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Resumo

Introducéo: As infeccdes por Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos
sdo de dificil tratamento, e a disseminacdo de linhagens multirresistentes e
hipervirulentas impactam as taxas de mortalidade. A colonizagao intestinal por
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos contribui para a disseminacédo dessas
bactérias no ambiente e para o desenvolvimento de infecgdes. No entanto, mecanismos
envolvidos na progresséo da colonizacéo para as infec¢des néo estdao bem esclarecidos.
Objetivos: Avaliar a associacéo entre a viruléncia e a resisténcia com endemicidade de
Klebsiella pneumoniae carreadoras de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (blakpc)
e, em conjunto com a densidade da colonizacao intestinal por enterobactérias resistentes
aos carbapenémicos, avaliar a associacdo destes fatores com o0 risco para o
desenvolvimento de infec¢cfes subsequentes a colonizacdo. Métodos: Foram avaliados
isolados de Klebsiella pneumoniae carreadoras de blakec € resistentes aos
carbapenémicos provenientes de pacientes internados em um hospital terciario de Séo
Paulo entre 2011 e 2021. A identificacéo da populacdo endémica foi realizada por pulsed
field gel electrophoresis e multilocus sequence typing, e a avaliagdo dos mecanismos de
viruléncia, resisténcia, tipo capsular e plasmideos foi realizada por meio da analise de
genomas. A densidade de colonizacdo por enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos e por bactérias carreadoras de blaxpc foi avaliada por meio de métodos
de quantificacdo microbiolégica e molecular, respectivamente. Resultados: Os isolados
de infeccdo apresentaram altas taxas de resisténcia também as cefalosporinas,
fluoroquinolona e aminoglicosideos, e carreavam determinantes genéticos relacionados
com a resisténcia a estas classes de antibioticos. Os isolados endémicos estavam
geralmente envolvidos nas infec¢des subsequentes a colonizacdo quando comparados
aos isolados esporadicos. Embora tenham sido encontrados importantes mecanismos
de viruléncia, como Elementos Conjugativos e Integrativos em Klebsiella pneumoniae e
manBC, eles sozinhos néo explicam a progressao da colonizagao para a infeccdo. Em
contrapartida, o aumento da carga intestinal relativa de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos e/ou de bactérias produtoras de blakrc foi significativamente associado
com o desenvolvimento de infec¢des subsequentes no conjunto de pacientes avaliados.
Conclusdes: Neste trabalho, identificamos que a populacdo endémica de Klebsiella

pneumoniae carreadora de blakrc, conforme determinado por perfis de pulsed field gel
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electrophoresis e multilocus sequence typing, eram multirresistentes e foram geralmente
encontrados nos episodios de infec¢cdes subsequentes a colonizacao intestinal quando
comparadas com isolados esporadicos. Observou-se ainda que a densidade da
colonizagédo intestinal apresentou um papel importante no desenvolvimento das
infeccbes. Diante da dificuldade em tratar as infeccGes por bactérias multirresistentes,
conhecer a populacéo bacteriana circulante em um ambiente, identificar e interromper as
vias de transmissao e atuar sobre a colonizac&o intestinal no sentido de diminuir a
densidade de colonizacdo por Klebsiella pneumoniae carreadoras de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase podem ser importantes abordagens para evitar o

desenvolvimento de infeccBes de dificil tratamento.

Descritores: Carga Bacteriana; Klebsiella pneumoniae; Beta-Lactamases;
Sequenciamento completo do genoma
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1 INTRODUCAO

O aumento da resisténcia bacteriana global e a falta de antibiéticos
para tratar infeccdes provocadas por bactérias multirresistentes (MDR — multidrug-
resistant) tem mobilizado a comunidade cientifica na busca de novas abordagens para
prevenir e tratar essas infeccdes.®% Com o avango nas técnicas de sequenciamento de
genoma, a vigilancia epidemioldgica molecular tem se tornado uma ferramenta cada vez
mais poderosa para identificar as potenciais fontes de disseminacao e interromper as
vias de transmissdo desses patdgenos.®® Além disso, a vigilancia epidemioldgica
molecular permite a identificacédo e caracterizacao dos clones de alto risco para infeccéo,
colonizago e transmissdo nosocomial, 0s quais estéo dispersos ao redor do mundo.®7:8)

Atualmente, as enterobactérias resistentes aos carbapenémicos
(ERC) sdo um grande problema de saude publica devido as altas taxas de resisténcia
associadas e estdo listadas pela Organizacdo Mundial da Saude como patdgenos
prioritdrios para pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos.®) Klebsiella
pneumoniae é uma enterobactéria amplamente disseminada pelo mundo, e conhecida
como fonte primaria e de disseminacao de diversos mecanismos de resisténcia, dentre
eles Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), New Delhi metalobetalactamase
(NDM), as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL — extended spectrum beta-
lactamase), dentre elas a Cefotaximase (CTX-M) e genes de resisténcia a colistina, como
resisténcia mobilizavel a colistina (MCR-1 — mobilized colistin resistance).(®10-15)

No Brasil, Klebsiella pneumoniae carreadoras de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KpKPC) sdo epidémicas e estdo associadas a diversos
surtos de infecgcbes hospitalares, acometendo principalmente individuos
imunodeprimidos e neonatos.*6-18) A disseminac&o de linhagens MDR e hipervirulentas
(Hv) de Klebsiella pneumoniae impactam as taxas de mortalidade, chegando a 95% para
cepas de Hv e 42% versus 21% para cepas MDR e suscetiveis, respectivamente.®9-21)
Essas linhagens podem ser associadas a tipos de sequéncia especificos (ST — sequence
type), como ST16 (linhagens Hv) e ST11, ST437, ST258, ST512 (linhagens MDR).(1-21)
Diante das restritas opcdes de antibidticos para tratar infec¢des por KpKPC, identificar
0s riscos e prevenir infec¢des é considerada uma importante abordagem terapéutica.

A colonizacado intestinal tem emergido como uma importante fonte

para o desenvolvimento das infecgdes.??>23) Os mecanismos envolvidos na progressao



da colonizacdo para a infeccdo ndo estdo bem esclarecidos. Embora sejam bem
elucidados os mecanismos de viruléncia que contribuem para o estabelecimento das
infec¢des, como os sideréforos Yersiniabactin (Ybt) codificados pelos genes ybt, eles por
si s6 ndo explicam a progressdo da colonizacdo para a infeccdo como reportado
recentemente.®’) Em contrapartida, a densidade da colonizacao intestinal por Klebsiella
pneumoniae tem emergido como um fator de risco associado a progressao da
colonizacéo para infecgdo.?527)

Neste estudo, nos avaliamos KpKPC isoladas em um unico hospital
terciario dentro de um periodo de 10 anos. As cepas foram avaliadas quanto ao ST,
determinantes genéticos de resisténcia e viruléncia, presenca de plasmideos e a

associagcao com a progressao da colonizagéo para a infeccéo.

1.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram negativa pertencente a
familia das Enterobacteriaceae, a qual pertencem também géneros bem conhecidos
como Escherichia, Salmonella, Enterobacter e Citrobacter.?® Atualmente, com a
taxonomia baseada em genoma, as cepas de Klebsiella que compartilham 95 a 96% da
identidade de nucleotideos séo diferenciadas entre si e agrupadas dentro do Complexo
de Espécies de Klebsiella pneumoniae que compreendem: Klebsiella pneumoniae stricto
sensu (Kpl), Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2), Klebsiella
qguasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4), Klebsiella variicola subsp. variicola
(Kp3), Klebsiella variicola subsp. tropica (Kp5), Klebsiella quasivariicola (Kp6), Klebsiella
africana (Kp7) (Figura 1).°-3D Devido a alta prevaléncia nas amostras biologicas (85%)
e a sua importancia clinica, a maioria dos estudos sdo voltados para Klebsiella

pneumoniae stricto sensu.(?9:32-35)
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Arvore filogenética baseada no genoma de Klebsiella pneumoniae. Os integrantes do
complexo de espécies de Klebsiella pneumoniae que compartiham 95-96% de
similaridade no genoma estdo destacados nos ramos em vermelho, outros membros
do género Klebsiella e Enterobacteriaceae estdo demonstrados nos ramos em preto e
cinza, respectivamente.

Fonte: Traduzido de Wyres KL, Lam MM, Holt KE. Population genomics of Klebsiella
pneumoniae. Nat Rev Microbiol. 2020;18(6):344-59. Figure 1. Taxonomic position of
Klebsiella pneumoniae; p. 346.0)

Figura 1. Taxonomia de Klebsiella pneumoniae baseada no genoma completo

Klebsiella pneumoniae apresenta uma grande plasticidade genética,
e isso torna possivel sua adaptacdo em diferentes nichos ecoldgicos. O genoma total
contém 5 a 6 milhdes de pares de base (pb) que codificam 5.000 a 6.000 genes, dos
guais aproximadamente 1.700 s&o conservados no genoma central e estdo presentes
em todos os membros da espécie.?%3%) O restante esta presente no genoma acessorio
0 qual é altamente variavel entre as espécies e podem ser compartilhados entre si ou
entre outras enterobactérias, dependendo da pressdo seletiva.?®3%) Klebsiella
pneumoniae é uma bactéria ubiqua encontrada em &guas, solos, plantas, insetos,
passaros e mamiferos.(®6-38) Pode ser de vida livre ou associada a um hospedeiro como
um organismo comensal ou patbgeno em potencial.®® Especificamente na interacdo com
o humano, Klebsiella pneumoniae pode ser: comensal quando presente na colonizag&o
intestinal ou do trato respiratério; patégeno, quando infectam individuos saudaveis; e

patdgeno oportunista, quando infectam individuos imunodeprimidos.(2:39-42)



A colonizacdo comensal por Klebsiella pneumoniae pode ocorrer na
comunidade e varia de acordo com a idade do individuo, localizac&o geogréfica e contato
com sistemas de salde.(?24344) A prevaléncia da colonizac&o por Klebsiella pneumoniae
pode ser até seis vezes maior em individuos expostos a centros de saude e a duracao
da colonizacéo pode variar, chegando a um ano. Também, Klebsiella pneumoniae pode
causar infeccbes em individuos saudaveis, sendo as infeccbes comunitarias mais
comuns: fasceite necrosante, abscesso ndo hepatico, endoftalmites, meningite e
abscesso hepético piogénico.#1424546) As infeccbes comunitarias por Klebsiella
pneumoniae sdo geralmente associadas a cepas Hv e suscetiveis aos antimicrobianos.®

As infeccdes por Klebsiella pneumoniae geralmente sdo oportunistas
e estdo associadas aos cuidados em saude, acometendo principalmente grupos mais
vulneraveis como neonatos, idosos, individuos imunodeprimidos e com dispositivos
médicos invasivos e transplantados.(©®17:1847-51) Ag infecgGes mais comuns sdo do trato
urinario e pneumonias que podem progredir para sepse ou choque séptico.(?6:5253) As
taxas de mortalidade associadas a infec¢des por Klebsiella pneumoniae podem variar de
acordo com o fendtipo de resisténcia do isolado, chegando a 42% em infec¢cbes
provocadas por Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos (KpRC) versus
21% em isolados suscetiveis.@Y

Klebsiella pneumoniae foi isolada pela primeira vez em 1882 por Carl
Friedlander como agente causador de pneumonia, e atualmente, € um dos principais
patdgenos nosocomiais mundialmente dispersos que ameacgam o0s sistemas de saude
publico devido as altas taxas de resisténcia bacteriana.>:?>4 Nas uUltimas duas décadas,
a maioria dos novos genes de resisténcia foram detectados pela primeira vez em
Klebsiella pneumoniae antes de se disseminarem para outras bactérias, incluindo as
ESBL, variavel reagente de sulfidrila (SHV — sulfhydryl reagent variable), CTX-M, KPC,
NDM e o gene que confere resisténcia a Colistina (MCR-1).(0915 |sto demonstra o
importante papel de Klebsiella pneumoniae como fonte de aquisicéo e disseminacéao de
importantes mecanismos de resisténcia, e sob a qual deve-se manter a vigilancia
constante.(®®

Na Europa, anualmente, cerca de 90.000 infec¢des e 7.000 mortes
sdo causadas por enterobactérias resistentes aos antimicrobianos.®® Nos Estados
Unidos, somente em 2019, aproximadamente 13.100 pacientes foram hospitalizados e
1.100 morreram devido a infec¢des por ERC, gerando um custo de 130 milhdes de

dolares ao sistema de saude de acordo com o centro de controle e prevencédo de doencas



(CDC - Centers for Disease Control and Prevention).®

As infeccOes provocadas por bactérias resistentes aos
antimicrobianos sdo de dificil tratamento e estdo associadas com maiores taxas de
mortalidade e custos ao sistema de saude. A menos que medidas sejam tomadas, as
infeccbes associadas a bactérias resistentes podem causar 10 milhées de mortes a cada

ano e um impacto econémico global projetado de 100 trilhdes de délares até 2050.(657)

1.2 Resisténcia a antimicrobianos em Klebsiella pneumoniae

As ERC sdo um problema de saude publica global e estéo listadas
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como patdgenos prioritarios para
Pesquisa e Desenvolvimento de novos farmacos, juntamente com Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos.®® Dentre as
enterobactérias, a Klebsiella pneumoniae, especificamente, apresenta um papel
importante no aumento das taxas de ERC ao redor do mundo.

Os carbapenémicos sdo antimicrobioanos beta-lactamicos de amplo
espectro considerados de Ultima escolha para o tratamento de infec¢des por bactérias
MDR, ou seja, bactérias resistentes a outras classes de antimicrobianos, como
Fluoroquinolonas, Aminoglicosideos ou outros beta-lactamicos, dentre eles
cefalosporinas.®?69 Com o aumento da resisténcia aos carbapenémicos, antigos
antimicrobianos como a Polimixina B e trimetoprim-sulfametoxazol foram reintroduzidos
na pratica clinica evidenciando a falta de op¢des para o tratamento de infeccbes por
bactérias MDR.6163) No entanto, as ERC frequentemente apresentam também
mecanismos cruzados de resisténcia aos antimicrobianos, o que limita bastante as
opcdes de tratamento.®°)

Em Klebsiella pneumoniae, a resisténcia é complexa e pode estar
associada a mecanismos intrinsecos e adquiridos por transferéncia horizontal de
genes.® A resisténcia intrinseca ocorre pela presenca ou alteracdes em genes presentes
no genoma central, como blasnv, fosA, ogxAB, ompK35, ompK36 e mgrB, responsaveis
pela producao de beta-lactamases, bombas de efluxo, altera¢cdes na permeabilidade da
membrana, ou modificacbes em estruturas alvo, como o Lipopolissacarideo (LPS),
respectivamente. No entanto, a resisténcia adquirida ocorre principalmente por enzimas

que degradam os antimicrobianos, dentre elas as ESBL e carbapenemases.(®:7:29.55.64-66)



1.2.1 Resisténcia intrinseca de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae € intrinsecamente resistente a ampicilina
devido a presenca do gene blashv que codifica a beta-lactamase SHV.?% Este gene pode
ser mobilizado do cromossomo por sequéncias de insergao (1IS26) formando elementos
genéticos moveis que podem ser transferidos para outras espécies.®7:68) Essas variantes
moveis podem assumir atividade de ESBL ou carbapenemases devido a mutacbes
pontuais tornando a Klebsiella pneumoniae resistente a cefalosporinas (KpCef) e aos
carbapenémicos, além da ampicilina.®® Os genes ogqxAB e fosA também estdo
presentes no genoma central e podem ser mobilizaveis.(646% Estes genes codificam
bombas de efluxo e Transferase S-glutationa que conferem resisténcia a quinolonas e
fosfomicina, respectivamente. Também, ogxAB juntamente com acrAB codificam
bombas de efluxo associadas a resisténcia cruzada a multiplos antibiéticos, dentre eles
fluoroquinolonas, nitrofurantoina, tigeciclina e cloranfenicol.(64656%71) gyrA, gyrB, parC e
parE sdo genes cromossomais relacionados com a DNA girase e a topoisomerase 1V, e
alteracdes nestes genes podem alterar o sitio alvo do antibittico e levar a resisténcia as
fluoroquinolonas.(® Os isolados de Klebsiella pneumoniae susceptiveis a Ciprofloxacina
apresentam os aminodacidos Serina (Ser) na posi¢cao 83 e Aspartato (Asp) na posicéo 87
no gene gyrA; Ser na posi¢cdo 80 e Glutamato (Glu) na posicdo 84 no gene parC.
Alteracdes de aminoacidos nestas posi¢cdes reduzem a afinidade das fluoroquinolonas
aos respectivos sitios alvos de atuacdo, DNA girase (gyrA) e topoisomerase IV (parC).("?
A resisténcia a polimixina B esta relacionada a mutacdes pontuais ou inativacdo do gene
mgrB que levam a alterac&o no lipideo A do LPS impedindo a ligacédo da polimixina B ao
sitio alvo.("®)

Os genes ompK35 e ompK36 codificam para porinas e a presenca de
mutacdes pode levar a alteracdes na conformacéo das porinas impedindo a entrada dos
carbapenémicos na célula.®%747% No entanto, em Klebsiella pneumoniae a resisténcia
aos carbapenémicos esta mais relacionada com genes de resisténcia adquiridos do que

mecanismos intrinsecos.(7:5%)



1.2.2 Resisténcia adquirida de Klebsiella pneumoniae

A maior parte da resisténcia observada em Klebsiella pneumoniae
esta associada a genes acessorios adquiridos por transferéncia horizontal.®® Esses
genes sdo carreados em elementos mdveis, como plasmideos, transposons e
sequéncias de insercdo, e podem ser facilmente transferidos inter e intraespécies.(:55.76)

As beta-lactamases sdo o0s principais mecanismos de resisténcia
encontrados em Klebsiella pneumoniae, e a prevaléncia de determinados tipos ESBL e
carbapenemases varia conforme a regido geografica.®’”) No Brasil, Italia, Israel, Grécia
e Bélgica, a KPC é a principal carbapenemase encontrada em Klebsiella pneumoniae
(Figura 2). Enquanto que na Espanha, Turquia, Roménia, Alemanha e Franca, a
oxacilinase (OXA) é frequentemente encontrada. Ja na Hungria, a Verona imipenemase
(VIM) é a principal carbapenemase observada em Klebsiella pneumoniae® (Figura 2).
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KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase. NDM: New Dehli
Metalobetalactamase. OXA: oxacilinase. VIM: verona imipenemase. Cada
circulo representa um genoma, colorido pela respectiva carbapenemase.
Fonte: Traduzido e adaptado de Lam MM, Wick RR, Watts SC, Cerdeira LT,
Wyres KL, Holt KE. A genomic surveillance framework and genotyping tool for
Klebsiella pneumoniae and its related species complex. Nat Commun.
2021;12(1):1-16. Figure 2. Kleborate genotyping results for European
Klebsiella pneumoniae surveillance isolates; p. 5.

Figura 2. Distribuig&o geogréafica dos genes de carbapenemase em Klebsiella
pneumoniae



As beta-lactamases sao classificadas de acordo com as suas
propriedades funcionais (Classificacdo de Bush — Grupos 1, 2, 3, 4) e molecular
(Classificacdo de Ambler — Grupos A, B, C, D).("879) Segundo a classificagédo funcional
de Bush et al., elas estao divididas em 4 grupos de acordo com o substrato que degradam
e seu perfil de inibicdo: o Grupo 1 (Classe C) compreende as cefalosporinases; Grupo 2
(Classes A) é formado por ESBL: CTX-M, IMP, VIM e Temoneira (TEM), e as
serinocarbapenemases (KPC); Grupo 3 (Classe B) compreende as metallo-beta-
lactamases (NDM); e o Grupo 4 (Classe D) compreende as OXA.(%80) Quanto a
classificagdo molecular, as carbapenemases sao classificadas em dois grupos:
Serinocarbapenemases e metalo-beta-lactamases (MBL — metallo-beta lactamases).
Ambas degradam os carbapenémicos, a diferenca consiste na presenca de um residuo
de serina no sitio ativo da enzima KPC e a necessidade de metais como cofatores

enzimaticos nas MBL.(")

1.2.2.1 Klebsiella pneumoniae carbapenemase

A KPC é uma serinocarbapenemase da Classe A com 66 variantes
reportadas que degrada todos os B-lactamicos, como carbapenémicos, cefalosporinas
(incluindo oxyimino-cephalosporina), penicilinas e Aztreonam e pode ser inibida por
Clavulanato e Tazobactam.(”8D) Além das mutacGes pontuais, algumas variantes de
KPC diferem quanto a eficiéncia catalitica. Por exemplo, a KPC-2 e KPC-3 que sao
variantes bem descritas e amplamente disseminadas no mundo e diferem entre si pela
substituicdo da Histidina pela Tirosina na posi¢cao 272 da cadeia de aminodacidos. Esta
substituicdo de aminoacidos no sitio catalitico da enzima contribui para o aumento da
eficiéncia catalitica da KPC-3 em relacdo a KPC-2 frente a ceftazidima, contribuindo para
0 aumento da concentrag&o inibitoria minima (MIC — minimum inhibitory concentration)
para este antimicrobiano.®2-8) E mais recentemente, também foi descrita com atividade
contra ceftazidima-avibactam (CZA), semelhante & KPC-33.(87-89)

Desde a sua descoberta na Carolina do Norte (USA) em 1996, a KPC
disseminou-se rapidamente ao redor do mundo.*%9-9% A KPC é comumente encontrada
em Enterobacteriaceae, especialmente em Klebsiella pneumoniae, porém ja ha relatos
do gene blakrc em outras bactérias Gram negativas.(©5-97)

O primeiro relato de blakrc no Brasil foi em 2006, dez anos depois do



primeiro relato de blakerc no mundo (1996).%) O fato ocorreu em um hospital de Recife,
no nordeste do Brasil, onde quatro pacientes foram infectados por Klebsiella pneumoniae
produtoras de KPC-2.8) Logo em seguida a enzima KPC foi reportada em todo o pais,
mostrando seu grande potencial de disseminac&o.(6:1516.77,98-101)

Atualmente, KpKPC é epidémica no Brasil e considerada um sério
problema de saude publica.(1%1") InfeccGes provocadas por KpKPC sdo observadas em
todas as regides do pais e acometem principalmente individuos imunodeprimidos, sendo
associadas a maiores periodos de internacdo, custos hospitalares, surtos de infeccao e
altas taxas de mortalidade (51,3%).6:17.1848-51) Dentre os pacientes transplantados, as

taxas de mortalidade por KpKPC podem chegar a 21,3%.6%

1.2.2.2 Plasmideos associados a Klebsiella pneumoniae carbapenemase

O gene blakec pode ser carreado em diferentes tipos de plasmideos:
IncF, IncN, IncX3, IncR, IncHI1 e Incl2.(51.55102-106) plasmideos IncFIl sdo amplamente
encontrados carreando blakec em Klebsiella pneumoniae, sugerindo uma disseminacao
bem-sucedida desses plasmideos.®® pKpQIL, um plasmideo IncFll, foi caracterizado nos
Estados Unidos em 2004 carreando blakrc2 e blakpc3.19 Em 2006, um plasmideo
altamente similar a pKpQIL foi caracterizado em lIsrael, e posteriormente plasmideos
altamente similares a pKpQIL carreando blakrc foram encontrados em diferentes paises,
incluindo no Brasil.(55:104.108-112) § pKpQIL € bem caracterizado e amplamente reportado
na literatura, principalmente por estar relacionado a isolados resistentes e causadores
de surtos em diferentes partes do mundo como lIsrael, Estados Unidos, Grécia, Italia,
Poldnia e Reino Unido.(207:112-117)

