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RESUMO

Klebsiella pneumoniae ¢ um agente etiologico frequente em infecgdes relacionadas a
assisténcia a saude no Brasil e possui uma grande capacidade de desenvolver ou adquirir
resisténcia aos antimicrobianos. Este estudo investigou a disseminagao clonal e os tipos de
sequéncia (STs) predominantes em amostras clinicas de K. pneumoniae apresentando genes
blactx-m e blaxpc, bem como a presenca de genes para fatores de viruléncia e a capacidade de
producdo de biofilmes. Adicionalmente, também foi examinado o impacto das resisténcias
aos carbapenémicos e polimixina no fitness bacteriano de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemase (KPC). Para as avaliagdes epidemioldgicas foram selecionadas
randomicamente 60 amostras ndo-duplicadas de K. pneumoniae, sendo 30 amostras de
infeccdo K. pneumoniae sensivel aos carbapenémicos (KpSC), 20 infecgdes e 10 colonizagdes
por K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos (KpRC). As amostras foram selecionadas
a partir de uma colecdo recuperada de pacientes internados no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) no periodo de junho de 2009 a julho de 2015.
Para investigacdo dos genes de resisténcia blactx-m € blaxpec € genes de viruléncia fimH, fimA,
wabG, iucC, rmpA, ecpA, mrkD e khe, as amostras foram avaliadas por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). A confirmagdo de blaxpc-> foi realizada por sequenciamento genético. Os
pulsotipos, STs e complexos clonais foram determinados por Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) e Multilocus Sequence Typing (MLST). A adesdo inicial e a formacao
de biofilme foram examinadas por ensaios quantitativos, ¢ os resultados confirmados por
microscopia eletronica de varredura. Para avaliacdo do fitness foram utilizados experimentos
de competi¢do em pares, in vitro, utilizando trés amostras de K. pneumoniae: uma resistente
aos carbapenémicos, contendo 5 dos 8 genes de viruléncia avaliados, uma resistente aos
carbapenémicos e polimixina, menos virulenta, € a amostra ATCC 10031 multissensivel.
Diferencas importantes foram encontradas na caracterizagdo dos grupos KpSC e KpRC,
destacando-se o elevado uso prévio de B-lactamicos (53%), carbapenémicos (73,3%) e
polimixina B (43,3%) naqueles infectados por amostras resistentes. A terapia inadequada
embora tenha sido prevalente em 56,7% dos casos, foi bem maior (70%) entre pacientes com
infecgdes por KpRC. No total, 75% das amostras foram caracterizadas como multirresistentes.
Além disso, foi observado alto consumo em DDD de cefepime, ceftriaxona e carbapenémicos,
com tendéncia ascendente entre o inicio e o final do periodo estudado. Em relacdo a presenca
de genes de resisténcia, 80% das amostras apresentaram o gene blactx-m € 100% das amostras
com resisténcia aos carbapenémicos possuiam o gene blaxpc. Os genes de viruléncia foram
detectados com frequéncias elevadas em ambos os grupos, sem relagdo com a resisténcia aos
carbapenémicos. Entretanto, entre as amostras de KpRC, os genes fimH, fimA e wabG foram
predominantes (83%). Observou-se disseminag¢ao policlonal das amostras com predominancia
dos STs 11 e 340, pertencentes ao complexo clonal 258. Todas as amostras de K. pneumoniae
avaliadas foram capazes de aderir a uma superficie de poliestireno ndo modificada. No
entanto, a analise estatistica evidenciou que trés amostras apresentaram taxas de adesdo
notavelmente mais altas do que as demais (p<0.001). Comparados ao controle, todas as
amostras apresentaram a habilidade de produzir biofilme, sem diferengas significativas. No
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entanto, a avaliacdo da biomassa por cristal violeta evidenciou que 60% das amostras eram
produtoras fracas de biofilme, resultado confirmado pela microscopia eletronica de varredura.
De acordo com os resultados do fitness, observou-se que a amostra resistente a polimixina
apresentou taxas de crescimento mais significativas (p=0,030) e na competi¢do entre as duas
amostras clinicas multirresistentes, a amostra resistente ao carbapenémico mostrou custo de
fitness significativamente menor quando comparado a amostra resistente aos carbapenémicos
e a polimixina. O conhecimento dos fatores de viruléncia e o potencial patogénico de K.
pneumoniae produtoras de ESBL e carbapenemases contribui para melhor compreensao da
colonizacgao, patogenicidade e persisténcia desses micro-organismos no ambiente hospitalar e
pode fornecer ferramentas para melhorar o tratamento de infec¢des graves, assim como
subsidios para aprimorar as medidas de controle e prevengao de infecgoes.

Palavras-chave: policlonalidade, multirresisténcia, carbapenémicos, viruléncia, biofilmes
bacterianos, aptidao biologica
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is often involved with healthcare-associated infections (HAI) in
Brazil, and has a great ability to develop or acquire antimicrobial resistance. This study
investigated the clonal dissemination and prevalence of sequence types (STs) in clinical
strains of K. pneumoniae carrying blactx-m € blaxpc genes, as well as the presence of genes
encoding virulence factors and the ability of these strains to produce biofilms. In addition, the
impact of carbapenem and polymyxin-resistance on bacterial fitness of carbapenemase-
producing K. pneumoniae (KPC) strains was also examined. We randomly selected non-
duplicated K. pneumoniae isolates from a collection recovered from inpatients at the Clinical
Hospital of the Federal University of Uberlandia (HC-UFU) from June 2009 to July 2015.
The study included broad-spectrum cephalosporin and/or carbapenems-resistant strains. For
investigation of the blactx-m and blaxpc resistance genes and its association with virulence
genes (fimH, fimA, wabG, iucC, rmpA, ecpA, mrkD e khe), the strains were evaluated by PCR.
DNA sequencing was performed to confirm the presence of blaxpc-> gene. The pulsotypes,
STs and clonal complexes (CCs) were determined by PFGE and MLST, respectively. Initial
adhesion and biofilm formation were examined by quantitative assays and the results
confirmed by scanning electron microscopy. For fitness evaluation, in vitro pairwise
competition experiments were carried out using three strains of K. pneumoniae: one resistant
to carbapenem, harboring 5 of the 8 evaluated virulence genes, another less virulent, but
resistant to carbapenem and polymyxin, and ATCC 10031 multisensitive strain. For
epidemiological evaluations, sixty K. pneumoniae strains were randomly selected, of which
30 carbapenem-sensitive (KpSC) strains isolated from infections; 30 carbapenem-resistant K.
pneumoniae (KpRC) strains, 20 isolated from infections and 10 from colonizations.
Significant differences were found when patients infected by KpSC and KpRC were
compared, especially the high previous use of B-lactams (53%), carbapenems (73.3%) and
polymyxin B (43.3%). Inadequate therapy, although prevalent in 56.7% of the patients, was
much higher (70%) among those with KpRC infections. In total, 75% of the strains were
characterized as multiresistant. Furthermore, we observed high consumption of cefepime,
ceftriaxone and carbapenems by defined daily doses analysis, with an upward trend between
the beginning and the end of the period of study. Regarding the presence of resistance genes,
80% of strains carried blactx-m gene and 100% of carbapenem-resistant isolates the blaxpc-2
gene. Virulence genes were detected with high frequencies in both groups, unrelated to
carbapenem resistance. However, among the KpRC strains, the fimH, fimA and wabG genes
were predominant (83%). It was observed polyclonal dissemination of strains with
predominance of MLST STs 11 and 340, belonging to the clonal complex 258. All K.
pneumoniae strains evaluated could adhere to an unmodified polystyrene surface. However,
the statistical analysis showed that three strains had remarkably higher adhesion rates than the
others (p<0.001). Compared to control, all strains had the ability to produce biofilm, without
significant differences. However, the evaluation of biomass by crystal violet showed that 60%
of the isolates were weak biofilm producers, results confirmed by scanning electron
microscopy. According to the fitness results, the polymyxin-resistant strain was found to have
more significant growth rates (p=0.030) and, in competition experiments between the two
multiresistant clinical strains, the carbapenem-resistant strain showed a significantly lower
fitness cost when compared to the carbapenem and polymyxin-resistant strain. The knowledge
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of the virulence factors and the pathogenic potential of ESBL and carbapenemases-producing
K. pneumoniae contributes to a better understanding of colonization, pathogenicity and
persistence of these microorganisms in the hospital environment and can provide tools to
improve the treatment of serious infections as well as subsidies to improve infection control
and prevention measures.

Key words: polyclonality, multiresistance, carbapenems, virulence, bacterial biofilms, fitness
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1. INTRODUCAO

Durante os ultimos anos a emergéncia e disseminagdo de resisténcia aos antibidticos
B-lactamicos em membros da familia Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram-negativos nao
fermentadores como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii tornou-se um
problema hospitalar significativo, principalmente pelo aumento de resisténcia a cefalosporinas
de amplo espectro (3* e 4* geragdes) e aos carbapenémicos (PFEIFER; CULLIK; WITTE,
2010).

No género Klebsiella, K. pneumoniae € isolada com maior frequéncia nas amostras
clinicas, causando infec¢des do trato urinario, pneumonia, infec¢des intra-abdominais,
infeccoes de feridas cirurgicas e bacteremia (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; BRISSE,
GRIMON F, GRIMON P, 2006). Dados do estudo multicéntrico SENTRY (Antimicrobial
Surveillance Program), referentes ao periodo 1997-2001 para América Latina, mostraram que
K. pneumoniae ocupa o 2° lugar tanto como causa de infec¢des urinarias em pacientes
hospitalizados (10,35%) como de infec¢des adquiridas na comunidade (7%); e € o terceiro
mais prevalente (9,8%) em infec¢des do trato respiratdrio inferior em pacientes hospitalizados
(SADER et al., 2004). Dados de outro estudo multicéntrico MYSTIC (Meropenem Yearly
Susceptibility Test Information Collection), referente a 2002 para o Brasil, em amostras de
bacilos Gram-negativos obtidas de pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva,
indicam que K. pneumoniae € o terceiro germe mais isolado (12,1%), seguido de Escherichia
coli (10,5%), Enterobacter cloacae (7,9%), Serratia marcescens (5,6%) e Proteus mirabilis
(3,2%) (MENDES et al., 2005).

Os problemas relacionados a resisténcia aos -lactamicos em K. pneumoniae parecem
ser mais importantes no Brasil e em outros paises da América Latina do que em outras regides
do mundo (OLIVEIRA, 2008). Essa rapida emergéncia e disseminacao de micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos nos hospitais ¢ um problema de grande proporg¢ado e as causas
sao multifatoriais, entretanto, as razdes principais sdo claras: estdo altamente correlacionadas
com a pressdo seletiva devido ao uso inapropriado de agentes antimicrobianos e a
disseminagdo destes fenotipos ¢ facilitada pela transmissdo pessoa-a-pessoa devido a
aplicacdo inconsistente de praticas basicas de prevencao e controle de infecgdes pelos
profissionais de satide (DYAR; PAGANI; PULCINI, 2015). No Brasil, essa questao ¢ ainda

mais significativa devido a alta densidade de uso de antibioticos, particularmente das classes
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de B-lactdmicos, incluindo os carbapenémicos e fluorquinolonas (MOREIRA et al., 2013;
PORTO et al., 2013; DANTAS et al, 2014).

Na tentativa de monitorar a emergéncia destas amostras resistentes, estudos tém
explorado a relacdo entre o uso excessivo de antibioticos e a selecao de amostras resistentes
aos antimicrobianos através da Dose Didria Definida (DDD) (HARBARTH et al., 2002; ONG
et al,, 2011). O DDD ¢ considerado um bom marcador para avaliagdo do consumo de
antimicrobianos e evita o viés do paciente nimero, permitindo comparar taxas de micro-
organismos ¢ seus fendtipos de resisténcia. Adicionalmente, inimeros estudos confirmam a
relevancia do numero de DDD por 1000 pacientes-dia como uma unidade de medida para
comparar uso de antimicrobianos entre paises e regioes (MONNET et al., 2004).

