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RESUMO

O uso excessivo de antimicrobianos [-lactamicos em pacientes hospitalizados
favoreceu o surgimento e evolucdo genética de cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes
aos carbapenémicos, sendo essa resisténcia mais relacionada com a producdo de enzimas e
mediada por plasmideos conjugativos. Portanto, o0 objetivo desse estudo foi investigar a
ocorréncia de genes para carbapenemases, grupos de incompatibilidade plasmidial (Incs) e a
relacdo clonal de isolados clinicos de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos
provenientes de colonizacdo e infeccdo em pacientes de um hospital publico de Recife-PE
entre 2017 e 2018, como também analisar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
desses isolados bacterianos. Foram analisados 27 isolados de K. pneumoniae resistentes a um
ou mais carbapenémicos, onde 12 eram provenientes de infec¢do (sangue e urina), 14 foram
isolados provenientes de colonizagdo (swab retal) e uma amostra de dreno cavitario. Os
isolados foram submetidos a pesquisa de genes de resisténcia aos carbapenémicos (blakpc,
blaces, blanowm, blaviv € blaywpe), pesquisa de grupos de incompatibilidade plasmidial (FIB, Q,
AIC, L/IM, N, HI2 e HI1B) por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e confirmacao atraves
do sequenciamento de amplicons. Foi realizada a ERIC-PCR para avaliar a relagéo clonal dos
isolados. Os antimicrobianos que apresentaram melhor atividade contra os isolados de K.
pneumoniae foram amicacina e colistina. Os genes blakpc € blanpm foram detectados,
respectivamente, em 24 (88,8%) e 16 (59,2%) dos isolados de K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos e 13 (48,1%) foram simultaneamente positivos para esses dois genes, tanto
em isolados provenientes de infec¢do quanto de colonizagdo. Nao houve detecgdo dos genes
blages, blayim € blajwp. Foram detectados cinco grupos de incompatibilidade plasmidial:
IncFIB (92,6%), IncQ (88,8%), IncA/C (14,8%), IncHI1B (11,1%) e IncL/M (7,4%),
mostrando a grande variabilidade plasmidial desses isolados. Foram encontrados, entre os
isolados de K. pneumoniae, doze perfis genéticos distintos, e constatou-se que houve
disseminacdo clonal dos isolados em diferentes setores do hospital de estudo. Podemos
concluir que o acumulo de determinantes de resisténcia e a variabilidade de Incs plasmidiais
detectados nos isolados de K. pneumoniae provenientes de colonizagéo e infeccgdo, juntamente
com a disseminagdo clonal, demonstram a capacidade desses isolados de apresentar e

disseminar diferentes genes de resisténcia através de plasmideos.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae. Antibidticos. Plasmideos.



ABSTRACT

The use excessive of B-lactam antibiotics in hospitalized patients favored the
emergence and genetic evolution of strains of Klebsiella pneumoniae resistant to
carbapenems, being this resistance more related to the production of enzymes and mediated
by conjugative plasmids. Therefore, the objective of this study was to investigate the
occurrence of genes for carbapenemases, plasmid incompatibility groups (Incs), and the
clonal relationship of clinical isolates of carbapenem-resistant K. pneumoniae from
colonization and infection in patients from a public hospital in Recife- PE between 2017 and
2018, as well as to analyze the antimicrobial susceptibility profile of these bacterial isolates.
Twenty-seven isolates of K. pneumoniae resistant to one or more carbapenems were analyzed,
12 of which were from infection (blood and urine), 14 were isolated from colonization (rectal
swab) and a cavitary drain sample. The isolates were submitted to the search of carbapenem
resistance genes (blakpc, blaces, blanpm, blayiv and blap), search for plasmid
incompatibility groups (FIB, Q, A/ C, L / M, N, HI2 and HI1B) by Polymerase Chain
Reaction (PCR) and confirmation through amplicon sequencing. ERIC-PCR was performed
to evaluate the clonal relationship of the isolates. The antimicrobials that showed the best
activity against the isolates of K. pneumoniae were amikacin and colistin. The blakpc and
blanom genes were detected in 24 (88.8%) and 16 (59.2%) of the carbapenem resistant
isolates of K. pneumoniae, respectively, and 13 (48.1%) were simultaneously positive for
these two genes , both in infection and colonization isolates. There was no detection of the
blages, blay;v and bla;vp genes. Five groups of plasmid incompatibility were detected: IncFIB
(92.6%), IncQ (88.8%), IncA / C (14.8%), IncHI1B (11.1%) and IncL /), showing the great
plasmidial variability of these isolates. Twelve distinct genetic profiles were found among K.
pneumoniae isolates and it was found that there was clonal dissemination of the isolates in
different sectors of the study hospital. We conclude that the accumulation of resistance
determinants and the variability of plasmid Incs detected in K. pneumoniae isolates from
colonization and infection, together with clonal dissemination, demonstrate the ability of these

isolates to present and disseminate different resistance genes through plasmids.

Keywords: Klebsiella pneumoniae. Antibiotics. Plasmid.
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1 INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae se destaca clinicamente por estar envolvida em uma variedade
de InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAs), causando infec¢des do trato urinario,
respiratorio, de feridas, como também septicemia (KUNTAMAN et al., 2018; SANTERRE et
al., 2018; HONNEGOWDA et al.,, 2018). O uso excessivo e indiscriminado de
antimicrobianos beta-lactamicos, culminou no surgimento de cepas resistentes aos
carbapenémicos, sendo essa resisténcia mais relacionada a produgdo de beta-lactamases por
essas bactérias e que sdo mediadas principalmente por plasmideos conjugativos (ROZALES
etal., 2014; SCAVUZZI et al., 2017; NODARI et al., 2017).

A resisténcia aos carbapenémicos é um problema de salde publica em todo o mundo,
inclusive no Brasil. De acordo com o Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade em
Servigos de Saude n° 14, publicado em dezembro de 2016 pela ANVISA, das 22.499
notificacdes de identificacdes de microrganismos causadores de infec¢do primaria de corrente
sanguinea em UTI adulto, a espécie K. pneumoniae foi a mais frequente com 3.805 (16,9%)
dos casos (ANVISA, 2016).

A Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), esta mais associada a amostras de K.
pneumoniae e tem sido o principal determinante de resisténcia aos carbapenémicos
(TAVARES et al., 2015). Estas enzimas tornaram-se endémicas em todo o mundo, inclusive
no Brasil, sendo frequentemente detectada em isolados de K. pneumoniae provenientes de
hospitais de Recife-PE (CABRAL et al.,, 2012; MELO et al., 2014; TUON et al., 2015;
SCAVUZZI et al., 2017). O gene blakpc estd frequentemente localizado no transposon
Tn4401 (EILERTSON et al., 2019), que tem sido encontrado em uma variedade de
plasmideos transferiveis (PEREIRA el al., 2013; CERQUEIRA et al., 2017; ANDRADE et
al., 2011; DALMOLIN et al., 2018; ), o que garante a sua dispersdo ndo so entre as espécies
de Klebsiella, mas entre outros géneros de bactérias gram-negativas (BELDER et al., 2018).
O gene blakpc também pode se encontrar localizado em elementos ndo-Tn4401 (NTEkpc)
(CHEN et al., 2014). Estudo recente de Cerdeira et al. (2019), detectou o gene blakpc inserido
no NTEkpc-11d em plasmideo IncQ1 no Brasil.

Além da enzima KPC, a resisténcia aos carbapenémicos pode ser devido a producédo
de outras enzimas, como as metalo-beta-lactamases (sendo os tipos IMP, VIM e NDM as
mais frequentes), e as serino carbapenemases (incluindo como mais comuns as do tipo KPC e
GES) (CABRAL et al., 2017; BARBERINO et al., 2018; PERDERSEN et al., 2018). E apesar
de serem detectadas em menor propor¢do do que KPC, ja existem relatos dessas outras


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Honnegowda%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30240126
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carbapenemases em enterobactérias em varios paises (DROPA et al., 2010; FIROOZEH et al.,
2016; LOHR et al., 2017).

Entretanto, sdo necessarios estudos que investiguem a ocorréncia desses genes para
carbapenemases em isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes de hospitais de Recife-
PE, considerando que o0s carbapenémicos, como outros beta-lactdmicos, sdo 0s principais
antimicrobianos para o tratamento de IRAs causadas por essas bactérias.

E importante destacar que um dos principais fatores que favorece a infec¢do por K.
pneumoniae, € a colonizacdo intestinal, pois portadores colonizados podem servir como um
importante reservatorio para a disseminacdo de bactérias no hospital, e também de
mecanismos de resisténcia, uma vez que podem abrigar genes de resisténcia e disseminar
através de plasmideos conjugativos, juntamente com transposons (TENOVER, 2006; BORER
et al, 2012; ZHAO et al. 2014). Adicionalmente o processo de tipagem é importante
epidemiologicamente, principalmente no reconhecimento de surtos de infecgGes e na detecgédo
da disseminacdo da resisténcia bacteriana, portanto, se faz necessario a utilizacdo de técnicas
de tipagem molecular para se determinar a relacdo clonal entre as enterobactérias envolvidas
em infeccBes e colonizando pacientes, como por exemplo, as técnicas de PFGE, MLST e
ERIC-PCR, sendo essa ultima uma das mais utilizadas, pois por ser baseada na Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) é répida e de facil execucdo.

No Brasil, Andrade et al. (2011), identificaram a propagacao de blakpc-; inseridos nos
plasmideos IncFIl, IncN e IncL/M de K. pneumoniae em hospitais nos estados de Séo Paulo,
Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul. Adicionalmente, Pereira et al (2013), estudando a
epidemiologia de 39 K. pneumoniae produtoras de KPC em 12 estados brasileiros, sendo
quatro isoladas de Recife-PE, ndo conseguiram determinar o tipo de Inc responséavel pela
propagacdo do KPC em K. pneumoniae proveniente de Recife-PE, podendo o nimero de
isolados analisados ser uma limitacdo do estudo. Conhecendo a variabilidade genética dessa
espécie bacteriana (CABRAL et al.,, 2012; MELO et al., 2014; CABRAL et al., 2015;
MARGATE et al.,, 2015; SCAVUZZI et al., 2016; CABRAL et al., 2017) e devido a
importancia epidemioldgica no rastreio desses plasmideos que albergam e disseminam genes
de resisténcia, sdo necessarios estudos que caracterizem o0s grupos de incompatibilidade

plasmidial em um maior niumero de isolados clinicos provenientes de Recife-PE.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Klebsiella spp.

O género Klebsiella foi descrito primeiramente pelo microbiologista aleméao
Edwin Klebs no final do século XIX (KONEMAN et al., 2008). Klebsiella spp. sdo bacilos
gram-negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, podem ser encontrados no solo, na
agua e em vegetais e sdo constituintes da microbiota intestinal da maioria dos animais,
incluindo 0 homem (TORTORA et al., 2012). Comumente, colonizam o trato gastrintestinal,
respiratorio e geniturindrio dos seres humanos, sendo também encontradas na superficie
mucosa de outros mamiferos (KONEMAN et al., 2008).

Espécies do género Klebsiella estdo emergindo como importantes patdgenos
causadores de Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), principalmente
infeccbes envolvendo o trato urinario, trato respiratorio baixo, pele e tecidos moles, feridas,
sistema nervoso central e septicemia (LEE et al., 2010). S&o considerados microrganismos
oportunistas que acometem individuos imunossuprimidos, pacientes internados ndo s6 em
areas de alto risco, mas também em &reas de menor risco, como as clinicas e asilos
(PATERSON e BONOMO, 2005; KONEMAN et al., 2008; VELASCO et al., 2009;
SHRESTHA et al., 2019).

Entre as espécies reconhecidas como membros desse género, K. pneumoniae € a mais
frequente associada a doencas humanas. Na América Latina, foi o terceiro patégeno mais
prevalente isolado do trato respiratorio de pacientes hospitalizados com pneumonia (MARRA
et al., 2011). No Brasil, em infecces de pele e tecidos moles foi a quarta (10,4%) espécie
mais isolada, enquanto que em infeccdes da corrente sanguinea essa bactéria foi encontrada
em 12,3% dos casos (GALES et.al., 2012; ANVISA, 2014). No Canada e Estados Unidos,
esta entre os principais patdgenos que causam bacteremias (MARRA et al., 2011). De acordo
com o Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade em Servigos de Salde n° 14, publicado
em dezembro de 2016 pela ANVISA, das 22.499 notificacdes de identificacdes de
microrganismos causadores de infeccdo primaria de corrente sanguinea em UTI adulto, a
espécie K. pneumoniae foi a mais frequente com 3.805 (16,9%) dos casos (ANVISA, 2016).

Klebsiella pneumoniae possui algumas propriedades bioquimicas que proporcionam
sua identificacdo, sendo, por exemplo, a reacdo de oxidase, indol, ornitina negativa, prova da

lisina positiva, fermentacao da glicose, lactose e sacarose, utilizagcdo do citrato e hidrélise da
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uréia positivas. Por ser fermentador de lactose, em meios de isolamentos diferenciais, como
agar MacConkey e Eosina Azul de Metileno (EMB) (Figura 1), K. pneumoniae produzem
colbnias grandes, de cor rosa, brilhantes, quase sempre de aspecto mucoide em decorréncia da
presenca de capsula, constituida por polissacarideos que confere viruléncia a esses
microrganismos in vivo (TRABULSI et al., 2008). Testes bioquimicos para producéo de indol
a partir do triptéfano pode ser utilizado para diferenciar as espécies K. pneumoniae (indol
negativa) e K. oxytoca (indol positiva), ambas as espécies imoveis (KONEMAN et al., 2008).

A espécie K. pneumoniae possui uma grande capacidade na aquisicdo de plasmideos
de multirresisténcia, através da conjugacdo bacteriana, fazendo com que esses isolados
apresentem resisténcia a Varias classes de antimicrobianos dificultando na escolha da
antibioticoterapia adequada (TRABULSI et al., 2008).

O uso excessivo de antimicrobianos B-lactdmicos em pacientes acometidos por K.
pneumoniae, culminou no surgimento de cepas resistentes aos carbapenémicos como
imipenem, meropenem e ertapenem, sendo essa resisténcia bacteriana mais relacionada a
producdo de enzimas como KPC, GES, NDM, VIM e IMP (ZHAO et al., 2010; AIRES et al.,
2013; DALMOLIN et al., 2017;YAMASAKI et al., 2017).

A colonizacao intestinal por enterobactérias € um dos principais fatores que favorecem
a infeccdo, pois os portadores colonizados podem servir como um importante reservatério
para a disseminacdo de bactérias resistentes dentro do hospital (TENOVER, 2006; BORER et
al, 2012). ZHAO et al. (2014), investigando a presenca de CRE em amostras fecais em um
hospital chinés, detectaram os genes KPC-2, IMP-4, e KPC-2 co-produzindo NDM-1. Esses
dados apontam a importancia dessa vigilancia de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos provenientes de colonizagdo intestinal, devido a sua capacidade de

disseminacéo de mecanismos de resisténcia por pacientes assintomaticos.
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Figura 1. Isolado de Klebsiella pneumoniae em Agar
MacConkey.