O pKpQIL é um plasmideo circular, auto-transmissivel com
113.637bp, 136 quadros de leitura aberta (ORF — open reading frames) e 67 produtos
das ORFs com alta similaridade a proteinas de fun¢des conhecidas, dentre elas TEM-1
e KPC, cujo gene blakpc é carreado no transposon Tn4401.(104114) Este plasmideo possui
respectivamente 75 e 12% de similaridade com pKPN4 e pNYC, sugerindo que pKpQIL
€ resultado de um rearranjo entre esses dois plasmideos. A regidao comum entre pKpQIL
e pPKPN4 corresponde a 86.610bp (posicédo 26360 a 112970 no pKpQIL) e compreende
genes responsaveis pela manutencdo do plasmideo, transmissdo e resisténcia

antibiotica.04
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Os genes do pKpQIL responsaveis pela manutencéo e estabilidade
sdo: 1) parA e parB, responsaveis pela segregacdo do plasmideo; 2) stbA e stbB,
mediadores da estabilidade do plasmideo; 3) sistemas de modificacdo de restricao tipo
1.104118) A regido envolvida na transferéncia do plasmideo via conjugacio (genes tra)
corresponde a 30% do plasmideo (35kb).(194) Além disso, pKpQIL e pKPN4 possuem o
transposon Tn1331 no qual estdo posicionados os genes de resisténcia aadA, OXA-9 e
TEM-1, semelhante ao reportado previamente para Tn1331.(1%4.119) Contudo, o pKpQIL
apresenta o gene aadA truncado devido a presenca de I1S26 na posi¢cao 682 e 0 gene
OXA-9 inativo devido a presenca de mutagdo nonsense (A350G).(104

A regido de similaridade entre o pKpQIL e pNYC corresponde a
14,070bp (posicdo 4829 to 18898) e compreende o transposon Tn4401 que carreia
blakpc-3 (10kb).(194120) No entanto, o Tn4401 do pKpQIL contém uma delecdo de 100pb
na regido upstream do gene blakec, correpondendo a isoforma A do Tn4401
(Tn4401a).(102.104) Esta alteracédo na regido promotora de blakec pode levar ao aumento
da expressdo do gene, e consequentemente, ao aumento da MIC para o0s
carbapenémicos.(102.121)

O restante do pKpQIL corresponde a uma regido upstream do Tn4401
de 4.828 pb que codificam quatro proteinas hipotéticas, uma endonuclease e duas
origens de replicacdo RepA e RepA2 as quais apresentam 96 e 97% de homologia com
as RepA do pKP91l. E a outra regido remanescente corresponde a uma regiao
downstream do Tn4401 de 8,126 pb que codifica para duas transposases, uma proteina
hipotética, uma resolvase hipotética e 1S26.(104

O pKpQIL pertence ao grupo de incompatibilidade IncFll devido a
sequéncia de RepA a qual apresenta 89% de similaridade com IncFIl RepA pSLT de
Salmonella enterica.(%4.122) Em plasmideos do grupo IncFll foram identificados genes de
resisténcia a quinolona, CTX-M, SHV e Ampicilinase C (ampC).(1® O gene blakpc foi
encontrado no pKpQIL, o primeiro plasmideo IncFll a carrear blakpc.(10%

Embora o plasmideo pKpQIL tenha sido primeiramente reportado em
Israel em 2006, um estudo retrospectivo feito nos Estados Unidos revelou a presenca de
pKpQIL em Klebsiella pneumoniae isolada de um paciente em Nova York em
2004.107.119 A similaridade entre as sequéncias de pKpQIL € alta (99,9%) diferindo em 4
polimorfismos de nucleotideo unico (SNP — single-nucleotide polymorphism) em uma
regido intergénica, demonstrando que possivelmente a cepa de Israel tenha se originado

nos EUA e se disseminado por viagens internacionais.®”) Em seguida, pKpQIL foi
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reportado em outras partes do mundo com um importante papel na disseminacéao de
b|aKPC.(1O7,113-117)

No Brasil, além dos plasmideos IncF, blakec também foi reportado nos
plasmideos IncM e IncN, dentre eles pKPC. O pKPC-FCF/3SP possui estrutura
conservada de IncN e duas regides adquiridas: Tn4401b e 1S903B.(2%) As regibes
conservadas de IncN compreendem genes de recombinacéo (resP), replicacdo (repA,
ardB, ardR), regulacéo da replicacéo (ardK, ccgElll, ccgD, ccgC, ccgAl), reparo de DNA
(mpr, umuC, mucA), estabilidade (stbA, stbB, stbC, fipA, eex, korA, korB, kikA, Ecorlimet,
EcoRlIl) e conjugacédo (genes tra). Entre os genes tra, esta inserido o Th4401b, no qual
estdo posicionados 0s genes de blakrc, transposase (tnpA), resolvase (tnpR), ISKpn?7,
ISKpn6.(123.124) Este plasmideo foi encontrado em um isolado de Klebsiella pneumoniae
proveniente de um paciente internado em S&o Paulo em 2009.(123) Posteriormente,
plasmideos semelhantes a pKPC-FCF/3SP foram encontrados em isolados de
Escherichia coli em 2011 e recentemente foi reportado em isolados de Klebsiella
pneumoniae.(108.124)

Conhecer o contexto genético no qual esté inserido o blakrc auxilia na
compreensao da disseminacdo do gene. Plamideos capazes de gerar multiplas cépias
(multireplicon), como os do tipo IncF, sédo altamente transferiveis para outras bactérias,
enquanto que genes de resisténcia carreados em plasmideos ndo multireplicons séo
dificeis de serem transferidos.(125126) Assim, a endemicidade de um gene de resisténcia

pode estar diretamente relacionada com seu contexto genético.

1.3 Patogenicidade e viruléncia em Klebsiella pneumoniae

A capacidade de causar doengas em humanos é atribuida a uma
variedade de fatores genéticos presentes em Klebsiella pneumoniae, dentre eles os
fatores de patogenicidade e viruléncia.?”) Os fatores de patogenicidade séo requeridos
para o estabelecimento da infec¢do e séo codificados por genes presentes no genoma
central, enquanto que os fatores de viruléncia sédo codificados por genes presentes no
genoma acessorio e sdo conhecidos por aumentar ainda mais a gravidade das infeccdes

provocadas por Klebsiella pneumoniae e a sua capacidade em causar doencas.®
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1.3.1 Fatores de patogenicidade

Dentre os fatores de patogenicidade, estdo os loci fim e mrk que
codificam para fimbrias tipo 1 e 3, respectivamente; ent que codifica o sideréforo
enterobactin (ent) requerido para o crescimento bacteriano em diversos nichos; pgaABC
gue codificam para adesinas requeridas na formacado de biofilme e infeccdo extra
intestinal; loci que codificam para a capsula polissacaridica (CPS) conhecido como
antigeno K ou K-tipo e os que codificam para o antigeno O do LPS também conhecido
como O-tipo.*27131) No entanto, além dos loci que codificam os antigenos K e O, os
genes reguladores destes sdo igualmente importantes para determinar a patogenicidade
bacteriana, dentre eles, os reguladores associados ao sistema de dois componentes
(pmrAB e phoPQ) para o antigeno O e os reguladores rmpA, rmpA2, manB, manC,
mgaA, kvgA, kvgS, rcsA, rcsB e treC para a CPS, além dos genes que formam a
magquinaria necessaria para a biossintese do acucar capsular (manB, manC, genes wca,
gnd, galF, e uge).(132-137)

A CPS é uma matriz polissacaridica que reveste a célula bacteriana e
se caracteriza como um importante fator de patogenicidade em Klebsiella
pneumoniae.“”138) A CPS é codificada por um conjunto de genes (cps) localizado no
cromossomo, dentre eles wzi, wza, wzb, wzc, wzy, gnd, wca, cps, cps e galF.(139 Os
polissacarideos capsulares especificos denominados antigenos K (K1 a K79) atualmente
sdo atribuidos baseados no sequenciamento do locus wzi o qual é conservado na
espécie e codifica uma proteina de superficie responsavel pela fixacdo da cépsula a
membrana externa.(t39-142)

Os genes responsaveis pelo processamento e translocacdo da CPS
na superficie bacteriana sdo conservados entre os diferentes tipos capsulares (galF,
cpsACP, wzi, wza, wzb e wzc), no entanto, os genes localizados no meio do operon que
codificam proteinas responséveis pela polimerizagdo de subunidades especificas e
montagem da CPS na superficie bacteriana ndo sao conservados, 0 que é importante
para a variacdo dos tipos de antigenos K.*43) O inicio da sintese capsular se da pela
transferéncia da galactose-1-fosfato ou glicose-1-fosfato por Glicosiltransferases (GT)
codificadas pelos genes wbaP e wcal para outro grupamento fosfato que sera
polimerizado pela Wzy e translocado para a superficie externa via canais Wza, Wzb e

Wzc.(144.145) Em Klebsiella pneumoniae, wbaP e wcaJ ndo coexistem na mesma cepa o
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que altera a ligacdo da unidade de polimerizacdo inicial.(132146) A perda de wcal em
Klebsiella pneumoniae foi relacionada com o aumento na formacéo de biofilme.4") Em
isolados de alto risco (ST15, ST16, ST307 e ST258), wcaJd nao foi encontrado, o que
pode estar relacionado com o potencial aumentado dessas cepas em formar biofilme.(148)

A biossintese capsular pode ser regulada por outros genes que
controlam a expressao de cps, dentre eles rmpA, rmpA2, manB, manC, mgaA, kvgA,
kvgS, rcsA e rcsB. Esses genes podem aumentar a producao capsular que contribui para
o fenotipo hiper mucoide do isolado, facilitando o estabelecimento da infec¢do no
hospedeiro.?) Linhagens Hv de Klebsiella pneumoniae apresentam um aumento no
revestimento de exopolissacarideo levando a formacdo de uma hipercdpsula que
contribui significativamente para a patogenicidade de Klebsiella pneumoniae.(149-151) A
presenca de mgaA, um dos genes necessarios para o fendtipo hipercapsular em
Klebsiella pneumoniae, foi encontrada em 98% das cepas invasivas versus 29% de
cepas ndo invasivas.43150) Também, linhagens de Klebsiella pneumoniae mutantes em
manC e wcaJ apresentaram menor capacidade de estabelecer a colonizacdo e foram
menos eliminadas nas fezes em comparagdo com a cepa selvagem.®52)

Atualmente, 138 antigenos K (K-locus) distintos foram identificados a
nivel molecular, mas apenas 79 sdo identificados pela tipagem soroldgica
tradicional.(128.153-155) As capsulas do tipo 1 e 2 (K1 e K2) estdo presentes em cepas com
alta patogenicidade associadas a infec¢des invasivas, como cepas do complexo clonal
(CC) 23 (os complexos clonais serdo discutidos no item 1.4) e K5 que foram encontradas
em cepas associadas a abcessos hepaticos. Os demais tipos capsulares sao pouco
caracterizados quanto ao seu respectivo papel na patogenicidade, e as cepas MDR
apresentam uma alta diversidade de tipos capsulares, ndo sendo restritos a um Unico
tipo.(47:156-159)

Além da CPS, as adesinas codificadas pelos genes pgaABC também
apresentam um papel importante na formacéo de biofilme induzido por sais biliares e na
colonizacéo e infeccdo extra intestinal. Estes genes codificam o N-acetilglucosamina
ligada a poli-b (PNAG), um substrato importante para o estabelecimento de Klebsiella
pneumoniae no intestino através da formacdo de biofilme. Além disso, em modelos
murinos, com a perda de pgaC, Klebsiella pneumoniae perdeu significativamente sua
capacidade de estabelecer a colonizacéo intestinal, e disseminar-se para 0s outros
6rgdos e desenvolver uma infecgdo sistémica.3b

O antigeno O (O-locus) compde o LPS bacteriano que além de estar
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envolvido com a resisténcia a polimixina B, também esta envolvido com a resisténcia a
fagocitose em Klebsiella pneumoniae.(®53:160-162) Atyalmente, existem 12 distintos tipos de
O-locus, dos quais os tipos 1 e tipo 2 (O1 e O2) sdo comumente encontrados em isolados
clinicos.(163)

As fimbrias tipo 1 e 3 séo estruturas adesivas ligadas a membrana
externa da bactéria e amplamente caracterizadas em Klebsiella pneumoniae devido ao
seu papel na interacdo patdégeno-hospedeiro durante a infeccdo e na formacdo de
biofilme em superficies bidticas e abidticas.’?) Como mediadores da adesdo de
Klebsiella pneumoniae, as fimbrias representam um importante fator de patogenicidade
bacteriana relacionadas com a infeccdo e a permanéncia dessa bactéria por longos
periodos no ambiente, incluindo superficies abidticas, como cateteres ou outros
dispositivos médicos (Figura 3).(127.164,165)

As fimbrias tipo 1 séo filamentos formados pelas subunidades FimA e
FimH, codificadas pelos genes fimA e fimH, que constituem a estrutura e a ponta adesiva
do filamento, respectivamente.(164166.167) Estas fimbrias contribuem para o
desenvolvimento de infecgbes no trato urinario e formacgao de biofilme na bexiga e em
superficies abidticas.(165166.168-170) As fimbrias do tipo 3, codificadas pelos genes
mrkABCDEF, consistem em filamentos semelhantes a hélices formadas pelas
subunidades MrkA e MrkD que formam a estrutura e a ponta adesiva do filamento,
respectivamente. J& os genes mrkBCE codificam proteinas envolvidas na montagem da
fimbria tipo 3 e a regulacéo da expressao dos outros genes, e o mrkF codificam proteinas
responsaveis pela estabilidade das fimbrias na superficie.(*’1172 MrkA é a subunidade
responsavel pela ligacdo de Klebsiella pneumoniae a superficies abidticas, como
dispositivos plasticos, e MrkD é responsavel pela ligacao ao colageno IV e V da matriz
extracelular, normalmente exposta em tecidos danificados.73174) Em um contexto onde
h& necessidade de ventilagdo mecanica, os tubos endotraqueais sdo importantes vias de
acesso para a entrada de Klebsiella pneumoniae e estabelecimento de infeccdes
podendo levar a pneumonias associadas a ventilagdo mecanica (PAV), pois além de
danificar tecidos do hospedeiro com a insercdo dos tubos endotraqueais, a ventilagao
mecanica associada com a sedacdo profunda dificultam a depuracdo mucociliar.(75176)
Estudos demonstram que as fimbrias do tipo 3 aderem Klebsiella pneumoniae a
superficie plastica do tubo endotraqueal via MrkA antes e durante a insercao inicial. Apos
a insercao endotraqueal, os tubos ficam revestidos com colageno ou outras proteinas da

matriz extracelular derivadas dos danos no tecido do hospedeiro, facilitando a aderéncia
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de Klebsiella pneumoniae ao tubo ou ao proprio tecido brénquico via MrkD, contribuindo
para colonizacdo endotraqueal e PAV.(74177) Diferente das fimbrias do tipo 1, que séo
requeridas em infecgcfes do trato urinério, as fimbrias do tipo 3 parecem nao contribuir
para as infec¢des urinarias. Em contrapartida, as fimbrias do tipo 3 sdo requeridas na

colonizacao tragqueal e intestinais, pneumonias e formacao de biofilmes em superficies
abiéticas.(152'165'170'174'178)

Fimbria Fimbria
tipo 1 i
Aumento da formacgZo de g tipo 3 Ligacdo a matriz
biofilme na bexiga. s } FimH | } MrkD —»  extracelular (tecidos e
3 revestimento interno de
dispositivos)
Aumento da formacg&o de T U
biofilme em superficies ] > FimA | > MrkA —» B D
SR abidticas (ex. dispositivos
abidticas. 20
médicos)
Invasdo de células na bexiga. <

J J

As fimbrias do tipo 1 sdo estruturas adesivas compostas principalmente de
subunidades da FimA, com a subunidade da FimH na ponta. A subunidade FimH
aumenta a ligacdo as células imunes levando ao aumento da ativacdo das células
imunes e o recrutamento de neutréfilos. As fimbrias tipo 3 sdo compostas
principalmente de subunidades MrkA e MrkD a qual se liga a matriz extracelular
exposta em tecidos danificados e revestindo dispositivos internos, enquanto MrkA se
liga a superficies abitticas, como dispositivos médicos, tanto antes da inser¢do em
pacientes quanto apds a inser¢cao quando revestida com matriz do hospedeiro.

Fonte: Traduzido e adaptado de Paczosa MK, Mecsas J. Klebsiella pneumoniae: going
on the offense with a strong defense. Microbiol Mol Biol Rev. 2016;80(3):629-61. Figure
4. Functions of type 1 fimbriae during K. pneumoniae infection and biofilm formation; p.
640; Figure 5. Functions of type 3 fimbriae during K. pneumoniae infection and biofilm
formation; p. 640.(127)

Figura 3. Fungbes das fimbrias tipo 1 e tipo 3 na infec¢é@o e formagéo de biofilme

1.3.2 Fatores de viruléncia

Os principais fatores associados com o aumento da viruléncia em

Klebsiella pneumoniae e comprovados experimentalmente s&o os sistemas de aquisicao
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de ferro (sideroforos) adicionais presentes no genoma acessoOrio e o policetideo
genotoxico colibactin (Clb).(179-182)

O ferro € um substrato essencial para o metabolismo e crescimento
bacteriano, e os siderdforos atuam captando as moléculas de ferro do hospedeiro ou do
ambiente e levando para dentro da bactéria.l’® Klebsiella pneumoniae apresenta a
enterobactina, um sideréforo cofidicado pelo gene ent carreado no genoma central,
capaz de captar o ferro das células do hospedeiro, no entanto, a enterobactina é inibida
pela Lipocalin 2 (Lcn2) liberadas pelos macréfagos.(183) Ja os sider6foros presentes no
genoma acessorio: ybt, aerobactin codificado pelos genes iuc e salmochelin codificado
pelo gene iro conseguem captar o ferro das células do hospedeiro e evadir Lcn
2_(127,130,180)

O Ybt esta presente em 30 a 40% dos isolados clinicos de Klebsiella
pneumoniae e em 13% dos isolados de colonizacdo.??179 O sider6foro Ybt é codificado
pelos genes fyuA, irpl e irp2 e os genes ybt, constituindo o locus Ybt.(18) O locus Ybt
juntamente com o sistema de secrecao tipo 4 (T4SS — Type 4 secretion system) formam
ilhas de patogenicidade denominadas elementos conjugativos e integrativos (ICE —
integrative conjugative elements).’® Em Klebsiella pneumoniae, esse conjunto de
genes € denominado Elementos Conjugativos e Integrativos em Klebsiella pneumoniae
(ICEKp) e podem ser transferidos para outras bactérias por transferéncia horizontal
devido a presenca do T4SS, o qual é responsavel pela mobilizagdo de DNA.(179.185) A
ICEKp é geralmente encontrada em linhagens Hv de Klebsiella pneumoniae e esta
significativamente associada a infecgGes comunitarias e hospitalares.(2°:179.186)

Até o momento, foram reportados 14 tipos de ICEKp em Klebsiella
pneumoniae (ICEKp1-14) que diferem entre si pela disposicéo e tipos de locus Ybt, T4SS
e o locus responséavel pelo metabolismo de zinco e manganés (Figura 4). Além disso, o
ICEKp10 apresenta o locus Clb responséavel pela producdo da Clb, uma proteina

genotoxica presente em cepas Hv (discutida a seguir).(79)
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Estrutura genética das variantes de ICEKp (1-14). Locus de genes envolvidos no
metabolismo de zinco e manganés (roxo escuro); locus de sintese de
yersiniabactina Ybt (cinza escuro), locus de mobilizagdo T4SS (azul). ICEKp 10
apresenta o locus adicional que codifica colibactin (Clb) (setas vermelhas).
Fonte: Traduzido e adaptado de Lam MM, Wick RR, Wyres KL, Gorrie CL, Judd
LM, et al. Genetic diversity, mobilisation and spread of the yersiniabactin-
encoding mobile element ICEKp in Klebsiella pneumoniae populations. Microb
Genom. 2018;4(9):e000196. Figure 2. ICEKp structures; p. 4.(179
Figura 4. Estrutura dos elementos conjugativos e integrativos

Aerobactin e Salmochelin sdo encontrados em menos de 10% das
Klebsiella pneumoniae.158186) Esses siderdforos geralmente sdo encontrados em
plasmideos do tipo IncFIB, o qual tem sido reconhecido como plasmideo de viruléncia
de Klebsiella pneumoniae (Kp-pv), destacando pK2044 (carreando iucl e irol) e
Kp52.145 pll (carreando iuc2 e iro2). Esses plasmideos sdo amplamente encontrados
em cepas Hv de Klebsiella pneumoniae pertencentes aos complexos clonais (CC) 23,
CC65, CC86 (pK2044) e CC66 e CC380 (Kp52.145 pll), e embora sejam plasmideos néo
auto transferiveis, podem ser mobilizados por outros elementos conjugativos.(158.186.187)

A Clb é codificada pelo gene clb presente no ICEKp10 é encontrada
em aproximadamente 10% das Klebsiella pneumoniae.(179188) Este gene codifica um
substrato genotoxico que induz danos no DNA das células do hospedeiro e contribui para
a colonizacdo da mucosa e intestino, infeccbes em diferentes 0Orgdos e cancer
colorretal.(188-190) A Clb esta associada a abcessos hepéticos provocados por isolados
hipervirulentos pertencentes ao CC66 (100%) e CC23 (80%), e também em isolados
hipervirulentos dos CC380 e CC65.(190
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1.4 Epidemiologia e estrutura populacional de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae apresenta uma estrutura populacional
complexa e diversa.® No entanto, o entendimento sobre a estrutura e diversidade da
populacdo de Klebsiella pneumoniae € importante para interpretacdo dos dados de
vigilancia epidemiolégica e para a implementacéo de novas estratégias de controle deste
importante patégeno.®®

Com o avango do sequenciamento do genoma completo (WGS -
Whole Genome Sequence) e a grande quantidade de genomas de Klebsiella
pneumoniae sequenciados, é possivel compreender a dinamica da populacdo deste
patdogeno baseada na relacdo genética entre as linhagens e aquisicdo de mecanismos
de resisténcia e viruléncia.(”®) Esta relacdo filogenética baseada em WGS pode ser
compreendida pela comparacdo de um conjunto de genes ou polimorfismos (SNP)
presentes no genoma central.(1%2)

Os métodos de tipagem bacteriana baseados em sequéncia
consistem no sequenciamento e comparacdo de um conjunto de genes pré-definidos do
genoma central.(192 Na tipagem de sequencia multilocus (MLST — multilocus sequence
typing) de Klebsiella pneumoniae sédo avaliados fragmentos internos (aproximadamente
500pb) de sete genes conservados (genes housekeeping) relacionados ao metabolismo
central (rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, infB, tonB). No MLST, o padréo de variacao alélica
destes sete genes define o tipo de sequéncia (ST — sequence type) bacteriano.(%) As
cepas que possuem o mesmo ST ou com um alelo de diferenca sdo agrupadas dentro
do mesmo CC.®

Com a expansdo do WGS, a tipagem multilocus foi ampliada para
centenas ou milhares genes, resultando no sequenciamento de diversos genes no
genoma central, conhecido como Tipagem multilocus do genoma central (cgMLST — core
genome multilocus sequence typing).1941%) Em Klebsiella pneumoniae, séo
considerados do mesmo CC os isolados que compartiham 594 de 694 alelos do
cgMLST.®5) Ja na tipagem baseada em SNP, as sequéncias do genoma inteiro das
cepas sao comparadas com um genoma de referéncia, e aquelas com divergéncia menor
ou igual a 0,5% na sequéncia de nucleotideos sdo agrupados dentro de um mesmo

CC.(29'196'197)

Aléem dos métodos baseados em sequéncia, a tipagem de Klebsiella
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pneumoniae também pode ser feita por métodos baseados em padrdo de banda como a
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE — Pulsed Field Gel Eletrophoresis).(198.199)
Este método consiste na comparacéo do perfil de bandas gerados pela macro restricdo
enzimatica do DNA, seguido pela eletroforese em gel de campo pulsado.9:200 Em
Klebsiella pneumoniae, isolados que pertencem ao mesmo filogrupo apresentam uma
similaridade maior ou igual a 90% no perfil de bandas gerados.?%) Este método é muito
utilizado na discriminagdo de isolados em surtos devido ao seu alto poder discriminatorio.
No entanto, a portabilidade dos dados de PFGE s&o limitadas, pois n&o existe um banco
de dados para estes resultados o que dificulta a comparacéo entre isolados de diferentes
laboratérios.(2°0-202) 33 os métodos baseados em sequéncia (MLST e cgMLST) possuem
um banco de dados centralizado (disponivel em https://pubmist.org) que possibilita a
comparac&o com cepas de diferentes locais do mundo a partir dos ST dos isolados.(”)

Baseado no ST, é possivel avaliar como os isolados que estédo
dispersos ao redor do mundo, e compara-los quanto a prevaléncia de determinados ST
em diferentes locais.(58:203.204) Ag lado disso, € possivel identificar a carga genética de
resisténcia e viruléncia e classificar os clones como problemas globais ou locais.®"8 Os
clones de problemas globais sdo aqueles que carreiam importantes mecanismos de
resisténcia, viruléncia e sdo mundialmente dispersos, enquanto os clones de problemas
locais estdo restritos a uma determinada regiéo.®

Em Klebsiella pneumoniae, os clones de alto risco estédo
frequentemente associados a isolados MDR que incluem cepas pertencentes ao CC 258,
CC15, CC20, CC29, CC37, CC147, CC101 e CC307, e também cepas Hv pertencentes
a seis CC: CC23, CC25, CC65, CC66, CC86 e CC380.(7:19,55:205,206)

Embora disseminados mundialmente, alguns CC podem prevalecer
em determinadas regides. Por exemplo, as KpRC prevalentes nas Américas e sul da
Europa pertencem principalmente ao ST258 e ST512, enquanto que na China e no
restante da Europa a KpRC predominante é do ST11 (Figura 5).58 J4 as KpRCef de
terceira geracdo pertencem predominantemente aos ST14 e ST15 (CC15) e sao
geralmente encontrados na Africa do Sul, Europa e China, enquanto nas Américas,
KpRCef pertencem principalmente a cepas do ST11 (Figura 6). No entanto, KpRC e

KpRCef do ST307 tém emergido nas Américas e na Europa.(®:8205)


https://pubmlst.org/
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CC: complexo clonal. ST: tipo de sequéncia (Sequence type). Klebsiella pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos (KpRC) prevalentes nas Ameéricas e sul da Europa
pertencem principalmente a ST258 e ST512, enquanto que na China e no restante
da Europa a KpRC predominante é do ST11.