E consenso que a resisténcia bacteriana tem sido um importante fator no aumento dos
indices de mortalidade nos pacientes criticamente doentes (AZEVEDO, 2005), e que as
infeccdes por germes resistentes vem aumentando expressivamente, tornando-se um problema
de saude publica, atraindo a ateng¢do de 6rgdos governamentais nacionais e internacionais
como: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Organizagdo Mundial de Satde
(OMS), CDC (Centers for Diseases Control and Prevention), associacdes de Controle de
Infeccdo Relacionadas a Assisténcia a Saude (CCIHs), além da industria farmacéutica
internacional (HAMBRAEUS, 2006). Neste contexto, destaca-se a importancia clinica da K.
pneumoniae, considerando seus niveis crescentes de resisténcia, relacionada a sua
caracteristica intrinseca de apresentar baixo nivel de sensibilidade aos antimicrobianos e de
carrear plasmideos e outros elementos genéticos de resisténcia (LIVERMORE et al., 2002;
LIVERMORE; WOODFORD, 2006).

Dentre os principais mecanismos de resisténcia enzimaticos aos B-lactamicos em K.
pneumoniae estao: B-lactamases de amplo espectro (ESBL) e a produgdo de carbapenemases
(BUSH; JACOBY, 2010). As enzimas ESBL pertencem a classe molecular A de Ambler e
grupo funcional 2, subgrupo 2be de Bush, Jacoby e Medeiros (1995). Estas enzimas
hidrolisam praticamente todos os B-lactamicos, exceto as cefamicinas (cefoxitina e cefotetan)
e os carbapenémicos, sendo mediadas por genes plasmidiais ndo induziveis e inibidas por
acido clavulanico, sulbactam e tazobactam. As ESBL mais frequentemente encontradas
pertencem as familias SHV, TEM e CTX-M, as duas primeiras resultantes de mutagdes
pontuais nos genes que codificam as respectivas -lactamases de pequeno espectro (JACOBY;

MUNOZ-PRICE, 2005).
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As enzimas ESBL do tipo CTX-M sdo reconhecidas como uma familia de ESBL de
disseminagdo rapida, que preferencialmente hidrolisam cefotaxima ao invés de ceftazidima
(BONNET, 2004; PATERSON et al., 2005; CANTON, COQUE, 2006). Além disso, sdo
codificadas por genes blactx-m localizados em plasmideos, os quais podem albergar outros
genes que conferem resisténcia aos aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol,
trimetoprim, sulfonamidas e quinolonas (SCHWABER et al., 2005; MOROSINI et al., 2006).
Estudos relatam alta frequéncia do gene blactx-m entre amostras de K. pneumoniae produtoras
de ESBL na América do Sul, Asia e Europa (QUINTEROS et al., 2003; BONNET, 2004;
LIVERMORE, HAWKEY, 2005; YAN et al., 2006). No Brasil, os primeiros relatos de uma
enzima pertencente ao tipo CTX-M foram observados em amostras clinicas de enterobactérias
coletadas em varios hospitais do Rio de Janeiro, entre 1996 e 1997 (BONNET et al., 2000).

Nos ultimos anos, as enzimas ESBL da familia CTX-M tiveram uma expansao
acentuada, aumentando de 3% para 10% de todas as B-lactamases conhecidas entre 2000 e
2012, respectivamente (BUSH, 2013). No trabalho de Yan et al. (2006) em um hospital
japonés, as taxas de producdo de CTX-M foram muito altas, sendo detectadas em 58,5% das
amostras de K. pneumoniae. No Brasil, também ¢ ampla a diversidade de genotipos
relacionados ao gene blactx-m em Klebsiella pneumoniae, tendo sido detectado em diferentes
hospitais do pais (CHAGAS et al., 2011; SAMPAIO, GALES, 2016). A disseminagdo
mundial dos genes que codificam essas enzimas ao longo dos ultimos 25 anos ¢ considerada
um dos fendmenos mais rdpidos e importantes em termos de resisténcia aos antibioticos
(POIREL, BONNIN, NORDMANN, 2012) e at¢ o momento, j& foram identificadas 172
variantes de CTX-M em todo mundo (LAHEY CLINIC, 2017).

O aparecimento de enterobactérias multirresistentes produtoras de ESBL e também
das B-lactamases AmpC de origem plasmidial levou a introdugdo de carbapenémicos como
op¢do no tratamento de infec¢des associados a esse fendtipo (THOMSON, 2010). Os
carbapenémicos sao antibidticos P-lactamicos que entram nas células das bactérias Gram-
negativas através das proteinas de membrana externa (OMPs), também conhecidas como
porinas. Depois de atravessar o espago periplasmatico, os carbapenémicos acilam
permanentemente as PBPs, que sdo enzimas que catalisam a formagao de peptidoglicano na
parede celular de bactérias. Uma vez que a formagdo da parede celular ¢ um processo
tridimensional dindmico, com formagdo e autolise ocorrendo ao mesmo tempo, quando as
PBPs sdo inibidas, a autdlise continua. Eventualmente, o peptidoglicano enfraquece e a célula

explode devido a pressdo osmotica interna (PAPP-WALLACE et al., 2011). Mesmo com essa
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importante acdo, os carbapenémicos nao ficaram ilesos ao longo do tempo. As bactérias Gram-
negativas passaram a produzir carbapenemases, que s3o [-lactamases que degradam
antibioticos B-lactamicos, inclusive os carbapenémicos. As carbapenemases sao divididas em
dois grandes grupos, baseados nas sequéncias dos aminoacidos: metalo-p-lactamases (Classe
B) que possuem zinco no sitio ativo, e as serina-p-lactamases (Classes A, C e D), que contém
serina. Pode-se incluir na classe A as enzimas KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase),
SME (Serratia marcescens carbapenemase), IMI (Imipenem carbapenemase), NMC (nao-
metalo carbapenemase) ¢ GES (Guiana extended-spectrum P-lactamase) (QUEENAN,
BUSH, 2007; PAPP-WALLACE et al., 2011).

Na familia Enterobacteriaceae, a resisténcia aos carbapenémicos tem surgido mais
lentamente do que em outros bacilos Gram-negativos, entretanto essa prevaléncia esta
comecando a mudar uma vez que esses micro-organismos tém desenvolvido multiplos e
sofisticados mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (NORDMANN, POIREL, 2014;
SAMPAIO, GALES, 2016). Nesses micro-organismos, KPC pode ser considerada uma das
principais carbapenemases, pertencente a classe A de Ambler e ao grupo funcional 2f de
Jacoby e Medeiros (QUEENAN; BUSH, 2007) que confere resisténcia a todos antibidticos
ativos contra K. pneumoniae, caracterizando a pan-resisténcia (SRINIVASAN; PATEL,
2008). Os genes que codificam as carbapenemases estdo localizados em elementos genéticos
moveis (plasmideos), aumentando significativamente o risco de disseminagdo da enzima
(GULMEZ et al., 2008; GOOTZ et al., 2009).

O primeiro isolado produtor de KPC foi encontrado em uma amostra clinica de K.
pneumoniae na Carolina do Norte (EUA) em 1996 (YIGIT et al., 2001) e atualmente esta
enzima encontra-se disseminada pelo mundo todo (BEIRAO et al., 2011; CASTANHEIRA et
al.,2013; RUIZ-GARBAJOSA etal., 2013). As bactérias produtoras de KPC sdo consideradas
endémicas nos Estados Unidos, Argentina, Brasil, Coldmbia, China, Italia, entre outros
(MUNOZ-PRICE et al., 2013; NORDMANN, POIREL, 2014). No Brasil, a produgao de KPC
foi recentemente relatada nas cidades do Rio de Janeiro, Recife e Sdo Paulo, o que confirma
a disseminacdo da enzima pelas Américas (MONTEIRO et al., 2009; PAVEZ; MAMIZUKA;
LINCOPAN, 2009; PEIRANO et al., 2009). Desde o seu primeiro registro, ja foram
identificadas 24 variantes da familia KPC (LAHEY CLINIC, 2017).

A dificuldade no tratamento de infeccdes graves por bacilos Gram-negativos
resistentes aos carbapenémicos levou ao retorno da utilizagdo das polimixinas (polimixina B

e colistina) em nivel mundial como ultima op¢do no tratamento dessas infeccdes (STEIN;
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RAOULT, 2002; FALAGAS; MICHALOPOULOS, 2006; BISWAS et al., 2012). Devido ao
aumento do uso desses antibioticos ja tem sido relatada resisténcia as polimixinas por
bactérias que sdao normalmente susceptiveis a essas drogas (JOHANSEN et al., 2008;
ARDUINO et al., 2012; MAMMINA et al., 2012), bem como relatos do aumento nas
infeccdes causadas por bactérias naturalmente resistentes a polimixinas como as dos géneros
Proteus, Providencia, Morganella e Serratia (HAYAKAWA et al., 2012; MERKIER et al.,
2013; SAMONIS et al., 2014). Essas bactérias apresentam diversas maneiras de se protegerem
de estimulos ambientais adversos incluindo a exposicdo a peptideos antimicrobianos
cationicos como polimixina B e a colistina, incluindo alteragcdes nos lipopolissacarideos
bacterianos (LPS) que geralmente apresentam cargas negativas e sao considerados os alvos
iniciais das polimixinas (MOFFATT et al., 2010).

A epidemiologia hospitalar das infec¢des causadas por micro-organismos resistentes
aos carbapenémicos ¢ complexa, em funcdo da presenga de varios genes de resisténcia e
amostras clonais multiplas que causam surtos € podem coexistir com amostras esporadicas
que também podem ter um reservatorio na comunidade. Recentemente, foi descrito por nossa
equipe um dos maiores surtos de K. pneumoniae produtoras de KPC resistentes a polimixina
no pais (GONCALVES et al., 2016), em que a transmissdo cruzada entre os pacientes ficou
clara pelas relagdes temporal e espacial observadas, ja que varios pacientes ocuparam o
mesmo leito, evidenciando problemas na adesdo da higiene das maos por parte dos
profissionais de saude, a inadequacdo da desinfeccdo do ambiente, além da sua associacao
com o consumo muito alto de antibioticos. A complexidade da disseminacdo e persisténcia de
micro-organismos multirresistentes no ambiente hospitalar envolve a aquisi¢dao de elementos
genéticos moveis de resisténcia, que pode fornecer ao micro-organismo uma vantagem
seletiva sobre outros patdgenos hospitalares (BAQUERO et al., 2011; JACKSON et al.,
2011).

Epidemiologicamente, diferentes clones de KPC circulam nos hospitais brasileiros e
diferem na sua viruléncia, perfil de resisténcia antimicrobiana e distribuicdo geografica
(ANDRADE etal.,2011; SEKIetal.,2011; ANDRADE et al., 2014). KPC possui distribuicao
ampla e heterogénea, encontrada em mais de 115 diferentes Sequence Types (STs) (CHEN et
al., 2014). Amostras de K. pneumoniae multirresistentes pertencentes ao complexo clonal
(CC) 258, que compreendem os STs 258, 11, 340 e outras variantes, merecem especial atengao
devido a sua associagdo com a emergéncia e disseminacdo de KPC em diversos paises

(ANDRADE et al., 2011; CHEN et al., 2014; MARKOVSKA et al., 2015). O ST258 ¢
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frequentemente encontrado na América Latina, América do Norte e Europa, enquanto que o
ST11 prevalece na América Latina e Asia. Outras variantes importantes incluem ST512,
ST340 e ST437 (CHEN et al., 2014). No Brasil, o ST437 e ST11, variantes de loco tnico
(SLV) do ST258, sao frequentemente encontrados (SEKI et al., 2011; ANDRADE etal., 2011;
NICOLETTT et al., 2012). Atualmente, estudos sugerem que a expansao clonal concomitante
de STs e transmissdo de determinantes genéticos de resisténcia estdo produzindo uma
mudanga completa da epidemiologia de K. pneumoniae produtora de KPC, portanto ¢
fundamental o monitoramento continuo dessas amostras produtoras de KPC no mundo
(BONURA et al., 2015).

