B (B2) | Hidrélise de carbapenem CphA, Sfh-1 Carbapenem Nao

* BJ= Bush & Jacob, A= Ambler, **AC= &cido clavulanico, AP=amplo espectro

Fonte: Adaptado de Bush & Jacoby , 2010.
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Para simplificar a categorizacdo das diversas [-lactamases foi sugerida uma
classificagdo que propde a expansado da definicho de ESBL para outras [B-
lactamases adquiridas com importancia clinica e com atividade contra cefalosporinas
de amplo espectro e/ou carbapenens. As ESBL do grupo A de Ambler passariam a
ser conhecidas como ESBLa, as [-lactamases tipo AmpC e OXA seriam
categorizadas como ESBLwm (0 M refere-se a miscelania). Ja as B-lactamases
capazes de inibir carbapenens, conhecidas como carbapenemases, seriam

classificadas como ESBLcarsa (Giske et al., 2009).

1.3.4. Infeccdo hospitalares e comunitarias associadas a K. pneumoniae
produtora de ESBL e KPC

Os isolados de K. pneumoniae sdo agentes de infeccbes comunitarias e
nosocomiais. Porém, a grande maioria das infec¢cbes tem relacdo com a
hospitalizacdo, onde sdo agentes de infeccbes do trato urinario, pneumonia,
infeccdes nos tecidos moles e sepse (Grupta et al., 2004, Minarini et al., 2008, Abreu
et al., 2011).

As amostras produtores de ESBL sao frequentemente encontradas em
ambiente hospitalar, principalmente onde ha uso constante de antibidticos e também
onde ha pacientes criticos internados (Thompsom et al., 1996, Cerqueira et al.,
2011). Varios fatores de risco estdo envolvidos na propagacédo dos isolados que
produzem ESBL, como: cateter venoso, cateter urindrio, colonizacdo intestinal,
internacao prolongada em unidade de terapia intensiva, tempo de permanéncia em
ambiente hospitalar, cirurgia intra-abdominal, antibioticoterapia prolongada e
principalmente uso abusivo de cefalosporinas de terceira geracdo (Paterson &
Bonomo, 2005, Dhillon & Clark, 2012, Tuon et al., 2012).

As infeccbes comunitarias causadas por isolados produtores de ESBL
constituem um problema emergente em varios paises do mundo (Yang et al., 2010,
Lin et al., 2013).

Os espécimes de Klebsiella pneumoniae produtores de ESBL tém sido
isolados a partir da cultura de urina de pacientes com infec¢cées do trato urinario
(ITU) comunitarias. Observou-se que os fatores de risco associados a ITU
comunitaria causada por Gram negativos ESBL foram: infec¢des por Klebsiella spp.,

internacdo prévia, tratamento prévio com antimicrobiano, diabetes Mellitus,
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individuos do sexo masculino com idade acima de 60 anos (Colodner et al., 2004).
Dentre os fatores de risco, a hospitalizacao prévia foi a mais significante, indicando
que a ITU comunitaria causada por isolado ESBL tem uma tendéncia de ser mais
uma infeccéo de alta hospitalar do que propriamente adquirida na comunidade.

Nos estudos de Minarini et al. (2007) foram isolados no Brasil diferentes tipos
de bactérias produtoras de ESBL em urina de pacientes que da comunidade que
apresentaram ITU apoés alta hospitalar. Tais isolados apresentaram perfis de
eletroforese em campo pulsante (PFGE) distintos e também diferentes tipos de
enzimas ESBL em cada isolado. Os achados de Minarini et al. (2007) estdo de
acordo com os encontrados nos estudos de Colodner et al. (2004), sugerindo que a
disseminacdo de micro-organismos produtores de ESBL na comunidade parece
estar relacionada com a aquisicdo nosocomial prévia. O plasmideo que codifica
ESBL pode se disseminar entre as enterobactérias colonizando o trato intestinal e o
trato urinario dos pacientes internados, que apds a alta hospitalar passa a ser um
reservatorio na comunidade, com real possibilidade de disseminar as bactérias
resistentes aos antimicrobianos, reintroduzindo esses isolados posteriormente no
ambiente hospitalar.

No Brasil a ocorréncia de bactérias produtoras de ESBL tem sido maior em
pacientes internados. Quanto as infeccbes comunitarias ha poucos relatos,
principalmente associados a uropatégenos (Minarini et al., 2008).

As bactérias produtoras de KPC tém sido frequentemente identificadas em
surtos hospitalares, sendo demonstrado seu isolamento intra e inter-hospitalar
(Bratu, 2005, Grupta et al., 2011).

1.3.5. Distribuicdo geogréafica de K. pneumoniae produtoras de ESBL e KPC

Apos os primeiros relatos de Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL na
Alemanha e na Franga, no inicio da década de 80, os isolamentos desses
microorganismos aumentaram por toda a Europa (Knothe et al., 1983, Brun-
Buisson et al., 1987). No final da década de 80 foram detectados 0s primeiros
isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL nos Estados Unidos (Quinn et al.,
1989). Posteriormente, esses isolados foram relatados em todos os continentes
(Coque et al., 2008, Dahmen et al., 2010).

Durante as décadas de 80 e 90 do século XX as ESBL do tipo TEM e SHV

foram predominantes na Europa, sendo quase exclusivamente adquiridas em
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infeccbes nosocomiais em unidades de terapia intensiva (Livermore, 2012).
Atualmente, tem-se observado uma mudanca nesse perfil, os tipos CTX-M tornaram-
se mais frequentes, isolados de E. coli associados a infecgbes do trato urinério
comunitarias.

Na América do Norte e do América do Sul e na Asia tém sido detectadas
taxas elevadas de ESBL tipo CTX-M (Coque et al., 2008). No Brasil, a ESBL tipo
CTX-M também se destaca dentre as ESBL relatadas (Silva & Lincopan, 2012.)

De acordo com os estudos de Elhani et al. (2011), a prevaléncia da
distribuicdo dos isolados de Klebsiella pneumoniae produtores de ESBL varia
bastante no mundo, tendo destaque especial para elevadas prevaléncias nas
regibes da América Latina, Africa e Regifes da Asia e Pacifico. As menores foram

observadas nos Estados Unidos e Europa (Figura 8).

|| Semregistros
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Figura 8 - Prevaléncia mundial de K. pneumoniae produtora de ESBL.
Fonte: Adaptado de Elhani et al., 2011.

A ocorréncia de bactérias produtoras de ESBL no Brasil tem sido relatada nas
regides Nordeste, Sul, Sudeste e Centro-oeste (Freitas et al., 2003, Minarini et al.,
2008, Silva & Lincopan, 2012).
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Figura 9 - Ocorréncia de ESBL em Enterobacteriaceae no Brasil.

Fonte: Silva & Lincopan (2012).
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Os espécimes K. pneumoniae produtores de KPC tém sido relatados em

varios paises, como exemplo Estados Unidos, Argentina, China e Israel (FiguralO)

(Le et al., 2010, Lee et al., 2016). No Brasil o primeiro registro de caso de infec¢cao

causada por isolados de K. pneumoniae produtora de KPC foi em 2006, em Recife.

Essa amostra foi categorizada como KPC-2 e também apresentava genes que
codificavam R-lactamases do tipo TEM-1, CTX-2 e SHV-1 (Monteiro, 2009). Apés o

primeiro relato foram registrados casos de isolamento de Klebsiella pneumoniae

produtoras de KPC nas regides Centro- oeste, Sul e Sudeste (Andrade et al., 2011,

Dienstmann et al., 2010, Meyer & Picoli,

dJomn

2011).

- :
Disseminacdo endémica de k. pneumonieae produtora de KPC
Disseminagdo esporadica de k. pneumonieae produtora de KPC
Poucos relatos de k. pneumonieae produtora de KPC

Sem relatos de k. pneumonieae produtora de KPC

Figura 10 - Distribuicéo de K. pneumoniae produtoras de KPC.

Fonte: Adaptado de Lee et al., 2016.
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1.4. TESTE DE TRIAGEM PARA ESBL e KPC

A realizacdo de testes para a deteccdo de ESBL em isolados de K.
pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e Poteus sp. na rotina laboratorial em microbiologia
foi uma orientagdo de comités internacionais, como exemplo do Comitte Laboratory
Standards Institute (CLSI), devido a falhas na identificagcdo dessas enzimas com o
uso dos critérios interpretativos preconizados. Assim, independentemente do
resultado obtido nos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos, todos os isolados
de enterobactérias produtores de ESBL deveriam ser relatados como resistentes a
todas as cefalosporinas, penicilinas e monobactam (CLSI, 2009).

Com base em pardmetros farmacocinéticos e farmacodinamicos, o CLSI
passou a adotar, a partir de 2010, novos critérios interpretativos para avaliar a
suscetibilidade de isolados de enterobactérias para algumas cefalosporinas e para o
monobactam (CLSI 2009, CLSI 2010). Essa conduta visou melhorar a correlacao
dos resultados dos testes in vitro com a eficiéncia dos antimicrobianos in vivo. Com
0S novos pontos de corte, a deteccdo de ESBL passou a ser realizada a critério das
instituicbes para fins de controle de infeccdo e epidemiolégicos, porém é

desnecessaria para a rotina laboratorial (CLSI 2010) (Quadro 3).

Quadro 3 - Critérios interpretativos do CLSI.

Antimicrobiano CLSI M100-S19-2009 CLSI M100-S20-2010

S I R S I R
Cefotaxima <8 16-36 =264 <1 2 24
Ceftriaxona <8 16-32 =64 <1 2 24
Ceftazidima <8 16 232 <4 8 =16
Cefepime <8 16 232 <8 16 232
Aztreonam <8 16 232 <4 8 216

S : sensivel, |: intermediario e R: resistentes
Fonte: CLSI (2009, 2010)

Para alguns autores ha questionamentos quanto a liberacdo da triagem de
deteccdo para ESBL, bem como, discordancias quanto a aplicabilidade dos novos

pontos de corte sugeridos pelo CLSI em 2010, cuja adog¢do tem sido associada a
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falha terapéutica (Chande et al., 2011,Wang et al., 2011, Thomson, 2013, Morrissey
et al., 2014).

Em relacdo as carbapenemases, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, Ministério da saude/Brasil) publicou na nota técnica de niumero 01/2013
orientagcOes para a triagem de enterobactérias produtoras de carbapenemases.

De acordo com a nota técnica supracitada, ao isolar enterobactérias de
pacientes hospitalizados o laboratério deve testar simultaneamente ertapenem,
imipenem e meropenem. Caso o isolado seja sensivel ao trés carbapenémicos, o
resultado deverd ser liberado como tal, ndo havendo necessidade de pesquisar as
carbapenemases. Por outro lado, isolados com diametro de halo de inibigdo < 22
mm ou com Concentracdo Minima Inibitoria (MIC) = 2 ug/mL para imipenem e/ou
meropenem, e isolados com didametro do halo de inibigdo < 24 mm, ou MIC = 1
pMg/mL para ertapenem deverdo ser testados, de modo suplementar, com discos de
meropenem e imipenem com e sem adicdo de &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), cloxacilina (CLOXA) e acido fenilborénico (AFB).

Para a avaliacdo de producdo de KPC deverao ser observados os discos de
imipenem e meropenem com e sem a adicdo de AFB. Serdo considerados
produtores de KPC os isolados de K. pneumoniae com diferenca de diametro de
halo de inibicdo = 5 mm apenas com AFB, para qualquer um dos substratos de
imipenem ou meropenem.

Para deteccdo de metalo-betalactamases (IMP, VIM, NDM) em isolados de K.
pneumoniae deverdo ser observados os discos de imipenem e meropenem com e
sem a adicdo de EDTA. Serédo considerados produtores de metalo-betalactamase
isolados com diferenca de diametro =2 5 mm para o carbapenémico (imipenem ou
meropenem) com EDTA em relacdo ao carbapenémico sem EDTA.

Para estabelecer diferencas entre os isolados produtores de KPC e os
produtores de AmpC plasmidial e deficientes em porinas, deverédo ser observados
os resultados dos testes com AFB e CLOXA. Deverao ser considerados isolados de
K. pneumoniae produtores de AmpC plasmidial e deficientes em porinas aqueles
com diferenca de didametro de halo de inibicdo =2 5 mm com AFB e CLOXA, para
qualquer um dos substratos. As KPCs séao inibidas pelo acido AFB, mas néo ocorre
potenciacdo quando € adicionada a CLOXA. As AmpCs plasmidiais séo inibidas pelo

AFB, mas ocorre potenciacao quando é usado a CLOXA.
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1.5. ABORDAGENS DE BIOLOGIA MOLECULAR EMPREGADAS NO ESTUDO DE
ESBL E KPC

Muitos trabalhos tém empregado a biologia molecular para estudos de cepas
produtoras de ESBL e KPC envolvidas em infec¢cdes (Chanawong et al., 2001, Fluit
et al. 2001, Lavigne et al., 2005, Willemsen et al., 2011).

As metodologias de biologia molecular auxiliam tanto na tipificacdo e
caracterizacado de isolados bacterianos envolvidos em infec¢cdes hospitalares ou em
surtos epidémicos, como na deteccdo de genes que codificam resisténcia aos
antimicrobianos e determinacdo de genes relacionados a fatores de viruléncia. A
tipificacdo de isolados bacterianos baseada em analise de &cidos nucléicos pode ser
feita através de muitas abordagens, como exemplo a anélise de plasmideos, 0 uso
de sondas de &cidos nucléicos e reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR)
(Paterson & Bonomo, 2001, Qi et al., 2010, Naas et al., 2011).

A utilizacdo da PCR associada a andlise de polimorfismos conformacionais de
cadeia simples (SSCP) tem sido considerada uma ferramenta importante na analise
da caracterizacdo molecular das bactérias que produzem ESBL, principalmente do
tipo SHV, capaz de detectar mutacdes em regides especificas no gene bla SHYV,
sendo considerada uma metodologia simples e muito Util para sugerir a presenca de
mutacgdes responséaveis pelo referido fenotipo (Shah et al., 2004).

Outras metodologias moleculares como PCR em Tempo Real, PCR-
Restriction Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP), analise do perfil do DNA
gendmico utilizando Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus-PCR (ERIC-PCR) tém sido usadas em estudos de
caracterizacdo de ESBL e KPC ( Bradford et al., 2001, Dahmen et al., 2010).

A PFGE tem sido utilizada para o estudo de surtos hospitalares na
comparacao de populacbes bacterianas, ampliando o escopo epidemioldgico da
metodologia (Tenover et al, 1995, Magalhdes et al., 2005 Singh et al., 2006).
Estudos utilizando a PFGE tém sido atil para elucidar a transmissédo de clones de
Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL e KPC em ambiente hospitalar em
diversos paises (Grupta et al., 2004, Lavigne et al., 2004). No Brasil foi observado
através de PFGE a disseminacdo de dois clones de Klebsiella spp. produtora de
ESBL em um hospital Universitario em no estado de S&o Paulo (Minarini et al.,
2008).
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No Para foi observado atravées de PFGE um clone endémico de S.
marcescens associado a um surto de infeccdo neonatal em um hospital de alta
complexidade em Belém (Lima et al., 2011).

Apesar dos beneficios da utilizacdo da PFGE anteriormente mencionados,
essa técnica tem como desvantagem a necessidade de um tempo de execucao
muito extenso, o que pode comprometer a viabilidade do DNA em estudo, além do
alto custo do material empregado. O método de ERIC-PCR que consiste na analise
do padrédo de amplificacdo de elementos repetidos encontrados no genoma
bacteriano (Versalovic et al., 1991), tem sido utilizado em substituicdo ao PFGE e
tem apresentado vantagens como maior simplicidade de execucgéo, baixo custo, e
principalmente, maior agilidade para obtencdo dos resultados o que repercute em
menor risco de degradacéo do DNA (Silbert et al., 2003, Cabral et al., 2012).

O sequenciamento de DNA tem permitido definir as variantes das enzimas
mutantes de ESBL e KPC pela detecc¢éo de diferentes mutacdes, sendo considerado
como procedimento de alta acuracia (Pitout et al., 2005, Cheng et al., 2016). Ainda
nao ha relatos publicados na literatura sobre a realizacdo desse procedimento para
caracterizar as variantes enzimaticas de ESBL e KPC de Klebsiella pneumoniae

recuperadas de isolados clinicos de pacientes do Para.

