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ALBUQUERQUE JUNIOR, J. C. C. Resisténcia a polimixina em isolado de Klebsiella
pneumoniae produtor de carbapenemase: um relato de caso. 2023. 74 paginas. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, 2023.

RESUMO

A terapia antimicrobiana é um dos componentes essenciais para a pratica médica e o pilar para
a intervencdo clinica em pacientes acometidos por Infecgdes Relacionadas a Salde Assistencial
(IRAS), infeccOes que acometem pacientes no ambito hospitalar durante o processo de
diagndstico, tratamento e procedimentos médicos invasivos. Isolados de Klebsiella pneumoniae
sdo Bacilos Gram Negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae que fazem parte da
microbiota, mas que podem provocar doencas em casos de imunossupressdao do hospedeiro. O
aumento das condi¢des que induzem a internacdo de individuos cada vez mais graves e
imunocomprometidos, somado ao surgimento da resisténcia aos antimicrobianos, faz com que
0 uso de farmacos de ultima linha seja cada vez mais recorrente. O Objetivo deste trabalho foi
analisar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana as polimixinas em isolado de Klebsiella
pneumoniae produtor de carbapenemase proveniente de amostra clinica de paciente assistido
em um hospital terciario de Recife-PE. O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi
determinado pelas técnicas de microdiluicdo em caldo, teste rapido Polimixina NP e Drop Test.
Também foi realizado ensaio de transferéncia interespecifica para avaliar a presenca de
elementos moveis de resisténcia as polimixinas. Os principais genes de resisténcia aos
carbapenémicos (KCP-1, KPC-2, NDM e BKC) foram investigados pela técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) e identificados por sequenciamento de DNA. As técnicas de Drop
Test e Polimixina NP revelaram fenotipo de resisténcia as polimixinas no isolado avaliado. A
microdiluicdo em caldo, por sua vez, apresentou padréo inespecifico variando entre 2 € 8 ug/ml
e indicando a presenca de heterorresisténcia de baixo nivel em relagcdo ao antimicrobiano de
reserva. O ensaio de transferéncia interespecifica demonstrou a presenca de elemento movel de
resisténcia as polimixinas no isolado avaliado. A amplificacdo por PCR e o posterior
sequenciamento de DNA revelaram a presenca de carbapenemase KPC-2, endémica no Brasil
em isolados de K.pneumoniae. A presenca de isolados PR-CRKP ( Klebsiella pneumoniae
resistente aos carbapenénicos e polimixinas) em amostras clinicas de pacientes hospitalizados
reforca a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias para combater a ameaca da
resisténcia aos antimicrobianos de Ultima linha e também a necessidade de fomentar estudos de
epidemiologia molecular para compreender esses mecanismos genéticos de resisténcia
antimicrobiana com baixos niveis de expressdo, um grande desafio para o diagnostico
microbiolégico de rotina, buscando fundamentar estudos clinicos para prospeccdo de novos
compostos antimicrobianos e condutas terapéuticas cada vez mais eficazes.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana. Infec¢fes Relacionadas a Saude Assistencial
(IRAS). Carbapenemase. Antibioticoterapia. Klebsiella pneumoniae.
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ABSTRACT

Antimicrobial therapy is one of the essential components of medical practice and the pillar for
clinical intervention in patients affected by Healthcare Associated Infections (HAI), infections
that affect patients in hospitals during the process of diagnosis, treatment and invasive medical
procedures. . Isolates of Klebsiella pneumoniae are Gram Negative Bacilli belonging to the
Enterobacteriaceae family that are part of the microbiota, but can cause diseases in cases of
Immunosuppression of the host. The increase in conditions that lead to the hospitalization of
increasingly severe and immunocompromised individuals, in addition to the emergence of
resistance to antimicrobials, makes the use of last-line drugs increasingly recurrent. The
objective of this study was to analyze the profile of antimicrobial susceptibility to polymyxins
in an isolate of Klebsiella pneumoniae that produces carbapenemase from a clinical sample of
a patient assisted at a tertiary hospital in Recife-PE. The antimicrobial susceptibility profile was
determined by broth microdilution, Polymyxin NP rapid test and Drop Test. An interspecific
transfer assay was also carried out to evaluate the presence of mobile elements of resistance to
polymyxins. The main carbapenem resistance genes (KCP-1, KPC-2, NDM and BKC) were
investigated using the PCR (Polymerase Chain Reaction) technique and identified by DNA
sequencing. The Drop Test and Polymyxin NP techniques revealed polymyxin resistance
phenotype in the evaluated isolate. Broth microdilution, in turn, showed a nonspecific pattern
ranging from 2 to 8 pug/ml, indicating the presence of low-level heteroresistance to the reserve
antimicrobial. The interspecific transfer assay demonstrated the presence of a mobile element
of resistance to polymyxins in the evaluated isolate. PCR amplification and subsequent DNA
sequencing revealed the presence of KPC-2 carbapenemase, endemic in Brazil in
K.pneumoniae isolates. The presence of PR-CRKP isolates (Klebsiella pneumoniae resistant to
carbapenems and polymyxins) in clinical samples from hospitalized patients reinforces the need
to develop new strategies to combat the threat of resistance to last-line antimicrobials and also
the need to encourage epidemiological studies to understand these genetic mechanisms of
antimicrobial resistance with low levels of expression, a great challenge for routine
microbiological diagnosis, seeking to support clinical studies for prospecting new antimicrobial
compounds and increasingly effective therapeutic approaches.

Keywords: Antimicrobial resistance. Healthcare Related Infections (HAI). Enterobacteriaceae.
Antibiotic therapy. Public health.
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1 INTRODUCAO

A adaptabilidade dos isolados bacterianos pertencentes a familia Enterobacteriaceae é
tdo impressionante quanto a sua patogenicidade em humanos e animais. Apesar de
apresentarem ampla distribuicdo na natureza e de colonizarem diversos hospedeiros, sao
responsaveis por diversas infeccdes graves. Dentre as espécies pertencentes a familia, a
Klebsiella pneumoniae emerge como a principal Enterobactéria multirresistente no cenario
mundial nos dltimos anos (CONCEICAO-NETO et al., 2022). No contexto das IRAS
(InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude), esta espécie destaca-se pela sua prevaléncia e
capacidade de adquirir resisténcia, aumentando em cerca de 35% os indices de mortalidade
quando associadas as Infeccdes de Corrente Sanguinea (ICS) (CONCEICAO-NETO et al.,
2022).

Neste cenario, a disseminacao de isolados de Klebsiella pneumoniae simultaneamente
resistentes aos carbapenémicos e polimixinas (PR-CRKP), duas das principais classes de
antimicrobianos empregadas na pratica clinica, tem representado um grave risco para a Saude
Pablica, especialmente em paises em desenvolvimento com acesso limitado a medicamentos
recém desenvolvidos.

O mecanismo mais prevalente de resisténcia aos carbapenémicos, nesses isolados, € a
producdo de carbapenemases, enzimas que hidrolisam também outras classes de antibioticos
Beta-lactdmicos. A resisténcia a polimixina, importante antimicrobiano de reserva (Ultima
linha) utilizado para tratar infeccbes causadas por isolados de Klebisiella pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos (CR-KPN), tem sido extensivamente associada a aquisicdo de
genes mcr (mobile colistin resistance) e mutacdes cromossomais, levando ao aparecimento de
fendtipos de resisténcia Extensiva (XDR) e Pan resisténcia (PDR) entre isolados de Klebsiella
pneumoniae. (LI et al., 2023).

A incidéncia crescente de isolados de Klebsiella pneumoniae simultaneamente
resistentes aos carbapenémicos e polimixinas (PR-CRKP) tem provocado o aumento dos
custos, tempo de internamento, toxicidade e gravidade das infecc@es relacionadas a assisténcia
a saude causando impacto na morbimortalidade (CORREA, 2022). Aliado a isto, a dificuldade
de diagndstico desses isolados tem se mostrado um fator preocupante nos laboratérios de

microbiologia, principalmente em casos de baixo nivel de resisténcia as polimixinas (ou seja,
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MIC entre 4-16 pg/mL), pois estes isolados estao sendo apontados como a causa principal de
disseminacdo da resisténcia por mecanismos de plasmideo e também por gene mcr (LAl et al,
2018). Diante disto, 0 escasso arsenal de métodos de deteccao associado a falta de recursos para
otimizar os métodos conhecidos torna o cenario ainda mais preocupante.

Neste contexto, o uso indiscriminado de antimicrobianos tem exercido consideravel
pressdo evolutiva sobre microrganismos cada vez mais dotados de mecanismos de resisténcia
antimicrobiana. Dentro dessa perspectiva, o presente trabalho foi conduzido para avaliar o perfil
de susceptibilidade antimicrobiana a polimixina em isolado de Klebsiella pneumoniae produtor
de carbapenemase obtido a partir de amostra clinica de paciente assistido em Hospital Terciario
do Recife-PE. A andlise desses perfis de resisténcia pode contribuir para aprimorar programas
de vigilancia epidemioldgica e ajudar a estabelecer novos patdgenos de prioridade critica dentro

de uma perspectiva de saude publica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Klebsiella pneumoniae: microbiologia, patogenicidade e fatores de viruléncia

Em 1882, Carl Friedlander descreveu pela primeira vez a Klebsiella pneumoniae como
um bacilo encapsulado apds isolar esse microrganismo de pulmdes de pacientes que morreram
de pneumonia. Originalmente chamado de bacilo de Friedlander, somente em 1886 é que essa
bactéria ganhou o nome de Klebsiella (COULTER, 1917).

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, encapsulado, imével, produtor de citratase e urease, Voges—Proskauer
positivo, indol negativo, fermentador de lactose, sacarose e glicose e ndo produtor de H2S.
Quando inoculada em meios de cultura como agar Eosina Azul Metileno (EMB) e agar
MacConkey (MC), produzem coldnias largas, circulares, lisas e convexas, levemente elevadas,
rosaceas e mucdides quando incubadas a 37°C por 24 horas (Figura 01A). Em relacdo a
coloracdo de Gram, apresentam aspecto de bacilo Gram-negativo com capsula (Figura 01B)
(SALAUDDIN et al., 2019).

Figura 01. Caracteristicas microbiol6gicas de Klebsiella pneumoniae.
\ Q= - oy v v - -

5um

Legenda: A- K.pneumoniae cultivada em &gar MacConkey destacando a fermentacdo de Lactose (coloracdo
rosacea) e o aspecto mucdide das colénias que medem aproximadamente 04 mm de didmetro. B- Coloracéo de
Gram de K. pneumoniae evidenciando a presenga de bacilos Gram negativos curtos. Aumento (1000x).

Fonte: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria%20photos/klebsiella%20pneumoniae. Acesso em 18 de
abril de 2023.

As infecgdes por Klebsiella pneumoniae ocorrem com maior frequéncia em pacientes

com sistema imunologico debilitado. Entretanto, infeccbes em pacientes previamente higidos


https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria%20photos/klebsiella%20pneumoniae
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de origem comunitaria tém sido relatadas (HABIB et al., 2022; LIN et al., 2022). Esses
microrganismos podem causar infec¢des de trato urinério (1TU), abscesso hepatico, pneumonia,
enterite, meningite, infeccdes de ferida operatdria e sepse (DE SOUSA et al., 2020). Klebsiella
pneumoniae se dissemina muito facil e rapidamente, sendo o contato pessoa a pessoa por maos
contaminadas a principal forma de disseminacdo. Dessa maneira, as medidas de prevengdo mais
relevantes compreendem a correta higiene das mdos com agua e sabdo ou alcool em gel
(AHMAD; JOJI; SHAHID, 2022). Pacientes sob ventilagdo mecénica, em uso de dispositivos
invasivos como cateteres ou submetidos a procedimentos cirlrgicos apresentam riscos de
infeccOes causadas por estes patdgenos (CHANG et al., 2021).