Fonte: Traduzido e adaptado de Wyres KL, Lam MM, Holt KE. Population genomics
of Klebsiella pneumoniae. Nat Rev Microbiol. 2020;18(6):344-59. Figure 3.
Geographical distribution of Klebsiella pneumoniae clones harbouring resistance to
carbapenems and third-generation cephalosporins. Part a; p. 349.¢

Figura 5. Distribuicdo geografica dos complexos clonais de Klebsiella pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos
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CC: complexo clonal; ST: tipo de sequéncia (sequence type). Klebsiella pneumoniae
resistentes as cefalosporinas (KpRCef) de terceira geracdo pertencem
predominantemente aos ST14 e ST15 (CC15) e sdo geralmente encontrados na
Africa do Sul, Europa e China, enquanto nas Américas KpRCef pertencem
principalmente a cepas do ST11.

Fonte: Traduzido e adaptado de Wyres KL, Lam MM, Holt KE. Population genomics
of Klebsiella pneumoniae. Nat Rev Microbiol. 2020;18(6):344-59. Figure 3.
Geographical distribution of Klebsiella pneumoniae clones harbouring resistance to
carbapenems and third-generation cephalosporins. Part b; p. 349.®

Figura 6. Distribuicdo geogréfica dos complexos clonais de Klebsiella pneumoniae
suscetiveis aos carbapenémicos e resistentes as cefalosporinas
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No Brasil, Klebsiella pneumoniae ST437 representa um clone de
problema local sendo frequentemente isolada em diferentes regides do pais.(° Este ST,
carreador de blakec2 (72%), foi reportado em varios estados no Brasil, incluindo S&o,
Paulo, Rio de Janeiro, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba,
Pernambuco e Rio Grande do Sul e foi associado a altas taxas de resisténcia aos
carbapenémicos.(1207.208) |solados de Klebsiella pneumoniae ST16 foram reportados em
hospitais de S&o Paulo e do Rio de Janeiro, e embora sejam encontrados ainda em baixa
prevaléncia, este ST tem emergido como clinicamente relevante, pois carreia a0 mesmo
tempo mecanismos de resisténcia e viruléncia e esta associado a altas taxas de
mortalidade (95%).(20209210) A convergéncia de fatores de viruléncia e resisténcia em
Klebsiella pneumoniae ndo sdo comuns, e até o momento foram encontrados em cepas
do ST23 restritas ao sul e sudeste da Asia, principalmente.(@11-213)

A compreensdo sobre a epidemiologia molecular de Klebsiella
pneumoniae permite acompanhar a dinamica das cepas sendo fundamental para
direcionar o desenho e interpretacédo dos estudos experimentais e a implementacéo de
estratégias de controle mais eficazes,® podendo também auxiliar no tratamento empirico
de infeccdes e descolonizacédo, levando em consideracgao os tipos de isolados circulantes
no ambiente e a carga genética que pode tornar a bactéria resistente durante o

tratamento.

1.5 Classificacdo de patbgenos como endémicos e esporadicos

Em epidemiologia, os termos esporadico, endémico, epidémico, e
pandémico geralmente sdo atribuidos a ocorréncia de casos de determinadas
doencas.®* Esporadica refere-se a uma doenca que ndo ocorre frequentemente em um
determinado local; endémica refere-se a presencga constante de uma doencga ou agente
infeccioso persistente em uma populagdo dentro de uma determinada area geografica.
Quando a doenca aumenta acima dos niveis esperados podem ser classificadas como:
surtos, definidos por um agrupamento de uma doenca infecciosa que ocorre em namero
acima do esperado para um determinado local e momento; epidemia refere-se a varios
surtos que ocorrem em diferentes lugares e populacdo e pandemia, quando a epidemia
se espalha para diferentes continentes. 14215

No entanto, com a caracterizagdo molecular dos patdgenos
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infecciosos causadores das doencas, em estudos de epidemiologia molecular essas
definicbes comecaram a ser estendidas aos patdogenos. Assim foi possivel identificar que
em algumas situacdes as infec¢cbes provocadas por determinados patdégenos séo
causadas por um pequeno grupo de linhagens dentro de uma espécie.?1%

Em bactérias, especificamente Klebsiella pneumoniae, a
epidemiologia molecular permitiu a diferenciacédo dos genotipos baseados nos tipos de
sequéncia, caracterizando das linhagens que carreiam maior carga genética de
resisténcia ou viruléncia e classificando as cepas como linhagens de alto risco que sao
problemas globais por estarem dispersos no mundo (epidémicos), e clones considerados
como problemas locais os quais sio restritos & uma determinada regido (esporadicos).®

Também, dentro de um ambiente especifico como hospitais ou
centros de salde, podem existir linhegens patogénicas evolutivamente bem
estabelecidas que prevalecem ao longo do tempo e conseguem se manter viaveis por
anos, resistindo a diferentes pressdes seletivas e conseguem colonizar ou infectar
diferentes pacientes internados em anos diferentes. Estas linhagens podem ser
consideradas endémicas e 0 sucesso adaptativo geralmente esta relacionada ao grande
arsenal genético relacionado & resisténcia e viruléncia, diferente de outras linhagens que,
embora aparecem em algum momento no hospital, ndo voltam a ser isoladas novamente

em anos posteriores (esporadicas).®"8)

1.6 Fatores relacionados com a progressao para a infeccdo em Klebsiella

pneumoniae

Com as limitadas opcbes de terapia antimicrobiana para tratar
infeccbes provocadas por bactérias MDR, outras abordagens para combater essas
infeccbes tém sido propostas pela comunidade cientifica, como vacinas e prevencao da
colonizagdo e infeccdo.?* Embora sejam empregadas medidas de controle de
disseminagéo de bactérias MDR nos centros de saude como lavagem das maos, uso de
luvas e isolamento do paciente colonizado, a eliminagdo em alta quantidade desses
patogenos nas fezes de pacientes colonizados tornam essas medidas de controle menos
eficazes.(?16)

A colonizacao intestinal por ERC geralmente é assintomatica, o que

torna o hospedeiro um reservatdrio silencioso que pode ser fonte de transmisséo dessas
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bactérias para o ambiente ou para outros hospedeiros.?17-219 A microbiota intestinal tem
um papel fundamental na resisténcia a colonizacéo por patdégenos. No entanto, o uso de
antibioticos leva a alteragbes na microbiota do hospedeiro, diminuindo a diversidade
microbiana no trato intestinal e favorecendo o crescimento e estabelecimento de
patdgenos.152220221) Esta inducdo a disbiose intestinal pode levar ao aumento da
colonizacdo por Klebsiella pneumoniae e desencadear o fenotipo de hospedeiros
“superdisperssores” de KpRC no ambiente.*5? Estima-se que 20% dos pacientes
colonizados por ERC sejam responsaveis por 80% da contaminacdo ambiental e
transmissao destes patégenos.(???)

Além da disseminacao no ambiente, a colonizacéo intestinal por ERC
tem sido considerada um fator de risco para o0 desenvolvimento de
infecgBes.(22:27:39.222.223) Alguns estudos epidemiolégicos demonstraram que pacientes
colonizados por ERC, incluindo KpRC e carreadores de blakpc, desenvolveram infeccdes
por bactérias da mesma espécie, sugerindo ser a mesma cepa em ambos 0s
episodios.(23.224) Baseado nos fatores de risco do paciente, um score de risco foi proposto
para tentar prever e evitar que as infecgdes ocorram em pacientes colonizados por KpRC
(Giannella score).?® Este score atribui valores a determinados fatores de risco do
paciente, e com base na soma desses valores, sugere 0 risco ou nao de bacteremia e a
necessidade de intervencdo precoce com antimicrobianos sozinhos ou combinados
(Figura 7).
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Pacientes com colonizagao intestinal por KpKPC
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(Baixo risco de infeccdo por KpKPC) (Alto risco de infecgdo por KpKPC)
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tratamento com novas
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GRS: escore de risco de Gianella (Gianella risk score). As variaveis incluidas no GRS sdo: Admisséo
na unidade de terapia intensiva (2 pontos), Procedimentos abdominais invasivos (3 pontos),
Quimioterapia / radioterapia (4 pontos) e Coloniza¢do em outros sitios além do intestino (5 pontos por
cada site adicional).

Fonte: Traduzido e adaptado de Cano A, Gutiérrez-Gutiérrez B, Machuca |, Gracia-Ahufinger |, Pérez-
Nadales E, Causse M, et al. Risks of infection and mortality among patients colonized with Klebsiella
pneumoniae carbapenemase—producing K. pneumoniae: validation of scores and proposal for
management. Clin Infect Dis. 2018;66(8):1204-10. Figure 1. Management algorithm for patients
colonized with Klebsiella pneumoniae carbapenemase—producing K. pneumoniae (KPC-Kp). p.
1208.224

Figura 7. Avaliag&o de risco e gerenciamento de pacientes colonizados com Klebsiella pneumoniae
produtora de Klebsiella pneumoniae carbapenemase

Contudo, além dos fatores relacionados ao hospedeiro, outros fatores
relacionados a bactéria tém se mostrado importantes para prever uma potencial infeccao
e tentar evita-la, dentre eles os determinantes de viruléncia, patogenicidade e resisténcia,
abordados anteriormente, e a densidade da colonizacdo.(??2225 Recentemente, foi
reportado que pacientes com fatores de risco semelhantes apresentaram diferentes
cargas intestinais de Klebsiella pneumoniae carreadoras de blaoxa-4as (KpOXA), e 0s que
desenvolveram infecgcbes por KpOXA carreavam alta carga intestinal de KpOXA
detectadas antes da infecgéo.”)

Sendo assim, os fatores relacionados a transi¢cao da colonizacdo para
a infec¢ao ainda ndo estao esclarecidos. Um estudo in vivo demonstrou que o0 aumento
da colonizacdo intestinal por Klebsiella pneumoniae levou a uma diminuicdo na
expressao de proteinas relacionadas a juncgéo celular (tight-junction) como claudinas e
ocludinas, permitindo assim que Klebsiella pneumoniae penetre e invada facilmente a

mucosa. Além disso, o LPS presente na bactéria pode lesionar o tecido do hospedeiro



25

devido a inducdo da producdo de Oxido nitrico e COX-2. Também foi observado o
desenvolvimento de colite devido ao aumento de potentes citocinas pro-inflamatorias,
como COX-2, IL-6, IL-1B8 e TNF-a, ativagao da via de NF-kB, altos niveis de peroxidacao
de lipideos.(?26-228) Assim, na disbiose da microbiota intestinal onde a populacédo de
Klebsiella pneumoniae é predominante pode ocorrer inflamag&o com danos permanentes
na mucosa.??”) Por outro lado, a administracdo de bactérias como Lactobacillus
johnsonii, reduziram a expressédo de marcadores inflamatdrios, aumentaram a expressao
das proteinas relacionadas a juncao celular, diminuindo a permeabilidade do intestino e
assim demonstrando um efeito protetor na mucosa intestinal.(227:229)

Estudos de descolonizacdo intestinal empregando bactérias
produtoras de acido latico tém apresentado resultados promissores e estdo surgindo
como uma alternativa aos antibioticos para a descolonizacao intestinal de pacientes com

Klebsiella pneumoniae carreadoras de carbapenemase. 30231

1.7 Objetivos

1. Caracterizar por eletroforese em gel de campo pulsado, tipagem de
sequéncia multilocus e sequenciamento de genoma os isolados de Klebsiella
pneumoniae carreadores de blakrec obtidos em periodos de incidéncia acima da média
institucional visando a identificacao de isolados endémicos e esporadicos;

2. Caracterizar a populacdo de Klebsiella pneumoniae no periodo
estudado quanto ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e associar este perfil a
marcadores moleculares identificados nos genomas sequenciados;

3. Avaliar se caracteristicas moleculares envolvidas com a viruléncia
podem estar associadas com a progresséo de colonizacdo para infeccdo em pacientes
gue apresentem os mesmos fatores de risco para infecgao;

4. Determinar a carga intestinal relativa de enterobactérias resistentes
aos carbapenémicos e enterobactérias resistentes aos carbapenémicos carreadoras de
blakrc em pacientes colonizados por Klebsiella pneumoniae carreadoras de blakec por
meio de métodos microbiolégicos e moleculares e relaciona-la com o risco de infecgéo e

disseminagéo.
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2 METODOS

2.1 Desenho do estudo

O desenho do estudo com os objetivos e as respectivas amostragens

utilizadas para desenvolver cada objetivo estdo representados na figura 8.

| Objetivos Amostragem

1. Caracterizar por PFGE, MLST e sequenciamento
de genoma os isolados de Klebsiella pneumoniae
carreadores de blaKPC obtidos em periodos de
incidéncia acima da média institucional visando a
identificagdo de isolados endémicos e esporadicos

2. Caracterizar a populagdo de Klebsiella K.pneumoniae carreadoras de

pneumoniae no periodo estudado quanto ao perfil blaysc de pacientes internados na

de suscetibilidade a antimicrobianos e associar este | ——» | UTI e Semi-UTIl em periodos de

perfil a marcadores moleculares identificados nos maior incidéncia e periodos

genomas sequenciados proximos a estes entre 2011 a
2021.

3. Avaliar se caracteristicas moleculares envolvidas
com a viruléncia podem estar associados com a
progressdo de colonizagdo para infecgdo em pacientes
que apresentem os mesmos fatores de risco para
infeccdo

4. Determinar a carga intestinal relativa de

enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e Pacientes colonizados por KpKPC
bactérias carreadoras de blagc em pacientes s internados na UTI, Semi-UTI, Clinica
colonizados por Klebsiella pneumoniae carreadoras médica e Clinica cirtrgica no HIAE
de blaygsc através de métodos microbioldgicos e entre 2020 e 2021

moleculares e relaciona-la com o risco de infecgéo e
disseminacao.

PFGE: eletroforese em gel de campo pulsado (pulsed field gel electrophoresis). MLST:
tipagem de sequéncia multilocus (Multilocus Sequece Typing). UTI: unidade de terapia
intensiva. Semi-UTI: unidade de terapia semi-intensiva KpKPC: Klebsiella pneumoniae
carreadora de Klebsiella pneumoniae carbapenemase. HIAE: Hospital Israelita Albert

Einstein.
Figura 8. Desenho do estudo: objetivos e populagdo considerada em cada analise

2.2 Selecdo dos isolados bacterianos e dados microbiolégicos de Klebsiella

pneumoniae

Este estudo foi realizado no Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE),

um terciario de alta complexidade que conta com 706 leitos e atende, em média, 159 mil
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pacientes/ano.

Os isolados de Klebsiella pneumoniae considerados neste estudo
foram identificados no setor de Microbiologia do Laboratério Clinico do HIAE entre 2007
a 2021. Estes isolados foram provenientes de diferentes espécimes clinicas, dentre elas
sangue, lavado brénquico, secrecédo traqueal, abscesso abdominal, liquido ascitico e
urina, e também de amostras de colonizacéo intestinal obtidas por swab retal para a
vigilancia epidemioldgica de bactérias MDR feita pelo Servico de Controle de Infeccdo
Hospitalar (SCIH).

A identificacdo em nivel de espécie foi realizada pelo sistema
automatizado Vitek® 2 XL (bioMérieux, Craponne, Franca) e a avaliacdo do pefrfil
antimicrobiano foi realizada pelo método de disco-difusdo para imipenem e meropenem
para as culturas de vigilancia, e método automatizado para diferentes antibiéticos, dentre
eles Ceftazidima, Cefepima, Amicacina, Gentamicina, Ciprofloxacina, Imipenem e
Meropenem para as demais amostras clinicas. Os isolados provenientes de amostras de
colonizagéo intestinal foram testados somente para 0os carbapenémicos, imipenem e
meropenem. A interpretacdo dos resultados de antibiograma foi feita de acordo com o
Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI — Clinical and Laboratory Standards
Institute) vigente de cada ano.

Na rotina clinica, os swabs retais coletados para a vigilancia de
bactérias MDR séo primeiramente semeados em placas contendo o meio de cultivo
CHROMagar™ mSuperCARBA™ (Plastlabor, S&o Paulo, Brazil) e em seguida sao
guardados a 4°C por uma semana. CHROMagar™ mSuperCARBA™ & um meio de
cultivo seletivo e diferencial para a deteccdo de ERC.?32 As bactérias suscetiveis aos
carbapenémicos séo inibidas, e as enterobactérias resistentes crescem como colbnias
de cor rosa (Escherichia coli) e azul (demais enterobactérias). Apos esta triagem inicial
em CHROMagar™ mSuperCARBA™, uma colbnia é isolada, identificada, testada para
0s antibiéticos como descrito anteriormente e também, em paralelo, € feita a deteccao
molecular dos genes que codificam carbapenemases, dentre eles blaxpc (item 2.4).

Todos os dados microbiolégicos (identificacdo, antibiograma e testes
moleculares) dos isolados estdo armazenados em dois sistemas distintos: LabTrak (até
2017) e Cerner Millennium® (a partir de 2018). A partir desses bancos de dados, foram
gerados os relatorios de Klebsiella pneumoniae pela equipe do Setor de Microbiologia e
disponibilizados para as nossas analises. Os dados contidos nestes relatorios

disponibilizados sdo: data e sitio de isolamento de Klebsiella pneumoniae, perfil de
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suscetibilidade aos antimicrobianos Ceftazidima, Cefepima, Amicacina, Gentamicina,
Ciprofloxacina, Meropenem e Imipenem, presenca de blakec e ala hospitalar dos
pacientes com culturas positivas para Klebsiella pneumoniae internados no HIAE entre
janeiro de 2007 e dezembro de 2021.

Como critério de inclusdo para as nossas analises de prevaléncia,
todas as culturas onde houve crescimento positivo para Klebsiella pneumoniae entre
janeiro de 2007 a junho 2021 no HIAE foram consideradas, com exceg¢do das culturas
duplicadas. Foram consideradas duplicatas as Klebsiella pneumoniae provenientes do
mesmo paciente, isoladas no mesmo dia, do mesmo sitio e com mesmo perfil de
suscetibilidade. Com estes dados foram estimados: 1) total de Klebsiella pneumoniae no
HIAE no periodo estudado; 2) numero de isolados provenientes de diferentes tipos de
amostras clinicas; 3) nimero de isolados resistentes e sensiveis aos carbapenémicos e
carreadoras ou ndo de blakec; 4) numero de pacientes colonizados por Klebsiella
pneumoniae com infec¢des subsequentes.

E importante ressaltar que o nosso critério de definicdo de duplicatas
é diferente do utilizado pelo SCIH, o qual define como duplicatas bactérias de mesma
espécie isoladas do mesmo paciente dentro de 30 dias, independente do sitio de
isolamento. Este critério de duplicatas € coerente com a proposta do SCIH que € avaliar
a incidéncia (casos novos) de Klebsiella pneumoniae. J4 para a proposta do nosso
estudo, isolados de um mesmo paciente detectados dentro de 30 dias apds a colonizacdo
foram incluidos, pois buscamos avaliar também se infec¢cdes subsequentes a
colonizacdo estariam associadas ao mesmo clone. Por isso, nossos dados

epidemioldgicos sao considerados dados de prevaléncia.

2.3 Programa de vigilancia de bactérias multirresistentes do Hospital Israelita
Albert Einstein

O programa de vigilancia de bactérias multirresistentes do hospital
tem como objetivo: orientar os profissionais da satude quanto aos cuidados na prevencéo
da disseminacdo de bactérias multirresistentes; reconhecer precocemente pacientes
colonizados ou infectados por por bactérias multirresistentes; instituir medidas de
prevencdo e controle; impedir a ocorréncia de surtos ou transmissdo cruzada de

patégenos na instituicao.
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Os pacientes que sao elegiveis para a pesquisa de bactérias
multirresistentes no momento da admissdo no HIAE sdo aqueles que possuem
dispositivos invasivos (catéter venoso central, traqueostomia, drenos, etc.) ou feridas
secretantes e sao provenientes de outros hospitais onde permeneceram mais de 24
horas, instituicbes de longa permanéncia ou cuidado ambulatorial. Para pacientes
domiciliares que possuem dispositivos invasivos e utilizaram antibiéticos nos dltimos 15
dias antes da admisséo, também é indicado a pesquisa de bactérias multirresistentes no
momento da admissdo. Em todos esses casos, é coletado uma amostra de colonizacao
intestinal por swab retal, os quais sdo encaminhados para a pesquisa de ERC (item 2.2)
e blakpc (item 2.4) e enterococos resistentes a vancomicina.