Nos ultimos anos, a literatura tem destacado a disseminagdo global de diferentes
variantes de K. pneumoniae, epidémicas e endémicas, frequentemente associada com
viruléncia e produgdo de biofilme, que podem conferir maior vantagem adaptativa e a
emergéncia de novos gendtipos de resisténcia aos antimicrobianos. Assim, os métodos de
tipagem molecular, como “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) e “Multilocus sequence
typing” (MLST) s3o fundamentais para determinar se 0s micro-organismos
epidemiologicamente importantes sdo também geneticamente relacionados, auxiliando na
deteccao de surtos, na identificacdo das vias de transmissao e fontes de infeccdo. A técnica de
PFGE ¢ amplamente utilizada para classificagdo das amostras em linhagens clonais no
decorrer de investigagdes de epidemiologia molecular, considerando o seu alto poder
discriminatorio, tipabilidade e reprodutibilidade (GALETTI, 2010). Por outro lado, a técnica
de MLST envolve o sequenciamento de genes especificos e a designacdo de perfis de alelos,
resultando em STs que sdo utilizadas com sucesso para a determinagdo de complexos clonais
entre os patogenos de interesse hospitalar (CURRAN et al., 2004). Adicionalmente, o
sequenciamento completo do genoma bacteriano tornou-se uma ferramenta importante na
tipagem bacteriana, permitindo o estudo de epidemias mundiais, surtos regionais,
determinagdo de redes de transmissdo, € melhor compreensdo da disseminagdo filogenética
de agentes infecciosos como K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos (SNITKIN et al.,
2012; MATHERS et al., 2015).

A viruléncia de K. pneumoniae é o resultado da multiplicidade de fatores que agem
simultaneamente para evadir das defesas do hospedeiro. Além dos vdrios fatores
determinantes da resisténcia antimicrobiana, estes micro-organismos podem produzir
diferentes tipos de fatores de viruléncia, tais como polissacarideos capsulares (codificados por

exemplo pelos genes wabG e rmpA) e adesinas, como fimbrias do tipo 1 e 3, cujas principais
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subunidades fimbriais sdo codificadas pelos genes fimH/fimA e mrkD, respectivamente
(NUNES, 2009; STAHLHUT et al., 2009; ALCANTAR-CURIEL et al., 2013). As fimbrias
do tipo 3 promovem ligagao as células endoteliais e dos epitélios respiratédrio e renal, através
da adesina MrkD, com papel importante na formagdo de biofilmes (JAGNOW; CLEGG,
2003).

Também sdo estudados outros fatores de viruléncia, como o pilus comum de E. coli
(ECP), codificado pelo gene ecpA, a hemolisina, codificada pelo gene khe e o sistema de
aquisicao de ferro, que incluem a aerobactina, importante proteina sidero6fora codificada pelo
gene iucC (NUNES, 2009; USEIN et al., 2001; ALCANTAR-CURIEL et al., 2013). Foi
demonstrado que as amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL apresentam maior
expressao de fatores de viruléncia que causam o desenvolvimento de infec¢cdes mais graves
(GUPTA et al., 2003). O aumento da incidéncia de amostras de K. pneumoniae resistentes a
multiplos antimicrobianos, particularmente em amostras produtoras de KPC, incluindo
amostras do Brasil, fazem com que a determinagdo dos mecanismos de viruléncia desses
patdgenos seja importante.

Além desses fatores de viruléncia, muito pouco ¢ conhecido sobre outros fatores que
podem participar da patogénese de infecgdes graves por K. pneumoniae. No entanto a
formagdo de biofilme tem sido motivo de interesse pelos pesquisadores que estudam a
epidemiologia desses micro-organismos. Biofilmes sdo comunidades bacterianas nas quais as
células se aderem umas as outras e a uma superficie viva ou inerte. Estas células aderentes sao
envolvidas em uma matriz de polimero extracelular composta principalmente por
polissacarideos, proteinas e adcidos nucleicos (LAPPIN-SCOTT, BASS, 2001; FLEMMING;
WINGENDER, 2010).

A formacdo do biofilme tem como primeira etapa interagdes fisico-quimicas que
permitem a adesdo das células diretamente a superficie. Essas intera¢des sdo classificadas
como de longo alcance e curto alcance. As forcas de interagdo inespecificas de longo alcance
que atuam sobre a adesdo bacteriana inicial incluem as for¢as de Lifshitz-van der Waals,
forcas eletrostaticas de dupla camada elétrica, interagdes 4acido-base e movimentos
brownianos. Intera¢des especificas de curto alcance operam em regides altamente localizadas
das superficies de interacdao e incluem pontes de hidrogénio, interagdes i0nicas e dipolos.
Bactérias sdo transportadas a superficie por interagdes de longo alcance e quando em contato
com ela (distancias > 1,5 nm), as interacdes de curto alcance se tornam mais importantes

(BUSSCHER; WEERKAMP, 1987; KATSIKOGIANNI; MISSIRLIS, 2004; ARMENTANO
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et al. 2014). A hidrofobicidade da superficie de adesdo e da célula bacteriana desempenha
papel importante na remogao do filme de agua entre as superficies de contato permitindo que
as interacoes de curto alcance ocorram (SOUSA, 2009). De fato, a hidrofobicidade ¢ uma das
propriedades mais importantes envolvidas no fenomeno de adesao e pode ser definida como
atracdo entre moléculas apolares ou fracamente polares quando imersas em um meio aquoso
(BUSSCHER; WEERKAMP, 1987; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013;
ABDALLAH et al., 2014). C¢lulas bacterianas desenvolveram diversas maneiras para usar o
efeito hidrofébico com o objetivo de aderir a um substrato.

Embora essas interagdes ndo especificas iniciais sejam importantes, a adesao estavel a
superficie depende de interagdes especificas entre as adesinas da parede celular dos micro-
organismos e macromoléculas do proprio ambiente. Esta adesdo ¢ quase sempre mediada por
polimeros extracelulares. Apéndices celulares externos, como flagelos, fimbrias e pili,
também desempenham papel significativo na adesdo celular inicial, além de formarem pontes
entre as células e a superficie (LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013; FOSTER et al.,
2014). O contato com a superficie e a instalagdo microbiana, ¢ seguido pela fase de
crescimento e divisdo celular. Material extracelular ¢ agregado fortalecendo as ligacdes entre
as cé¢lulas e a superficie. Dentro de dias a meses, a adesdo de outros micro-organismos ¢é
facilitada, bem como a liberagcdo de novos colonizadores capazes de formar novos biofilmes,
que se desprendem do biofilme maduro iniciando novo ciclo (OTTO, 2008; 2009; 2013b).

O tratamento de infecg¢des associadas aos biofilmes ¢ especialmente problematico,
uma vez que utilizando uma variedade de mecanismos, bactérias em biofilmes podem ser de
10 a 1000 vezes mais resistentes a um antibiotico quando comparadas as mesmas células
planctonicas (MAH; O'TOOLE, 2001; GIRARD et al., 2010; HENGZHUANG et al., 2011).
Além dessa dificuldade, a frequéncia crescente de resisténcia aos antibidticos entre as
bactérias formadoras do biofilme torna o tratamento ainda mais dificil (KWON et al., 2008).

O primeiro isolado de K. pneumoniae formador de biofilme foi descrito no final da
década de 1988 (LECHEVALLIER, CAWTHON, LEE, 1988). Essas bactérias podem
produzir uma camada espessa de biofilme extracelular, como um fator de viruléncia que
auxilia o micro-organismo a se fixar em superficies bidticas ou abidticas, evitando os efeitos
dos agentes antimicrobianos (VUOTTO et al., 2014). Dessa forma, o conhecimento detalhado
sobre a formacao de biofilme e bactérias produtoras de biofilme € necessario para o tratamento

de infecgdes relacionadas. Além disso, a determinacdo da diversidade genética pode ser util
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para prevenir a disseminagdo de micro-organismos causadores de infecg¢des relacionadas a
assisténcia a saude, para implementacao de procedimentos preventivos e medidas de controle.

A resisténcia antimicrobiana ¢ uma caracteristica inata de biofilmes bacterianos que
além do aumento das taxas de resisténcia relatada entre as amostras clinicas, pode complicar
ainda mais o tratamento do paciente (RAJAMOHAN; SRINIVASAN; GEBREYES, 2009).
De acordo com o trabalho de Sanchez et al. (2013), comparando a resisténcia a antibioticos e
a capacidade de formagao de biofilmes em amostras individuais, aquelas capazes de formar o
biofilme foram mais frequentemente multirresistentes.

A associagdo de vantagens adaptativas como a resisténcia a agentes antimicrobianos e
viruléncia ¢ um quadro complexo para o tratamento de infec¢des bacterianas graves.
Atualmente, clones ou complexos clonais de alto risco sao responsaveis pela disseminagao
mundial de determinantes de resisténcia a antibidticos e/ou viruléncia, contribuindo para um
aumento de morbidade e mortalidade em todo mundo (KWA et al., 2007; BEN-DAVID et al.,
2011). Além disso, a demora para detectar e diagnosticar um micro-organismo e/ou suas
vantagens adaptativas podem também contribuir para o atraso na intervencao médica precisa.
Pouco se sabe sobre o impacto dessa associacdo, resisténcia e viruléncia, com outros
mecanismos de resisténcia que poderiam exercer importante papel na capacidade de
sobrevivéncia e reproducdo bacteriana (fitness bacteriano).

Fitness ¢ a capacidade de um individuo sobreviver e reproduzir em um dado
ecossistema, frequentemente medido pela taxa de crescimento especifica isolada e em
comparagdo a outros potenciais competidores (p.ex. amostras bacterianas sensiveis vs.
resistentes). E considerado um dos principais fatores que influenciam a taxa de
desenvolvimento de resisténcia, a estabilidade da resisténcia, e a taxa em que a resisténcia
pode diminuir, se o uso de antibidtico for reduzido (O’NEILL et al., 2006; MARTINEZ;
BAQUERO; ANDERSSON, 2007; FOUCAULT; COURVALIN; GRILLOT-COURVALIN,
2009). A literatura sugere que as taxas de resisténcia, por exemplo as polimixinas, ainda sao
baixas devido ao custo energético sofrido pela amostra bacteriana para o fenotipo de
desenvolvimento de resisténcia, reduzindo seu fitness. Entretanto, alguns autores afirmam que
essas taxas podem aumentar a partir do momento que o uso dos antimicrobianos passar a se
tornar mais comum, consequentemente levando ao desenvolvimento de resisténcia por
adaptacao, devido a pressao seletiva exercida pela droga (ROLAIN et al., 2011).