Os fatores de viruléncia das bactérias sdo os principais meios de conferir a estes
microrganismos o poder de burlar as defesas imunologicas de outro individuo e assim gerar um
processo patoldgico nele. Nesse sentido, a K. pneumoniae possui diversas estruturas
morfologicas e genéticas que atribuem protecdo contra o sistema imunologico do hospedeiro,
possibilitando sua reproducdo e sobrevivéncia (WYRES et al 2020; WANG et al 2020;
PACZOSA et al 2016). Com isso, destacam-se a producdo de capsula, os lipopolissacarideos
(LPS) e a sintese de siderdforos (PACZOSA et al 2016). Abaixo, alguns dos fatores de

viruléncias mais importantes da K. pneumoniae encontram-se descritos.

2.1.1 Capsula polissacaridica

A cépsula de K. pneumoniae é considerada seu principal fator de viruléncia, pois cepas
hipervirulentas desse microrganismo possuem grande quantidade de polissacarideo capsular,
caracteristica que lhes confere fendtipo de hipermucoviscosidade e alta resisténcia a fagocitose.
A capsula ¢ uma matriz extracelular rica em polissacarideos que envolve a bactéria e tem o
intuito de garantir protecdo contra as primeiras linhas de defesa do hospedeiro e além disso €
responsavel por garantir cor da col6nia e o aspecto mucdide (CHUNG, 2016; MARTIN et al
2018). Algumas cepas de Klebsiella pneumoniae ndo a apresentam, o que as torna pouco
virulentas. Os que apresentam a capsula possuem protecdo contra desseca¢do no meio externo,
contra a atividade bactericida do soro e fagocitose por macréfagos.

Dentre as Klebsiella pneumoniae capsuladas existem algumas que produzem maior
quantidade de material capsular resultando em capsulas maiores que contribuem para 0 aumento
da patogenicidade (PACZOSA M. K., MECSAS J., 2016). Ela permite que a bactéria ultrapasse
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as barreiras que protegem o hospedeiro para iniciar uma infecgdo que é seu principal mecanismo
de evasdo do sistema imunologico. Além disso, certas cepas de K. pneumoniae podem converter
LPS em situacdes que ndo sdo reconhecidas pelas células hospedeiras, enquanto outras podem
usar a capsula para esconder o LPS da deteccéo por TLR4 (PIPERAKI et al., 2017).

Figura 02: Representacdo da capsula polissacaridica em Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Fonte: Extraido e adaptado de GOMES (2018)

2.1.2 Lipopolissacarideos

Além da capsula, como citado anteriormente, o lipopolissacarideo também € um dos
principais mecanismos que a bactéria possui para promover sua defesa e resisténcia, e por
conseguinte seu crescimento, por possuir em sua estrutura o Lipideo A e o Antigeno O que
contribuem para viruléncia na atividade de sintese de toxinas e modificacdo estrutural do LPS
além de auxiliar na protecdo contra o sistema complemento (ROCHA, 2021). Para o sistema
imunologico do hospedeiro identificar o agente patoldgico, ele precisa que as células
imunologicas reconhecam e se liguem ao lipideo A do LPS por meio de um receptor Toll-like
e iniciar a cascata de reac6es imunes do hospedeiro (BRYANT C. E. et al., 2010). Porém, as
modificacdes do componente lipidico A ajudam o patdgeno a escapar do reconhecimento pelas
células imunes do hospedeiro, favorecendo o patégeno a estabelecer a infeccdo com sucesso
(LLOBET E. et al., 2015).

O antigeno O presente na estrutura do LPS consiste em um polimero de repeticdo de
cadeias de oligossacarideos e fica localizado na parte mais externa do LPS. As diversas
repeticdes deste antigeno sdo responsaveis pelas variactes da estrutura do LPS. Por isso, cepas
que contém um antigeno longo sdo mais resistentes a eliminacdo pelo sistema complemento
(PACZOSA M. K, MECSAS J., 2016).
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Figura 03. Esquema da estrutura do Lipopolissacarideo de K. pneumoniae.
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Fonte: Extraido de TAVARES, (2019).

2.2 Epidemiologia das Klebsiellas pneumoniae multirresistentes

A Klebsiella pneumoniae leva a 6bito cerca de 5,8 milhdes de pessoas por complicacdes
geradas em consequéncia de infeccbes em pacientes hospitalizados. Dessa maneira, esse
patogeno representa um grave problema de satde publica (DE SOUSA et al., 2020).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, os grupos de resisténcia de
monitoramento prioritario incluem: Acinetobacter spp, Pseudomonas spp. e Enterobactericeae
(Klebsiella pneumoniae, Serratia spp. e Escherichia coli) produtores de carbapenemase (WHO,
2019).

Nesse contexto, o relatério do Surveillance Systems Reporting Data to GLASS-AMR
(2022) baseado em dados coletados de 87 paises entre 2016 e 2020 revelou que 8% das
Infeccdes de Corrente Sanguinea (ICS) registradas nesse periodo foram causadas por K.
pneumoniae com resisténcia aos carbapenémicos, sendo este, 0 patdgeno mais frequente neste
sitio de infeccdo junto com Acinetobacter spp. e Escherichia coli. Esse tipo de incidéncia
aumenta consideravelmente o uso de polimixinas. Durante este periodo, houve um crescimento
de 111% do nivel de resisténcia em K.pneumoniae as cefalosporinas de terceira geracao
(isolados produtores de ESBL) e 57% de aumento dos indices de resisténcia aos
carbapenémicos.

Neste cenario, o grafico 01 mostra dados do One Health Trust (que fornece dados
coletados da OMS e 6rgédos privados) sobre o panorama de incidéncia dos isolados de Klebsiella
pneumoniae resistentes a carbapenémicos e polimixina em diferentes paises do mundo. De

acordo com este relatorio, a incidéncia média de resisténcia aos carbapenémicos foi superior a
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20% em todos os paises participantes, sendo mais prevalente na China e India, com indices de
37% e 57%, respectivamente. O Brasil relatou que 21% (157 isolados testados) foram
resistentes aos carbapenémicos em 2019. Em relacdo aos indices de resisténcia as polimixinas,
o relatorio apontou que a incidéncia média foi de 5%, sendo mais prevalente na Argentina e
Italia com indices de 13% e 9%, respectivamente. Quanto aos indices do Brasil de resisténcia
as polimixinas em K.pneumoniae, até aquele momento, ndo existiam indices consolidados,
demonstrando o problema da subnotificagdo dos dados de resisténcia antimicrobiana e a
auséncia de uma epidemiologia centralizadora que permita avaliar a real extensdo desse

problema.

Gréfico 01: Incidéncia de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos e Klebsiella pneumoniae
resistente a polimixina em diferentes paises do mundo.
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Fonte: ResisntaceMAP of OneHealthTrust. Disponivel em:

https://resistancemap.onehealthtrust.org/AntibioticResistance.php. Acesso em 23 de abril de 2023.

A colistina € um antibiotico eficaz contra bastonetes Gram-negativos e tem sido
utilizada tanto na clinica quanto como promotor de crescimento para fins veterinarios,
principalmente para o tratamento de infeccBes urinarias causadas por Enterobacterales. No
entanto, a resisténcia a colistina foi encontrada em Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, A.
baumannii, Campylobacter spp. em pacientes ou no ambiente (CATRY et al., 2015; Sherry et
al., 2018).

A resisténcia a colistina em Enterobacteriaceae se espalhou por todo o mundo desde
entdo (ANTONIADOU et al., 2017). Um estudo epidemiolégico da Tunisia analisou os dados


https://resistancemap.onehealthtrust.org/AntibioticResistance.php
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do CoR K. pneumoniae em um hospital nacional de 2002 a 2013 e descobriu que a taxa de
resisténcia a colistina em K. pneumoniae aumentou de 3,57% em 2002 para 9,68% em 2013
(BATIKKH et al., 2017). Um estudo retrospectivo em Dubai descobriu que 27% dos K.
pneumoniae resistentes a carbapenem eram resistentes a colistina em 05 grandes hospitais e
uma taxa de resisténcia maior foi descoberta apenas na Italia (43%) (MOUBARECK et al.,
2018).

Um contexto ainda mais preocupante é quando esses dois tipos de mecanismos de
resisténcia estdo correlacionados. O uso empirico da polimixina como antibioticoterapia para
infeccOes causadas por KPC esta sendo associado as altas taxas de resisténcia simultanea entre
as espécies (BARTOLLETI el al.,, 2016). Sabendo disso, 0 aumento da resisténcia aos
carbapenémicos na ultima década, causado pela disseminacdo do KPC, consequentemente
também aumentou a resisténcia as polimixinas, como observado em estudo realizado em Sao
Paulo: 0% em 2011, 4,8% em 2014 e 27,1% em 2015 (BARTOLLETI et al., 2016), semelhante
ao resultado de outro estudo brasileiro que utilizou isolados obtidos em 2016
(29,5%)(CONCEICAO-NETO et al., 2022). Esse padrdo de aumento da resisténcia a
polimixina que sendo observado era esperado, tendo em vista a pressdo seletiva que esses
microrganismos estdo sofrendo no ambiente hospitalar, pois a KPC continua sendo a enzima
mais frequentemente associada a resisténcia aos carbapenémicos no Brasil, e sua prevaléncia

nacional foi confirmada por outros autores (DA SILVA et al., 2020).

2.3 Klebsiella pneumoniae e IRAS

O termo infec¢des hospitalares vem sendo substituido nos ultimos anos por Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), no qual a prevencao e o controle das infeccdes
passam a ser considerados para todos os locais onde se presta o cuidado e a assisténcia a saude.
IRAS sdo definidas como qualquer infeccdo adquirida apos a internacdo do paciente, ou mesmo
apos a alta, podendo ser relacionada com procedimentos hospitalares realizados durante a
internacdo, no ambulatério, durante cuidados domiciliares e também relacionado a infec¢do
ocupacional adquirida por profissionais de saude (médicos, enfermeiros, fisioterapeutas, entre
outros (SILVA e PADOVEZE, 2015).

Alguns fatores podem contribuir para o aumento dos riscos de IRAS, como a idade

(recém-nascidos ou idosos), obesidade, desnutri¢do, diabetes, uso de alguns medicamentos,
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como 0s quimioterdpicos, e o tabagismo. Outros fatores, como o tempo de permanéncia nos
servicos de salde (quanto maior o tempo, maior o risco de adquirir infecgdes), a necessidade
de procedimentos invasivos (como o uso de sondas, cateter e cirurgias) e 0 uso excessivo de
antibidticos, favorecem a quebra de protecdo do organismo, aumentando a chance de infeccdo
(SILVA e PADOVEZE, 2015). Atualmente, a pandemia da COVID-19 representou um grande
aumento na incidéncia de IRAS relatado em todo o mundo (BONAZZETTI et al., 2021;
OCHOA-HEIN et al., 2021; ADVANI et al., 2022). Nos EUA esse aumento significou uma
reversao de quase 5 anos de reducdo nas taxas de infeccdo de corrente sanguinea associada a
cateter central (CDC, 2022). Porém, o aumento das IRAS parecia ser proporcional ao nimero
de casos de COVID-19. A Alemanha, onde apenas 5% do pais estava infectado com COVID-
19 no inicio de 2020, n&o registrou aumento de IRAS durante 0s primeiros meses da pandemia
(GEFFERS et al, 2022).