Para pacientes ja admitidos no hospital, a vigilancia de ERC é
realizada quizenalmente para pacientes internados na UT| a mais de sete dias. Em outras
alas hospitalares, como a UTI pediatrica, pediatria, oncologia e semi intensiva, a
vigilancia por swab retal é feita a cada 30 dias em pacientes internados a mais de 15
dias.

Em caso de resultado positivo para ERC e blakrec, a equipe
multiprofissional e a grupo de Controle de Infeccdo Hospitalar sdo acionados para as
devidas precaucfes e monitoramento dos pacientes. Os pacientes sdo submetidos as
medidas de controle de dissemina¢éao, como o isolamento e precaucéo de contato. Esta
precaucao € mantida até a terceira cultura negativa para ERC, feitas com intervalo de 1

semana entre elas.

2.4 Deteccao molecular do gene blakec em isolados de Klebsiella pneumoniae

Rotineiramente, a detecgao do blakec foi feita por Reacao em Cadeia
da Polimerase em tempo real (RT-PCR — Real Time-Polymerase Chain Reaction) como
preconizado pelo CDC.33) A extracdo de DNA dos isolados foi feita por kit PrepManTM
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Em seguida, o
DNA foi adicionado ao master mix TagMan® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) contendo sondas marcadas com fluoroforos: fluoréforo
FAM (blakrc) e fluoréforo CY5 (16S RNA ribossdmico).?®3 O material é colocado em um
cartucho microfluidico e processado pelo equipamento BD MAX™ (Becton, Dickinson

and Company) no médulo PCR Only. Caso o isolado apresente gene blakec, as sondas
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hibridizam-se com a sequéncia complementar e uma fluorescéncia é emitida e sera
captada pelo equipamento. O resultado é liberado de maneira qualitativa: presenca ou

auséncia do gene.

2.5 Taxa de prevaléncia de Klebsiella pneumoniae

As taxas de prevaléncia (TDP) de Klebsiella pneumoniae foram
calculadas considerando o numero de pacientes-dia no HIAE entre 2007 a 2020. Os
dados de pacientes-dia foram gentilmente cedidos pelo SCIH. O calculo de TDP por ano
foi feito pela raz&o entre o nimero de isolados de Klebsiella pneumoniae encontrados no
HIAE e o niUmero de pacientes-ano e multiplicado por 1000 para a representacao grafica.

Os nossos dados foram comparados as taxas de incidéncia (TDI) de
ERC no HIAE entre 2010 e 2020 disponibilizados também pelo SCIH. Esses dados de
TDI de ERC foram considerados para a definicdo dos periodos de maior incidéncia de
ERC no HIAE entre 2010 a 2020 que sao caracterizados como periodos onde as TDI de

ERC ficaram acima da média institucional.

2.6 Identificacdo de casos de colonizagdo e infeccdo por Klebsiella pneumoniae

resistentes aos carbapenémicos

Nesta analise, os isolados de colonizacdo foram considerados
agueles obtidos por swab retal e infeccdo aqueles obtidos de sitios estéreis como
sangue, lavado brénquico, liquido ascitico, secrecdo de abdémen e também secrecéo
traqueal e urina. As investigacdes de pacientes colonizados por KpRC com infeccdes
posteriores foram feitas a partir dos relatorios cedidos pelo Setor de Microbiologia onde
estavam os dados de todas as culturas positivas para Klebsiella pneumoniae no HIAE
entre 2007 a 2020. Estes relatérios continham as informagdes do nimero de prontuario,
ala hospitalar, data e sitio de isolamento, deteccdo de blakec e antibiograma para
Ceftazidima, Cefepima, Amicacina, Gentamicina, Ciprofloxacina, Meropenem e
Imipenem.

Primeiramente foram selecionados somente os pacientes colonizados

por KpRC através da filtragem por sitio de isolamento (swab retal) e resisténcia a
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imipenem e meropenem. Em seguida, os pacientes que apresentaram KpRC na
colonizacéao intestinal foram divididos em dois grupos: Pacientes que apresentaram um
gue apresentaram mais de um tipo de cultura extraintestinal positiva para KpRC posterior
a colonizacao dentro de 30 dias (Grupo 1) e pacientes que apresnetaram somente o
episodio de colonizacdo, sem infecces posteriores (Grupo 2).

A partir da analise desses dados foi obtido o nUmero de pacientes
internados entre 2007 e 2020 com infecgbes subsequentes a colonizacdo por KpRC
(carreadoras ou ndo de blakec) € 0 nimero de pacientes que sO apresentaram a
colonizacdo por KpRC (carreadoras ou ndo de blakec). E importante destacar que
embora a analise epidemioldgica foi feita para periodos compreendidos entre 2007 a
2020, as andlises referentes a Klebsiella pneumoniae carreadora de blakec foram
realizadas a partir de 2010, ano no qual iniciaram-se as analises moleculares para blaxkec

no HIAE e para os quais obtivemos os dados e os isolados de KpKPC.

2.7 Selecdo dos isolados de Klebsiella pneumoniae para analises experimentais

Para caracterizar a populacdo de Klebsiella pneumoniae carreadora
de blakpc circulante no hospital, evitando isolados comunitarios, as analises moleculares
foram restritas a KpKPC de pacientes que estavam internados na UTI e Semi intensiva
nos periodos de maior prevaléncia de ERC e periodos proximos a estes entre 2011 e
2021.

Além disso, os isolados bacterianos foram selecionados sob duas
condicBes: disponibilidade dos isolados no banco de cepas do Laboratério Clinico e
viabilidade da bactéria. Apenas um isolado por paciente foi incluido na analise,
correspondendo a primeira amostra de colonizagédo e/ou infecgéo positiva para KpKPC
(Apéndice 1).

2.8 Avaliacéo da viabilidade e estoque dos isolados de Klebsiella pneumoniae

Os isolados bacterianos provenientes das amostras clinicas séo
sistematicamente guardados pela equipe do Setor de Microbiologia no banco de cepas.

Ap6s serem isolados das amostras clinicas e identificados, alguns isolados s&o
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guardados em freezer -80°C em criotubos contendo 1mL de meio de cultivo com glicerol
(concentracgéao final de 20%).

Depois de selecionados os isolados de Klebsiella pneumoniae de
interesse no banco de cepas, 50uL dos in6culos foram semeados por esgotamento em
placas de agar sangue e incubadas a 37°C por 18 horas. O crescimento foi observado
pelo aparecimento de colénias no meio de cultura.

Em seguida, uma colbnia isolada foi inoculada em 1mL de meio Luria
Bertani (LB) (Kasvi, Sdo Paulo, Brasil) liquido contendo 1pg/mL de Meropenem e
incubado a 37°C por 18 horas. No dia seguinte, o inéculo foi transferido para criotubos
contendo glicerol a uma concentracao final de 20% e estocado a -80°C até a realizacao

dos experimentos.

2.9 Extracéo de DNA dos isolados bacterianos

O DNA dos isolados de KpKPC foram extraidos como descrito por
Salva-Serra et al., em 2018.2%% Os inéculos foram feitos a partir das suspensées
bacterianas puras estocadas (item 2.8). Os in6culos foram feitos em microtubos de 2mL
contendo 1mL meio de cultivo LB (Kasvi, Sdo Paulo, Brasil) e 1ug/mL de Meropenem e
deixados em estufa a 37°C por 18 horas a 180 rotacdes por minuto (rpm). No dia
seguinte, os indculos foram centrifugados a 12.000rpm por 1 minuto € o0 meio de cultivo
foi retirado; os precipitados foram lavados uma vez com agua ultra-pura estéril para a
retirada de resquicios de meio de cultura. Em seguida, os precipitados foram
ressuspendidos em 600uL Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (Merck, Darmstadt,
Alemanha) com Salina (Merck, Darmstadt, Alemanha) (0,01M EDTA; 0,15M Salina,
pH=8,0); foram adicionados 80uL de Sodium dodecyl sulfate (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil) em uma condentracéo de 25% e os microtubos foram submetidos a agitagcdo em
vortex. Apos a agitagdo em vortex na velocidade maxima, os microtubos foram incubados
a 65°C por 10 minutos, sendo agitados em vOrtex uma vez durante este tempo. Em
seguida, 250uL de cloreto de sédio (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) (4M) e 400uL de
cloroformio (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) foram adicionados e misturados por
vortex; os microtubos foram colocados em agitador orbital a 1.400rpm por 15 minutos.
Em seguida, os microtubos foram centrifugados a 13.000g por 15 minutos, e ap6s a

centrifugacdo a camada superior foi transferida para um novo microtubo de 2mL
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contendo 400uL de cloroférmio. A solucéo foi misturada vigorosamente e colocada em
centrifuga a 13.000g por 15 minutos; esta etapa do cloroférmio foi repetida uma vez mais.
Aproximadamente 500uL da camada superior foi transferida para um novo microtubo
contendo 45uL de Acetato de Sodio (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) a uma
concentracdo de 3M e 300uL de isopropanol (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) gelado
(4°C). Os microtubos foram delicadamente invertidos varias vezes até aparecer o0 DNA
precipitado e entdo foram centrifugados a 13.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado. Apos a completa evaporacao isopropanol feita em Speed Vac
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), o pellet de DNA
foi ressuspendido em 50uL de low-TE (ImM Tris; 0,1mM EDTA, pH=8,0), tratado com
RNAse (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) (10pg/mL) por 15 minutos a 37°C seguido de
15 minutos e 65°C para inativacdo da RNAse. O DNA extraido foi estocado a -20°C até

a realizacdo dos experimentos.

2.10 Eletroforese de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis)

O PFGE foi feito como descrito previamente.?%) Os inéculos
bacterianos foram feitos em tubos contendo 5mL meio de cultivo LB e 1pg/mL de
Meropenem (Pfizer, Sdo Paulo, Brasil) e deixamos em estufa 37°C por 18 horas a
180rpm. No dia seguinte, os in6culos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000rpm. O
sobrenadante foi retirado e o precipitado contendo as células bacterianas foram
ressuspendidos em 1mL de solucéo salina (NaCl 0,7%) e centrifugado por 5 minutos a
3.000rpm para a retirada de resquicios de meio de cultura. O sobrenadante foi retirado e
50uL de salina foi adicionado em cada precipitado. Em um outro microtubo, foi adicionado
300uL de tampéo TEM (EDTA 0,5M pH 7, EDTA 0,5M pH 8, Tris base 1M pH 7, Tris base
1M pH 8, NaCl 4,0 M, agua destilada), 340uL de agarose low melt 2% e 7uL da amostra.
Rapidamente, uma aliquota dessa solucéo foi adicionada nos moldes de acrilico para
PFGE da Bio-Rad Laboratories para a formagao dos plugs. Os moldes contendo as
amostras foram incubadas 15 minutos a 4°C. Em seguida, os plugs foram
cuidadosamente removidos dos moldes e colocados em placas de microdiluicdo de 12
pocos contendo tampédo EC (EDTA 0,5M pH 7,0, EDTA 0,5M pH 8,0, Tris base 1M pH
7,0, Tris base 1M pH 8,0, NaCl, N- lauril sarcosil, Brij 58, Deoxicolato de sédio, agua

destilada) e incubados por 5 horas a 37°C. Os plugs foram lavados 2 duas vezes com
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tampdo CHEF TE 1X (EDTA 0,5M pH 7, EDTA 0,5M pH 8, Tris base 1M pH 7,0, Tris
base 1M pH 8,0, agua destilada), com 30 minutos de intervalo entre as lavagens e apos
ISSo 0s plugs foram cortados 1/3 do tamanho e colocados em uma placa de microdiluicao
de 96 pocos contendo 180uL de tampéo ES (EDTA 625mM pH 9,3, N-lauril sarcosil 5%)
e 20uL da enzima Proteinase K (Uniscience Corporation, Miami, Florida, USA). Esta
placa contendo os plugs foi incubada por 18 horas a 50°C.

No dia seguinte, o tampao ES e a proteinase K foram removidos e
adicionado 200uL de tampédo CHEF TE 1X para a lavagem dos plugs. Esta lavagem foi
repetida 4 vezes com 1 hora de intervalo entre as lavagens. Foram adicionados aos plugs
200puL de tampao CHEF TE 1X e armazenados a 4°C até o momento da digestao.

A préxima etapa consiste na preparac¢do dos plugs para a digestéo
enzimatica com enzima de restricdo. O tampdo CHEF TE 1X foi retirado e os plugs foram
lavados 4 vezes com 200uL do tampdo DNS (Tris base 1M pH 8, Cloreto de magnésio
1M, H20 destilada) com 1 hora de intervalo entre as lavagens. Apoés isso, o DNS foi
substituido por uma solucdo contendo 10uL de tampao da enzima de restricdo e 40uL
de agua ultra pura e os plugs foram incubados por 1 hora a 4°C. Em seguida, esta
solucédo contendo o tampéo da enzima foi substituida por outra preparada da mesma
maneira, porém contendo 5U da enzima de restricdo Spel (New England Biolabs). A
placa foi incubada por 1 hora a 4°C e logo apés, incubada a 37°C por 18 horas.

No dia seguinte, os plugs foram retirados dos pocos da placa e foram
colocados nos pocos do gel de agarose 1%. Em cada gel foi incluido ainda um padrdo
de peso molecular Lambda PFG Ladder (Ladder sigma; New England Biolabs). O gel na
concentracéo de 1% foi preparado com agarose ultrapura e solugéo TBE 0,5X (TBE 10X
e agua destilada — EDTA, Tris base, Acido bérico, agua destilada). A corrida foi realizada
no aparelho Bio-Rad CHEF DR IIl com 2100mL de tampéo TBE 0,5X (TBE 10X e H20
destilada — EDTA, Tris base, Acido bérico, 4gua destilada) nas seguintes condicoes:
6V/cm, com tempos de pulso variando de 6 a 60 segundos por 23 horas. Ao término da
corrida, o gel de agarose foi retirado do aparelho CHEF DR Ill e ficou imerso em brometo
de etideo por 30 minutos. Em seguida, o gel foi visualizado no fotodocumentador.

A analise foi realizada através da comparacgéo do padrdo de bandas
obtidas para cada isolado. Os perfis foram analisados manualmente e através do
software Bionumerics versao 7.1 (Applied Maths, Kortrig, Bélgica). O agrupamento foi
criado utilizando o grupo de pares ndo ponderados com medias aritméticas (UPGMA)

com tolerancia customizada de 1% e otimizac&o de 0,8%. De acordo com o coeficiente
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de similaridade (DICE) reportado por Elbir et al., para Klebsiella pneumoniae, os isolados
com perfil de banda maiores ou iguais a 90% de similaridade foram considerados

iguais. @3

2.11 Classificacdo dos isolados como endémicos e esporadicos

Para a caracterizacdo da populacdo de KpKPC deste trabalho, os
isolados foram classificados em duas categorias: endémicos e esporadicos. Baseados
na relacdo genética avaliada pelo padrao de bandas gerados por PFGE, os isolados
endémicos foram aqueles que apresentaram mais de 90% de similaridade no padrao de
bandas, e foram isolados de pacientes diferentes em mais de uma ocasido ao longo do
tempo (anos diferentes). Ja os isolados esporadicos foram aqueles perfis de PFGE de
isolados que apareceram em um ou mais pacientes internados no mesmo periodo e ndo

foram novamente identificados em anos posteriores.

2.12 Sequenciamento de genoma

Dos isolados de KpKPC selecionados conforme o item 2.7, pelo
menos uma amostra por paciente foi selecionada para o sequenciamento de genoma. O
DNA genbmico foi extraido conforme o item 2.9, e a concentracdo e qualidade foram
verificadas por espectrofotdmetro NanoDrop™ One (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos). Em microtubos de 200puL, as amostras foram ajustadas
para uma concentracao final de 300ng com agua livre de nuclease para um volume final
de 35pL.

A fragmentacédo do DNA genbmico para a construcao das bibliotecas
foi feita por restricdo enzimatica utilizando o kit de reagentes lon Shear Plus (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Aos 35uL de DNA (300ng)
foram adicionados 5uL do tampéao e 10uL de Enzime Mix Il disponibilizados no kit. Depois
de homogeneizadas com pipeta (up/down), as amostras foram colocadas no
termociclador a 37°C por 15 minutos, sem aquecimento da tampa, com o volume final de
50uL ajustado no termociclador. ApGs este tempo foi adicionado 5uL do reagente para

parar a atividade enzimatica. Em novos microtubos de 1,5mL foram adicionados os 55pL
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da amostra juntamente com 99uL de beads magnéticas (Aligent, Santa Clara, California,
Estados Unidos) com ponteira de baixa retencdo. As amostras foram homogeneizadas
com pipeta e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram colocadas em uma estante magnética e deixadas por 5 minutos. Apos este tempo,
0 sobrenadante foi cuidadosamente retirado e descartado, e as beads foram lavadas
com 500puL de etanol 70%. Os microtubos foram rotacionados duas vezes para que as
beads passassem pelo etanol. Esta lavagem com etanol foi feita duas vezes. O etanol
foi retirado e o microtubo permaneceu aberto para completa evaporacdo do etanol. Em
seguida, foram adicionadas as beads magnéticas, 25uL de low TE disponibilizado no kit
e as beads foram incubadas em temperatura ambiente por 2 minutos. Depois 0s
microtubos foram colocados novamente na estante magnética e os 25uL de low TE
contendo o DNA fragmentado foi recuperado e colocado em novos microtubos.

As bibliotecas foram construidas utilizando o kit lon Plus Fragment
Library (lon Torrent™) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos). Neste passo foram ligados os adaptadores e os barcodes nos fragmentos de
DNA para serem identificados posteriormente. Para cada amostra foi preparada uma
solucdo contendo: 10uL de tampdao ligase, 8uL de Polimerase nick repair, 2uL de
adaptadores P1, 2uL de dNTPs, 2uL DNA ligase, 2uL de um barcode previamente
determinado e &gua para um volume final de 75uL. Em seguida, as amostras foram
colocadas no termociclador a 25°C por 15 minutos e 75°C por 5 minutos. Em novos
microtubos de 1,5mL foram adicionados os 100uL da amostra juntamente com 117,6uL
de beads magnéticas com ponteira de baixa retencdo. Esse volume de beads magnéticas
€ indicado pelo fabricante para fragmentos de 200-300pb. As amostras foram
homogeneizadas com pipeta e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram colocadas em uma estante magnética e deixadas por 5
minutos. Apds este tempo, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado e as beads foram
lavadas duas vezes com 500uL de etanol 70% como descrito anteriormente. Entédo, as
amostras foram eluidas em 20pL low TE.

A selecao dos fragmentos de 300pb foi feita por e-Gel™ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Neste passo, 20uL de cada
amostra foi adicionado a 2,5uL de loading buffer e 2,5uL de agua livre de nuclease. Os
25uL de amostra e 25uL de padréo de bandas foram submetidos a uma eletroforese em
um gel (e-Gel) proprio para esta finalidade e quando os fragmentos de tamanho esperado

alcancaram o poco da coleta, estes foram recolhidos com pipeta (aproximadamente
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25uL) e colocados em um novo microtubo.

Os fragmentos de interesse foram amplificados e selecionados por
PCR. Em cada amostra (25uL) foram adicionados 100puL de Platinum Supermix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) e 5uL de primer mix. Neste
passo, foram amplificados os fragmentos contendo o adaptador P1 e o barcode em cada
extremidade. Em seguida, ao produto da PCR foram adicionados 156uL de beads
magnéticas. As amostras foram homogeneizadas com pipeta e incubadas por 5 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram colocadas em uma estante
magnética e deixadas por 5 minutos. Apds este tempo, o sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e as beads foram lavadas duas vezes com 500uL de etanol
70% como descrito anteriormente. Por fim, as amostras foram eluidas em 20uL low TE.

As bibliotecas foram quantificadas no Bioanalyzer 2100, usando o kit
High Sensitivity DNA (Agilent™, Santa Clara, Califérnia, USA). A amplificacdo clonal das
bibliotecas foi realizada usando lon PI™ Hi-Q™ Chef Kit (lon Torrent™) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) e o DNA sequenciado usando o
lon PI™ Chip Kit v3 e o kit lon PI™ Hi-Q™ Sequencing 200 (lon Torrent™) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) no sequenciador lon Proton

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).

2.13 Montagem dos genomas

Para a montagem de novo dos genomas foram utilizados scripts
desenvolvidos pelo nosso grupo. A qualidade das sequéncias foi avaliada por FastQC
versdo 0.11.2. Para remover sequéncias com baixa qualidade e o restante dos
adaptadores as sequéncias foram trimadas usando Trimmomatic versdo 3.4. A
montagem dos genomas foi realizada usando SPAdes verséo 3.15.2. Os parametros de
qualidade foram avaliados pelo programa Qualimap e a cobertura foi avaliada utilizando

a cepa de Klebsiella pneumoniae HS11286 como referéncia.

2.14 Determinacgao dos tipos de sequéncias (sequence type)

A tipagem de MLST consiste na analise das regides internas de 7
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genes conservados em Klebsiella pneumoniae (Tabela 1).(1%) Para a deteccdo dos ST
nos nossos isolados, foi utilizado o script disponivel no Github Software
(https://github.com/tseemann/milst) para Klebsiella pneumoniae o qual utiliza o esquema
de MLST desenvolvido pelo Instituto Pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/).

Tabela 1. Genes utilizados para tipagem de sequéncia multilocus
Tamanho do fragmento

Gene Proteina codificada

(pb)

rpoB Beta-subunit of RNA polymerase B 501
mdh Malate dehydrogenase a77
pgi Phosphoglucose isomerase 432

phoE Phosphoporine E 420
infB Translation initiation factor 2 318
tonB Periplasmic energy transducer 414

Pb: pares de base.

2.15 Determinacdo dos elementos genéticos de viruléncia e resisténcia

Para a deteccdo dos genes de viruléncia, foi utilizado o banco de
dados de fator de viruléncia (VFDB - Virulence Finder Data Base).?%%) Para a deteccéo
dos genes de resisténcia, foi utilizado o banco de dados AMRFinderPlus disponivel no
Centro Nacional de Informacdes Biotecnolégicas (NCBI — National Center for
Biotechnology Information).?3”) A presenca desses genes foi avaliada através do
alinhamento de sequéncia disponivel nos bancos de dados com o0s genomas de
Klebsiella pneumoniae previamente montados (item 2.13). Para as mutacdes
cromossomais relacionadas com a resisténcia a ciprofloxacina nos genes gyrA e parC, o

alinhamento das sequéncia por Blast e as mutac¢des foram verificadas manualmente.

2.16 Determinacgao da carga intestinal relativa de Enterobactérias Resistentes aos

Carbapenémicos e bactérias carreadoras de blakpec

A carga intestinal relativa de bactérias carreadoras de
carbapenemases foi determinada de maneira semelhante a reportada previamente em
outros trabalhos para bactérias carreadoras de blaoxa4s.?”) Para isso, dois métodos de

quantificacdo previamente estabelecidos e validados foram utilizados: microbiolégico e


https://dx.doi.org/10.1128%2FJCM.43.8.4178-4182.2005
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molecular.(3®

O método microbiologico avalia a quantidade relativa de ERC em
relagdo a microbiota total aerdbia. Para tanto as amostras sdo cultivadas em meios
seletivos para o crescimento de ERC e, também, em meios ndo seletivos como agar
sangue, respectivamente,?3®) na presenca de oxigénio. Ja os métodos de quantificacéo
molecular de bactérias carreadoras de genes de resisténcia na carga intestinal sao feitos
por PCR quantitativo (QPCR), onde um determinado gene relacionado ao patégeno,
como blakerc € quantificado e relacionado a microbiota total (aerdbia e anaerdbia)
avaliada pela quantidade de 16S RNA ribossomico (16S rRNA).(27:230.238) Egses métodos
de quantificacdo da carga intestinal (microbiolégicos e moleculares) apresentam uma
boa correlacao entre si e podem ser feitos a partir de amostras coletadas por swab retal
sem prejuizo na qualidade do resultado quando comparados a quantificacéo realizada

em amostras de fezes.(238)

2.16.1 Selecdo de amostras para determinacdo da carga intestinal relativa de

enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e bactérias carreadoras de blakrc

Os swabs retais utilizados neste estudo foram coletados como parte
do programa de vigilancia de bactérias MDR entre junho de 2020 e junho de 2021. Os
swabs retais foram coletados dos pacientes internados no HIAE e enviados em meio
Amies para o processamento. Ao serem recebidos no Setor de Microbiologia, esses
swabs foram processados como descrito no item 2.2. Apos serem processados na rotina
clinica, esses swabs foram guardados a 4°C, e dentro de uma semana foram recolhidos
para as nossas andlises. Os dados clinicos e microbiolégicos referentes a estas amostras
foram obtidos por consulta ao sistema utilizando o nimero de acesso da amostra.

