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RESUMO

LIMA, K. O. Caracterizagdo molecular e fenotipica de Klebsiella spp. produtoras de NDM.
2021.72f. Dissertagéo (Mestrado)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2021.

O perfil de resisténcia, que algumas das espécies do complexo Klebsiella pneumoniae podem
expressar, representa uma grande ameaca a salde humana, particularmente quando resistentes aos
carbapenémicos, que sdo amplamente utilizados no tratamento de infec¢cdes graves em pacientes
hospitalizados. O principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos é a producdo de
carbapenemases, particularmente dos tipos KPC e NDM. Um dos compostos desenvolvidos para o
tratamento de infeccbes causadas por cepas produtoras de KPC é a combinacdo ceftazidima-
avibactam (CAZ-AVI), mas que ndo tem atividade inibitéria sobre metalo-betalactamases, a exemplo
das NDMs. Os objetivos deste trabalho foram determinar a frequéncia das espécies do complexo K.
pneumoniae e da coprodugdo de KPC, avaliar a clonalidade dos isolados, a sensibilidade ao
aztreonam-avibactam (ATM-AVI), o desempenho do disco de meropenem (MEM) com inibidores para
detecc¢édo de coproducdo de NDM e KPC e desenvolver um teste de triagem para prever a sensibilidade
ao ATM-AVI. Um total de 113 isolados do complexo K. pneumoniae produtoras de NDM ou
coprodutoras de NDM e KPC, provenientes da colecao de bactérias do Grupo Fleury, coletadas
periodos pré e poés inicio do uso de CAZ-AVI no Brasil, foram utilizadas neste estudo. A identificacdo
da espécie e a presenca dos genes blanom € blakpc foi confirmada por PCR multiplex. A clonalidade dos
isolados foi avaliada por eletroforese em campos pulsados (PFGE) apds clivagem com Xbal. A
producdo de carbapenemases foi confirmada utilizando-se o teste Blue Carba. O desempenho dos
discos de meropenem e CAZ-AVI contendo um ou mais inibidores de carbapenemases foi comparado
com o teste molecular. A pré-difusdo combinada foi realizada pré-incubando-se o agar nao inoculado
com disco de CAZ-AVI, e a seguir aplicando-se o in6culo bacteriano e um disco de ATM apds remover
o disco de CAZ-AVI. Apés incubacéo, os halos foram aferidos e correlacionados com a concentragédo
inibitéria minima para ATM-AVI. As CIMs para ATM e ATM-AVI foram determinadas segundo o
EUCAST. A identificacdo das espécies por PCR evidenciou as seguintes frequéncias: K. pneumoniae
75,2% (n=85); K. quasipneumoniae 16,8% (n=19), e K. variicola 8% (n=9). Uma fracdo de 12,4%
(n=14) dos isolados apresentaram os genes blanom e blakec € 87,6% (n=99) apenas blanom. A andlise
dos perfis de PFGE de K. pneumoniae evidenciou a presenca de cinco grupos clonais predominantes.
Isolados do principal grupo clonal Ap (h=15) foram detectados nas cidades de S&o Paulo e Porto Alegre
durante todo o periodo analisado. O grupo clonal Lp foi detectado nas cidades de Sao Paulo e Recife
em 2019. Os dois principais grupos clonais no periodo pré-CAZ-AVI continham maior namero de
isolados do que aqueles no periodo de uso do CAZ-AVI. Os perfis de PFGE de K. quasipneumoniae
evidenciaram quatro grupos clonais predominantes, e presentes apenas no estado de S&o Paulo, com
persisténcia do grupo clonal Aq desde 2017. Quanto a K. variicola, foram observados dois grupos
clonais predominantes Av e Bv, o primeiro presente apenas em S&o Paulo desde 2018 e o segundo
em Porto Alegre apenas em 2019. Calculando-se a diferenca entre os didmetros de halo do disco MEM
contendo EDTA e acido fenilborénico (AFB) e o maior dos halos obtidos para MEM com EDTA ou AFB,
observou-se gue todos os isolados com coexpressao de KPC e NDM apresentaram diferenga =2 5 mm.
Uma fragcéo de 42,3% dos isolados positivos apenas para blanom apresentaram sensibilidade para ATM
(CIM = 4 mg/L). Todos os isolados testados apresentaram CIM para ATM-AVI < 1/4 mg/L, sendo a
ClIMgo 0,125/4 mg/l. No teste de pré-difusdo combinada, o menor diametro de halo obtido foi de 23 mm.
A espécie predominante na amostragem foi K. pneumoniae. A disseminacao clonal, observada neste
estudo, contrasta com a diversidade clonal descrita em outros locais do mundo para produtores de
NDM, exceto Grécia e China. Considerando os pontos de corte atuais para ATM, é provavel que haja
resposta clinica adequada no uso de ATM-AVI no tratamento de infec¢des causadas por isolados
produtores de NDM e coprodutores de KPC e NDM. Utilizando-se o valor de corte de 5 mm para a
diferenca entre halos de inibicdo, de MEM com AFB e EDTA e o segundo maior halo com inibidor, a
sensibilidade foi de 100% e a especificidade foi de 96,1,0%. O método de pré-difusdo com CAZ-AVI e
ATM é um método simples e o didmetro = 23 mm tem excelente correlagdo com a CIM para ATM-AVI
< 1/4 mgl/L.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae; Klebsiella quasipneumoniae; Klebsiella variicola; ceftazidima-
avibactam; NDM; KPC; aztreonam-avibactam; pré-difusdo



ABSTRACT

LIMA, K. O. Molecular and phenotypic characterization of Klebsiella spp. NDM producers. 2021.
72f. Dissertacdo (Mestrado)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2021.

The resistance profile, which some species of the Klebsiella pneumoniae complex may express,
represent a great threat to human health, particularly when resistant to carbapenems, which are widely
used in the treatment of severe infections in hospitalized patients. The main mechanism of resistance
to carbapenems is the production of carbapenemases, particularly KPCs and NDMs. One of the
compounds developed for the treatment of infections caused by KPC-producing strains is the
combination ceftazidime-avibactam (CAZ-AVI), but which has no inhibitory activity on metallo-
betalactamases, as is the case for NDMs. The objectives of this work were to determine the frequency
of K. pneumoniae complex species and KPC co-production, evaluate the clonality of isolates, the
susceptibility to aztreonam-avibactam (ATM-AVI), the performance of meropenem (MEM) disks with
inhibitors for detecting NDM co-production and KPC and develop a screening test to predict sensitivity
to ATM-AVI. A total of 113 NDM-producing or NDM and KPC co-producing K. pneumoniae complexes,
from the Fleury Group's bacteria collection, collected in the pre- and post-starting periods of CAZ-AVI
use in Brazil, were used in this study. Species identification and the presence of the blanom and blakec
genes were confirmed by multiplex PCR. The clonality of the isolates was evaluated by pulsed field
electrophoresis (PFGE) after cleavage with Xbal. Carbapenemase production was confirmed using the
Blue Carba test. The performance of MEM and CAZ-AVI disks containing one or more carbapenemase
inhibitors was compared with the molecular test. Combined pre-diffusion was performed by pre-
incubating the uninoculated agar with a CAZ-AVI disk, and then applying the bacterial inoculum and an
ATM disk after removal of the CAZ-AVI disk. After incubation, halos were measured and correlated with
the minimum inhibitory concentration (MIC) for ATM-AVI. ATM and ATM-AVI MICs were determined
according to EUCAST. The identification of species by PCR evidenced the following frequencies: K.
pneumoniae 75.2% (n=85); K. quasipneumoniae 16.8% (n=19), and K. variicola 8% (n=9). A fraction of
12.4% (n=14) of the isolates had the blanom and blakec genes and 87.6% (n=99) had only blanom. The
analysis of the PFGE profiles of K. pneumoniae evidenced the presence of five predominant clonal
groups. Isolates from the main clonal group Ap (n=16) were detected in the cities of Sdo Paulo and
Porto Alegre throughout the analyzed period. The clonal group Lp was detected in the cities of Sao
Paulo and Recife 2019. The PFGE profiles of K. quasipneumoniae showed four predominant clonal
groups, present only in the state of S&do Paulo, with persistence of the clonal group Aq since 2017. As
for K. variicola, two predominant clonal groups Av and Bv were observed, the first present only in Séao
Paulo since 2018 and the second in Porto Alegre only in 2019. Calculating the difference between the
inhibition zone diameters of the MEM disk containing EDTA and phenylboronic acid (AFB) and the
largest of the inhibition zone diameters obtained for MEM with EDTA or AFB, it was observed that all
isolates with co-expression of KPC and NDM showed a difference =5 mm. A fraction of 42.3% of isolates
positive only for blanom showed sensitivity to ATM (MIC < 4 mg/L). All tested isolates presented MIC for
ATM-AVI £ 1/4 mg/L, being the MICg 0.125/4 mg/l. In the combined pre-diffusion test, the smallest
inhibition zone diameter obtained was 23 mm. The predominant species in the sample was K.
pneumoniae, but a significant fraction of the other species in the complex was also observed in the
sample. The clonal spread observed in this study contrasts with the clonal diversity described elsewhere
in the world for NDM-producing isolates, except Greece and China. Considering the current cut-off
points for ATM, it is likely that there is an adequate clinical response in the use of ATM-AVI in infections
caused by NDM-producing and KPC-NDM co-producing isolates in Brazil. Using the cutoff value of 5
mm for the difference between inhibition zones, of MEM with AFB and EDTA and the second largest
zone of MEM with inhibitor, the sensitivity was 100% and the specificity was 96.1%. The pre-diffusion
method with CAZ-AVI and ATM is a simple method and the diameter = 23 mm has excellent correlation
with the MIC for ATM-AVI < 1/4 mg/L.

Keywords: Klebsiella pneumoniae; Klebsiella quasipneumoniae; Klebsiella variicola; ceftazidime-
avibactam; NDM; KPC; aztreonam-avibactam; disk pre-diffusion
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1. INTRODUCAO

Klebsiella € um género bacilos Gram-negativos que pertence a familia
Enterobacteriaceae. O perfil de resisténcia, que algumas das espécies deste género
podem expressar, representa uma grande ameaca a saude humana, particularmente
qgquando resistentes aos carbapenémicos, e principalmente em pacientes
hospitalizados (ELLIOTT et al., 2016; HERRIDGE et al., 2020; OLIVEIRA, C. B. S.
D. etal., 2011).