1.6. RESISTENCIA DE ISOLADOS DE K. pneumoniae PRODUTORES DE
BETALACTAMASES AS QUINOLONAS

As quinolonas sdo uma classe de antimicrobianos sintéticos com acéo
bactericida e de amplo espetro sobre bactérias Gram positivas e Gram negativa
(Xue et al., 2016).

De acordo com a classificagcdo de Lee & Katani (1999) e Bolon (2011) as
quinolonas foram categorizadas com base em suas geracdes em quatro grupos,

esses podem ser observadas no quadro 4.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26786830

Quadro 4 - Exemplos de quinolonas segundo suas geracoes.
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GeragOes das Exemplos de farmacos
guinolonas
Primeira Acido nalidixico e acido pipemidico
Segunda Ciprofloxacina, norfloxacina e lomefloxacina
Terceira Levofloxacina, grepafloxacina e esparfloxacina
Quarta Gatilfloxacina, moxifloxacina, trovafloxacina, gemifloxacina

Fonte: Adapatado de Lee & Katani (1999) e Bolon (2011)

As quinolonas foram desenvolvidas a partir de modificacbes da estrutura 4-

quinolona (Figura 11). A primeira quinolona produzida foi o acido nalidixico,

descoberto durante o desenvolvimento de um agente antimalérico, a cloroquina

(Lescher et al., 1962). Na década de 80, foram realizadas inovacdes no nucleo

basico desses farmacos, através da introducdo de um composto peperazinico na

posicdo 7 e da adicdo do flior na regido do carbono 6, dando origem a

fluoroquinolonas, onde destacam-se a ciprofloxacina, norfloxacina, lomefloxacina.

Esses farmacos tém espectro de acdo ampliado contra bactérias Gram positivas e

Gram negativas. Posteriormente, foram realizadas modificacbes nas estruturas

basicas desses farmacos que ampliaram o espectro de acdo e deram origem as

quinolonas de novas geracoes.
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Figura 11 - Estrutura quimica das quinolonas.
Fonte: Adaptado de Chavez- Jacobo et al., 2015.
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A acdo das quinolonas consiste na inibicdo da DNA girase ou da
toposisomerase |V, que sdo necessarias para replicacdo, recombinacao e reparo do
DNA bacteriano (Redgrave et al., 2014).

A DNA girase € composta por duas subunidades A e duas B, denominadas
GyrA e GyrB, codificadas pelos genes GyrA e GyrB. A Toposisomerase IV €&
composta por duas subunidades A e duas B, denominadas parC e parE, codificadas
pelos genes ParC e ParE. A DNA girase é o alvo principal das quinolonas em
bactérias Gram negativas, enquanto que a Toposisomerase IV € o alvo principal em
bactérias Gram positivas (Lavilla et al., 2008, Murray et al., 2009, Aldreded al.,
2014). No entanto, foi observado que as quinolonas podem capturar ambas as
enzimas DNA girase e topoisomerase |V, formando um complexo quinolona-
proteina-DNA, provocando rupturas em uma Unica fita do DNA bacteriano,
impedindo desta forma o mecanismo de replicacdo do micro-organismo (Chavez-
Jacob et al., 2015).

Os mecanismos de resisténcia as quinolonas estdo associados a presenca de
mutacBes nos genes cromossdémicos que codificam as enzimas DNA-girase e
topoisomerase IV. Outros mecanismos de resisténcia codificados por genes
cromossOmicos sdo a hiperexpressdao de bombas de efluxo e diminuicdo da
permeabilidade da membrana que levam a redugdo da concentracdo do
antimicrobiano no interior da célula bacteriana (Redgrave et al., 2014).

As mutacBes nos genes que codificam a DNA girase e a topoisomerase |V
sdo apontadas como as principais formas de resisténcia as quinolonas. Tais
mutacdes tém a tendéncia de ocorrer em uma regido conhecida como determinante
de resisténcia a quinolona, Quinolone-resistance determining region (QRDR) e sdo
mais frequentes no gene GyrA, resultando principalmente na substituicgdo dos
residuos de serina na posi¢cao 83 ou 87 da proteina por outros aminoacidos (Minarini
& Darini, 2012).

O envolvimento de plasmideos em mecanismos de resisténcia as quinolonas
também foi relatado em alguns estudos (Kim et al.,, 2011, Tripath et al., 2012,
Shams, et al., 2015). Pode-se destacar dentre esses mecanismos a expressao dos
genes Qnr, AAC(6")-Ib-cr e QepA, que codificam as proteinas QnR, AAC(6")-1b-cr e
QepA, respectivamente. A proteina QnR tem a funcdo de proteger a DNA girase e a

topoisomerase IV da ligacdo as quinolonas; a proteina AAC(6')-lb-cr cataliza a
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acetilacdo das quinolonas, modificando sua estrutura; a QepA ativa bombas de
efluxo (Xue et al., 2016).

O envolvimento das proteinas QnR na resisténcia as quinolonas €
considerado o mecanismo de resisténcia codificado por plasmideos mais relevante
(Jacoby et al., 2015). Ja foram descritos cerca de 127 genes relacionados a
codificacdo dessas proteinas. As proteinas Qnr formam uma familia dividida em
categorias de acordo com a homologia da sequéncia de residuos dos aminoacidos:
QnrA (QnrAl — QnrA8); QnrB (QnrB1 — QnrB89); QnrC; QnrD (QnrD1 e QnrD2) e
QnrS (QnrS1 — QnrS9) e QnrV (QnrV1 — QnrV7) (http://www.lahey.org/gnrstudies/,
acessado em 18/05/2016).

Os genes plasmidiais associados a resiténcia as quinolonas tém sido
detectados em muitos paises (Figura 12). Os genes Qnr, aac(6’)-Ib-cr e QepA ja
foram identificados na Europa, Estados Unidos, Canada, Africa, Asia e Austrélia
(Sousa, 2014, Redgrave et al., 2014, Jacoby et al., 2015)
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Figura 12 - DistribuicAo de genes plasmidiais relacionados a resisténcia as
guinolonas.
Fonte: Adptado de Sousa, 2014; Redgrave et al., 2014; Jacoby et al., 2015.
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1.7. RESISTENCIA DE ISOLADOS DE K.pneumoniae PRODUTORES DE
BETALACTAMASES AOS AMINOGLICOSIDEOS

Os aminoglicosideos sdo uma classe de antimicrobianos empregados no
tratamento de infec¢cdo causadas por bactérias Gram negativas e Gram positivas.
Sua acdo consiste na inibicdo da sintese de proteinas por ligacdo irreversivel as
proteinas da subunidade 30S do ribossomo. Nas bactéria Gram negativas, 0s
aminoglicosideos apds ingressarem no ambiente intracelular ligam-se ao sitio A da
regido decodificadora na porcédo 16S, no interior da subunidade 30S do ribossomo,
provocando a falha no processo de traducdo, com formacéo de proteinas alteradas,
que ao serem utilizadas na constituicAo da membrana celular bacteriana
comprometem a semipermeabilidade, o que favorece a morte das bactérias (Krahn
et al., 2012).

A estreptomicina, gentamicina, tobromicina, amicacina, netilmicina e
neomicina séo representantes da classe dos aminoglicosideos (CLSI, 2012).

A resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos pode ocorrer devido a
mutacBes no sitio de ligacdo do ribossomo, efluxo dos farmacos, diminuicdo da
entrada dos antimicrobianos na bactéria e alteracdes enziméticas do antimicrobiano.
Essas alteragcbes enzimaticas sdo causadas pela acdo de aciltranferases,
fosfotransferases e adeniltranferases das bactérias nos grupos amino e hidroxila dos
aminoglicosideos. Foi identificado um outro grupo de enzimas que confere
resisténcia pela metilacdo sitio especifica do RNA ribossémico 16S, denominadas
de metilases 16S rRNA, capazes de conferir um alto nivel de resisténcia aos
aminoglicosideos usados clinicamente como amicacina, gentamicina e tobramicina
(Murray et al., 2009, Wachino & Arakawa, 2012).

A acdo das metilases 16S rRNA tem sido considerado um novo mecanismo
de resisténcia aos aminoglicosideos, amplamente distribuido em isolados da familia
Enterobacteriaceae. Ha relatos de sete tipos de metilases 16S rRNA, a
aminoglycoside resistance methyltransferase (ArmA), ribosomal methyltransferases
A, B, C e D, E e N1-A1408 16S-RMTases (NpmA) (Neves et al., 2011, Doi et al.,
2016.)

De acordo com Wachino & Arakawa (2012), a disseminacédo de metilases 16S
rRNA esta se tornando um sério problema global, o que remete a necessidade de
investigacdo e monitoramento desse tipo de mecanismo de resisténcia a fim de

restringir a sua disseminagdo. E importante ressaltar que os genes que codificam



42

essas enzimas estdo frequentemente associados a outros mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos, e como exemplo pode-se referir a producdo de
ESBL. Ha relatos de isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL que também
apresentam genes que codificam metilases 16S rRNA, bem como resisténcia as
quinolonas, o que contribui para a diminuicdo das opcoes terapéuticas (Ma et al.,
2009, Bueno et al., 2013).

O estudo da suscetibilidade aos aminoglicosideos e as quinolonas, bem
como, o de determinantes genéticos de resisténcia desses antimicrobianos em
isolados de K. pneumoniae produtores de betalactamases pode colaborar com o
conhecimento de um perfil fenotipico e genotipico da amostra estudada. E
importante ressaltar que nao ha nenhum relato de ocorréncia no Para, sobre o perfil
genotipico referente aos isolados de K. pneumoniae produtores de betalactamases

que também apresentam resisténcia as quinolonas e aminoglicosideos.

1.8. MECANISMOS DE TRANSFERENCIA DE GENES DE RESISTENCIA

A resisténcia das bactérias Gram negativas aos antimicrobianos é resultado
da expressdo de mecanismos enzimaticos de inativacdo desses farmacos e/ou
mecanismos nao enzimaticos. Tais mecanismos podem ser expressos
intrinsecamente por uma espécie ou podem ser adquiridos (Ruppé et al., 2015).

As bactérias podem transferir seu material genético de forma vertical ou
horizontal. Na transferéncia vertical, os genes sdo passados de um micro-organismo
para seus descendentes. Na transferéncia horizontal, os genes podem ser
adquiridos de outros micro-organismos e parte do DNA da bactéria doadora é
incorporado ao da receptora, que passa a ser denominada recombinante. A
transferéncia horizontal pode ser realizada pelos processos de transformacao,
transducéo e conjugacao (Deng et al., 2015).

As bactérias podem se tornar resistentes através dos seguintes processos:
por mutacfes nos genes cromossOmicos, por aquisicdo de segmentos de DNA
exodgeno ao cromossomo (transformacéo), por transferéncia seguida de infec¢éo por
bacteriéfago (transducéo) e atraveés de plasmideos pelo processo de conjugacao
(Figura 13) (Alekshun & Levy , 2007).
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Figura 13 - Aquisicdo de resisténcia a antibiotico (ab") por incorporacao de DNA
exdgeno e mutacdo no cromossomo bacteriano.
Fonte: Adptado de Alekshun & Levy (2007).

A disseminacdo de betalactamases € realizada por clones especificos ou
elementos genéticos moveis contendo os genes de resisténcia. Como exemplo de
disseminacdes clonais pode-se citar os isolados de K. pneumoniae associados aos
clones ST11 e ST15 que tém sido apontados como agentes de disseminacdo das
enzimas CTX-M e dos genes bla KPC (Melegh et al., 2015, Cheng et al., 2016)

Os elementos genéticos mais associados a mobilizacdo dos genes de
resisténcia aos antimicrobianos séo: plasmideos, transposon, integron e sequéncias
de insercdo (Gyles & Boerlin, 2014).

Os transposons sao elementos genéticos com habilidade de se movimentar
no genoma bacteriano através de um mecanismo denominado de transposicao
(Muiioz-Lopez & Garcia-Pérez, 2010).

Todos os transposons contém genes codificadores das transposases (tnpA) e
repeticdes invertidas (IRs) em suas extremidades, e podem ser categorizados em
sequéncia de insercao (IS), transposons compostos e transposons ndo compostos
(Gyles & Boerlin, 2014).

As ISs sao os menores transposons existentes e frequentemente codificam
apenas as transposases que viabilizam a sua mobilidade. Quando duas ISs do

mesmo tipo se movem e ficam proximas uma da outra formam um transposon maior,
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denominado transposon composto, o qual pode conter um cassete de genes entre
suas ISs, podendo transpor todo seu conteido de um DNA para outro, inclusive do
DNA cromossdmico para o plasmidial (Dropa, 2012).

Como exemplos de transposons compostos tem-se as familias Tn5 (1S50),
Tn9 (IS1) e Tnl0 (IS10), que codificam genes de resisténcia entre as suas ISs.
Transposons ndo compostos possuem IRs nas extremidades e genes de resisténcia
a antimicrobianos como parte da unidade minima de transposi¢cdo. Sdo exemplos as
desses transposons ndo compostos as familias Th3 e Tn21. A Figura 14 ilustra uma

representagdo das estruturas das ISs e transposons (Dropa, 2012).
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Figura 14 - Sequéncia de Insercdo e Transposon.
Fonte: Dropa ( 2012).

Os Integrons sdo elementos génicos que permitem a captura eficiente e a
expressdo de genes exdgenos. Sao conhecidos por seu papel na disseminacédo de
resisténcia aos antimicrobianos, principalmente nas bactérias Gram negativas.
Produzem integrase, enzimas que catalisam a recombinacdo do DNA em sitios
especificos. Podem incorporar cassetes génicos, que sao estruturas constituidas por

genes e regides para recombinagdo. Um integron pode ter uma associacao diferente
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de um ou mais genes de resisténcia aos antimicrobianos, com expressao através de
um promotor (Figura 15) (Davies & Davies, 2010, Gillings, 2014).

Os integrons podem ser classificados em moveis e iméveis. Os integrons
moveis pertencem as classes 1 a 5, e 0s imoOveis sdo os denominados super-
integrons. No entanto, embora sendo categorizados como integrons mdveis,
precisam estar ligados a outros elementos moveis para que ocorra a veiculacdo de
material genético (Gillings, 2014).

Os integrons da classe 1 sdo os mais frequentemente encontrados. Sao
formados por dois segmentos terminais conservados 5'CS e 3'CS separados por
uma regido variavel. E na regido varidvel que ocorre a insercdo dos cassetes
génicos com genes de resisténcia aos antimicrobianos através da regido attl, sitio de
ocorréncia dos processos de recombinacdo génica. A regidao conservada 5CS
contém o gene int que codifica a enzima integrase, o local de insercéo das cassetes
génicos attl e um promotor que permite sua expressao. A regiao conservada 3'CS
contém os genes gqacEA1, que confere resisténcia aos compostos quaternarios de
amonio, o gene sul, que confere resisténcia a sulfonamidas e dois outros genes

designados orf5 e orf6, com funcdo desconhecida (Figura 15) (Deng, et al., 2015).

P1 P2 P P
\f’ ['/ f' f'
intl1 attl cassetegénico attCqacEA1 sull orf5

5.CS Regiao variavel 3'-CS

J

P
Figura 15 - Integron de classe |: segmentos terminais conservados 5°CS e 3'CS;
promotor para transcricdo dos cassetes génicos P1l, segundo promotor que €
frequentemente inativo; gene da integrase int; local de insercdo da cassete genética
attl; sequéncia do cassete génico attC; gene responsavel pela resisténcia a
compostos quaternarios de aménio gqacEA1; gene sul1, que confere resisténcia a
sulfonamidas; genes orf5, com funcéo desconhecida.

Fonte: Adaptado de Deng et al., 2015.
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Os plasmideos sdo fragmentos de DNA extra cromossémicos, com
capacidade de replicagdo autbnoma. Tém também habilidade autbnoma de se
transferir de uma bactéria para outra. Os plasmideos denominados conjugativos
contém genes que codificam proteinas capazes de favorecer a sua transferéncia
para outras bactérias através da formacao de um pili (Grohmann et al., 2003, Gyles
& Boerlin, 2014).