As amostras nas quais foram confirmadas a presenca de KpKPC
foram selecionadas para 0s nossos testes. Os pacientes foram acompanhados
semanalmente durante 30 dias ap0s a data da coleta do swab retal para a identificacédo
de infec¢bes por KpKPC. O critério de infec¢do utilizado aqui esta descrito no item 2.6.
Pacientes que apresentavam duas ou mais amostras de coloniza¢do, apenas a primeira

amostra foi selecionada.
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2.16.2 Método microbiolégico para determinacdo da carga intestinal relativa de

enterobactérias resistentes aos carbapenémicos

Os swabs retais selecionados conforme descrito no item anterior
foram eluidos em 0,5mL de tampéao TE 1X (Tris-EDTA; Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).
Desta eluicédo foram utilizados 10uL para uma diluicdo seriada em solucéo salina (0,9%)
de 101 a 10%; 10pL de todas as diluicdes foram semeadas em placas de agar soja triptica
suplementadas com 5% de sangue de carneiro (Biomeriux, Crapronne, Franca) (agar
sangue) e em placas CHROMagar™ mSuperCARBA™ (CHROMagar, Paris, Franca).
Ambas as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 18 horas e as eluicbes dos
swabs retais foram armazenadas a -20°C para posterior analise molecular.

As placas de agar sangue foram utilizadas para estimar o nimero de
bactérias aerdbias totais e viaveis (BAT) presentes na amostra. JA as placas de
CHROMagar™ mSuperCARBA™ foram utilizadas para estimar o nimero de ERC
presentes na amostra. Apos a incubacéo, o nimero de unidades formadoras de col6nias
(UFC) foi contado em ambas as placas.

Esses valores foram transformados em UFC por mL (UFC/mL) através
da multiplicacdo do nimero de colbnias pela diluicdo na qual foi feita a contagem, e em
seguida, foram multiplicados por 100 para determinar a contagem em 1mL. A quantidade
relativa de ERC foi estimada pela razdo entre ERC e BAT. Estes resultados foram
expressos em log de ERC/BAT para a representacao grafica.

2.16.3 Método molecular para determinacdo da carga intestinal relativa de

bactérias carreadoras de blakpc

O DNA foi extraido de suspensdes retais de swab que estavam
armazenadas a -20°C (item anterior). Dos 0,5mL totais da suspenséo do swab em TE
1X, 10uL foram utilizados para fazer as diluicbes para o teste microbiolégico e 250uL
foram utilizados para fazer a extracdo de DNA para os teste moleculares, restando ainda
240puL da suspensédo do swab em estoque (-20°C). A extracdo de DNA da suspensao
bacteriana foi feita por fervura; 250uL da suspenséo foi colocada em um novo microtubo
de 1,5mL e colocado em termobloco Eppendorf ThermoMixer® C (Sigma-Aldrich, Sdo

Paulo, Brasil) a 100°C por 10min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
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12.000rpm por 5min. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. As
concentragbes de DNA foram medidas usando o espectrofotdmetro NanoDrop™ One
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) e as amostras
foram armazenadas a -20°C.

A qPCR em tempo real (QPCR) foi realizada em uma rea¢ao multiplex
utilizando sondas Dual labeled BHQ probes (BHQp) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil).
As reacbes de gPCR foram feitas com sondas, pois sdo mais especificas quando
comparadas as feitas com Sybr (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos), por exemplo. No processo de desnaturacdo do DNA, as sondas sdo
aneladas a uma sequéncia complementar (gene alvo) dentro de uma regido que sera
amplificada por um par de primers especificos para o gene alvo. Essas sondas possuem
um fluoréforo na extremidade 5 e um quencher na exterminada 3’ e ao serem clivadas
pela acdo da Taq polimerase na extensao da fita a partir do primer, o fluoréforo € liberado
emitindo a fluorescéncia que sera detectada pelo equipamento. Ja nas reacdes feitas
com Sybr a fluorescéncia é emitida através da ligacdo do fluoréforo nas fitas duplas de
DNA geradas pela PCR e n&o especificamente ao gene alvo.

Todas as amostras foram diluidas a 10ng/pL para um volume final de
50uL. Os primers utilizados para a amplificacdo dos genes estdo descritos na tabela 2.
Para cada amostra foi utilizado 5uL mix BHQp, 0,5uL de cada primer de blakec (ambos
a 10uM), 0,5uL de cada primer de 16S rRNA (ambos a 10uM), 0,25uL de cada sonda
(ambas a 10uM), 1uL de DNA (10ng) e agua livre de nuclease para um volume final de
12uL. As condicdes de qPCR foram 95°C por 3 minutos (passo de ativacdo da enzima)
e 40 ciclos de 95°C por 3 minutos (z) e 60°C por 30 segundos (anelamento e extensao).
Os primers utilizados aqui sdo os mesmos preconizados pelo CDC para a deteccao de
blakrc € 16S rRNA em amostras clinicas (CDC, 2011). Eles amplificam regides

conservadas dos genes, ndo sendo possivel diferenciar o tipo de variante de blakec.
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Tabela 2. Primers utilizados para a qPCR

Tamanho do fragmento

Primer/Sonda Gene Sequéncia amplificado (pb)
blakpc Fw blakec GGCCGCCGTGCAATAC
blakpc Rv blakpc GCCGCCCAACTCCTTCA 61
Sonda blakec blakpc FAM -TG ATA ACG CCG CCG CCA ATT TGT
16S rRNA Fw 16S rRNA TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
16S rRNA Rv 16S rRNA TGCGGGACTTAACCCAACA 159

CY5 -CA CGA GCT GAC GAC AR*C CAT

Sonda 16S 16S rRNA GCA

As sondas utilizadas em cada sonda estdo destacadas em negrito. pb: pares de base; Fw: Foward; Rv:
Reverse; rRNA: RNA ribossdmico.

Em cada reacgdo foi incluido um controle positivo de Klebsiella
pneumoniae contendo blakec previamente sequenciado: Kp378.(108) Este controle
positivo foi caracterizado quanto ao numero de copias do gene blakec € 16S rRNA
conforme descrito previamente.?3® O nimero de cépias de blakec € 16S rRNA foi
determinado pela razdo entre a cobertura do contig contendo blakec € 16S rRNA e a
cobertura média do genoma central (ponderada pelo comprimento do contig). A
cobertura média do genoma central foi calculada como a média ponderada de todos os
contigs do genoma central: [média de cobertura do genoma central = (comprimento do
contigl x cobertura do contigl + comprimento do contig2 x cobertura do contig2 + ... +
comprimento do contig_n x cobertura do contig_n)/ soma (comprimento do contig 1,
comprimento do contig 2, ... comprimento do contig_n)].

A quantidade relativa de blakpc tanto nas amostras quanto no controle
positivo foi determinada pela diferenca entre nimero de copias de blakrc em relacdo
numero de cépias de 16S rRNA dado pelo limite de deteccdo de cada gene (CT — cycle
threshold) (ACtkpc - ACt1ss), obtendo-se assim um ACtamostra para cada amostra.?”) O Ct
é definido como o nimero de ciclos necessarios para o sinal fluorescente ultrapassar o
background (limite de ruido do equipamento), sendo inversamente proporcional a
guantidade de alvo presente na amostra, ou seja, quanto mais baixo o nivel de Ct, maior
a quantidade do gene alvo na amostra.

O ACt de cada amostra foi comparado ao ACt do controle positivo
através do método de 2-24Ct | o qual é um método utilizado para a quantificacéo relativa

do gene de interesse em relagdo a uma amostra controle, onde o AACt corresponde a
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diferenca entre o ACtamostra € 0 ACtkp37e (ACtamostra - ACtkp37s).

A carga intestinal relativa de cada paciente foi expressa pelo log(2
AACY  Valores de carga intestinal préximas a zero indicam que a amostra contém o
namero de copias de blakec semelhante ao da amostra controle, e valores maiores ou
menores que zero indicam que 0s pacientes estavam colonizados com maiores ou
menores cargas de ERC carreadoras de blakpc, respectivamente.?”) As barras de erro

mostradas nos graficos indicam desvios padrao ou erro padrao, conforme indicado.

2.16.4 Significancia estatistica

A significancia estatistica para os dados de carga intestinal foi
avaliada pelo teste U Mann-Whitney ndo paramétrico usando o software Graphpad Prism
7.0 (Graph Pad Software Inc). A significancia estatistica para os fatores de risco foram
avaliadas por ANOVA para variaveis continuas (quantitativas) e teste exato de Fisher
para variaveis categoricas (qualitativas) usando o software Graphpad Prism 9.0 (Graph

Pad Software Inc).

2.17 Aspectos éticos

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do HIAE (CAAE: 98373618.0.0000.0071).
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3 RESULTADOS

3.1 Prevaléncia de Klebsiella pneumoniae no Hospital Israelita Albert Einstein ao

longo do tempo

Entre 2007 e 2020, foram isoladas no HIAE 7920 Klebsiella
pneumoniae provenientes de pacientes internados no periodo. A maior prevaléncia de
Klebsiella pneumoniae no hospital foi observada a partir de 2013 onde as taxas ficaram
acima da média institucional para o periodo avaliado, alcancando os maiores picos em
2014 e 2016 (Figura 9).
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A taxa de prevaléncia foi calculada pela razdo entre o nimero de isolados de Klebsiella pneumoniae
por ano e 0 numero de pacientes internados no Hospital Israelita Albert Einstein por ano entre janeiro
de 2010 a dezembro de 2020.

Figura 9. Prevaléncia de Klebsiella pneumoniae no Hospital Israelita Albert Einstein

Com excecao de 2015, os periodos de maior prevaléncia de Klebsiella
pneumoniae e KpRC foram os mesmos (Figuras 9 e 10). Também, nos periodos onde
foi observada uma menor prevaléncia de Klebsiella pneumoniae (2015, 2017, 2018, 2019
e 2020) houve o predominio de isolados resistentes aos carbapenémicos (Figura 10).
Isto demonstra que as Klebsiella pneumoniae encontradas nas amostras clinicas eram

predominantemente KpRC.
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Quantidade de Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos isoladas por ano em amostras
clinicas de pacientes internados no Hospital Israelita Albert Einstein entre janeiro de 2010 a dezembro
de 2020. Valores foram expressos em porcentagem.

Figura 10. Prevaléncia de Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos no Hospital Israelita
Albert Einstein

Em paralelo a estes resultados, os dados disponibilizados pelo SCIH
demonstram que nos anos onde houve maior incidéncia de ERC no HIAE (Figura 11)
foram os mesmos onde houve maior prevaléncia de Klebsiella pneumoniae e KpRC
segundo as nossas analises, com excecao de 2015. Esses dados sugerem que a
Klebsiella pneumoniae é uma das enterobactérias que apresentam um papel importante
no aumento das taxas de ERC hospital. Além disso, o aumento de ERC foi acompanhado
do aumento de incidéncia de blakrc, demonstrando que este pode ser um dos principais
mecanismos que contribuem para o aumento das taxas de resisténcia aos

carbapenémicos em enterobactérias no HIAE (Figura 11).
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TDI: taxa de incidéncia; ERC: enterobactérias resistentes aos carbapenémicos; KPC: Klebsiella
pneumoniae carbapenemase. Dados de incidéncia de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos
por ano entre janeiro de 2010 a dezembro de 2020 no Hospital Israelita Albert Einstein disponibilizados
pelo Servigo de Controle de Infecgédo Hospitalar.

Figura 11. Incidéncia de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos ao longo do tempo

Os meses em que foram observadas as maiores incidéncias de ERC

durante o periodo avaliado estdo destacados na tabela 3.

Tabela 3. Periodos (em meses) de maior incidéncia de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

2010 X X
2011 X X X

2012 X X X

2013 X X
2014 X X X X

2015 X X X

2016 X X

2017 X

2018 X X
2019 X X

2020 X X

“X” indica os meses onde houve maior incidéncia de ERC no HIAE em cada ano.

Embora as taxas institucionais de KpRC e ERC acima da média
institucional tenham sido identificadas em 2013, a partir de 2010 ja foi observado um
aumento constante de KpRC e ERC no HIAE. Este fato pode estar associado a entrada

de blakrc no hospital, encontrado em Klebsiella pneumoniae isolada em 2010.
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3.2 Prevaléncia de Klebsiella pneumoniae em diferentes tipos de amostras clinicas
Dos 7920 isolados de Klebsiella pneumoniae, 1824 foram

provenientes de amostras de colonizacéo intestinal coletadas por swab retal para a
cultura de vigilancia e 6096 foram isoladas em demais amostras clinicas (Figura 12).

Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes internados no HIAE entre
2007 a 2020
n=7920
|
[ ]
Swab retal - Colonizagdo D ; _—

2 3 emais amostras clinicas

intestinal

(21824 n=6096

[
[ |
KpRC KpSC
KpRC ¥ P
n=2987 n=3109
n=1824
(48%) (52%)
blakKPC + blakPC + blakPC - blakPC +
blakPC -
n=1085 i n=2495 n=292 n=21
n=240 (13%)
(59%) (83%) (9%) (0,7%)

N3o testados para
) blakKPC

n=499 (28%)

HIAE: Hospital Israelita Albert Einstein. KpRC: Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos.
KpSC: Klebsiella pneumoniae sensivel aos carbapenémicos. Quantidade absoluta de Klebsiella
pneumoniae nas amostras de colonizacdo intestinal e outras espécimes clinicas, dentre elas sangue,
lavado brénquico, secrecao traqueal, urina, abscesso abdominal e liquido ascitico. Quantidade absoluta
de isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes e suscetiveis aos carbapenémicos e carreadores de
blakrc Nnas amostras de colonizag&o e outras espécimes clinicas.

Figura 12. Prevaléncia de Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e carreadoras de
blakec nas amostras de colonizagdo intestinal e demais amostras clinicas de pacientes internados no
Hospital Israelita Albert Einstein

Todos os isolados provenientes das culturas de vigilancia foram
resistentes aos carbapenémicos (Figura 12). Destes, 1085 carreavam blakec, 240 néo
carreavam blakrc e 499 ndo foram testados para o gene, pois eram isolados de pacientes
com historico positivo para blakec em analises anteriores e por isso ndo foram testados
novamente dentro de 6 meses. Assim, dos 1824 isolados, 1325 foram provenientes de
pacientes diferentes.

Nos isolados obtidos de outros sitios, 2987 foram resistentes aos

carbapenémicos dos quais 2495 carreavam blakrc, € 3109 foram suscetiveis. Apesar de
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suscetiveis aos carbapenémicos, os isolados que apresentaram concentracfes
inibitérias minimas préximas ao limitrofe de resisténcia foram testados para a presenca
do gene blakec. Neste caso, 21 (0,7%) isolados suscetiveis aos carbapenémicos
carreavam blaxpc.

Embora a resisténcia a carbapenémicos seja resultado de um
conjunto de mecanismos de resisténcia, como a alteragcdes nas porinas ompKa35,
ompK36 e diferentes carbapenemases, dentre elas blakpc, blanowm, blaoxa,(77:240-241) neste
caso a maioria das KpRC carreavam blaxpc, indicando a carbapenemase KPC como o
principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em Klebsiella pneumoniae no
HIAE. Por isso, devido a importancia de Klebsiella pneumoniae e KPC no pais e também
neste hospital, € que nés focamos o0 nosso estudo para esta enterobactéria e para este
mecanismo de resisténcia em especifico.

Entre 2007 e 2020, o numero de Klebsiella pneumoniae isoladas por
ano nas amostras de colonizacao variou entre 0 a 274 e nas demais amostras avaliadas

em conjunto variou entre 198 a 467 (Figura 13).
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A colonizagdo intestinal foi um dos principais sitios de isolamento de Klebsiella pneumoniae no Hospital
Israelita Albert Einstein em todo o periodo avaliado em comparagdo aos outros sitios avaliados
isoladamente. Klebsiella pneumoniae amostras de colonizacdo variou entre 0 a 274 e nas demais
amostras avaliadas em conjunto variou entre 198 a 467 anualmente.

Figura 13. Prevaléncia de Klebsiella pneumoniae em diferentes espécimes clinicas

Nos periodos de maior prevaléncia de KpRC (2014 a 2017), mais de

40% de Klebsiella pneumoniae foram provenientes de colonizacgédo intestinal, podendo
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chegar a mais de 50% em determinados periodos (2017). Estes resultados indicam que
a colonizacao intestinal € um importante reservatério de KpRC, o que pode contribuir
para a persisténcia dessa bactéria no ambiente hospitalar, principalmente por ser
silenciosa em portadores assintoméaticos. Neste sentido, destaca-se a importancia das
medidas de vigilancia em identificar e isolar os carreadores, visando o controle da

disseminacao desse patogeno.

3.3 Prevaléncia de pacientes com infecgdes por Klebsiella pneumoniae resistentes

aos carbapenémicos subsequentes a colonizacdo intestinal

Para avaliar o papel da colonizacdo intestinal nas infeccbes
provocadas por KpRC, primeiramente foi estimada a quantidade de pacientes internados
no HIAE entre 2007 a 2020 com infeccbes por KpRC dentro de 30 dias apés a
colonizagéo intestinal por KpRC. Os pacientes foram divididos em dois grupos: pacientes
colonizados por KpRC com infec¢cédo posterior (Grupo 1) e pacientes colonizados por

KpRC sem infeccao posterior (Grupo 2) (Figura 14).

Numero de pacientes Unicos colonizados por KpRC HIAE entre 2007 a 2020 no HIAE

(n=1325)
I
[ l
Grupo 1 Grupo 2
Pacientes que apresentaram infecgdo padianieseem intsccinasiction
por KpRC dentro de 30 dias s
e n=1100
0
(17%) (83%)
blaxec + blaxec — blakec + blakec —
n=182 n=43 n=957 n=143
(81%) (12%) (87%) (13%)

KpRC: Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos. HIAE: Hospital Israelita Albert
Einstein. Nimero de pacientes com e sem infec¢des subsequentes a colonizagdo por Klebsiella
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e carreadoras de blakec.

Figura 14. Prevaléncia de pacientes colonizados por Klebsiella pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos com infec¢des subsequentes a colonizacéo

No periodo do estudo, foi identificado que dos pacientes colonizados

por KpRC, 17% desenvolveram uma infec¢gédo subsequentes a colonizacdo, e a maioria
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foram causadas por isolados carreadores de blakec (81%). E dos pacientes colonizados
gue nao desenvolveram a infeccao (83%), a maioria também estavam colonizados por
isolados carreadores de blakec (87%) (Figura 14). Embora a quantidade de pacientes
com infecgbes subsequentes a colonizagao por KpRC tenha sido menor em relagéo ao
grupo 2, proporcionalmente, os isolados carreando ou néo blakrc foram similares em
ambos 0s grupos, 81 e 87%, respectivamente.

Estes dados sugerem que, embora blakrc seja o principal mecanismo
de resisténcia aos carbapenémicos em Klebsiella pneumoniae no HIAE, é um
mecanismo que aparentemente ndo esta diretamente envolvido com o progresso para a
infeccdo ja que a proporcao de blakec foi similar nos grupos que desenvolveram ou nao

a infecgao.

3.4 Caracterizacdo da populacao de Klebsiella pneumoniae endémica e esporadica
do Hospital Israelita Albert Einstein por Eletroforese em gel de campo pulsado e a
relagcdo com as infec¢fes subsequentes a colonizacdo e com o0 aumento das taxas

de enterobactérias resistentes aos carpapenémicos

Dos 1325 pacientes colonizados por KpRC no HIAE, 651 estavam
internados na UTIl e Semi-UTI do HIAE entre 2011 e 2021 (Figura 15). Destes, 128
apresentaram infeccdo (Grupo 1) e 523 nao apresentaram infeccdo posterior a
colonizacgéo por KpKPC dentro de 30 dias (Grupo 2). Dos 128 pacientes do grupo 1, 54
atenderam aos critérios de inclusdo descritos em métodos e ambos os isolados de
colonizacdo e infeccdo foram selecionados (n=108). Ja do grupo 2, 68 isolados de
diferentes pacientes foram selecionados para a andlise por PFGE. No total, 176 KpKPC

provenientes de 122 pacientes diferentes foram avaliados (Apéndice 1).
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Pacientes colonizados por KpRC internados no HIAE entre 2011 a 2021
n=1325

Critério de inclusdo : Pacientes internados na UTI
— e Semi-UTI nos periodos de maior incidéncia de
KpRC no HIAE e periodos proximos a estes.

Pacientes colonizados por
KpKPC
n=651
Grupo 1 Grupo 2
Pacientes apresentaram Pacientes colonizados sem
infec¢do dentro de 30 dias | | infecgdo posterior
n=128 n=523
54 pacientes —ambos 0s isolados 68 pacientes — isolados de
foram coletados(colonizacédo e I
. 5 colonizagdo foram coletados
infecgdo)
(108 isolados de KpKPC) (68 isolados de KpKPC)

176 isolados de KpKPC foram avaliados por PFGE provenientes de
122 pacientes diferentes

KpRC: Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos;
HIAE: Hospital Israelita Albert Einstein; UTI: unidade de terapia
intensiva; semi-UTIl: unidade de terapia semi intensiva;, KpKPC:
Klebsiella pneumoniae carreadoras de carbapenemase. Cento e
setenta e seis Klebsiella pneumoniae carreadoras de blakrc (KpKPC)
de 122 pacientes internados na unidade de terapia intensiva e semi-
intensiva do HIAE entre 2011 a 2021 foram selecionadas; 108
correspondem a isolados de KpKPC de colonizacéo e infeccdo de 54
pacientes diferentes; 68 correspondem a isolados de colonizacéo de
68 pacientes diferentes que ndo apresentaram infeccdes
subsequentes.

Figura 15. Isolados de Klebsiella pneumoniae selecionados para a
analise por eletrofose em gel de campo pulsado

Segundo o perfil de bandas gerados pelo PFGE, os isolados foram
agrupados em 89 filogrupos diferentes, sendo que cada filogrupo compreende isolados
com um perfil de banda igual ou maior a 90% de similaridade (Apéndice 1).

Para a caracterizacdo da populacdo de KpKPC, estes isolados foram,
portanto classificados em duas categorias: endémicos e esporadicos. Os isolados
endémicos foram aqueles que apareceram em mais de um periodo ao longo do tempo
em pacientes diferentes (Figura 16). Enquanto que os isolados esporadicos foram
agueles que apareceram em um ou mais pacientes internados no mesmo periodo e nao
voltaram a ser isolados em anos posteriores, ou seja, foram restritos a um periodo
especifico (Figura 16).