A resisténcia bacteriana observada nesses bacilos Gram-negativos tem se
tornado um dos problemas mais frequentes em ambito hospitalar, causando a falha
em tratamentos, aumento de custos e de mortalidade. A expansdo dessa
multirresisténcia € facilitada pela pressdo seletiva decorrente do uso de
antimicrobianos de amplo espectro, principalmente em unidades de terapia intensiva
(UTIs), tanto no Brasil, como no mundo (GOLZARRI et al., 2019).

Os carbapenémicos pertencem a classe dos pB-lactdmicos. O primeiro
composto desta classe, a penicilina, foi descoberto por acaso em 1928, quando
Alexander Fleming, observou em seus experimentos o crescimento de um fungo do
género Penicillium em uma placa onde havia cultura de estafilococos. Ele verificou
gue as colbnias ndo cresciam ao redor do fungo. Apesar da grande descoberta, o uso
da penicilina so foi iniciado em 1939; porém em 1940 ja se observou cepas resistentes
a este composto (TAVARES, 2000).

Os betalactamicos consistem em uma classe de antimicrobianos que incluem
derivados de penicilinas, e diferem de acordo com a estrutura quimica dos radicais
ligados ao anel betalactamico, essencial para sua acdo antimicrobiana. Podem ser
divididos em classes como penicilinas, associagdes de B-lactamicos e inibidores de
betalactamases, cefens, monobactamicos e penens (MIGUEL, 2013).

Abraham e Chain relataram em 1940 a inativacao enzimatica de B-lactamicos
realizada por betalactamases, que sao enzimas que hidrolisam o anel betalactamico.
Desde entédo foram descritas diversas outras betalactamases, o que tornou necessaria
a sua classificacdo de acordo com caracteristicas quimicas e moleculares. Foram
divididas em dois grandes grupos, de acordo com seu grupo ativo: metalo-
betalactamases (MBLS), pela presenca de ions de zinco no sitio catalitico e serino-
betalactamases com residuo de serina em seu sitio ativo (BERTONCHELI; HORNER
2008; BUSH, 1998).
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Em 1980, Ambler classificou as betalactamases de acordo com a sequéncia de
aminoacidos, dividindo-as em grupos A, B, C e D. As classificacfes A, C e D incluem
as serino-betalactamases enquanto o grupo B abrange as metalo-betalactamases
(AMBLER, 1980).

Anos mais tarde, em 1989, Bush e Jacoby subdividiram as classificacdes de A,
B, C e D em mais 4 grupos, além de algumas modificacdes. Essas classificacdes
foram realizadas de acordo com sequenciamento e atividade de hidrélise preferencial
dos substratos; portanto, os quatro grupos foram subdivididos em 1, le, 2a, 2b, 2be,
2br, 2f, 2de, 2df, 3a e 3b. Dentro dessas subdivisbes estao classificadas as diversas
enzimas atualmente conhecidas. Destacando-se pela alta disseminacéo e capacidade
de inativacdo da maioria absoluta dos -lactamicos, Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) e New Delhi Metalo-betalactamase (NDM) sdo os grupos de
enzimas de maior importancia clinica atualmente. O primeiro tem um residuo de serina
e 0 segundo duas moléculas de zinco em seu sitio ativo (BUSH, 2013; BUSH,;
JACOBY, 2010; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

A primeira descricdo de metalo-betalactamase foi em 1966 em um isolado de
Bacillus cereus. Mediada por plasmideos em microrganismos de importancia clinica e
capazes de hidrolisar a maioria dos betalactamicos disponiveis no mercado, com
excecdo do monobactamico aztreonam (ATM), esse grupo de enzimas tem se tornado
um problema crescente em funcdo das limitadas opcOes terapéuticas
(BERTONCHELI; HORNER, 2008).

O aztreonam foi o primeiro B-lactamico totalmente sintético. E capaz de inibir a
sintese da parede celular, devido a sua afinidade pela proteina de ligacdo a penicilina
(PBP3), atuando na ultima fase da sintese. Aprovado pelo Food and Drug
Adminsitration (FDA) em 1986, € um monobactamico eficaz contra bactérias Gram-
negativas. Nao sofre hidrolise pelas metalo-betalactamases de classe B, devido a
ligacbes pobres com essas enzimas; entretanto, sdo instaveis perante outras
betalactamases, como serino-betalactamases, incluindo ESBLs, AmpCs e KPCs. A
grande preocupacéo € que cepas produtoras de NDM muitas vezes também possuem
genes que codificam ESBLs ou KPCs, ambas capazes de hidrolisar o aztreonam
(BIEDENBACH et al., 2015; CHILDS; BODEY, 1986; RAMSEY; MACGOWAN, 2016;
SHIELDS; DOI, 2020; TAMMA; HSU, 2019).

Com a disseminacédo de cepas produtoras de carbapenemases, houve uma

demanda crescente pelo desenvolvimento de novos antimicrobianos. Em 2011, a
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agéncia Food and Drug Administration (FDA), através do programa Antibiotic
Incentives Now Act 2011, elaborou acdes para o desenvolvimento e aprovacdo de
novos antimicrobianos e aumentar as opc¢des de tratamento de infecgbes por
microrganismo multirresistentes, além de propor medidas de controle da
disseminacao dessas cepas. Em 2015, foi introduzida em uso clinico a combinacéo
ceftazidima-avibactam (MOSLEY et al., 2016). Apesar do uso no Brasil ter sido
aprovado em novembro de 2018 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2018), a comercializacdo so foi iniciada em marco de 2019.

As suas indicacdes de bula sédo infec¢éo intra-abdominal complicada, infeccdes
graves do trato urinario, incluindo pielonefrite, pneumonia adquirida no hospital (PAH)
e casos de pneumonia associada a ventilacdo mecéanica (PAV). Possui potente acdo
inibidora de Dbetalactamases, com atividade in vitro contra Enterobacterales
resistentes a carbapenémicos, expressando KPC ou OXA-48, mas nao contra outras
betalactamases das classes B e D de Ambler (SHIELDS et al., 2018).

Ha estudos datados de 2017 que demostraram o surgimento de cepas
resistentes a esta combinacao, o que torna preocupante o fato da administracéo desse
antibiotico para tratamento de infeccbes por bactérias multirresistentes, sem a
identificacdo correta da enzima produzida, considerando que ceftazidima-avibactam
nao tem atividade contra isolados produtores de metalo-betalactamases, incluindo
NDM (SHIELDS et al., 2017).

Devido ao surgimento de cepas resistentes a CAZ-AVI, principalmente quando
h&4 a presenca de genes blanom, diversos estudos tém sido desenvolvidos para
verificar a atividade in vitro e in vivo da associacdo de CAZ-AVI e ATM. Muitos deles
tém demonstrado a eficacia clinica dessa associacdo. H&4 também, ainda em
desenvolvimento clinico, a combinagdo aztreonam-avibactam, a qual vem
demonstrando ser muito eficaz no tratamento de infeccbes causas por bactérias
multirresistentes, mas ainda ndo ha disponibilidade para uso clinico dessa
combinacdo (BIEDENBACH et al.,, 2015; EMERAUD et al., 2019; SADER et al.,
2018).

Varios trabalhos tém demonstrado a disseminacdo clonal de isolados
produtores de KPC no Brasil e no mundo. Este trabalho tem como objetivos avaliar a
epidemiologia molecular de Klebsiella spp. produtora de NDM e coprodutora de NDM
e KPC nos periodos pré e poés introducéo da ceftazidima-avibactam em uso clinico no
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Brasil e desenvolver um teste simples para prever a atividade da combinacéo

aztreonam com avibactam.

1.1 Taxonomia do género Klebsiella

O género Klebsiella € composto por bacilos Gram-negativos, que podem
expressar capsula, medem cerca de 0,5 a 5,0 um e sdo anaerdbios facultativos. Este
género tem sofrido revisbes taxondmicas frequentes, com descricdo de novas
espécies, inclusdo e transferéncia de espécies para outro género. Atualmente, o
género Klebsiella abrange 14 espécies e sete subespécies (DRANCOURT et al.,
2001; List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature, 2021; PARTE
et al., 2020; TINDALL ; SUTTON; GARRITY, 2017).

Tabela 1 - Nomenclatura das espécies e subespécies de Klebsiella

Nomenclatura anterior

Nomenclatura atual

Enterobacter aerogenes
Klebsiella africanensis
Klebsiella alba
Klebsiella granulomatis
Klebsiella grimontii
Klebsiella huaxiensis
Klebsiella indica
Klebsiella michiganensis
Klebsiella mobilis
Klebsiella ornithinolytica
Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozaenae
Klebsiella pasteurii
Klebsiella planticola

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella rhinoscleromatis

Klebsiella singaporensis
Klebsiella spallanzanii
Klebsiella terrigena

Klebsiella trevisanii

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae

Klebsiella variicola subsp. tropicalensis

Klebsiella aerogenes
Klebsiella africana
Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae
Klebsiella granulomatis
Klebsiella grimontii
Klebsiella huaxiensis
Klebsiella indica
Klebsiella michiganensis
Klebsiella aerogenes
Raoultella ornithinolytica
Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae
Klebsiella pasteurii

Raoultella planticola

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella quasipneumoniae

Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis
Klebsiella variicola

Klebsiella spallanzanii

Raoultella terrigena

Raoultella planticola

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae

Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae

Klebsiella variicola subsp. tropica
Klebsiella variicola subsp. variicola

Fonte: (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature, 2021) Acesso em: 19 de

setembro de 2021.
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A principal espécie deste género, agente de infeccdes em humanos, € a K.
pneumoniae, responsavel por 75% a 86% das infec¢des, seguida pela K. oxytoca
(13% a 25%). Estas duas espécies podem ser diferenciadas pela producéo de indol.
As espécies K. pneumoniae, K. variicola e K. quasipneumoniae guardam grande
semelhanca fenotipica entre si e, portanto, a diferenciacdo entre elas s6 pode ser
realizada de forma segura por métodos moleculares. As publica¢des cientificas sobre
a frequéncia das espécies do complexo K. pneumoniae tém demonstrado que a
maioria dos casos de infeccbes em humanos é causada por K. pneumoniae, com uma
propor¢cdo menor de infec¢cdes causadas por K. variicola e K. guasipneumoniae
(BROBERG; PALACIOS; MILLER, 2014).