Fonte: http://en.academic.ru/dic.nsf/enwiki/10731639; acesso 15.11.2017

2.2 Antimicrobianos B-lactamicos

Antimicrobianos sdo farmacos que tém acdo sobre microrganismos e que
podem ter origem natural quando produzidos totalmente por microrganismos ou Ssemi-
sintética quando produzidos parcialmente, como também podem ser totalmente sintetizados
em laboratdrio, neste caso sdo chamados quimioterapicos (RANG et al., 2006). Geralmente
estas drogas apresentam um largo espectro de acdo, ou seja, elas atuam sobre varios tipos de
microrganismos. Os antibidticos sdo agrupados em vérias classes e apresentam diferentes
mecanismos de acdo, atuando principalmente na parede celular ou ribossomos, mas também
podem atuar na membrana citoplasmatica, acidos nucléicos e no metabolismo bacteriano. De
acordo com o mecanismo de acdo, algumas destas drogas ndo sdo seletivas e também atuam
sobre as células humanas, causando efeitos adversos. Os principais grupos de antibidticos
utilizados para enterobactérias sdo: p-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas,
cloranfenicol e quinolénicos (CLSI, 2015).

Os antibioticos B-lactamicos sdo caracterizados pela presenca de um anel B-
lactdmico que é composto de trés atomos de carbono e um de nitrogénio, conferindo acédo
antimicrobiana. Nesse grupo estdo incluidas as penicilinas, as cefalosporinas, 0s
monobactadmicos e carbapenémicos (TORTORA et al., 2012). Sdo comumente utilizados na
terapia clinica para o tratamento de infec¢cBes nosocomiais causadas por bactérias gram-

negativas, como a K. pneumoniae ( THAKURIA et al., 2013). Possuem como mecanismo de
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acdo a inibicdo da sintese da parede celular, ao interagir com as proteinas de ligacdo a
penicilina (PBPs), localizada na membrana celular, inibem a enzima de transpeptidacdo que
forma ligacbes cruzadas das cadeias peptidicas do peptideoglicano (ZEBA, 2005). Este
processo de inativacdo interrompe a constituicdo fisioldgica normal do peptidoglicano da
parede celular e induz a lise e morte da célula bacteriana. Os B-lactdmicos sdo os antibioticos
mais prescritos mundialmente devido a boa atividade, baixa toxicidade e grande variedade dos
compostos disponiveis (THERRIEN; LEVESQUE, 2000).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser desenvolvida de variadas formas, mas no
caso dos B-lactdmicos, as bactérias conseguem evitar os seus efeitos devido a quatro
mecanismos principais: Alteracdo do alvo do antimicrobiano, devido a perda total da
afinidade ou a sua simples reducdo; Reducdo da quantidade de beta-lactamico que consegue
atingir o alvo, por reducdo da sua entrada, devido a alteracdes na permeabilidade (mutagdes
ou perdas de porinas); Expulsdo do antimicrobiano causado pelo bombeamento por um
transportador de efluxo; e Presenca de mecanismos enzimaticos que inativam total ou
parcialmente o beta-lactimico e desenvolvimento de uma via metabodlica alternativa
envolvendo percursores (Figura 2) (FERNANDES et al., 2013; AZEVEDO et al., 2014).

Figura 2 - Imagem ilustrativa das principais resisténcias desenvolvidas pelas
bactérias aos antimicrobianos.

ALTERAGAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE

plasmidq

membrana

bacteriana ’
— . \ genes
g resistd

Fonte:http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web
/modulo3/mecanismos.htm; acesso 22.12.2018
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2.3 Beta-lactamases

Beta-lactamases sdo enzimas bacterianas capazes de degradar o anel -
lactdmico dos antibiGticos beta-lactamicos transformando-os em produtos inativos
(TRABULSI et al., 2008). Séo codificadas principalmente por genes plasmidiais que sdo
encontrados com frequéncia entre as enterobactérias, representando uma séria ameaca a atual
terapia por antibioticos B-lactamicos (JEONG et al., 2004; WOODFORD et al., 2005). Essas
enzimas constituem o principal mecanismo de resisténcia em bactérias gram-negativas,
diminuindo a habilidade dos B-lactdmicos de se ligarem as proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs) na parede celular bacteriana (SANTOS et al.,, 2010). A maior utilizagdo de -
lactamicos no ambiente hospitalar resulta em pressdo seletiva sobre a microbiota, o que
favorece a selecdo de sub-populagdes de micro-organismos com sensibilidade diminuida ou
resistentes a esses antimicrobianos (MENDES et al., 2004a).

Sdo bastante diversificadas, podendo ser categorizadas empregando critérios
distintos, sendo as classificagcbes de Ambler (1980) e Bush, Jacoby e Medeiros (1995) mais
utilizadas. A classificacdo de Ambler baseia-se na estrutura molecular das enzimas e incluem
todas as B-lactamases descritas em quatro classes: A, B, C e D, sendo as classes A, C e D
compostas por enzimas com serina no sitio ativo, e a classe B composta por enzimas com
zinco em seu sitio ativo. Ja a classificagdo de Bush, Jacoby e Medeiros, agruparam as [3-
lactamases correlacionando seus substratos e perfis de inibicdo, em grupos de 1 a 4, com
subdivisdes nos mesmos. A correlacao entre estas duas classificagcdes, molecular e fenotipica,
foi atualizada por Bush e Jacoby (2010). Desse modo, as carbapenemases fazem parte das
classes A, B e D de Ambler (1980) e aos grupos 2df, 2f, 3a e 3b de Bush e Jacoby (2010).

2.3.1 Serina-carbapenemases: KPC E GES

As serina-carbapenemases KPC e GES pertencem a classe molecular A e ao
subgrupo 2f, tendo os carbapenémicos como substrato. Estas enzimas sdao melhores inibidas
pelo tazobactam do que pelo &cido clavulanico. SME, IMI-1 e CNM-1 séo o0s representantes
cromossomicos das enzimas do subgrupo 2f (QUEENAN; BUSH, 2007). Mais preocupante,
no entanto, é o subgrupo 2f mediado por plasmideo, incluindo enzimas KPC e algumas GES.

A enzima KPC foi descrita primeiramente em uma amostra de K. pneumoniae oriunda

da Carolina do Norte em 1996, por meio de um projeto de vigilancia (ICARE- “Intensive
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Care Antimicrobial Resistance Epidemiology”). Essa amostra era resistente a todos os beta-
lactamicos testados, mas na presenca de acido clavulanico observou-se uma reducdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) dos carbapenémicos (imipenem e meropenem)
avaliados. A atividade da enzima foi associada a um plasmideo ndo conjugativo codificada
pelo gene blakec1 (YIGIT et al., 2001). Logo em seguida, houve muitos relatos de uma KPC
variante descoberta na costa leste dos Estados Unidos, sendo denominada KPC-2. Mais tarde,
observou-se que KPC-1 ¢ idéntica a KPC-2 através de sequenciamento, consequentemente, 0
KPC-1 ja ndo é uma designacdo valida. (MIRIAGOU et al., 2003; MOLAND et al., 2003;
YIGIT et al., 2008).

KPC é a carbapenemase mais associada a amostras de K. pneumoniae nas
Américas do Norte e do Sul, mas também existem relatos de K. pneumoniae produtoras de
KPC na Europa, Asia e Africa (VILLEGAS et al., 2006; WEI et al., 2007; WOODFORD et
al., 2008; CUZON et al., 2010; BRINK et al., 2011; MELO et al., 2014; BARANIAK et al.,
2017; CALIA et al., 2017; TADA et al., 2017).

Os genes blakpc estd frequentemente localizado no transposon Tn4401 (EILERTSON
et al., 2019). Este transposon foi identificado em plasmideos de diferentes tamanhos,
sugerindo que o gene também pode se mover pela inser¢do do transposon em plasmideos
diferentes (RODRIGUES et al., 2017). Este perfil de disseminagdo tem limitado as chances de
sucesso terapéutico contra estes microrganismos pan-resistentes (PDR) (resistentes a todos 0s
antimicrobianos testados de acordo com as recomendacgdes do CLSI) (LEAVITT et al., 2007).
O gene blakpc também pode se encontrar localizado em elementos ndo-Tn4401 (NTEkpc)
(CHEN et al., 2014). Cerdeira et al. (2017), no Brasil, detectaram 0 IncX3 no NTEkpc em K.
pneumoniae produtora de KPC-2. Estudo recente de Cerdeira et al. (2019), também no Brasil,
detectou o0 gene blakpc inserido no NTEgpc-11d em plasmideo IncQ1 no Brasil.

As variantes do gene blakpc sdo descritas predominantemente em isolados de K.
pneumoniae, mas também sdo descritas em outras enterobactérias como Citrobacter freundii,
Escherichia coli, Enterobacter spp, Proteus mirabilis e Serratia spp.e também em bactérias
ndo fermentadoras como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii (JACOME et
al., 2012; CABRAL et al., 2015; CARRARA et al., 2015; FIGUEIRAL et al., 2015;
MARGATE et al., 2015; PILATO et al., 2016; DELPHINE et al., 2017; LIANG et al., 2017,
ZHENG et al., 2017; RECHENCHOSKI et al., 2017).

No Brasil, o primeiro relato de cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 foi em
2006, e foram isoladas de quatro pacientes hospitalizados em uma unidade de cuidados

intensivos de um hospital em Recife (MONTEIRO et al., 2009). Em seguida, houve relatos no



24

Rio de Janeiro (PEIRANO et al., 2009) e em Séo Paulo (PAVEZ et al., 2009). Isolados
produtores desta enzima ja sdo descritos nas cinco regides brasileiras, inclusive em Recife-PE,
e apesar de existir vinte e quatro variantes do gene  blakpc
(http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel), apenas o alelo blakpc, foi detectado até o
momento no Brasil (CABRAL et al., 2012; CHANG et al., 2013; CABRAL et al., 2014,
MELO et al., 2014; RIBEIRO et al.; 2016; SCAVUZZI et al., 2017).

Dalmolin et al. (2018), identificaram um isolado clinico de K. pneumoniae que além

de transportar 0 gene blakpc2 em um plasmideo IncFIB, também abrigava o gene mcr-1 em
um plasmideo da familia IncX4 no sul do Brasil. Essas descobertas evidenciam que
os isolados de K. pneumoniae que transportam tanto mcr-1 como blakpc -» podem surgir como
uma séria ameaca a terapia antimicrobiana.

A triagem fenotipica de KPC se da pelo teste de Hodge modificado, conforme
protocolo estabelecido pelo CLSI (2014). Esse teste é considerado positivo quando houver um
alargamento da &rea de crescimento bacteriano na inser¢do com o limite externo do halo de
inibicdo. Porém, podem existir falsos positivos ou amostras com resultados duvidosos, e por
isso € indicado realizar uma metodologia por biologia molecular, que consiste na Reacdo em
Cadeira da Polimerase (PCR) que faz a deteccdo do gene blaxec nas bactérias produtoras de
KPC.

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa tém demonstrado que as espécies K.
pneumoniae, S. marcescens, Enterobacter spp. e P. mirabilis sdo enterobactérias que tém se
destacado como produtoras de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) em IRAS em
Recife-PE, nos ultimos anos (CABRAL et al., 2012; MELO et al., 2014; CABRAL et al.,
2015; MARGATE et al.,2015; SCAVUZZI et al., 2016; SCAVUZZI et al., 2017; CABRAL
et al., 2017). Esses dados ressaltam a necessidade de estudos adicionais sobre a identificacdo
de outros mecanismos genéticos de resisténcia em K. pneumoniae, como também a
compreensdo do surgimento, propagacao e a sua dispersao dessas bactérias.

A carbapenemase do tipo GES codificadas por variantes do gene blages foi
primeiramente descrita em 1998 na Franca, em um plasmideo ndo transferivel de 140 kb, em
uma amostra de K. pneumoniae proveniente de um esfregaco retal de uma menina que havia
sido hospitalizada na Guiana Francesa, dai a origem do nome GES. Essa cepa era resistente a
cefalosporina de espectro estendido antagonizado pela adicdo de &cido clavulanico,
tazobactam ou imipenem (POIREL et al., 1999). Posteriormente, 0 gene blages foi

identificado em isolado clinico de P. aeroginosa, resistente a todas as cefalosporinas e
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aminoglicosideos de espectro estendido, apresentando efeito sinérgico incomum entre
ceftazidima e imipenem (DUBOIS et al., 2002)

Essas enzimas localizam-se como cassetes génicos em integrons, transposons
ou associados a sequencias de insercio hospedado em plasmideos (MARTINEZ-
MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014). Existem 27 variantes do gene blages descritas em
todo o mundo até a presente data (novembro de 2018, acesso:

http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel) e embora raro, as enzimas GES tém sido

identificadas mundialmente, com relatos na Grécia, Franga, Portugal, Africa do Sul, Guiana
Francesa, Brasil, Argentina, Coréia, Japdo e Ird (QUEENAN; BUSH, 2007; DROPA et al.,
2010; FIROOZEH et al., 2016; NODARI et al., 2017; YAMASAKI et al., 2017)

No Brasil, variantes do gene blages sdo relatadas, principalmente, em isolados
de P. aeruginosa recuperados de pacientes internados em hospitais (CASTANHEIRA et al.,
2004b; PELLEGRINO et al., 2006; FONSECA et al., 2007; POLOTTO et al., 2012).
Entretanto, as variantes GES-5 e GES-7 ja foram identificadas em cepas de K. pneumoniae no
estado de S3o Paulo (DROPA et al., 2010; PICAO et al., 2010). Nodari et al (2017),
descreveram a variante GES-5, bem como outras B-lactamases ( blactx-m-2 € blaoxa-2) €
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (aac (3) -lla eaac(6 ) — Ic) em um isolado
clinico de S. marcescens, recuperado de fluido ascitico de uma paciente em um hospital
terciario em Porto Alegre-RS. Contudo, até 0 momento em Recife, ndo existem relatos do

gene blaggs em isolados clinicos de K. pneumoniae.

2.3.2 Metalo-beta-lactamases: NDM, VIM e IMP

As carbapenemases do tipo metalo-beta-lactamases se diferem estruturalmente das
outras P-lactamases pela exigéncia de um ion zinco no sitio ativo, consequentemente séo
inibidas por metais quelantes de ions tais como &cido Etilenodiaminotetracético (EDTA),
acido dipicolinico, 1,10-o-fenantrolina e &cido 2-mercaptopropiénico (2-MPA)
(MARCHIARO et al., 2008).