Dos 176 isolados de KpKPC avaliados, 65 foram considerados

endémicos e 111 esporadicos. Os 65 isolados de KpKPC foram agrupados em 18
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linhagens endémicas circulantes no hospital ao longo dos anos (Figura 16), e os 111

isolados esporadicos foram agrupados em 71 linhagens diferentes (Figura 17).
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Circulos coloridos: os isolados endémicos, que apareceram em mais de um periodo ao longo do tempo
(Ex. a KpKPC representada em circulos vermelho que foi isolada em diferentes pacientes internados
em 2011, 2014 e 2015 e a KpKPC representada em amarelo foi isolada em 2016, 2017 e 2020). Circulos
pretos: isolados esporadicos, aquelas KpKPC restritas a um periodo, ou seja, que apareceram em um
ou mais pacientes internados no mesmo periodo e ndo voltaram a ser isolados em anos posteriores.
Figura 16. Distribuicdo temporal dos 176 isolados endémicos e esporadicos de Klebsiella pneumoniae
carreadora de blakec de acordo com o perfil de bandas

Das 18 linhagens endémicas, 12 estéo relacionadas com infec¢des
(70%), incluindo sangue, abscesso abdominal, liquido ascitico e lavado brénquico, e 6
estdo relacionados exclusivamente com a colonizacdo (Figura 17). Nos isolados
esporadicos, 52% (39/71) foram identificados nos pacientes com infeccdo posterior
(Figura 17).
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n=176
|
| |
Isolados endémicos Isolados esporadicos
n=65 n=111
(35%) (65%)
18 perfis de PFGE 71 perfis de PFGE
diferentes diferentes
12 perfis relacionados 6 perfis relacionados 39 perfis relacionados 32 perfis relacionados
com episédios de com colonizagdo com episédios de com a colonizagédo
infecgdo exclusivamente infeccdo exclusivamente
(70%) (30%) (52%) (48%)

KpKPC: Klebsiella pneumoniae carreadoras de carbapenemase; PFGE:
eletroforese em gel de campo pulsado (pulsed field gel electrophoresis).

As 18 linhagens endémicas circulantes compreendem 65 Klebsiella pneumoniae
isoladas de diferentes pacientes internados em diferentes anos; 12 linhagens estéao
relacionadas com episodios de infec¢é@o e 6 estao relacionadas com a colonizagao
exclusivamente. As 71 linhagens esporadicas compreendem 111 Klebsiella
pneumoniae isoladas de pacientes internados em um determinado periodo e nao
foram identificados nos anos seguintes.

Figura 17. Caracterizagdo dos isolados de Klebsiella pneumoniae em linhagens
endémicas e esporadicas circulantes no periodo avaliado

Em relagdo aos periodos de maior incidéncia de ERC no hospital, foi
observado um predominio de KpKPC esporadicos em relacdo aos endémicos (Figura
18).
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Os isolados esporadicos de Klebsiella pneumoniae foram encontrados em maior frequéncia em todos
os periodos de maior incidéncia de ERC e prevaléncia de Klebsiella pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos em relagdo aos isolados endémicos de Klebsiella pneumoniae.

Figura 18. Frequéncia de Klebsiella pneumoniae endémicas e esporadicas nos periodos de maior
incidéncia de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e prevaléncia de Klebsiella
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos

o
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Esses dados demonstram que o aumento das taxas de resisténcia aos
carbapenémicos na instituicdo podem estar relacionados principalmente a presenca de
isolados esporadicos de KpKPC, enquanto que as infecgbes subsequentes a colonizacao
podem ocorrer principalmente por linhagens endémicas de KpKPC circulantes no HIAE.

Também, através da analise por PFGE, foi possivei identificar que a
maioria dos pacientes que tiveram as infeccbes subsequentes a colonizacdo
apresentaram 0s mesmos isolados am ambos os episodios. Dos 54 pacientes, 85%
(46/54) apresentaram os isolados com um padrao de bandas com similaridade 290% em
ambos os episédios. Esses dados demonstram que a colonizacdo intestinal pode ser

uma importante fonte primaria das infeccoes.

3.5 Caracterizacdo de Klebsiella pneumoniae circulantes no Hospital Israelita
Albert Einstein baseado no tipo de sequéncia e a relacdo com infeccbes
subsequentes a colonizacao

Dos 176 isolados provenientes de 122 pacientes diferentes que foram
avaliados primeiramente por PFGE, pelo menos um isolado por paciente foi
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sequenciado, e dos pacientes que tiveram as infeccfes subsequentes a colonizacao
(Grupo 1), somente o isolado de infec¢ao foi sequenciado (Apéndice 1). No total, 124
cepas de KpKPC foram sequenciadas e caracterizados primeiramente quanto ao tipo de
sequéncia (ST — sequence type).

No geral, Klebsiella pneumoniae do ST11 foi mais prevalente no
hospital (40,3%), seguido pelo ST437 (33,9%), ST16 (12,1%) e ST15 (4,03%). Os STs
menos prevalentes (ST13, ST340, ST307, ST101, ST443, ST323 e ST512) em conjunto
correspondem a 13% de KpKPC encontradas nas UTl e Semi-UTI e selecionadas para

o estudo (Figura 19).

H 40.30% ST11
[10.81% ST13
[ 4.03% ST15
M 12.10% ST16
M 1.61% ST101
[11.61% ST307
W 0.81% ST323
[0 2.42% ST340
H 33.90% ST437
B 1.61% ST443
[] 0.81% ST512

ST: tipo de sequéncia (sequence type) Klebsiella
pneumoniae do ST 11 foi encontrado em maior frequéncia
(40,3%) seguido pelo ST437 (33,9%), ST16 (12,1%) e
ST15 (4,03%). Os demais STs juntos formam 13% da
populacdo de Klebsiella pneumoniae encontradas no
HIAE.

Figura 19. Frequéncia do tipo de sequéncia de Klebsiella
pneumoniae encontradas no hospital

Dos 124 isolados sequenciados, 46 corresponderam a cepas
endémicas (46/65) e 78 eram esporadicas (78/111). Os isolados esporadicos reuniram
uma maior diversidade de ST em comparacgéo aos isolados endémicos (Figura 20). O
ST11 foi predominante entre as esporadicas (43,58%) e o ST437 foi predominante entre
as cepas endémicas (54,35%) (Figura 20).
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Esporadico Endémico

[l 43.58% ST11
[11.28% ST13
[ 6.41% ST15
W 16.69% ST16
[0 2.56% ST307
W 1.28% ST323
[J 3.85% ST340
H 21.79% ST437
W 2.56% ST443
ST: tipo de sequéncia (sequence type). As linhagens esporadicas apresentam uma maior
diversidade de Klebsiella pneumoniae sendo formadas por cepas do ST11, ST437, ST16, ST15,
ST340, ST433, ST323, ST13, ST307. As linhagens endémicas sdo formadas por Klebsiella
pneumoniae dos ST11, ST437, ST512, ST101 e ST16.

Figura 20. Frequéncia dos tipos de sequéncia de Klebsiella pneumoniae encontrados nos isolados
esporadicos e endémicos

B 34.78% ST11
M 4.35% ST16
M 4.35% ST101
[ 54.35% ST437
[ 2.17% ST512

No entanto, vale a pena notar que em ambos 0s grupos (endémicos e
esporadicos) foi observada uma mudanca na populacdo KpKPC ao longo do tempo: entre
2011 e 2015, cepas do ST437 foram isoladas com maior frequéncia, enquanto entre 2016

e 2021, o ST11 foi o mais prevalente (Figura 21).
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ST: tipo de sequéncia (sequence type). Em ambos os
grupos (endémico e esporadico), a ST437 foi a cepa mais
prevalente entre 2011 e 2015, e a ST11 foi a mais
prevalente entre 2016 e 2021.

Figura 21. Distribuicdo de isolados de Klebsiella
pneumoniae carreadora de blakrc endémicos e
esporadicos em dois periodos diferentes

N&o foi identificado o predominio de um ST em especifico nas
amostras envolvidas com as infeccdes em comparacdo com os STs encontrados
somente na colonizacgéo, tanto no grupo de cepas endémicas quanto no grupo de cepas

esporadicas (Figura 22). A maioria dos isolados envolvidos com as infec¢fes pertenciam



aos STs mais prevalentes em cada periodo:

(Figura 23).
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ST: tipo de sequéncia (Sequence type). A frequéncia de STs das linhagens endémicas e esporadicas
envolvidas ou ndo com infec¢des subsequentes foi similar em ambos os grupos de amostras.

Figura 22. Frequéncia dos tipos de sequéncia em linhagens endémicas e esporadicas de Klebsiella
pneumoniae nas amostras envolvidas ou ndo com infecgbes de pacientes colonizados por Klebsiella

pneumoniae carreadora de blakec
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ST: tipo de sequéncia (sequence type). As infec¢Bes foram ocasionadas por cepas
mais prevalentes em cada periodo: ST437 em 2011-2015 e ST11 em 2016-2021.

Figura 23. Frequéncia dos tipos de sequéncia em linhagens endémicas e
esporadicas de Klebsiella pneumoniae nas amostras envolvidas ou ndo com
infeccdes de pacientes colonizados por Klebsiella pneumoniae carreadora de blakec

avalida por peridos

Embora a maioria das linhagens endémicas estejam envolvidas com

as infecgbes subsequentes a colonizacdo, estas ndo foram relacionadas a um anico ST

de Klebsiella pneumoniae, mas sim aos ST predominantes em cada periodo.

3.6 Determinantes genéticos de viruléncia presentes nas Klebsiella pneumoniae

circulantes no Hospital Israelita Albert Einstein e a potencial relacdo com as

infecgbes subsequentes

Os 124 isolados de KpKPC sequenciados foram avaliados para a
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presenca ou auséncia de genes relacionados com a viruléncia em Klebsiella
pneumoniae, e também quanto ao tipo capsular (K-loci) e antigeno-O (O-tipo). Foram
identificados 15 grupos distintos de K-loci, sendo o mais recorrente KL36 correspondente
ao ST437, seguido por KL64 e KL15 nas cepas ST11. Nos periodos onde foi obervado o
predominio de ST437 (2011 - 2015), todos as cepas endémicas e esporadicas deste ST
apresentavam KL36. Enquanto que nos periodos onde foi observado o predominio do
ST11 (2016-2021), KL64 e KL15 foram os principais tipos capsulares encontrados nas
cepas endémicas e esporadicas deste ST. Os tipos capsulares KL1 e KL2, que sdo os
tipos capsulares associados a cepas hipervurulentas, ndo foram encontrados nos nossos
isolados.(138.152.242.243) Também foram identificados quatro tipos diferentes de antigeno-
O, dos quais o0 04 foi predominante nas cepas ST437 e ST11, seguido por O2 e O3b nas
cepas ST11 e ST16 respectivamente (Figura 24).
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Os tipos capsulares frequentemente encontrados no isolados de KpKPC foram KL36, KL64, KL15 e
KL51 principalmente nas cepas dos ST437, ST11, ST15 e ST16, respectivamente. Os antigenos-O
encontrados foram 04, 02, O3b e O1, principalmente nas cepas dos ST437, ST11, ST16 e ST15,
respectivamente.

Figura 24. Tipos capsulares (K-Tipo) e antigenos-O (O-tipo) dos isolados de Klebsiella pneumoniae
carreadora de blakec

Em relacdo a quantidade de genes de viruléncia, ndo foi observada
uma variagdo na quantidade desses genes entre os isolados endémicos e esporadicos
envolvidos ou ndo com infecgdes (Figura 25A). Todos os isolados apresentaram genes
que codificam as fimbrias tipo 1 e 3, genes relacionados a sintese e regulacédo de CPS,
LPS, adesinas, pili e o sideréforo ent. A principal diferenca foi observada para os genes
gue codificam o sider6foro Ybt (locus Ybt) associados ou néo ao loci que codifica a Clb
(Figura 25B). Dos 124 isolados sequenciados, 32 carregavam o locus Ybt, 34

carregavam o locus Ybt e clb e 58 isolados nao tinham nenhum desses genes. O locus
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Ybt associado com clb foram encontrados nos isolados do ST11, ST437 e ST16. Ja o
locus Ybt sozinho foi encontrado nos isolados do ST11, ST13, ST101, ST340, ST443 e
ST512 (Figura 26B).
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Ybt: yersiniobactin; Clb: colibactin; ST: tipo de sequéncia (sequence type).

Quantidade de genes de viruléncia presentes nos isolados endémicos e esporadicos envolvidos ou ndo
com os episodios de infeccéo (A). Presenca do locus Ybt associados ou ndo com o gene que codifica
Clb de acordo com o ST da cepa (B).

Figura 25. Genes de viruléncia presentes nos isolados de Klebsiella pneumoniae carreadora de blakec

Tanto o locus Ybt sozinho ou associado & Clb foram encontrados
recentemente no hospital, entre 2016 e 2021, e estavam principalmente associados a
cepas ST11 nas linhagens endémicas quanto esporadicas (Figura 26A, B e C). Entre
2011 a 2015, apenas 21% (3/14) e 28% (8/32) dos isolados endémicos e esporadicos
carreavam o locus Ybt sozinho ou associado & Clb, enquanto de 2016 a 2021, 100%
(10/10) e 65% (44/68) dos isolados endémicos e esporadicos carreavam o locus Ybt
sozinho ou associado a Clb (Figura 26C). Demonstrando que o locus Ybt pode contribuir

com a endemicidade das cepas isoladas recentemente no hospital.
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Ybt: yersiniobactin. Clb: colibactin. ST: tipo de sequéncia (sequence type).O locus Ybt associados ou
nao com clb foram encontrados principalmente no periodo mais recente, 2016-2021. A) Ybt associado
a clb foi encontrado principalmente em cepas do ST11 que ndo estavam envolvidas com infec¢des. B)
Ybt sozinhos também foram encontrados em cepas do ST11 e sua prevaléncia foi similar nos isolados
envolvidos ou ndo com infec¢des. C) Ybt com ou sem a clb foram encontrado principalmente nas cepas
isoladas mais recentemente no hospital (2016-2021), e todos as cepas endémicas carreiam este
mecanismo de viruléncia.

Figura 26. Presenca do locus Ybt associado ou ndo com o gene que codifica colibactin de acordo com
o tipo de sequéncia da cepa e classificadas por periodos

Surpreendentemente, os genes de viruléncia ndo foram encontrados
predominantemente nos isolados envolvidos com a infec¢do, ao contrario do esperado o
locus Ybt associado a clb foi encontrado em maior frequéncia em isolados presentes
exclusivamente na colonizacao (Figura 26A).

Os genes manB e manC sao reguladores envolvidos nos estagios
iniciais da biossintese da CPS bacteriana, e muta¢gdes que conduzem a perda de funcéo
destes genes contribuiram para o aparecimento de isolados com menor capacidade de
estabelecer a colonizagao e foram menos eliminados nas fezes em comparacdo com a
cepa selvagem.52 Assim, estes dois genes foram relacionados com linhagens Hv de
Klebsiella pneumoniae e que contribuem para fendtipo de “superdisperssor’” no
hospedeiro, no qual ha eliminagcdo do patégeno nas fezes em quantidades muito

superiores em relacéo a outros hospedeiros colonizados. %2
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Neste estudo, nés observamos que poucos STs carreavam manBC
(ST11, ST15, ST16 e ST443) e apenas 39% estavam envolvidos com infec¢des (Figura
27). No entanto, é importante ressaltar que manBC estavam presentes em quase todas
as KpKPC do ST16 (10/11), e neste ST em especifico, 60% das cepas estavam
envolvidas em infeccdes (Figura 27). Vale ressaltar que Klebsiella pneumoniae ST16 é

uma linhagem emergente associada a altas taxas de mortalidade (95%).(%
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A) Dentre os isolados de Klebsiella pneumoniae que carreavam manBC, 39 e 61% foram isoladas tanto
em amostras de infeccdo como de colonizagdo, respectivamente; 29, 60, e 40% dos isolados dos ST11,
ST16 e ST15 estavam envolvidos com infecgBes, e 71, 40 e 60% dos isolados dos ST11, ST16 e ST15
estavam envolvidos com a colonizagdo exclusivamente. B) Dentre os isolados de Klebsiella
pneumoniae que ndo carreavam manBC, aproximadamente metade foi isolada tanto em amostras de
colonizacdo quanto de infeccdo; com excecdo do ST16, metade isolados dos demais STs estavam
envolvidos com infeccdes.

Figura 27. Frequéncia de isolados de Klebsiella pneumoniae carreadores e nao carreadores de manBC
isoladas em amostras de colonizacdo e infec¢éo

Embora tenham sido encontrados importantes mecanismos de
viruléncia associados a colonizacao e infeccao em Klebsiella pneumoniae, a maioria dos
isolados carreadores desses mecanismos nao estavam envolvidos com os episodios de
infeccdo subsequentes a colonizagdo. Em conjunto, esses resultados desmontram que
esses mecanismos, embora contribuam para o desenvolvimento das infecgbes, n&o
explicam as infec¢gbes subsequentes a colonizacdo por KpKPC, demonstrando a
complexidade do processo de transicdo da colonizacdo para infeccdo e indicam que
outros fatores também podem estar associados com a transicdo de KpKPC da
colonizagdo intestinal para episodios de infec¢do, dentre os quais, a densidade da

colonizagéo intestinal por ERC.
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3.7 Avaliacdo da carga intestinal relativa de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos e bactérias carreadoras do gene blakec € sua relagdo com as

infeccbes subsequentes

A densidade da colonizagédo por ERC vem sendo considerada um
importante fator de risco para o desenvolvimento de infecgdes.(?22225 Assim, carga
intestinal relativa de ERC e de bacKPC de 140 pacientes internados no HIAE foram
estimadas por métodos de quantificagdo microbiolégica e molecular, respectivamente.
Esses pacientes foram internados em clinica médica, clinica cirdrgica, semi-intensiva e
UTI entre junho de 2020 e outubro de 2021, e foram acompanhados semanalmente por
30 dias apods a identificacdo da colonizagéo intestinal pelo KpKPC para identificacao de
infeccbes subsequentes.

Dos 165 pacientes avaliados, 58 apresentaram infec¢cao subsequente
a colonizacéao (grupo de infeccdo) em 30 dias, e 107 apresentaram apenas colonizacao

intestinal por KpKPC (grupo de colonizagéo) (Figura 28).

Populagéao do estudo:
Pacientes colonizados por KpKPC internados na Clinica
médica, Clinica cirtrgica, Unidade de Terapia Intensiva e
Semi-Intensiva do HIAE entre Junho de 2020 a Junho de

2021.
58 pacientes 107 pacientes
apresentaram infecgao colonizados por
dentro de 30 dias. KpKPC

165 amostras foram avaliadas
para a carga intestinal de ERC
e bactérias carreadoras de
blaKPC.

KpKPC: Klebsiella pneumoniae carreadora de blaxec; HIAE: Hospital Israelita Albert Einstein;
ERC: enterobactérias resistentes aos carbapenémicos. Dos 165 pacientes colonizados por
Klebsiella pneumoniae carreadora de blakec selecionados para a quantificagdo da carga
intestinal de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e bactérias carreadoras de
blakec, 58 apresentaram infecgdo subsequente por KpKPC a colonizagéo dentro de 30 dias
e 107 apresentaram somente a colonizacdo por KpKPC, sem infec¢éo posterior.

Figura 28. Avaliagcdo da carga intestinal de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos
e bactérias carreadoras de blakrc em pacientes internados no hospital
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A carga intestinal relativa de ERC foi estimada primeiramente pelo
método microbiologico a partir do swab retal coletado dos pacientes como parte do
programa de vigilancia. Neste método foi avaliada a quantidade de ERC em relacdo a
microbiota total aerdbia e viavel em ambos os grupos de pacientes. A carga relativa de
ERC no grupo de paciente com infeccdo foi maior (mediana de -0,54, IC 95%: -0,77 a -
0,30) do que no grupo de pacientes sem infeccdo (mediana de -1,49, 95% CI. -1,76 a -
1,23) (p<0,0001) (Figura 29A). Essas analises demonstram que 0S pacientes com
infecgbes subsequentes apresentam maior carga intestinal de ERC em relacdo aos

pacientes sem infecgao.
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ERC: enterobactérias resistentes aos carbapenémicos; MAT: microbiota total aerdbia.
Valores de carga intestinal préximas a zero indicam que o paciente possui altas
guantidades de ERC e bacKPC na colonizacdo intestinal, enquanto valores menores
indicam graus mais baixos de coloniza¢do. A) Quantificacdo microbiolégica da carga
intestinal relativa de ERC. Pacientes com infec¢bes subsequentes apresentaram maior
carga intestinal de ERC em relagéo a pacientes sem infeccao (p<0,0001). B) Quantificagéo
molecular da carga intestinal relativa de bacKPC. Pacientes com infec¢cfes subsequentes
apresentaram maior carga intestinal de backKkPC em relacdo a pacientes sem infeccao
(p<0,0001). MAT: microbiota total aerébia;log2-22ct = ACtamostra- ACtKp378 (AACt).
Figura 29. Quantificagdo da carga intestinal relativa de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos e bactérias carreadoras de blakec por método microbiolgico e molecular,
respectivamente

Em paralelo, a carga intestinal relativa de backKPC foi avaliada para o
mesmo grupo de pacientes. A quantidade de bacKPC foi avaliada em relagdo a
microbiota total (aerébia e anaerdbia) através do método de gPCR. Da mesma forma, o
grupo de pacientes com infec¢cao apresentou maior carga relativa de bacKPC (mediana
de -0,28, IC 95%: -0,51 a -0,06), em comparagao aos pacientes sem infeccdo (mediana
-1,36, IC 95%: -1,69 a -1,02) (p<0,0001) (Figura 29B).
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Além da densidade da colonizacgéo intestinal, foram avaliados fatores
de risco relacionados aos pacientes que podem contribuir para o desenvolvimento das
infeccbes (Tabela 4). Foram analisados os dados de 58 pacientes colonizados que
desenvolveram infeccdo e 107 pacientes que n&o desenvolveram a infecgcao
subsequente. Dos 58 pacientes que desenvolveram a infeccdo subsequentes a
colonizacéo, 76% estavam internados na UTI ou unidade semi-intensiva versus 24% dos
pacientes internados na clinica meédica e clinica cirargica. Admissdo em unidade semi-
intensiva e UTI foram considerados fatores de risco para o desenvolvimento de infec¢des
em nossa coorte (OR 2.79, 95% CI 1.375 t0 5.687, p=0,005) (Tabela 4). No entanto, tanto
os pacientes de UTI ou unidades de terapia semi-intensiva quanto aqueles internados na
clinica médica e cirargica apresentaram cargas intestinais maiores de CRE e backKPC
guando pertenceram ao grupo de infeccdo quando comparados ao grupo sem infecgao
(p<0,05) (Figura 30).