Frequentemente, os isolados de K. pneumoniae, K. quasipneumoniae e K.
variicola, por compartilharem as mesmas caracteristicas bioquimicas e fenotipicas,
sao identificados equivocadamente como K. pneumoniae. O sequenciamento dos
genes rRNAL6S, rpoB, fusA, gapA, gyrA e leuS permitiu evidenciar a presenca de
grupos filogenéticos distintos denominados Kpl, Kpll-A, Kpll-B e Kplll, no qual K.
pneumoniae corresponde ao grupo Kpl, enquanto K. quasipneumoniae aos grupos
Kpll-A e Kpll-B e K. variicola ao grupo Kplll (BLIN et al., 2017; BRISSE; PASSET;
GRIMONT, 2014).

Apesar de K. variicola e K. quasipneumoniae se apresentarem como patdgenos
oportunistas e menos virulentos em humanos que K. pneumoniae, eles tém se
revelado importantes na clinica (BRISSE et al., 2014).

Visando facilitar a identificacdo das espécies do complexo Klebsiella
pneumoniae, foi criada uma PCR multiplex, baseada no fato de que os genes
blashv, blaokr € blaLen estdo presentes em K. pneumoniae; K. quasipneumoniae e K.
variicola respectivamente, flanqueados pelo mesmo gene deorR. Em fungéo dessas
diferencas, foi possivel desenvolver uma PCR multiplex obtendo-se produtos de
amplificagdo com tamanhos distintos para as trés espécies (FONSECA et al., 2017).

Nos ultimos anos, K. pneumoniae, tornou-se uma grande preocupacao clinica,
devido a sua prevaléncia crescente em infec¢des humanas, e por frequentemente
apresentarem perfil de multirresisténcia (SAMPAIO, J. L.; GALES, 2016; WYRES;
LAM; HOLT, 2020).

No Brasil, um estudo epidemiologico abordou pacientes com cancer entre 2017
e 2019, foram incluidos nesse estudo diferentes amostras clinicas, dos quais foram

realizados testes de sensibilidade aos antibiéticos e testes moleculares de detec¢éo
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a carbapenemases. Verificou-se a alta prevaléncia de infec¢des por K. pneumoniae
multirresistentes adquiridas até 72h apds a internacdo. Outros estudos também
relataram a presenca de K. pneumoniae produtora de KPC-2 resistente a polimixina
B com uma taxa alarmante de 27,1%. Recentemente outro estudo foi publicado com
uma taxa também preocupante de 23,8% de cepas resistentes a polimixina B. Esses
estudos evidenciam a necessidade de medidas mais rigidas de controle de infec¢bes
e maior racionalizagdo do uso de antimicrobianos (SAMPAIO, S. C. F. et al., 2021;
SANTOS et al., 2020; WYRES et al., 2020).

K. variicola foi descrita em 2004, tendo sido isolada da superficie de vegetais e
de ambientes hospitalares. Apos a descricao inicial ja foi detectada em diversas fontes
ambientais e como patdégeno humano em sangue, aspirado traqueal, secre¢cdes do
trato respiratério e urinario e feridas cirargicas causando diversas infec¢des graves
(BARRIOS-CAMACHO et al., 2019; ROSENBLUETH et al., 2004).

Alguns estudos demonstram que a prevaléncia real de infec¢Bes causadas por
K. variicola sdo subestimadas em funcdo do uso de métodos imprecisos de
identificacdo. Apesar de nao ser tdo bem estudada quanto a K. pneumoniae, alguns
trabalhos evidenciaram caracteristicas diferentes em relacéo as infec¢cdes causadas
por esse microrganismo, como por exemplo menor viruléncia que a K. pneumoniae;
por isso a importancia da identificacdo correta e precoce (DE CAMPOS et al., 2021,
RAMOS; NASCIMENTO, 2021).

No Brasil, recentemente foi publicado um estudo que avaliou cepas
recuperadas de pacientes entre os anos de 1987 e 1999, as quais foram identificadas
inicialmente com K. pneumoniae. Quando reavaliadas, das 68 cepas identificadas,
cinco eram K. variicola. Esses isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade
aos antimicrobianos, e foi verificado a ja resisténcia a alguns antibidticos, como
fluoroquinolonas e ou ertapenem. Curiosamente este Ultimo antimicrobiano so foi
aprovado pelo FDA 14 anos apds o isolamento dessa cepa. Esse estudo evidencia
gue esse patdgeno ja circula pelo pais desde a década de 1980 (VALIATTI et al.,
2021).

Diversos outros estudos tém identificado isolados clinicos de K. variicola pelo
Brasil, tanto em infec¢gdes humanas, quanto em plantas e alimentos. Apontando para
presenca de genes de ESBL e de carbapenemases como KPC e NDM. Mutacdes no
gene mgrB também foram encontradas mediando a resisténcia as polimixinas. Um

estudo também verificou caracteristicas moleculares e gendmicas de K. variicola,
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descrevendo a presenca de fatores de viruléncia em grupos clonais (ALVES et al.,
2006; COURA et al.,, 2021; DE CAMPOS et al.,, 2021; DOS SANTOS MELO-
NASCIMENTO et al., 2020; LENZI et al., 2021; LONG et al., 2017; TAGLIAFERRI et
al., 2020).

Na Suécia, um estudo analisou 139 isolados de pacientes com infeccéo da
corrente sanguinea por K. pneumoniae, K. quasipneumoniae e K. variicola entre 2007
e 2009 e verificou que pacientes infectados com K. variicola apresentavam uma maior
taxa de mortalidade em 30 dias e houve uma frequéncia significativa de K. variicola
(24,4%), demostrando assim sua importancia clinica (MAATALLAH et al., 2014).

A espécie K. guasipneumoniae foi escrita em 2014, juntamente com duas
subespécies K. quasipneumoniae subsp quasipneumoniae e K. quasipneumoniae
subsp similipneumoniae. A principio achava-se que essa espécie estava relacionada
apenas a agricultura e meio ambiente, porém foi detectada como agente de infec¢cbes
em humanos. Alguns relatos recentes descrevem a capacidade dessa espécie em
albergar fatores de viruléncia e adquirir genes de resisténcia a antimicrobianos
(BARRIOS-CAMACHO et al., 2019; MATHERS et al., 2019).

No Brasil ndo ha muitos relatos dessa espécie, entretanto alguns estudos
analisaram a sequéncia gendmica de isolados clinicos de K. quasipneumoniae.
Amostras provenientes de um hospital universitario brasileiro foram identificadas como
K. quasipneumoniae subsp quasipneumoniae produzindo KPC-2 e K.
quasipneumoniae subsp similipneumoniae produzindo NDM-1 em 2014 e 2017
respectivamente. Um outro estudo relatou um isolado de K. quasipneumoniae subsp
similipneumoniae de uma infec¢cdo nosocomial, em um hospital do sudeste do Brasil,
produzindo KPC-2 e OKP-B-6. Esses dados contribuem para melhor entendermos a
epidemiologia das infec¢des causadas por esta espécie (FUGA et al., 2020; NICOLAS
et al., 2018).

K. quasipneumoniae tem sido detectada ndo s6 em amostras clinicas, mas
estudos também relataram a presenca desses microrganismos em moscas e em agua
de tratamento de esgoto. No Rio de Janeiro foram encontradas K. quasipneumoniae
subsp similipneumoniae produtora do gene blanpm-1 € blactxm-15, 0 que mostra os
insetos como reservatérios de bactérias resistentes a antimicrobianos
(CARRAMASCHI et al., 2021; FURLAN et al., 2020).
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1.2 Ceftazidima-avibactam

Com a aprovacdo em fevereiro de 2015 pela agéncia FDA, a
ceftazidima/avibactam foi liberada para o tratamento de adultos com infec¢des intra-
abdominais complicadas (clAC) em associagdo ao metronidazol, e infec¢Ges do trato
urinério (cUTI), incluindo pielonefrite. Também recebeu aprovagéo para uso em casos
de pneumonia adquirida no hospital (PAH) e pneumonia associada a ventilacdo
mecanica (PAV)(FDA, 2015).

Trata-se de uma combinacdo de um antibiético betalactamico com um inibidor
ndo betalactamico de betalactamase. O primeiro componente é ceftazidima, uma
cefalosporina de terceira geracdo. A ceftazidima atua ligando-se as transpeptidases,
também designadas proteinas ligadoras de penicilina (PBP’s), fundamentais para a
sintese de peptidoglicanos da parede celular bacteriana. Possui em sua estrutura
quimica um radical com o grupo 2-aminotiazol que confere aumento na afinidade pelas
PBP’s e uma vantagem sobre as outras cefalosporinas de terceira e quarta geracoes,
pois com esse radical elas se tornam um substrato ruim para algumas betalactamases
(Figura 1), como TEM e algumas variantes de SHV (MOSLEY etal., 2016; SHARMA,
PARK; MOY, 2016; SHIRLEY, 2018).

Figura 1 - Estrutura quimica da ceftazidima
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Fonte: Sharma; Park, Moy (2016)

A ceftazidima apresenta atividade contra bactérias Gram-negativas e alguma
atividade contra bactérias Gram-positivas; entretanto, diferente de outros
antimicrobianos de sua geragcdo, a ceftazidima apresenta um radical &cido
dimetilacético a-carbono ao invés do metoxiamino. Isso aumenta sua poténcia contra

Pseudomonas e em menor grau contra Enterobacterales. Por outro lado, essa
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alteracéo lhe confere menor atividade contra bactérias Gram-positivas do que aquelas
das cefalosporinas de primeira e segunda geracfes. Também ha a inclusdo de
cadeias laterais de propilcarboxi, que aumentam a afinidade por PBPs de
Pseudomonas, e menor inducdo de algumas betalactamases de classes A e C
(SHARMA et al., 2016).

O avibactam é um inibidor de betalactamases n&o betalactamico,
diferentemente de outros inibidores em uso clinico, como o tazobactam, clavulanato e
sulbactam. Possui uma estrutura de acido diazobiciclo-octano (DBO) (Figura2), e um
anel de cinco membros que foi projetado para ser semelhante ao grupo carbonila dos
betalactamicos. Este mimetismo molecular permite um rapido reconhecimento e
formacao rapida de um aduto com as betalactamases (DRAWZ; PAPP-WALLACE;
BONOMO, 2014; FALCONE; PATERSON, 2016).