A enzima NDM foi detectada em 2008, no norte da Europa, em K. pneumoniae
isolada de infeccdo do trato urinario de um paciente de origem indiana, que havia sido
internado em Nova Delhi (YONG et al., 2009). Apesar de o continente indiano possuir altas
taxas de prevaléncia desta enzima, detectadas em enterobactérias como Escherichia coli, K.
pneumoniae, E. cloaceae e também em ndo fermentadores como A. baumannii e P.
aeroginosa (SOLGI et al., 2017; HOSSEINZADEH et al., 2017; LI et al., 2017; RAHMAN et
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al., 2017), variantes do gene blaypm tém sido relatadas esporadicamente em todo o mundo,
como por exemplo, na Europa (LOHR et al., 2017), Asia (ZHAO et al., 2017; ZOU et al.,
2017; LEUNGTONGKAM et al., 2017) e Africa (UWINGABIYE et al., 2017).

O gene blanpm € frequentemente localizado no cromossomo em ndo
fermentadores como Acinetobacter spp., ou em plasmideos conjugativos de diferentes
tamanhos e pertencentes a diferentes grupos de incompatibilidade em entetobactérias,
podendo ser disseminado para outras cepas. Os plasmideos que carregam o gene blanpm
podem abrigar numerosos genes de resisténcia, que conferem inatividade a aminoglicosideos,
macrolideos, sulfa e rifampicina (NORDMANN; POIREL, 2011; AREND, 2014; DORTET
etal., 2014; LEUNGTONGKAM et al., 2017).

Na América Latina, o gene blaypym foi descrito pela primeira vez em 2011
em K. pneumoniae, na Guatemala e Coldombia (PASTERAN et al., 2012; ESCOBAR et al.,
2013). No Brasil, os primeiros relatos de NDM-1 foram descritos em 2013, no Rio Grande do
Sul, em isolados de Providencia rettgeri e E. hormaechei, isoladas do mesmo hospital
(CARVALHO et al., 2013, 2014). Posteriormente, houve outros relatos de Enterobacteriaceae
produtoras de NDM como E. cloacae, Morganella morganii em Porto Alegre (ROZALES et
al., 2014), E. coli e K. pneumoniae no Rio de Janeiro e Brasilia (CARNEIRO, et al., 2014).
Diante desses relatos, a Anvisa passou a langar notas técnicas relatando medidas de prevencéo
e controle de infeccdo por enterobactérias multirresistentes (ANVISA, 2013a; ANVISA
2013b).

Aires et al (2013), no Rio de Janeiro, identificaram a producdo de NDM-1 em
todos os 16 isolados de K. pneumoniae estudados, bem como a presenca de outros genes de
resisténcia incluindo bla kpc-2 , bla tem , bla sy, bla crx-
M, gnrA, gnrB, gnrS, aadA , AADB , AAC (3) -lla, AAC (6 ") — Ib. Nesse mesmo estudo
também foi detectado duas estirpes que transportavam o0s genes blanpwm-1 € bla kpc2 em
plasmideos separados. Esses achados s@o preocupantes, visto que K. pneumoniae, produtor de
KPC-2, j& é endémica no Brasil e a disseminacdo de blaypwm-1 pode ser facilitado quando
associado a estes patdgenos.

Barberino et al. (2018), relataram a presenca de NDM em K. pneumoniae e
Citrobacter freundii, em dois pacientes internados em um hospital publico em Salvador,
Bahia. Sendo esses achados os primeiros casos clinicos de NDM descritos em
Enterobacteriaceae no nordeste do Brasil, ressaltando o risco de propagacdo de genes de

resisténcia entre os isolados clinicos e a necessidade de prevencdo e controle das infeccdes
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causadas por esses microrganismos, cujas opcoes de tratamento estdo cada vez mais limitadas
e associadas a altas taxas de mortalidade.

O primeiro microrganismo relatado como produtor de VIM em um isolado
clinico de P. aeruginosa foi coletado de um paciente no Hospital Universitario de Verona no
Norte da Italia, em seguida nomeada como Verona Imipenemase (LAURETTI et al., 1999).
Sdo conhecidos até 0 momento (janeiro de 2019) 46 variantes do gene blayy, classificados
em ordem numérica de blayu-1 & blayv-46 (https://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel).

O gene blayv ja foi encontrado em diferentes paises espalhados por todo o mundo.
Markovska et al. (2016), relataram o gene blayv.1 € CMY em clones de P. mirabilis na
Bulgaria. J& Martinez et al. (2015), em estudos com Enterobacter cloacae, relataram blaym.1
em isolados de um hospital na Venezuela. No Brasil, Balelo et al. (2017), relata a primeira
cepa de P. aeruginosa extensivamente resistente albergando um plasmideo carreador de
blayim-7.

Outro gene também relacionado as Metallo B-lactamase é o gene blaye. A familia
Imipenema (IMP) foi descrita pela primeira vez em 1994 em uma cepa de S. mascescens
(OSANO et al., 1994) conferindo resisténcia ao antimicrobiano Imipenem. O primeiro relato
de bla;yp em K. pneumoniae no Brasil foi em um paciente diabético e hipertenso no Hospital
Universitario da Universidade de S&o Paulo por Lincopan et al. (2005). Sdo conhecidos 53
variantes deste gene, e classificados em ordem numérica de blayps a blaywpss
(https://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel). Os genes variantes para blayp ja foram
descritos em diferentes espécies de bactérias gram-negativas, incluindo S. mascescens
(OSANO et al., 1994), A. baumannii (SILVA et al., 2002), P. aeruginosa (XIONG et al.,
2006), P. putida (DOCQUIER et al., 2003), E. coli (ZHAO et al., 2012), K. pneumoniae
(ZHAO et al., 2012), Aeromonas caviae (NEUWIRTH et al., 2007) e P. mirabilis (DIXON et
al., 2016).

2.4 Plasmideos

Os plasmideos bacterianos sdo pequenas moléculas circulares de DNA de dupla fita,
presentes em bactérias gram-positivas e gram-negativas que se autorreplicam de maneira
autondma, independente do DNA cromossomico (TORTORA, 2005). Essas estruturas podem
existir em namero variavel dentro da célula bacteriana e tendo funcGes diversas e seletivas.
Podem ser classificados como plasmideos conjugativos, mobilizaveis e ndo conjugativos
(FROST et al., 2005; ANDRADE et al., 2011).
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Os plasmideos conjugativos, codificam um conjunto completo de genes de
transferéncia (MOB + T4SS), com operons génicos tra que codificam o pili sexual (F), além
da presenca das regides oriV e oriT in cis, onde ele mesmo transfere-se para a outra célula
bacteriana (ZAHA, 2003; CARATTOLI, 2009; CUZON et al., 2011). Exemplo: o IncN
(CHAPARRO et al., 2014).

Quanto aos plasmideos mobilizaveis apenas codificam um sistema MOB minimo que
codificam as proteinas de mobilidade (mobA, mobB, mobC) e replicacédo (repA, repB e repC),
e possuem um sitio de origem de transferéncia (oriT) (FRANCES G. et al., 2015). Essas
proteinas ligam-se a essa regido especifica oriT e podem ser transportados “’in trans’’, ou seja,
através de um transposon conjugativo ou de um plasmideo auxiliar conjugativo que transporta
o plasmideo mobilizavel para outra célula bacteriana,

Os plasmideos conjugativos podem ser incompativeis entre eles, impedindo a
coexisténcia de tipos iguais num mesmo hospedeiro. Os plasmideos que sdo incompativeis
pertencem ao mesmo grupo de incompatibilidade (Inc) (SILVA et al.,, 2008). A
incompatibilidade é uma manifestacdo da relacdo entre plasmideos que compartilham
controles de replicacdo comum (BERGER et al., 2013), enquanto que os plasmideos com
diferentes controles de replicacdo sdo compativeis. Neste modo, dois plasmideos pertencentes
ao mesmo grupo Inc ndo podem ser propagados na mesma linha celular (DATTA; HUGHES,
1983; COUTURIER et al., 1988).

Os plasmideos podem ser distinguidos pela diferenca de peso molecular que é
expresso em quilo base (Kb). Esse peso molecular € medido pela diferenca na migracdo por
eletroforese em gel de agarose (DOMENICO et al., 1992), no qual se obtém diferentes perfis
plasmidiais (FEIZABADI et al., 2008). O perfil plasmidial por eletroforese juntamente com
outras técnicas de tipagem, tem sido utilizado para estudar a epidemiologia das infec¢Bes por
enterobactérias (CANTON et al., 2002; HOSSAIN et al., 2004; LOPES et al., 2005;
CHMELNITSKY et al., 2008; MARCHAIM et al., 2008; PETRELLA et al., 2008; CHEN et
al., 2009).

Outra forma de analisar os plasmideos albergados por um isolado bacteriano é através
da Tipagem de replicon baseada em PCR (PBRT) que detecta replicons dos principais grupos
de incompatibilidade (inc/rep) dos plasmideos (CARATTOLLI et al., 2005).

2.4.1 Grupo de incompatibilidade plasmidial
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Devido a variedade dos plasmideos os mesmos eram classificados seguindo critérios
definidos pela espécie ou género da bactéria que eles foram descobertos, bem como a sua
capacidade de conjugacdo. No entanto, esses critérios comecaram a se tornar insatisfatorios,
uma vez que os mesmos plasmideos eram encontrados em diversas espécies bacterianas e
houve um aumento dos plasmideos ndo conjugativos (ZAHA et al., 2003). Portanto, devido a
crescente importancia epidemioldgica no rastreio de plasmideos que albergam genes de
resisténcia, Carattoli et al. (2005), desenvolveram uma técnica de PCR baseado em replicons
(inc/rep PCR) dos principais grupos de incompatibilidade plasmidial entre enterobactérias,
que é definido pela inabilidade de dois plasmideos coexistirem na mesma célula bacteriana
compartilhando o mesmo sitio de origem de replicagéo (ori) (CARATTOLI et al., 2015).

A identificacdo do grupo Inc tem sido frequentemente usada para classificar os
plasmideos. O método tem sido uma ferramenta importante para rastrear os plasmideos que
albergam genes de resisténcia e viruléncia bacteriana e também para acompanhar a evolucao e
disseminacdo de plasmideos emergentes (CARATTOLI et al., 2005). Portanto, grupo Inc s&o
grupos de genes plasmidiais que podem ser tipados através da presenca de sequéncias
conservadas nos plasmideos, como por exemplo, a origem de replicacdo repA, repC, e 0s
genes parA e parB (CARATTOLI et al., 2005).

A especificidade do método foi testada e os resultados indicaram que a deteccdo do
grupo Inc por PCR demonstra alta especificidade e sensibilidade na deteccao de replicons em
plasmideos de referéncia. Estes resultados sugerem que o método é potencialmente aplicavel a
um grande numero de estirpes para rastrear a difusdo de plasmideos de resisténcia a multiplas
drogas em ambientes diferentes. Esta técnica tem sido utilizada por diversos autores para
identificar os grupos de incompatibilidade plasmidial.

Chen et al. (2013), analisando 318 isolados clinicos de K. pneumoniae positivas para
KPC, em hospitais de Nova York e Nova Jersey (EUA), detectaram o plasmideo tipo Incl2
em 46,2% dos isolados. Por outro lado, Tijet et al. (2014) no Canada, em estudo com K.
pneumoniae portadores de KPC-2 e KPC-3 detectaram o IncFIIA como o mais prevalente,
sendo encontrado em 71% dos isolados. Ja Gaibani et al. (2017) relataram
um plasmideo IncL/M de 49,257 pb portador do gene blapxa-sg coletado de uma linhagem
clinica de K. pneumoniae isolada na Italia. Em Pequim, Zhai et al (2016), determinando a
sequencia completa de um plasmideo tipo IncHI2 isolado de uma amostra clinica de K.
pneumoniae, observaram que esse plasmideo transportava multiplos genes de resisténcia a
antibioticos, incluindo catA2, aac (6 ") - Ib, strB, strA, dfrAl19, blatgm.1, blaskv-12, sull, gacE

delta 1, ereA, arr2, e aac3. Por outro lado, Anes et al (2017), na Irlanda, detectaram a
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presenca dos plasmideos IncFIB, InFIA e IncR em 91%, 45% e 45% respectivamente nos
isolados de K. pneumoniae.

Li et al. (2018) na China, detectaram o gene blak uc, que codifica resisténcia a
cefotaxima e é semelhante a outras enzimas da familia blactx.v, inserido em um plasmideo
tipo IncA/C em K. pneumoniae. J& Agel et al. (2018) estudando K. pneumoniae produtoras de
carbapenemases isoladas de amostras clinicas na Jordania, detectaram o gene blanpwm
inseridos em plasmideos IncFIB e IncFll e blapxa inseridos em plasmideos tipo IncL/M.

No Brasil s@o poucos estudos que caracterizam os Incs plasmidiais de K. pneumoniae,
principalmente porque alguns deles determinaram plasmideos néo tipaveis (PEREIRA et al.,
2013). Cuzon et al. (2010), com isolados de diferentes paises como Estados Unidos, Greécia,
Suécia, Coldmbia, Brasil e Israel revelou também a prevaléncia dos Inc L/M, FIl e N, sendo
no Brasil o IncL/M prevalente. Adicionalmente, Andrade et al. (2011) utilizando isolados de
Séo Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, identificaram os Incs FlI, L/M e N. J&
Nicoletti et al (2015) com isolados de S&o Paulo identificaram o IncQ em K. pneumoniae
carreando uma nova classe de carbapenemase BKC-1. Portanto, em Recife-PE, pelo nosso
conhecimento, nenhum estudo conseguiu tipar os Incs plasmidiais de K. pneumoniae.

Estudos anteriores, detectaram o IncQ em diferentes isolados bacterianos como em E.
coli, Salmonella enterica serovar, P. aeruginosa e E. cloacae, no Canada, Reino Unido e
Alemanha, e 0s genes acessorios de resisténcia encontrados foram para resisténcia a
estreptomicina, sulfonamida, tobramicina, canamicina, como também para cefalosporinas
(blacmy-4 cefalosporinase) e a carbapenémicos (blagess) (POIREL et al., 2009; LOFTIE-
EATON et al., 2012; KOTSAKIS et al., 2015). No Brasil, séo escassos estudos que relatem a
presenca do IncQ em isolados de K. pneumoniae (NICOLETTI et al., 2015; CERDEIRA et
al., 2019).

2.5 Tipagem molecular de bactérias

Diferentes metodologias tém sido utilizadas para determinar a disseminacéo clonal de
bactérias no ambiente hospitalar. O processo de tipagem é importante epidemiologicamente
no reconhecimento de surtos de infeccdes, na deteccdo da disseminacdo da resisténcia
bacteriana, na identificacdo de transmissdo cruzada de patdgenos e na determinacdo da fonte
de infeccdo. Em termos epidemioldgicos, os organismos envolvidos em surtos sdo
relacionados clonalmente. Estes organismos sao membros de uma mesma espécie e possuem

fatores de viruléncia, de resisténcia e caracteristicas bioquimicas e genéticas semelhantes. Por
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outro lado, existe diversidade suficiente ao nivel de espécie para que organismos isolados de
diferentes fontes e regides geograficas possam ser diferenciados ou classificados em subtipos
ou linhagens. Estas diferencas entre linhagens da mesma espécie sdo reflexos do acimulo de
mutacgdes aleatdrias ndo letais, incluindo substituicGes de pares de bases, delecdo de genes
individuais, ou mesmo aquisicdo de DNA de outras espécies bacterianas, principalmente pela
transferéncia de plasmideos bacterianos.