A pneumonia associada a ventilagdo mecanica (PAV), seguida por infeccéo de corrente
sanguinea (ICS) e infecdo do trato urinario (ITU), principalmente causadas por Klebsiella
pneumoniae carbapenemase, sdo 0s eventos mais frequentes associados a IRAS e um grave
problema de satde publica, pois aumentam a morbidade, a mortalidade, além de afetar de forma
negativa a seguranca do paciente e a qualidade dos servicos de salde. Somada a isso, prolongam
o tempo de internagdo hospitalar e aumentam a necessidade de um nivel mais alto de assisténcia,
com consequente elevacao dos custos para 0s pacientes e instituicdes de salde, além de causar
estresse nos sistemas de saude (ANVISA, 2021). No Brasil, segundo o relatorio dos estados
sobre as InfeccOes relacionada a assisténcia a satide da ANVISA, a Klebsiella pneumoniae foi
a bactéria gram-negativa mais prevalente nas infeccdes primarias de corrente sanguinea nas
UTT’s de adultos, estando no topo da lista em 14 dos 24 estados analisados (dados do estado de
Séo Paulo ndo estavam disponiveis), e nos outros 10 estados aparecia em segundo lugar. Em
estados como Espirito Santo e Goias o nimero de isolados registrados quadruplicou entre 0s
anos de 2019-2021 (ANVISA, 2022).
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2.4 Impacto das IRAS

Embora as evidéncias relacionadas ao 6nus econdmico das IRAS ainda sejam limitadas,
principalmente nos paises em desenvolvimento, os dados disponiveis nos Estados Unidos da
América (EUA) e na Europa sugerem custos estimados em bilhGes por ano. De acordo com
diferentes estudos realizados pelo World Banking (2017), projeta-se que o problema da
Multirresisténcia custe entre US$ 300 bilhdes a mais de US$ 1 trilhdo anualmente até 2050.
Segundo o Centers for Disease Control and Prevention dos Estados Unidos da Ameérica
(CDC/EUA), os custos médicos diretos das IRAS para hospitais, apenas nos EUA, variam de
US $ 35,7 a 45 bilhdes anuais, enquanto o impacto econdomico anual na Europa chega a € 7
bilhdes. Em um estudo realizado no Brasil que estimou 0s custos de ocupacéo total e média por
paciente com ou sem IRAS, concluiu-se que o custo diario do paciente com IRAS foi 55%
superior ao de um paciente sem IRAS. Outro estudo feito pela Universidade de Séo Paulo no
Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, o custo direto por paciente infectado
por Klebsiella pneumoniae carbapenemase tem estimativa conservadora de aproximadamente
US$ 4,100.00, dos quais 60% ocorrem durante a infeccdo (SANTOS e SECOLLI, 2019).

Além dos custos hospitalares, as IRAS causam impacto também na rotina dos pacientes
e no seu tempo de internacdo. Um estudo feito por Watanabe (2015) mostrou que de um total
de 1318 pacientes, 215 (15%) adquiriram pelo menos uma infeccdo durante o periodo de
internacdo. Em relacdo ao periodo de internacdo destes 215 pacientes, a média de permanéncia
hospitalar foi de 30,3 dias (intervalo de 2-135 dias), sendo que 78,6% dos pacientes
permaneceram internados por mais de 15 dias (WATANABE et al., 2015). Em contrapartida, o
periodo médio de hospitalizacdo para pacientes que ndo desenvolvem IRAS é de 3,7 dias
(OLIVEIRA; KOVNER; SILVA, 2010), evidenciando o impacto negativo das IRAS no
prolongamento da hospitalizacdo. Essa escassez de dados brasileiros dificultam a nocdo do
impacto das IRAS e o entendimento da necessidade da abordagem desse assunto em hospitais

por todo pais.
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2.5 Controle das IRAS

Neste contexto, a estruturagéo e o fortalecimento de programas de prevencao e controle
de IRAS em todos os niveis de gestdo (federal, estadual/distrital e municipal) e em todos os
servicos de salde sdo essenciais impactam na reducdo da resisténcia microbiana (RM) e
morbimortalidade dos pacientes (ANVISA, 2021).

A prevencdo e o controle de infeccdo devem fazer parte da cultura institucional, para
tanto, os seus profissionais devem estar conscientes da importancia do tema e preparados desde
a sua formacdo, seja no nivel técnico ou na graduacdo, quanto as medidas de prevencdo de
IRAS preconizadas pelos orgdos regulamentadores, como por exemplo o uso de técnicas
corretas de higiene das méos e o uso adequado e correto de equipamentos de protecédo individual
(EPI). (ANVISA, 2021)

Diante disso, vale a pena reforcar a importancia dos investimentos em programas
educativos que sensibilizem os profissionais de salde para sua prética assistencial, tendo como
meta o foco nos processos de limpeza hospitalar do ambiente, cuidados com equipamentos. E,
sobretudo a adocdo de boas praticas por estes profissionais juntamente com acdes amplas que
perpassam pela adesdo de medidas de prevencao especificas, uso racional de antimicrobianos,
métodos de diagndsticos assertivos bem como vigilancia microbiolégica adequada. Além disso,
a monitorizacdo continua da higienizacdo das maos seja entre os profissionais de saude e
também entre pacientes e pessoas que circulam no ambiente de assisténcia a saide como forma
potencial de se reduzir a transferéncia horizontal de patdgenos entre profissional, paciente e
ambiente (OLIVEIRA, DAMASCENO, 2012).

2.6 Fatores de risco associados a infec¢do por PR-CRKP

As infeccBes por K. pneumoniae sdo dependentes de uma porta de entrada, como
procedimentos de intubagdo orotraqueal, traqueostomias, utilizacdo de cateter venoso central e
outros procedimentos considerados como invasivos (RIBEIRO et al., 2015). Assim, a

realizacdo de procedimentos invasivos em pacientes internados em hospitais, leva ao aumento
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de colonizacdo e infeccdo por PR-CRKP, principalmente nas UTI’s, onde 0s pacientes
apresentam maiores fatores de riscos, porém, vale ressaltar que seu processo de colonizacao
ocorre através do contato direto (RIBEIRO et al., 2015).

A terapia antimicrobiana empirica inadequada de infeccBGes graves causadas por PR-
CRKP tambeém tem sido associada a um aumento da morbidade e mortalidade. Para evitar o
uso excessivo de antibioticos de amplo espectro, é importante uma selecdo cuidadosa de
pacientes que podem receber tratamento empirico cobrindo infecgdes KPC-KP (VASOO S.,
BARRETO J. N, TOSH P. K., 2015). Imunosupressao, historico recente de tratamento com
antimicrobianos e internagdes sdo alguns dos fatores de riscos mais importantes para o
desenvolvimento de infecgGes emergentes de PR-CRKP. Além disso, as infecgdes por PR-
CRKP foram associadas a viagens, imigracdes e cuidados médicos recentes em areas
endémicas, como EUA, Itdlia, Grécia, Turquia e Israel (BASSETI M. et al., 2017; XU L.,
2017).

2.7 Métodos de deteccdo de producdo de carbapenemase e resisténcia as polimixinas.

As polimixinas se tornaram antibioticos de grande importancia no combate a infeccbes
causadas por MDR devido a escassez de opcOes terapéuticas. Porém, a deteccdo de resisténcia
as polimixinas é um grande desafio na rotina clinica dos laboratorios de microbiologia devido
a sua natureza cationica e sua aptiddo de absorver superficies plasticas, tornando métodos
extensamente utilizados como difusdo em disco ineficientes (HUMPHRIES, 2015; SIMAR et
al., 2017). Testes como: Colispot, Polimixina NP, Drop Test e a microdiluicdo em caldo (padréo
ouro), sao alguns testes disponiveis para monitorar o perfil de susceptibilidade as polimixinas

nesses isolados clinicos.

2.7.1 Teste Colispot e Drop Test

O teste Colispot é um método fenotipico que busca determinar a suscetibilidade da
bactéria as Polimixinas através da analise do didmetro formado ao redor da gota da solugédo

antimicrobiana com concentragdo de 8 pg/mL colocada na superficie do agar (JOUY, 2017)
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como exemplificado na Figura 04. Ele é caracterizado por ser um teste de rapida execucao e de
facil interpretacdo. O Drop Test, por sua vez, tem basicamente 0 mesmo principio, porém no
teste Colispot o halo precisa ser medido para obter o resultado, diferente do Drop Test que ndo
é necessaria a medida e utiliza concentracdo inicial de colistina de 16 ug/mL. Dessa forma, a
presenca de qualquer halo no Drop Test indica sensibilidade. Além disso, o Colispot apresenta
baixa sensibilidade (74%) se comparado a outros testes que geralmente tem >90% de
sensibilidade, principalmente em isolados com baixos niveis de resisténcia as polimixinas
(CONCEICAO-NETO, 2020). No mesmo estudo, Conceicao-Neto e colaboradores avaliaram
o desempenho do Colispot para determinacdo de resisténcia as polimixinas e foi observado que
a Concordancia de Categoria (CA) - que é considerada a porcentagem de isolados que produzem
0 mesmo resultado categdrico (suscetivel, intermediario ou resistente) quando comparados com
0 método de referéncia - foi baixissimo em MICs de 16, 8, 4ug/mL, tendo como resultado
53,8%, 45,4%, 7,7% respectivamente. O Drop Test apresenta concordancia categérica entre
97,8 a 98,2% (CONCEICAO-NETO, 2020).

Figura 04: Teste Colispot para determinacdo de suscetibilidade a polimixina.

Legenda: Em “’A”’, isolado resistente, caracterizado pela auséncia do halo. Em “’B”’, isolado suscetivel (halo de
inibicdo de 7 mm). Aos 2 isolados de K. pneumoniae foram adicionadas duas gotas de solugdo de colistina (8
pg/mL) separadamente para comparacdo em meio Mueller Hinton com ajuste de suspensdo a 0,5 na escala de
McFarland.

Fonte: Extraido de CONCEICAO-NETO, (2020).
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2.7.2 Microdiluicdo em caldo

O método se baseia na exposicao do isolado a concentragdes seriadas de antimicrobiano
pré-estabelecida, possibilitando determinar o MIC e a partir desse disso, caracterizar a bactéria
como resistente ou suscetivel comparando o resultado com a tabela de pontos de corte para cada
microrganismo e antibidtico. O teste s6 serd valido se os pocos das solu¢des usadas como
controle seguirem os padrdes pré-determinados, o primeiro poco, normalmente o controle
negativo, devera se manter sem turvacao (estéril) e o segundo poco, o controle positivo, devera
apresentar turvacdo (referente ao crescimento da bactéria) (ANVISA, 2022). O padrdo de
interpretacdo da turvacdo ¢ uma das formas visuais de diferenciacdo do resultado, podendo
também ser utilizado o corante azul resazurina (redutivel a resorufina que € um corante rosa)
para evidenciar a mudanca do meio. Qualquer alteracdo na tonalidade do azul, que ¢é a cor
inicial, representa o crescimento bacteriano, indicando resisténcia ao antibidtico (COELHO,
2021).

Atualmente, é o Gnico método recomendado pelo EUCAST/BrCAST para a avaliacao
da sensibilidade as polimixinas (ANVISA, 2020), por isso ¢ amplamente utilizado, até como
método de validacdo e comparacao de resultados em pesquisas de novos testes (MALLI et al.,
2018; DALMOLIN et al., 2019). Porém, é conhecida a tendéncia das polimixinas de se
aderirem aos plasticos das placas utilizadas e estudos mostram impacto significativo nos MICs
obtidos com o uso deste material (ALBUR et al., 2014; KARVANEN et al., 2017), apesar de
ter como alternativa o uso de placas de poliestireno (EUCAST, 2016), nem todos os laboratérios
possuem este recurso em sua rotina diaria, limitando seu uso a projetos de pesquisa. Além disso,
a complexidade da técnica e a exigéncia de antimicrobianos em pd, os quais tém - em geral -

custo elevado, sdo outras desvantagens da técnica (ANVISA, 2022).
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Figura 05: Resultados representativos do teste de microdiluigéo em caldo.
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Legenda: C- representa o controle negativo do teste (controle estéril onde ndo é inoculado a bactéria) e C+
representa o controle positivo (controle onde é inoculado a bactéria e precisa ter crescimento bacteriano (alteracéo
da cor inicial (azul)). Em ambas as colunas foi adicionado o antimicrobiano. A partir da terceira coluna, o
antimicrobiano esta presente, variando a sua concentracao.

Fonte: Extraido e adaptado de SCHAAF (2017).