Os genes bla CTX-M, TEM, SHV e KPC tém sido identificados em plasmideos
conjugativos. Frequentemente, tem sido detectado a associacdo de mais de um
gene de resisténcia em um mesmo plasmideo, o que colabora para a disseminagéo

de micro-organismos multirresistentes (Cabral et al., 2012, Cheng et al., 2016).

1.9. PREVENCAO E CONTROLE

A situagdo de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos no ambiente
hospitalar se agrava progressivamente. A continua evolucdo dos genes que
codificam ESBL e KPC pode refletir em um aumento dos tipos enzimaticos e na
disseminacado de plasmideos multiresistentes em diversas partes do mundo, o0 que
pode representar um impacto importante nas op¢des terapéuticas para o tratamento
de infeccdes causadas por bactérias produtoras desses perfis enzimaticos. A
deteccdo de ESBL e KPC, bem como sua analise através da biologia molecular,
pode auxiliar fornecendo informacgdes que favorecam o controle da disseminacao
desse tipo de resisténcia bacteriana (Jemima & Verghese, 2008, Lopes et al., 2010).

Nessa perspectiva, as culturas de bactérias que podem produzir essas
enzimas sao consideradas “culturas de vigilancia epidemiolégica”. Os isolados de
origem hospitalar devem ser relatados ao Centro de Controle de InfeccBes
Hospitalar (CCIH), para monitoramento e prevencgédo de surtos infecciosos (Oplustil
et al., 2010).

O papel do laboratério de microbiologia no contexto da resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos é de grande importancia, por contribuir de forma significativa
para o0 apoio ao diagnostico dessas bactérias, bem como, para a orientacdo do
tratamento, para alertar sobre possiveis surtos e favorecer a implementacdo de
estratégias de controle que impecam a disseminacéo de espécimes resistentes aos

antimicrobianos nos hospitais e na comunidade (Singh et al., 2006).


http://vet.sagepub.com/search?author1=C.+Gyles&sortspec=date&submit=Submit
http://vet.sagepub.com/search?author1=P.+Boerlin&sortspec=date&submit=Submit

47

10. OBJETIVOS

10.1. Objetivo Geral:

Realizar a caracterizagcdo molecular de isolados de K. pneumoniae produtores
de ESBL e KPC quanto a resisténcia aos antimicrobianos em pacientes
hospitalizados em Belém, Estado do Para.

10.2. Objetivos Especificos:

Determinar a frequiéncia dos isolados de K. pneumoniae produtoras de ESBL
e KPC identificados através de métodos fenotipicos.

Determinar a frequéncia e descrever o perfil genotipico dos genes: bla SHV,
bla TEM bla CTX- M e bla KPC.

Determinar a frequéncia e descrever o perfil genotipico dos genes Gyra,
ParC, QnrA, QnrB, QnrS, AA(6")-Ib e QepA.

Determinar a frequéncia dos genes e descrever o perfil genotipico armA e
rmtB.

Determinar nos isolados K. pneumoniae produtoras de ESBL o perfil de
resisténcia dos seguintes antimicrobianos: amoxacilina/acido clavulanico, cefalotina,
cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima e cefepima, ciprofloxacina,
levofloxacina, norfloxacina e acido nalidixico, amicacina, gentamicina, trobamicina,
imipenem, meropenem e ertapenem.

Determinar nos isolados K. pneumoniae produtoras de KPC perfil de
resisténcia dos seguintes antimicrobianos amoxacilina/acido clavulanico, cefalotina,
cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona,ceftazidima e cefepima, ciprofloxacina,
levofloxacina, norfloxacina e &cido nalidixico, amicacina, gentamicina , imipenem,
meropem e ertapenem.

Correlacionar a presenca dos genes bla SHV, bla TEM e bla CTX- M, dos
isolados de K. pneumoniae produtores betalactamases com o perfil de resisténcia a
amoxacilina/clavulonato, cefalotina, cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona,ceftazidima e
cefepima.

Correlacionar a presenca dos genes bla KPC dos isolados de K. pneumoniae
produtores de KPC com o perfil de resisténcia ao imipenem, meropenem e

ertapenem.
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Correlacionar a presenca dos genes Gyra, ParC, QnrA, QnrB, QnrS,
AAC(6")-Ib e QepA com o perfil de resisténcia aos antimicrobianos: ciprofloxacina,
levofloxacina, norfloxacina e acido nalidixico.

Descrever a frequéncia dos isolados dos K. pneumoniae produtores de ESBL

e KPC nas amostras de pacientes hospitalizados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. ASPECTOS ETICOS ]
O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Evandro Chagas com namero de registro
CAAE: 32625914.3.0000.0019 e Parecer n° 708.336.

2.2. AMOSTRAGEM:

A amostragem do estudo foi constituida de 124 isolados de K. pneumoniae
cedidos pelo Laboratério de Analises Clinicas de um Hospital Publico de Belém,
Pard, detectados de diferentes espécimes clinicos de pacientes hospitalizados, no
periodo de abril 2012 a abril de 2013.

2.3. DESENHO DO ESTUDO

O presente estudo é de natureza descritiva, observacional, transversal e
analitico inferencial referente a caracterizacdo molecular de isolados de K.

pneumoniae produtores de ESBL e KPC.

2.4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo os isolados de K. pneumoniae previamente
identificados pelos Laboratorios de Analises Clinicas que cederam as amostras de
micro-organismos para o estudo.

Foram excluidos do estudo os micro-organismos nao viaveis ap0s o

reisolamento das amostras do estudo.

2.5. SELECAO DAS AMOSTRAS DO ESTUDO

No periodo de abril 2012 a abril de 2013, todos 0s micro-organismos
identificados como K. pneumoniae nos Laboratérios de Analises Clinicas que
cederam as amostras para o estudo, foram repicados em tubos contendo em &gar
estoque (Difco, U.S.A) e incubados na temperatura de 37°C durante 24 horas. Apos
a incubacdo as amostras foram enviadas ao Instituto Evandro Chagas, e

acondicionadas no setor de Bacterioteca, até a realizacao do estudo.
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2.6. REIDENTIFICACAO E MANUTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de K. pneumoniae armazenadas em Agar estoque (Difco, U.S.A)
foram repicadas para o caldo Luria Bertani (LB) (Difco, U.S.A) e incubadas em
estufa na temperatura de 37°C durante 24 horas. Apos a turvacdo do caldo uma
aliquota foi semeada em placa de agar Mac Conkey (Difco, U.S.A) e incubada a
37°C por 24 horas. Apos a incubacado as amostras foram submetidas a identificacédo
realizadas por automacéo, no aparelho Vitek 2 da BioMerieux, através de painéis
com provas de identificacdo para bacilo Gram negativo (Funke & Pascale, 2004,
O’"Hara, 2005).

As culturas puras de K. pneumoniae foram usadas para as analises propostas
no presente estudo, além de serem armazenadas em tubos de criopreservacgéo de 2
mL contendo caldo de Luria Bertani (LB) acrescido com glicerol a 20% e congelado
em freezer a temperatura de — 70°C, bem como, em tubos 12 x 75 mm, e mantidos

na Bacteriologia do Instituto Evandro Chagas.

2.6.1. Teste de sensibilidade antimicrobiana

As amostras de K. pneumoniae foram submetidas ao antibiograma manual
realizada pelo Teste de disco-difusdo padronizada pelo Instituto de Padronizacdo de
testes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2012) com o0s seguintes antimicrobianos:
ampicilina(10pg), amoxacilina/acido clavulanico (20/10ug), cefalotina (30 pg),
ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 ug), cefoxitina (30 ug), ceftriaxona (30 ug),
cefepima (30 pg),cefuroxima (30 pg), gentamicina (10 pg), amicacina (30 ug),
imipenem (10 pg), meropenem (10 ug), ertapenem (10 pg) ciprofloxacina (5 ug),
norfloxacina (10 ug), levofloxacina (5 ug), acido nalidixico (30 pg) (Oxoid® (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra).

Para determinacdo da concentracdo minima inibitoria foram utilizadas fitas de
Etest® (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) de acordo com a orientacdo do fabricante
para 0s seguintes antibidticos: cefotaxima, ceftriaxona, cefepima, imipenem,

meropenem, ertapenem, ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina, acido nalidixico.
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2.6.2. Confirmacéo de isolados de K. pneumoniae produtoras de ESBL

Foram consideradas amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL, os
isolados positivos no Teste de adicdo de &acido clavulanico Oxoid® (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra)(CLSI, 2012).

2.6.3. Confirmacéao de isolados de K. pneumoniae produtores de KPC

Em todos os isolados de K. pneumoniae ESBL considerados positivos de
acordo com os critérios padronizados pelo CLSI (2012), foram realizados os testes
de suscetibilidade aos carbapenens (imipenem, meropenem, ertapenem) por disco-
difusdo, com dicos Oxoid® (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). Os critérios de
deteccado fenotipica de KPC foram os descritos na norma técnica n°1 de 2013 da
ANVISA.

2.6.4. Controle de qualidade para testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
Nas analises de controle de qualidade para os testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos foram utilizadas cepas American Type Culture Colletion (ATCC). A
K. pneumoniae ATCC 700603 produtora de ESBL e a E.coli ATCC 25922 né&o
produtora de ESBL, foram utilizadas como controle de qualidade para todos os teste
de suscetibilidade a antimicrobianos desse estudo. A interpretacdo dos resultados
foram realizadas utilizando os limites preconizados para cada ATCC (CLSI, 2012).

2.6.5. Controle de qualidade para testes de suscetibilidade aos carbapenens

As analises de controle de qualidade para os testes de suscetibilidade aos
carbapenens foram realizados com isolados de E.coli ATCC 25922 e P. aeruginosa
ATCC 27853.

2.6.6. Analise Genotipica

2.6.6.1 Extracdo do DNA

O DNA genbdmico foi extraido a partir de col6énias de K. pneumoniae isolados
em agar MacConkey. As colGnias bacterianas foram suspensas em 500 pL de
solugéao tampéo TE (0,01 M Tris-HCI,0,001 M EDTA [ pH 8,0]) e equiparadas a uma
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turbidez n° 2 na escala de McFarland (6 x 108 UFC/mL). A suspenséo foi aquecida a
100°C por 10 minutos, centrifugada por 5 minutos a 1000 RPM, e 150 pL do
sobrenadante foram congelados a -20°C até o uso (Lopes et al., 2010).

2.6.6.2 Reacao em cadeia mediada pela polimerase para ESBL

A PCR foi realizada para identificar os genes bla TEM, bla SHV e bla CTX-M.
Todas as reacdes foram realizadas com 1 yL de DNA de cada microorganismo, 1 U
de Tag DNA polimerase, tampéo MgClz , dNTP e agua miliQ em um volume total de
25 uL. As sequéncias de oligonucleotideos, genes alvo,condicdes das reacdes,

tamanho do amplicon e referéncia foram descritas abaixo no Quadro 5.

O produto amplificado de cada reacao foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1% com Syber safe (Invitrogen) (0,5 ug/mL) durante 1 hora (6volts/cm) e

visualizados em UV (312 nm).

Para a padronizacdo das reagcbes de PCR, foram utilizadas linhagens
gentilmente cedidas pelo Dr. Afonso Barth, da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul.
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Quadro 5 - Sequéncias iniciadoras utilizadas para os ensaios da PCR para identificacdo das ESBL e suas respectivas condi¢cdes
de reagao.

Sequéncia de oligonucleotideos cene alve desnaturagéocc;::li:r(:::to extenséo szzrllizgrgo Referencia
ST A e e A T
SO SASIe TS, o | | RS P oom | mesred staason
2 CoC T G0 ATG 166 A pacTcu | o | Sho | 120G 550 pb Bonnet et al. (2000)
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2.6.6.3. Reacao em Cadeia Mediada pela Polimerase para KPC

O gene bla KPC foi amplificado com os iniciadores: 5 -TGTCACTGT
ATCGCCGTC-3' e 5- CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3'. O procedimento para
realizacdo da PCR foi o seguinte: desnaturacédo 95°C por 5 min, anelamento a 58°C
por 30 s, e alongamento a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, extenséo final a 72°C
por 10 minutos. Para realizagdo da PCR foram utilizados um volume de 25 yL da
reagdo com tampéao MgClz2 1,5 mM, dNTP 0,25mM, 1,5 U de tag DNA polimerase, 10
ML de iniciadores e 5 pL de extrato de DNA. A presenca de um fragmento de 879
pares de base indicara a presenca do gene bla KPC (Yigit et al., 2001).

O produto amplificado de cada reacgédo foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1% com Syber safe (Invitrogen) (0,5 pg/mL) durante 1 hora (6 volts/cm) e
visualizados em UV (312 nm).

Para a padronizacdo das reagfes de PCR, foi utilizada linhagens de KPC-2

do College of American Pathologists.

2.6.6.4 Reacdo em Cadeia Mediada pela Polimerase para genes de resisténcia a
quinolonas.

Nas amostras de K. pneumoniae produtores de ESBL que apresentaram
resisténcia as quinolonas testadas no antibiograma segundo CLSI (2012), foram
realizadas PCR para deteccdo dos genes que conferem resisténcia cromossomica
(gen GyrA, gen ParC), e plasmidial (gen QnrA, gen QnrB, gen QnrS) as quinolonas.
Adicionalmente foram pesquisados o gen AAC(6")-Ib e gen QepA. Todas as reacdes
foram realizadas com 2 pL de DNA de cada microorganismo, 1 U de Tagq DNA
polimerase, tampdo MgClz , dNTP e agua miliQ em um volume total de 25 pyL As
sequénciasde oligonucleotideos, genes alvo, condi¢bes das reacdes, tamanho do

amplicon e referéncia foram descritas abaixo no Quadro 6.
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Quadro 6 - Sequéncias iniciadoras utilizadas para os ensaios da PCR para identificacdo dos genes cromossdmicos e plasmidiais

gue codifica resisténcia para quinolonas e suas respectivas condi¢cdes de reacao.

o Tamanho
Sequéncia de oligonucleotideos Gene alvo Condicdes do Referéncia
Amplicom
desnaturacdo anelamento extenséo
5-CGACCTTGCGAGAGAAAT-3 GVrA 94°C, 55°C, 72°C, 6250 Vien et
5-GTTCCATCAGCCCTTCAA-3 y 30s 30s 30 P al.( 2009)
5-CTGAATGCCAGCGCCAAATT-3 ParC 95°C, 55°C, 72°C, 3890b Vien et
5-TGCGGTGGAATATCGGTCGC-3 30s 30s 30s P al.,(2009)
5-TCAGCAAGAGGATTTCTCA-3 onrA 95°C, 48°C, 72°C, 6270b Vien et
5-GGCAGCACTATTACTCCCA-3 30s 1min 30s P al.(2009)
5-GGMATHGAAATTCGCCACTG-3’ QN 94°C, 55°C, 72°C, 2640b Vien et
5-TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA-3’ 30s 30s 30s P al.(2009)
5-ATGGAAACCTACAATCATAC-3 onrs 95°C, 48°C, 72°C, 6270b Vien et al.
5-AAAAACACCTCGACTTAAGT-3 30s 30s 30s P (2009)
5-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA-3’ AAC(6')-Ib 95°C, 55°C, 72°C, 4820b Vien et al.
5-CTCGAATGCCTGGCGTGTTT-3& 30s 30s 30s P (2009)
5-GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG-3 QepA 95°C, 55°C, 72°C, 1990b Vien et al.
5-CTTCCTGCCCGAGTATCGTG-3’ P 30s 30s 30s P (2009)
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2.6.6.5. Reacdo em Cadeia Mediada pela Polimerase para genes de resisténcia aos
aminoglicosideos

Nas amostras de K. pneumoniae produtores de ESBL que apresentaram
resisténcia aos aminoglicosideos testadas no antibiograma, segundo CLSI (2012)
foram realizadas PCR para deteccdo dos genes armA e rmtB. Todas as reacodes
foram realizadas com 2 pL de DNA de cada microorganismo, 1 U de Taq DNA
polimerase, tampdo MgClz , NTP e agua miliQ em um volume total de 25 uL As
sequénciasde oligonucleotideos, genes alvo,condi¢cdes das reagbes , tamanho do

amplicon e referéncia foram descritas abaixo no Quadro 7.
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Quadro 7 - Sequéncias iniciadoras utilizadas para os ensaios da PCR para identificacdo dos genes que codificam resisténcia para
aminoglicosideos e suas respectivas condi¢des de reagao.