O custo do fitness associado a resisténcia aos antimicrobianos ¢ frequentemente

determinado por experimentos de competicdo entre amostras sensiveis ou resistentes a
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determinados antibidticos em meios de cultura ou animais de laboratorio. Geralmente, essas
técnicas envolvem gastos enormes, considerando que muitas delas envolvem experimentos de
mutacoes utilizando amostras isogénicas (ABDELRAOUF et al., 2011; GUO et al., 2012).
Técnicas trabalhosas, porém menos dispendiosas envolvem a mistura de amostras individuais
em proporgdes 1:1, que sdo repetidamente transferidas para meios de crescimento/animais
apods cada ciclo de crescimento competitivo. Em cada ciclo, o nimero de células totais e
resistentes ¢ determinado pelo plaqueamento de aliquotas em placas contendo meio de cultura
nao seletivo, suplementado ou ndo com antibioticos. A aptidao relativa € expressa como indice
de competicdo, calculado como a relagdo a contagem da carga bacteriana entre as amostras
resistentes e susceptiveis no final de um experimento, dividido pela mesma razao (GUO et al.,
2012). Essa abordagem ¢ comumente utilizada em muitos estudos, inclusive no nosso, embora
seja demorada e laboriosa. Para determinar a diferenca na aptidao entre duas amostras, sao
conduzidos numerosos ciclos de competi¢do. A duragdo do experimento pode ser ainda mais
longa se houver apenas uma pequena diferenca na aptidao entre as duas amostras avaliadas.
Avaliar a participacdo de fenotipos como ESBL e KPC entre K. pneumoniae
multirresistentes ¢ de grande importancia, uma vez que sua frequéncia vem aumentando
significativamente no mundo todo, além de apresentar altos indices de resisténcia aos f3-
lactamicos (antibidticos mais prescritos na pratica clinica), detectados previamente por nossa
equipe (MOREIRA et al., 2013; DANTAS et al., 2014), sendo considerados hoje um dos
maiores problemas terapéuticos em muitas instituigdes. Atualmente as amostras de K.
pneumoniae de nossa institui¢do se apresentam com indices de resisténcia aos B-lactamicos e
carbapenémicos bastante relevantes, porém a andlise da disseminagdao e STs, bem como
producdo de biofilme e fitness bacteriano, ainda ndo havia sido estudada no Hospital de
Clinicas da UFU, e o presente estudo pretende responder algumas questdes ainda nao

completamente esclarecidas sobre a epidemiologia desses agentes.
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2. OBJETIVOS

Considerando a necessidade de realizar estudos que permitam compreender melhor a
resisténcia, viruléncia, formagdo de biofilme, bem como a capacidade de adaptagdao de
amostras clinicas de Klebsiella pneumoniae, sao propostos os seguintes objetivos:

e Determinar a presenca dos genes de resisténcia blactx-m, blaxpc/blakpc2 € de
viruléncia fimH, fimA, wabG, iucC, rmpA, ecpA, mrkD e khe em amostras de K.
pneumoniae resistentes a cefalosporinas de terceira geragdo e/ou carbapenémicos
provenientes de infec¢do e/ou colonizagao;

e Determinar a relacdo clonal entre as linhagens por meio de PFGE;

e Determinar, por MLST, os STs e os complexos clonais dos pulsotipos obtidos através
do PFGE;

e Analisar a formagdo de biofilme entre as amostras de K. pneumoniae com maior
proporcao de genes de viruléncia através de técnicas fenotipicas bem como por microscopia
eletronica de varredura;

e Avaliar a relacao entre multirresisténcia e produgao de biofilme;

e Avaliar o impacto da resisténcia aos carbapenémicos e¢ polimixina B no fitness
bacteriano em amostras de K. pneumoniae;

e Avaliar o consumo de antibioticos no hospital através da dose diaria definida por 1000
pacientes-dia de antimicrobianos, pertencentes as classes de cefalosporinas de 3% e 4°
geragdo, carbapenémicos, fluorquinolonas e polimixina B e sua relagdo com as taxas dos

fenotipos ESBL e KPC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras bacterianas e desenho do estudo

As amostras de Klebsiella pneumoniae foram selecionadas randomicamente a partir
de uma colegdo recuperada de pacientes internados no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU) no periodo de junho de 2009 a julho de 2015, incluidas no
estudo aquelas resistentes as cefalosporinas de amplo espectro e/ou carbapenémicos. No total
foram selecionadas 60 amostras ndo-duplicadas de K. pneumoniae, sendo 30 recuperadas de
infeccdo por K. pneumoniae sensivel aos carbapenémicos (KpSC), 20 infecgdes e 10
colonizagdes por K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos (KpRC). Foram recuperados
dados epidemiologicos dos prontuarios médicos dos pacientes incluidos no estudo. As cepas-

controle estdo descritas no quadro 1.

Quadro 1. Cepas-controle que foram utilizadas nos experimentos.

Cepas-controle Caracteristica Experimento
K. pneumoniae MGH-78578  fimA, mrkD PCR
K. pneumoniae Kp 740/11 fimH, blarem, blasuy, blacrx-m, blakpc PCR
E. coli ATCC 55989 iucC PCR
E. coli ATCC 8739 ecpA PCR
K. pneumoniae NTUH-K2044 khe, fimH, mrkD, wabG, rmpA PCR, Biofilme
Fitness
K. pneumoniae ATCC 10031 Amostra multissensivel bacteriano

3.2. Identificacio das espécies

A identificacdo e os testes de resisténcia aos antimicrobianos foram realizados pelo
Laboratdrio de Microbiologia do HC-UFU, utilizando o sistema automatizado VITEK 2®
(bioM¢érieux), exceto para as amostras de colonizagdo. As amostras bacterianas utilizadas no
estudo foram identificadas pelo Laboratorio de Microbiologia do HC-UFU através do sistema
automatizado VITEK®2 (bioMérieux). As culturas testes foram suspensas em solugdo salina
0,45% com objetivo de obter uma suspensao com turbidez compativel com a escala de 0,50 a
0,63 de McFarland utilizando turbidimetro. Em seguida, os cartdes foram inseridos no

aparelho e cada teste bioquimico foi preenchido, selado e incubado. Durante o periodo de
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incubagdo (7-10 horas) os cartdoes foram lidos a cada 15 minutos através de um sistema optico
de transmitancia usando diferentes comprimentos de onda no espectro visivel. Os resultados
foram analisados através de algoritmos pelo software do aparelho e reportados
automaticamente.

As amostras bacterianas identificadas foram preservadas a -80°C em caldo Brain

Heart Infusion (BHI) acrescido de 15% de glicerol.

3.3. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de diluicao
em gel, através do sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux), no Laboratério de
Microbiologia do HC-UFU. As culturas teste foram suspensas em solu¢do salina 0,45% com
objetivo de obter uma solu¢do com turbidez de 0,50 a 0,63 de McFarland e em seguida,
diluidas conforme as recomendacdes do fabricante. Os cartdes foram inseridos no aparelho e
automaticamente preenchidos com as suspensdes bacterianas. No cartdo, os antimicrobianos
sdo encontrados em duas a quatro concentracdes diferentes. Cada pogo com o antibiotico teste
foi avaliado automaticamente a cada 15 minutos durante 18 horas de maneira a gerar uma
curva de crescimento e, por comparagao com um controle, a concentracao inibitdria minima
(CIM) de cada antibidtico foi estimada. Esse célculo foi realizado com um algoritmo
especifico para cada antimicrobiano.

A resisténcia aos seguintes antimicrobianos foi avaliada: amoxicilina + clavulanato,
amicacina, ampicilina, cefepime, cefoxitina, ceftriaxona, ciprofloxacina, gentamicina,
levofloxacina, piperacilina + tazobactam, tigeciclina, ertapenem, imipenem, meropenem e

colistina.

3.4. Disco difusao

Para as amostras de K. prneumoniae recuperadas de coloniza¢do, o sistema
automatizado VITEK®2 apresentou resultados para os antimicrobianos colistina e
carbapenémicos, enquanto os demais foram realizados pelo teste de disco difusdo de acordo

com o CLSI (2014).
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Os discos testados e suas respectivas concentragdes foram: amoxicilina + clavulanato
(10 pg), amicacina (30 pg), ampicilina (10 pg), cefepime (30 pg), cefoxitina (30 pg),
ceftriaxona (30 pg), ciprofloxacino (5 pg), gentamicina (10 pg), piperacilina + tazobactam
(10 pg), ertapenem (10 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg).

Para a realizagdo deste teste foi utilizado o 4gar Mueller-Hinton (MH), esterilizado em
autoclave e distribuido em placas de Petri. O in6culo bacteriano foi preparado em solucao
salina estéril 0,9% a partir de uma cultura com 16-18 horas de crescimento e ajustado para
uma turvagdo correspondente ao tubo n® 0,5 da escala de McFarland. Essa suspensao
bacteriana foi semeada no 4gar MH com um swab, esfregando-o em toda superficie do meio
de cultura. Em seguida, os discos de antimicrobianos foram distribuidos com auxilio de uma
pinga estéril. As placas foram incubadas a 35° + 2°C, a leitura foi feita apos 24-48 horas de
incubagao e os halos de inibi¢ao do crescimento foram medidos € comparados de acordo com

o CLSI (2014), classificando as amostras como sensiveis ou resistentes.

3.5. Defini¢oes

Micro-organismo multirresistente: resisténcia a pelo menos um agente antimicrobiano
dentro de 3 ou mais classes: aminoglicosideos (gentamicina e amicacina), carbapenémicos
(imipenem e meropenem), cefalosporinas (ceftazidima e cefepime), fluorquinolonas
(ciprofloxacino e levofloxacino), penicilinas/inibidores de p-lactamases (piperacilina
associada ao inibidor tazobactam), monobactamicos (aztreonam) e polimixinas (colistina e

polimixina B) (MAGIORAKOS et al., 2012).

Terapia antimicrobiana inapropriada: micro-organismo amostra com resisténcia in vitro
ao antimicrobiano usado no tratamento do paciente e/ou auséncia de terapia durante 24 horas

ou mais ap0s o diagndstico microbiologico da infeccdo (GILBERT et al., 2007).

Uso prévio de antibioticos: foi considerado quando o paciente recebeu terapia com qualquer
antibiotico durante pelo menos 72 horas observada em um periodo de até¢ 30 dias prévio ao

diagnostico microbiologico da infeccdo (DANTAS, 2015).

Mortalidade hospitalar (30 dias): evolucao para o 6bito em até 30 dias apds o diagnostico

da infecgao (LODISE et al., 2007).
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Mortalidade total: relacdo entre o numero de Obitos durante a internacdo hospitalar dos

pacientes colonizados e o nimero total de pacientes.

Dose Diaria Definida de antimicrobiano por 1000 pacientes-dia (DDD/1000 pacientes-
dia)

Foi calculado o consumo em DDD por 1000 pacientes-dia naquelas clinicas nas quais
pertencem os pacientes incluidos neste trabalho. Os valores do DDD foram disponibilizados
pela farmacia do HC-UFU, e as taxas de infec¢des por K. pneumoniae produtoras de KPC e
ESBL de 2009 a 2016, disponibilizadas pelo Laboratério de Microbiologia do HC-UFU.
Foram selecionados para calculos das densidades de uso por 1000 pacientes-dia os seguintes
antibiodticos: imipenem, meropenem, cefepime, ceftriaxona, ciprofloxacino, levofloxacino e
polimixina B, como proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2000). A densidade
de uso (DDD por 1000 pacientes-dia) foi obtida pela formula:

DDD = Consumo de antibidticos em gramas

Dose diéria definida (NNIS, 2004)

DDD/1000 pacientes-dia = DDD x 1000

N° de pacientes-dia *

APacientes-dia: Px Lx T
P = Periodo de tempo em observagdo, em dias.
L = Leitos disponiveis na unidade.

T = indice de ocupacdo no tempo considerado (%).

3.6. Comité de Etica

As amostras utilizadas nesse estudo foram recuperadas durante a vigéncia dos projetos 224/09
e 44734115.2.0000.5152, aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (ANEXO I e II).
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3.7. Técnicas Moleculares

3.7.1. Extraciao do DNA gendmico

A extracdo por lise térmica foi realizada segundo Nunes et al., 2009. As amostras
foram cultivadas em agar Trypticase soy agar (TSA) por 18-24 horas, colonias puras foram
ressuspendidas em 1 mL de tampao Tris-Edta (TE; Tris [IM] + EDTA [0,5 M]) [1x] e
centrifugadas a 12000 xg por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de tampao TE. Os tubos foram fervidos (100°C) por 10 minutos em
termobloco, centrifugados a 12000 xg por 2 minutos ¢ o sobrenadante contendo o DNA foi
recuperado. O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria (Nanodrop®) e

armazenado a -20°C no freezer até o momento da utilizagao.

3.7.2. Deteccao dos genes de resisténcia por PCR

Para avaliar a presenga dos genes blacrx-m € blaxec foram realizadas as técnicas de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional com primers consensos para cada gene.
Foram utilizados reagentes para um volume final de rea¢do de 25 pL, conforme descrito no
quadro 2. Os primers utilizados nas reagdes estdo descritos no quadro 3. Adiconalmente, os
genes blasnv € blatem foram avaliados nas amostras KpSC seguindo o protocolo de Monstein

et al. (2007).

Quadro 2. Reagentes para realizagao da Reagao em Cadeia da Polimerase.

Reagentes Volume  Concentracio final
Produto da extracdo de DNA (10 ng/uLl) 2 uL 0,4 ng/ul
primer forward (10 uM) 0,75 uL 0,3 uM
primer reverse (10 uM) 0,75 uL 0,3 uM
GoTaq® Green Master Mix, 2x 12,5 uL 1x
Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 25 uL n.a.
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Quadro 3: Primers para amplificagdo dos genes de resisténcia das amostras de K. pneumoniae
por Reagdo em Cadeia da Polimerase.