2.7.3 Teste rapido Polimixina NP

Alguns testes fenotipicos alternativos foram desenvolvidos visando o uso na pratica
clinica com intuito de praticidade e rapidez a exemplo do Teste Rapido de Polimixina NP,
criado por Nordmann et al. em 2016, que pode revelar resultados em menos de 2h. O método
tem como principio a analise dos resultados pela variacdo de cor da solucdo. Os isolados sdo
considerados resistentes quando a cor da solucéo reveladora mudou de laranja/vermelho para
amarelo, como observado na Figura 06, fornecendo resultados de 20 minutos a 4 horas ap0s
incubacdo a 35°C + 2°C. A mudanca de cor da solucdo € causada pela formacédo de acido na
solucdo devido ao uso da glicose como substrato para a bactéria (CONCEICAO-NETO et al.,
2020). A simplicidade para elaboracéo do teste é um dos seus pontos fortes, visando um novo
mecanismo para a rotina laboratorial, pois € feito basicamente de duas solu¢bes de simples
confeccdo. Apds sua criacdo, diversos estudos foram feitos comparando este teste com o de
microdiluicdo em caldo, reconhecido como padrdo ouro nestes casos e os resultados foram
satisfatorios. Em bactérias que possuiam o gene mcr, o teste Polimixina NP foi capaz de detectar
resisténcia em todos os isolados (JAYOL et al., 2018; PORIEL et al., 2018; MITTON et al.,
2019). Porém, em alguns relatos na literatura (CONCEICAO-NETO O. C. et al., 2020; POIREL
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e NORDMANN, 2017), os resultados em casos de isolados com baixo nivel de resisténcia a
Polimixina foram considerados como erros graves, com CA insuficiente para aceitacdo (<90%),
especialmente para isolados de K. pneumoniae, que caracteristicamente apresentam colonias
mucoides em meio solido (CONCEICAO-NETO et al., 2020), a quantificacio tornou-se dificil
e carente de precisdo. Os niveis de sensibilidade e especificidade do teste, no geral, sdo
aceitaveis, variando entre 90-100% de sensibilidade e 94-100% de especificidade
(COCENICAO-NETO et al., (2020); SHOAIB et al., 2020; YAINOY et al. (2018); MALLI et
al., (2019).

Figura 06: Resultados representativos de teste rapido Polimixina NP.
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Legenda: A primeira coluna vertical representa os pogos onde a Colistina foi adicionada a solucdo e a segunda
onde a Colistina ndo esté presente nas solucdes. A primeira linha vertical foi usada como controle do teste (pogo
sem bactéria). A segunda linha vertical é referente aos pogos onde foi inoculado uma cepa suscetivel a colistina.
A terceira linha vertical representa os pogos onde foi inoculado uma cepa resistente & Colistina. A mudanca de
coloragdo do vermelho para amarelo indica crescimento bacteriano.

Fonte: Extraido e adaptado de PORIEL (2018).

2.8 Dificuldade de deteccéo de baixo nivel de resisténcia as polimixinas

A reconhecida falta de recursos financeiros da maioria dos laboratorios de
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microbiologia clinica justifica os métodos de diagnosticos pouco eficazes, atenuando a
dificuldade enfrentada de reconhecer a real patogenicidade do microrganismo (TANIGUCHI
et al., 2019; ASTOLFO et al.,, 2018). A escassez de dados referentes aos recursos e
infraestrutura de hospitais e laboratérios de microbiologia tornam ainda mais abstrato o real
cenario enfrentado pela satde publica no Brasil e no mundo, tendo em vista que, se pudéssemos
quantificar e enxergar o panorama geral, atitudes mais pontuais poderiam ser tomadas para

minimizar este conflito.

Apesar disso, mesmo 0s métodos que requerem recursos maiores para serem realizados
e tidos como padréo ouro para deteccdo de resisténcia as polimixinas, como a microdiluicdo em
caldo, por vezes divergem de outros testes, que pode resultar uma interpretacdo imprecisa de
cepas resistentes como suscetiveis, principalmente em casos de niveis baixos de resisténcia
(CONCEICAO-NETO et al., 2020). A aparicdo destes baixos niveis de resisténcia pode ser
caracterizada por uma heterorresisténcia do isolado. Este fenémeno de heterorresisténcia,
observado em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, ocorre quando subpopulacdes de
bactérias aparentemente isogénicas exibem uma gama de susceptibilidades a um determinado
antibiotico, podendo ser intrinseca ou adquirida e podem ser evidenciadas pela presenca de
padrdes skipped wells na microdiluicdo em caldo (EL-HALFAWAY, VALVANO, 2015; BIR
et al., 2022). A heterorresisténcia intrinseca ocorre sem pré-exposicdo ao antibiotico, mas a
heterorresisténcia também pode ser adquirida ou induzida apds a exposicdo inicial aos
antibioticos (EL-HALFAWAY, VALVANO, 2015). Os padrées skipped wells s&o
caracterizados pela falta de crescimento em pogos com concentragcdes mais baixas de antibidtico
seguida de um poco, com uma concentracdo maior que a anterior, indicando crescimento
bacteriano (TURLEJ-ROGACKA et al., 2018). Este fendbmeno foi relatado amplamente na
literatura (MATUSCHEK et al., 2018; ELIAS et al., 2021; BIR et al., 2022), porém a causa
ainda ndo foi completamente elucidada. A hipo6tese mais difundida é de que esteja relacionado
a aderéncia do antimicrobiano ao material plastico no qual placa é feita, porém, na pratica, essa
hipdtese ndo se comprova, tendo em vista que se fosse este 0 motivo, teria que ocorrer com
todas as espécies, fato que ndo acontece (CHEW et al., 2017; MATUSCHEK et al., 2018).
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2.9 Principais mecanismos de resisténcia antimicrobiana encontrados em K.pneumoniae

Isolados de K.pneumoniae tém apresentado elevada resisténcia a uma série de
antibidticos empregados na clinica. Muitos desses mecanismos de resisténcia tém sido
adquiridos através de transferéncia horizontal de genes, conferindo altos niveis de resisténcia
em relacdo aos antibidticos B-Lactamicos e Quinolonas (SHEN et al., 2023; RABELO et al.,
2023).

Até a década de 80, a utilizacdo de cefalosporinas de 3?2 geracdo apresentava elevada
eficacia contra isolados de Klebsiella pneumoniae. Em 1985, este cenario mudou com a
descoberta das Beta-lactamases TEM-3, posteriormente denominadas de ESBL (Beta
Lactamases de Espectro Estendido) (SOUGAKOFF et al., 1988). Inicialmente descritas na
Franga, a presenca destes mecanismos de resisténcia s6 foi detectada no Brasil em 1994
(CASELLAS; BLANCO; PINTO, 1994; CHENG et al., 2022). ESBLs s&o enzimas plasmidiais
que apresentam capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de terceira e quarta
geracOes, monobactamicos, mas ndo apresentam atividade contra carbapenémicos (KNOTHE
et al., 1983). Diversos trabalhos de revisdo de resisténcia antimicrobiana em Enterobacterales
tém demonstrado que a maioria das ESBLs detectadas sdo dos tipos TEM, SHV e CTX-M,
onde a CTX-M2 foi o tipo mais prevalente. Inicialmente descrito em isolados exclusivamente
hospitalares, esse mecanismo de resisténcia, a partir dos anos 2000, tem sido amplamente
encontrado em amostras clinicas de pacientes da comunidade (RAOUF et al., 2022; SALAZAR-
VIZCAYA et al., 2022).

As AmpC também sdo mecanismos bastante presentes em K. pneumoniae. Essas
enzimas hidrolisam penicilinas, cefalosporinas até terceira geracdo (ndo hidrolisam
cefalosporinas de quarta geracdo, a exemplo de cefepima) e hidrolisam cefamicinas (com
excecdo da enzima ACC-1, uma AmpC mediada por plasmideo que ndo hidrolisa cefoxitina).
Fenotipicamente sdo fracamente inibidas pelos bloqueadores de B-lactamases classicos, a
exemplo de 4&cido clavulanico, caracteristica que as distinguem das ESBLs (JAURIN;
GRUNDSTROM, 1981). Isolados pertencentes ao grupo CESP/MYSPACE (Enterobacter
spp., Serratia spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia spp., Hafnia alvei)
possuem genes cromossdmicos induziveis que codificam para AmpCs. K. pneumoniae,

Salmonella spp. e P. mirabilis podem adquirir genes plasmidiais que carreiam o gene ampC, o
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que confere as mesmas caracteristicas observadas em mutantes cuja regulacéo génica pode levar
a hiperproducéo dessas enzimas. Esses mecanismos, quando associados a bombas de efluxo
e/ou perda de permeabilidade, podem levar a resisténcia a carbapenémicos (MAHLEN et al.,
2003; DE ALMEIDA et al., 2022).

A resisténcia mediada por AmpC plasmidial foi inicialmente identificada nos anos 80
(JAURIN; GRUNDSTROM, 1981). Categorizadas na classe C pela classificacdo molecular das
B-lactamases, possuem varias linhagens que sdo provenientes de AmpCs cromossdmicas, por
exemplo, MIR e ACT de Enterobacter spp.; CMY, LAT e FCE de Citrobacter spp.; DHA,
ACC e FOX de Morganella morganii, Hafnia alveii e Aeromonas spp. respectivamente (HALL;
BARLOW, 2005; JACOBY, 2009).

Adicionalmente, alteracdes da permeabilidade da membrana celular, alteracdo de sitio
de acdo e a presenca de bombas de efluxo também sdo mecanismos descritos em K. pneumoniae
(CHEVALIER et al., 2000; PADILLA et al., 2010; KARAMI-ZARANDI et al., 2023).

Devido a emergéncia das ESBLs, AmpCs e a versatilidade na combinacéo de diversos
mecanismos de resisténcia antimicrobiana, os carbapenémicos passaram a ser, a partir dos anos
90, a classe de escolha para o tratamento de infecgdes graves causadas por Klebsiella
pneumoniae multirresistente (LIVERMORE et al., 2012). Entretanto, a pressao seletiva e a
capacidade evolutiva desses isolados, dotou esses microrganismos de eficientes mecanismos de

resisténcia a esta importante classe de antimicrobianos: as carbapenemases.

2.9.1 Klebsiella pneumoniae e a producédo de carbapenemase

Principal classe de antimicrobianos empregada em casos de infec¢cdes graves causadas
por bacilos Gram-negativos em pacientes hospitalizados, os carbapenémicos foram
inicialmente isolados em 1976 (KAHAN et al., 1979). Apesar de mostrar significativa poténcia,
o0 uso clinico foi limitado por sua instabilidade na agua. Desde entdo, a otimizacdo da quimica
medicinal produziu um versatil nimero de carbapenémicos: imipenem, meropenem,
doripenem, ertapenem, por exemplo (ARMSTRONG; FENN; HARDIE, 2021).

Carbapenémicos sdo antibioticos Beta-lactamicos. Como mostrado na Figura 07, em

contraste com as penicilinas, o sistema de anel fundido 4:5 nesta classe é insaturado e ndo possui
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anel de enxofre. Essa configuracdo fornece melhor resisténcia as Beta-lactamases (PAPP-
WALLACE etal., 2011).

Figura 07. Estrutura quimica dos carbapenémicos em comparacdo com a estrutura da penicilina V. A
substituicdo do enxofre em um dos anéis (seta) confere maior resisténcia contra a atividade de Beta-lactamases.
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Fonte: Extraido e adaptado de ARMSTRONG; FENN; HARDIE (2021)

A resisténcia em bactérias Gram-negativas surge através de trés principais mecanismos:
(i) O primeiro ¢ a producdo de B-lactamases (carbapenemases) que desativam as drogas antes
que este exerca o seu efeito terapéutico hidrolisando o anel Beta-lactamico. Classificadas em
dois grandes grupos com base em seus modos de acdo: serina-dependente (classe A e D de
Ambler) e metal dependente (classe B de Ambler, também denominada metalo-p-lactamase),
essas enzimas representam o0 mecanismo mais versatil e frequente de resisténcia aos
carbapenémicos. As enzimas de maior importancia clinica pertencentes a Classe A sdo as KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) e suas variantes - apesar de ser identificada
inicialmente nesta espécie, possui ampla distribuicdo em outros isolados pertencentes as
Enterobacterales) (GOMES, 2018). Na classe B, as variantes de NDM (New Delhi Metallo
Beta-Lactamase), na classe C a CYM-10 e na classe D as variantes de OXA sdo as mais
frequentes. Entretanto, diversas familias integram essas diferentes classes (Figura 08),
conferindo fendtipos de resisténcia igualmente preocupantes (NOSTER; THELEN;
HAMPRECHT (2021). Apresentam ampla distribuicdo e os genes que as codificam podem
estar presentes em plasmideos e transposons, o que facilita a sua disseminacdo (ABOU-ASSY
et al., 2023). Uma preocupacdo particular € a aquisicdo de resisténcia multipla mecanismos,
como observado em P. aeruginosa, que diminui significativamente a eficacia do carbapenémico
(FANG et al., 2023). (ii) superexpressdo de bombas de efluxo efetivamente remove as drogas
do ambiente celular, e (iii) resisténcia mediada por porina restringe a entrada no espago

periplasmatico da célula bacteriana, que é o principal fator de resisténcia em P. aeruginosa
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(BASARAN e OKSUZ, 2023). Esses fatores reforcam a necessidade do uso racional de

antimicrobianos.