Condigoes Tamanho
Sequéncia de oligonucleotideos Gene alvo do Referéncia
Amplicom
desnaturacao anelamento  Extenséo
5-CCGAAATGACAGTTCCTATC-3 ArmA 94°C, 55°C, 72°C, 846 pb Wassef et al.(
5-GAAAATGAGTGCCTTGGAGG-3’ 1min 1min 2min P 2010)
5-ATGAACATCAACGATGCCCT-3 RMtB 94°C, 55°C, 72°C, 769 ob Wassef et
5-CCTTCTGATTGGCTTATCCA-3’ 1min 1min 2min P al.(2010)
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2.6.6.6. Sequenciamento dos produtos da PCR

Os produtos das amostras de ESBL e KPC, foram amplificadas novamente
com Taq polimerase pfu (Invitrogen, Carlsbad, USA). Os fragmentos amplificados
foram sequenciados para determinar o tipo de ESBL e KPC presentes. Os
iniciadores, reativos e condigcbes de amplificacdo foram os mesmos usados na
reacdo da PCR para deteccdo do gene. Os produtos amplificados foram purificados
com o kit GFX-TM PCR (Amershan Biosciences, Suécia) e agua w-30500 (Sigma,
Estados Unidos). O ciclo de amplificacéo foi de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a
50°C e 1 minuto e 15 segundos a 50°C, que foi repetido 30 vezes. O produto foi
precipitado com acetado de amonio 30M e etanol 95% e sequenciado no analisador
genético ABI Prism-3130 (Applied Biosystems). As sequéncias produzidas foram
editadas no programa Sample Manager, acoplado ao ABI 3130 DNA
Sequencer, e posteriormente analisadas com programa Chromas-prov versao 1.45
com a utilizacdo do kit ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystems), ClustalW (http://www.cbi.ac.uk/clustalw>) e, em seguida comparadas
as sequencias disponiveis no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi,
nih.gov/BLAST>).

2.6.6.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram distribuidos de acordo com a frequéncias absolutas e
relativas.

Para analisar as relagcdes entre presenca dos genes de resisténcia e o perfil
de MIC dos antimicrobianos estudados foi usado o teste do qui- quadrado (x2)
(Ayres et al.,, 2007). Foram realizadas comparacdes de proporcdes, visando
identificar uma possivel diferenca entre as categorias das varidveis avaliadas. Foi

adotado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05) para todos 0s testes estatisticos.
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3. RESULTADOS

Em relacdo aos resultados dos testes fenotipicos para deteccdo de ESBL
pode-se observar que 60% (74/124) dos isolados de K. pneumoniae apresentaram
producdo de ESBL (Figura 16).

Figura 16 - Teste fenotipico de adicédo de acido clavulanico para deteccéo de ESBL.

Fonte: O autor.

Quanto aos resultados dos testes fenotipicos para deteccdo de KPC
observou-se que 5% (4/74) dos isolados de K. pneumoniae apresentaram producao

de KPC (Figura 17).

Figura 17 - Teste fenotipico de blogueio enziméatico com &cido fenil borénico para
deteccéo de KPC.

Fonte: O autor

Em relacdo aos isolados de K.pneumoniae cujos testes fenotipicos foram
positivos para ESBL, observou-se que das 74 amostras, 69 (93%) apresentaram
amplificac@o para os genes associados as codificacdes de enzimas betalactamases,
e em 5 isolados ndo houve amplificacdo para os genes estudados. Além disso, 4/74
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(5%) isolados de K. pneumoniae com testes fenotipicos positivos para KPC foram

amplificados pela PCR (Figura 18).
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Figura 18 - Resultados dos testes de triagem fenotipicas para deteccao de isolados

K. pneumoniae produtores de ESBL e KPC.

Os resultados das amplificacbes dos genes que codificam betalactamases
nos espécimes de K. pneumoniae possibilitaram detectar os seguintes percentuais:
83% para o gene bla CTX-M, 85,5% para o gene bla SHV e 83% para o gene bla
TEM (Quadro 8, Figuras- 19, 20, 21).

As reacbes de PCR nas amostras cujos testes fenotipicos foram indicativos
para producdo de KPC detectaram amplificacbes de 100% do gene bla KPC
(Quadro 8, Figura 22).

Quadro 8 - Percentual de amplificacbes das reacdes de PCR para os genes bla
CTX-M, SHV, TEM, KPC.
RESULTADO DAS REACOES DE

Isolados de K. pneumoniae

PCR

Gene bla CTX-M 83%(57/69)
Gene bla SHV 85,5%(59/69)
Gene bla TEM 83%(57/69)

Gene bla KPC 5%((4/74)




61

A7 A8 A9 All Al4 Al5 A17 Al9 A27 A31 cp

L
e
R

Figura 19 - Resultados da PCR para o gene bla CTX-M. Amostras amplificadas: A7,
A8, A9, All, Al4, Al5, A19, A27, A31. Amostra ndo amplificada: A17. Controle
positivo: CP. Ladder (L) de 100 pares de base de DNA. Os primers utilizados na

PCR amplificaram um fragmento génico de 550 pares de bases.

" A9 A95 A96  A98 A100 A101 A102 A109 Al11 cp L

(0]0]0]
- .
- -

Figura 20 - Resultados da PCR para o gene bla SHV. Amostras amplificadas: A94,
A95, A96, A98, A100, A101, A109. Amostra nao amplificada: A102, A111. Controle
positivo: CP. Ladder (L) de 100 pares de base de DNA. Os primers utilizados na
PCR amplificaram um fragmento génico de 930 pares de bases.

Figura 21 - Resultados da PCR para os gene bla TEM. Amostras amplificadas: A8,
A9, All, Al4, Al5, Al7, A19, A23, A25. Amostra ndo amplificada: A18. Controle
positivo: CP. Ladder (L) de 100 pares de base de DNA. Os primers utilizados na
PCR amplificaram um fragmento génico de 1076 pares de bases.
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Figura 22 - Resultado da PCR para os gene bla KPC— Amostras amplificadas: A95,
Alll, Al15.Controle positivo: CP. Ladder (L) de 100 pares de base de DNA. Os
primers utilizados na PCR amplificaram um fragmento génico de 879 pares de

bases.

Os resultados das amplificacdes dos genes bla CTX-M, SHV e TEM nas
amostras estudadas permitiram detectar mais de uma tipo de gene em um mesmo
isolado com a seguinte frequéncia: 60% (41/69) para genes bla CTX-M/ SHV/ TEM ,
19% (13/69) genes bla CTX-M/TEM, 19%(13/69) genes bla CTX-M/SHV, e 13%
(9/69) para os genes bla SHV/TEM (Figura 23).

100 -+

80 -

60 -

40

20 -
0 - N =
genes bla CTX-M/  genes bla CTX- genes bla CTX- genes bla SHV/TEM

SHV/TEM M/TEM M/SHV

Figura 23 - Presenca simultanea de genes bla CTX-M, SHV, TEM nas amostras

estudadas.

Quanto aos isolados K. pneumoniae produtoras de ESBL e com amplificacdes
para 0s genes que codificam betalactamases pode-se verificar que 39%(27/69)
apresentaram resisténcia as quinolonas estudadas. Os resultados das reacdes de
PCR dessas amostras possibilitaram as amplificagbes dos seguintes genes: 44%
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(12/27) do gene QnrB, 88% (24/27) do gene GyrA, 93% (25/27) ParC, e 85% (23/27)
do gene AAC(6")-Ib. No entanto, ndo houve amplificacdes dos genes QnrA, QnrS e
QepA (Quadro 9, Figuras 24, 25, 26 e 27).

Quadro 9 - Percentual de amplificacbes das reagdes de PCR para os genes QnrB,
QnrA, QnrS, GyrA, ParC,, AAC(6')-1b e QepA.

RESULTADO DAS REACOES DE Isolados de K. pneumoniae produtores
PCR de ESBL resistentes as quinolonas
Gene QnrB 44%(12/27)

Gene QnrA 0%(0/27)

Gene QnrS 0%(0/27)

Gene GyrA 88% (24/27)

Gene ParC 93%(25/27)

Gene AAC(6')-Ib 85%(23/27)

Gene QepA 0%(0/27)

Al4 Al1S5 A94 A23 A29

o8

R
T W W G T W W gy S Seee 00
e

Figura 24 - Resultados da PCR para o gene ParC. Amostras amplificadas: A7, A94,
Al4, A15, A94, A23, A29, A30, A31l.Controle positivo: CP. Ladder (L) de 100 pares
de base de DNA. Os primers utilizados na PCR amplificaram um fragmento génico
de 389 pb.
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. - ¥
Al4 X Al18 ¢ A2 A23 A25 A30 § A32

.

Figura 25 - Resultado da PCR para o gene GyrA. Amostras amplificadas: A7, A8,
All, Al4, A18, A21, A23, A25, A30. Nao foi amplificada a amostra A32. Controle
positivo: CP. Ladder (L) de 100 pares de base de DNA. Os primers utilizados na

PCR amplificaram um fragmento génico de 625 pb.

—— N — v

Figura 26 - Resultados da PCR para os gene AAC(6")-Ib. Amostras amplificadas:
A7, A9, Al5, A19, A23, A25, A95, A31l, A32. Amostra A56 ndo foi amplificada.
Ladder (L) de 100 pb de base de DNA. Os primers utilizados na PCR amplificaram

um fragmento génico de 482 pb.

Figura 27 - Resultados da PCR para o gene QnrB. Amostras amplificadas: A25,
A32, A34. Amostras ndo amplificadas: Al4, A19, A23, A29, A30, A33, A39. Ladder
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(L) de 100 pb de base de DNA. Os primers utilizados na PCR amplificaram um
fragmento génico de 482 pb.

Os resultados da amplificacdo dos genes GyrA, ParC, QnrB e AAC(6)-Ib nos
espécimes estudados revelaram a presenca de mais de um desses genes em um
mesmo isolado. Foram detectadas as seguintes associagdes: 44% (12/27) para 0s
genes QnrB/GyrA/ParC, 26% (7/27) para os genes QnrB/GyrA, ParC/ AAC(6')-lb,
8% (2/27) para genes GyrA/ParC, 4% (1/27) para genes QnrB/ParC/AAC(6')-1b, 4%
(1/27) genes GyrA/ AAC(6')-Ib. Isto perfez um total de 86% de associacdes entre

esses genes (Figura 28).
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Figura 28 - Presenca simultdnea de genes GyrA, ParC , QnrB, AAC(AAC(6')-1b)

nas amostras estudadas.

Quanto as K. pneumoniae produtoras de ESBL pode-se verificar que
62%(43/69) apresentaram resisténcia aos aminoglicosideos estudados, porém os
genes armA e rmtB ndo foram amplificados nessas amostras.

As analises do sequenciamento dos produtos da PCR dos genes bla CTX-M,
SHV, TEM em espécimes de K. pneumoniae produtores de ESBL permitiram

observar as seguintes distribui¢oes:
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1. Para os genes bla CTX-M 60% (34/57) das amostras foram identificadas
como bla CTX-M -71,32% (18/57) bla CTX-M -165, 5% (3/57) bla CTX-M-15 e
3,5% (2/57) bla CTX-M -176.

2. Para os genes bla SHV verificou-se que 41% (24/59) foram bla SHV-11,
12%(7/59), bla SHV-32, 8% (5/59) bla SHV-26, 8% (5/59) bla SHV-44,
5%(3/58) bla SHV-38, 5% (3/59) bla SHV-100, 3,5% (2/59) foram bla SHV-1,
3,5%(2/58) bla SHV-12, 3,5% (2/59) SHV-28, 3,5% (2/59) SHV-109, 3,5%
(2/59) bla SHV-110, 3,5% (2/59) bla SHV- 137.

3. Para o gene bla TEM verificou-se que 30% (17/57) foram bla TEM-116, 26%
(15/57) foram identificados como gene bla TEM-1B, 24,5% (14/57) gene bla
TEM-1A, 9% (5/57) gene bla TEM-150, 3, 5% (2/57) gene bla TEM-183,
3,5%(2/57) gene bla TEM-198, 3,5% (2/57) gene bla TEM-209.

Em relacdo aos resultados da andlise do sequenciamento dos produtos de
PCR dos genes GyrA e ParC de K. pneumoniae produtores de ESBL, observou-se,
através do alinhamento das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos realizado
pelo programa Geneious, tomando como base a K. pneumoniae ATCC 13883, que
todos os isolados apresentaram mutacdes no gene GyrA, sendo que 100% (24/24)
apresentaram substituicdo de adenina por guanina na posicdo 493, causando
substituicdo de um residuo de tirosina por uma alanina na posi¢cdo 165 da cadeia
polipeptidica (Tyrl65Ala); 54% (13/24) apresentaram simultaneamente a mutagao
Tyrl65Ala, uma alteracdo de timina para adenina na posi¢cao 188 e de citosina por
timina na posicdo 189, causando a substituicdo de leucina para histidina na posicéo
63 da cadeia polipeptidica (Leu63His). Dois isolados apresentaram mais de duas
mutagfbes simultdneas, um deles apresentou além da mutagdo Tyrl65Ala, uma
alteracdo de guanina para adenina na posicao 47, resultando na substituicdo do
residuo glicina por arginina na posi¢do 16 (Glyl16Arg) da proteina; uma alteragédo de
timina por citosina na posi¢céo 104, resultando na mutacao lle35Thr; uma alteragéao
de guanina por adenina na posi¢cao 107, resultando na mutacdo Gly36Arg; uma
substituicdo de adenina por timina na posicdao 139, resultando na mutacéo
Ser47Cys; uma alteragcdo de citosina por timina na posicdo 175, causando a
mutacdo Ser59Pro. Em um outro isolado foi detectado além das mutagbes
Tyrl65Ala e Leu63His, uma alteracdo de adenina por timina na posicdo 26,

resultando na mutacdo His9Leu; alteracdo de guanina por timina na posicdo 49,



67

resultando na mutacdo Glyl7Arg e uma alteragdo de adenina por guanina na
posicdo 103, resultando na proteina mutante lle35Val. Em um outro isolado foi
detectado além das mutacdes Tyrl65Ala e Leu63His, uma alteracdo de guanina por
timina na posicéo 472, resultando na mutacdo Aspl58Tyr (Figura 29).

Quanto ao gene ParC, detectou-se através do alinhamento das sequéncia de
nucleotideos e aminoacidos que 43% (9/21) dos isolados apresentaram mutagoes,
57% (13/21) ndo apresentaram mutacfes e ndo foi possivel identificar quatro
amostras pela metodologia do alinhamento de nucleotideos e aminoacidos. Foram
detectadas em 78% (7/9) das amostras uma alteracdo de adenina por timina na
posicéo 2, resultando em uma substituicdo de tirosina por fenilalanina na posicao 1
da cadeia polipeptidica (TyrlPhe). Em 44% (4/9) dos isolados além da mutacéo
TyrlPhe foi detectada uma alteracdo de adenina por citosina na posicdo 5,
causando a mutagédo His2Pro. Em 22% (2/9) foram observados uma alteracdo de
citosina por guanina na posigéo 21, repercutindo na mutagéo lle7Met. Em 22% (2/9)
foi detectada uma alteracdo de timina por guanina na posicdo 20, resultando na
mutacdo lle7Ser. Em 11% dos isolados (1/9), além das mutacdes TyrlPhe e
His2Pro, foi observada uma troca de guanina por adenina na posi¢ao 16, resultando
na mutacdo Asp6Asn. Em 11% dos espécimes (1/9), além das muta¢des TyrlPhe,
His2Pro e lle7Met, foi encontrada uma troca de timina por guanina na posi¢ao 42,
resultando na mutacao Vall14Gly (Figura 30).
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Figura 29 - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene GyrA e da

sequéncia de aminoacidos codificados.
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6, 117 PARCF_E11.abl
7. 100 PARC F_C06.ab1
8, 9 PARCF_E08.ab1

9, 15 PARC F_C10.ab1
10. 85 PARC F_H06.ab1 H
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13. 125 PARC F_E10.abl
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17. 21 PARCF_D10.ab1
18. 118 PARC F_DO08.ab1
19. 33 PARC F_F10.ab1
20. 111 PARC F_B06.ab1
21. 50 PARC F_G06.ab1

22. 31 PARC F_C08.ab1

23. 14 PARC F_F08.ab1

H
-
H
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Figura 30 - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene ParC e da

sequéncia de aminoacidos codificados.