Gene Temp. de Amplicon
1 Primer Sequéncias (5' - 3") anelamento P
alvo o (pb)
°O)

F GTATCGCCGTCTAGTTCTGCTG

blaxpc 54 860
R GTTGACGCCCAATCCCTCGA
F ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC

blactx-Mm 58 593

R TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG

F = Forward; R = Reverse

Referéncias: 1. blaxpc: Galetti, 2010; blactx-m: Monstein et al., 2007

A amplificacdo foi realizada no termociclador Eppendorf Mastercycler®, programado

de acordo com as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos; seguido de

30 ciclos com desnaturagdo a 95°C por 30 segundos; anelamento a temperatura especifica de

cada primer por 1 minuto, extensao a 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos.

A eletroforese correu a 90V por cerca de 60 minutos em gel de agarose 1,5%, no

tampéo de corrida TBE (Tris, Acido borico e EDTA) [0,5x]. O gel foi corado com 5 uL de

SYBER® Safe (Applied Biosystems®) para cada 100 mL de tampao e fotografado utilizando

o sistema de fotodocumentacao L-Pix EX (Loccus Biotecnologia®).

3.7.3. Deteccio dos genes de viruléncia ecpA, fimA, wabG, rmpA, fimH, iucC, khe

e mrkD

A deteccdo dos genes de viruléncia foi realizada por PCR, e os primers utilizados nas

reacOes estdo descritos no quadro 4. A amplificagdo, andlise dos produtos da reacao,

eletroforese e documentacao do gel foram realizadas como descrito no item anterior.
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Quadro 4: Primers para amplificagdo dos genes de viruléncia das amostras de K. pneumoniae por
Reagdo em Cadeia da Polimerase.

Gene Temp. de Amplicon
. Primer Sequéncias (5' - 3") anelamento p
alvo (oC) (pb)
4 F GCAACAGCCAAAAAAGACACC 5 477
P R CCAGGTCGCGTCGAACTG
F CGGACGGTACGCTGTATTTT
Simd - GCTTCGGCGTTGTCTTTATC 30 500
F CGGACTGGCAGATCCATATC
wabG L ACCATCGGCCATTTGATAGA 50 083
F GCAGTTAACTGGACTACCTCTG
rmpA 50 322
R GTTTACAATTCGGCTAACATTTTTCTTTAAG
fimH F CACGCAAGGCACCATTC 55 900
R GCTCAGAATCAACATCGGTAAC
. F AAACCTGGCTTACGCAACTGT
iucC 56 400
R ACCCGTCTGCAAATCATGGAT
the F ACCGTCCTGCCCGATTTAAT 56 600
R GATAAACCACAGGCGCATAGTG
kD F TTGTTGCTGCTGGTTTGGTTC 53 600
R CGAGTTTCCTGGCTTTGTAATG

1. Referéncias:

ecpA e fimA: Alcantar-Curiel et al. 2013; wabG: Chen et al.,
2014; rpmA: Fang et al. 2007; fimH: Stahlhut et al. 2009;
iucC: Usein et al. 2001, khe e mrkD: Nunes, 2009.

3.7.4. Avaliacao da similaridade genética pela técnica de Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) e interpretacao dos padroes moleculares

Trinta e seis amostras de K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas de 3* geracdo e

positivas para os genes de [B-lactamase por PCR foram analisadas por PFGE conforme

metodologia padronizada no Laboratério de Microbiologia Molecular da Universidade

Federal de Uberlandia (MICROMOL-UFU).

Uma coldnia de cada bactéria foi inoculada em 3 mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth)

e incubada a 37°C durante 24 horas, sob agitagdo de 200 rpm. A concentragdo celular foi

ajustada com o caldo TSB para os valores entre 0,9 a 1,10, na ODg40 nm. 200 uLL da suspensao

celular ajustada foi transferida para um microtubo estéril, centrifugada a 12.000 xg por 2

minutos a 4°C e o sobrenadante foi completamente descartado.
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Na sequéncia, o pellet foi ressuspenso em 200 pL. de tampao TE [0,5x] e
simultaneamente foi adicionado 10 pL de Proteinase K (0,5 mg/mL) e 200 puL de agarose de
baixo ponto de fusdo 2,2% (preparada em tampao TE 0,5x). Essa suspensdo foi adicionada
aos pocos das moldeiras (aprox. 100 puL por poc¢o) e os plugs solidificaram a temperatura
ambiente por aproximadamente 15 minutos. Apds solidificacdo, os plugs foram retirados das
moldeiras e colocados em um tubo com 5 mL de tampao de lise (5 mL Tris [IM] + 10 mL
EDTA [0,5 M] + 20 mL Sarcosyl [5%] + gsp dgua ultrapura) suplementado com 125 pL de
Proteinase K (0,5 mg/mL) durante 4 horas a 55° C. Apds retirar a solucao de lise, foi
adicionado 10 mL de tampao TE [0,5x] (aquecido a 40° C) e mantido na estufa a 37° C sob
leve agitacao, durante 30 minutos.

Para digestdo enzimatica, foi incubada uma fina parte do plug (aprox. 2 mm) em 40
pL de tampao da enzima [1x] durante 1 hora a 37° C, sem agitagdo. Logo apds, foi adicionado
ao plug outra solugdo de tampao 1x com 40 U da enzima Xbal (Ludwig Biotec), incubando
durante 4 horas a 37° C, sem agita¢do. Ao término da digestao enzimatica do DNA, um bloco
de cada amostra foi posicionado nos pogos do gel de agarose preparado na concentragdo de
1% (p/v) em tampao TBE [0,5x]. Nos orificios localizados nas extremidades do gel foram
colocados discos contendo os marcadores de peso molecular lambda ladder (New England
Biolabs). As canaletas foram seladas com agarose de baixo ponto de fusdao preparado a 1%
(p/v) em tampao TBE [0,5x].

A eletroforese foi realizada no aparelho CHEF-DR III ® (BioRad), em TBE [0,5x] a
temperatura de 12°C na voltagem de 6V/cm durante 21 horas. Os pulsos foram de 5 a 40
segundos com angulo de 120°. O gel foi corado com 5 pL de brometo de etidio e visualizado
usando um transiluminador. Os padrdes de banda foram analisados por intermédio da
comparag¢ao visual entre as amostras e através do programa GelCompar II versdo 3.5 (Applied
Maths) usando o coeficiente Dice de similaridade e o método de Unweighted Pair Group
Method Using Arithmetic Averages (UPGMA) para andlise dos agrupamentos e constru¢ao

dos dendrogramas.

3.7.5. Caracterizaciio das amostras bacterianas utilizando sequéncias de
fragmentos internos: MLST (Multilocus Sequence Typing)

Para amostras de K. pneumoniae previamente avaliados por PFGE, foi realizada

tipagem por sequenciamento de multilocus, segundo esquema proposto por Diancourt e
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colaboradores (2005). O método ¢ baseado na amplificacdo e sequenciamento de fragmentos
internos de 7 genes housekeeping de K. pneumoniae: rpoB (B-subunit of RNA polymerase);
gapA (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase); mdh (malate dehydrogenase); pgi
(phosphoglucose isomerase); phoE (phosphorine E); infB (translation initiation factor 2) e

tonB (periplasmic energy transducer).

A metodologia  foi  realizada  seguindo  orientagdes do  website
<http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/primers_used.html>, utilizando os primers e condigdes
descritas no quadro 5. Os alelos e STs obtidos em cada amostra avaliada foram comparados
com os alelos e STs de todas as linhagens disponibilizadas no banco de dados MLST para K.

pneumoniae.

Quadro 5: Primers utilizados para amplificagcdo e sequenciamento dos genes housekeeping
para analise por Multilocus Sequence Typing.

Gene Temp. de Amplicon
1 Primer Sequéncias (5' - 3") anelamento P
alvo (oc) (pb)
F: Vic3 GGCGAAATGGCWGAGAACCA
rpoB . 58 1075
R: Vic2 GAGTCTTCGAAGTTGTAACC
oA F:gapA173 TGAAATATGACTCCACTCACGG 60 662
S R.gapAl81  CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
mdh F:mdh130 CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 60 756
R:mdh867 CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
. F:pgilF GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC
pgi 60 566
R:pgilR CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT
hoE F:phoE604.1 ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 59 602
P R:phoE604.2 TGATCAGAACTGGTAGGTGAT
infB F:infBIF CTCGCTGCTGGACTATATTCG 53 462
R:infBIR CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
‘onB F:tonB1F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 60 539
R:tonB2R ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG

1. Referéncias dos primers MLST: Instituto Pasteur. Disponivel em:
<http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/primers_used.html>. Acesso em: 12 de fevereiro de 2017.

3.7.6. Purificacido e sequenciamento dos genes blaxkrc e housekeeping

Apds a confirmagdo da presenca do gene blaxpc nas primeiras 6 amostras avaliadas e

amplificacdo dos genes housekeeping, foi realizada uma segunda eletroforese em gel de
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agarose. Apoés visualizacdo das bandas correspondentes, estas foram recortadas do gel com
auxilio de um bisturi, e submetidas ao procedimento de purificacdo utilizando-se o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

O sequenciamento genético foi realizado pela empresa ACTGene Analises
Moleculares LTDA, utilizando de 30 a 60 ng do DNA obtido ap6s purificag¢do. Os resultados
foram comparados com os dados disponiveis no GenBank, banco de dados de sequéncias
mantido pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) através do editor de alinhamento de sequéncias
biolodgicas Geneious versao 10.0.9 (Biomatters). Para o MLST, a construgdo dos grupos de
similaridade entre os STs foi realizada pelo goeBURST (diponivel em:

http://goeburst.phyloviz.net/).

3.8. Avalia¢ao da producio de biofilme

Para os ensaios de produgdo de biofilme as amostras foram selecionadas de acordo
com a frequéncia de genes de viruléncia detectados previamente pelo PCR, bem como
diferentes perfis no PFGE e MLST. Como controle positivo foi utilizado a amostra K.
pneumoniae NTUH-K2044 e como controle negativo apenas o meio de cultura sem indculo
bacteriano. A pesquisa de biofilme foi realizada de acordo com Merritt; Kadouri e O’Toole
(2005), com algumas modificacdes conforme descrito abaixo. Todos os experimentos foram

repetidos em trés experimentos independentes.

3.8.1. Preparacio do indculo bacteriano

Uma coldnia bacteriana de cada amostra teste de K. pneumoniae foi suspensa em 20

mL de TSB e incubada a 37°C, durante 18 horas, sob agitacdo a 120 rpm.

3.8.2. Ensaio de adesdo a superficie inerte

A suspensio celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi lavada
duas vezes em solu¢do salina estéril (20 mL NaCl 0,9%, 7800 rpm, 10 minutos) e diluida para

uma concentragdo celular de aproximadamente 107 células/mL em TSB. 200 uL dessa
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suspensao de células foi inoculada em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pogos, 3
pogos para cada amostra testado. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C sob agitagao
a 120 rpm. Apos o periodo de adesdo, os pogos foram raspados para remog¢ao das células
aderidas (scrapping). Dilui¢des seriadas foram realizadas e as suspensdes celulares

plaqueadas em 4gar TSA para enumeragao das células.

3.8.3. Contagem de células viaveis no biofilme

Foram realizados dois ensaios diferentes para formagdo de biofilme, um para
enumeragdo de células viaveis do biofilme e outro para quantificagdo de biomassa. A
suspensdo celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi diluida para uma
concentracdo celular de aproximadamente 107 células/mL. Para cada amostra, 200 uL dessa
suspensdo de células foi inoculada em 3 pocos das microplacas de poliestireno estéreis com
96 pocos. Apds 24 horas de incubagdo, os pogos foram raspados para remog¢ao das células
aderidas (scrapping) por tempo determinado (1 minuto e 30 segundos). Dilui¢des seriadas
foram realizadas e as suspensdes celulares plaqueadas em Agar TSA para enumeragdo das

células.