Portanto, as técnicas de tipagem molecular sdo importantes para avaliar a dispersédo de
genes de resisténcia entre isolados de mesma espécie ou espécies diferentes; entre pacientes;
entre setores dos hospitais; tracando o perfil clonal circulante na instituicdo, sendo possivel
adotar medidas adequadas de contengdo. Dentre as técnicas para deteccdo da relagdo clonal
podemos citar: analise plasmidial (CHEN et al., 2009), Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(PFGE) (CHMELNITSKY et al., 2008), ribotipagem classica (IVERSEN et al., 2007),
Random-Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (YE et al., 2010), polimorfismo de fragmento
amplificado (AFLP) (IVERSEN et al., 2007), ribotipagem por PCR e tDNA-PCR (LOPES et
al., 2007), MLST (MELETIS et al., 2018) e ERIC-PCR (DUAN et al., 2009).

Dentre estas se destacam o MLST e ERIC-PCR (DUAN et al., 2009). Esta tltima é
uma técnica baseada em PCR, por isso € rapida e de facil execucdo, que tem se mostrado
eficiente para determinar o perfil genético de diferentes espécies de enterobactérias
(HASHEMIZADEH et al., 2018), inclusive em K. pneumoniae provenientes de Recife-PE
(MELO et al., 2014; SCAVUZZI et al., 2017; CABRAL et al., 2017). Por outro lado, 0 MLST
¢ uma tipagem molecular por sequenciamento de mdltiplos loci (MLST) que permite a
possibilidade de analisar a filogenia das amostras testadas delineando a disseminagdo clonal.
As técnicas de tipagem molecular sdo normalmente utilizadas para a compreensdo da
dindmica da disseminacdo de microrganismos patogénicos, porém os resultados sdo restritos
aos laboratdrios onde foram realizados. A técnica MLST permite a comparacao dos resultados

entre diversos laboratérios através do banco de dados mundial (https://pubmlst.org), essa tem

sido uma das técnicas mais consideradas e utilizadas para determinar os clones (ST)
bacterianos mundialmente (DIANCOURT, 2005; PEREIRA et al., 2013; DE SOUZA DA
SILVA etal., 2017; CUNHA et al., 2017; MELETIS et al., 2018).


https://pubmlst.org/
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a ocorréncia de genes para carbapenemases, grupos de incompatibilidade
plasmidial (Incs) e a relagdo clonal de isolados clinicos de K. pneumoniae resistente aos
carbapenémicos provenientes de colonizacédo e de infec¢do de um hospital pablico em Recife-
PE entre 2017 e 2018.

3.2 Especificos

e Analisar a susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de K. pneumoniae;

e Verificar a ocorréncia dos genes para carbapenemases (blaxpc, blages blanpm blaviv e
bla;vp) nos isolados de K. pneumoniaae;

e Determinar os grupos de incompatibilidade plasmidial (IncN, IncA/C, IncL/M,
IncHI2, IncFIB, IncHI1B e IncQ) nos isolados;

e Comparar os isolados de K. pneumoniae provenientes de colonizacdo e infecgdo com
relacdo a presenca dos genes para carbapenemases;

e Determinar a relacdo clonal dos isolados de K pneumoniae.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Isolados bacterianos

Foram analisados 27 isolados de K. pneumoniae resistentes a um ou mais
carbapenémicos, provenientes de dois hospitais de Recife-PE entre agosto de 2017 e marco de
2018. A identificacdo bioquimica e o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foram
realizados inicialmente nos hospitais através do sistema automatizado BD Phoenix™. Em
seguida, no Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina
Tropical-UFPE, os isolados foram submetidos a identificagdo bioquimica convencional (SIM
— Sulfeto, Indol e Motilidade; TSI — Triplice acucar-ferro; Prova do citrato, Prova da uréia;
Prova da lisina e anélise do aspecto da colénia em Agar EMB) (KONEMAN et al., 2008),
para confirmagdo da pureza da cultura bacteriana. Os isolados bacterianos foram conservados
em estoque congelado com glicerol 15% a -70°C e fazem parte da colecdo de culturas
bacterianas do Laboratorio de Bacteriologia e Biologia Molecular (Departamento de Medicina
Tropical, CCS, UFPE). Para as andlises os isolados foram cultivados em Caldo Brain Heart

Infusion (BHI) e plaqueados em Agar Brain Heart Infusion.
4.2 Susceptibilidade antimicrobiana

A concentracgdo inibitoria minima (CIM) para os antimicrobianos: Amicacina (AMI);
Amoxicilina-4cido clavulanico (AMC); Ampicilina (AMP); Cefazolina (CFZ); Cefepime
(CPM); Cefalotina (CFL); Cefotaxima (CTX); Cefoxitina (CFO); Ceftazidima (CAZ);
Ceftriaxona (CRO); Cefuroxima (CRX); Ciprofloxacina (CIP); Colistina (COL); Ertapenem
(ERT); Gentamicina (GEN); Imipenem (IMI); Levofloxacina (LEV); Meropenem (MER);
Piperacilina-tazobactam (PIPT); Trimetoprim-sulfametaxazol (TRIS), foi determinada atraves
do equipamento automatizado BD Phoenix™. E o perfil de susceptibilidade foi interpretado
de acordo com o CLSI (2019).

4.3 Extracdo de DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada através de kit comercial Wizard genomic DNA

purification kit (Promega), e os procedimentos foram de acordo com as instru¢cdes do
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fabricante. Para o procedimento, os isolados de K. pneumoniae foram inicialmente cultivados
em caldo BHI por 24 horas a 37°C.

4.4 Condig0es de PCR para 0s genes blakpc e blages (Serino-carbapenemases)

Os genes de resisténcia blaxpc € blaggs, foram investigados em todos os
isolados de K. pneumoniae pela técnica de PCR, com iniciadores descritos na tabela 2. As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 20ng/pl, 1,0U da enzima Tag DNA polimerase
(Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl, e 10 umol dos iniciadores.
Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo sem DNA (agua Milli-Q
estéril) e um positivo. Como controle positivo para o0 gene blakpc: isolado de K. pneumoniae
K1P (CABRAL et al., 2011) e para o gene blages: P. aeruginosa P119HC (dados néo
publicados). As amplificages do gene blaxpc foram realizadas com ciclos de desnaturacdo
inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95°C
para desnaturacdo, 1 minuto a 63°C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para
extensdo. Apos estes ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72
°C. Para amplificagdo do gene blages foram utilizadas as seguintes condig¢des: 3 min a 93°C
para desnaturacdo inicial; seguido de 40 ciclos de 1 min a 93°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C,

e 7 min a 72°C para extensao final.

4.5 Condigdes de PCR para os genes blanpwm, blayiv € blayye (metalo-beta-lactamases)

A presenca dos genes blanpwm, blaviv e blajwe foram investigados em todos os isolados
utilizando os primers descritos na tabela 2 . As reagdes de amplicacdo foram as mesmas
descritas anteriormente. Em cada partida de amplificagdo foi incluso um controle negativo
sem DNA (dgua Milli-Q estéril) e um positivo. Como controles positivos para o gene blanpm:
isolado de K. pneumoniae K2-R2 (Acesso Genbank: MH818328), para o gene blayy: isolado
de P. aeruginosa VIM-1 (JACOME et al., 2016) e para 0 gene blayp isolado de P.
aeruginosa 48-1997A (JACOME et al., 2016). A amplificacio do gene blaxpwm foi realizada
sob as seguintes condicdes térmicas de ciclagem: 10 min a 94° C para desnaturacdo inicial, 36
ciclos de amplificacdo consistindo em 30s a 94 °C, 40s a 52° C, 50s a 72° C e para a extensao
final 5 min a 72° C. Para 0s genes blayy e blayyp foram ciclos de desnaturacéo inicial a 95°C

por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95°C para
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desnaturacéo, para anelamento dos primers: 1 minuto a 60°C para bla;yp e 1 minuto a 62°C
para blayy e para extensdao, 1 minuto a 68°C. Apos estes ciclos sera realizada uma etapa de

alongamento final de 5 minutos a 68°C.

Tabela 1 — Primers utilizados na PCR e sequenciamento do produto de PCR
para deteccé@o de genes para carbapenemases.

Gene

blakpc

bIaGES

bIaNDM

bla\/||v|

blaywe

Primer Sequéncia (5'- 3) Temp.®  Tamanho do Referéncia

amplicon (pb)

KPC-1a TGTCACTGTATCGCCGTC 63°C 800 Yigit et al. (2001)
KPC-1b CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
GES-F GAAACCAAACGGGAGACGC 60°C 207 Nordmann (2011)
GES-R CTTGACCGACAGAGGCAACT
NDM-Fm TAAAATACCTTGAGCGGGC 52°C 439 Nordmann (2011)
NDM-Rm AAATGGAAACTGGCGACC
VIM-F CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 62°C 600 Dong et al. (2008)
VIM-R AGG TGGGCCATTCAGCCAGA
IMP-F GGAATAGAG TGG CTTAATTCTC 60°C 232 Dong et al. (2008)

IMP-R GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT

(a)Temp, temperatura de anelamento; Todos os nomes dos primer foram descritos de acordo com as

respectivas referéncias F ( Fom, 1a, F), sequéncia forward; R (Rem, 1b, R), sequéncia reverse.

4.6 PCR para identificacdo dos grupos de incompatibilidade plasmidial (Incs)

A identificacdo dos grupos de incompatibilidade plasmidial em todos os
isolados de K. pneumoniae foi realizada pela técnica Replicon Typing, segundo Carattoli et al.
(2005). As reacdes de amplicagcdo foram as mesmas descritas anteriormente. Foram utilizados
os iniciadores Incs N, L/M, A/C, FIB, HI2, HI1B e Q, descritos na tabela 4, por serem o0s
grupos de incompatibilidade plasmidial mais descritos na literatura para K. pneumoniae. Em
cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo sem DNA (dgua Milli-Q estéril)
e um positivo. Como controles positivos para o IncN: isolado de P. mirabilis P2-U
(MEDEIROS et al., 2017), IncL/M e IncA/C: isolado de E. aerogenes EabSA (CABRAL,
2016), IncFIB: isolado de K. pneumoniae K3-A3 (esse estudo), IncHI2: isolado E. cloaceae
Ec2A (CABRAL, 2016), IncHI1B: Isolado de K. pneumoniae K6-U (MEDEIROS et al.,
2017) e IncQ: isolado de Serratia marscences S4-U (MEDEIROS et al., 2017). As condicdes
de ciclagem foram de 5 minutos a 94°C, seguidos de 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a
94°C, 1 minuto de anelamento com a temperatura especifica de cada iniciador utilizado na
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reacdo (tabela 3) e 1 minuto de extensdo a 72°C. A extensé&o final foi realizada por 10 minutos

a uma temperatura de 72°C.

4.7 Eletroforese em gel de agarose

Cinco microlitros dos produtos de PCR acrescidos de 1 microlitro de Blue-
green Loading Dye | (LGC biotecnologia) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,0% em tampdo TBE (Tris-Borato 0,089M e EDTA 0,002M) e voltagem constante de
100V. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb (KASVI). Os géis foram
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotografados em sistema de foto

documentacdo Photocap da Vilber Lourmat.

4.8 ERIC-PCR

Para o método da ERIC-PCR foram utilizados os primers descritos na tabela 4. As
reacoes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 100ng/ul, 1,0U da enzima Tag DNA polimerase
(Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,52 mM de MgCl;, e 0,4 umol dos primers.
Em cada partida de amplificagdo foi incluso um controle negativo (dgua Milli-Q estéril). As
amplificacdes foram realizadas com ciclos de desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 minutos,
seguido de 40 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 92 °C para desnaturacdo, 1 minuto
a 36°C para anelamento do primer e 8 minuto a 72°C para extensdo. Apos estes ciclos foi
realizada uma etapa de alongamento final de 16 minutos a 72 °C (CABRAL et al., 2012). Oito
microlitro dos produtos amplificados acrescidos de dois microlitros de Blue-green Loading
Dye | (LGC biotecnologia) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em
tampdo TBE e voltagem constante de 100V. A andlise dos fragmentos amplificados pela
ERIC-PCR e a construgdo do dendrograma foram feitas utilizando o software DARwin 5.

4.9 Sequenciamento dos amplicons

Isolados representativos de produtos de PCR positivos para os genes de resisténcia e
Incs foram purificados através de Kit comercializavel Wizard Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) e sequenciados pelo método de terminacdo de cadeia de desoxirribonucleotideo

(Sanger et al., 1977), para a confirmagdo dos genes identificados, utilizando-se os primers
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descritos nas tabelas 2 e 3. As sequéncias de nucleotideos foram analisadas pelo programa

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e serdo depositadas no genbank.

Tabela 2 — Primers utilizados na PCR e sequenciamento do produto de PCR
para detecgéo dos Incs plasmidiais e ERIC-PCR nos isolados de K.

pneumoniae.
INC Primer Sequéncia (5'- 3") Temp.® Tamanho do Referéncia
amplicon
(pb)

HI-2 IncHI-2-F GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 64°C 644 Caratolli et al.
IncHI-2-R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT (2005)

L/M IncL/M-F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAG  62°C 758 Caratolli et al.
IncL/M-R CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG (2005)

AlC IncA/C-F GAGAACCAAAGACAAAGACCTGA 62°C 465 Caratolli et al.
IncA/C-R ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT (2005)

N IncN-F GTCTAACGAGCTTACCGAAG 62°C 559 Caratolli et al.
IncN-R GTTTCAACTCTGCCAAGTTC (2005)

HI1B HI1B-Fw CAA AAC GAG AGA TAT TCAACCC 63°C 900 Dorted et al.
HI1B-Rw CTG ATT CTT GAT GAT ACA GGG (2012)

FIB IncFIB-F GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 62°C 702 Caratolli et al.
IncFIB-R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT (2005)

Q Ori-V-F CTCCCGTACTAACTGTCACG 61°C 436
Ori-V-R ATCGACCGAGACAGGCCCTGC
Rep-B-F TCGTGGTCGCGTTCAAGGTACG 64°C 1.160 Smalla et al.
Rep-B-R CTGTAAGTCGATGATCTGGGCGTT (2001)
Ori-T-F TTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGC 63°C 191
Ori-T-R GCCGTTAGGCCAGTTTCTCG

NA ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC 36°C Duan et al.,

ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG (2009)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5 RESULTADOS

5.1 ALTA VARIABILIDADE PLASMIDIAL EM ISOLADOS CLINICOS DE
KLEBSIELLA PNEUMONIAE PORTADORES DE blakpc-2 E blaypm-1 PROVENIENTES DE
INFECCAO E COLONIZACAO EM PACIENTES DE UM HOSPITAL PUBLICO DO
BRASIL.