A partir das analises do sequenciamento dos produtos amplificados do gene
QnrB foi detectado 92% (11/12) da variante QnrB42 e 8% (1/12) da variante QnrB69.
Em relacdo ao gene AAC(6")-1b a andlise de sequenciamento detectou 94% (17/18)
para a variante AAC(6°)-lb-cr e 6% (1/18) para a AACA4. Cinco amostras ndo foram
identificadas decorrente de limitacdo técnica.

Os resultados da analise do sequenciamento dos produtos amplificados do
gene bla KPC, obtidos a partir de espécimes de K. pneumoniae produtoras de KPC,
possibilitaram a identificacdo do gene bla KPC-2 em 100% (4/74) das amostras
analisadas.

Em relacéo aos isolados K. pneumoniae produtores de KPC pode-se observar
que o perfil de resisténcia aos antimicrobianos estudados foi de 100% para
amoxacilina/acido clavulanico, cefalotina, cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepima, ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina, acido nalidixico,
amicacina e ertapenem; 75% para gentamicina, meropenem e imipenem (Quadro
10).
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Quadro 10 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de K.pneumonie

produtores de KPC.

ANTIMICROBIANOS PERFIL DE RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS /ANTIBIOGRAMA DOS
ISOLADOS DE K. pneumoniae PRODUTORES
DE KPC
(n=4)

Amoxacilina/acido 100%(4)
clavulanico
Cefalotina 100%(4)
Cefoxitina 100%(4)
Cefotaxima 100%(4)
Ceftriaxona 100%(4)
Ceftazidima 100%(4)
Cefepima 100%(4)
Imipenem 75%(3)
Meropem 75%(3)
Ertapenem 100%(4)
Ciprofloxacina 100%(4)
Levofloxacina 100%(4)
Norfloxacina 100%(4)
Acido nalidixico 100%(4)
Amicacina 100%(4)
Gentamicina 75%(3)

Os isolados de K. pneumoniae com genes KPC-2 também apresentaram as
seguintes associacoes: 100 % com o gene bla CTX-M, 50% para o gene bla SHV e
75% com o gen bla TEM, 75 % com gene QnrB, 100 % com gene GyrA, 25% com o
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gene ParC. Nao houve associacdo com o gene AAC(6")-Ib. Nao foram observadas
amplificacBes dos genes QnrA, QnrS, QepA, armA e rmtB

Foi possivel identificar as seguintes variantes associadas ao gene KPC-2:
75% para a variante bla CTX-M-71, 25% para CTXM-165, 50% para SHV-11, 25%
para SVH-137, 50% para TEM-116, 25% para TEM-209, 75% para QnrB42. Quanto
aos genes GyrA e ParC, a frequéncia de mutacbes foi 100% e 25%,
respectivamente. Os isolados KP95, KP115 e KPX apresentaram as mutacdes
Leu63His e Tyr265Arg no gene GyrA. O isolado KP111 apresentou as seguintes
mutacBes no gene GyrA His9Leu, Glyl7Arg, lle35Val, Leu63His e Tyrl65Ala, e no
gene ParC a mutacao TyrlPhe.

Apos o sequenciamento dos produtos amplificados foi possivel compor um

mapa de identificacdes dos genes estudados, o qual esta apresentado na figura 31.

Genes bla CTX-M71/ CTX-M165/

| Genes blakPC2 | | CTRER 2 e

Genes bla TEM-1B/TEM-1A/TEM-116/TEM-150/
TEM-183/TEM-198/ TEM-209

Genes bla SVH-11/ SHV-12/SVH-26/ SVH-44/ SHV-38/SVH-
100/ SVH-1/ SVH-32/ SHV-28/SVH-109/ SVH-110/SHV-137

Genes QnrB42/ QnrB69 l

Genes AA(6)-Ib —cr IAAcA4 I

Gen GyrA

Gen ParC

Figura 31 - Genes detectados pela analise do sequenciamento em amostras de K.

pneumoniae

Quanto aos resultados das MICs para as amostras com genes KPC-2 foi
verificado as seguintes MICs para os antimicrobianos betalactamicos: para a
amoxacilina/acido clavulanico 100% das amostras apresentam MIC 32 ug/mL; para
cefalotina 100% com MIC 32 pg/ mL; para cefoxitina 75% com MIC 64 pg/ mL e
25% com MIC 16 pg/ mL; para cefotaxima 75% com MIC 2256 ug/mL e 25% com
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MIC 16 pg/ mL, para ceftriaxona 100% com MIC 232 pg/mL, para ceftazidima 50%
com MIC 64 pg/mL e 50% com MIC 16ug/m; para a cefepima 75% com MIC 2256
pug/mL e 25% MIC 12ug/mL. Para as quinolonas 100% das MICs para ciprofloxacina
foram 232 pug/mL, 50% das MICs para levofloxacina foram 232 pg/mL e 50% foram
16 pg/mL; para a norfloxacina 75% das MICs foram 2256 pg/mL e 25% foram 232
pHg/mL, para o acido nalidixico 100% das MICs foram 2256 pg/mL. Para os
carbapenens, observou-se que para o imipenem 50% das MICs foram 16 pg/mL,
25% foram 8 pg/mL e 25% foram 2 pg/mL; para o meropenem os valores foram de
25% para cada uma das MICs a seguir =32 ug/mL, 16 pg/mL, 4 ug/mL e 2 pg/mL;
para o ertapenem 50% das MICs foram =32 pg/mL, 25% foram 4 pug/mL e 50%
foram 2 pg/mL (Quadro 11).
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Quadro 11 - Isolados produtores de KPC, genes sequenciados e concentracdo minima inibitéria. AC = amoxacilina/ acido

clavulanico, CL= cefalotina, CX= ceftriaxona, CM= cefotaxima, CR= ceftriaxona, CZ= ceftazidima, CP= cefepima, LV=

levofloxacina, NR= norfloxacina, NA= &cido nalidixico ,IM= imipenem, MR= meropenem, ET= ertapenem.

solado KPC Genes Antimicrobianos/Concentracdo Minima Inibitéria (ug/mL )/ Suscetibilidade
solado
Amplificados AC |CL |CX |CM |CR |Cz |CP |CI LV NR | AN |IM MR | ET
KPC2/CTXM71/ > > > > > > >
K95 SHV11/TEM116/ 32/ 32/ 64/ 256 | 32/ 16/ 256 | 32/ 32/ 256 | 256 | 16/ 16/ 2/
Qnra2/Gyr R R R |[/R R R |[/R R R |[/R /R R |R |{R)
KPC2/CTXM71/ > > > > >
K111 SHV137/Qnr42/ 32/ 32/ 64/ 16/ 232/ | 16/ 256 | 32/ 32/ 256 | 256 | 8/ 4/ 4/
GyrA /ParC RY R | R R R R |[/IR R R |[/RA /R R |[R |[R
KPC2/CTXM71/ > > > > > > > >
K115 SHV11/TEM116/ 32 32/ 16/ 256 | 32/ 064/ 256 | 32/ 32 256 | 256 | 2/ 2/ 32/
Qnra2/GyrA IR) | (R) [() IRy |R) |(R) |[/R)|(R) |(R) [/(R) [/R) | () (1 (R)
> > > > > > >
KPC2/CTXM165/
Kx3 32/ 32/ 064/ 256 | 32/ 64/ 256 | 32/ 16/ 32/ 256 | 16/ 32/ 32/
TEM209/GyrA
R R | ®] |[/RIR ® |/ ®) R®R) ® [/(RR®R R® (R
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Nos isolados K. pneumoniae produtores de ESBL, o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos estudados foi de 63% para amoxacilina/acido clavulanico, 100%
para cefalotina, 34% para cefoxitina,100% para cefotaxima, 100% para
ceftriaxona,100% para ceftazidima, 100% para cefepima, 36% para ciprofloxacina,
35% para levofloxacina, 32% para norfloxacina, 36% para acido nalidixico, 12% para
amicacina, 58% para gentamicina, 9% para imipenem, 9% para meropenem e 11%

para o ertapenem (Quadro 12).

Quadro 12 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos nos isolados de K. pneumoniae
produtora de ESBL.

PERFIL DE RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS ANTIMICROBIANOS
K. pneumoniae ESBL/(n=74)
Amoxacilina/acido clavulanico 63%(47/74)
Cefalotina 100%(74)
Cefoxitina 34%(25/74)
Cefotaxima 100%(74)
Ceftriaxona 100%(74)
Ceftazidima 100%(74)
Cefepima 100%(74)
Imipenem 9%(7/74)
Meropem 9%(7/74)
Ertapenem 11%(8/74)
Ciprofloxacina 36%(27/74)
Levofloxacina 35%(26/74)
Norfloxacina 32%(24/74)
Acido nalidixico 36%(27/74)
Amicacina 12%(9/74)
Gentamicina 58%(43/74)
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No que diz respeito a relacdo entre os isolados de K. pneumoniae contendo
0s genes bla TEM, SHV e CTX-M e o perfil de resisténcia a amoxacilina/acido
clavulanico dos isolados K. pneumoniae ESBL, observou-se que a maior MIC para
amoxacilina/acido clavulanico foi de 32ug/mL (p<0,05) com 71,93%(41/57),
67,79%(40/59) e 66,67%(38/57) referentes ao isolados contendo os genes bla TEM,
SHV e CTX-M, respectivamente (Figura 32).

PERCENTUAL

[EY

o

e 2

o o

o o

HE

nwn

J

X<

2 2) 2) D O QO
W Y @

AMOXACILINA/AC. CLAVULANICO

Figura 32 - Relacdo entre isolados K. pneumoniae com os genes bla TEM, SHV e

CTX-M e o perfil de resisténcia a Amoxacilina/acido clavulanico.

Quanto a relacédo entre os espécimes contendo os genes bla TEM, SHV e
CTX-M e a resisténcia a cefoxitina dos isolados K.pneumoniae ESBL, observou-se
um perfil heterogénio com menor tendéncia a resisténcia. Pode-se observar que 0s
percentuais mais representativos para resisténcia foram para as MIC 64ug/mL e =
256pg/mL. Os espécimes com genes bla TEM, SHV e CTX-M apresentaram 0s
seguintes percentuais para a MIC 64ug/mL: 17,54% (10/57), 18,64% (11/59) e
15,78% (9/57), respectivamente. Por outro lado, nos isolados com a MIC = 256
pMg/mL os percentuais foram 17,54% (10/57), 15,25% (9/59), e 19,29% (11/57),
respectivamente (Figura 33).
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Figura 33 - Relacdo entre isolados K. pneumoniae com os genes bla TEM, SHV e

CTX-M e o perfil de resisténcia a cefoxitina.

Quanto a correlacdo entre os isolados de K. pneumoniae contendo os genes
bla TEM, SHV e CTX-M e a resisténcia a cefalotina pode-se observar que 100%(
57/TEM, 59/SHV, 57/CTX-M) das MIC foram de 32ug/mL (p<0,05) para todas as
amostras analisadas (Figura 34).
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Figura 34 - Relacao entre isolados K. pneumoniae com genes bla TEM, SHV e CTX-

M e o perfil de resisténcia a cefalotina.

Sobre a relagdo entre os espécimes de K. penumonie com genes bla TEM,

SHV e CTX-M e a resisténcia a ceftriaxona verificou-se que o maior percentual foi
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para a MIC 32ug/mL (p<0,05), distribuidos nos espécimes estudados com 91,23%
(52/57) para o gene bla TEM, 94,91% (56/59) para o gene bla SHV e 92, 98%
(53/57) para gene bla CTX-M ( Figura 35).
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Figura 35 - Relacdo entre isolados K. pneumoniae com os genes bla TEM, SHV e

CTX-M e o perfil de resisténcia a ceftriaxona. Dos isolados K. pneumoniae ESBL.

Quanto a relacao entre os isolados de K. pneumoniae com genes bla TEM,
SHV e CTX-M e a resisténcia a cefotaxima, verificou-se que o maior percentual foi
para a MIC = 256ug/mL (p<0,05) com a seguinte percentagem: 70%(40/57) , 66,1%
(39/59) e 71,93% (41/57) para os isolados contendo genes bla TEM, SHV, e CTX-M,

respectivamente (Figura 36).
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Figura 36 - Relacdo entre isolados K. pneumoniae com os genes bla TEM, SHV e

CTX-M e o perfil de resisténcia a cefotaxima.
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Na correlacédo entre os espécimes K. pneumoniae com 0s genes bla TEM,
SHV e CTX-M e a resisténcia a ceftazidima, observou-se maior percentual para a
MIC 64ug/mL (p<0,05) distribuido da seguinte forma: 42,11% (24/57) para o gene
bla TEM, 42,37% (25/59) para o gene bla SHV e 49,12% (28/57) para o0 gene bla
CTX-M (Figura 37).
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Figura 37 - Relacao entre isolados K. pneumoniae com genes bla TEM, SHV e CTX-

M e o perfil de resisténcia a ceftazidima.

Quanto a relacdo entre os espécimes K. pneumoniae com genes bla TEM,
SHV e CTX-M e a resisténcia a cefepima, verificou-se que 0s percentuais mais
representativos para resisténcia foram para as MIC 12ug/mL e = 256ug/mL
(p<0,05). Os espécimes com gen bla TEM, SHV e CTX-M apresentaram 0S
seguintes percentuais para a MIC 12 ug/mL: 29,82% (17/57), 22,03 (13/59) e 24,
56% (14/57), respectivamente. Ja para a MIC = 256ug/mL os percentuais foram
24,56% (14/57), 27,11% (16/57) e 24,25% (14/57), respectivamente.( Figura 38).
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Figura 38 - Relagao entre isolados K. pneumoniae com os genes bla TEM, SHV e

CTX-M e o perfil de resisténcia a cefepima.
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No que diz respeito a relacdo entre os isolados K. pneumoniae contendo 0s
genes AAC(6")-Ib, ParC, GyrA e QnrB e o perfil de resisténcia a levofloxacina,
percebeu-se que a maior MIC foi 32ug/mL (p<0,05) com 60,87% (14/23),
56%(14/25), 62,50%(15/24) e 66,67% (8/12), respectivamente (Figura 39).
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Figura 39 - Relacdo entre os isolados de K. pneumoniae contendo 0s genes

AAC(6")-Ib, ParC, GyrA, QnrB, e o perfil de resisténcia a levofloxacina.

Em relacdo aos isolados de K. pneumoniae contendo os genes AAC(6')-1b,
ParC , GyrA e QnrB e o perfil de resisténcia a ciprofloxacina, verificou-se que o
maior percentual para a MIC foi de = 32 ug/mL (p<0,05), distribuido da seguinte
forma: 86,96% (20/23), 84% (21/25), 87,50% (21/24), 91,67% (11/12),

respectivamente (Figura 40).
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Figura 40 - Relacdo entre os isolados de K. pneumoniae contendo 0s genes

AAC(6")-Ib, ParC, GyrA, QnrB, e o perfil de resisténcia a ciprofloxacina.



79

Quanto a correlacdo entre os genes AAC(6")-Ib, ParC , GyrA, QnrB e a
resisténcia a norfloxacina , verificou-se nos isolados analisados que a maior
frequéncia foi para a MIC = 256 pg/ml (p<0.05) com 82, 61%(19/23) para amostras
com gen AA(6°)-1b , 80%(20/25)para as com gen ParC, 83,33%(20/24) para as com
gen GyrA , e 91, 67%(11/12) para as com gen QnrB (Figura 41).
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Figura 41 - Relagdo entre os isolados de K. pneumoniae contendo 0s genes
AAC(6")-Ib, ParC , GyrA, QnrB e o perfil de resisténcia a norfloxacina.