Tabela 4. Fatores de risco para infeccdo avaliados neste estudo
Colonizagcdo Infeccgéo

Fator de risco (n=107) (n=58) Valor-p
Média de idade (anos) 65 (17,4) 64,9 (17,8) 0,74
Género

Feminino 38 (34,9) 22 (37,9) >0,9999

Masculino 69 (65,1) 36 (62,1)
Diabetes mellitus 14 (13,9) 4(7,1) 0,297
Doenca renal crénica 11 (10,9) 6 (10,7) 1,000
Transpalante de 6rgéo sélido 4 (4) 4 (7) 0,457
Doenca onco-hematolégica 2 (3,6) 2(2) 0,617
Quimioterapia 2(2) 1(1,8) 1,000
Uso de carbapenémicos 51 (50,5) 28 (51,9) 1,000
Uso de quinolonas 10 (9,9) 23,7 0,218
Uso de cefalosporinas 35 (34,7) 21 (38,9) 0,604
Hospitalizacéo dentro dos Ultimos 2 meses 53 (52,5) 34 (61,8) 0,312
Cateter venoso central 47 (46,5) 27 (48,2) 0,869
Doenca gastrointestinal pravia 12 (11,9) 4(7,1) 0,419
Cirurgia abdominal 8(7,9) 6 (10,7) 0,519
g;lr'lljlrziecrg;-UTl (versus Clinica Médica/Clinica 42 (72,4 51 (48,1) 0,003
Dispositivos de ventilagcdo mecéanica 51 (51) 31 (55,4) 0,620

DP: desvio padrdao; UTI: unidade de terapia intensiva; semi-UTl: unidade de terapia semi
intensiva; KpKPC: Klebsiella pneumoniae carreadora de blakec. IC 95%: intervalo de confianca.
OR: odds ratio.
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UTI: unidade de terapia intensiva, semi-UTI: unidade de terapia semi-intensiva; ERC: enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos; MAT: microbiota total aerdbia. A) Carga intestinal relativa de backPC.
B) Carga intestinal relativa de ERC. Os valores-p foram calculados usando o teste Two Way Anova.
Figura 30. Avaliacdo das cargas intestinais relativas em pacientes colonizados por Klebsiella
pneumoniae carreadora de blakec que desenvolveram ou néo infec¢gbes subsequentes considerando
admissdo em Unidade de Terapia Intensiva, semi-intensiva ou clinica médica e clinica cirdrgica

Para 5 pacientes, a carga relativa de ERC foi avaliada em dois
momentos: dois pacientes que desenvolveram infeccdo 30 dias apdés a analise da
primeira amostra de swab retal (colonizacao intestinal), e trés pacientes ja apresentavam

infeccdo quando a primeira amostra de swab retal foi coletada e uma segunda amostra

de swab foi coletada 20 dias depois.
A carga intestinal relativa de ERC aumentou para os dois primeiros

pacientes até o episddio de infeccdo (Figura 31A). Enquanto para os demais pacientes

gue ja apresentavam infeccdes e altas cargas relativas de ERC, estas diminuiram apoés

0 episodio de infeccdo (Figura 31B).
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ERC: enterobactérias resistentes aos carbapenémicos; MAT: microbiota total aerébia. A) Aumento da
carga intestinal relativa de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos de dois pacientes que
desenvolveram infecgdo dentro de 30 dias apos a analise da primeira amostra de swab retal. B) Diminui¢éo
da carga intestinal relativa de trés pacientes ap6s o desenvolvimento das infeccdes subsequentes a

colonizacgéo intestinal.
Figura 31. Avaliacdo da carga relativa de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos antes e apos o

desenvolvimento das infec¢des



66

Em conjunto, esses dados sugerem que 0s pacientes que apresentam
infeccdo também apresentam um aumento gradativo da carga intestinal ERC e backKPC,
a qual é sustentada em alta densidade até o desenvolvimento da infeccdo, sendo maior

do que em pacientes também colonizados que ndo desenvolveram a infec¢éo.

3.8 Perfil de resisténcia a antibidticos, determinantes genéticos de resisténcia,
variantes de Klebsiella pneumoniae carbapenemase encontradas no hospital e

seus contextos gendmicos em Klebsiella pneumoniae

O perfil de resisténcia aos antibiéticos e os determinantes e variantes
genéticas que contribuem para a resisténcia de Klebsiella pneumoniae estdo descritas
na subsecédo 3.8.1 e os contextos gendmicos onde esses determinantes genéticos estao

inseridos estao descritos na subsec¢éo 3.8.2.

3.8.1 Perfil de resisténcia a antibiéticos e determinantes genéticos para a

resisténcia a cefalosporinas, aminoglicosideos e fluoroquinolona

Todos os isolados incluidos neste estudo (n=124) eram resistentes
aos carbapenémicos (Imipenem e Meropenem) (critério de inclusdo). Os isolados de
colonizagédo sao testados somente para esta classe de antimicrobianos, enquanto os
isolados de infeccdo sdo testados também para Ceftazidima, Cefepima, Amicacina,
Gentamicina, Ciprofloxacina. Assim, o perfil de resisténcia a Ceftazidima, Cefepima,
Amicacina, Gentamicina, Ciprofloxacina, Imipenem e Meropenem foi demonstrado para
0s 54 isolados provenientes de amostras de infecgéo (item 3.4) (Figura 31).

As menores taxas de resisténcia foram para amicacina (48%) e
gentamicina (46%). Para ciprofloxacina, ceftazidima e cefepima as taxas de resisténcia

foram altas, chegando a 98, 93 e 93% respectivamente (Figura 32).
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Dos isolados de infeccdo (n=54), 100% foram resistentes a
imipenem e Meropenem, 98% (53/54) foram resistentes a
e
a
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L

ciprofloxacina, 93% (50/54) foram resistentes a ceftazidima
cefepima, 44% (24/54) e 48% (26/54) foram resistentes
gentamicina e amicacina, respectivamente.

Figura 32. Perfil de suscetibilidade para as Klebsiella pneumoniae
carreadoras de blakpc isoladas em amostras de infec¢éo

Todos os isolados resistentes a ciprofloxacina, mas nédo os sensiveis,
carreavam genes relacionados com a resisténcia a este antibiético, oqxAB (53/54), qnr
(2/54) (Figura 33) e mutacdes em gyrA e/ou parC (Tabela 5). O ogxAB € um gene de
resisténcia a quinolona mediada por plasmideo (PMQR) o qual codifica bombas de
efluxo. Quando expressa pode reduzir em 4 vezes a suscetibilidade a antibioticos,
incluindo quinolonas, fluoroquinolonas e trimethoprim.® Além do ogxAB, 2 isolados
carreavam também o gnr, um outro PMQR cuja proteina atua sobre a DNA girase e a
topoisomerase |V impedindo sua ac&o.?** Com excecdo de um isolado (Kp914), os
demais apresentaram alteracdo de aminoacidos que estdo relacionados com a
resisténcia as fluoroquinolonas (Tabela 5). A alteracdo dos aminoacidos Ser e Asp nas
posicoes 83 e 87 de gyrA e Ser e Glu nas posicdes 80 e 84 de parC, respectivamente,
levam a reducédo da afinidade das fluoroquinolonas aos sitios alvo de atuacédo que séo
representados pela DNA girase (gyrA) e a Topoisomerase |V (parC).("? A substituicdo do
aminoacido Ser por Isoleucina na posicdo 83 foi a principal alteracdo encontrada em
GyrA reportada em 80% dos isolados (43/54). E a substituicdo do aminoacido Ser por
Isoleucina na posicéo 80 foi a principal alteracdo encontrada em ParC reportada em 89%
(48/54) dos isolados.
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Quadrados em azul demosntram a presenca do gene no isolado bacteriano.
Figura 33. Genes relacionados com a resisténcia de Klebsiella pneumoniae aos Aminoglicosideos,
Cefalosporinas, Fluoroguinoloas e Carbapenémicos encontrados nos isolados relacionados com a
infeccéo
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Tabela 5. Alteracdes de aminoacidos encontradas nos 54 isolados de infec¢éo devido a mutacdes cromossomais nos genes gyrA e parC que estédo relacionados
a resisténcia as fluoroquinolonas (ciprofloxacina)

Isolado (sggrrsAa) (/SggsAn (Sp;rSCO) (glir&) Isolado (sggrr?:s) (/gsyprsAn (ggrsco) (8%?4) Isolado (sggrr&) (/3352\7) (§:rr§)) (cgﬁ;rz;)
KP107 lle - lle - KP503 lle - lle - KP78 lle - lle -
KP121 lle - lle - KP515 Phe Asn - Lys KP870 lle - lle -
KP124 lle - lle - KP516 lle - lle - KP872 lle - lle -
KP149 lle - lle - KP525 lle - lle - KP878 lle - lle -
KP177 lle - lle - KP527 lle Tyr lle - KP885 Phe Asn lle -
KP180 lle - lle - KP530 lle - lle - KP886 lle - lle -
KP210 lle - lle = KP531 lle = lle = KP887 lle = lle =
KP225 lle - lle - KP546 lle - lle - KP888 lle - lle -
KP289 lle - lle - KP564 lle Tyr lle - KP889 lle - lle -
KP326 lle - - Lys KP567 Phe Ala lle - KP890 lle - lle -
KP329 lle - lle - KP568 Phe Asn - Lys KP891 Tyr Ala lle -
KP384 lle - lle - KP592 lle - lle - KP90 lle - lle -
KP387 lle Tyr lle - KP600 Phe Asn - Lys KP901 His Ala - Lys
KP389 lle - lle - KP601 lle Tyr lle - KP906 lle - lle -
KP391 lle - lle - KP604 Phe Ala lle - KP908 lle - lle -
KP396 His Ala lle - KP610 lle - lle - KP910 lle - lle -
KP456 lle - lle - KP72 lle - lle - KP912 lle - lle -
KP462 lle - lle - KP738 lle - lle - KP914 - - - -

Ser: Serina; Asp: Aspartato; Glu: Glutamato; lle: Isoleucina; Tyr: Tirosina; Lys: Lisina; Asn: Asparagina; Ala: Alanina.
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Para os aminoglicosideos (amicacina e gentamicina), embora todos
os isolados carreassem pelo menos um gene relacionado a resisténcia a esta classe de
antibiéticos, somente alguns apresentaram o fenétipo de resisténcia. No entanto, nés
observamos que todos os isolados resistentes aos aminoglicosideos carreavam
especificamente o gene aac(6’)-Ib-D181Y (26/54) (Figura 33). O gene aac(6’)lb codifica
a enzima aminoglycoside 6'-N-acetyltransferase tipo Ib que modifica e inativa o0s
aminoglicosideos. A aac(6’)/ tem maior especificidade a amicacina e gentamicina, e pode
ser carreado por elementos mdveis de DNA como transposon. (110.245)

Da mesma forma, para as cefalosporinas, todos os isolados
resistentes apresentavam pelo menos uma ESBL que estdo relacionadas a resisténcia a
B-lactamicos, incluindo cefalosporinas (Figura 33). No entanto, mesmo carreando as
ESBL, quatro isolados foram susceptiveis a estes dois antibiéticos (4/54). As ESBL SHV,
OXA, CTX-M e TEM sédo mecanismos de resisténcia amplamente dispersos em
enterobactérias. Neste estudo, as ESBL encontradas com maior frequéncia foram TEM-
1 (38%), CTX-M-15 (55%) e OXA-1 (55%).

Semelhante ao encontrado para blakerc em isolados susceptiveis aos
carbapenémicos nas analises de prevaléncia, para cefalosporinas e aminoglicosideos
também foram encontrados isolados suscetiveis carreando genes de resisténcia. Isto
pode ser um problema na escolha da terapéutica, uma vez que ao serem escolhidos
antibiéticos para os quais a bactéria é suscetivel, e ao entrarem em contato com esses
antibioticos, a expressdo desses genes pode levar ao fendtipo de resisténcia tornando

ineficaz o tratamento escolhido.

3.8.2 Variantes de blakrc e seus contextos gendmicos em Klebsiella pneumoniae

Todos os isolados de colonizacdo e infeccdo selecionados eram
resistentes aos carbapenémicos (imipenem e meropenem) e carreavam 0 gene blakpc.
Dos 124 isolados sequenciados, blakec foi detectada em 108 isolados, e em 16 néo foi
possivel identificar o gene, pois o gene néo foi coberto pelo sequenciamento.

Neste estudo, foram identificadas quatro variantes de blakec em
Klebsiella pneumoniae: blakpc-2, blakpc-s, blakrcso € blakecss (Figura 33). Como
esperado, blakpc-2 (102/124) foi o gene encontrado em frequéncia nos isolados, seguido
por blakpc-3 (3/124), blakpc-30 (2/124) e blakpc-33 (1/124) (Tabela 6).
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Tabela 6. Klebsiella pneumoniae carreadoras das variantes blakpcz € blakpc-3s € blakpc-3o
isoladas no Hospital Israelita Albert Einstein
Variante Perfil

blakPC Cepa ST PEGE Paciente  Sitio de isolamento Periodo
KP864 443 69 54 Colonizacéo intestinal Julho/2020
blakpcs KP886 512 44 A 54 Secrecao traqueal Julho/2020
KP914 443 17 36 Secrecao traqueal Outubro/2019
KP378 11 60 10 Colonizacéo intestinal Janeiro/2016
Plaweeso KP391 11 60 10 Abcesso abdominal Janeiro/2016
blakpc.ss  KP738 437 53 A 45 Secrecao traqueal Julho/2020

ST: tipo de sequéncia; PFGE: pulsed-field gel electrophoresis.

As carbapenemases KPC-2 e KPC-3 diferem entre si pela substituicao
dos amino&cidos Histidina pela Tirosina na posi¢cdo 272 da cadeia de aminoacidos
(H272Y).(® Essa alteracdo pode aumentar em nove vezes eficiéncia catalitica da enzima
para degradar a ceftazidima, e mais recentemente foi associada ao aumento da MIC para
ceftazidima/avibactam.®-8) De maneira semelhante, a KPC-33 também tem sido
recentemente associada ao aumento da MIC para ceftazidima/avibactam devido a
alteragdes no Q loop causado pela substituicdo do Asp pela tirosina na posicao 179
(D179Y) em relagdo a KPC-2.(88.246247) 33 a KPC-30, possui uma alteragdo de um
aminoacido arginina por histidina na posi¢céo 6 (R6H) em relacdo a KPC-2. Esta alteracdo
ocorre naregido do peptidio sinal que corresponde ao inicio da proteina e aparentemente
ndo interfere no resultado da MIC ceftazidima/avibactam.(®%8)

Dos 108 isolados carreadores de blakec e sequenciados, 16 (14%)
carreavam blakec em plasmideos semelhantes a pKpQIL (Figura 34) e 75 (70%)
carreavam blakec em plasmideos semelhantes a pKPC_FCF_3SP.
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Dezesseis isolados carreavam o gene blakec em plasmideo semelhantes a pKpQIL, dentre
eles os isolados KP326, KP415, KP568, KP589, KP600, KP72, KP885 e KP901 pertencentes
aos ST16; KP437, KP546, KP594, KP737, KP912 pertencentes ao ST11, KP914 e KP864
(ST443) e KP886 (ST512). KP864 e KP512 correspondem a isolados de colonizacdo e
infeccdo do mesmo paciente. Embora sejam de diferentes STs, estas cepas compartilham o
mesmo plasmideo.

Figura 34. Isolados carreando o gene blakec em plasmideos semelhantes a pKpQIL

Foi identificada uma possivel transferéncia de mecanismos de
resisténcia entre as Klebsiella pneumoniae, onde o mesmo plasmideo carreando blakpc-
3 foi identificado em duas cepas isoladas da colonizacéo intestinal e secrecao traqueal
do mesmo paciente (KP864 e KP886) (Figura 34 e Tabela 6). Embora sejam do mesmo
paciente (paciente 54), resultados de PFGE e MLST demonstraram que sdo cepas
diferentes (ST443 e ST512) que compartiham o mesmo plasmideo, sugerindo uma
transferéncia horizontal de mecanismos de resisténcia (Tabela 6). Isto demonstra que o
corpo, e mais especificamente o intestino, pode ser um ambiente favoravel para a troca
de importantes elementos genéticos entre as bactérias.

As duas variantes de blakec encontradas neste estudo blakrc-s e
blakrc-33 sdo clinicamente importantes, sendo 0s principais mecanismos descritos

atualmente relacionados a resisténcia a Ceftazidima/Avibactam (CZA) em Klebsiella
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pneumoniae.(848587:89.247.248) Egsas  variantes foram encontradas em plasmideos
semelhantes a pKpQIL com Tn440la que podem potencializar a resisténcia aos
carbapenémicos devido a alteracdes na regido a montante do blakpc.

Resultados parciais deste trabalho, ressaltando a prevaléncia de
plasmideos altamente similares a pKpQIL e pKPC_FCF3SP em nosso ambiente, foram

publicados por nosso grupo.(1®
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4 DISCUSSAO

A resisténcia bacteriana é um grande problema de saude publica
mundial devido a falta de op¢des para tratrar infec¢des provocadas por bactérias MDR.
Neste estudo nos identificamos que Klebsiella pneumoniae € uma das principais
enterobactérias que contribuiram para o aumento das taxas de ERC no HIAE. Além da
resisténcia aos carbapenémicos, estes isolados apresentaram altas taxas de resisténcia
a antimicrobianos de outras classes, como cefalosporinas de 3° geragao (ceftazidima e
cefepima), aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e fluoroquinolonas
(ciprofloxacina), tornando esses isolados MDR, o0s quais sdo caracterizados por
apresentarem resisténcia a pelo menos um antimicrobiano em trés classes diferentes.(©%)
A maior parte dos isolados identificados fenotipicamente como resistentes aos
antibioticos carreavam fatores genéticos associados a resisténcia: ogxAB, qnr e
mutacbes em gyrA e parC (resisténcia a quinolonas), aac(6’)lb (resisténcia a
aminoglicosideos) e ESBL OXA, TEM e SHV (resisténcia a cefalosporinas de 3°
geracao). A resisténcia aos carbapenémicos foi correlacionanda a presenca de blakec,
principalmente blakec-2, encontrada em 94% dos isolados. No entanto, também foram
encontrados outros tipos de blakec nos isolados analisados: blakpc-3, blakpc-3s € blakpc-3o.
Em especial, a presenca de blakrc-s € blakrc-3s € preocupante pois séo variantes de KPC
cuja atividade pode levar também a resisténcia a ceftazidima-avibactam, uma
combinacgao recentemente aprovada para uso no Brasil para o tratamento de infeccdes
por bactérias MDR (junho 2018).(84:85.87.89,247,248)

Aproximadamente 14% dos isolados carrevam blakec incluindo blaxpc-
3 € blakpec-33 em plasmideos semelhantes a pKpQIL no transposon Tn4401a, o qual
contém alteracbes na regido a montante do gene blakec que podem potencializar a
resisténcia aos carbapenémicos. Além disso, € importante ressaltar que foram
encontrados neste estudo alguns isolados que, embora sejam considerados suscetiveis
aos carbapenémicos pelo antibiograma, carreavam o gene blakpc. Isto € um problema
uma vez que ao ser reportado que o isolado é susceptivel aos carbapenémicos, o
paciente ndo é submetido a medidas de controle de disseminag&o, como o isolamento e
a precaucdo de contato. Ao lado disso, a terapia com carbapenémicos que podera ser
recomendada para estes pacientes com isolados susceptiveis, podem levar a

expressacao do gene blakrc, tornando ineficaz a terapia escolhida.
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O intestino foi uma importante fonte de Klebsiella pneumoniae neste
estudo, sendo os isolados predominantemente resistentes aos carbapenémicos. Além
disso, a colonizagdo intestinal representou uma importante fonte priméaria para o
desenvolvimento de infec¢des provocadas por KpKPC: em aproximadamente 85% dos
pacientes com infec¢des subsequentes a colonizacao, os isolados de KpKPC presentes
em ambos os episédios apresentavam mesmo perfil PFGE e MLST. Embora estes
isolados carreiem mecanismos de viruléncia que sdo reportados como importantes para
o estabelecimento das infecc¢des, dentre eles o ICEKp, estes podem contribuir mas nao
explicam as infec¢cdes subsequentes a colonizacdo uma vez que também foram
amplamente encontrados nos isolados que nao estavam associados as infeccoes,
sugerindo assim que outros fatores podem estar envolvidos no progresso de colonizacao
para infeccao. A extensdo da colonizagéo por ERC por sua vez, vem sendo considerada
um importante fator de risco para o desenvolvimento de infecgGes.(?2222.225) Em
concordancia, nos identificamos que as infec¢des subsequentes a colonizacéo estavam
associadas a altas cargas de ERC e bactérias produtoras de blaxkec. Identificamos ainda
que a estadia na UTI e unidade semi-Intensiva foram considerados fatores de risco para
o desenvolvimento das infec¢des por KpKPC.

No Brasil, Klebsiella pneumoniae é um enterobactéria de grande
importancia clinica por apresentar altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos e
também por ser uma fonte primaria de disseminagdo de importantes mecanismos de
resisténcia como KPC.®12 A KPC degrada os carbapenémicos que sdo antimicrobianos
de ultima escolha para o tratamento de infec¢des por bactérias MDR, e apresenta um
grande potencial de disseminacdo principalmente por estar presente em elementos
genéticos méveis, como plasmideos.126:249) Atualmente, a KpKPC é epidémica no Brasil
e esta associada a diversos surtos de infec¢cdes hospitalares.(51:250.251)

O aumento constante da resisténcia aos carbapenémicos em
Klebsiella pneumoniae no HIAE foi observada principalmente a partir de 2010, quatro
anos depois do primeiro relato de blakrc no Brasil.®® Uma panoramica semelhante foi
observada em outros centros de saude em S&o Paulo, onde a resisténcia aos
carbapenémicos passou de 6,8% em 2011 para 35,5% em 2015, sendo o gene blakpc
identificado em 96,2% dos isolados.(?50:252) Esse aumento de KpRC no HIAE e em outros
centros de Sao Paulo seguem o mesmo cenario observado em outros paises a partir de
2010, correlacionando o aumento da resisténcia a disseminacao de genes de resisténcia

adquiridos, sendo que em 2019 e 2020 os numeros de genes de resisténcia adquiridos
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aumentaram significativamente no mundo, semelhante ao encontrado também para ERC
no HIAE em 2019 e 2020.®

Nos periodos onde foi observado maior incidéncia de ERC no HIAE
foi indentificado um predominio de isolados esporadicos de KpKPC, enquanto que nas
infeccbes subsequentes a colonizacdo foram identificados principalmente isolados
endémicos. N&o foi observado o predominio de um ST de KpKPC nos periodos de maior
incidéncia de ERC e nas infec¢des subsequentes, em ambos os episédios quais estavam
envolvidas cepas de KpKPC prevalentes em cada periodo: 2011-2015 (ST437) e 2016-
2021 (ST11).