3.8.4. Producao de biomassa

Para os ensaios de quantificacdo de biomassa por cristal violeta, cada bactéria teste foi
inoculada em 8 pogos da placa. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob agitacdo
a 120 rpm. Os biofilmes foram lavados duas vezes com solucgdo salina estéril e, em seguida,
os pogos foram preenchidos com metanol por 15 minutos para fixagao do biofilme. Apos esse
periodo, o metanol foi descartado e as placas secadas em posicao invertida a temperatura
ambiente. Em seguida, 200 uL de uma solugdo de cristal violeta 1% foram adicionados em
cada poco por 5 minutos. Os pogos foram lavados vigorosamente com agua destilada estéril e
secos a temperatura ambiente. 200 pL de acido acético 33% foram adicionados a cada pogo
para solubilizar o corante. A microplaca foi incubada por 10 minutos, 100 pL da solugdo de
cristal violeta solubilizado foram transferidos para novas placas e a absorbancia avaliada em

leitor de placas a 570 nm com acido acético 33% como branco.
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3.8.5. Classificacao do biofilme

Apo6s o experimento de quantificacdo da biomassa por cristal violeta, as amostras
foram classificadas nas categorias de ndo produtor, produtor fraco, produtor moderado e
produtor forte de biofilme, de acordo com os critérios descritos por Saxena e colaboradores

(2014) (Quadro 6).

Quadro 6. Critérios para classificacao da producdo de biofilme.

Valor médio da DO Producao de Biofilme
DOi! < DO’ Nao produtor
DO; <DO¢ <2 x DO Fraco produtor
2xDOc<DO;< 4x Moderado produtor
4 x DO, < DO; Forte produtor

Valor de cut-off da densidade 6tica (DO): média da DO controle negativo + 3x
desvio padrio; 'DO; do amostra; DO, do controle negativo.

3.8.6. Formacao de biofilme em esferas de vidro e analise por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEYV)

As amostras Kp30 (KpSC) e KPCO05 (KpRC) foram selecionadas para a analise da
arquitetura dos biofilmes bacterianos em esferas de vidro por MEV, apds resultados
individuais nos ensaios de adesdo e formagdo de biofilme em placas de poliestireno.

Seguiu-se 0 mesmo procedimento do ensaio de formacao de biofilme, porém o ensaio
para MEV foi realizado em placas de 24 pogos, utilizando 2 mL de meio de cultura (TSB) por
poco ¢ a inser¢ao de duas esferas de vidro padronizadas de 0,5 cm de didmetro para cada
amostra, uma por pog¢o. Apds formacdo de biofilme, as esferas foram fixadas em
glutaraldeido/paraformaldeido 2,5% a 4°C por 18 horas; lavadas em solu¢ao PBS (pH 7,4) por
trés vezes; armazenadas em tetréxido de 6smio 1% por 2 horas a temperatura ambiente;
lavadas novamente em solu¢do PBS (pH 7,4) por trés vezes; desidratadas em alcool 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100% (3 vezes), por 20 minutos cada a temperatura
ambiente e em seguida levadas ao procedimento de secagem (ponto critico). As esferas foram
metalizadas com ouro na espessura de 20 nm, visualizadas e fotografadas utilizando o
microscopio eletronico de varredura (Zeiss) disponivel no Laboratdrio da Engenharia Quimica

- UFU.
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3.9. Determinacio do fitness bacteriano

Para analisar o impacto das resisténcias aos carbapenémicos e a polimixina B no fitness
de K. pneumoniae produtoras de KPC, foram utilizadas trés amostras nesses experimentos:
uma resistente aos carbapenémicos (KPCO05), uma resistente aos carbapenémicos e a

polimixina B (KPC13) e a amostra multissensivel ATCC 10031.

3.9.1. Experimentos de competicio de crescimento in vitro

Os experimentos de competicdo in vitro foram realizados da seguinte maneira:
competicao entre KPC05 ¢ ATCC10031, KPC13 e ATCC10031 e entre KPC05 e KPC13,
seguindo o protocolo de Abdelraouf et al. (2011) com algumas modificacdes.

Uma coldnia isolada de cada bactéria teste foi inoculada em 20 mL de caldo TSB e
incubada sob agitacdo continua a 120 rpm, 37°C, por 18 horas. Apds esse periodo, as
suspensdes bacterianas foram lavadas duas vezes em NaCl 0,9% (20°C, 5000 rpm, 10
minutos) e os pellets ressuspensos em igual volume de NaCl 0,9%. Uma diluigdo
intermediaria foi realizada pela transferéncia de 100 pL de cada suspensdo bacteriana (~10°
células/mL) para tubos contendo 10 mL de NaCl 0,9% de forma a obter aproximadamente 107
células/mL. 500 pL de cada suspensdo bacteriana, obtida a partir dessa dilui¢do, foram
transferidos para um frasco contendo 50 mL de TSB para um indculo inicial de
aproximadamente 10° células/mL de cada amostra (1:1).

A cultura heterogénea foi entdo incubada a 37°C por 24 horas sob agitagdo a 120 rpm,
caracterizando um ciclo de competicdo. Durante o primeiro ciclo de competicdo, a carga
bacteriana foi avaliada por cultura quantitativa de uma aliquota de 1 mL recuperada nos
tempos 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas. Apds o primeiro ciclo, 50 pL da suspensdo celular (em
competicao) foram transferidos para um novo frasco contendo 50 mL de TSB, que foi
incubado a 37°C por 24 horas sob agitacdo a 120 rpm, caracterizando um novo ciclo. No total,
6 ciclos sucessivos de competi¢ao foram realizados a cada 24 horas (24, 48, 72, 96, 120 e 144
horas). A partir do segundo ciclo, a cultura quantitativa foi realizada apenas 24 horas apos a
inoculacao.

A carga bacteriana foi determinada nos intervalos de tempo descritos acima por cultura
quantitativa da aliquota plaqueada em agar TSA livre de antibidtico, para contagem de células
totais, TSA suplementado com carbapenémico (> 4 pg/mL meropenem; CLSI, 2014) para

KPCO05 e TSA suplementado com polimixina B (> 8 pg/mL, EUCAST, 2017) para KPC13.
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As placas foram incubadas na estufa a 37°C por 24 horas. O niimero de células da amostra
ATCC multissensivel foi inferido a partir da diferenga entre a contagem total de bactérias

obtida no TSA sem antibidtico em relagao ao TSA suplementado.

Os experimentos foram realizados em triplicata e a aptidao relativa foi expressa como
indice de competicao (IC) (BECEIRO et al., 2014), calculado como sendo a razdo da carga
bacteriana entre as amostras resistentes e suscetiveis no final de um experimento. Neste
trabalho foram determinados os valores de IC na competicao entre KPC0O5/ATCC10031,
KPC13/ATCC10031 e KPCO5/KPC13. Um valor de IC inferior a 1 indica um defeito no

fitness; e um valor superior a 1 indica um beneficio do fitness.

3.10. Analise Estatistica

Os ensaios quantitativos foram comparados por meio de analise de variancia simples
(One way ANOVA) ou pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando como pos-testes os testes de
comparag¢do multipla de Bonferroni ou Dunn's, quando apropriado. A curva de sobrevivéncia
foi desenhada usando estimativa de Kaplan-Meier e comparada com o teste de Gehan-Breslow
Wilcoxon. Para comparar as médias no experimento do fitness bacteriano, foram utilizados os
testes ¢ de Student ou U de Mann Whitney, quando apropriado. O teste de Pearson/Spearman
foi realizado para correlacionar as variaveis DDD por 1000 pacientes-dia e taxas de ESBL e
KPC. Todos os testes foram realizados com um nivel de confianga de 95%, sendo os resultados
obtidos através do software GraphPad Prism®, versdo 5.01, considerando significativo

p<0,05.
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4. RESULTADOS

Durante o periodo de junho de 2009 a julho de 2015, foram selecionadas
aleatoriamente 60 amostras de Klebsiella pneumoniae recuperadas de 60 pacientes infectados,
sendo 30 K. pneumoniae sensiveis aos carbapenémicos, ¢ 20 e 10 infec¢des e colonizagdes,
respectivamente, de K. pneumoniae resistentes a estes B-lactdmicos. Os resultados obtidos

estdo na figura 1.

Klebsiella pneumoniae — amostras resistentes a cefalosporinas de amplo espectro e/ou
carbapenémicos - Hospital de Clinicas da UFU e Hospital Municipal de Uberlandia

“““““““““““““““ T
PCR: Genes de Resisténcia
ol 1 e Viruléncia / n = 60. ]
wabG
n=54

__________ —
[ T
) _ DDD Consumo de KPC fimH fimA iucC
Pacientes (n= 60) AntibiGticos n= 30} [n -53 [n - a5 n= 8}
KPC-2 rmp ecpA mrkD khe
n=6 n=0 n=19 n=0 n=10

CURVA DE SOBREVIVENCIA | | Imipenem, \
Terapia adequada I

Meropenem,
X Cefepime,
Terapia inadequada Ceftriaxona, MLST Biofilme
Ciprofloxacino, n=10 n=10

Levofloxacino,

CTX-M
n =48

\ Polimixina B J PFGE 5 STs: h N3o-produtor=1;
28 perfis genéticos ST340 = 4; Fraco produtor = 5;
(AaZ+ABeAC) ST11=3; Moderado produtor = 4
ST113=1;

ST442=1;
ST219=1

Microscopia

Eletrénica de
KPC13 (resistente aos carbapenémicos e polimixina B) Varredura (n =2)

maior aptidao que KPCO5 (resistente aos carbapenémicos)

Fitness
bacteriano

Figura 1. Organograma referente aos pacientes com infecgdes e colonizagdes por Klebsiella pneumoniae
resistentes as cefalosporinas de amplo espectro e/ou carbapenémicos.

As caracteristicas demograficas, clinicas e epidemioldgicas dos pacientes incluidos no
estudo estdo na tabela 1. A média de idade dos pacientes foi de 53 anos (variagdo entre 3 - 85
anos), sendo a maioria do sexo masculino (n = 37; 61,7%), 66,7% clinicos e 23,3% com
trauma quando da internag@o na unidade, e aproximadamente 63% dos pacientes necessitavam
de cirurgia. As principais comorbidades observadas incluiam nefropatia (n= 18; 30%),
diabetes mellitus (n= 15; 25%) e cardiopatia (n= 14; 23%). Em relagdo aos procedimentos
invasivos a maior frequéncia foi de cateter venoso central (n= 44; 73,3%), seguido de
ventilagdo mecanica (n = 43; 71,7%) e sonda nasoenteral, nasogastrica ou orogastrica (n = 42;
70,0%). A média do tempo de internagdo entre os pacientes foi de 53 dias (variacdo entre 9 —
189 dias), sendo que a maioria fez uso prévio de glicopeptideos (n= 41; 68,3%),

carbapenémicos (n= 35; 58,3%) e cefalosporinas de amplo espectro (n= 53; 88%).
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entre 0s pacientes com

infeccao/colonizagdo por amostras sensiveis e resistentes aos carbapenémicos, destacando-se:

elevado uso prévio de B-lactdmicos (53%), carbapenémicos (73,3%) e polimixina B (43,3%).

A terapia antibidtica inadequada foi prevalente em 56,7% dos casos, mas naqueles com

infecgdes por KpRC sua frequéncia foi bem maior (70%). 45% dos pacientes evoluiram para

0 Obito, mas a frequéncia foi significativa naqueles com infec¢cdo por amostras resistentes,

com frequéncias de mortalidades total de 63,3% e em 30 dias de 30,0%. No entanto, os

resultados da curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier em relagdo a estas taxas (Fig. 2) nao

confirmou que o grupo de pacientes que receberam terapia antimicrobiana inapropriada teve

menor probabilidade de sobrevivéncia.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas de pacientes colonizados e infectados por Klebsiella pneumoniae sensivel e
resistente aos carbapenémicos, recuperadas de pacientes hospitalizados

Pacientes
(n=60)

KpSC'
(n=30)

(continua)

KpRC’
(0=30)

Idade, anos, média + SD?