Em relacdo aos isolados de K. pneumoniae contendo os genes AAC(6")-Ib,
ParC, GyrA, QnrB e a resisténcia ao acido nalidixico, observou-se uma maior
frequéncia para a MIC = 256 pg/mL (p<0,05), distribuida entre as amostras com
genes AAC(6")-1b, ParC , GyrA, QnrB com os seguintes percentuais 91,30% (21/23),
88% (22/25) e 91,67% (22/24), 91,67% (11/12) , respectivamente (Figura 42).
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Figura 42 - Relagdo entre os isolados de K. pneumoniae contendo o0s genes

AAC(6")-Ib, ParC , GyrA, QnrB, e o perfil de resisténcia ao acido nalidixico.
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Os espécimes de K. pneumoniae produtores de ESBL e KPC foram isolados a
partir de: 40,5% (30/74) de amostras de urina; 23% (17/14) de swab retal; 23%
(17/74) de sangue; 4,2% (3/74) de ponta de cateter; 2,7% (2/74) de secrecao
traqueal; 2,7% (2/74) de lavado brénquico alveolar; 1,3% (1/74) de fistula; 1,3%
(1/74) de abcesso; e 1,3% (1/74) de ferida operatéria (Figura 43).
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Figura 43 - Fontes de isolamento de K. pneumoniae produtora de ESBL e KPC.
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4. DISCUSSAO

Os espécimes de K. pneumoniae sdo considerados dentre as bactérias Gram
negativas os mais frequentemente isolados em ambiente hospitalar em todo o
mundo e tém sido associados a processos e surtos infecciosos, principalmente por
sua resisténcia aos antimicrobianos utilizados na terapéutica (Chung et al., 2015).

Dados do programa Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY), programa
mundial e longitudinal de vigilancia de resisténcia aos antimicrobianos,
demonstraram que 50% dos espécimes de K. pneumoniae isolados na América
Latina no ano de 2011 produziram ESBL, evidenciando assim sua grande
capacidade de adquirir e expressar mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
(Jones et al., 2013).

De acordo com o Center of Disease Control (CDC, 2013), a K. pneumoniae foi
considerada um “desafio urgente a saude humana” por sua associagdo com a
multirresisténcia aos antimicrobianos.

Segundo Livermore (2012), a resisténcia aos antimicrobianos tem se tornado
mais grave em bactérias Gram negativas. A elevada prevaléncia de ESBL tem
aumentado a dependéncia do uso de carbapenem, farmaco reservado para o
tratamento contra isolados produtores de ESBL multirresistentes.

Tem sido crescente a deteccdo de cepas de K.pneumoniae capazes de
produzir carpenemases, como a KPC, que podem hidrolizar carbapenens.
Adicionamente,hd registros de isolados de K. pneumoniae resistentes a outras
categorias de antimicrobianos como fluoroquinolonas, aminoglicosideos e
sufametaxazol/trimetropim (Canton et al., 2012; Falagas et al ., 2016).

O tratamento de isolados patogénicos de K. pneumoniae, particularmente os
produtores de ESBL e KPC, esta frequentemente associado a falha terapéutica em
pacientes hospitalizados. Além disso, esses isolados tém habilidade de contaminar
rapidamente o ambiente hospitalar, disseminando genes que codificam mecanismos
de resisténcia, resultando em elevacado de taxas de morbidade e mortalidade (Trivedi
et al., 2015).

A deteccdo de bactérias produtoras de mecanismos enzimaticos capazes de
promover falha terapéutica, como ESBL e KPC, pode favorecer um melhor manejo

clinico do paciente e, adicionalmente, a execucdo de medidas de controle
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microbiano a fim de evitar a disseminacdo de isolados resistentes aos
antimicrobianos no hospital, e até mesmo entre hospitais (Girometti et al., 2014,
Hendrik et al., 2015, Oduro-Mensah et al., 2016).

Em 2009 o CLSI e o European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) publicaram alteragdes interpretativas em relacdo aos pontos de
corte para o0s testes de suscetibilidade para penicilinas, cefalosporinas e
monobactam, representando uma mudanca de paradigma para interpretacdo e
relatos dos isolados produtores de ESBL. Nesse contexto, os testes de triagem
fenotipicos para deteccdo de ESBL foram sugeridos apenas para fins
epidemiologicos, sendo desnecesséarios para a rotina. O tratamento de isolados
produtores de ESBL com cefalosporinas passou a ser permitido dependendo dos
resultados dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos analisados com os
novos pontos de corte, independente da producédo de ESBL pelo micro-organismo
(Hombach et al., 2013).

As proposicdes dos novos pontos de corte para isolados produtores de ESBL
levantam questionamentos sobre a eficacia do tratamento. Além disso, a isenc¢éo
dos testes fenotipicos para a deteccdo de ESBL seria um contrasenso dada a sua
elevada transmissibilidade entre as bactérias. Nessa perspectiva, a utilizacdo de
técnicas para a deteccao desse mecanismo de resisténcia favorece o rastreamento
de ESBL em isolados clinicos no ambiente hospitalar, bem como na comunidade
(Harris, 2015, El - Jad et al., 2016).

As triagens fenotipicas realizadas nesse estudo detectaram que 60% dos
isolados de K. pneumoniae produziram ESBL. Foram identificadas por Reis et al.
(2013) percentuais de 57,4% de isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL em
amostras de paciente de um hospital privado de Fortaleza, Ceara. Outro estudo em
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, detectou a presenca de betalactamases em 75,8%
de espécimes de K. pneumoniae em um hospital de emergéncia (Meyer & Picoli,
2011). Em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, foram detectados 2,4% de isolados de
Klebsiela spp produtores de ESBL (Lago et al., 2010). Ja um estudo realizado por
Rodrigues & Mesquita (2016) detectou em Caruaru, Pernambuco, a producédo de
ESBL em 22,1 % espécimes de Klebsiella spp.

Os relatos atuais sobre os dados de isolados de K. pneumonie produtores de
ESBL ainda sdo escassos em muitas regifes do Brasil. Ndo ha uma obrigatoriedade

de divulgacéo de registros, por isso a importancia de estudos que possam contribuir
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com a elucidacdo do cenéario de resisténcia causado por esses mecanismos
enzimaticos. No Brasil, nos anos de 2007 e 2008, houve uma proposta de ampliar o
conhecimento sobre a resisténcia microbiana, através do termo de cooperacdo TC
37 entre a Organizacdo Pan-Americana da Saude e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, no qual foi proposto um projeto para implantacdo da Rede
Nacional de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude -
Rede RM, envolvendo 114 hospitais da Rede Sentinela e 27 Laboratorios de Saude
Plblica. Dentre os objetivos da Rede RM estava o de construir um instrumento
capaz de informar e divulgar os dados do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.
No ano de 2008, a rede RM passou por dificuldades de diversas ordens, o que
culminou posteriormente na inviabilidade de seu prosseguimento nesse formato
(ANVISA, 2009).

Atualmente, os dados dos perfis de bactérias resistentes estdo disponiveis
nos boletins da ANVISA referentes a Seguranca do Paciente e Qualidade em
Servico de Saude. Esses perfis sdo agora notificados para a ANVISA por meio do
formuléario eletrénico FormSus. No entanto, os boletins ndo apresentam resultados
de triagens fenotipicas que poderiam elucidar 0 mecanismo indicativo de resisténcia
aos antimicrobianos (http:/ /www20.anvisa.gov.br/ segurancadopaciente/ index.php/
publicacoes /item/ 12, acessado em 20/05/2016).

Em relacdo a triagem fenotipica, nesse estudo foi detectado em 5% dos
isolados de K. pneumonie a presenca de KPC. Ressalta-se que, apesar de 11% dos
isolados K. pneumonie produtores de ESBL apresentarem resisténcia ao ertapenem
e 9% ao meropem e imipenem, apenas 5% apresentaram testes fenotipicos foram
positivos para KPC. A resisténcia aos carbapenens apresentados por amostras
negativas para KPC, pode estar envolvida com outros mecanismos como a
producdo de betalactamase Amp C, deficiéncia de porinas ou producdo de
betalactamase OXA- 48 (ANVISA, 2013).

O primeiro relato da detec¢cdo da KPC no Brasil foi realizado por Monteiro et
al. (2009) em um isolado de K. pneumoniae detectado em Recife, Pernambuco.
Posteriormente verificou-se sua disseminacdo em varios estados do Brasil, bem
como em diversos géneros e espécies bacterianas (Pavez et al., 2009, Peirano et
al., 2009, Zavascki et al., 2010, Fehlberg et al., 2012, Nogueira et al., 2013).

Quanto a presenca dos genes que codificam betalactamases observou-se

que das 74 amostras positivas para o0s testes fenotipicos, 69 apresentaram
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amplificacbes para os genes associados a codificacdo de enzimas betalactamases.
No entanto 5 amostras foram positivas para os testes fenotipicos, e sem
amplificacbes para nenhum dos genes estudados. Outros tipos de genes menos
frequentes, como os genes bla GES e bla PER , podem também codificar ESBL,
levando a positividades dos testes fenotipicos (Yezli et al., 2015). Para os genes que
codificam KPC, observou-se 100% de amplificacbes nas amostras positivas para 0s
testes fenotipicos, o que confirmou a presenca dessas carbapenemases nos
isolados estudados.

Em relacdo aos resultados das reacdes de PCR para os genes bla CTX-M,
SHV e TEM observou-se percentuais de amplificacbes de 83%, 85,5% e 83%,
respectivamente. Foi detectado uma elevada associacdo entre esses genes nos
isolados analisados (13 a 60%), indicando a presenca de dois a trés genes em uma
mesma amostra capazes de codificar diferentes betalactamases. No estudo de
Shahid et al. (2011), o percentual detectado para o gen e bla CTX-M foi de 39%,
25% para o gene bla SHV e 18% para o gene bla TEM e uma associagao entre
esses genes de 38%. Cabral et al. (2012) observaram percentuais de 62% tanto
para o gene bla CTX-M, como para o gene bla SHV e 29% para o gene bla TEM e
uma associacao entre esses genes de 71%. Al-Qahtani et al. (2014) identificaram
percentuais de 92%, 87%, e 54%para 0s genes bla SHV, CTX-M e TEM,
respectivamente, e um percentual de associacdes entre esses genes de 95,2%.

Tem sido relatada a coexisténcia da producdo de ESBL e resisténcia a
quinolonas e aminoglicosideos, 0 que constitui um sério problema de saude publica
e requer atencao e vigilancia para o monitoramento dos isolados com esse perfil de
resisténcia (Raei et al., 2014). Segundo levantamento do programa SENTRY, 50%
dos espécimes de K. pneumoniae isolados no Brasil apresentaram altas taxas de
resisténcia as quinolonas, o que colocou o Brasil em primeiro lugar entre os paises
da Amarica Latina em relagéo a resisténcia as quinolonas (Jones, 2013).

Dos 69 isolados K. pneumoniae produtores de ESBL com amplificacfes para
0S genes que codificam betalactamases, observou-se que 36% (27/69)
apresentaram resisténcia as quinolonas. Nessas amostras foram realizadas reagcdes
de PCR para os genes QnrB, QnrA, QnrS, GyrA, ParcA, AAC (6')-1b , QepA, cujo
resultado foi 44%, 0%, 0%, 88%, 93%, 85%, 0%, respectivamente. Houve também a
deteccdo de associacOes de genes em uma mesma amostra, com um total de 86%.

Por outro lado, em relacdo aos aminoglicosideos, apesar da deteccao de resisténcia
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de 62% (43/69) nas amostras analisadas, nao houve amplificacdo para os genes
armA e rmtB.

A resisténcia as quinolonas pode ser atribuida a varios mecanismos, como
mutacBes cromossOmicas nos genes que codificam as enzimas DNA-girase e
topoisomerase 1V, reducdo do acumulo do antimicrobiano no interior da célula
bacteriana devido a hiperexpressdo das bombas de efluxo e alteragbes nas porinas
presentes na membrana externa que reduzem a permeabilidade ao agente
antimicrobiano. Adicionalmente, a aquisicdo de genes plasmidiais tem sido citada na
literatura pelo envolvimento na diminuicédo da suscetibilidade as quinolonas (Chavez-
Jacobo et al., 2015).

Nesse estudo genes relacionados a resisténcia as quinolonas foram
amplificados, os quais podem contribuir para a ineficAcia do uso desses
antimicrobianos, principalmente quando encontrados de forma associada em uma
mesma amostra. Foram observados nos isolados K. pneumoniae percentuais
elevados de amplificacbes dos genes GyrA e AAC (6")- Ib. De acordo com Minarini &
Darini (2012), mutagcdes em genes cromossomais, como GyrA, sdo uma das
principais causas de resisténcia as quinolonas em enterobactérias. Foram
detectadas por Al-Marzooq et al. (2014), na Malasia, 44% de mutacBes para 0s
genes GyrA em isolados de K. pneumoniae resistentes as quinolonas. Nos estudos
realizados na China por Hou et al. (2015) foram observados em espécimes de K.
pneumoniae multirresistentes uma frequéncia de 71% de mutagbes neste gene,
resultando também em um perfil de resisténcia as quinolonas.

A producgédo de variantes de enzimas acetiltransfereses (AACs) codificadas
pelo gene plasmidial AAC(6')-lb é um mecanismo capaz de inativar quinolonas
(Paiva et al., 2012, Mood et al., 2015). Tal variante tem sido recentemente envolvida
com a resisténcia a ciprofloxacina, o que foi detectado por Frasson et al. (2011) em
8 % dos espécimes de K. pneumoniae que apresentavam o gene AAC(6")-Ib. J& nos
estudos de Eftekha & Seyedpour (2015), 89,4% dos espécimes de K. pneumoniae,
recuperados de amostras clinicas de pacientes hospitalizados em Teera,
apresentavam o gene AAC(6")-Ib indicando resisténcia in vitro a ciprofloxacina.

O gene Qnr tem sido referido na literatura como um determinante plasmidial
de resisténcia a quinolona (Shams, et al., 2015). No estudo de Peirano et al. (2011),
no Rio de Janeiro, foi observado uma frequéncia de 20% do gene QnrB em isolados

de K. pneumoniae. Dados do estudo de Kim et al. (2011), realizado na Coreia,
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indicaram frequéncia de 85,7%% de deteccdo do gene QnrB. Um estudo realizado
em Kolkata, India, observou uma frequéncia de 56% desse gene nos espécimes de
K. pneumoniae analisados (Tripath et al., 2012).

Quanto aos aminoglicosideos, apesar da deteccdo de 62% de isolados
resistentes pelo antibiograma, ndo houve amplificacdes para os genes armA e rmtB.
Esses genes estdo associados a producdo das metiltransferases 16S rRNA, as
quais conferem altos niveis de resisténcia aos aminoglicosideos. Porém, a
resisténcia aos aminoglicosideos pode estar associada a outros mecanismos, como
por exemplo, efluxo do antimicrobiano e modificacdo do alvo ribossémico, e que
podem estar relacionados com o perfil apresentado pelos isolados (Doi et al., 2016).

As enzimas CTX-M sdo consideradas um paradigma na evolucdo dos
mecanismos de resisténcia em funcao de sua disseminacado global e atualmente séo
conhecidas como “CTX-M pandémicas”. A familia de ESBL CTX-M € constituida por
cinco grupos categorizados como CTX- M-1, CTX- M-2, CTX- M-8, CTX- M-9, CTX-
M-25, e também por algumas enzimas isoladas (Canton et al, 2012).

De acordo com Rossi (2011), a CTX-M é a ESBL mais frequentemente
encontrada no Brasil, e as variantes CTX- M-2, CTX- M-8, CTX- M-9, CTX- M-14,
CTX- M-15, CTX- M-16 sao as mais identificadas.