Diferentemente dos outros inibidores, que se ligam irreversivelmente as
betalactamases caracterizando uma acado “suicida”, o avibactam se liga
reversivelmente as betalactamases pela ligacdo carbamoil entre o inibidor e o residuo
de serina no sitio ativo (DRAWZ et al., 2014).

Figura 2 Estrutura quimica do avibactam
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Fonte: Sharma; Park, Moy (2016)

O avibactam em combinacdo com a ceftazidima possui atividade de inibicdo de
amplo espectro podendo inibir as betalactamases das classes de A e C e algumas da
classe D de Ambler; entretanto para bactérias anaerdbicas e Gram-positivas sua
atividade € limitada e para betalactamases de classe B e a maioria daquelas de classe
D nao possui acao inibitoria. Diversos estudos descrevem a reducgéo nos valores de
CIM para espécies como E. coli e Klebsiella resistentes a ceftazidima, Pseudomonas

aeruginosa produtoras de betalactamases dos tipos PER, OXA, TEM e VEB, e
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Acinetobacter baumannii produtor de betalactamases dos tipos OXA-40, OXA-69 e
OXA-95 (SHIRLEY, 2018; WANG et al., 2020).

Estudos j& comprovaram a resisténcia a este antimicrobiano, pela expressao
de genes de carbapenemases de classe B e alguns de classe D, mas também pelo
aumento da atividade de bombas de efluxo, perda de porinas, aumento da expressao
do gene blakec. Também tem sido descrita a resisténcia decorrente de mutagdes nas
PBPs relacionadas a resisténcia a ceftazidima, que ndo pode ser revertida pelo
avibactam, e por mutacdes na alca Q das KPCs, que aumentam a eficiéncia de
hidrolise da ceftazidima e reduzem significativamente sua afinidade pelo avibactam
(YAHAV et al., 2020).

1.3 New Delhi metalo-betalactamase (NDM)

As metalo-betalactamases diferem das serino-betalactamases pela presenca
de ions de zinco em seu sitio ativo e séo subclassificadas em B1, B2 e B3 de acordo
com o numero de ions de zinco presentes. As enzimas da subclasse B1 e B3 possuem
dois ions de zinco no sitio ativo, ja a subclasse B2 apresenta apenas um ion de zinco.
A maioria das metalo-betalactamases conhecidas, a exemplo de NDM (New Delhi
Metalo-betalactamase), VIM (metalo-betalactamase de Verona codificada por
integron) e IMP (imipenemase), pertence a subclasse B1. Apesar da semelhangca com
outras metalo-betalactamases, as NDMs diferem das demais metalo-betalactamases
por possuirem lipidacdo e serem ancoradas no folheto interno da membrana externa
das bactérias Gram-negativas (BASU, 2020; GALLENI et al., 2001; GARAU et al.,
2004).

A New Delhi Metalo-betalactamase (NDM) é um grupo que atualmente
abrange 41 variantes e pertence ao subgrupo 3a de Bush e Jacoby. Sao capazes de
hidrolisar betalactamicos, incluindo carbapenémicos, mas ndo séo ativas contra
monobactamicos, e sao inibidas por quelantes de metal, como por exemplo o EDTA
(BUSH et al., 1995; NAAS, 2017).

As NDMs séo lipoproteinas que se ancoram no folheto interno da membrana
externa das bactérias Gram-negativas, devido a presenca de uma sequéncia de
aminodcidos lipidados LSGC no final do peptideo sinal. Essa ancoragem provoca o
aumento da sua estabilidade quando h& escassez de zinco, e facilita a secre¢céo de

NDMs nas vesiculas de membrana externa. A privagéo de zinco reduz a atividade das
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NDMs, porém as vesiculas de membrana contendo as enzimas protegem as bactérias
ao seu redor da acao dos betalactamicos, além de servir como meio de transporte de
NDM (GONZALEZ et al., 2016; WU et al., 2019).

As enzimas NDM sdo compostas por 270 ou mais aminoacidos, contendo dois
ions de zinco essenciais para a hidrélise do anel betalactamico. Sua estrutura
secundaria possui nove hélices a, 17 cadeias [ e trés giros. Até 0 momento, ha relatos
de substituicbes em 28 posicdes e na variante NDM-18 ha uma repeticdo de cinco
aminoacidos, resultando em 41 variantes de NDMs (Figura 3), das quais duas ainda
estdo atribuidas. A substituicio mais comum é a M154L, observada em 16 das 41
variantes, a V88L observada em 12 das variantes e A233V observada em seis das 41
variantes ja identificadas. Geralmente ocorrem cerca de um a cinco substituicdes de
aminoécidos de uma variante de NDM para outra (NAAS, 2017; WU et al., 2019).

Figura 3 -Sequéncia de aminoacidos NDM-1 e suas variantes
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Legenda: Sinal peptidico enquadrado com linhas vermelhas; caixa de lipidagao em verde; as hélices
aindicado com retas roxas; hélices f com retas azuis; giros em retas amarelas; as letras em negrito
azul sdo aminoacidos ativos de NDM-1 e os residuos da ligagdo com o zinco estdo destacados em
amarelo; os aminoacidos em vermelho sao para destacar as substituigdes com as variantes marcadas
entre parénteses em preto. Fonte: Modificado pelo autor, de Wu et al (2019); de NAAS (2017) Acesso
em 30 de novembro de 2021.

Os genes blanom s@o encontrados em plasmideos altamente heterogéneos
quanto ao tamanho, grupo de incompatibilidade e presenca de outros genes de

resisténcia. Ja foram descritos no GenBank mais de 350 plasmideos portadores dos
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genes blanom. Existem cerca de 20 réplicons de plasmideo que albergam os genes
blanom em Enterobacterales, como por exemplo IncC, IncB /O / K/ Z, IncFIA, IncFIB,
IncFIC, IncFlll, IncHI1, IncHI2, IncHI3, IncN, IncN2, IncL / M, IncP, IncR, IncT, IncX1,
IncX3, IncX4, IncY e ColE10, sendo o mais comum o IncX3, encontrado em 112 dos
plasmideos, seguido pelo Incll em 99 dos plasmideos. Ha descri¢cdes de plasmideos
IncX3 codificando as variantes NDM-1, NDM-4, NDM-5, NDM-6, NDM-7, NDM-13,
NDM-17, NDM-19, NDM-20 e NDM-21, o que sugere a importancia desse grupo de
incompatibilidade de plasmideos quanto a disseminagdo. (WU et al., 2019; ROZALES
et al., 2017).

Uma revisdo bibliografica, sobre K. pneumoniae produtoras de NDM,
detectadas durante o periodo de 2010 a 2019, cepas de a partir de amostras clinicas
em diferentes paises dos cinco continentes, foi evidenciada uma grande variedade de
clones. Observou-se a presenca de 86 STs, e dentre eles 0os mais encontrados foram
ST11, ST290, ST147, ST340, ST15, ST278 e ST14. A China destaca-se por possuir
cerca de 80,2% dos tipos de STs, sendo 48 tipos de STs diferentes. No Brasil os STs
com maior prevaléncia encontrados foram 1773, 3371,3372 e 1069 (SAFAVI et al.,
2020).

Um estudo realizado em 766 genomas bacterianos positivos para NDM
disponiveis no GenBank, verificou que 0s géneros e espécies que mais comumente
albergam NDM séo E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter e Enterobacter. Constatou-
se que cepas positivas para NDM possuem origens clonais heterogéneas, pois estdo
distribuidas em diversos STs. Foi detectada a producdo de NDM em E. coli ST131,
ST167, ST410, ST617. Os STs 167 e 617 sdo os mais disseminados mundialmente.
Em K. pneumoniae, foram encontradas cepas positivas para NDM nas linhagens
ST11, ST14,ST15e ST147, sendo os mais comuns encontrados em diferentes paises
(WU et al., 2019).

Alguns estudos indicam que os genes blanom podem estar localizados em
outros elementos genéticos moveis, como sequéncias de inserc¢ao, transposons e
integrons (Figura 4) (KHAN; MARYAM; ZARRILLI, 2017; ROZALES et al., 2017).
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Figura 4 -Contextos genéticos de blanom mais frequentes
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Legenda: (A) Tn125 formado por duas cépias de ISAbal25; (B) Transposon formado por duas copias
do 1S26; (C) Transpo6son formado por duas copias do 1S903; (D) Elemento formado por duas cépias do
TIME; (E) Transpéson formado por duas copias do 1S3000; (F) Contextos genéticos contendo
ISCR1. Este elemento também é flanqueado por duas cépias do 1S26. Os nomes dos plasmideos e 0s
nameros de acesso ao GenBank sdo mostrados. A representa genes ou elementos truncados. Fonte:
WU et al (2019).

Em cepas de Enterobacter foram encontrados até hoje clones endémicos,
apenas em E. hormaechei (ST78 e ST114) e E. xiangfangensis (STN1). Ha relatos de
Acinetobacter spp. positivos para NDM de diversas linhagens, porém a mais comum
€ 0 ST85. Em P. aeruginosa, o ST mais comum é o ST308 (WU et al., 2019). Na
Tabela 2 estdo descritas as variantes de NDM e as espécies nas quais foram

detectadas, cujas sequéncias nucleotidicas estdo depositadas no GenBank.
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Tabela 2 Espécies bacterianas ja descritas albergando variantes de NDM

Tipo Familia ou Ordem  Espécie
Cedecea lapagei, Citrobacter braakii, Citrobacter freundii,
Citrobacter koseri, Citrobacter portucalensis, Citrobacter sedlakii,
Citrobacter werkmanii,a Enterobacter asburiae, E. cloacae, E.
hormaechei, Enterobacter kobei, E. coli, Klebsiella aerogenes,
Enterobacterales Klebs!ella mlchl_ganen5|s,_ KIebS|eIIa_ oxytoc;:_n K. pneumoniae,
Klebsiella quasipneumoniae, Klebsiella variicola, Leclercia
adecarboxylata, Lelliottia nimipressuralis,a Pantoea agglomerans,
Pseudocitrobacter faecalis, Raoultella ornithinolytica, Raoultella
planticola, Salmonella enterica, Serratia marcescens, Shigella
boydii, Morganella morganii, Providencia
A. baumannii, Acinetobacter baylyi, Acinetobacter beijerinckii,
Acinetobacter bereziniae, Acinetobacter calcoaceticus,
Acinetobacter defluvii, Acinetobacter dijkshoorniae, Acinetobacter
guillouiae, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii,
Moraxellaceae Acinetobacter junii, Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter
nosocomialis, Acinetobacter pittii, Acinetobacter radioresistens,
Acinetobacter schindleri, Acinetobacter soli, Acinetobacter
towneri, Acinetobacter variabilis
NDM-1
Pseudomonadaceae F- @eruginosa, P. oryzihab@tans, Pseudomonas putida,
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophiliab
Aeromonadaceae Aeromonas caviae
Vibrionaceae Vibrio parahaemolyticus, Vibrio fluvialis, V. cholerae
Cardiobacteriaceae  Suttonella indologenes
Neisseriaceae Kingella denitrificans
Alcaligenaceae Achromobacter spp
Shewanellaceae Shewanellaceae spp.
Bacillaceae Bacillus subtilis
NDM-2 Moraxellaceae A. baumannii
Enterobacteriaceae E. coli
NDM-3
Moraxellaceae A. baumannii