Resumo

O uso excessivo de antimicrobianos B-lactamicos em pacientes hospitalizados
favoreceu o surgimento e evolucdo genética de cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes
aos carbapenémicos, sendo essa resisténcia mais relacionada com a producdo de enzimas e
mediada por plasmideos conjugativos. Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar a
ocorréncia de genes para carbapenemases, grupos de incompatibilidade plasmidial (Incs) e a
relacdo clonal de isolados clinicos de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos
provenientes de colonizacdo e infeccdo em pacientes de um hospital publico de Recife-PE
entre 2017 e 2018. Foram analisados 27 isolados de K. pneumoniae resistentes a um ou mais
carbapenémicos provenientes de colonizacdo e infecgdo. Os isolados foram submetidos a
pesquisa de genes de resisténcia aos carbapenémicos (blakpc, blages, blanpm, blaviv e blajwe),
pesquisa de grupos de incompatibilidade plasmidial (FIB, Q, A/C, L/M, N, HI2 e HI1B) por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os antimicrobianos que apresentaram melhor
atividade contra os isolados de K. pneumoniae foram amicacina e colistina. Os genes blakpc €
blanpm foram detectados, respectivamente, em 24 (88,8%) e 16 (59,2%) dos isolados de K.
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e 13 (48,1%) foram simultaneamente positivos
para esses dois genes, tanto em isolados provenientes de infeccao quanto de colonizacdo. Néo
houve deteccdo dos genes blaces, blayim e blaype. Foram detectados cinco grupos de
incompatibilidade plasmidial: IncFIB (92,6%), IncQ (88,8%), IncA/C (14,8%), IncHI1B
(11,1%) e IncL/M (7,4%), mostrando a grande variabilidade plasmidial desses isolados.
Podemos concluir que o acimulo de determinantes de resisténcia e a variabilidade de Incs
plasmidiais detectados nos isolados de K. pneumoniae provenientes de colonizagdo e
infeccdo, juntamente com a disseminagao clonal, demonstram a capacidade desses isolados de
apresentar e disseminar diferentes genes de resisténcia através de plasmideos.
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1 INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae se destaca clinicamente por estar envolvida em uma variedade
de Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAs), causando infeccBes do trato urinario,
respiratério, de feridas, como também sepse. (KUNTAMAN et al., 2018; SANTERRE et al.,
2018). E importante destacar que um dos principais fatores que favorece a infeccdo por K.
pneumoniae, € a colonizacdo intestinal, pois portadores colonizados podem servir como um
importante reservatorio para a disseminacdo de bactérias no ambiente hospitalar, e também de
mecanismos de resisténcia, uma vez que podem abrigar genes de resisténcia e disseminar
através de plasmideos conjugativos, juntamente com transposons (TENOVER, 2006; BORER
etal, 2012; ZHAO et al. 2014).

O uso excessivo e indiscriminado de antimicrobianos beta-lactdmicos, culminou no
surgimento de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (SCAVUZZI et al., 2017;
ALVES et al., 2018; 2018; MELGAREJO et al., 2018; NAVA et al., 2018), sendo essa
resisténcia mais relacionada a producdo de beta-lactamases por essas bactérias e que sdo
mediadas principalmente por plasmideos conjugativos (ROZALES et al., 2014; NODARI et
al., 2017; AL BALOUSHI et al., 2018; PASKOVA et al.; 2018).

A Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é uma beta-lactamase que se tornou
endémica em Vvarios paises, sendo frequentemente detectada em isolados de K. pneumoniae
provenientes de hospitais brasileiros (MONTEIRO et al., 2009; CABRAL et al., 2012; MELO
et al., 2014; TUON et al., 2015; SCAVUZZI et al., 2017; CERDEIRA et al., 2019). Além da
enzima KPC, a resisténcia aos carbapenémicos pode ser devido a producéo de outras enzimas,
como as metalo-beta-lactamases (sendo os tipos IMP, VIM e NDM as mais frequentes), e as
serino carbapenemases (incluindo como mais comuns as do tipo KPC e GES) (ZHAO et al.,
2012; CABRAL et al., 2017; BARBERINO et al., 2018; PERDERSEN et al., 2018). E apesar
de serem detectadas em menor propor¢do do que KPC, ja existem relatos dessas outras
carbapenemases em enterobactérias em varios paises (DROPA et al., 2010; FIROOZEH et al.,
2017; LOHR et al., 2017).

O gene blakpc esta frequentemente localizado no transposon Tn4401 (EILERTSON et
al., 2019), que tem sido encontrado em uma variedade de plasmideos transferiveis (PEREIRA
el al.,, 2013; ANDRADE et al., 2011; DALMOLIN et al., 2018; ), o que garante a sua
dispersdo ndo s entre as espécies de Klebsiella, mas entre outros géneros de bactérias gram-
negativas (BELDER et al., 2018). O gene blakpc também pode se encontrar localizado em
elementos ndo-Tn4401 (NTEkec) (CHEN et al., 2014). Estudo recente de Cerdeira et al.

(2019), detectou o gene blakpc inserido no NTEkpc-11d em plasmideo IncQ1 no Brasil.
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Também no Brasil, Andrade et al. (2011), identificaram a presenca de blakpc-» inserido
nos plasmideos IncFIl, IncN e IncL/M de K. pneumoniae em hospitais nos estados de Sao
Paulo e Rio de Janeiro. Adicionalmente, Pereira et al (2013), estudando a epidemiologia de 39
isolados clinicos K. pneumoniae produtoras de KPC em 12 estados brasileiros, sendo
quatro isolados de Recife-PE, ndo conseguiram determinar o tipo de Inc responsavel pela
disseminacdo de KPC em K. pneumoniae proveniente de Recife-PE, Brasil, podendo o
numero de isolados analisados ser uma limitacdo do estudo. Conhecendo a variabilidade
genética dessa espécie bacteriana (DE SOUZA LOPES et al., 2005; MELO et al., 2014;
CABRAL et al., 2015; PEREIRA et al.; 2015; SCAVUZZI et al., 2016; BARBERINO et al.;
2018) e devido a importancia epidemiolégica no rastreio desses plasmideos que albergam e
disseminam genes de resisténcia, sd0 necessarios estudos que caracterizem o0s grupos de
incompatibilidade plasmidial em um maior ndmero de isolados clinicos provenientes de
Recife-PE.

Levando em consideragédo que os primeiros relatos do gene blakpc em K. pneumoniae
no Brasil, foram em hospitais de Recife e que esse gene pode ser facilmente disseminado por
plasmideos conjugativos (MONTEIRO et al., 2009; PEREIRA el al., 2013), esse estudo tem
por objetivo investigar genes de resisténcia aos carbapenémicos (blakpc, blaces, blanpm,
blayim € blaywe), Incs plasmidiais mais relatados em K. pneumoniae (FIB, Q, A/C, L/IM, N,
HI2 e HI1B) e analisar a relagéo clonal de isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes de
Recife-PE, Brasil, entre 2017 e 2018.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolados bacterianos

Vinte e sete isolados de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos,
provenientes de diferentes pacientes e sitios de infec¢do ou de colonizagdo (swab retal), foram
obtidos da demanda espontanea do laboratério de um hospital publico da cidade de Recife-
PE, Brasil, durante os anos de 2017 e 2018. A identificacdo bioquimica dos isolados foi
realizada através do sistema automatizado BD Phoenix™. Os isolados foram mantidos em

estoque congelado a -70°C com glicerol a 15%.

2.1 Susceptibilidade antimicrobiana

A concentracdo inibitoria minima (CIM) para os antimicrobianos: Amicacina (AMI);
Amoxicilina-acido clavulanico (AMC); Ampicilina (AMP); Cefazolina (CFZ); Cefepime
(CPM); Cefalotina (CFL); Cefotaxima (CTX); Cefoxitina (CFO); Ceftazidima (CAZ);
Ceftriaxona (CRO); Cefuroxima (CRX); Ciprofloxacina (CIP); Colistina (COL); Ertapenem
(ERT); Gentamicina (GEN); Imipenem (IMI); Levofloxacina (LEV); Meropenem (MER);
Piperacilina-tazobactam (PIPT); Trimetoprim-sulfametaxazol (TRIS), foi determinada através
do equipamento automatizado VITEK 2 (bioMérieux). E o perfil de susceptibilidade foi

interpretado de acordo com o CLSI (2019).

2.3 Extracdo de DNA, PCR para os genes de resisténcia, Incs Plasmidiais e
sequenciamento de amplicons

O DNA genbmico foi extraido através de kit comercial (Wizard genomic DNA
purification - Promega). A PCR foi realizada para detectar os genes de resisténcia blakpc,
blanpm, blaces, blayim € blayp, usando primers descritos na tabela 2. Para deteccdo dos Incs
plasmidiais, foram utilizados os iniciadores IncA/C, IncL/M, IncN, IncHI2, IncFIB, IncHI1B
e IncQ, descritos na tabela 2, por serem grupos de incompatibilidade plasmidial mais descritos
na literatura para K. pneumoniae. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,0% em tampédo TBE (Tris-Borato 0,089M e EDTA 0,002M) e voltagem
constante de 100 v. Os géis foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e

fotografados pelo sistema de fotodocumentacdo (Photocap, Vilber Lourmat). Amplicons
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positivos representativos, previamente identificados por PCR, foram purificados e submetidos
ao sequenciamento de DNA pelo método de Sanger et al. (1997). As sequéncias de

nucleotideos foram analisadas pelos programas BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e

serdo depositadas no genbank.

2.4 Tipagem molecular

Para avaliar a relacdo clonal dos isolados, foi realizada a ERIC-PCR de acordo com
Duan et al. (2009) e Cabral et al. (2012). O padrdo de bandas foi analisado de acordo com

Tenover et al. 1995 e o software DARWIN 6.0 foi usado para gerar o dendrograma.

Tabela 1 — Primers utilizados na PCR e sequenciamento dos amplicons para deteccao
de genes para carbapenemases, Incs plasmidiais e ERIC-PCR nos isolados
de K. pneumoniae.

Gene Primer Sequéncia (5°- 3°) Tem  Tamanhodo  Referéncia

p.®  amplicon (pb)

blakpc KPC-1a TGTCACTGTATCGCCGTC 63°C 800 Yigit et al.
KPC-1b CTCAGTGCTCTACAGAAAACC (2001)

blages GES-F GAAACCAAACGGGAGACGC 60°C 207 Nordmann
GES-R CTTGACCGACAGAGGCAACT (2011)

blanpm NDM-Fm TAAAATACCTTGAGCGGGC 52°C 439 Nordmann
NDM-Rm AAATGGAAACTGGCGACC (2011)

blaym VIM-F CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 62°C 600 Dong et al.
VIM-R AGG TGGGCCATTCAGCCAGA (2008)

blaup IMP-F GGAATAGAG TGG CTTAATTCTC  60°C 232 Dong et al.
IMP-R GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT (2008)

HI-2 IncHI-2-F  GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC  64°C 644 Caratolli et

IncHI-2-R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT al. (2005)

L/M IncL/IM-F GGATGAAAACTATCAGCATCTGG  62°C 758 Caratolli et

IncL/M-R CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG al. (2005)

AIC IncA/C-F GAGAACCAAAGACAAAGACCTA 62°C 465 Caratolli et

IncA/C-R  ACGACAAACCTGAATTGCCTCCT al. (2005)

N IncN-F GTCTAACGAGCTTACCGAAG 62°C 559 Caratolli et

IncN-R GTTTCAACTCTGCCAAGTTC al. (2005)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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HI1B HI1B-Fw CAA AAC GAG AGATAT 63°C 900 Dorted et al.
HI1B-Rw TCAACCC CTG ATT CTT GAT (2012)
GAT ACA GGG
FIB IncFIB-F  GGAGTTCTGACACACGATTTTCG  62°C 702 Caratolli et
IncFIB-R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT al. (2005)
Q Ori-V-F CTCCCGTACTAACTGTCACG 61°C 436
Ori-V-R ATCGACCGAGACAGGCCCTGC
Rep-B-F TCGTGGTCGCGTTCAAGGTACG 64°C 1.160 Smalla et al.
Rep-B-R  CTGTAAGTCGATGATCTGGGCGT (2001)
Ori-T-F T 63°C 191
Ori-T-R TTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGC
GCCGTTAGGCCAGTTTCTCG
NA ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC  36°C Duan et al.,
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG (2009)

3 RESULTADOS
3.1 Perfil de resisténcia antimicrobiana

Os antimicrobianos que apresentaram melhor atividade contra os isolados de K.
pneumoniae foram amicacina (96,2%) e colistina (88,9%). A maioria dos isolados foram
resistentes aos trés carbapenémicos testados (ertapenem, imipenem e meropenem), com
excecdo do isolado K5-A3 que foi sensivel ao imipenem e intermediério ao meropenem e do

isolado K6-A3 que foi intermediario ao imipenem.

3.2 Genes para beta-lactamases

Os genes blakpc € blaypm foram detectados em 24 (88,8%) e 16 (59,2%) dos isolados
de K. pneumoniae respectivamente (Tabela 1), amplificando os fragmentos esperados de
800pb e 621pb, respectivamente. Os genes blages, blayv e blayp ndo foram detectados em
nenhum dos isolados. As variantes blakpc., € blaypm-1 foram confirmadas por sequenciamento
do produto de PCR de isolados representativos. Os genes blakpc € blaypym foram
simultaneamente positivos em 13 (48,1%) dos isolados analisados.
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3.3 Grupos de Incompatibilidade Plasmidial

Os Incs FIB, Q, A/C, HI1B e L/M foram detectados em 25 (92,6%), 24 (88,8%), 4
(14,8%), 3 (11,1%) e 2 (7,4%) dos isolados de K. pneumoniae respectivamente. Os produtos
de PCR positivos foram sequenciados para confirmacdo do Inc. Os Incs N e HI2 ndo foram
detectados em nenhum dos isolados. Dois isolados (K16-A3 e K20-A3) apresentaram
somente o IncFIB (tabela 1), no entanto, os outros 25 isolados apresentaram mais de um Inc

investigado nesse estudo.

3.4 Tipagem molecular

Foram encontrados entre os 27 isolados de K. pneumoniae analisados, 12 perfis
geneticos (Figura 1 e 2). Onze isolados foram relacionados com 80% de similaridade (perfil
Ela), dentro desse perfil oito isolados foram relacionados com 100% de similaridade (perfil
E1l), onde quatro isolados apresentaram perfil de resisténcia idénticos (presenca do gene
blakec € blanpm) € presenca dos mesmos Incs plasmidiais (Q e FIB). O perfil E2 agrupou trés
isolados que foram diferentes tanto no perfil de resisténcia quanto na presenca dos Incs
plasmidiais. O perfil E4 agrupou dois isolados que apresentaram perfil de resisténcia idéntico
(apenas o0 gene blakpc detectado) e Incs plasmidiais (Q, FIB e HI1B). O perfil E7 agrupou trés
isolados, onde dois isolados foram idénticos tanto no perfil de resisténcia (gene blakpc €
blanpm) quando na presenca de Incs plasmidiais (Q e FIB), um isolado desse perfil apresentou
apenas 0 gene blakpc, porém os mesmos Incs plasmidiais. Os isolados que ndo foram
relacionados clonalmente apresentaram perfil de resisténcia e presenca de Incs plasmidiais

distintos.