Figura 08. Classificacdo de Ambler com as principais Beta-lactamases encontradas em Enterobacterales
destacando as principais familias de carbapenemases isoladas na pratica clinica.
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Fonte: Extraido e adaptado de NOSTER; THELEN; HAMPRECHT (2021)

A identificacdo cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC no Brasil iniciou-
se em Recife, no ano de 2009, quando foram divulgados a presenca das primeiras cepas de K.
pneumoniae portadoras do gene blakKPC-2 que haviam sido isoladas em meados de 2006 em
uma Unidade de Terapia Intensiva da capital (MONTEIRO et al., 2009). A KPC-2 é descrita
em estudos nacionais como a carbapenemase mais comum e endémica no Brasil, sendo os tipos
sequenciais ST11 e ST437 os principais identificados, pertencentes ao complexo clonal 258
(SAMPAIO e GALES, 2016; THOMAS et al., 2022). Com a disseminacao das carbapenemases
na maioria dos paises dos diferentes continentes e a indisponibilidades de novos
antimicrobianos para uso clinico, as polimixinas passaram a ser amplamente utilizadas para

tratar esses isolados. Entrava em cena a ultima linha de defesa contra a escalada da
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multirresisténcia antimicrobiana. Entretanto, as ferramentas moleculares de resisténcia também

evoluiram nesse sentido.

2.9.2 Mecanismos de resisténcia as polimixinas

Ao final do século 20, uma era de emergéncia de bactérias multirresistentes,
antimicrobianos anteriormente negligenciados como a polimixina B e a colistina (polimixina
E), as duas formas de polimixinas comercialmente disponiveis, ressurgiram nos ultimos vinte
anos como uma classe de antimicrobiano essencial, sendo atualmente uma das que possui maior
atividade contra bacilos Gram-negativos multirresistentes, como Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae, tendo seu uso feito com sucesso e frequéncia
variaveis em diversas regides do mundo (POGUE, et. al, 2016; ROBERTS, et. al, 2015;
VARDAKAS e FALAGAS, 2016; XIA e JIANG, 2021; PENG et al., 2023). Com isso, estes
assumiram um papel importante na terapia antimicrobiana de infec¢bes por KP-KPC,

consideradas muitas vezes como intrataveis (TSUJI et al., 2019).

Na verdade, quando o uso de Beta-lactamicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas é
ineficaz, observa-se um aumento do uso da polimixina, que anteriormente era tido como um
antibiotico de reserva, utilizado como Ultima opcdo de tratamento devido a sua alta
nefrotoxicidade, no tratamento de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC).
Hoje, este antimicrobiano ja é utilizado como tratamento de primeira linha em diversas
situacOes, principalmente em servigcos de saide com orcamento mais escasso, evidenciando a
falta de opcOes terapéuticas em funcdo da multirresisténcia aos antimicrobianos outrora eficazes
(DE CARVALHO., 2022; FASSEEH et al., 2023).

Os problemas de toxicidade envolvendo as polimixinas ainda continuam um importante
limitador do uso terapéutico, pois estudos clinicos recentes relatam que nefrotoxicidade
associada ao uso de polimixinas pode ocorrer na ordem acima de 60% dos pacientes, quando
administradas de maneira intravenosa; sendo a nefrotoxicidade o principal fator limitante da
dose para seu uso clinico 6timo (RIGATTO et al., 2015). Além disso, doses abaixo da dose

6tima, podem promover a emergéncia de resisténcia as polimixinas (ROBERTS, et. al, 2015).

Isolada em 1940 a partir do Bacillus polymyxa, as polimixinas exercem efeito

bactericida devido a interacdo com moléculas de LPS da membrana externa da bactéria Gram
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negativa levando a sua ruptura (STANSLY e SCHLOSSER., 1947). A carga positiva da
polimixina liga-se a carga negativa da membrana externa e ocorre o deslocamento de cétions
divalentes dos grupos fosfatos de lipidios A (LEUNG et al., 2017). Sabendo disso, 0 mecanismo
de acdo das polimixinas se relaciona diretamente com a afinidade desses antimicrobianos com

as cargas negativas do lipidio A, componente do LPS bacteriano, na membrana externa.

O primeiro relato de K. pneumoniae resistente a colistina (CoR) foi isolado em Atenas
em 2004 (MIRIAGOU et al., 2005). A maioria dos mecanismos de resisténcia contra as
polimixinas giram em torno da modificacdo do lipidio A, sendo o mecanismo mais efetivo a
substituicdo catidnica dos grupos de fosfato na molécula pela 4-amino-4-deoxi-L-arabinose (L-
AradN). A segunda alteracdo mais efetiva € a adicdo de fosfoetanolamina (PEtN). Essas
modificagdes diminuem a carga negativa na membrana externa bacteriana, o que diminui a

afinidade dessa estrutura com as polimixinas (TRIMBLE et al., 2016).

Outra maneira da bactéria adquirir resisténcia € por meio da inativagdo da pequena
proteina reguladora MgrB. Ela é uma pequena proteina transmembrana produzida apos a
ativacdo do sistema de sinalizacdo PhoPQ e atua como um regulador negativo neste sistema.
Sem um MgrB funcional, o sistema de dois componentes PhoPQ € constitutivamente ativo,
levando a um aumento nas modificacdes do lipidio A e subsequente resisténcia a colistina (LI
et al., 2023). Essa alteracéo se da por uma adicao de 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (LAra4N)
na porc¢édo do lipideo A do LPS (SARA et al., 2018) e é negativamente regulada pela proteina
MgrB (WRIGHT et al., 2015). A biossintese de LAra4N é mediada por PmrA/PmrB (PmrAB)
e PhoP/PhoQ (PhoPQ) que séo dois componentes de sistemas de regulacdao (BARIN, 2013).
PhoQ € uma quinase transmembrana e PhoP uma proteina reguladora que tem a capacidade de
se autofosforilar e também, na presenca de pH baixo e baixos niveis de Mg2+ ou Ca2+,
fosforilar o PhoQ (JAYOL et al.,2015). Esta modificacdo limita a interacdo com as polimixinas
e reduz a absorcdo do farmaco pela bactéria (FERNANDEZ et al., 2013), pois altera a
composicdo da membrana e diminui a carga negativa da membrana externa de K. pneumoniae,
(VELKOV et al., 2013) causado diminuicdo da afinidade dessa membrana com as Polimixinas.
Outro estudo, feito por Kim et al. (2014), mostrou que os sistemas phoP/phoQ e pmrA/pmrB
sdo regulados positivamente em K. pneumoniae exposta a polimixinas, apontando que esse
sistema estd envolvido no mecanismo de resisténcia a este antimicrobiano. A ativacao

constitutiva do sistema pmrAB também pode ser causada por mutagfes missense em pmrA ou
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pmrB, levando uma posterior regulagéo positiva de pmrCAB operon e arnBCADTEFoperon,
resultando na sintese e adicdo de PEtN e L-Ara4N, respectivamente, ao lipidio A. Outro
mecanismo € a mutacdo/inativacdo do gene mgrB (Cannatelli et al., 2013), que ird exercer
feedback negativo no sistema PhoPQ, inibindo a quinase de PhoQ e/ou estimulando sua
atividade de fosfatase, consequentemente suprimindo a fosforilagdo do PhoP, causando a
repressdo dos genes regulados pela proteina PhoP (LIPPA e GOULIAN, 2009). Essa inativacdo
pode acontecer devido ao rompimento do gene mgrB em fungdo de uma sequéncia de insercao
que literalmente forma um produto truncado. (Figura 09). Esse mecanismo mediado por
desregulacdo do gene mgrB esta presente em até 54% dos isolados de K. pneumoniae resistentes
as polimixinas (DA SILVA, 2021).

Figura 09. Representacdo genética do regulador negativo do sistema de dois componentes (PhoP/PhoQ), mgrB.
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Legenda: A- (i) K. pneumoniae com mgrB intacto (susceptivel a colistina) e (ii) K. pneumoniae com mgrB
truncado por uma sequéncia de insercdo (resistente a colistina). (B) Alinhamento de mgrB ndo mutado de K.
pneumoniae suscetivel a colistina e mgrB mutado de uma cepa resistente a colistina com uma mutagdo missense e
término prematuro de mgrB. Término prematuro (-).

Fonte: Extraido de OLAITAN; MORAND; ROLAIN (2014).

Estudos realizados com Salmonella enterica foram os primeiros a demonstrar o
envolvimento de alteracBes no lipopolissacarideo (LPS) bacteriano e diminuicdo da atividade
das polimixinas (SARA et al., 2018).

Quanto aos elementos genéticos moveis, destacam-se 0s genes mcr (mobile colistin
resistance). Atualmente, um total de 10 variantes diferentes (ou seja, mcr-1 a mcr-10) foram
descritas (LING et al., 2020; WANG et al., 2020). Inicialmente descrito na China em 2015,



36

durante um projeto de vigilancia de rotina em Escherichia coli comensais de animais,
descobriu-se que a cepa SPH45 deste isolado possuia a capacidade de transferir a resisténcia
colistina para outras cepas. Isolada a partir de fezes de porcos, surgia assim, a descri¢cdo do
primeiro mecanismo plasmidial de resisténcia as polimixinas mediada pelo gene mcr-1 (LIU et
al., 2016).

O mcr é um gene de resisténcia a colistina mobilizado através de plasmideos. Ele
codifica a enzima fosfatidiletanolamina transferase que transfere o residuo de
fosfatidiletanolamina para o lipidio A da membrana celular de bactérias Gram negativas,
modificando o sitio de acdo do lipidio A e consequentemente impossibilitando a acdo da
polimixina por ndo conseguir se ligar ao seu sitio de acdo alvo (LIU et al., 2016). Apés a
identificacdo do mcr-1, ampla atencéo cientifica levou ao reconhecimento de multiplos mcr-1
variantes e dez familias de genes mcr adicionais. Esta ultima inclui: mcr-2 em E. coli e
Salmonella spp. de suinos, bovinos e frangos na Bélgica (SUN et al., 2017), mcr-3 em E. coli
humana e animal, Proteus spp. e Aeromonas spp. em paises em Asia, Europa e América do Sul
(BELANEHE et al., 2018), mcr-4 em sorovar E. coli e Salmonella enterica Typhimurium de
suinos e humanos na Bélgica, Italia e Espanha (CARRETTO et al., 2018), mcr-5 em aves e
isolados de carne de aves de S. enterica sorovar Paratyphi (NGBEDE et al., 2020), mcr-6 em
Moraxella sp. isolados de porcos no Reino Unido, mcr-7 em K. pneumoniae de galinhas na
China, mcr-8 em K. pneumoniae de humanos e porcos na China (LING et al., 2020), mcr-9 em
uma cepa de Salmonella Typhimurium isolada de um paciente humano no estado de Washington
(EUA) e mcr-10 em uma cepa clinica de Enterobacter roggenkampii isolado na China (GUAN
et al., 2022). Vale ressaltar que a cepa de S. Typhimurium na qual o mcr-9 foi originalmente
detectado era fenotipicamente susceptivel a colistina de acordo com EUCAST com um MIC de
2 ug/mL. A ocorréncia de mais de um desses genes na mesma cepa foi relatada em E. coli e
Salmonella spp. isolados de origem humana e animal na Europa e na China, como a presenca
simultanea de mcr-1 e mcr-3 e de mcr-1 e mer-4 (BASTIDAS-CALDES, 2022).