As enzimas CTX-M podem ser disseminadas por plasmideo ou multiplicacao
clonal. Tal fato pode ser observado na disseminacdo de CTX-M-15, que ocorre de
formas diferentes em E. coli e K. pneumoniae. Nos espécimes de K. pneumoniae, 0
gen bla CTX-M-15 é frequentemente transferido por plasmideos para cepas
geneticamente diferentes, sem predominancia da disseminacéo clonal. Por outro
lado, em determinadas linhagens de E. coli, como a ST 131 que carreia plasmideos
IncF, verifica-se 0 sucesso da multiplicacdo clonal, o que tem favorecido sua ampla
distribuicdo no mundo (Livemore, 2012).

A enzima CTX-M-15 tornou-se predominante nos isolados de E. coli e K.
pneumoniae apresentando registros de disseminacao global (Canton et al., 2012).
No Brasil, o gene bla CTX-M-15 foi detectado pela primeira vez em 2010 em
isolados de E. coli de pacientes hospitalizados em S&o Paulo. Posteriormente foi
observado em outros estados brasileiros, como no Rio de Janeiro, onde foi
verificado um percentual maior que 50% em isolados produtores de ESBL (Cergole-
Novella, 2010, Tolentino et al , 2011, Seki et al, 2013).
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As ESBLs tipo CTX-M foram inicialmente descobertas por apresentar alta
atividade hidrolitica contra a cefotaxima. Porém, foi observado na enzima CTX-M-15
uma capacidade hidrolitica contra ceftazidima significativamente maior em relacéo a
cefotaxima. Esta capacidade maior esta associada a presenca da mutacao
Asp240Gly no gene bla CTX-M-15 quando comparada ao gene CTX-M-1 (Seki et al,
2013).

Segundo Seki et al. (2013), os isolados que carreiam o gene bla CTX-M-2
codificador da enzima CTX-M-2 sdo os mais prevalentes na América do Sul, incluido
0 Brasil. Estudos realizados no Brasil ttm sido observado que a enzima CTX-M-2
encontra-se disseminada em varios estados do pais como Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Parana e Pernambuco, que reforca seu perfil endémico (Climaco et al.,
2010, Lopes et al., 2010, Tolentino et al., 2012, Queiroz et al, 2012, Cabral et al.,
2012).

Neste estudo foram identificados através da analise do sequenciamento de
DNA os genes bla CTX- M-15, CTX- M-71, CTX- M-165, CTX- M-176 com a seguinte
frequéncia: 5%, 60%, 32%, 3,5%, respectivamente. Dentre 0s genes observados
apenas o gene bla CTX- M-15 compde o grupo CTX- M-1, o gen CTX-165 compde o
grupo CTX-M-2, e o0 gen CTX- M-176 ainda nao integra a classificacdo vigente
(Livemore et al., 2007).

Em relacdo a frequéncia do gene bla CTX- M-15, bem como dos demais
genes identificados nesse estudo, o0s dados percentuais encontrados no presente
estudo divergem dos referidos por Rossi (2011) e Seki et al. (2013).

O gene bla CTX-M-71 foi detectado em espécimes de K. pneumoniae
isolados da urina de um paciente do sexo masculino com 29 anos, internado no
Hospital Universitario da Bulgaria. A variante CTX- M-71 € caracterizada pela
presenca de uma substituicdo do residuo de glicina por cisteina na posicdo 238
(Gly238Cys) da proteina, mutacdo ndo encontrada na variante CTX- M-15
(Scheneider et al, 2009). Essa é a primeira descricdo do gene bla CTX-M-71 em
amostra clinica no Brasil.

O gene bla CTX- M-165 foi identificado em espécimes de K. pneumoniae de
isolados de urina de paciente no Chile e faz parte da familia CTX-M-2
(NCBI,NG_048950.1/https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1035503077/?report=gen
bank/acessado em 12/04/16). Ja o gene bla CTX- M-176, foi detectado em isolados

de K. pneumoniae recuperados do material de secrecao vaginal de uma paciente na
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Itdlia (NCBI,NG_048961/ https:// www.ncbi.nim.nih.gov/ nuccore/ 949394541/,
acessado em 12/04/2016). Os artigos referentes a esses genes ainda ndo foram
publicados, por isso os detalhes sobre as caracteristicas ndo foram mencionados. O
presente estudo aponta também para a primeira descricdo dos genes bla CTX- M-
165 e CTX- M-176 no Brasil.

As enzimas SHV tém ampla distribuicdo mundial, sendo que betalactamases
como SHV-11 e SHV-12 encontram-se disseminadas em muitos paises (Liakopoulos
et al., 2016). Neste estudo, através da analise de sequenciamento de DNA, foi
possivel identificar uma grande variedade de genes que codificam SHV. Dentre
esses, destacam-se os genes bla SHV- 12, SHV- 38, SHV-100 que codificam ESBL,
e 0s genes bla SHV- 1, SHV-11, SHV- 26, SHV- 28, SHV- 32, SHV- 44, SHV-109,
SHV-110, SHV-137 que codificam betalactamases de espectro restrito (http://
www.lahey.org/ studies/ webt.htm/acessado em 28/05/2016).

A variante enzimatica SHV-12, codificada pelo gene bla SHV- 12, apresenta
uma substituicdo de leucina para glutamina na posicdo 35 (Leu35GIn) da proteina
gue confere sua propriedade de ESBL. Esta mutacdo é ausente na SHV-1 (Nuesch-
inderbinen,et. al., 1997). O gene bla SHV- 12 foi detectada em plasmideos
conjugativos de E.coli isoladas em pacientes hospitalizados na Suica.

O gene bla SHV- 38 codifica a enzima SHV- 38 que tem uma substituicdo do
residuo de alanina por valina na posi¢cao 146 da proteina. Este gene foi detectado
em espécimes de K. pneumoniae, isolados de uma cultura de sangue e secrecao
intestinal de um paciente de do sexo masculino de 69 anos, em uma unidade de
terapia intensiva na Franca, em 2001 (Poirel et al., 2003).

O genes bla SHV-12 e SHV-38 foram detectados pela primeira vez no Brasil
por Tolentino et al. em 2011, em amostras clinicas de pacientes em S&o Paulo
(Tollentino et al., 2011).

A enzima SHV-100 codificada pelo gene bla SHV-100 tem uma insercao de
13 aminoécidos (SerGluSerGIinLeuSerGlyArgValGlyMetlleGlu) quando comparada a
enzima SHV-1. O gen bla SHV-100 foi observado em espécimes K. pneumoniae
isolados de diversas amostras clinicas de pacientes internados em um hospital na
Argélia (Liakopoulos et al., 2016).

O presente estudo identificou pela primeira vez na Regido Norte do Brasil 0

gene bla SHV-100 em isolados de K. pneumoniae.
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Em relagdo as enzimas do grupo TEM foram observados neste estudo o0s
seguintes genes associados a codificacao dessas enzimas : bla TEM-116 (30%) bla
TEM-1B (26%), bla TEM-12 (24,5%), bla TEM-150 (9%), 3% bla TEM-183 (3,5%),
bla TEM-198 (3,5%), bla TEM-209 (3,5%). Todos esses genes sao relacionados a
producdo de betalactamases de espectro restrito (http:// www.lahey.org/ studies/
webt.htm/ acesso 14/05/2016). Os genes bla TEM 1A e TEM -1B codificam enzimas
precursoras de ESBL e diferem entre si pela presenca de mutacfes silenciosas
(Leflon-Guibout et al., 2000). No presente estudo a maioria dos isolados que
apresentavam gene bla TEM estavam associados a outros genes que codificam
ESBL.

Nesse estudo, os dados oriundos da analise de sequenciamento dos genes
referentes a resisténcia as quinolonas, possibilitaram a identificacdo de 92% de
isolados com gene QnrB42 e 8% com gene QnrB69; 94% com gene AAC(6')-1b-cr e
6% com gene AACA4; 100% de isolados com mutacées no gen GyrA , 43% com
mutacdes no gen ParC.

O gene QnrB42 foi detectado em espécimes de K. pneumoniae recuperadas
de amostras clinicas de pacientes hospitalizados na Franca (Guillard et al., 2012). Ja
o gen QnrB69 foi identificado em espécimes de Citrobacter freundii isolados de fezes
de corvo nos Estados Unidos (Halova et al., 2014). Estes genes apresentam 645
pares de bases. O presente estudo aponta para a primeira descricdo desses genes
em isolados de K. pneumoniae obtidos a partir de amostras clinicas no Brasil.

De acordo com Jacoby et al. (2015), as variantes QnrB podem ter se
originado a partir do cromossomo de espécimes de Citrobacter freundii. Esta
inferéncia é reforcada pelo grande numero de variantes inicialmente identificadas em
isolados de Citrobacter spp., uma vez que cerca dois tercos de variantes QnrB ja
foram detectadas nessas bactérias, e muitas tinham origem cromossomal.
Adicionalmente, foi constatado que 0os genes QnrB sdo mais comuns nas espécies
de Citrobacter do que em outras bactérias Gram-negativas (Park et al, 2007). Além
disso, foram verificados elementos genéticos com capacidade de serem transferidos
para plasmideos.

O fato de detectar o gene QnrB69 em isolados de K. pneumoniae, oriundo de
um espécime de outro género bacteriano, identificado a partir de amostras fecais de
aves, chama a atencao para a colonizagao do trato gastrointestinal de animais com

bactérias resistentes aos antimicrobianos e com capacidade de transferéncia de
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genes de resisténcia a outras bactérias que podem ter potencial patogénico. Tal
colonizacdo pode estar associada ao uso de antimicrobianos na agricultura, em
humanos, na medicina veterinaria, na criacdo de animais e até mesmo no descarte
dos antimicrobianos no ambiente (Garcia-Alvarez et al., 2012). No caso das aves, 0
héabito migratério pode também colaborar com a disseminacdo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos (Guenter et al., 2011)

O nivel de resisténcia as quinolonas encontrado nas amostras fecais de aves
analisadas por Havol4 et al. (2014) foi elevado e considerado maior em relacédo a
estudos similares realizados na Europa. Uma explicacdo possivel para a colonizacéo
intestinal das aves por bactérias resistentes as quinolonas pode ter sido a exposi¢ao
desses animais a bactérias resistentes oriundas dos seres humanos, bem como a
prépria contaminagcdo ambiental.

O gene AAC(6)-Ib-cr foi inicialmente identificado por Robicsek et al. (2006)
em espécimes de Enterobacteriaceae oriundas da China e Estados Unidos. A
enzima AAC(6’)-lb-cr é uma variante da acetiltransferase codificada pelo gene
AAC(6’)-Ib, que confere resisténcia aos aminoglicosideos. Esta variante possui duas
substituicdes de aminoacidos: uma no codon 102 (Trp — Arg) e outra no cédon 179
(Asp — Tyr). A presenca destas mutagbes tem sido associada a reducdo da
suscetibilidade a ciprofloxacina. Este mecanismo pode ser explicado pela N-
acetilacdo com um grupo piperazinil do grupo amino deste antimicrobiano (Robicsek
et al., 2006).

A identificacdo do gene AAC(6)-1b-cr tem sido observada por estudos como
o realizado por Viana et al. (2013), que identificou uma frequéncia de 9,4% desses
genes em isolados clinicos de pacientes no Brasi. JA Shams et al. (2015),
detectaram esse gene em 70,1% dos espécimes de K. pneumonie recuperados de
amostras clinicas de pacientes hospitalizados no Ird. No estudo de Yugendran &
Haris (2016) foi observado em amostras clinicas de pacientes de um hospital na
india uma frequéncia de 64% do gene AAC(6')-lb-cr em espécimes da familia
Enterobactereacea, na qual os isolados de K. pneumoniae contribuiram de forma
importante. A frequéncia de identificacdo do gene AAC(6')-lb-cr nesse estudo
aponta para uma elevada prevaléncia do gene, sendo o0 primeiro relato de
identificacdo na Regido Norte.

No presente estudo foi detectado o gene AAC-4, uma variante do gene

AAC(6')-Ib isolado a partir de espécimes de K. pneumoniae. Esse gene foi
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inicialmente encontrado em isolados de K. pneumoniae recuperados de amostras de
sangue de pacientes hospitalizados na China (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/ 762041888/acessado em 12/04/2016). Apesar do estudo completo na
China nao ter sido publicado, podera elucidar possiveis correlacdes dos genotipos
com perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos. Esse é o primeiro relato de
identificacdo de gen AAC-4 na Regiao Norte.

Nesse estudo foi verificado uma frequéncia importante de mutacdes no gene
GyrA e gene ParC. No entanto, as mutacdes detectadas divergem dos dados da
literatura que apontam mutagfes nos residuos 83 e 87 das proteinas associadas ao
gene GyrA e 80 e 84 ao gene ParC, como as mais frequentemente detectadas
nesses genes (Minarini & Darini, 2012, Fu et al., 2013, Marzooq et al., 2014).

A partir do projeto de vigilancia Intensive Care Antimicrobial Resistance
Epidemiology foram analisados isolados de K. pneumoniae resistentes a
carbapenens, recuperados de amostras clinicas de pacientes hospitalizados na
Carolina do Norte, Estados Unidos. Nesse isolados foram identificados o gene bla
KPC-1, o qual apresenta uma regido de codificante de 879 pares de base, que
resulta em uma proteina de 293 aminoacidos. A proteina contém as sequéncias
caracteristicas de B-lactamases da classe A e homologia de 43% em relacdo a IMI-1
de E. cloacae, 44% a NMC-A de E. cloacae e de 45% a SME-1 de S. marcescens,
sugerindo que a KPC-1 nao é oriunda de um ancestral comum dessas outras [3-
lactamases (YIGIT et al., 2001). Ap6s a identificacdo de KPC-1 foi relatado a
variante KPC-2 na Costa Leste dos Estados Unidos, que, posteriormente, foi
observado se tratar da mesma enzima (Queenan & Bush, 2007),

Desde do primeiro relato feito por Yigit et al. em 2001 sobre a enzima KPC,
investigacdes sucessivas foram realizadas acerca desse perfil de resisténcia
(Canton et al., 2012, Tzouvelekis et al., 2012, Andrade et al., 2014). Atualmente,
cerca de vinte e trés variantes enzimaticas ja foram descritas: de KPC-2 a KPC-24
(http:// www.lahey.org/ studies/ other.asp/ #tablel/ acess014/01/2016). Dentre as
variantes, a KPC-2 apresenta uma maior disseminacao global (Cheng et al., 2016).

No Brasil a KPC-2 se propagou rapidamente em diversos estados, sendo
identificados surto associados a uma elevada mortalidade de pacientes (Seki et al.,
2011, Pereira et al., 2013, Falagas et al., 2014, Goncalves et al., 2016.)

Nesse estudo os resultados das analises do sequenciamento dos produtos da

PCR possibilitaram identificar nos isolados de K. pneumoniae 100% de genes bla
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KPC-2 associados a codificacdo da enzima KPC-2. Essa é a primeira descricdo do
gene bla KPC-2 em isolados de K. pneumoniae obtidos de amostras de pacientes
hospitalizados em Belém do Para.

Estudos tém evidenciado em isolados produtores de KPC uma associagao
com diferentes genes de resisténcia a outros grupos de antimicrobianos como as
cefalosporinas, quinolonas e aminoglicosideos (Cheng et al., 2016). Os dados do
presente estdo de acordo com esses achados.

Nos espécimes produtores de KPC observou-se que nos isolados KP95 foram
detectadas as seguintes associacdes de genes: bla KPC-2/ bla CTXM-71/ bla SHV-
11/ bla TEM-116/Qnr42/GyrA/ParC. No isolado KP 111 foram identificadas as
seguintes associagoes: bla KPC-2/ bla CTXM-71/ bla SHV-137/ Qnr42/ GyrA /ParC.
No espécime KP 115: genes bla KPC-2/ bla CTXM-71 / bla SHV-11 / bla TEM-116
/1Qnr42/ GyrA/ ParC. No isolado KPx3: genes bla KPC-2/ bla CTXM-165/ bla
TEM209/GyrA. Zang et al. (2011) relataram a coexisténcia dos gene bla KPC-2 com
0s genes bla TEM-1, bla SHV-12, bla CTX-M-14 e Qnrb2. Cabral et al. 2012,
descreveram associacao entre os genes KPC-2 e bla CTXM-2. Foi verificado no
estudo de Hou et al. (2015) uma associacdo significativa dos genes bla KPC-2, bla
SHV-12, bla CTXM-9, GyrA e Qnrb4 nos isolados analisados. O perfil associativo de
genes observado no presente estudo difere das referéncias apresentadas, e é o
primeiro registro desse tipo de coexisténcia de genes de resisténcia a
antimicrobianos encontrados no Brasil.