3.5 Andlise comparativa da presenca de genes para carbapenemases, Incs e ERIC-PCR,

de acordo com a fonte de isolamento: colonizagéo ou infecgio

Dos 27 isolados de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, 12 eram
provenientes de infeccdo (sangue e urina), 14 foram isolados provenientes de colonizacédo
(swab retal) e 1 isolado foi proveniente de dreno cavitario (tabela 1). A maioria dos isolados
provenientes de infeccdo que apresentavam o gene blaypwm, albergavam também o gene
blakpc, com excessdo do isolado K16-A3 que albergou somente o blaypm. Analisando os
isolados provenientes de colonizacdo, foi observado que seis isolados foram positivos para 0s

genes blakpc € blanpm, Simultaneamente, enquanto sete isolados de infeccdo apresentaram
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concomitantemente esses dois genes. Os Incs FIB, Q, A/C e HI1B foram detectados tanto em
isolados de infeccdo quanto de colonizagdo. O IncL/M foi detectado apenas em dois isolados
provenientes de colonizacdo. Os isolados relacionados clonalmente pela ERIC-PCR foram
provenientes de pacientes diferentes, de setores hospitalares diferentes e provenientes tanto de
colonizacao quanto de infeccéo.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% do produto da ERIC-PCR de isolados
representativos de K. pneumoniae. Linha 1: marcador de peso molecular de 1Kb (promega),
linhas 2-17: isolados de K. pneumoniae.

M K2-A3 K3-A3 KS-A3 K6-A3 K8-A3 K9-A3 KI10-A3 KI11-A3 KI2-A3 KI13-A3 K14-A3 KI5-A3 KI16-A3 K17-A3 KI18-A3 K20-A3 K21-A3

Figura 2. Dendrograma gerado por ERIC-PCR utilizando o software Darwin 6.0,
ilustrando a relacao dos perfis dos 27 isolados de K. pneumoniae resistente aos
carbapenémicos provenientes de Recife-PE, Brasil.
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4 DISCUSSAO

A maioria dos isolados de K. pneumoniae avaliados nesse estudo foram resistentes a
todos os beta-lactamicos testados. Esses dados justificam o alerta publicado pela CDC, desde
2013, mostrando que as enterobactérias produtoras de carbapenemases sao0 uma ameaca
mundial urgente, devido as altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos, necessitando de
acoes urgentes e efetivas para seu controle. No presente estudo, amicacina e colistina foram
os antimicrobianos com melhor atividade contra os isolados analisados. Lorenzoni et al.
(2017) em estudos com enterobactérias resistentes aos carbapenémicos provenientes de um
hospital no Rio Grande do Sul, Brasil, detectaram altas taxas de sensibilidade a colistina e a
amicacina em isolados de K. pneumoniae, sendo o gene blakpc detectado em 80% dos
isolados, corroborando com os dados do presente estudo.

A taxa de serino-carbapenemeses em K. pneumoniae detectada nesse estudo foi de
88,8%, que corresponde a positividade para blakpc, sendo 12 isolados provenientes de
infeccdo e oito provenientes de colonizagdo. Esses dados ressaltam a permanéncia do gene
blakpc em K. pneumoniae, que desde a sua deteccdo em Recife, Brasil, em 2006
(MONTEIRO et al., 2009), continua sendo a principal carbapenemase associada a amostras de
K. pneumoniae resistentes ao carbapenémicos em varios estados brasileiros, inclusive em
Recife-PE (CABRAL et al., 2015; SCAVUZZI et al., 2017; ALVES et al., 2018; DE
OLIVEIRA SANTOS et al., 2018).

Adicionalmente, a presenca do gene blaypm nesse estudo merece destaque, pois é o
primeiro relato de isolados produzindo NDM-1 em Recife-PE. Desde sua deteccdo em 2008
em Nova Delhi, na india (YONG et al., 2009) cepas produtoras de NDM-1 foram relatadas
em muitos paises, inclusive no Brasil (CARVALHO et al., 2013, 2014; ROZALES et al.,
2017; NAVA et al., 2018, MELGAREJO et al., 2018), e geralmente associadas a
disseminacdo intra e inter-hospitalar, juntamente com as relacdes epidemioldgicas
relacionadas a viagens. Barberino et al. (2018), foram os primeiros a relatar o gene blaypm N0
nordeste brasileiro, em isolados clinicos de K. pneumoniae e Citrobacter em dois pacientes
internados em um hospital publico em Salvador, Bahia. Recentemente, Silva et al. (2019),
detectaram o gene blanpm-1 em diferentes espécies (K. pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Citrobacter freundii, Proteus stuartii, P. rettger, P.
mirabilis, Morganella morganii, Acinetobacter bereziniae e A. baumannii oriundas de nove
estados brasileiros, mas ndo incluia o estado de Pernambuco.

A taxa de ocorréncia do gene blanpm nesse estudo, é similar a do gene blakpc. A

concomitancia dos genes blakpc € blanoym merece destaque pelo acimulo desses mecanismos
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genéticos de resisténcia em uma mesma especie bacteriana. No Brasil, o acimulo de
determinantes de resisténcia em K. pneumoniae tem sido citado por outros autores. Nava et al.
(2018), detectaram a positividade simultanea dos genes blanpwm, blakec € blatgm em isolados
clinicos de K. pneumoniae em um hospital universitario em Londrina-PR. A presenca
concomitante de blakpc € blanpym também em isolados de colonizacdo detectada nesse estudo
é preocupante e reforca a necessidade das culturas de vigilancia, uma vez que pacientes
colonizados sdo um importante reservatério para a disseminacdo de mecanismos de
resisténcia dentro do ambiente hospitalar e sdo a principal porta de entrada para o
desenvolvimento de infeccdo. A OMS (2017) ressalta que a prevencdo e controle eficazes de
IRAs é a base da acdo para combater a resisténcia bacteriana, sendo a identificacdo e
isolamento do paciente colonizado umas das principais estratégias. Portanto, identificar
pacientes colonizados com cepas portadoras desses genes e isolar estes pacientes é uma
importante etapa para prevenir a transmissao.

Foi observado no presente estudo que isolados de K. pneumoniae que apesar de serem
relacionados clonalmente pela ERIC-PCR apresentaram diferentes tipos de plasmideos e
diferentes genes de resisténcia. 1sso pode ocorrer porque a ténica de ERIC-PCR amplifica
regides intergénicas repetitivas do cromossomo bacteriano, ndo amplificando necessariamente
regides plasmidiais, onde estéo localizados a maioria dos genes de resisténcia. Foi observada
disseminacéo clonal dos isolados em diferentes setores do hospital de estudo e entre pacientes
colonizados e infectados, esse dado € importante, pois torna visivel o potencial de
disseminacéo da K. pneumoniae no ambiente hospitalar.

A persisténcia dos genes que conferem resisténcia aos carbapenémicos se da pela
disseminacédo clonal dos isolados e principalmente pela dispersdo desses genes por meio de
plasmideos conjugativos ou mobilizaveis. No presente estudo, foi detectado cinco tipos de
Incs que de acordo com a literatura podem ser responsaveis pela disseminacdo de blakpc €
blanpm Nos isolados de K. pneumoniae, pois todos os Incs detectados nesse estudo, ja foram
descritos albergando genes de resisténcia, incluindo blakpc € blanpm (ANDRADE et al., 2011,
PEREIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2015; DALMOLIN et al., 2018; MATSUMURA et
al., 2018; CERDEIRA et al., 2019). Os Incs FIB e Q foram os plasmideos mais detectados no
presente estudo. Este é o primeiro relato do IncFIB em Recife-PE, Brasil. O IncFIB é um
plasmideo conjugativo que ja foi associado a disseminagdo do gene blayyp em E. cloacae no
Japdo (AOKI et al., 2018), como também reportado na Africa em isolados de E. coli
portadores do gene blatem (SANA et al., 2018), e na Europa, responsaveis pela disseminacéo

de b|aND|\/|.1, b|as|-|v.12, b|ac'|'x|\/|-15 e blao)(A.l em K. pneumoniae (PASKOVA et aI., 2018)
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Adicionalmente, o IncFIB ja foi relatado por Ruichao et al. (2016), na China, em uma amostra
de E. coli de origem animal produtora de mcr-1. O gene mcr-1 é disseminado por meio de
plasmideos e confere resisténcia a polimixina, um dos antibidticos considerados como ultimo
recurso para infeccBes contra bactérias gram-negativas resistentes a multiplos farmacos. No
Brasil, apenas Dalmolin et al. (2018), identificaram um isolado clinico de K. pneumoniae
portadora dos genes mcrl, inserido no plasmideo IncX4 e blagpczinserido no
plasmideo IncFIB.

O segundo Inc mais detectado nos isolados de K. pneumoniae foi o IncQ, plasmideo
que vem ganhando destaque em algumas regides do Brasil, albergando genes de resisténcia
aos carbapenémicos. Nicoletti et al. (2015), identificaram o gene blagkc inserido em uma
plasmideo IncQ em K. pneumoniae. Recentemente, Cerdeira et al (2019) no Brasil,
detectaram dois isolados de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos portadores de
blakpc inseridos em plasmideos IncQ. Segundo Smalla et al. (2000), O IncQ é um plasmideo
pequeno que pode variar entre 5.1- 14.2 kb, que pode ser encontrado em diversas células
bacterianas hospedeiras e ndo é conjugativo, mas é mobilizavel e promiscuo, podendo ser
transferido de uma bactéria para outra por plasmideos conjugativos presentes na mesma célula
bacteriana. Tendo em vista a variabilidade plasmidial, inclusive de plasmideos conjugativos,
detectada no presente estudo nos isolados de K. pneumoniae, provavelmente o IncQ pode ser
facilmente disseminado para outras espécies, como também possuir um importante papel na
potencializacdo da disseminacao do gene blakpc no Brasil (Cerdeira et al., 2019)

Os Incs A/C e L/M apesar de serem detectados em um menor ndmero de isolados no
presente estudo, ja foram descritos carreando genes de resisténcia em diferentes espécies de
enterobactérias no Brasil, inclusive em K. pneumoniae (Andrade et al. 2011). Pereira et al.
(2015), no Rio de Janeiro, detectaram a presenca simultanea dos genes blakpc € blanpm em E.
hormaechei, sendo o blaxpm inserido no IncA/C. Entretanto, apenas um estudo investigou
Incs em isolados de K. pneumoniae provenientes de Recife-PE, Brasil, porém os plasmideos
ndo foram tipados, podendo o numero de isolados analisados (apenas trés) ter sido uma
limitacdo do estudo (Pereira et al., 2013).

Outro plasmideo detectado no presente estudo foi o IncHI1B. Pelo nosso
conhecimento, esse é o primeiro relato do IncHI1B no Brasil. Esse plasmideo conjugativo ja
foi relatado em isolados clinicos de E. cloacae, K. pneumoniae, E.
coli e C.freundii portadores do gene blanpm em hospitais dos Estados Unidos da América
(SONNEVEND et al., 2013). Adicionalmente, Al Baloushi et al. (2018), também detectaram

isolados de K. pneumoniae carreando blanpm em IncHI1B na Ardbia. Matsumura et al.
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(2018), realizando experimento de conjugacgéo e transformacdo em isolados provenientes de
programas de vigilancia, identificaram o gene blay;y em plasmideos IncL/M, IncN2, IncHI1B
e IncFIB em K. pneumoniae provenientes da Grécia e Espanha. Esses trabalhos mostram a
capacidade do IncHI1B em albergar genes para carbapenemases em diferentes espécies.
Podemos concluir que o acimulo de determinantes de resisténcia e a variabilidade de
Incs plasmidiais detectados nesse estudo, tanto nos isolados de K. pneumoniae provenientes
de infeccdo quanto de colonizacdo, juntamente com a disseminacdo clonal desses isolados,
demonstram a capacidade dessa espécie em adquirir genes de resisténcia, bem como
dissemina-los com mais facilidade, tendo em vista o arsenal de plasmideos conjugativos e
mobilizaveis que esses isolados apresentaram. Deve-se destacar a importancia da
identificacdo fenotipica e genética precoce de mecanismos de resisténcia em isolados
baterianos ndo somente de infeccdo, mas também e principalmente de colonizacdo, por serem
0 principal fator que favorecem o desenvolvimento de infecgdo nos pacientes

imunodeprimidos hospitalizados
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Tabela 1. Fonte de isolamento primario (colonizagéo, infeccdo e dreno cavitario), concentracdo inibitoria minima (CIM) para ertapenem,
imipenem, meropenem, genes para carbapenemases, Incs plasmidiais e perfil de ERIC-PCR de isolados de K. pneumoniae
provenientes de um hospital de Recife-PE, Brasil.