Tempo de Internacio, dias, média + SD
Tempo de hospitalizagdo anterior ao isolamento,

média (amplitude; SD)

Tempo em que o paciente evoluiu para alta ou 6bito
apos cultura positiva, média (amplitude; SD)

53,20 (+15,54)
56,42 (+27,40)

33,60 (2-181; 19,17)

21,82 (1-114; 14,81)

55,80 (+16,73)
64,3 (+35,90)

36,83 (2-181; 25,28)

27,53 (2-114; 20,81)

50,60 (+13,67)
48,50 (£17,57)

30,37 (4-63; 12,74)

16,10 (1-43; 7,60)

Sexo
Masculino 37 (61,7) 17 (56,7) 20 (66,7)
Feminino 23 (38,3) 13 (43,3) 10 (33,3)
Diagnéstico de Internacio
Clinico 40 (66,7) 20 (66,7) 20 (66,7)
Cirtrgico 6 (10,0) 3 (10,0) 3(10,0)
Trauma 14 (23,3) 7 (23,3) 7 (23,3)
Clinica de Isolamento
Clinica Cirtrgica 11 (18,3) 9 (30,0) 2(6,7)
Clinica Médica 7(1L,7) 7(23,3) 0(0,0)
Emergéncia 9 (15,0 6 (20,0) 3(10,0)
Moléstia Infecciosa 1(1,7) 1(3,3) 0(0,0)
Oncologia 2(3,3) 0(0,0) 2(6,7)
Pediatria 2(3.3) 2(6,7) 0(0,0)
Transplante 2(3,3) 2(6,7) 0 (0,0)
Unidade de Terapia Intensiva 24 (40,0) 3 (10,0) 21 (70,0)
Nio especificado 2(3,3) 0 (0,0) 2(6,7)
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas ¢ demograficas de pacientes colonizados e infectados por Klebsiella pneumoniae sensivel e
resistente aos carbapenémicos, recuperadas de pacientes hospitalizados

(continuagao)
Pacientes KpSC' KpRC’
(n=60) (n=30) (n=30)
Uso Prévio de Antimicrobianos, n (%) 60 (100,0)
Beta-lactdmicos com inibidor* 18 (30,0) 2 (6,7) 16 (53,3)
Cefalosporinas de 3° geragdo’ 22 (36,7) 12 (40,0) 10 (33,3)
Cefalosporinas de 4" gera(;éo6 31 (5L7) 15 (50,0) 16 (53,3)
Carbapenémicos’ 35(58,3) 13 (43,3) 22 (73,3)
Aminoglicosideos® 8(13,3) 2(6,7) 6 (20,0)
G]icopep‘u’deos9 41 (68,3) 17 (56,7) 24 (80,0)
Fluoroquinolonas '’ 22 (36,7) 13 (43,3) 9 (30,0)
Polimixina B 16 (26,7) 3 (10,0) 13 (43,3)
Tratamento, n (%)11
Beta-lactimicos com inibidor* 8(13,3) 2 (6,7) 6 (30,0)
Cefalosporinas de 3" gerag::&o5 7(1,7) 3 (10,0) 4(20,0)
Cefalosporinas de 4° gerag€106 12 (20,0) 6 (20,0) 6 (30,0)
Carbapenémicos7 28 (46,7) 15 (50,0) 13 (65,0)
Aminoglicosideos8 71,7 2 (6,7) 5(25,0)
Glicopeptideos9 18 (30,0) 8 (26,7) 10 (50,0)
Fluoroquinolonas '’ 8 (13,3) 4(13,3) 4(20,0)
Polimixina B 9 (15,0) 13,3) 8 (40,0)
Terapia
Inadequada 34 (56,7) 13 (43,3) 21 (70,0)
Admissfo na UTL n (%)" 44 (73,3) 20 (66,7) 24 (80,0)
Co-morbidades, n (%)
Cardiopatia 14 (23,3) 6 (20,0) 8(26,7)
Diabetes mellitus 15(25,0) 12 (40,0) 3(10,0)
Nefropatia 18 (30,0) 8 (26,7) 10 (33,3)
Céancer 13 (21,7) 7(23,3) 6 (20,0)
Hipertenséo Arterial Sistémica 13 (21,7) 12 (40,0) 1(3.3)
Outros'’ 6 (10,0) 3(10,0) 3(10,0)
Procedimentos Invasivos 56 (93,3) 26 (86,7) 30 (100,0)
Cateter Venoso Central 44 (73,3) 20 (66,7) 24 (80,0)
Ventilagio Mecanica 43 (71,7) 20 (66,7) 23 (76,7)
Sonda Vesical 36 (60,0) 18 (60,0) 18 (60,0)
Dreno 10 (16,7) 5(16,7) 5(16,7)
Sonda nasoenteral, nasogastrica ou orogastrica 42 (70,0) 16 (53,3) 26 (86,7)
Nutrigdo Parenteral 26 (43,3) 5(16,7) 21 (70,0)
Cirurgia 38 (63,3) 15 (50,0) 23 (76,7)
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas de pacientes colonizados e infectados por Klebsiella pneumoniae sensivel e

resistente aos carbapenémicos, recuperadas de pacientes hospitalizados

(conclusdo)
Pacientes KpSC' KpRC’
(n=60) (n=30) (n=30)
Sitio de isolamento, n (%) 60 (100,0)

Sangue 26 (43,3) 17 (56,7) 9(30,0)
Urina 13 (21,7) 9 (30,0) 4(13,3)
Pulmio 9 (15,0) 4(13,3) 516,7)
Liquor 2(3,3) 0 (0,0) 2(6,7)
Mucosa anal 10 (16,7) 0(0,0) 10 (33,3)
Mortalidade total 27 (45,0) 8 (26,7) 19 (63.,3)
Mortalidade em 30 dias 11 (40,7) 2(6,7) 9 (30,0)

1. KpSC: Amostras de K. pneumoniae sensiveis aos carbapenémicos; KpRC: Amostras de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos; 3. SD,
Standard Deviation, Desvio Padrdo. Categorias dos antibidticos: 4. B-lactamicos + inibidor: Amoxicilina + clavulanato e/ou Piperacilina + Tazobactam; 5.
Cefalosporinas de 3a geragdo: Ceftriaxona; 6. Cefalosporinas de 4a geragdo: Cefepime; 7. Carbapenémicos: Meropenem, Imipenem e/ou Ertapenem; 8.
Aminoglicosideos: Amicacina e/ou Gentamicina; 9. Glicopeptideos: Vancomicina e/ou Teicoplanina; 10. Fluorquinolonas: Ciprofloxacino e/ou
Levofloxacino; 11. Tratamento ndo inclui pacientes colonizados, a frequéncia foi calculada considerando n=20. 12. UTI, Unidade de Terapia Intensiva.

13. Outras co-morbidades: Tabagismo, doenga pulmonar, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia dos pacientes infectados por K. pneumoniae que receberam terapia
antimicrobiana inapropriada em relacdo ao grupo que recebeu terapia apropriada, considerando mortalidade em

30 dias.

A tabela 2 apresenta a caracterizacao das amostras de K. pneumoniae quanto a data do

isolamento, dados clinicos, evolucdo clinica do paciente, sitio de infeccdo bem como o

fenotipo de multirresisténcia. A resisténcia foi observada para os diferentes antimicrobianos

testados, com a multirresisténcia com frequéncias elevadas entre as amostras, 50% entre as

KpSC e 100% das KpRC, incluindo resisténcia a polimixina B.



Tabela 2: Caracterizacdo das amostras de K. pneumoniae quanto a data do isolamento, clinica, evolucao clinica do paciente, sitio de isolamento,
perfil de resisténcia e fenotipo de multirresisténcia.

(continua)
Fenotipo! Am_ostra Datade o b /Setor? EV(?ll.lcaO . Sitio de Perfil de Resisténcia® MDR*
(n=60) Isolamento clinica isolamento
Kp3¥ 12.06.2009 CM Obito Sangue B+I; CEF; AMN; FLR MDR
Kp11¥#'Q  09.07.2009 CC Alta Urina B+I; CEF ndo-MDR
Kp13¥ 20.07.2009 CM Alta Sangue B+I; CEF; AMN; FLR MDR
Kp20¥ 01.08.2009 CC Alta Sangue B+I; CEF ndo-MDR
Kp22¥ 05.08.2009 CcC Alta Pulmao B+I; CEF; FLR MDR
Kp30¥+Q  15.08.2009 CM Alta Pulméo B+I; CEF; AMN; FLR MDR
Kp 34 ¥ 17.08.2009 Emer Obito Urina B+I; CEF; AMN; FLR MDR
Infoccd Kp 37¥#Q 18.08.2009 CM Alta Sangue B+I; CEF; AMN; FLR MDR
grel‘?oseé Kp 39 ¥ 19.08.2009 Emer Obito Urina B+I; CEF; AMN; FLR MDR
P30, Kps7¥ 16.09.2009 cM Obito Sangue  CEF; AMN; FLR MDR
Kp60¥+#Q  14.09.2009 Emer Alta Urina CEF ndo-MDR
Kpo6l¥ 23.09.2009 T Alta Urina CEF nao-MDR
Kp 64 ¥ 01.10.2009 Ped Alta Sangue CEF nao-MDR
Kp 67 02.10.2009 CM Alta Urina CEF; AMN; FLR MDR
Kp71¥ 05.10.2009 Ped Alta Sangue CEF ndo-MDR
Kp 84 ¥ 20.10.2009 CcC Obito Pulméo CEF; FLR ndo-MDR
Kp 102 16.11.2009 CcC Alta Urina CEF; AMN; FLR MDR
Kp109¥+Q 12.11.2009 Emer Obito Sangue CEF; AMN; FLR MDR
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Tabela 2: Caracterizagdo das amostras de K. pneumoniae quanto a data do isolamento, clinica, evolugdo clinica do paciente, sitio de isolamento, perfil de resisténcia
e fendtipo de multirresisténcia.

(continuagdo)
Fenétipo' Amostra (n=60) Data de Clinica/Setor? Ev?ll.lg:ao . Sitio de Perfil de Resisténcia’ MDR*
Isolamento clinica isolamento
Kp 112 10.11.2009 T Alta Sangue CEF ndo-MDR
Kp 114 30.11.2009 CM Alta Sangue CEF ndo-MDR
Kp117 ¥ 20.11.2009 Emer Obito Sangue CEF; AMN ndo-MDR
Kp 119 05.12.2009 Emer Alta Sangue CEF; AMN; FLR MDR
Infecgﬁes por Kp 120 06.12.2009 CcC Alta Sangue CEF MDR
KpSC Kp 124 09.12.2009 UTI Alta Pulmio CEF; AMN; FLR nio-MDR
(n=30) Kp 129 ¥4 01.01.2010 CC Alta Sangue CEF; AMN nao-MDR
Kp131¥ 30.12.2009 UTI Obito Sangue CEF; AMN ndo-MDR
Kp 133 ¥ 30.12.2009 UTI Alta Urina CEF; FLR ndo-MDR
Kp 151 13.01.2010 CcC Alta Urina CEF; AMN; FLR MDR
Kp 179 05.03.2010 MI Alta Sangue CEF; FLR ndo-MDR
Kp 186 08.03.2010 CC Alta Sangue CEF; AMN; FLR MDR
KPC 00 ¥ 10.07.2012 n.e. Alta Urina B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
KPC 01 ¥ 13.04.2013 n.e. Alta Urina B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
Infecgdes por  KPC 02 ¥ # ' Q 22.05.2013 UTI-HM Alta Sangue B+I; CEF; FLR; CBP MDR
KpRC KPC 03 ¥#°Q 25.05.2013 UTI-HM Alta Urina B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
(n=20) KPC 06 25.09.2014 Onco Obito Sangue B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
KPC 07 30.10.2014 Onco Obito Sangue B+I; CEF; FLR; CBP MDR
KPC 08 09.11.2014 CcC Obito Pulmao B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
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Tabela 2: Caracterizacdo das amostras de K. pneumoniae quanto a data do isolamento, clinica, evolug¢do clinica do paciente, sitio de isolamento, perfil de resisténcia
e fenotipo de multirresisténcia.