O gene mcr-2 compartilha a identidade de 76,7% com o gene mcr-1. Foi descrito em
amostras de Escherichia coli resistentes a colistina originadas de amostras de suinos e bovinos
gue ndo continham o gene mcr-1 em 2016 na Bélgica (XAVIER et al., 2016). Apesar de ocorrer

em frequéncia menor do que o mcr-1, o gene mcr-2 ja foi encontrado em bactéria Gram-
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negativas resistentes a colistina originadas de suinos e de alimentos (ABUOUN et al., 2017,
GARCIA-GRAELLS et al., 2018; WANG et al., 2018).

O processo de ativagao dos genes que tém a capacidade de modificar a estrutura do LPS,
resultando na inativacdo do sitio de acdo das Polimixinas, tem como principio tanto o mgrB
quanto o MicA (em E. Coli) que irdo exercer feedback negativo no sistema regulatério phoPQ.
As mutacBes em mgrB ou phoP/phoQ geralmente levam & inducdo constitutiva do sistema
phoPQ A ativacdo do sistema phoPQ ativa pagL (que desacila o lipidio A em Salmonella) e
pmrD (que ativa pmrA) e reprime eptB através da ativacdo de MgrR, impedindo a modifica¢do
do &cido 3-desoxi-Dmano-oct-2-ulossénico (KDO) com fosfoetanolamina (PEtN). Além disso,
o sistema regulador phoPQ pode ativar diretamente o operon arnBCADTEF em algumas
bactérias, como Klebsiella pneumoniae. O sistema pmrAB € ativado via pmrD ou por mutacées
nos genes pmrA/pmrB. Uma vez induzido, o pmrA fosforilado ativa os genes arnBCADTEF e
pmrE, que modificam coletivamente os LPSs com 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N).
O lipidio A e o nacleo LPS s&o posteriormente modificados com PEtN pelo pmrCABoperon e
CptA, respectivamente. Outros genes ativados por pmrA sdao pmrR, que reprime IpxT (que
fosforila o lipideo A) apds ativacédo e 0 gene IpxR (que desacila o lipideo A). Por fim, etK pode
adicionalmente fosforilar o gene pmrE (OLAITAN, 2014), esse processo esta ilustrado na

Figura 10.

Figura 10: Representacdo esquematica da ativacdo de genes modificadores de lipopolissacarideos envolvidos na
resisténcia a Polimixina em bactérias Gram-negativas.
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Legenda: A¢do do mgrB e do MicA no sistema regulatério phoPQ. A ativacao do sistema phoPQ desencadeia uma
série de ativacbes em pagL, pmrD, pmrA e eptB com envolvimento da MgrR. Além disso, o sistema regulador

phoPQ pode ativar diretamente o operon arnBCADTEF. O sistema pmrAB é ativado via pmrD ou por mutagdes
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nos genes pmrA/pmrB. O pmrA fosforilado ativa os genes arnBCADTEF e pmrE. O lipidio A e o nicleo LPS sdo
posteriormente modificados com PEtN pelo pmrCABoperon e cptA, respectivamente. O pmrR reprime IpxT ap6s
ativacdo e também o gene IpxR. Por fim, etk pode fosforilar o gene pmrE. Os simbolos de estrela vermelha
representam as mutacdes.

Fonte: Extraido de OLAITAN (2014)

As polimixinas sdo consideradas, em muitos casos, como a ultima linha de tratamento
em relagdo aos isolados de K. pneumoniae produtores de carbapenemase. O surgimento e a
disseminacdo de patdgenos com resisténcia a essas duas importantes classes de antimicrobianos
continuam a ameagar a capacidade de tratamento e colocam constantemente em debate se a
ciéncia, de fato, encontra-se diante do fim da era de ouro dos antimicrobianos (BARTOLLETI
et al., 2016; RODRIGUES et al., 2019; LI et al., 2023; GOMES et al., 2023). Com a
disseminagdo rapida e global de isolados Pan resistentes (também conhecidos como
“Superbugs”), a incidéncia de infec¢des ndo trataveis tem se tornado cada vez maior. Nesse
sentido, o monitoramento epidemioldgico representa uma importante ferramenta para que
medidas de controle sejam adotadas e a disseminacdo desses isolados seja evitada (SIMS e
KASPRZYK-HORDERN, 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana as polimixinas em isolado de
Klebsiella pneumoniae produtor de carbapenemase proveniente de amostra clinica de paciente

assistido em um hospital terciario de Recife-PE.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana do isolado de Klebsiella
pneumoniae selecionado para este estudo aos principais antimicrobianos utilizados na
pratica clinica;

b) Identificar as principais enzimas relacionadas ao fenotipo de resisténcia do isolado de
Klebsiella pneumoniae selecionado;

c) Awvaliar a presenca dos principais genes codificadores de carbapenemase no isolado
selecionado;

d) Avaliar a capacidade de transferéncia interespecifica dos mecanismos de resisténcia a
polimixina presentes no isolado de K. pneumoniae selecionado.
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4 METODOLOGIA

4.1 Isolado clinico

O isolado clinico de Klebsiella pneumoniae foi obtido a partir de amostra de urocultura
de paciente assistido em um hospital terciario de Recife-PE em Janeiro de 2023.

A identificacdo das espécies bacterianas e o perfil de susceptibilidade antimicrobiana
foram primariamente determinados no laboratério de Microbiologia Clinica do préprio hospital,
atraves de provas bioguimicas fenotipicas de rotina e por meio de metodologia automatizada,
Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy L'Etoile, France).

O isolado clinico foi coletado da rotina do laboratério de Microbiologia Clinica do
Hospital e armazenado em meio LB suplementado com 15% de glicerol a temperatura de 80 °C
negativos no Departamento de Microbiologia do IAM/FIOCRUZ. As subculturas foram
posteriormente realizadas em meio de cultura LB (Luria-Bertani) e/ou Brain Heart Infusion
(BHI) e incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas para seguimento das etapas subsequentes deste

estudo.

4.2 Determinacdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

A concentracao inibitéria minima (CIM) para a polimixina B e meropenem foi avaliada
por microdiluicdo em caldo de acordo com as recomendacdes do BrCAST (Brazilian

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

Para isto, 0 indculo bacteriano foi preparado pela técnica de suspensdo direta de coldnias
crescidas em placas contendo agar Mueller-Hinton (Himedia) em 1 mL de CA-MHB estéril até
uma densidade OD 625nm de 0,08 — 0,13 UA, determinada em espectrofotémetro UV 1101
Biotech Photometer (WPA), correspondente a 0,5 da escala de McFarland ou 1-5 x 108

UFC/mL. Essa suspensdo foi subsequentemente diluida 1:1000 em CA-MHB em volume
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suficiente para inoculacdo dos pocos da placa 50 de microdilui¢do. Um volume de 50 pL desta
altima diluicdo foi inoculado simultaneamente com o auxilio de pipetador automatico
multicanal em cada poco da placa previamente confeccionada, de modo que, ao final dessa
etapa, cada pogo contivesse um volume final de 100 pL, contendo a concentragdo final desejada
para cada antimicrobiano e uma densidade celular bacteriana de cerca de 1-5 x 10° UFC/mL.
Para avaliar a possibilidade de interferéncia do plastico no resultado do ensaio de microdiluicdo
em caldo, o experimento foi realizado em placa de 96 pocos de Poliestireno ndo tratada (placa

hidrofdbica) e tratada (placa hidrofilica). Os resultados foram posteriormente comparados.

Como controle positivo do crescimento bacteriano foram inoculados pogos contendo
CA-MHB livre de antimicrobianos e, como controle negativo de crescimento foram reservados

pocos contendo apenas CA-MHB, sem inoculagéo.

Apos inoculacéo, as placas de microdiluicdo foram incubadas por 18-24 horas, a 35 £ 2
°C e apds esse periodo, inspecionadas visualmente apds adicdo de resazurina para a
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), que é considerada a menor

concentracdo de cada antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano.

A resisténcia a colistina também foi avaliada por Drop Test e Polimixina NP. No
primeiro teste, cerca de 10 puL de Colistina (16 pg/mL) foram adicionados ao meio agar Muller
Hinton previamente inoculado com o isolado clinico selecionado para este estudo (ajustado a
uma densidade de 0,5 na escala nefelométrica de McFarland). A placa permaneceu em repouso
a temperatura ambiente para secagem da gota de antibidtico. Em seguida, o experimento foi
incubado a 37°C por 24h. No dia seguinte, procedeu-se com a leitura visual para verificar a

formacdo ou ndo de zona de clareamento (sensibilidade).

O teste de Polimixina NP foi conduzido conforme protocolo estabelecido por

Nordmann, Jayol e Poirel (2016). O isolado de K.pneumoniae foi ajustado em uma placa de 96
pocos (poliestireno) a uma concentracdo de 10 CFU/mL em uma solucdo contendo glicose

anidra a 1%, 0,005% de vermelho de fenol e 3,75 pg/mL de colistina. O volume final de reacéo
foi de 150 uL. O experimento foi incubado por duas 2h a 37°C. Apds esse periodo, a placa de
96 pocos foi analisada para verificar a producdo de &cido (coloracdo amarelada) pelo isolado

avaliado (critério de resisténcia).



42

Os testes de sensibilidade a ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepime, meropenem, amicacina, gentamicina, ertapenem, ciprofloxacina e
trimetoprim-sulfametoxazol foram determinados por metodologia automatizada em Vitek® 2
Compact (bioMérieux), seguindo o fluxo de rotina do laboratério de Microbiologia Clinica do
hospital, utilizando-se os painéis de ID/AST.

4.3 Teste fenotipico de deteccédo enzimética das principais carbapenemases de interesse

clinico

O teste fenotipico de deteccdo enzimatica foi realizado a partir da utilizagdo do NG -
Test CARBA 5 (Laborclin), ao qual sdo imobilizados anticorpos monoclonais de ratos dirigidos
contra KPC (K), OXA (0), VIM (V), IMP (1), e NDM (N) em zonas de teste de membrana de

nitrocelulose designadas por K, O, V, I, e N.

O ensaio foi realizado a partir da aplicacdo de uma suspensdo do inoculo do isolado-
teste no poco do cassete. A amostra migra através do bloco conjugado e caso estejam presentes,
as carbapenemases reagem com 0s anticorpos monoclonais anti-carbapenemases marcados. O
complexo migra através da membrana de nitrocelulose via capilaridade e interage com 0s
anticorpos monoclonais anti-carbapenemases correspondentes, imobilizados na membrana. A
linha de controle C, é formada por estreptavidina marcada e anticorpos monoclonais que reagem
com biotina-BSA e anticorpos policlonais de cabra e anti-rato, imobilizados na membrana. Caso
a amostra seja positiva para uma ou para varias carbapenemases, ird aparecer uma linha
vermelha na(s) zona(s) de teste e na zona controle da membrana. Caso contrério, apenas ira

aparecer uma linha vermelha na zona do controle.

4.4 Deteccdo dos principais determinantes genéticos de resisténcia aos carbapenémicos

Os testes para deteccdo dos principais genes de resisténcia aos carbapenémicos foram

realizados com o intuito de confirmar os testes fenotipicos de detec¢do enzimatica das
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principais carbapenemases de interesse clinico, bem como para avaliar a possivel presenca de
genes que codificam demais betalactamases de interesse clinico ndo contempladas no teste
fenotipico.

Para isto, a extracdo de DNA total deste isolado foi realizada através de kit comercial
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen), por procedimento realizado de acordo com as
instrucGes do fabricante. O DNA foi quantificado através do equipamento NanoDrop 2000C e
estocado a -20°C, sendo posteriormente diluido para concentracéo de uso.