A presenca simultanea de diferentes genes que codificam betalactamases em
um mesmo isolado pode corresponder a presenca de multiplos plasmideos, ou de
integrons com multiplos genes de betalactamases (Cantén et al., 2012). A anélise do
contexto génico nao foi realizada nesse estudo, porém fica como perspectiva para
futuras inferéncias.

As identificacbes de genes que conferem resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos nesse estudo, possibilitou evidenciar um cenario até entao
desconhecido sobre essa abordagem na cidade de Belém (PA), contribuindo com
referéncias que irdo compor informacdes sobre distribuicbes dos genes de

resisténcia aos antimicrobianos na Regido Norte do Brasil (Figura 44).
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D Identificagho fenotipica de ESBL

. Caracienzagio molecular de ESBL

Figuras 44 - Ocorréncia de ESBL em Enterobacteriaceae no Brasil e genes
identificados no estudo.

Fonte: Silva & Lincopan, 2012; O autor.

A coexisténcia de diferentes genes que conferem resisténcia bacteriana leva
a expresséao de fenétipos multidroga resistentes (MDR), que repercutem na limitagdo
de opcdes terapéuticas (Rossi, 2011). Este fato € observado nos isolados ESBL que
frequentemente estdo associados a multirresisténcia e comprometem a
suscetibilidade as cefaloporinas, aumentando as indicacbes para 0 uso de
carbapenens (Baran & Aksu, 2016). O uso de carbapenens, por conseguinte, eleva a
pressdo seletiva para a resisténcia a esses antimicrobianos, restringindo ainda mais
as opcdes de farmacos para as infeccées. No momento, a colistina esta entre as
principais opc¢des terapéuticas para bactérias resistentes aos carbapenens, porém ja
ha registros de isolados resistentes ao tratamento com colistina (Capone et al.,
2013). Tal perfil também € constatado em isolados produtores de KPC, que ja
apresentam registros de isolados resistentes a polimixina (Gaspar et al., 2015).

No presente estudo, os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos de
isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL possibilitaram observar uma
expressdo de fendtipos MDR, uma vez que os isolados ESBL apresentaram
resisténcia as cefalosporinas, quinolonas e aminoglicosideos testados in vitro. Um
perfil com espectro mais amplo de resisténcia aos farmacos foi verificado nos
isolados produtores de KPC, que muito embora tenham apresentado um numero
amostral menor (4 isolado), isso nao representa facilidades para o tratamento, uma

vez que foi observado multirresisténcia aos antimicrobianos in vitro.
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Quanto a correlacdo dos genes bla SHV, TEM e CTX-M dos isolados de K.
pneumoniae com os perfis de resisténcia para amoxacilina/acido clavulanico, alguns
estudos demostram um elevado percentual de resisténcia para esse antimicrobiano,
como exemplo pode-se referir o estudo de Homabac et al. (2013), no qual foi
observado uma frequéncia de 61,9% em espécimes de K. pneumoniae recuperadas
de pacientes hospitalizados em Zurique. Os isolados com genes bla CTX-M e SHV
apresentaram um percentual de resisténcia de 43,6% e 11,1%, respectivamente,
nao foi identificado o gene bla TEM. Viana et al. (2013), a partir de amostras
clinicas analisadas em um hospital em Minas Gerais, relataram que 100% dos
isolados de K. pneumoniae apresentaram resisténcia a amoxacilina/ acido
clavulanico, sendo que 90% dos espécimes apresentaram MIC > 64 mg/mL em
isolados com os genes bla SHV, TEM e CTX-M. No estudo de Al-Qahtani et al.
(2014), com espécimes de K. pneumoniae de amostras clinicas de pacientes
hospitalizados em Riyadh, Ardbia Saudita, foi notificado que em 100% dos
espécimes de K. pneumoniae isolados com os genes bla SHV, TEM e CTX-M
apresentaram resisténcia a amoxacilina/acido clavulanico, sendo que a MIC mais
frequente foi de > 256 pg/mL.

Nesse estudo foi observado um percentual de 63% de resisténcia para
amoxacilina/ acido clavulanico, sendo que a maior MIC para amoxacilina/ acido
clavulanico foi de 32ug/mL (p<0,05) em 71,93% (41/57), 67,79% (40/59) e 66,67%
(38/57) das amostras com os genes bla TEM, SHV e CTX-M, respectivamente. Esse
achado esta de acordo com os observados na literatura que tem evidenciado um
aumento de isolados resistentes aos inibidores de betalactamases, como o &cido
clavulanico. A resisténcia dos isolados de K. pneumoniae ao clavulonato também
demonstra a ineficacia in vitro do farmaco contra ESBL. As ESBL tinham
inicialmente pouca eficiéncia em degradar inibidores de betalactamase. O &cido
clavulanico foi o primeiro inibidor de betalactamase utilizado em associagdo com
beta-lactamicos na pratica clinica, demonstrando eficacia contra isolados de E.coli
produtores de ESBL, e sendo posteriormente utilizado para infecgbes por outros
agentes (Drawz & Bonomo, 2010)

Nessa perspectiva, ressalta-se que as ESBL sdo enzimas que ndo degradam
cefamicinas, como a cefoxitina de modo eficiente (Rawat & Nair, 2010). Tal
caracteristica foi encontrada nesse estudo, que verificou uma menor tendéncia a

resisténcia para esse farmaco. Por outro lado, a identificacdo de genes bla SHV,
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TEM e CTX-M e a sua correlacdo com isolados de K.peumonie resistentes a
cefoxitina com MIC 64pug/LI e = 256 ug/L, levantam inferéncias como a producéo de
enzimas AmpC, enzimas que apresentam eficiéncia para esse substrato, atuacéo de
betalactamases codificadas por esses genes bla SHV, TEM e CTX-M com
viabilidade para hidrolizar cefoxitina, e/ou perda de porina da membrana celular. A
identificacdo de enzima AmpC e a perda de porina ndo foram analisadas nesse
estudo. Tais investigacdes ficam como perspectiva para esclarecer a origem do perfil
da resisténcia a cefoxitina observado.

As cefalosporinas sao substratos para as betalactamases codificadas pelos
genes bla SHV, TEM e CTX-M. A correlacéo da presenca desses genes com o perfil
de resisténcia as cefalosporinas evidencia a eficiéncia das enzimas betalactamases
na degradacdo desses famacos (Livemore, 2012). No presente estudo estudo foi
constatado nos isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL um perfil de 100%
de resisténcia a todas as cefalosporinas analizadas (cefalotina, cefotaxima,
ceftazidima, ceftriaxona, cefepima), sugerindo alta eficiéncia da enzima para esses
substratos. A correlacéo entre a presenca dos genes bla SHV, TEM e CTX-M com a
MIC para as cefalosporinas sugere uma eficiéncia qualitativa na atuacdo das
enzimas codificadas por esses genes, uma vez que para as cefalosporinas de
primeira a terceira geracao houve deteccao de valores estatisticamente significantes
para MIC a partir de 32 pg/mL (100% para correlagbes dos genes bla SHV, TEM e
CTX-M com MIC 32 ug/mL para cefalotina, acima de 90% com MIC 32 ug/mL para
ceftriaxona, acima de 66% com MIC 2256 ug/mL para cefotaxima, acima de 42%
para ceftazidima com MIC 64 pg/mL). Para a cefepima, cefalosporina de quarta
geracdo, houve deteccdo de resisténcia em dois valores significativos para MIC 12
pg/mL e 2256 ug/mL, evidenciando niveis de eficiéncia distintos para 0 mesmo
farmaco.

As altas taxas de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo em
isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL também foram encontradas no
estudo de Flonta et al. (2011), que detectou 100% de resisténcia para esses
antimicrobianos. No estudo de Kim et al. (2010), foi observado que 90% dos isolados
de K. pneumoniae apresentaram resistentes a cefalosporinas, com MIC = 64 pg/mL
para cefotaxima, ceftazidima e cefepima. Foi verificado nos estudos de Silva-
Sanches et al. (2011) que 90% dos isolados de K. pneumoniae apresentaram MIC

de 64 pg/mL para cefotaxima e 2256 pg/mL para ceftazidima, perfil que foi
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associado a presenca principalmente gene bla SHV. Viana et al. (2013) verificaram
nos isolados de K. pneumoniae contendo os genes bla SHV, TEM e CTX-M 100%
de resisténcia a cefotaxima com MIC = 64 pg/mL, 100% de resisténcia a ceftazidima
(com 60% dos isolados com MIC = 64 ug/ml) e 100% de resisténcia a cefepima com
MIC = 32 pg/ml. Al-Qahtani (2014) detectou nos espécimes de K. pneumoniae 0s
genes bla SHV, TEM e CTX-M, e observou que o perfil de resisténcia encontrado
nesses isolados foi de 100% para cefotaxima e ceftazidima, com 100% das MICs
acima de 2256 ug/mL para cefotaxima e 87% acima de 64 pg/mL para ceftazidima.
Os estudos supracitados evidenciam uma alta performance das betalactamases
codificadas pelos genes bla SHV, TEM e CTX-M em relacdo as cefalosporinas.
Esses achados também foram observados no presente estudo.

Em relacdo a deteccao de genes Gyra, ParC, QnrB e AAC(6')-1b, envolvidos
com a resisténcia as quinolonas nos isolados de K.pneumoniae produtores de ESBL,
e sua correlacdo com os fendtipos de resisténcia a esses antimicrobianos, foi
observado no presente estudo que para levofloxacina e ciprofloxacina a maior MIC
foi 32 pg/mL nos isolados de de K. pneumoniae com esses genes. Ja para
norfloxacina e acido nalidixico a maior MIC foi de =256 ug/mL. Foram observados
altos valores de MIC para quinolonas e com distribuicdo semelhante entre os genes
Gyra, ParC , QnrB e AAC(6")-Ib. Adicionalmente, foram observadas um total de 86%
de associacfes de genes nos isolados. A atuacdo isolada de um mecanismo de
resisténcia as quinolonas nem sempre favorece a expressao de um fendtipo de
resisténcia. Por outro lado, a atuacdo simultdnea de varios mecanismos pode
aumentar o nivel de resisténcia as quinolonas (Rodriguez-Martinez et al, 2011).
Sendo assim, a coexisténcia de genes relacionados a expressdo de diferentes
mecanismos de resisténcia as quinolonas esta associada a menor suscetibilidade a
esses tipos de antimicrobianos. Isso foi constatado no estudo de Viana et al. (2013),
gue detectou nos isolados de K.pneumoniae produtores de ESBL associacdes dos
genes Qnr, AAC (6") Ib-cr, GyrA que repercutiram em resisténcia as quinolonas, com
MICs elevadas para o &acido nalidixico e ciprofloxacina (MIC>128 pg/mL),

norfloxacina (MIC 32 pg/mLl) e levofloxacina (MIC 64 pg/mL).

Quanto as amostras clinicas de onde foram recuperados os espécimes de K.
pneumoniae produtores de ESBL e KPC, pode-se verificar nesse estudo que a

maiores frequéncias se encontraram para as amostras de urina (40,5%), de swab



97

retal (23%) e sangue (23%), e a menores frequéncias para ponta de cateter (4,2%),
secrec¢do traqueal (2,7%), lavado brénquico alveolar (2,7%), fistula (1,3%), abcesso
(1,3%) e ferida operatoria (1,3%). Com excecdo do swab retal, alguns estudos tém
detectado isolados clinicos de K. pneumoniae produtores de ESBL e KPC
principalmente em amostras de urina, trato respiratorio e sangue, e em menor escala
em ponta de cateter, feridas e liquido cefalo raquidiano (Lago et al., 2010, Capone et
al., 2012, Mosca et al., 2013, Marchi et . al., 2014, Shams et al., 2015, Mansury et
al., 2016, Oduro-Mensah et al., 2016).

A deteccao de isolados de K. pneumoniae a partir de swab retal evidencia
uma situacdo de atencdo, pois indica a colonizacao intestinal por esses espécimes,
e isto pode favorecer sua disseminacdo no hospital, inter-hospital e para
comunidade, haja vista que o paciente se torna um reservatério. Ultimamente, tém
sido detectados isolados resistentes aos antimicrobianos na comunidade e existe
uma forte associacdo dessa identificacdo com a alta de pacientes hospitalizados
colonizados por bactérias resistentes aos antimicrobianos (Calbo & Garau, 2015).
Ha registros de pacientes que desenvolveram infec¢des, como infec¢des do trato
urinario cujo perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi de resisténcia, pois
foram acometidos por bactérias oriundas do ambiente hospitalar que os colonizaram
e foram fontes de infeccdo (Minarine, et.al, 2007). E importante ressaltar que as
bactérias que colonizam o intestino séo os principais agentes etiolégicos de infeccéo
urinaria, onde se destaca os bacilos da familia Enterobacteriaceae, como E.coli e K.
pneumoniae (Toubiana, et al., 2016).

O conhecimento sobre 0s genes associados a resisténcia aos antimicrobianos
e sua relacdo com perfis fenotipicos que influenciam na terapéutica dos pacientes,
podem favorecer a elaboracdo de medidas de monitoramento, contribuindo para a
diminuicdo de pressfes seletivas para bactérias no ambiente hospitalar e

promovendo uma sensibilizacdo sobre o uso racional de antimicrobianos.
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5. CONCLUSAO

— Nos espécimes de K. pneumonie houve deteccdo através de testes
fenotipicos da producéo de ESBL e KPC, em 60% e 5% das amostras estudadas,
respectivamente.

— Foram detectados atravées das reacdes de PCR realizadas nos espécimes
de K. pneumonie produtores de ESBL uma frequéncia de 84% para o gen bla
CTX-M, 87% para o gene bla SHV e 84% para o gen bla TEM. Para o gen bla KPC a
frequéncia foi de 100%.

— Os genes associados a producao de ESBL foram bla CTX-M -71, CTX-M
-165, CTX-M -15, CTX-M -176, SHV- 12, SHV -38, SHV-100, e 0s associados a
producdo de KPC foi o bla KPC-2.

— Destaca-se as associacfes de genes nas cepas produtoras de KPC e
ESBL (KP95: bla KPC-2/ bla CTXM-71/ bla SHV-11/ bla TEM-116/Qnr42/GyrA/ParC;
KP111: bla KPC-2/ bla CTXM-71/ bla SHV-137/ Qnr42/ GyrA /ParC; KP115: genes
bla KPC-2/ bla CTXM-71 / bla SHV-11 / bla TEM-116 /Qnr42/ GyrA/ ParC; KPx3:
genes bla KPC-2/ bla CTXM-165/ bla TEM209/GyrA). Estes perfis associativos
diferem dos observados por outros autores, e trata-se do primeiro registro no Brasil.

— Nos isolados K. pneumonie produtores de ESBL foram detectados os
genes GyrA, ParC ,QnrB, AAC(6")-Ib , com presenca simultanea de mais de um
desses genes em um mesmo isolado. Tal associacéo foi correlacionada com o perfil
de resisténcia as quinolonas observados nos espécimes estudados.

— O presente estudo aponta também para a primeira descricdo dos genes bla
CTX- M-165, bla CTX-M-71, bla CTX- M-176, gene QnrB42 e gene QnrB69, no
Brasil.

— Nao foram identificados nos isolados K. pneumonie produtores de ESBL e
KPC os genes QepA, ArmA e RmtB .

— A coexisténcia de diferentes genes de resisténcia bacteriana nos isolados
K. pneumoniee produtores de ESBL e KPC favoreceu a expressao de fenétipos
multidroga resistentes com elevados niveis de MIC para os antimicrobianos
testados.

— As amostras urina, de swab retal e sangue foram as mais representativas

no isolamento dos espécimes estudados.
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