Continua
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Tipo Familia Espécie

NDM-4 Enterobacteriaceae E. cloacae. E. coli, K. pneumoniae

C. freundii, Citrobacter europaeus, E. coli, K. michiganensis, K.
pneumoniae, K. quasipneumoniae S. enterica
Enterobacteriaceae

NDM-5

Morganellaceae P. mirabilis

NDM-6 Enterobacteriaceae E. coli, K. aerogenes

C. freundii, K. pneumoniae, E. cloacae, E. hormaechei, E. coli, S.
enterica

NDM-7 Enterobacteriaceae
NDM-8 Enterobacteriaceae E.coli

Cronobacter sakazakii, E. coli, K. pneumoniae, K. variicola, S.

NDM-9 Enterobacteriaceae entericaa

NDM-10 Enterobacteriaceae K. pneumoniae
NDM-11 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-12 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-13 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-14 Moraxellaceae A. lwoffii
NDM-15 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-16 Enterobacteriaceae K. pneumoniae
NDM-16b  Enterobacteriaceae E. coli

NDM-17 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-18 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-19 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-20 Enterobacteriaceae E. coli

Continua
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Tipo Familia Espécie

NDM-21 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-22 Enterobacteriaceae E. cloacae

NDM-23 Enterobacteriaceae K. pneumoniae
NDM-24 Morganellaceae P. stuartii

NDM-25 Enterobacteriaceae K. pneumoniae
NDM-26 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-27 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-28 Enterobacteriaceae K. pneumoniae
NDM-29 Enterobacteriaceae K. pneumoniae
NDM-30 Enterobacteriaceae K. oxytoca

NDM-31 Enterobacteriaceae Citrobacter werkmanii
NDM-32 Atribuido

NDM-33 Atribuido

NDM-34 Vibrionaceae Vibrio parahaemolyticus
NDM-35 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-36 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-37 Enterobacteriaceae E. coli

NDM-38 Providencia Providencia rettgeri
NDM-39 Enterobacteriaceae K. pneumoniae
NDM-40 Moraxellaceae A. baumannii

Fonte: Modificado pelo autor de WU et al
(http://bldb.eu/BLDB.php?prot=B1#NDM Acesso em 30/11/2021).

(2019);

Conforme o banco de dados BLDB
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1.4 New Delhi Metalo-betalactamase (NDM) no mundo

A primeira NDM foi identificada, na Suécia, em uma cepa de K. pneumoniae
(ST14) em amostra de urina de um paciente com histérico de hospitalizagdo em Nova
Delhi, na india em 2008. A partir desse momento outras variantes de NDMs foram
encontradas em Enterobacterales, Acinetobacter e Pseudomonas. Até a redacéo
deste texto, 31 variantes ja haviam sido identificadas (NAAS, 2017; YONG et al.,
2009).

A positividade para o gene blanom-1 em amostras do trato digestorio de
pacientes de New Delhi, descrita por varios autores, facilita a transmissao fecal-oral
pela limitacdo do acesso a saneamento basico e dgua potavel. Um outro fator que
contribui para essa disseminacao é o uso inadequado de antimicrobianos (RIBEIRO;
COMARELLA, 2015).

Em 2010, essa enzima foi identificada em diversas espécies de
Enterobacterales isoladas em amostras ambientais e em pacientes com infeccoes
comunitarias e hospitalares na india, Paquistio e Bangladesh (RIBEIRO;
COMARELLA, 2015).

A partir de entdo, a disseminacdo desses microrganismos atingiu paises da
Europa, Japao, Australia, Canada, Estados Unidos e varios paises da América do Sul,
como o Brasil. Pode-se afirmar que a disseminacdo de NDM pelo mundo esta
diretamente relacionada a viagens globais (Figura 5) (RIBEIRO; COMARELLA, 2015).

Na Figura 5, observamos em vermelho paises como Egito, india, Paquist&o,
Sérvia e Emirados Arabes Unidos que demonstraram evidéncias de cepas positivas
com = 5% de prevaléncia; entretanto os paises colocados em cor castanho claro sdo
agueles prevaléncia menor que 5% e 0s em branco sdo os que nao relataram
nenhuma positividade para NDM (WU et al., 2019) .
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Figura 5 Distribuicdo mundial de cepas positivas para NDM

Legenda: Em vermelho paises com prevaléncia = 5% de cepas positivas para NDM; em castanho claro
prevaléncia < 5% e em branco nédo ha relato de cepas positivas. Fonte: WU et al (2019).

Estudos relataram que 57% das primeiras confirmagdes de NDM na Europa em
2011 eram correlacionadas as hospitalizacdes em regides Indianas. Em 2014, na
Grécia, pacientes infectados com K. pneumoniae portadora do gene blanom tinham
histérico de viagens para regido leste dos Balcés. A transferéncia de cepas produtoras
de NDM de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e K. pneumoniae para a
Ameérica do Norte também era originaria da india (WU et al., 2019).

Em um estudo publicado em 2018, foi realizada uma analise de amostras de
efluentes hospitalares em Jawaharlal Nehru Medical College e Hospital (JNMCH) de
Aligarh Universidade Mugulmana (Aligarh, india), onde foram encontrados 32 isolados
com variantes de NDM: nove blanowm-1, 11 blanowm-4, 10 blanom-s € duas blanowm-7. Esses
dados aumentam ainda mais a preocupa¢do com a disseminacdo ambiental dessas
cepas (PARVEZ; KHAN, 2018).

Um relatério expds a distribuicdo global de K. pneumoniae produtores de NDM
em 202 artigos publicados entre 2010 e 2019. Seus resultados evidenciaram que 0
continente com maior nimero de K. pneumoniae produtores de NDM foi a Asia,
principalmente China (44,1%) e india (15,1%), seguido pela Europa (20, 1%); América
(9%); Africa (5,2%) e Oceania (0,4%). As variantes mais comuns foram blanowm-1,
blanpwm-4, blanom-s € blanom-7, onde o blanow-1 foi relatado nos 5 continentes e as variantes
blanom-2, blanowm-s, blanom-s, blanom-10 € blanom-19 foram encontrados apenas na Asia
(SAFAVI et al., 2020).
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1.5 New Delhi Metalo-betalactamase (NDM) no Brasil

Em margo de 2013 foi confirmado o primeiro caso de NDM-1 no Brasil. Um
paciente diabético com infeccdo no pé deu entrada no hospital onde foi tratado por
algumas vezes e precisou retornar ao hospital para amputacédo parcial. Uma amostra
de tecido foi enviada para cultura e nela foi detectado o crescimento de Providencia
rettgeri com sensibilidade reduzida para imipenem, que albergava o gene blanom-1
(CARVALHO-ASSEEF et al., 2013). No mesmo hospital foram detectados isolados de
Enterobacter hormaechei portadores do gene blanom-1 (CARVALHO-ASSEF et al.,
2014).

A Coordenacgéo Municipal de Controle de Infeccao Hospitalar (CMCIH) de Porto
Alegre apresentou indicadores de infec¢gdes notificadas por hospitais do municipio. No
ano de 2017 observou-se um aumento consideravel - 16 vezes - do numero de

isolados (337) em relacdo a 2013 (21), e ainda maior em 2018 (Figura 6).

Figura 6- Namero de enterobactérias produtoras de NDM notificados no municipio de Porto Alegre,
2013 a 2018
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Fonte: Modificado pelo autor de Boletim CMCIH (2019)

O mesmo relatorio descreve que dentre os microrganismos notificados com
NDM de janeiro a dezembro de 2017, 81,3% eram de cultura de vigilancia e 18,7%
eram de amostras clinicas. As espécies ou géneros de maior frequéncia foram K.
pneumoniae (33,5%), Enterobacter (27,5%), Citrobacter (18,6%), Escherichia coli
(6,8%) e Providencia (6,23%).
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Apos o primeiro caso confirmado, foi realizado um estudo de abril a outubro de
2013, onde foram analisados isolados de Enterobacteriaceae de 17 hospitais de Porto
Alegre. Foi detectada a presenca de blanom-1em 11 isolados de hospitais diferentes,
sendo nove isolados do complexo Enterobacter cloacae e dois isolados
de Morganella morganii (ROZALES et al., 2017).

Ainda em 2013, dois casos no Rio de Janeiro, um paciente pediatrico
colonizado por E. coli e E. cloacae com NDM-1 e um paciente de 60 anos com
colonizagdo do trato digestério por K. pneumoniae com o gene blanow-1 foram
reportados. Neste mesmo ano no Rio de Janeiro, foram descritas as primeiras
sequéncias nucleotidicas completas de plasmideos albergando blanom-1. Em E.
hormaechei o gene foi encontrado no IncFIIK e na E.coli (ST2) no plasmideo IncX3,
os dois plasmideos continham o transpéson Th3000 (CAMPOS et al., 2015; RIBEIRO;
COMARELLA, 2015).

Em 2014, um paciente de 71 anos deu entrada em hospital de Londrina
apresentando doenga pulmonar obstrutiva cronica. A cultura de urina detectou a
presenca de Acinetobacter baumannii produtor de NDM-1. Andlises realizadas
mostraram que o gene blanom-1 estava localizado em um plasmideo de 100 Kb e a
analise de tipagem MLST mostrou que a cepa pertence ao ST25 (PILLONETTO et
al., 2014).

Um estudo de vigilancia realizado entre janeiro de 2014 e marco de 2017 em
um hospital universitario de Londrina, analisou 825 isolados de K. pneumoniae
resistentes a carbapenémicos onde foram identificados quatro isolados apresentando
a coproducéo do gene blanow-1 € blatem. Esses isolados pertenciam aos STs ST1773,
ST3372, ST1067 e ST3371 (NAVA et al., 2019).