A pesquisa dos principais determinantes genéticos de resisténcia foi realizada por PCR,
em reagdes individuais com volume final de 25 pL, contendo tampao para PCR Multiplex
(Invitrogen, Mariland. EUA), MgCl. (Invitrogen, Mariland, EUA), 1U Platinum Tag DNA
Polimerase (Invitrogen, Mariland, EUA), 2,5 mM de dNTP’s (Invitrogen, Mariland, EUA),
além das sequéncias iniciadoras dos genes de Klebsiella pneumoniae carbapenemase KPC-F
(5°-TCGCTAAACTCGAACAGG-3’) e KPC-R (5°-TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC-
3”); New Delhi metalobetalactamase NDM-F (5’-CTGAGCACCGCATTAGCC-3’) e NDM-R
(5’-GGGCCGTATGAGTGATTGC-3’); Brazilian Klebsiella carbaoenemase BKC-F (5°-
ACATAATCTCGCAACGGGCG-3’) e BKC-R (5-TCGCCGGTCTTGTTCATCAC-3’);
Imipenemase  IMP-F  (5-GAATAGAATGGTTAACTCTC-3°) e IMP-R  (5’-
CCAAACCACTAGGTTATC-3’); Sao Paulo metalobetalactamase @ SPM-F  (5°-
CCTACAATCTAACGGCGACC-3") e SPM-R (5’-TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3); e
Verona imipenemase VIM-F 5 -GTTTGGTCGCATATCGCAAC -3°) e VIM-R (5’ -
AATGCGCAGCACCAGGATAG -3°, a 10 mM cada.

As reacOes foram realizadas em termociclador Veriti (Applied Biosystems, Perkin
Elmer, EUA) iniciando a partir de uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos,
seguido de ciclos de 45 segundos a 94°C por 30 segundos, a 51°C por 2 minutos, e a 72°C por
90 segundos, repetidos 30 vezes, e finalizando por um ciclo de extensdo final a 72°C por 5

minutos.

Os possiveis produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%,

por 45 minutos a 120V e posteriormente visualizados sob luz UV em transiluminador.



44

Os amplicons visualizados em gel de agarose foram entdo excisados com o auxilio de
um bisturi estéril e purificados utilizando o illustra™ GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit, sendo posteriormente submetidos ao sequenciamento de DNA por
metodologia de Sanger. As sequéncias de nucleotideos foram visualizadas e tratadas utilizando
o software Chromas (Technelysium Pty Ltd) e alinhados com sequéncias disponiveis no NCBI
utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), sendo visualizadas pelo

BioEdit 7.2 (Informer Technologies, Inc.).

4.5 Avaliacdo da capacidade de transferéncia interespecifica dos mecanismos de

resisténcia as polimixinas

A avaliacédo da capacidade de transferéncia dos genes de resisténcia foi realizada com o
intuito de determinar se 0 microrganismo era detentor de mecanismos moveis de resisténcia.
Com este intuito, 0 DNA plasmidial da K. pneumoniae foi preparado da seguinte maneira: foi
centrifugado a 2400 RPM por 5 min a cultura de 2 ml overnight do isolado de K. pneumoniae,
em seguida ressuspendido o sedimento em 200 pL da solucéo de 4 g/ml de lisozima Lizosima
(glicose 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0 - 4°C). Foi adicionado 400 puL
de uma solucdo contendo NaOH 0,2 M, 1% (p/v) SDS. Solucdo de estoque de 2 M NaOH e
10% (p/v) SDS e misturado 4-6x. ApGs isso, foi adicionado 200 uL de uma solugdo de NH4-
Ac (100 ml de acetato de amdnio 8 M), misturado e incubado no gelo por 5 min sem agitar. Em
seguida, centrifugado a 10400 RPM por 5 min e transferido o sobrenadante em novos tubos
eppendorf. Logo apds, é adicionado 0,6 ml de isopropanol para 1 ml de sobrenadante, misturado
de 4-6X e mantido em temperatura ambiente por 10 min. Novamente centrifugado a 10400
RPM por 5 min e descartado o sobrenadante. O DNA plasmidial foi precipitado no eppendorf.
Posteriormente, foi lavado o eppendorf com 400uL de etanol 70% e centrifugar a 10400 RPM
por 3 min. Foi removido o sobrenadante e deixado o eppendorf secar para se livrar do etanol
residual por 30 min. Por fim, foi ressuspendido o sedimento em 40uL de d4gua MilliQ destilada

estéril. A suspensdo pode ser mantida a -20 C para uso posterior.

Para a preparagé@o da Escherichia coli foi feita da seguinte maneira: Inoculado 1mL de

LB com E. coli, colocado na incubadora de agitagéo a 37 ° C e 200 rpm e incubado por 12-16
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horas. Em seguida, foi preparado a diluicdo desta cultura em LB(1:100, sem antibi6tico),
agitado e incubado a 37°C e 200 rpm por 3-4 horas ou até que a OD atinja 0,4. As culturas
foram separadas em varios tubos Oakridge e colocadas no gelo por 20 minutos, em seguida
foram centrifugadas a 4°C a 4000 rpm por 10 minutos. Foi descartado o sobrenadante e
posteriormente ressuspendido com cloreto de célcio 0,1M, a fim de neutralizar a repulsao
eletrostética entre 0 DNA plasmidial e a membrana celular da bactéria, e incubado no gelo por
30 minutos. Em seguida, foi centrifugado a 4°C a 4000 rpm por 10 minutos, descartado o
sobrenadante e combinado os pellets para ressuspender em cloreto de célcio 0,1M. Foi utilizado
glicerol 15% e armazenado em -80°C no congelador.

Com a finalidade de induzir a formacdo de poros na membrana plasmatica da bactéria,
foi aplicado um choque térmico, descongelando as células competentes no gelo, adicionando
1-5ul de plasmideo para aliquota de célula de SOuL e incubar no gelo por 30 minutos. O choque
térmico foi feito colocando em banho-maria a 42°C por exatamente 30 segundos. Em seguida,
foi adicionado 1 mL de meio LB ou SOC pré-aquecido e incubado no gelo por 2 minutos.
Posteriormente, foi agitado e incubado 37°C, a 200 rpm, por 1 hora para crescimento. Para
finalizar, espalhe-se na placa as dilui¢des 1:10 e 1:100 das culturas de crescimento em seletiva

quente e/ou placas de triagem e incubados a 37°C por 12-16 horas.

4.6 Consideracdes éticas

O presente estudo esta vinculado ao Programa de Vigilancia e Estudo da Resisténcia
Bacteriana aos Antimicrobianos em andamento com a participacdo do Departamento de
Microbiologia do IAM/Fiocruz-PE e do Servigo de Controle de Infeccdo Hospitalar do Hospital
das Clinicas (SCIH/HC/UFPE) para o estudo da epidemiologia local da resisténcia bacteriana
entre amostras de espécies de importancia clinica. Essa proposta foi apreciada pelo Comité de
Etica em Pesquisa do TAM, com o titulo “Acervo Microbiolégico para Implantagdo de
Programa de Vigilancia e Estudo da Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos: Estudo
genético dos Determinantes de Resisténcia Antimicrobiana entre Isolados Clinicos
Bacterianos” sendo sua execu¢do aprovada (nimero CAAE 45080915.0.0000.5190; parecer
namero: 1.190.837) (Anexo A).
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A amostra foi coletada pelo Laboratério de Bacteriologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (Anexo B), ndo ocorrendo, durante a execugdo do
presente estudo, contato dos participantes da pesquisa com o paciente, mesmo assim, foram
respeitados todos os preceitos éticos determinados pela Resolucdo 466/12, do Conselho

Nacional de Salde.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil de susceptibilidade antimicrobiana do isolado de Klebsiella pneumoniae

A avaliacdo do perfil de sensibilidade do isolado de K. pneumoniae deste estudo
demonstrou elevada resisténcia a ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepime, meropenem, amicacina, gentamicina, ertapenem, ciprofloxacina e
trimetoprim-sulfametoxazol, conforme evidenciado na Tabela 1.

Na analise dos trés testes fenotipicos para determinagédo de resisténcia as polimixinas,
foi possivel observar que todos foram capazes de detectar a resisténcia do isolado. No teste de
microdiluicdo, o isolado apresentou resisténcia em com MIC variavel entre 2 e 8 ug/mL,
indicando resisténcia ndo-reprodutivel de baixo nivel, uma vez que esta variou entre faixas de
sensibilidade (2) e resisténcia (8) a droga. Os ensaios realizados em placas tratadas (placas
hidrofilicas) e ndo tratadas (hidrofobicas) apresentaram os mesmos resultados, indicando que
ndo houve interferéncia de uma possivel interacdo entre o antibiético e o plastico da placa
utilizada nos ensaios.

E importante salientar que o teste também evidenciou padrdes de skipped wells, ou
seja, pocos gque ndo apresentam crescimento, enquanto que em po¢os com concentragdes mais
altas de antimicrobianos, o crescimento é observado (Figura 11, A5 e A7), caracterizando

heterorresisténcia as polimixinas.

Figura 11. Teste de microdiluigdo em caldo realizado com diferentes concentragdes de polimixina B.

‘I 128g/ml

Legenda: Em azul, pode se observar 0s poc;os sem crescimento bacteriano, |nd|cando provavel susceptlbllldade a
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Polimixina e, em rosa, 0s pogos nos quais houve acrescimento bacteriano, indicando provével resisténcia ao
antimicrobiano testado.

Fonte: O autor.

Figura 12: Representacdo do resultado do teste rapido Polimixina NP.

Legenda: Em (C) - Controle negativo de crescimento (sem inéculo bacteriano. Em (A)- Controle positivo (inoculo
bacteriano sem polimixina B). Em (B)- Teste de sensibilidade (inéculo bacteriano com Polimixina B). A
acidificacdo em B indica que o isolado é resistente as polimixinas.

Fonte: O autor.

Tabela 1: Teste fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos

Concentracdo inibitoria minima (pg/mL)
APS  PIP CRO CTZ FEP MER AMI GEN ERT AZT CIP TRI
K. pneumonige 232 =128 264 =64 =64 =232 232 =216 =1 =64 =4 =32
Legenda: APS - ampicilina-sulbactam, PIP - piperacilina-tazobactam, CRO - ceftriaxona, CTZ - ceftazidima, FEP

- cefepime, MER - meropenem, AMI - amicacina, GEn - gentamicina, ERT - ertapenem, CIP - ciprofloxacina e
TRI - trimetoprim-sulfametoxazol.

Fonte: O autor.

5.2 Identificacdo das principais enzimas relacionadas ao fenotipo de resisténcia

O NG - Test CARBA 5 evidenciou a producao da enzima KPC pelo isolado testado,
apresentando resultado negativo para as demais enzimas investigadas, incluindo OXA (0),
VIM (V), IMP (I) e NDM (N).

5.3 Deteccao dos principais genes codificadores de carbapenemase

Dentre os genes de resisténcia pesquisados no isolado desse estudo, foi detectado apenas

o0 gene blaKPC. Os demais genes para carbapenemases, incluindo os de metalo-betalactamase
pesquisados, ndo foram encontrados pela técnica utilizada (Figura 13).
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A andlise do sequenciamento por metodologia de Sanger e alinhamento contra as
sequéncias depositadas no NCBI revelou a presenca da variante enziméatica KPC-2 (Figura 14).

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose do produto obtido apés PCR utilizando os oligonucleotideos
iniciadores KPC-F e KPC-R.
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Fonte: O autor.



50

Figural4: A - Eletroferograma gerado apds sequenciamento de Sanger. Visualizagdo pelo sofhware Chromas. B - Alinhamento da sequéncia de nucleotideos obtidos apos

A

bla RPC-2
K. pneumoniae

bla RPC-2
K. pneumoniae

bla RPC-2
K. pneumoniae

bla RPC-2
K. pneumoniae

bla RpPC-2
K. pneumoniae

bla EKPC-2
K. pneumoniae

sequenciamento por metodologia de Sanger com sequéncia de KPC-2. Visualizagio pelo soffware BioEdit.
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5.4 Avaliagdo da capacidade de transferéncia interespecifica dos mecanismos de

resisténcia a polimixina

Para avaliagdo de possiveis genes modveis do isolado de Klebsiella pneumoniae
resistente a Polimixina, foi utilizado uma E. coli suscetivel as polimixinas como o receptor apto.
Apos realizacdo dos ensaios de transferéncia, foi visto que a E. coli receptora foi capaz de se
desenvolver em meio embebido de polimixina B, caracterizando uma transferéncia bem

sucedida dos genes de resisténcia provenientes da K. pneumoniae.