Isolados Setor Tipo de amostra CIM(ERT) CIM(IMI) CIM(MER) Genes de resisténcia Incs ERIC-PCR
K5-A3 UTI Dreno cavitério >4(R) <=1(S) 2(1) blakpc Q,FIB E7
K6-A3 uco2 Sangue >4(R) 2(1) 4(R) blakpc Q,FIB E2
K8-A3 UTI Urina >4(R) >8(R) >8(R) blakpc blanowm Q,FIB E2
K9-A3 EG Sangue >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB E7
K10-A3 UTI Sangue >4(R) >8(R) >8(R) blakpc Q, FIB, HI1B E4
K11-A3 uco1 Sangue >4(R) 8(R) 4(R) blakpc Q, HI1B E12
K12-A3 UTI Sangue >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB El
K16-A3 Cardiologia Urina >4(R) >8(R) >8(R) blanpm FIB E3
K24-A3 uTI Urina >4(R) >8(R) >8(R) blakpc blayowm Q, FIB, AIC E1
K26-A3 EG Urina >4(R) 8(R) 4(R) blakpc blayowm Q,FIB E11
K27-A3 CcM Urina >4(R) >8(R) >8(R) blakpc blayowm Q,FIB El
K30-A3 uco1 Sangue >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB El
K31-A3 UTI Urina >4(R) >8(R) >8(R) blagec FIB, AIC Ela
K2-A3 Cardiologia Swab retal >4(R) (R) (R) blakpc Q, FIB, LIM E5
K3-A3 uco2 Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB E7
K13-A3 UCO1 Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc Q,FIB, A/IC E10
K14-A3 ucoz2 Swab retal >1(R) >8(R) >32(R) blawpc Q, FIB, HI1B E4
K15-A3 Cardiologia Swab retal >1(R) >8(R) >32(R) blakpc Q,FIB E6
K17-A3 UTI Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q E2
K18-A3 uco1 Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blawpc Q,FIB El
K20-A3 ucol Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blayom FIB El
K21-A3 Cardiologia Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc Q, FIB, A/IC Ela




o1

K29-A3
K32-A3
K34-A3
K36-A3
K37-A3

uco
UTlI
UTI
uco2
UTI

Swab retal
Swab retal
Swab retal
Swab retal

Swab retal

>4(R)
>4(R)
>4(R)
>4(R)
>4(R)

>8(R)
>8(R)
>8(R)
>8(R)
>8(R)

>8(R)
>8(R)
>8(R)
>8(R)
>8(R)

blakpc, blanom

blakpc, blanom
blanpm

blakpc, blanowm

blakpc, blanowm

Q,FIB
Q,FIB
Q,FIB

Q, FIB, LIM
Q,FIB

El
E8
Ela
E9
E1

K, Klebsiella pneumoniae; EG, Emergéncia Geral; CM, Clinica Médica; UTI, Unidade de tratamento intensivo; UCO, Unidade coronariana; CIM, Concentragdo

Inibitéria Minina; ERT, Ertapenem, IMI, Imipenem, MER, Meropenem, R, Resisténte; I, Intermediario; S, Sensivel; +, presenca do gene; -, auséncia do gene; Texto

sombreado: isolados clinicos provenientes de colonizag&o.
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6 CONCLUSOES

Os antimicrobianos de melhor atividade contra os isolados de K. pneumoniae
resistente aos carbapenémicos provenientes de um hospital publico de Recife-PE,

foram amicacina e colistina;

Esse estudo confirma a persisténcia de blakpc em K. pneumoniae em Recife-PE, como
também a emergéncia de blanpm. Adicionalmente, a positividade para ambos 0s genes,
tanto nos isolados provenientes de infeccdo quanto de colonizacdo, mostram o
acumulo de genes de resisténcia aos carbapenémicos, como também a importancia de
culturas de vigilancia no paciente hospitalizado e o isolamento de pacientes

colonizados para prevenir a transmissdo dessa espécie bacteriana e seus genes;

Esse é o primeiro estudo que consegue tipar uma variedade de plasmideos (IncQ,
IncFIB, IncA/C, IncL/M e IncHI1B) em isolados K. pneumoniae provenientes de
Recife-PE, mostrando a alta variabilidade plasmidial desses isolados. Ressaltando que
esses plasmideos estavam presentes tanto em isolados de infeccdo quanto de
colonizagdo, indicando o potencial da transmissdo desses plasmideos entre diferentes

isolados bacterianos.

Foi observada disseminacdo clonal dos isolados em diferentes setores do hospital de
estudo e entre pacientes colonizados e infectados, esse dado mostra a capacidade de
disseminacdo da K. pneumoniae no ambiente hospitalar, sendo necessario o
desenvolvimento de estratégias que possam reduzir a entrada e propagacdo de

enterobactérias resistentes nos hospitais e UTIs.
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6.1 Divulgacao dos dados obtidos

A presenca dos genes blakpc € blanpm detectada por PCR e sequenciamento dos
amplicons nos 27 isolados de K. pneumoniae analisados, bem como a relacdo clonal pela
ERIC-PCR, técnicas ndo realizadas nos hospitais, foram divulgadas periodicamente ao
laboratério de analises clinicas e a CCIH do hospital pablico em estudo, para conhecimento
do perfil molecular dessas bactérias e a adocdo de medidas de prevencdo e controle da

resisténcia bacteriana.
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ABSTRACT

The overuse of B-lactam antimicrobials in hospitalized patients favored the emergence
and genetic evolution of strains of Klebsiella pneumoniae resistant to carbapenems, being this
resistance more related to the production of enzymes and mediated by conjugative plasmids.
Therefore, the objective of this study was to investigate the occurrence of genes for
carbapenemases, plasmid incompatibility groups (Incs), and the clonal relationship of clinical
isolates of carbapenem-resistant K. pneumoniae from colonization and infection in patients
from a public hospital in Recife- PE between 2017 and 2018. We analyzed 27 isolates of K.
pneumoniae resistant to one or more carbapenems from colonization and infection. The
isolates were submitted to the search of carbapenem resistance genes (blakpc, blaces, blanpwm,
blavim and blaywp), search for plasmid incompatibility groups (FIB, Q, A/ C, L/ M, N, HI2
and HI1B) by Polymerase Chain Reaction (PCR). The antimicrobials that showed the best
activity against the isolates of K. pneumoniae were amikacin and colistin. The blakpc and
blanpm genes were detected in 24 (88.8%) and 16 (59.2%) of the carbapenem resistant
isolates of K. pneumoniae, respectively, and 13 (48.1%) were simultaneously positive for
these two genes , both in infection and colonization isolates. There was no detection of the
blaces, blayim and blayvp genes. Five groups of plasmid incompatibility were detected: IncFIB
(92.6%), IncQ (88.8%), IncA / C (14.8%), IncHI1B (11.1%) and IncL /), showing the great
plasmidial variability of these isolates. We conclude that the accumulation of resistance
determinants and the variability of plasmid Incs detected in K. pneumoniae isolates from
colonization and infection, together with clonal dissemination, demonstrate the ability of these
isolates to present and disseminate different resistance genes through plasmids.

Keywords: Klebsiella pneumoniae. Antibiotics. Plasmids.

INTRODUCTION

Klebsiella pneumoniae is clinically prominent because it is involved in a variety of
Health Care Related Infections (IRAs), causing infections of the urinary tract, respiratory
tract, wounds, as well as sepsis. (KUNTAMAN et al., 2018; SANTERRE et al., 2018). It is

important to emphasize that one of the main factors favoring K. pneumoniae infection is
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intestinal colonization, since colonized carriers may serve as an important reservoir for the
dissemination of bacteria in the hospital environment, as well as mechanisms of resistance,
since can harbor resistance genes and disseminate through conjugative plasmids, along with
transposons (TENOVER, 2006; BORER et al, 2012; ZHAO et al., 2014). In addition, the use
of antimicrobial agents in the treatment of acute myocardial infarction, particularly in patients
with acute myocardial infarction, , and this resistance is more related to the production of
beta-lactamases by these bacteria and that are mediated mainly by conjugative plasmids
(Rozales et al., 2014; NODARI et al., 2017; ALBALOUSHI et al., 2018, PASKOVA et al. ;
2018).

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) is a beta-lactamase that has become
endemic in several countries and is frequently detected in isolates of K. pneumoniae from
Brazilian hospitals (MONTEIRO et al., 2009; CABRAL et al., 2012; (1998) found that the
effect of the enzyme activity on the enzyme activity of the enzyme was similar to that of other
enzymes. In addition to the KPC enzyme, resistance to carbapenems may be due to the
production of other enzymes, such as metallo-beta-lactamases (IMP, VIM and NDM being
the most frequent), and serine carbapenemases (including as common (Kersted et al., 2008),
and the results obtained in this study are presented in Fig. Although they are detected to a
lesser extent than KPC, there are reports of these other carbapenemases in enterobacteria in
several countries (DROPA et al., 2010, FIROOZEH et al., 2017, LOHR et al., 2017).

The blakpc gene is often located on transposon Tn4401 (EILERTSON et al.,
2019), which has been found in a variety of transferable plasmids (PEREIRA et al., 2013;
ANDRADE et al., 2011; DALMOLIN et al., 2018; ), which ensures its dispersion not only
among Klebsiella species, but among other genera of gram-negative bacteria (Belder et al.,
2018). The blakpc gene may also be located in non-Tn4401 (NTEKPC) elements (CHEN et
al., 2014). A recent study by Cerdeira et al. (2019), detected the blakpc gene inserted in
NTEKPC-1Id in plasmid IncQ1 in Brazil.

Also in Brazil, Andrade et al. (2011), identified the presence of blakpc inserted in the
Incumi, IncN and IncL / M plasmids of K. pneumoniae in hospitals in the states of Sdo Paulo
and Rio de Janeiro. In addition, Pereira et al. (2013), studying the epidemiology of 39 KPC-
producing K. pneumoniae clinical isolates from 12 Brazilian states, four of which were
isolated from Recife-PE, were unable to determine the type of Inc responsible for the
dissemination of KPC in K. pneumoniae from Recife-PE, Brazil, and the number of isolates
analyzed could be a limitation of the study. In order to determine the genetic variability of this

bacterial species, it is necessary to evaluate the genetic variability of this bacterial species
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(Silva et al., 2005) and Melo et al. 2018), and due to the epidemiological importance in the
screening of these plasmids harboring and disseminating resistance genes, studies
characterizing the groups of plasmidial incompatibility in a larger number of clinical isolates
from Recife-PE are necessary.

In the present study, it was observed that the first reports of the blakpc gene in K.
pneumoniae in Brazil were in hospitals in Recife and that this gene can be easily disseminated
by conjugative plasmids (Monteiro et al., 2009; Pereira et al., 2009). (blakpc, blaces, blanpwm,
blavim and blaywpe), plasmid Incs most reported in K. pneumoniae (FIB, Q, A/ C, L/ M, N,
HI2 and HI1B), and to investigate genes of resistance to carbapenems to analyze the clonal
relationship of clinical isolates of K. pneumoniae from Recife-PE, Brazil, between 2017 and
2018.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates

Twenty-seven carbapenem resistant isolates of K. pneumoniae from different patients
and sites of infection or colonization (rectal swab) were obtained from the spontaneous
demand of the laboratory of a public hospital in the city of Recife, Brazil, during the 2017 and
2018. The biochemical identification of the isolates was performed using the automated BD

PhoenixTM system. The isolates were kept in frozen stock at -70 ° C with 15% glycerol.

Antimicrobial susceptibility

The minimum inhibitory concentration (MIC) for antimicrobials: Amikacin (AMI);
Amoxicillin-clavulanic acid (AMC); Ampicillin (AMP); Cefazolin (CFZ); Cefepime (CPM);
Cephalothin (CFL); Cefotaxime (CTX); Cefoxitin (CFO); Ceftazidime (CAZ); Ceftriaxone
(CRO); Cefuroxime (CRX); Ciprofloxacin (CIP); Colistin (COL); Ertapenem (ERT);
Gentamicin (GEN); Imipenem (IMI); Levofloxacin (LEV); Meropenem (MER); Piperacillin-

tazobactam (PIPT); Trimethoprim-sulfamethoxazole (TRIS), was determined using automated
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equipment VITEK 2 (bioMérieux). And the susceptibility profile was interpreted according to
the CLSI (2019).

DNA extraction, PCR for resistance genes, Plasmid Incs and amplicon

sequencing

The genomic DNA was extracted through a commercial kit (Wizard genomic DNA
purification - Promega). PCR was performed to detect the resistance genes blakpc, blanpm,
blaces, blaviv and blajwe, using primers described in table 2. IncAl, Inc / IncN, , IncHI1B and
IncQ, described in Table 2, since they are more commonly described groups of plasmidial
incompatibility in the literature for K. pneumoniae. PCR products were subjected to 1.0%
agarose gel electrophoresis in TBE buffer (0.089M Tris-Borate and 0.002M EDTA) and
constant voltage of 100 v. The gels were visualized in ultraviolet light transilluminator and
photographed by the photodocumentation system (Photocap, Vilber Lourmat). Representative
positive amplicons, previously identified by PCR, were purified and subjected to DNA
sequencing by the method of Sanger et al. (1997). The nucleotide sequences were analyzed by

the BLAST programs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and will be deposited in the genbank.

Molecular typing

To evaluate the clonal relationship of the isolates, ERIC-PCR was performed
according to Duan et al. (2009) and Cabral et al. (2012). The bands pattern was analyzed
according to Tenover et al. 1995 and DARWIN 6.0 software was used to generate the

dendrogram.
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Table 1. Primers used in PCR and sequencing of amplicons for the detection of genes

for carbapenemases, plasmid Incs and ERIC-PCR in the isolates of K. pneumoniae.

Gene

blakec

blages

blaNDM

bIaV|M

blajve

HI-2

L/M

AIC

HI1B

FIB

NA

Primer

KPC-1a
KPC-1b
GES-F
GES-R
NDM-F
NDM-R
VIM-F
VIM-R
IMP-F
IMP-R
IncHI-2-F
IncHI-2-R
IncL/M-F
IncL/M-R

IncA/C-F
IncA/C-R
IncN-F
IncN-R
HI1B-F
HI1B-R
IncFIB-F
IncFIB-R
Ori-V-F
Ori-V-R
Rep-B-F
Rep-B-R
Ori-T-F
Ori-T-R
ERIC-1
ERIC-2

Sequéncia (5™~ 3)

TGTCACTGTATCGCCGTC
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
GAAACCAAACGGGAGACGC
CTTGACCGACAGAGGCAACT
TAAAATACCTTGAGCGGGC
AAATGGAAACTGGCGACC
CAGATTGCCGATGGTGTTTGG
AGG TGGGCCATTCAGCCAGA
GGAATAGAG TGG CTTAATTCTC
GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT
GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
GGATGAAAACTATCAGCATCTGG
CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
GAGAACCAAAGACAAAGACCTA
ACGACAAACCTGAATTGCCTCCT
GTCTAACGAGCTTACCGAAG
GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
CAA AAC GAG AGA TAT TCAACCC
CTG ATT CTT GAT GAT ACA GGG
GGAGTTCTGACACACGATTTTCG
CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
CTCCCGTACTAACTGTCACG
ATCGACCGAGACAGGCCCTGC
TCGTGGTCGCGTTCAAGGTACG
CTGTAAGTCGATGATCTGGGCGTT
TTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGC
GCCGTTAGGCCAGTTTCTCG
ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

Temp.®

63°C

60°C

52°C

62°C

60°C

64°C

62°C

62°C

62°C

63°C

62°C

61°C

64°C

63°C

36°C

Tamanho

do amplicon

(pb)

800

207

439

600

232

644

758

465

559

900

702

436

1.160

191

Referéncia

Yigit et al.
(2001)
Nordmann
(2011)
Nordmann
(2011)
Dong et al.
(2008)
Dong et al.
(2008)
Caratolli et al.
(2005)
Caratolli et al.
(2005)
Caratolli et al.
(2005)
Caratolli et al.
(2005)
Dorted et al.
(2012)
Caratolli et al.
(2005)

Smalla et al.
(2001)

Duan et al.,
(2009)
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RESULTS

Antimicrobial resistance profile

The antimicrobials that showed the best activity against the isolates of K. pneumoniae
were amikacin (96.2%) and colistin (88.9%). Most of the isolates were resistant to the three
carbapenems tested (ertapenem, imipenem and meropenem), except for the K5-A3 isolate that
was sensitive to imipenem and intermediate to meropenem and from the K6-A3 isolate that

was intermediate to imipenem.