Estudos realizados em cepas isoladas no Rio de Janeiro demostraram que a
associacdo do gene blanom-1 com outros genes de resisténcia, como por exemplo o
gene blakrec-2 pode ser responsavel pela rapida capacidade de manter e adquirir
diferentes genes de resisténcia (QUILES et al., 2014).

No ano de 2015, um informe técnico da prefeitura do municipio de Sao Paulo,
anunciou que foram identificados seis casos de infecgéo/colonizacdo por bactérias
produtoras de NDM em seis hospitais diferentes, em diferentes espécies bacterianas:
Providencia rettgeri, K. pneumoniae e E. coli (HOSPITALAR; (NMCIH/CCD/COVISA),
2015).
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Uma pesquisa realizada no Brasil, estudou 81 isolados de bactérias gram-
negativas de 9 estados brasileiros, incluindo 11 espécies diferentes, em todos os
isolados foram encontrados NDM-1 e foram considerados multirresistentes (DA SILVA
et al., 2019).

O primeiro relato de NDM-1 na regido nordeste ocorreu em Salvador em 2015.
Dois pacientes foram internados no hospital Universitario Federal de Salvador, no qual
foram isolados K. pneumoniae e Citrobacter freundii portadores do gene blanpwm-
1(BARBERINO et al., 2018).

No inicio de 2019, a prefeitura de Belo Horizonte emitiu um alerta de surto de
bactérias produtoras de NDM. Os primeiros casos sugiram entre janeiro e fevereiro de
2018 seguindo a partir de julho com 18 casos, e as espécies descritas eram K.
pneumoniae e K. oxytoca (CIEVS et al., 2019).

Em um hospital publico de Sergipe, foi realizado um estudo com 147 isolados
de K. pneumoniae, onde foram analisados quanto as carbapenemases presentes. Em
50,3% dos isolados foi detectada a presenca do gene blanpm, seguida por 8% de
produtores de blakrc, além da presenca de um isolado que albergava ambos os genes
blanom € blakec (VIVAS et al., 2020).

Um estudo realizado entre janeiro de 2015 e maio de 2020 com 3.005 isolados
de oito espécies diferentes, produtores de carbapenemases, evidenciou 85,8% dos
isolados produtores de blakec € 10% produtores do blanom, além de um aumento
expressivo na frequéncia de blanom de 4,2% em 2015 para 24% em 2020 (WINK et
al., 2021).

Segundo Khan e colaboradores, o continente americano abriga 10,8% dos
produtores de NDM-1, onde o Brasil € o principal reservatério dessa variante. Até o
momento da redacgao este texto ndo havia relatos de outra variante de NDM no Brasil
a ndo ser NDM-1, e ndo ha dados gue evidenciam que a disseminacao no Brasil esta

relacionada a viagens globais (KHAN et al., 2017).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a epidemiologia molecular e caracteristicas fenotipicas de Klebsiella
spp. produtoras de NDM detectadas em periodos pré e pos a introducdo da

ceftazidima-avibactam em uso clinico no Brasil.
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2.2 Objetivos especificos
¢ Identificar as espécies do género Klebsiella por PCR multiplex;
e Analisar a clonalidade dos isolados por PFGE;
e Avaliar a presenca de genes que codificam carbapenemases por PCR;
e Avaliar o desempenho do disco combinado com inibidores para a deteccao
de coproducao de NDM e KPC;

e Validar o método de pré-difusédo para avaliar a sensibilidade a ATM-AVI,

3. MATERIAIS E METODOS

Foram incluidos no estudo um total de 113 isolados consecutivos, um por
paciente, produtores de NDM, provenientes de 19 hospitais brasileiros e clinicas do
externo e classificados por MALDI-ToF MS como complexo Klebsiella pneumoniae.
Todos os isolados foram submetidos no Grupo Fleury a PCR para deteccdo dos genes
blanpwm, blakpc € blaoxa-ss.

Foram incluidos 54 isolados detectados antes de marco de 2019 e 59
detectados a partir deste més, data de inicio do uso clinico de CAZ-AVI. Neste estudo
todos os isolados incluidos pertencem ao complexo Klebsiella pneumoniae detectados
em diferentes amostras clinicas e swabs de vigilancia, provenientes da cole¢do do
Fleury de Medicina e Saude, coletadas entre maio/2017 e novembro/2019. Os
isolados foram mantidos em caldo LB com 20% de glicerol a -70°C e subcultivados

em agar sangue de carneiro ou em agar LB quando necessario.

3.1 Testes fenotipicos para deteccdo de carbapenemases

O teste fenotipico de disco combinado de meropenem com acido fenilbordnico
(AFB) baseia-se no principio de que as carbapenemases de classe A séo inibidas por
este composto e a combinacdo de meropenem com acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) resulta na inibicdo das carbapenemases da classe B. O EDTA possui
propriedade de quelante, por isso compete por ions de zinco do sitio ativo presente
nas metalo-betalactamases, impedindo assim sua atividade catalitica, enquanto o
AFB atua como um bloqueador enzimatico (BERTONCHELI; HORNER, 2008).
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Para a triagem de produc¢éo de carbapenemases, as bactérias armazenadas a
-70° foram repicadas em agar sangue ou LB e incubadas a 36+1°C por 18 a 24horas.
Posteriormente, foram preparadas suspensdes bacterianas em salina 0,9% estéril
com turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland. O in6culo foi
realizado em placas de &agar Mueller Hinton (MH). O ind6culo foi espalhado
uniformemente por toda a placa e a seguir foram aplicados os discos de meropenem
(10pg), meropenem com 10ul de &cido fenilborénico com azul de Evans (AFB) na
concentragéo de 40vmg/ml, meropenem com 10 pl de EDTA 0,1 M com Ponceau BS,
meropenem com 10 ul de AFB e 10 pl de EDTA, ceftazidima/avibactam,
ceftazidima/avibactam com 10ul de acido dipicolinico (DPA) 100 mg/ml. As placas
foram incubadas a 36+1°C por 18 a 24 horas. O diametro dos halos foi aferido e
interpretado de acordo as orientacdes do EUCAST (BRCAST, 2018) para a deteccao
de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas de importancia clinica e/ou
epidemioldgica, exceto quanto ao disco combinado com AFB e EDTA, para o qual o
critério interpretativo foi avaliado neste estudo (EUCAST, 2017). Foram calculadas as
sensibilidade e especificidade para o disco combinado contendo meropenem, EDTA
e acido bordnico, utilizando-se a PCR como padrdo ouro. A sensibilidade foi o
guociente entre total de verdadeiros positivos sobre verdadeiros positivos somados
aos falos negativos. A especificidade foi o quociente entre total de verdadeiros

negativos sobre verdadeiros negativos somados aos falsos positivos.

3.2 Teste Blue Carba

As bactérias inoculadas em agar Muller Hinton foram incubadas por 18 a 24hs
a 37°C. Em um microtubo foram adicionados 100 pl da solugéo Blue Carba (BC) para
ser utilizado como controle negativo e em outro microtubo foi adicionado 100ul da
solugdo BC com 10 mg/mL de imipenem/cilastatina. Foi adicionada massa de
crescimento bacteriano equivalente a meia alca calibrada de 10 pl a cada um dos dois
microtubos, que a seguir foram incubados a 36x1°C por 2 horas. Foram realizadas
duas leituras: a primeira com 15 min e a segunda com 120 min. A interpretacao foi
verificada de acordo com a coloragcdo da suspenséo, comparando os tubos com
solucdo BC mais imipenem com o controle negativo. Caso positivo, a suspenséo
apresenta a cor amarela. Cepas que apresentaram a suspensdo amarela foram

consideradas produtoras de carbapenemases (SECO et al., 2019).
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3.3 Disco aproximacdao de ceftazidima/avibactam com aztreonam

As bactérias inoculadas em agar LB foram incubadas por 18 a 24hs a 36x1°C.
Posteriormente, foram preparadas suspensdes bacterianas em salina 0,9% estéril
com turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland. O inéculo foi
espalhado uniformemente por toda a placa de agar Mueller Hinton (MH) e a seguir
foram aplicados os discos de ceftazidima-avibactam (10+4 pg — Liofilchem) e
aztreonam (30 pg - Oxoid) a uma distancia de 15mm borda a borda. As placas foram
incubadas a 36+1°C por 18 a 24 horas e posteriormente avaliadas pela formacédo de

zonas de inibicao.

3.4 Determinacédo de concentracdes inibitorias minimas para ATM e ATM-AVI e

calculo do ponto de corte epidemioldgico (ECOFF)

Todos os isolados foram submetidos a microdiluicdo em caldo recomendado
pela 1SO-20776-1 para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). A
microdiluicdo foi realizada em caldo Mueller-Hinton cation ajustado (CAMHB). As
placas foram previamente preparadas com ATM nas concentracdes finais de 0,03 a
32 mg/L ou ATM+AVI, sendo a concentracdo de AVI fixa e igual a 4ug/ml. As
concentragbes da combinagdo foram de 0,03/4 a 32/4 mg/L. As placas foram
congeladas a -80°C até o momento de uso. Foi preparada a suspensao bacteriana
com turbidez equivalente ao padrédo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x108 UFC/ml) em
salina 0,9% estéril. Esta suspenséo foi diluida (1/150) em CAMHB, inoculada em cada
poco da placa e incubadas a 36+1°C por 16 a 20 horas.