(continuagdo)
Fenétipo' Amostra (n=60) Data de Clinica/Setor? EV(?]I}Q?IO . Sitio de Perfil de Resisténcia’ MDR*
Isolamento clinica isolamento
KPC 09 11.11.2014 UTI Obito Pulmao B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
KPC 10 04.12.2014 Emer Obito Sangue B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
KPC 11 22.01.2015 UTI Obito Sangue B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
KPC 12 02.02.2015 Emer Obito Sangue B+I; CEF; AMN; FLR; GLI; CBP MDR
KPC13¥'Q 18.03.2015 UTI Obito Liquor B+I; CEF; FLR; CBP; POL MDR
Infec¢des por KPC 14 06.04.2015 UTI Obito Liquor B+I; CEF; FLR; CBP MDR
KpRC KPC 15 08.04.2015 Emer Obito Sangue B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
(n=20) KPC 16 21.04.2015 UTI Obito Sangue B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
KPC 18 ¥ 27.05.2015 UTI Alta Pulmao B+I; CEF; AMN; FLR; CBP; POL MDR
KPC 19 ¥ 26.06.2015 UTI Obito Pulmao B+I; CEF; AMN; FLR; CBP; POL MDR
KPC 20 ¥ 25.06.2015 UTI Obito Pulmao B+I; CEF; AMN; FLR; CBP; POL MDR
KPC 21 ¥ 25.06.2015 UTI Obito Sangue B+I; CEF; FLR; CBP; POL MDR
KPC23¥'Q 14.07.2015 CcC Obito Urina B+I; CEF; CBP; GLI; POL MDR
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Tabela 2: Caracterizacdo das amostras de K. pneumoniae quanto a data do isolamento, clinica, evolugao clinica do paciente, sitio de isolamento, perfil de resisténcia
e fendtipo de multirresisténcia.

(conclusdo)
Fenétipo!  Amostra (n=60) Datade 0 ia/Setor2  EVOlugao _ Sitio de Perfil de Resisténcia® MDR*
Isolamento clinica isolamento
KPC 04 ¥ # 07.07.2014 UTI Alta Mucosa anal B+I; CEF; CBP MDR
KPC 05¥+#°Q 07.07.2014 UTI Obito Mucosa anal B+I; CEF; FLR; CBP MDR
KPC 17 26.05.2015 UTI Alta Mucosa anal B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
L KPC22¥ 02.07.2015 UTI Obito Mucosa anal B+I; CEF; AMN; FLR; CBP; POL MDR
C};’é‘;"ﬁzpalg‘gs KPC 24 ¥ 15.07.2015 UTI Alta Mucosaanal ~ B+I; CEF; AMN; FLR; CBP; POL  MDR
(n=10) KPC25¥% 15.07.2015 UTI Alta Mucosa anal B+I; CEF; AMN; FLR; CBP; POL MDR
KPC 26 ¥ 14.07.2015 UTI Alta Mucosa anal B+I; CEF; AMN; FLR; CBP; POL MDR
KPC 27 21.07.2015 UTI Obito Mucosa anal B+I; CEF; AMN; FLR; CBP; POL MDR
KPC 28 28.07.2015 UTI Obito Mucosa anal B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR
KPC 29 31.07.2015 UTI Alta Mucosa anal B+I; CEF; AMN; FLR; CBP MDR

Simbolos: ¥ amostras de K. pneumoniae avaliadas no PFGE; # amostras avaliadas para producdo de biofilme; ‘Q sequenciamento MLST. 1. KpSC: Amostras de K. pneumoniae sensiveis aos
carbapenémicos; KpRC: Amostras de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos. 2. CM: Clinica Médica; CC: Clinica Cirtrgica; Emer: Emergéncia; T: Transplante; Ped: Pediatria; UTI:
Unidade de Terapia Intensiva; UTI-HM: Unidade de Terapia Intensiva do Hospital Municipal de Uberlandia; MI: Moléstia Infecciosa; Onco: Oncologia; n. e.: ndo especificado. 3. Categorias dos
antibidticos: B-lactdmicos + inibidor de B-lactamase: Amoxicilina + clavulanato e/ou Piperacilina + Tazobactam; Cefalosporinas 22, 3* e/ou 4* geragdo: Cefoxitina, Ceftriaxona, Ceftazidima e/ou
Cefepime; Aminoglicosideos: Amicacina e/ou Gentamicina; Fluorquinolonas: Ciprofloxacino e/ou Levofloxacino; Carbapenémicos: Meropenem, Imipenem e/ou Ertapenem; Glicilciclinas:
Tigeciclina; Polimixinas: Colistina (Polimixina E). SIGLAS: B-lactdmicos + inibidor de B-lactamase (B+I); Cefalosporinas 2%, 3 e/ou 4 geragdo (CEF); Aminoglicosideos (AMN); Fluorquinolonas
(FLR); Carbapenémicos (CBP), Glicilciclinas (GLI) e Polimixinas (POL). 4. MDR: multidrug-resistant, multirresistente.
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A técnica de PCR para os genes blakpc € blactx-m foi realizada para todas as amostras,
sendo que 48 (80%) apresentaram amplicon para o gene blactx-m, enquanto o gene blaxpc foi
detectado apenas nas amostras resistentes aos carbapenémicos, ou seja, todas as amostras
selecionadas para esse grupo confirmaram a presenca do gene blaxpc (Tabela 3). Em funcao do
custo, foram selecionadas 6 amostras contendo o gene blaxpc para o sequenciamento da variante
alélica do gene, e todas confirmaram ser da variante blaxpc. (APENDICE I). No total de
amostras resistentes aos carbapenémicos, 27 (90%) também apresentaram o gene blactx-m.
Adicionalmente, foi realizado PCR para detec¢ao dos genes blasuv e blatem no grupo KpSC, e

foi observado presenca dos genes em 73% das amostras (dados ndo demonstrados).

Tabela 3: Caracterizagdo das cepas clinicas de K. pneumoniae sensiveis e resistentes aos carbapenémicos com base em
caracteristicas genotipicas relacionadas a resisténcia e viruléncia.

(continua)

Presenca dos genes de

Fenétipos' ~ Amostras (n=60) A .2 Presenca dos genes de viruléncia®
resisténcia
bla crx.m; bla kpc fimH, fimA, wabG, iucC, rmpA, ecpA, mrkD, khe
Kp3 bla crxm fimH, fimA, wabG, ecpA

Kp 11 - fimH, wab, ecpA
Kp 13 bla crxm fimH, fimA, wabG, ecpA
Kp 20 - fimH, fimA, wabG, ecpA, khe
Kp 22 - fimH, fimA, wabG, ecpA, khe
Kp 30 - fimH, fimA, wabG, ecpA
Kp 34 bla crxm fimH, fimA, wabG, ecpA, khe
Kp 37 bla ctx.m fimH, fimA, wabG, ecpA, khe
Kp 39 bla crx.m fimH, wabG, ecpA, khe
Kp 57 bla crx.m fimH, fimA, wabG, ecpA
Kp 60 - fimH, fimA, wabG, ecpA
Kp 61 - fimH, fimA, wabG, ecpA
Kp 64 bla ctx.m fimH, fimA, wabG, khe
Kp 67 bla crxm ecpA

Infecgdes por Kp 71 bla crxm fimH, wabG, khe

KpSC (1=30) Kp 84 bla crx.m fimH, fimA, wabG, iucC
Kp 102 - fimH, wabG
Kp 109 bla crx.m fimH, fimA, wabG, iucC, khe
Kp 112 bla ctx.m fimH, fimA, wabG
Kp 114 - fimH, fimA, wabG
Kp 117 bla ctx.m fimH, wabG, khe
Kp 119 bla crx.m fimH, fimA, wabG
Kp 120 bla ctx-m fimH, fimA, wabG
Kp 124 bla crx-.m fimH, fimA, wabG
Kp 129 bla crxm ecpA
Kp 131 bla crx.m fimH, fimA, wabG, iucC
Kp 133 bla crxm -
Kp 151 bla crx.m ecpA
Kp 179 - iucC, ecpA

Kp 186 bla ctx.m iucC, ecpA
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Tabela 3: Caracterizacdo das cepas clinicas de K. pneumoniae sensiveis e resistentes aos carbapenémicos com base em

caracteristicas genotipicas relacionadas a resisténcia e viruléncia.

(conclusdo)

Fenétipos'  Amostras (n=60)

Presenca dos genes de

e A e 2
resisténcia

s oA L3
Presenca dos genes de viruléncia

bla CTX-M; bla KPC

fimH, fimA, wabG, iucC, rmpA, ecpA, mrkD, khe

KPC 00
KPC 01
KPC 02
KPC 03
KPC 06
KPC 07
KPC 08
KPC 09
KPC 10
Infecgdes por KPC 11
KpRC (n=20) KPC 12
KPC 13
KPC 14
KPC 15
KPC 16
KPC 18
KPC 19
KPC 20
KPC 21
KPC 23

bla xpc
bla crxm, blagpc
bla crx.m, blaec
bla crx.m, blagec
bla crx.m, blagpc
bla crx.m, blaec
bla crx.m, blagpc
bla crx.m, blagpc
bla crx.m blaec

bla xpc
bla crx.m, blagec
bla crx.m, blaec
bla crxm, blagpc
bla crx.m, blagec
bla crx-m, blaxpc
bla crx.m, blagpc
bla crxm, blaxpc
bla crx.m, blakec
bla crx-m, blagpc

bla crx.m, blapc

fimH, wabG, khe

fimH, fimA, wabG, iucC

fimH, fimA, wabG

fimH, fimA, wabG, iucC

fimH, wabG

fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, wabG

fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, wabG

fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG

KPC 04

KPC 05

KPC 17

KPC 22

Colonizagdes por KPC 24
KpRC (n=10) KPC 25
KPC 26

KPC 27

KPC 28

KPC 29

bla xpc
bla crx.m, blagpc
bla crx.m, blagec
bla crx.m, blagpc
bla crx.m, blagpc
bla crx.m, blagec
bla crx.m, blagpc
bla crx.m, blapc
bla crx.m, blakec

bla crxm blagpc

wabG, ecpA

fimH, fimA, wabG, ecpA, khe

fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG
fimH, fimA, wabG

1. KpSC: Amostras de K. pneumoniae sensiveis aos carbapenémicos; KpRC: Amostras de K. pneumoniae resistentes aos

carbapenémicos; 2. Genes de resisténcia: bla crx.v, gene codificador da beta-lactamse de espectro estendido (ESBL) tipo CTX-

M; bla kpc, gene codificador da carbapenemase KPC. (-) significa negativo para o gene avaliado. 3. Genes de viruléncia: fimH,

codificam fimbrias do tipo 1; fimA, codificam fimbrias do tipo 3; wabG e rmp, codificam capsula polissacaridica; iucC, codifica
sistema de aquisicdo de ferro; ecpA, adesina E. coli "Common Pilus"; mrkD, codificam fimbrias do tipo 3; khe, codifica

hemolisinas.
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A presenca dos genes de viruléncia (fimH, fimA, ecpA, wabG, khe, iucC, mrkD e rmpA)
entre os dois grupos de amostras (KpSC e KpRC) foi frequente em ambos os grupos. Entretanto,
entre aquelas KpRC predominaram os genes fimH, fimA e wabG (83%). No total, 90% foram
positivas para o gene wabG, 88% para o gene fimH, 75% para fimA, 32% para ecpA, 17% para
khe e 13% para iucC. As combinagdes fimH * fimA * wabG e fimH * fimA *wabG * ecpA foram
as mais prevalentes, detectadas em 26 (43,3%) e 6 (10%) amostras, respectivamente. As
amostras provenientes de colonizagdo apresentaram um perfil semelhante as amostras de
infeccdo, ou seja 80% delas apresentaram os genes fimH, fimA e wabG. Os genes rmpA e mrkD

ndo foram detectados em nenhuma das amostras testadas.

Todos os pacientes utilizaram algum antibiotico durante a internag¢do, sendo que a
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