Genes for beta-lactamases

The blakpc and blanpm genes were detected in 24 (88.8%) and 16 (59.2%) of the K.
pneumoniae isolates respectively (Table 1), amplifying the expected fragments of 800 bp and
621 bp, respectively. The blages, blayim and blyve genes were not detected in any of the
isolates. The blakpc2 and blanpm-1 Variants were confirmed by sequencing the PCR product
from representative isolates. The blakpc and blaxpm genes were simultaneously positive in 13
(48.1%) of the isolates analyzed.

Groups of Plasmidial Incompatibility

FIB, Q, A/ C, HI1B and L / M Inc were detected in 25 (92.6%), 24 (88.8%), 4
(14.8%), 3 (11.1%) and 2 (7.4%) of the K. pneumoniae isolates, respectively. Positive PCR
products were sequenced for confirmation from Inc. Incs N and HI2 were not detected in any
of the isolates. Two isolates (K16-A3 and K20-A3) showed only the IncFIB (Table 1);
however, the other 25 isolates had more than one Inc that was investigated in this study.

Molecular typing

Twenty-seven genetic profiles were found among the 27 isolates of K. pneumoniae
(Figure 1 and 2). Eleven isolates were related to 80% similarity (Ela profile), within that
profile eight isolates were related to 100% similarity (E1 profile), where four isolates
presented identical resistance profile (presence of blakpc and blanpm gene) and presence of

same plasmid Incs (Q and FIB). The E2 profile grouped three isolates that were different in
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both the resistance profile and the presence of the plasmid Incs. The E4 profile grouped two
isolates that showed identical resistance profile (only the blakpc gene detected) and plasmid
Incs (Q, FIB and HI1B). The E7 profile grouped three isolates, where two isolates were
identical in both the resistance profile (blakpc and blanpm gene) and in the presence of
plasmid Incs (Q and FIB), an isolate from that profile showed only the blakpc gene, but the
same plasmid Incs . The isolates that were not clonally related presented resistance profile and

presence of different plasmid Incs.

Comparative analysis of the presence of genes for carbapenemases, Incs and

ERIC-PCR, according to the source of isolation: colonization or infection

Of the 27 isolates of K. pneumoniae resistant to carbapenems, 12 were from infection
(blood and urine), 14 were isolated from colonization (rectal swab) and 1 isolate from cavitary
drainage (Table 1). Most of the isolates from infection that had the blanpwm gene also harbored
the blakpc gene, with the exception of the K16-A3 isolate harboring only blaxpm. Analyzing
the isolates from colonization, it was observed that six isolates were positive for the blakpc
and blaxpwm genes, while seven isolates of infection presented these two genes concomitantly.
FIB, Q, A/ C and HI1B Incs were detected in both infection and colonization isolates. IncL /
M was detected only in two isolates from colonization. The isolates clonally related to ERIC-
PCR came from different patients, from different hospital sectors and from both colonization

and infection.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis at 1.5% of the ERIC-PCR product of
representative K. pneumoniae isolates. Line 1: molecular marker of 1Kb (promises), lines 2-

17: isolated from K. pneumoniae.
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Figure 2. Dendrogram generated by ERIC-PCR using the software Darwin 6.0,
illustrating the relationship of the profiles of the 27 isolates of K. pneumoniae resistant to

carbapenems from Recife-PE, Brazil.
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DISCUSSION

Most of the K. pneumoniae isolates evaluated in this study were resistant to all beta-
lactams tested. These data justify the warning published by the CDC since 2013 showing that
carbapenemase-producing enterobacteriaceae are an urgent global threat due to the high rates

of antimicrobial resistance, requiring urgent and effective actions to control it. In the present
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study, amikacin and colistin were the antimicrobials with the best activity against the isolates
analyzed. Lorenzoni et al. (2017) in studies with carbapenem-resistant enterobacteria from a
hospital in Rio Grande do Sul, Brazil, detected high rates of susceptibility to colistin and
amikacin in K. pneumoniae isolates. The blakpc gene was detected in 80% of the isolates,
corroborating with the data of the present study.

The rate of serine-carbapenems in K. pneumoniae detected in this study was 88.8%,
which corresponds to the positivity for blakec, 12 isolates from infection and 8 from
colonization. These data highlight the persistence of the blakpc gene in K. pneumoniae, which
since its detection in Recife, Brazil, in 2006 (MONTEIRO et al., 2009), remains the main
carbapenemase associated with carbapenem resistant K pneumoniae samples in (Brazil), the
Brazilian state of Rio Grande do Sul (Brazil), and several other Brazilian states, including
Recife-PE (CABRAL et al., 2015, SCAVUZZI et al., 2017, ALVES et al).

Additionally, the presence of the blanpm gene in this study deserves to be highlighted,
since it is the first report of isolates producing NDM-1 in Recife-PE. Since its detection in
2008 in New Delhi, India (YONG et al., 2009), NDM-1 producing strains have been reported
in many countries, including Brazil (CARVALHO et al., 2013, 2014; ROZALES et al., 2017 ,
And generally associated with intra- and inter-hospital dissemination, along with travel-
related epidemiological relationships. Barberino et al. (2018), were the first to report the
blanpm gene in the Brazilian northeast, in clinical isolates of K. pneumoniae and Citrobacter
in two patients admitted to a public hospital in Salvador, Bahia. Recently, Silva et al. (2019),
detected the blanpm-1 gene in different species (K. pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Citrobacter freundii, Proteus stuartii, P. rettger, P.
mirabilis, Morganella morganii, Acinetobacter bereziniae and A. baumannii coming from
nine Brazilian states, but did not include the state of Pernambuco.

The rate of occurrence of the blaypm gene in this study is similar to that of the blakPC
gene. The concomitance of the blakpc and blanpm genes deserves to be highlighted by the
accumulation of these genetic mechanisms of resistance in the same bacterial species. In
Brazil, the accumulation of resistance determinants in K. pneumoniae has been cited by other
authors. Nava et al. (2018), detected the simultaneous positivity of the blanpm, blakec and
blarem genes in clinical isolates of K. pneumoniae at a university hospital in Londrina-PR.
The concomitant presence of blaxpc and blaypm also in colonization isolates detected in this
study is worrying and reinforces the need for surveillance cultures, since colonized patients
are an important reservoir for the dissemination of resistance mechanisms within the hospital

environment and are the main gateway for the development of infection. The WHO (2017)
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emphasizes that effective ARI prevention and control is the basis of action to combat bacterial
resistance, with the identification and isolation of the colonized patient being one of the main
strategies. Therefore, identifying colonized patients with strains carrying these genes and
isolating these patients is an important step in preventing transmission.

It was observed in the present study that isolates of K. pneumoniae that despite being
clonally related by ERIC-PCR presented different types of plasmids and different resistance
genes. This may occur because the ERIC-PCR technique amplifies repetitive intergenic
regions of the bacterial chromosome, not necessarily amplifying plasmid regions, where most
of the resistance genes are located. Clonal dissemination of the isolates was observed in
different sectors of the study hospital and among colonized and infected patients, this fact is
important, since it makes visible the potential of dissemination of K. pneumoniae in the
hospital environment.

The persistence of the genes that confer resistance to carbapenems is due to the clonal
dissemination of the isolates and mainly the dispersion of these genes by conjugative or
mobilizable plasmids. In the present study, we detected five types of Incs that according to the
literature may be responsible for the dissemination of blakpc and blanpwm in the isolates of K.
pneumonia, since all Incs detected in this study have already been described harboring
resistance genes, including blakpc and BelaN et al., 2004), and the results obtained in this
study are presented in Table 1.

The persistence of the genes that confer resistance to carbapenems is due to the clonal
dissemination of the isolates and mainly the dispersion of these genes by conjugative or
mobilizable plasmids. In the present study, we detected five types of Incs that according to the
literature may be responsible for the dissemination of blakpc and blanpwm in the isolates of K.
pneumoniae, since all Incs detected in this study have already been described harboring
resistance genes, including blakpc and BelaN et al., 2004), and the results obtained in this
study are presented in Table 1. FIB and Q Incs were the most detected plasmids in the present
study. This is the first report of IncFIB in Recife-PE, Brazil. Inhibition of the bla;yp gene in
E. cloacae in Japan (AOKI et al., 2018), as well as reported in Africa in E. coli isolates
bearing the blatem gene (SANA et al. , And in Europe, responsible for the dissemination of
blanpm-1, blaspv-12, blactxm-15 and blapxa-1 in K. pneumoniae (PASKOVA et al., 2018). In
addition, IncFIB has been reported by Ruichao et al. (2016) in China in a sample of E. coli of
animal origin producing mcr-1. The mcr-1 gene is disseminated through plasmids and confers
resistance to polymyxin, one of the antibiotics considered as a last resort for infections against

multi-drug resistant gram-negative bacteria. In Brazil, only Dalmolin et al. (2018), identified a
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clinical isolate of K. pneumoniae bearing the mcr 1 genes, inserted into plasmid IncX4 and bla
KPC-2 inserted into the plasmid IncFIB.

The second most detected Inc in the isolates of K. pneumoniae was IncQ, a plasmid
that has been gaining prominence in some regions of Brazil, harboring resistance genes to
carbapenems. Nicoletti et al. (2015) identified the blagkc gene inserted into an IncQ plasmid
in K. pneumoniae. Recently, Cerdeira et al. (2019) in Brazil, detected two isolates of K.
pneumoniae resistant to carbapenems bearing blakpc inserted into IncQ plasmids. According
to Smalla et al. (2000) IncQ is a small plasmid that can range from 5.1-14.2 kb, which can be
found in several host bacterial cells and is not conjugative but is mobilizable and promiscuous
and can be transferred from one bacterium to another by conjugative plasmids present in the
same bacterial cell. Considering the plasmidial variability, including conjugative plasmids,
detected in the present study in K. pneumoniae isolates, probably IncQ can be easily
disseminated to other species, as well as having an important role in potentiating the
dissemination of the blakpc gene in Brazil ( Cerdeira et al., 2019).

The A/ C and L/ M Incs despite being detected in a smaller number of isolates in the
present study, have already been described by carrying resistance genes in different species of
enterobacteria in Brazil, including K. pneumoniae (Andrade et al., 2011). Pereira et al. (2015),
in Rio de Janeiro, detected the simultaneous presence of blaxpc and blaypm genes in E.
hormaechei, with blaypwm inserted into IncA / C. However, only one study investigated Incs in
isolates of K. pneumoniae from Recife-PE, Brazil, but the plasmids were not typed, and the
number of isolates analyzed (only three) was a limitation of the study (Pereira et al. 2013).

Another plasmid detected in the present study was IncHI1B. To our knowledge, this is
the first report of IncHI1B in Brazil. This conjugative plasmid has been reported in clinical
isolates of E. cloacae, K. pneumoniae, E. coli and C.freundii carriers of the blaypm gene in
hospitals in the United States (SONNEVEND et al., 2013). Additionally, Al Baloushi et al.
(2018), also detected K. pneumoniae isolates carrying blanpm on IncHILB in Arabia.
Matsumura et al. (2018), carrying out a conjugation and transformation experiment on isolates
from surveillance programs, identified the blayw gene in IncLIB, IncN2, IncHI1B and IncFIB
in K. pneumoniae from Greece and Spain. These studies show the ability of IncHI1B to
harbor genes for carbapenemases in different species.

We conclude that the accumulation of resistance determinants and the variability of
plasmid Incs detected in this study in both infection and colonization isolates of K.
pneumoniae together with the clonal spread of these isolates demonstrate the ability of this

species to acquire genes from resistance, as well as to disseminate them more easily, in view
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of the arsenal of conjugative and mobilizable plasmids that these isolates presented. It should
be emphasized the importance of early phenotypic and genetic identification of resistance
mechanisms in bacterial isolates not only of infection, but also and mainly of colonization,
since they are the main factor favoring the development of infection in hospitalized

immunosuppressed patients.
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Table 1. Primary isolation source (colonization, infection and cavitary drainage), minimal inhibitory concentration (MIC) for ertapenem,

imipenem, meropenem, genes for carbapenemases, plasmid Incs and ERIC-PCR profile of K. pneumoniae isolates from a hospital of Recife-PE,

Brazil.
Isolados Setor Tipo de amostra CIM(ERT) CIM(IMI) CIM(MER) Genes de resisténcia Incs ERIC-PCR
K5-A3 UTI Dreno cavitario >4(R) <=1(S) 2(1) blakpc Q,FIB E7
K6-A3 uco2 Sangue >4(R) 2(1) 4(R) blakpc Q,FIB E2
K8-A3 UTI Urina >4(R) >8(R) >8(R) blagpc, blanpw Q,FIB E2
K9-A3 EG Sangue >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB E7
K10-A3 UTI Sangue >4(R) >8(R) >8(R) blakpc Q, FIB, HI1B E4
K11-A3 uco1 Sangue >4(R) 8(R) 4(R) blakpc Q, HI1B E12
K12-A3 UTI Sangue >4(R) >8(R) >8(R) blakpc blayowm Q,FIB El
K16-A3 Cardiologia Urina >4(R) >8(R) >8(R) blanom FIB E3
K24-A3 UTI Urina >4(R) >8(R) >8(R) blakpc blayowm Q, FIB, A/C El
K26-A3 EG Urina >4(R) 8(R) 4(R) blakpc blayowm Q,FIB E11
K27-A3 CcM Urina >4(R) >8(R) >8(R) blakpc blayowm Q,FIB El
K30-A3 ucol Sangue >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB El
K31-A3 UTI Urina >4(R) >8(R) >8(R) blakec FIB, AIC Ela
K2-A3 Cardiologia Swab retal >4A(R) (R) (R) blakpc Q, FIB, LIM E5
K3-A3 uco2 Swab retal >4A(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB E7
K13-A3 uco1 Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blawpc Q, FIB, A/C E10
K14-A3 uco2 Swab retal >1(R) >8(R) >32(R) blawpc Q, FIB, HI1B E4
K15-A3 Cardiologia Swab retal >1(R) >8(R) >32(R) blakpc Q,FIB E6
K17-A3 UTI Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q E2
K18-A3 uco1 Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc Q,FIB E1
K20-A3 uco1l Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blanowm FIB El
K21-A3 Cardiologia Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc Q, FIB, A/IC Ela
K29-A3 uco Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB El
K32-A3 UTI Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB ES8
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K34-A3 UTI Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blanpm Q,FIB Ela
K36-A3 ucoz2 Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blaypm Q, FIB, LIM E9
K37-A3 UTI Swab retal >4(R) >8(R) >8(R) blakpc, blanpm Q,FIB El

K, Klebsiella pneumoniae; EG, General Emergency; CM, Medical Clinic; ICU, Intensive Care Unit; UCO, Coronary Unit; CIM, Minimal
Inhibitory Concentration; ERT, Ertapenem, IMI, Imipenem, Mer, Meropenem, R, Resisten; I, Intermediate; S, Sensitive; +, presence of the gene;

- absence of the gene; Shaded text: clinical isolates from colonization.
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