As cepas de referéncia K. pneumoniae ATCC 700603 e E. coli ATCC 25922
foram utilizadas como controle de qualidade. Os valores de referéncia para essas
cepas ao testar ATM-AVI foram aqueles definidos no documento CLSI M100 ED31-
2021 e para ATM foram aqueles definidos pelo EUCAST. Os critérios interpretativos
de CIM para ATM foram aqueles recomendados pelo EUCAST,; entretanto, para ATM-
AVI, ndo ha critérios interpretativos, e o valor de corte epidemiolégico (ECOFF) foi
calculado utilizando-se a calculadora ECOFF do EUCAST.
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3.5 Pré-difusdo com disco combinado

O teste de pré-difusdo com disco combinado, padronizado neste estudo, € uma
modificacdo do método originalmente descrito por Frolund Thomsen (THOMSEN,
1962). O disco de CAZ-AVI (10+4 g — Liofilchem) foi aplicado na superficie de uma
placa de agar Muller Hinton (MH), ndo inoculado, como espessura média de 4mm, e
entdo incubado a 36+1°C por 2 horas. Apés a incubacédo, com auxilio de uma pinca
esterilizada, o disco de CAZ-AVI foi removido. Foram preparadas suspensdes
bacterianas em salina 0,9% estéril com crescimento recente e turbidez equivalente ao
padrao 0,5 da escala de McFarland. O inéculo foi realizado nas placas de agar Mueller
Hinton (MH) e no mesmo local onde estava o disco de CAZ-AVI foi aplicado o disco
de ATM (30 pg - Oxoid). Em seguida, outro disco de CAZ-AVI (10+4 pg — Liofilchem)
e ATM (30 pg - Oxoid) foram aplicados em outros pontos da mesma placa,
exclusivamente para confirmacao da resisténcia a esses dois antimicrobianos. A placa
foi incubada a 36+1 °C por 16 a 20 horas. Apos a incubacao, o didametro dos halos foi
aferido com auxilio de um paquimetro digital e correlacionado com as CIMs para ATM-
AVI. Para o controle positivo do teste de pré-difusdo de disco combinado, foi
selecionada a cepa K. pneumoniae L1153780 (este estudo), coprodutora de KPC e
NDM. A cepa K. pneumoniae L7215213 (este estudo), que é negativa para o teste
Blue-Carba e negativa para blakec e blanom, foi utilizada como controle negativo.
Ambas sao resistentes a ATM e CAZ-AVI quando testados isoladamente. Essas duas
cepas foram testadas 20 vezes, em pelo menos cinco dias, em ensaios

independentes, para definir a faixa de controle de qualidade aceitavel.

3.6 Identificacao da espécie

Considerando que a espectrometria de massas nao permite a identificacao
acurada das espécies do complexo Klebsiella pneumoniae, foi realizada PCR
multiplex conforme descrito por (FONSECA et al.,, 2017). Foram utilizados os
oligonucleotideos SHV-F GCTGGCGGTACACGCCAGCCCG, LEN-F
CACGCTGCGYAAACTACTGACYGCGCAGCA, OKP-F
GGCCGGYGAGCGGGGCTCA e DeoR-R AGAAGCATCCTGCTGTGCG 3'. As
reacoes de PCRs foram padronizadas utilizando-se Platinum Green Hot Start PCR

Master Mix (Thermo) sob as seguintes condi¢des: etapa inicial de desnaturagao a
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95°C por 5 min, seguida por 35 ciclos de amplificacdo, no qual 30s a 94°C para
desnaturacao, 30s a 56°C para anelamento e 1min a 72°C para extenséo e 1 ciclo
final de 10 min a 72°C. Devido a indisponibilidade de kit, algumas PCRs foram
realizadas utilizando-se Go Taq Hot Start Green Master Mix (Promega) sob as
seguintes condicdes: etapa inicial de desnaturacédo a 95°C por 2 min, seguida por 35
ciclos de amplificacdo, no qual 30 s a 94°C na desnaturacdo, 20s a 60°C no
anelamento e 30s a 72°C na extens&o e um ciclo final de 5 min a 72°C.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1%, utilizando-se o marcador 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen) como referéncia. Em
seguida o gel foi corado em solucdo de Gel Red por 30 minutos, visualizado no
transiluminador UV e fotografado utilizando-se sistema Alphalmager. A amplificacao
de produto de 995 pb indica K. pneumoniae, enquanto os produtos de 485 bp e 348
bp indicam, respectivamente K. variicola e K. quasipneumoniae. As cepas controles
utilizadas foram: K. pneumoniae ATCC BAA-1705; K. variicola J1061397 (este estudo)
e K. quasipneumoniae CCBH 16302 (FIOCRUZ). Dois isolados de K. aerogenes (7656
e 7744) foram incluidos no estudo para avaliar especificidade da PCR multiplex.

3.7 Deteccéo dos genes blanom e blakpc

O DNA foi extraido por fervura de suspenséao bacteriana (1 colénia em 200 pL
de &gua ultrapura estéril) por 10 min. Para controle positivo de blanowm foi utilizada a
cepa K. pneumoniae NCTC 13443; para controle positivo de blakpc foi utilizada a cepa
K. pneumoniae ATCC BAA-1705 e para controle negativo K. pneumoniae ATCC BAA-
1706. A sequéncia completa dos genes blanom e blakec, foi amplificada utilizando-se
os oligonucleotideos da Tabela 3. As PCRs foram padronizadas utilizando-se a Taq
Platinum (Thermo), sob as condi¢des de bula.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%
em tampé&o TBE 1X a 100V por 70min, utilizando-se o marcador 1kb plus DNA Ladder
(Invitrogen) como referéncia. Em seguida, o gel foi corado em Gel Red por 30 minutos,

visualizado no transiluminador UV e fotografado utilizando-se o sistema Alphalmager.
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Tabela 3- Lista de primers utilizados para deteccéo de blakec e blanom

Gene Sequéncia (5’ — 3) Condicdes do ciclo Referéncia
NDM-F  GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 94°C/10’ (94°C/40”- (POIREL et al.,
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC 67°C/407-72°C/1)72°C/7’ x  2011)
30
KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 94°C/2'(94°C/30"- (POIREL et al.,
55°C/20”-72°C/30") 2011)

KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
72°C/7’ x 30

Fonte: Autoria propria.

3.5Tipagem molecular por eletroforese de campos pulsados (PFGE)

A partir de cultura pura recente em agar sangue ou agar Mueller-Hinton foi
preparada uma suspensdo bacteriana em tampédo de lise celular (100mM Tris e
100mM EDTA pH 8,0) com turbidez equivalente ao padréo 3,8 a 3,99 da escala de
McFarland. A suspensdo (300 pL) foram adicionados 15 pL de proteinase K (20
mg/ml). Apds homogeneizacao, a suspenséao foi mantida em banho seco a 60°C por
cerca de 10 minutos e a seguir foram adicionados 300uL de agarose a 1%
previamente aquecida e a suspenséo foi transferida para molde plastico para preparo
dos blocos. O molde foi mantido sob refrigeragéo (2 a 8 °C) por 10 a 15 minutos, para
solidificacéo da agarose. Os blocos foram transferidos para uma placa de 24 pocgos
para cultura de células com 2 mL de tampéo de lise celular e 10 pL de proteinase K
(20 mg/mL) e foram incubados a 54°C sob agitacdo (160 rpm) durante a noite. Apos
a incubacéo, os blocos foram lavados duas vezes com agua ultrapura estéril a 50°C
por 15 minutos, sob agitacao de 160 rpm. A seguir os blocos foram lavados seis vezes
com o tampéao TE (Tris 1M, EDTA 0,5M, pH 8,0) pré-aquecido a 50°C por 15 minutos,
a 160 rpm.

Para clivagem do DNA, os blocos foram lavados previamente trés vezes com
tampéao TE pré-aquecido (10mM Tris — 1 mM EDTA, pH 8,0) a 37 °C. Foi preparada
uma solucéo de 100pul de tampéo 1x com 6U da enzima de restricdo Xbal (Invitrogen)
para cada reacdo. As reacOes foram incubadas a 36+1 °C por 18 horas. Os blocos
foram submetidos a PFGE em gel de agarose a 1% em sistema CHEF-DR III (BioRad),

nas condicdes de corrida: tempo de pulso inicial: 2,1 segundos; tempo de pulso final:
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63,8 segundos; voltagem: 6V; angulo; 120° tempo total da corrida de 19 horas;
temperatura 14°C (BARTOLLETI et al., 2016)

Apbs a eletroforese, o gel foi imerso com solugédo de GelRed (Uniscience) por
30 minutos, e fotografado utilizando-se o sistema Alphalmager sob luz ultravioleta. Os
padrées de bandas de DNA foram analisados visualmente segundo os critérios de
Tenover e colaboradores e com auxilio do programa Bionumerics 7.5 (AplliedMaths
NV, St-Martens-Latem Belgium), para construcdo de dendrogramas. A similaridade
genOmica entre as cepas foram determinadas pelo coeficiente de Dice e o
dendrograma foi produzido segundo o método UPGMA (do inglés, Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) com tolerancia de 1,25% (TENOVER et al., 1995)

4 RESULTADOS

Frequéncia das espécies do complexo K. pneumoniae

Antes da realizacdo dos testes fenotipicos e dos testes moleculares para
confirmagédo da presenga dos genes blanom e blakec, a sua pureza foi confirmada e a
seguir os isolados foram submetidos a PCR multiplex para identificacdo das espécies
do complexo Klebsiella pneumoniae.

A distribuicdo das espécies entre os 113 isolados foi 75,2% (n=85) Klebsiella
pneumoniae; 16,8% (n=19) Klebsiella quasipneumoniae e 8% (n=9) Klebsiella
variicola. Os resultados obtidos evidenciam um numero significativo de K.
pneumoniae, mas também destacando a presenca de K. quasipneumoniae e K.
variicola. Alguns isolados de K. aerogenes produtores de NDM foram incluidos no
estudo para avaliar a especificidade da PCR multiplex. Como observado na Figura 7,
a PCR gera multiplos amplicons com tamanhos distintos daqueles observados nas
espécies do complexo K. pneumoniae (K. pneumoniae, K. quasipneumoniae e K.

variicola).
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Figura 7 -Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR multiplex para identificacédo de espécie

do complexo Klebsiella pneumoniae

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
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Legenda: (M) 1 Kb Plus DNA Ladder (1) Controle Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 (995pb); (2)

Controle negativo; (3) Controle Klebsiella quasipneumoniae CCBH 16302 (348 pb) (4) Controle

Klebsiella variicola J1061397 (485 pb); Canaletas:5,6,13,14, 15, 21 e 22 isolados de Klebsiella

quasipneumoniae; Canaletas 7, 8, 11, 12, 16 e 18 isolados de Klebsiella pneumoniae. A canaleta 17

contém uma cultura mista de Klebsiella pneumoniae e Klebsiella quasipneumoniae. Canaletas 19 e 20
isolados de K. aerogenes. Fonte: Autoria propria.