Embora o ST437 tenha sido frequentemente reportado em diversos
estados brasileiros, incluindo S&o Paulo, Rio de Janeiro, Distrito Federal, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Sul, no nosso estudo e em
um outro estudo realizado recentemente em 11 hospitais do Distrito Federal foi
observado que cepas de Klebsiella pneumoniae ST11 tem se tornando cada vez mais
prevalente, principalmente a partir de 2014.(207.208.253) |nteressantemente, cepas ST11
também se tornaram a populacdo predominante de Klebsiella pneumoniae em um
hospital localizado na Espanha, onde foi observada a substituicdo de Klebsiella
pneumoniae ST405 por ST11 a partir de 2014.?5% Essa alteracdo na populagdo de
KpKPC pode estar relacionada a mudancas na pressao seletiva no ambiente para as
quais as cepas ST11 estariam mais adaptadas. De fato, todos os isolados do ST11
apresentam tipos capsulares diferentes (KL64 e KL15) do encontrado para o ST437
(KL36), e também a maioria dos isolados do ST11 encontrados recentemente no HIAE
carreiam o locus ybt, principalmente entre as cepas endémicas. Estes fatores podem
estar relacionado com a melhor adaptacdo do ST11 e também com a endemicidade
dessas cepas no hospital. O ST11 de Klebsiella pneumoniae é considerado uma
linhagem patogénica evolutivamente bem sucedida e uma das grandes preocupacdes
em relacdo a este ST esta relacionada ao grande arsenal de viruléncia e resisténcia que
esta linhagem carreia ao mesmo tempo, deferentes de outras linhagens que carreiam
principamente um ou outro arsenal, principalmente.® E também é considerada um
problema global devido a sua ampla disseminacdo principalmente na Europa e na
China.®®

A colonizacéo intestinal por KpKPC ja € bem descrita como uma
importante fonte de disseminacao de bactérias resistentes no ambiente hospitalar.(?17-219)

Estima-se que 20% dos pacientes colonizados por KpKPC sejam responsaveis por 80%
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da contaminacdo ambiental e transmissdo KpKPC no ambiente hospitalar.???
Atualmente, a colonizacao intestinal por ERC tem sido considerada também um fator de
risco para o desenvolvimento de infecgdes.(?7:39.222223) Ag bases para esta progressédo da
colonizagéo para a infeccdo nao estdo esclarecidas, mas sao reportados na literatura
alguns fatores de viruléncia que contribuem para o estabelecimentos de infeccbes por
Klebsiella pneumoniae, dentre eles ICEKp e manBC.®152) O siderdforo Ybt é codificado
pelos genes fyuA, irpl e irp2 e o locus Ybt, e juntamente com o T4SS formam as ilhas
de patogenicidade denominadas ICE.7® Em Klebsiella pneumoniae, esse conjunto de
genes é denominado ICEKp. O ICEKp tem um papel importante na captacao de ferro de
proteinas do hospedeiro, fundamental para o metabolismo e crescimento bacteriano,
sendo geralmente encontrado em linhagens Hv de Klebsiella pneumoniae causadoras
de infeccdo, muitas vezes associado a proteina genotoxica Clb.(18%) Além disso, os ICEKp
podem ser transferidos para outras bactérias por transferéncia horizontal devido a
presenca do T4SS, o qual é responsavel pela mobilizacdo de DNA.(17.185 No HIAE, foi
observado que as cepas de Klebsiella pneumoniae ganharam ou perderam ICEKp ao
longo do tempo, mas a maioria das cepas isoladas recentemente carreavam este
importante mecanismo de viruléncia. Isto demonstra que o0s isolados que estdo
circulando no hospital atualmente carreiam, concomitantemente, importantes
mecanismos de viruléncia (ICEKp) e resisténcia (blakpc). Mas, surpreendentemente, ybt
foi encontrado principalmente em cepas ST11 e em uma frequéncia semelhante nas
cepas envolvidas ou ndo com as infeccdes, e ybt associado com clb foi encontrado em
maior frequéncia nos isolados ndo envolvidos com as infeccdes.

Também, foram encontradas cepas que apresentavam alteracdes em
genes reguladores da sintese capsular (manBC). Essas alteracdes estavam presentes
em 49% das cepas do ST11 e 91% das cepas do ST16, das quais 29 e 60% das cepas
estavam envolvidas com as infecc¢des, respectivamente. Alteragcdes nestes genes estao
relacionadas com o aumento da expressao de genes da CPS levando a producéo de
uma hipercapsula que contribui para a colonizagéo intestinal, e faz com que os isolados
sejam eliminados em grandes quantidades nas fezes conferindo o fenotipo de
superdisperssor ao hospedeiro.®? Nas cepas do ST16, além de estarem relacionados
com mais da metade das infeccbes, a presenca deste mecanismo de viruléncia
associado a superdispersédo dessa linhagem no ambiente hospitalar podera contribuir
para a endemicidade de um ST de alto risco relacionado com altas taxas de mortalidade

(95%).29 No entanto, aproximadamente metade das cepas que néo carreavam ICEKp e
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alteracbes em manBC, também estavam envolvidos com infec¢cdes. Ao contrario do
esperado, os isolados envolvidos com as infeccbes também ndo apresentaram um
namero maior de genes relacionados com a viruléncia em comparacdo com os isolados
presentes somente na colonizacdo, em concordancia com o reportado recentemente.?4
Neste sentido, tanto o tipo mecanismo de viruléncia quanto o nimero de genes presentes
nao explicam as infeccbes subsequentes a coloniza¢cdo uma vez que 0s mecanismos de
viruléncia foram encontrados em maior ou igual frequéncia nos isolados que n&o estavam
envolvidos com as infecgdes.

A colonizacdo intestinal por Klebsiella pneumoniae tem sido
relacionada ao desenvolvimento de infeccbes de dificil tratamento. Recentemente foi
reportado que pacientes com fatores de risco semelhantes apresentaram diferentes
cargas intestinais de Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos e carreadora
de blaoxa-4s (KpOXA), e aqueles que desenvolveram infec¢des por KpOXA carreavam
alta carga intestinal de KpOXA detectadas antes da infeccdo.?”) Ao lado disso, a
colonizacéo por patégenos como KpKPC, geralmente esta associada ao consumo de
antimicrobianos de amplo espectro e permanéncia prolongada no ambiente
hospitalar.?>® Em concodancia, nossos resultados demonstram que pacientes que
desenvolveram infec¢cdes apresentaram altas cargas intestinais de ERC e bacKPC,
guando comparados com aqueles que nao desenvolveram infec¢cdo, demonstrando que
a densidade da colonizagcao representa um importante papel no desenvolvimento das
infecgdes. (259

A permanéncia na UTIl e na unidade Semi-intensiva também foi
considerada um fator de risco para o desenvolvimento das infec¢des, como ja descrito
na literatura.(?7.257.258) A permanéncia prolongada no hospital e o0 consumo de antibiéticos
de amplo espectro séo os principais fatores de risco clinicos relacionados a colonizacao
intestinal por KpKPC, uma vez que o paciente torna-se mais suscetivel & colonizacéo por
bactérias nosocomiais devido ao rompimento da homeostase intestinal do
hospedeiro.(?7:257.258) Esta disbiose provocada pelo consumo de antibidticos pode
ocasionar uma reducéo na diversidade de espécies da microbiota do hospedeiro que
previnem o crescimento de enterobactérias patogénicas.(?7:255.259.260) por exemplo,
pacientes com altas cargas intestinais de bactérias carreadoras de OXA-48
apresentaram uma reducdo significativa da diversidade bacteriana intestinal,
observando-se o predominio da familia Enterobacteriaceae, enquanto que em pacientes

com baixas cargas intestinais de bactérias carreadoras de OXA-48, a familia
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Enterobacteriaceae representou uma pequena fracdo e a microbiota era representada
por uma maior diversidade de familias bacterianas.?”

Um estudo in vivo demonstrou que o aumento da colonizacao
intestinal por Klebsiella pneumoniae desencadeou a colite devido ao aumento de
potentes citocinas pro inflamatoérias como COX-2, IL-6, IL-1B & TNF-a e a ativacéo da via
de NF-kB, além dos altos niveis de peroxidagdo de lipideos.(??6-228) Também, foi
observada uma diminuicdo na expressao de proteinas relacionadas a junc¢do celular
(tight-junction) como claudinas-1, jun¢des de oclusédo-1 e ocludinas, permitindo assim
gue Klebsiella pneumoniae invadisse facilmente a mucosa. Além disso, o LPS presente
na bactéria pode levar a inducéo da producéo de 6xido nitrico e COX-2 que lesionam o
tecido do hospedeiro. A presenca de Klebsiella pneumoniae no intestino tem sido
relacionada a diversas doencas inflamatérias intestinais como colite ulcerativa, doenca
de Crohn e canceres colorretal.(183226.261.262) A [iteratura atual sugere portanto que a
disbiose da microbiota intestinal com predominancia de uma populacdo de Klebsiella
pneumoniae pode levar a inflamacé&o e gerar danos permanentes na mucosa, 0 que pode
facilitar a translocacdo de Klebsiella pneumoniae do intestino para outros sitios do
corpo.(227:263.264) De fato, observou-se que a administracdo de bactérias produtoras de
acido latico, como Lactobacillus johnsonii, reduziram a expressdo de marcadores
inflamatérios e a peroxidacdo lipidica e aumentaram a expressdo das proteinas
relacionadas a juncdo celular, diminuindo a permeabilidade do intestino e assim
demonstrando um efeito protetor na mucosa intestinal.(?27:229) O Lactotiol &€ um prebidtico
gue diminui o pH intestinal e favorece o crescimento da microbiota acidofilica, o que leva
a inibicdo do crescimento de enterobactérias patogénicas.?%® Lactotiol associado com
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum foi uma combinacéo promissora para
descolonizacao intestinal de pacientes colonizados por enterobactérias produtoras de
OXA-48.(230)

Atualmente, a recolonizacado intestinal através da administracdo de
probioticos e prebidticos tém surgido com uma alternativa aos antibiéticos para a
descolonizacdo intestinal de pacientes com Klebsiella pneumoniae carreadoras de
carbapenemase.(?39231) Sendo assim, técnicas voltadas para a quantificacdo da carga
intestinal de ERC tém surgido como métodos promissores para apontar riscos de
infecgbes posteriores a colonizagdo ou para avaliar a eficacia de um tratamento de
recolonizacio intestinal.?”.239) O uso de probiéticos em pacientes colonizados por ERC

€ atualmente uma das estratégias mencionadas nas diretrizes do EUCAST e pode ser
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mais explorada em grupos selecionados de pacientes hospitalizados para reduzir a carga
intestinal de bactérias patogénicas.®

Com as limitadas opcbes para tratar infeccbes provocadas por
bactérias MDR, dentre elas KpKPC, identificar o risco de infec¢Bes e intervir para que
elas ndo ocorram tém sido reconhecida como uma nova abordagem terapéutica.® A
combinacdo da genbmica comparativa e vigilancia epidemiolégica molecular permite
caracterizar e rastrear as cepas de alto risco, além de permitir identificar reservatorios e
vias de transmissdo. Além disso, sendo a densidade da colonizacdo intestinal um
importante fator de risco para infecgcdes, compreender os mecanismos moleculares
envolvidos com a extensdo da colonizacao intestinal e com a transicdo colonizacao-
infeccdo pode lancar bases para novas abordagens terapéuticas. A implementacéao de
novas estratégias de controle de infeccao hospitalar com foco na colonizagéo intestinal
podem contribuir para um melhor prognéstico e novas praticas de cuidado ao paciente.

Dentre as limitacdes deste trabalho ressaltamos que a classificacao
dos isolados como agentes infecciosos foi baseada na presenca destes isolados em
sitios considerados estéreis ou extra-intestinais, devido a falta de informacdes
disponiveis sobre sintomas que caracterizassem uma infeccdo. Também, a selecdo dos
isolados para analises moleculares foi limitada a isolados disponiveis conforme
protocolos de selecao de isolados para banco de cepas do laboratério clinico do HIAE.
Desta forma, a amostra disponivel para este estudo correspondeu a 27,5% (176/651)
das KpKPC isoladas na UTI e Semi-UTI do HIAE, e alguns periodos importantes, como
agosto a outubro de 2014, onde foram observados aumentos de ERC acima da média

institucional, ndo foram representados.
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5 CONCLUSOES

1. Os isolados endémicos identificados neste estudo pertenciam
principalmente ao ST437 e os isolados esporadicos pertenciam principalmente ao ST11.
No entanto, foi observado uma mudanca na populacédo de KpKPC ao longo do tempo e,
atualmente, cepas do ST11 sdo mais prevalentes dentre os isolados endémicos e
esporadicos no Hospital Israelita Albert Einstein;

2. A resisténcia aos carbapenémicos pode estar relacionada
principalmente a presenca de blakrc nos isolados estudados, em especial blakpc-2. A
resisténcia a outras classes de antibioticos pode estar relacionada a determinantes
genéticos especificos encontrados nos isolados através do sequenciamento de
genomas: beta-lactamases de espectro estendido para Cefalosporinas, genes ogxAB e
gnr e mutacdes em gyrA e parC para Ciprofloxacina e o gene aac(6’)lb para
Aminoglicosideos;

3. Embora tenham sido identificados, por meio do sequenciamento de
genomas, genes de importancia reconhecida na viruléncia de Klebsiella pneumoniae,
como ybt, estes foram encontrados em frequéncia similar nos isolados de colonizagéo e
dentre nos isolados associados a episédios de infeccdo subsequente a colonizacao.
Conclui-se portanto que a presenca destes genes, por si sO, ndo é capaz de explicar a
transicéo de colonizacao para infeccao na populacéo estudada;

4. O aumento da carga intestinal de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos e bactérias carreadoras de blakec foram significativamente associados

com o desenvolvimento de infec¢cdes subsequentes a colonizacdo neste estudo.
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Abstract

Introduction: Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae infections are difficult to
treat. The spread of multidrug-resistant and hypervirulent strains cause an impact on
mortality rates. Intestinal colonization by Carbapenem-Resistant Enterobacteria
contributes to the spread of these bacteria in the environment as well as to the
development of infections. So far, mechanisms involved in the progression of colonization
to infections are not well understood. Purpose: To evaluate the association between
virulence and resistance with the endemicity of Klebsiella pneumoniae carrying Klebsiella
pneumoniae carbapenemase and, along with the density of intestinal colonization by
Carbapenem-Resistant Enterobacteria, to evaluate the association of these factors with
the risk for the development of infections subsequent to colonization. Methods: Klebsiella
pneumoniae carbapenemase-carrying and carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae
isolated from patients admitted to a tertiary hospital in Sao Paulo between 2011 and 2021
were evaluated. The identification of the endemic population was performed by Pulsed
Field Gel Electrophoresis and Multilocus Sequence Typing, and the evaluation of
virulence, resistance, capsular type and plasmid mechanisms was performed through
genome analysis. The colonization density by ERC and by Klebsiella pneumoniae
carbapenemase-carrying bacteria was evaluated using microbiological and molecular
guantification methods, respectively. Results: The infection isolates showed high rates
of resistance to cephalosporins, fluoroquinolones and aminoglycosides, as well as to
carried genetic determinants related to resistance to these classes of antibiotics. Endemic
isolates were generally involved in the episodes of infections subsequent to colonization
when compared with sporadic isolates. Although important virulence mechanisms such
as ICEKp and manBC were found, they alone did not explain the progression from
colonization to infection. In contrast, the increase in the relative intestinal load of
Carbapenem-Resistant Enterobacteria and/or Klebsiella pneumoniae carbapenemase-
producing bacteria were significantly associated with the development of subsequent
infections in the set of patients evaluated. Conclusions: The endemic population of
Klebsiella pneumoniae carbapenemase-carrying Klebsiella pneumoniae, as determined
by pulsed field gel electrophoresis and multilocus sequence typing profiles, were
multidrug-resistant and they were often found in episodes of infections subsequent to

intestinal colonization compared with sporadic isolates. The density of intestinal



colonization played an important role in the development of infections. Given the difficulty
in treating infections caused by multidrug-resistant bacteria to regonize the bacterial
population circulating in an environment, identify and interrupt its transmission routes, as
well as to act on intestinal colonization as an attempt to reduce the density of colonization
by Klebsiella pneumoniae carbapenemase-carrying Klebsiella pneumoniae may be

important approaches to prevent the development of difficult-to-treat infections.

Keywords: Bacterial load; Klebsiella pneumoniae; Beta-lactamases; Whole genome

sequencing



Apéndice 1. Lista dos 176 isolados de Klebsiella pneumoniae carreadoras de blakrc avaliadas neste estudo

Apéndices

ID Paciente Data ST Espécime clinica FG (PFGE) End_Esp CAZ CEF AMI GEN CIP IMI  MER
KP866 41 Ago-20 - Swab retal 1 0 R R S S R R R
KpP88g* 41 Ago-20 11 Secrecdao traqueal 1A 0 R R S S R R R
KP880 42 Nov-20 - Swab retal 2 0 R R
KP890* 42 Nov-20 11 Secrecdao traqueal 2A 0 R R
KP873 43 Out-20 - Swab retal 0 R R R R R R R
KP889* 43 Out-20 11 Sangue 3 0 R R S S R R R
KP896 123 Dez-20 11 Swab retal 3A 0 R R
KP903 98 Jul-18 11 Swab retal 4 0 R R
KP801 102 Ago-20 11 Swab retal 5 0 R R S S R R R
KP904 99 Nov-18 11 Swab retal 6 0 S S R R R R R
KP497* 96 Jul-14 15 Swab retal 7 0 R R R R R R R
KP738 45 Jul-20 437 Swab retal 8 0 R R
KP865 44 Jul-20 - Swab retal 9 0 S S R R R R R
KP887* 44 Jul-20 437 Secrecao traqueal 9 0 R R S S R R R
KP376 97 Mar-15 11 Swab retal 10 0 R R R R R R R
KP728 104 Ago-20 437 Swab retal 11 0 S S R R R R R
KP737 103 Jul-20 11 Swab retal 11A 0 R R
KP378 10 Jan-16 11 Swab retal 12 0 R R
KP391* 10 Jan-16 11 Abcesso abdominal 12A 0 R R
KP148 20 Fev-12 - Swab retal 13 1 R R
KP149* 20 Fev-12 437 Secrecdo traqueal 13 1 R R R R R R R
KP886* 54 Jul-20 512 Secrecao traqueal 13A 1 R R R S R R R
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KP508
KP882
KP288
KP289*
KP387*
KP601*
KP602
KP609
KP377
KP380
KP884
KP458
KP478
KP588
KP382
KP594
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KP590
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KP872*
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KP576
KP606
KP529
KP577
KP578
KP579
KP607
KP605
KP440
KP540
KP447
KP545
KP179
KP180*
KP564*
KP569
KP439
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KP123
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7
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KP580 95 Jul-15 15 Swab retal 77 0 R R
KP868 105 Set-20 13 Swab retal 78 0 R R
KP210* 1 Jul-13 340 Secrecao traqueal 79 0 R R
KP211 1 Jul-13 - Secrecdo traqueal 79 0 R R S S R R R
KP610* 47 Fev-14 11 Secrecao traqueal 80 0 R R
KP899 106 Jan-21 11 Swab retal 81 0 R R
KP604* 48 Mar-13 15 Liguido ascitico 82 0 R R
KP897 124 Dez-20 323 Swab retal 83 0 R R
KP140* 49 Jul-14 - Urina 84 0 R R
KP373 48 Mar-13 11 Swab retal 85 0 R R R R R R R
KP552 28 Jun-14 - Swab retal 86 0 R R
KP567* 28 Jun-14 15 Secrecdao traqueal 86A 0 R R R R R R R
KP553 27 Fev-16 - Swab retal 87 0 R R
KP78* 27 Fev-16 11 Urina 87 0 R R R R R R R
KP414 31 Ago-16 - Swab retal 88 0 R R R R R R R
KP592* 31 Ago-16 11 Urina 88 0 R R
KP494 29 Ago-17 - Swab retal 89 0 R R R R R R R
KP522 30 Ago-17 - Swab retal 89 0 R R S S R R R
KP531* 30 Ago-17 11 Secrecéao traqueal 89 0 R R
KP530* 29 Ago-17 11 Urina 89A 0 R R

ID: identificacdo do isolado; ST: sequence type; FG: filogrupo classificado de acordo com o padrdo de PFGE; End_Esp: classificacdo dos
isolados como Endémicos (0) ou Esporadicos (1) CZ: Ceftazidima; CF: Cefepime; AM: Amicacina; GE: Gentamicina; ClI : Ciprofloxacina; IM:
Imipenem; ME: Meropenem; R: Resistente; S: Sensivel. Periodos de maior incidéncia de ERC no HIAE destacados em roxo; isolados
endémicos destacados em vermelho; Col/Inf: cepas relacionadas com a infeccdo. Ambas as cepas de colonizacéo e infecgcdo do mesmo
paciente estdo descritas na tabela e podem ser identificadas pela identificagdo do paciente através nimero; SO col: isolados de pacientes
gue s6 apresentaram a coloniza¢@o sem episodios de infecgdo subsequente.



Apéndice 2. Dados referentes aos genomas dos isolados de Klebsiella pneumoniae

-~ - PFGE Tipo _ Tamanho ]
ID Espécime clinica Data Cluster MLST cPS Ag O Cobertura CG(%) Contigs do Numero de acesso
genoma

KP107 Sangue Outubro-15 42 11 KL64 02 100 57,02 281 5880573 JAMBER000000000
KP121 Sangue Margo-2014 73 437  KL36 04 84 57,3 55 5540427  JAEVGO000000000
KP124 Urina Agosto-2014 31A 437  KL36 04 74,2 57,3 327 5500889 JAMBES000000000
KP149 Secregéo Traqueal Fe‘égrlez"o' 13 437  KL36 04 72 57,26 324 5624184  JAMBET000000000
KP177 Sangue Maio-2013 14 437 KL36 04 83 57,3 79 5588595  JAEVGN000000000
KP180 Urina Agosto-2013 29A 437 KL36 04 57,6 57,26 324 5567753 JAMBEU000000000
KP210 Secrecao Traqueal Julho-2013 79 340 KL15 o4 152 57,1 246 5664817 JAMBEV000000000
KP225 Sangue Outubro-2011 73A 437  KL36 04 64 57,1 81 5777432  JAEVGMO000000000
KP289 Secrecéo Traqueal Junho-2016 17 11 KL15 04 62,7 57,31 251 5545482 JAMBEWO000000000
KP326 Sangue Junho-2016 62 16 KL51 03b 01 57,2 73 5568506  JAEVGL000000000
KP329 Lavado Broncoalveolar Fe‘z’grlego' 54 11 KL64 02 66 57,1 126 5887447  JAEVGK000000000
KP373 Swab retal Marco-2013 85 11 KL64 02 81 57 66 5900023 JAEVGG000000000
KP374 Swab retal Outubro-2013 24 437 KL36 04 84 57,3 78 5604442  JAEVGF000000000
KP375 Swab retal Julho-2014 24 437  KL36 04 65,6 57,25 261 5579926  JAMBEX000000000
KP376 Swab retal Margo-2015 10 11 KL27 unknown 82 56,6 135 6162587 JAEVGE000000000
KP377 Swab retal Julho-2015 19 11 KL64 02 01 56,8 115 5808417 JAEVGD000000000
KP378 Swab retal Janeiro-2016 12 11 KL64 02 87 56,9 62 5872332  JAEVGC000000000
KP379 Swab retal Julho-2016 36B 437  KL36 04 81,2 57,17 242 5629368 JAMBEY000000000
KP380 Swab retal Setzeonigro' 19 11 KL64 02 82 57,8 219 5828327 JAMBEZ000000000
KP381 Swab retal Abril-2017 53 437 KL36 04 78 56,5 128 6095298  JAEVGB000000000
KP382 Swab retal Julho-2017 20A 11 KL64 02 94 56,9 97 5877886  JAEVGA000000000
KP384 Sangue Margo-2014 36 437 KL36 04 66 57,3 76 5569047  JAEVGJ000000000
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5195646

5420545

5752267
5429382
5908951

5578216
12242806
5566847

5530635
5809729

JAMBHUO000000000

JAMBHVY000000000

JAMBHWO000000000

JAMBHX000000000

JAMBHY000000000

JAMBHZ000000000
JAMBIA000000000
JAMBIB000000000
JAMBIC000000000
JAMBID000000000

JAMBIEO0O0000000

JAMBIFO00000000

JAMBIG000000000

JAMBIH000000000

JAMBII000000000

JAMBIJO00000000
JACBORO000000000
JAMBIK000000000

JAMBILO00000000
JAMBIM0O00000000
JAMBINOOOOO0000

JAMBIO000000000
JAMBIP000000000

continua...



...continuacao

KP908
KP910

KP912
KP914

Lavado Broncoalveolar

Sangue

Secrecao Traqueal

Secrecao Traqueal

Maio-2018

Dezembro-
2018
Novembro-
2019

Outubro-2019

32
41

44
74

437
11

11
443

KL36
KL15

KL15
KL146

04
04

04
o1

86,7
107
55,8
163

57,03
57,17

57,43
56,95

215
232

217
151

5803666
5522262

5460450
5601279

JAMBIQO000000000
JAMBIR000000000

JAMBIS000000000
JAMBIT000000000