Figura 15: Ensaio de transferéncia para deteccdo da presenca de elementos moveis relacionados a resisténcia a
polimixina B e aos carbapenémicos em isolado de K. pneumoniae testado.
o e

Legenda: A - Placas de Chromagar contendo 2 pg/mL de polimixina B. B - Placas de Chromagar contendo 16
pg/mL de meropenem. C - Placas de Chromagar contendo a combinagdo de ambos os antimicrobianos indicados.
Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

Desde 2017 que a Organizacdo Mundial da Salde tem destacado as Enterobacterales
produtoras de carbapenemase como prioridade | na investigacdo e desenvolvimento de novos
antibidticos. Neste cenario, a utilizacdo de polimixinas aumentou consideravelmente. Como
consequéncia, resisténcias aos carbapenémicos e polimixinas tém sido amplamente encontradas
em diversos hospitais brasileiros (AIRES et al, 2017; COSTA-JUNIOR et al, 2023).

Considerando a importancia precoce desse preocupante perfil de resisténcia
antimicrobiana e a dificuldade de realizacdo do método de microdiluicdo em caldo, ainda
bastante inacessivel para a maioria dos laboratérios de microbiologia no Brasil, os métodos
fenotipicos utilizados neste trabalho, apresentam-se como importantes alternativas para rastreio
de resisténcia as polimixinas. Entretanto, variagbes consideraveis de sensibilidade e
especificidade podem apresentar graves indices de erros frente a complexa regulacdo génica
encontrada em isolados clinicos de rotina.

Apesar dos métodos fenotipicos de analises da resisténcia antimicrobiana realizados
neste estudo serem menos trabalhosos, baratos e rapidos e terem sido capazes de apontar
resisténcia do isolado, eles se limitaram apenas a mostrar a sensibilidade ou resisténcia ao
antimicrobiano. Diversos estudos relataram resultados satisfatorios em relacdo ao teste rapido
Polimixina NP quando avaliados categoricamente em relacdo ao padrdo ouro (teste de
microdiluicdo em caldo), mostrando que pode ser um método de utilizacdo na rotina do
laboratdrio pois apresenta altas taxas de sensibilidade e especificidade em diversos cenarios,
como descrito SHOAIB e colegas (2020) que relataram 97,2% e 100% respectivamente, com
isolados de Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos e também por CONCEICAO-
NETO e colegas (2020) que relataram 90% e 94% respectivamente, em isolados de Klebsiella
com baixos niveis de resisténcia. Apos comparacdo com os resultados citados e também com o
de YAINOY e colegas (2018) (100% e 95,9 %), a diminuicdo nos parametros avaliativos do
teste (sensibilidade e especificidade) em isolados com baixos niveis de resisténcia, entrando em
concordancia com os resultados encontrados com o deste estudo, algo que pode resultar em
uma falha na interpretacdo dos resultados que se mostram inconclusivos e duvidosos nestes
casos. Esse cenario representa mais um desafio quando se trata de avaliar o perfil de
sensibilidade as polimixinas.

Assim como o teste rapido Polimixina NP, a microdiluicdo em caldo também pode
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apresentar variacbes em funcdo dos baixos niveis de expressdo de resisténcia do isolado.
Conforme os resultados observados neste estudo, a determinacdo da concentragdo inibitdria
minima (CIM) para polimixina ndo foi reprodutivel devido & presenca de skipped wells,
provavelmente causado pela heterorresisténcia do isolado, podendo confundir a interpretagéo e
por conseguinte o diagndstico apds os resultados. Estudos anteriores também detectaram
isolados heterorresistentes as polimixinas em K. pneumoniae com presenca de skipped wells
em ensaios de microdilui¢do em caldo, cujos resultados variaram entre 1 e 8 pg/mL (BARDET
et al., 2017; HALABY et al., 2016; LI et al., 2022; CONCEICAO-NETO et al., 2020;
NORDMANN e POIREL, 2017). Estudos similares revelaram que os indices de resultados
falso-susceptiveis as polimixinas a partir dos testes de microdiluicdo em caldo podem chegar a
32,5% em infecgBes invasivas. Indice bem acima dos valores aceitos pela FDA (RANJAN et
al., 2023). Ja o trabalho realizado por Zhang et al demonstrou que a margem de erro em isolados
PR-CRKP pode chegar a 61,6% em isolados portadores do gene mcr-8 de resisténcia as
Polimixinas (Ql ZHANG et al., 2023). Essas discrepancias apresentam-se como um importante
desafio, pois apontam a necessidade de novas ferramentas para verificar a confiabilidade dos
testes empregados no diagnostico microbiologico de rotina.

Convém destacar que o fendmeno de skipped wells pode acontecer devido a adesédo da
polimixina ao plastico (SHAFARI e ARDEBILI., 2019). Neste sentido, o presente estudo
realizou o ensaio de microdiluicdo em caldo em placa tratada (hidrofilica) e em placa ndo tratada
(hidrofdbica) para analisar esse tipo de interferéncia. Nas duas condicdes, houve presenca de
skipped wells com resultado indicando heterorresisténcia as polimixinas entre 2 ¢ 8 pug/mL,
demonstrando assim, que ndo houve interferéncia do material plastico utilizado. A placa tratada
é constituida de Poliestireno modificado quimicamente para adquirir polaridade (carater
hidrofilico). A placa ndo tratada, por sua vez, é formada por Poliestireno de carater hidrofobico.
As polimixinas sdo moléculas altamente hidrofobicas, podendo ligar-se ao material plastico das
placas ndo tratadas e produzirem falso resultados de sensibilidade (SHAFARI e ARDEBILI.,
2019).

As técnicas de Colispot e Drop Test revelaram resultados indicando resisténcia as
polimixinas do isolado selecionado para este estudo. Apesar de apresentarem variacdes
importantes de sensibilidade e especificidade superiores e taxa de erros muito graves de 2,1%,
acima do valor aceitavel pelo Food and Drug Administration (FDA) (1,5%), sdo indicadas pela

ANVISA como métodos de triagem para deteccdo de fendtipos de resisténcia as polimixinas,
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devendo suas andlises serem combinadas com ensaios de microdiluicdo em caldo (ANVISA,
2020).

A caracterizacdo do perfil de resisténcia as polimixinas da K. pneumoniae investigada
ficou evidenciada pelo ensaio de transferéncia interespecifica. Ao adquirir resisténcia as
polimixinas a partir da transfec¢do dos plasmideos extraidos do isolado clinico, a Escherichia
coli transformante evidenciou que o fenotipo de resisténcia, ndo detectado de maneira
conclusiva pela microdiluicdo em caldo, estd presente no isolado doador (cepa clinica) e é
mdvel. Estudos realizados na China ao avaliarem seis isolados portadores de elementos méveis
de resisténcia as polimixinas (gene mcr-1) por sequenciamento de DNA de nova geracdo
(NGS), observaram que mutacgdes na regido promotora do gene poderiam estar associadas a
baixos niveis de expressdo do fenotipo de resisténcia, resultando em CIMs entre 4 e 8§ ng/mL
(HUANG et al., 2018).

Aproximadamente 80% dos isolados de K.pneumoniae resistentes as polimixinas sao
produtores de carbapenemases. A principal causa do aumento dos niveis de resisténcia as
polimixinas nos Gltimos anos pode ser creditada ao fato da adogédo deste antimicrobiano como
primeira linha de tratamento de bacilos Gram-negativos produtores de carbapenemase
(CONCEICAO-NETO et al., 2022)

As taxas de incidéncia desses isolados PR-CRKP no Brasil acompanham a tendéncia
global, crescendo a cada ano (BARTOLLETI et al.,, 2016), principalmente associados a
carbapenemase KPC-2, uma vez que esta é endémica no pais, reforcando a necessidade da
criacdo de novos perfis de isolados criticos e monitoramento desses perfis em culturas de
vigilancia. Em concordancia com achados deste estudo, Pereira e colaboradores (2013)
identificou uma frequéncia de 15% de isolados K.pneumoniae produtora de KPC-2 e
simultaneamente resistentes a polimixina B. Concei¢do-Neto e colaboradores (2022) detectou
em 2016 uma frequéncia de 29,5% de PR-CRKP. Inicialmente avaliada a partir da utilizacao
de teste imunocromatrografico (Test CARBA 5), a producdo de carbapenemase foi
efetivamente confirmada a partir da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e posterior
sequenciamento de DNA. Os testes rapidos representam uma 6tima ferramenta auxiliar para
determinar mecanismos de resisténcia. Entretanto, ndo substituem efetivamente os testes
fenotipicos de rotina, uma vez que, 0s testes rapidos, apesar de apresentam elevada
sensibilidade, possuem baixa especificidade. Na prética clinica, essas ferramentas conseguem

avaliar somente as carbapenemases para as quais foi desenvolvido, ndo permitindo descartar a
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auséncia dessas enzimas nos isolados que foram avaliados inicialmente como negativos.

Neste contexto, a deteccdo de resisténcia a Polimixina em MICs baixas se mostra de
grande importancia, pois a disseminac¢ao da resisténcia por mecanismos méveis, principalmente
plasmideos, como o gene mcr, tem sido associada a bactérias que exibem baixos niveis de
resisténcia e sua incidéncia tem sido amplamente relatada na literatura (EIAMPHUNGPORN
et al., 2018; CONCEICAO-NETO et al., 2020; LIU et al.,, 2018). A incidéncia de K.
pneumoniae com resisténcia simultanea as polimixinas e carbapenémicos (CANNATELLI et
al., 2014; CHENG et al., 2015) dificultam ainda mais as perspectivas de sucesso terapéutico,
tendo em vista a falta de antimicrobianos eficazes.

Todo esse cenario resulta em altas taxas de mortalidade que estdo cada vez mais
crescentes, além de causarem impactos econdémicos gracas a utilizacdo de medicamentos mais
caros, e por vezes mais toxicos (CORREA, 2022), devido a taxa de resisténcia alta aos
antimicrobianos de primeira linha. Aliado a isso, a falta de dados a respeito das taxas de
mortalidade, tempo de internamento, infraestrutura dos sistemas de satide mascaram ainda mais

um problema que necessita ser exposto e tratado com a relevancia que tem.

Os métodos moleculares surgem entdo como uma necessidade cada vez mais imperiosa
para investigacdo de vigilancia de resisténcia, uma vez que permitem identificar e caracterizar
0S mecanismos de resisténcia com baixo nivel de expressdo e, por conseguinte, avaliar o grau
de confianca e capacidade discriminatéria dos testes empregados no diagndstico
microbioldgico de rotina. Dessa maneira, a op¢do pela antibioticoterapia mais assertiva torna-
se possivel, evitando assim, falhas terapéuticas significativas onde o cenario ja apresenta

escassez de opcbes medicamentosas (BARTOLLETI el al., 2016).
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7 CONCLUSAO

O estudo mostrou que os testes fenotipicos utilizados apresentaram dificuldade de
detectar resisténcia em niveis baixos, entrando em concordancia com os relatos descritos na
literatura. Eles se mostraram imprecisos, mostrando resultados irreprodutiveis e que ndo
condizem com o0s achados quando eram comparados. A detec¢do do gene movel de resisténcia
obtido pelo ensaio de transferéncia garantiu que o gene de resisténcia estava presente no
isolado, aumentando a necessidade da identificacdo genética para identifica-lo com mais
precisdo. A duvida de como proceder, sem o auxilio de métodos precisos, em situacdes
semelhantes a essa € um dos obstaculos enfrentados na préatica clinica diaria, evidenciando a
clara necessidade de mais meios para encorpar o arsenal de diagndsticos e combate a infeccOes
causadas por MDR. Tanto pela auséncia de novos antibidticos eficazes para diminuir a presséo
seletiva causada pelo uso indiscriminado das poucas opcdes restantes, quanto para maximizar
a eficacia dos utilizados atualmente e até substituir os ineficazes. A fim de evitar um panorama
ainda mais assustador, € notdria a necessidade de estudos dos elementos genéticos juntamente
com o engajamento em prol da comunidade hospitalar, tendo em vista a falta de recursos na
rotina diaria dos profissionais da satde. Aliado a isso, 0 incentivo a estes profissionais, com
treinamentos e informacdes a respeito da prevencao de IRAS também se mostra necessario, por

ter como finalidade o enfrentamento do problema na raiz dele.
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