Triagem de producéo de carbapenemases por disco-difuséo

Segundo as orientagdes do EUCAST (BRCAST, 2018), para a triagem de
carbapenemases, o meropenem oferece melhor sensibilidade e especificidade,
possuindo o valor de corte do halo de inibicdo menor que 28 mm na disco-difusao,
diferentemente do valor de corte clinico. Todas as amostras foram submetidas ao
teste de disco-difusdo com meropenem, e apresentaram halo de inibicdo menor que

28 mm e foram submetidas aos demais testes fenotipicos.

Deteccao dos genes blakpc e blanom

Os resultados obtidos evidenciaram que 12,4% (n=14) dos isolados
apresentavam os genes blaNDM e blaKPC e 87,6% (n=99) apresentaram apenas o
gene blaNDM (Tabela 4 e figura 8).
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Figura 8 Gel de agarose com produtos de amplificacéo dos genes blanom € blakpc
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Legenda: (A) Detecgcdo do gene blakec; (M) Padrdo molecular; (1) Controle positivo K. pneumoniae
ATCC BAA-1705 (826 pb); (2) Controle negativo K. pneumoniae ATCC BAA-1706; Canaletas 3, 4,5 e
6 Isolados que albergam o gene blakpc respectivamente isolados 7084-7499-7310-7309- ; (B) Deteccéo
do gene blanom (M) Padrdo molecular; Canaletas 1, 2 e 3 Isolados que albergam o gene blanom (822pb),
respectivamente isolados 7485-7204- K8244046. Fonte: Autoria propria.

Deteccdo de carbapenemases utilizando discos de meropenem com
inibidores

Segundo a nota técnica N°01/2013, o halo de inibicdo com disco de meropenem
com EDTA deve apresentar um diametro pelo menos 5 mm maior que o halo do disco
de meropenem sem aditivo para que o isolado seja considerado produtor de metalo-
betalactamase. O halo de inibicdo do disco de meropenem com acido fenilbordnico
deve possuir um diametro pelo menos 5 mm maior em relacdo ao disco de meropenem
sem aditivo, para que o isolado seja considerado produtor de serino-betalactamase.
Todos os isolados produtores de apenas de NDM apresentaram diferenca de halo de
inibicdo de meropenem com EDTA superior a 5 mm em relacdo ao meropenem sem
aditivos (Tabela 4 e figura 9), independente da espécie de Klebsiella. Entretanto, em
relacdo ao halo de inibicAo com e sem AFB, essa diferenca para os isolados de K.
pneumoniae positivos apenas para blanom, em sua grande maioria, foi < 5 mm;
entretanto, 14,2% (n=16) dos isolados apresentaram diferenca de halo de = 5 mm,
tendo os valores variado de 5 a 9mm e seriam classificados incorretamente como

coprodutores de carbapenemases de classes A e B.
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Figura 9 - Imagem representativa do teste de disco-difusdo com discos de meropenem e inibidores de
carbapenemases

Legenda: (1) Disco de meropenem; (2) Disco de meropenem com EDTA,; (3) Disco de meropenem com
Ac. Fenilbordnico; (4) Disco de meropenem com EDTA e Ac. Fenilborénico; (A) Cepa 7918 provavel
produtora de carbapenemase- NDM+ KPC; Didmetro dos halos 1- 9mm; 2- 12mm; 3- 13mm e 4- 24mm.
(B) Cepa 7050 provavel produtora de carbapenemase- NDM; Diametro dos halos 1- 12mm; 2- 23mm;
3- 16mm e 4- 25mm. Fonte: Autoria propria.

Oito dos 14 isolados coprodutores de KPC e NDM apresentaram diferenca de
halo de meropenem com e sem EDTA =5mm, e seriam classificados como produtores
de carbapenemases de classe B. Em relagdo ao meropenem com e sem AFB, todos
os isolados coprodutores, exceto um (7699) apresentaram a diferenga de halo < 4mm.
Calculando-se a diferenca de halo entre o maior halo de inibicdo de meropenem mais
inibidor isolado e meropenem+EDTA+AFB observou-se que todas os isolados
coprodutores de KPC e NDM apresentaram valor =2 5 mm e, portanto observou-se
100% de sensibilidade. Entretanto, quatro isolados positivos apenas para blanom
apresentaram diferencas de halo de 5 a 8 mm, e portanto, a especificidade do teste
foi de 96,1% (Tabela 4).

Visando avaliar se CAZ-AVI com &cido dipicolinico poderia ser um teste
adequado para a deteccdo de coproducdo de KPC e NDM, os isolados foram
submetidos ao teste de sensibilidade por disco-difusdo com ceftazidima-avibactam e
a combinacdo de ceftazidima-avibactam e &cido dipicolinico (DPA) como inibidor
(figura 10). Todas as amostras apresentaram-se resistentes a ceftazidima-avibactam
segundo o EUCAST e, quando adicionado o DPA, apresentaram uma diferenca de

halo de inibicdo = 10 mm em relacdo ao halo de ceftazidima-avibactam (Tabela 4)
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Utilizando este teste ndo foi possivel diferenciar os isolados produtores de NDM
daqueles coprodutores de KPC e NDM.

Figura 10 - Teste de sensibilidade ao ATM, CAZ-AVI e CAZ-AVI com acido dipicolinico

Legenda: (1) Disco de aztreonam; (2) Disco de ceftazidima-avibactam; (3) Disco de ceftazidima-
avibactam com &cido dipicolinico. Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 4 Distribuicdo dos isolados segundo o diametro do halo com ou sem inibidores e PCR para genes de carbapenemases

Ceftazidima-Avibactam Meropenem
A B C D E F G
Banco Espécie blanom blakec CAZ-AVI CAZ-AVI+ Adehalode MEM MEM+EDTA Adehalode MEM+AFB  Ade halo MEM+EDTA  Maior halo ¢/ A de halo
(mm)  DPA (mm) B-A (mm) (mm) (mm) D-C (mm) (mm) de E-C(mm)  +AFB (mm) inibidor F-G (mm)
(mm)
3827 K. pneumoniae Pos Neg 7 21 14 10 23 13 14 4 25 23 2
4648 K. pneumoniae Pos Neg 7 21 14 14 26 12 17 3 27 26 1
4732 K. pneumoniae Pos Neg 9 19 10 10 21 11 11 1 25 21 4
4773 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 15 25 10 20 5 27 25 2
4779 K. pneumoniae Pos Neg 7 21 14 18 27 9 20 2 30 27 3
5116 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 15 27 12 20 5 28 27 1
5119 K. pneumoniae Pos Neg 6 25 19 18 30 12 20 2 31 30 1
5120 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 16 25 9 18 2 26 25 1
5170 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 13 26 13 16 3 27 26 1
5256 K. pneumoniae Pos Neg 7 23 16 15 26 11 21 6 27 26 1
5377 K. pneumoniae Pos Neg 6 23 17 16 26 10 17 1 29 26 3
5999 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 18 27 9 18 0 30 27 3
6113 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 16 28 12 17 1 29 28 1
6265 K. pneumoniae Pos Neg 6 24 18 24 34 10 25 1 37 34 3
6292 K. pneumoniae Pos Neg 6 27 21 6 30 24 9 3 33 30 3
6344 K. pneumoniae Pos Neg 6 22 16 7 29 22 11 4 31 29 2
6438 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 15 28 13 19 4 30 28 2
6442 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 9 22 13 14 5 30 22 8
6447 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 9 27 18 15 6 30 27 3
6448 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 8 24 16 13 5 26 24 2

Continua.
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Ceftazidima-Avibactam Meropenem
A B C D E F G
Banco Espécie blanom blakec  CAZ-AVI  CAZ-AVI+ Adehalode MEM MEM+EDTA Adehalode MEM+AFB Adehalode MEM+EDTA+ Maiorhaloc/ Ade halo
(mm)  DPA (mm) B-A (mm) (mm) (mm) D-C (mm) (mm) E-C (mm) AFB (mm) inibidor F-G (mm)
(mm)
6523 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 14 27 13 19 5 29 27 2
6535 K. pneumoniae Pos Neg 6 24 18 12 29 17 14 2 30 29 1
6549 K. pneumoniae Pos Neg 6 22 16 15 28 13 16 1 30 28 2
6659 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 10 25 15 15 5 25 25 0
6710 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 17 29 12 19 2 31 29 2
6712 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 15 25 10 20 5 29 25 4
6733 K. pneumoniae Pos Neg 6 22 16 14 26 12 15 1 27 26 1
6735 K. pneumoniae Pos Neg 6 24 18 10 29 19 15 5 30 29 1
6773 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 16 28 12 18 2 30 28 2
6804 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 12 25 13 15 3 26 25 1
6812 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 6 22 16 15 9 25 22 3
6860 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 7 24 17 10 3 29 24 5
6973 K. pneumoniae Pos Neg 6 24 18 8 29 21 12 4 31 29 2
7048 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 6 24 18 15 9 26 24 2
7052 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 6 24 18 7 1 25 24 1
7281 K. pneumoniae Pos Neg 9 20 11 14 27 13 17 3 29 27 2
7303 K. pneumoniae Pos Neg 9 22 13 14 26 12 16 2 27 26 1
7434 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 20 28 8 20 0 29 28 1
7485 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 1 25 14 15 4 25 25 0
7501 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 13 25 12 15 2 26 25 1
7543 K. pneumoniae Pos Neg 6 23 17 12 24 12 15 3 25 24 1
7672 K. pneumoniae Pos Neg 6 22 16 14 27 13 15 1 27 27 0

Continua
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Ceftazidima-Avibactam Meropenem
A B C D E F G
Banco Espécie blanom blakec CAZ-AVI  CAZ-AVI+ Adehalode MEM  MEM+EDTA Adehalode MEM+AFB  Adehalo MEM+EDTA Maior haloc/ A de halo
(mm) DPA (mm) B-A (mm) (mm) (mm) D-C (mm) (mm) de E-C (mm) +AFB (mm) inibidor F-G (mm)
(mm)
7694 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 12 22 10 14 2 24 22 2
7739 K. pneumoniae Pos Neg 7 21 14 15 21 6 15 0 22 21 1
7796 K. pneumoniae Pos Neg 6 22 16 17 29 12 19 2 30 29 1
7909 K. pneumoniae Pos Neg 9 21 12 12 23 11 16 4 25 23 2
7917 K. pneumoniae Pos Neg 7 21 14 15 25 10 13 -2 26 25 1
7945 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 15 24 9 15 0 25 24 1
8011 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 18 26 8 20 2 27 26 1
8057 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 15 24 9 17 2 26 24 2
8059 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 12 26 14 15 3 28 26 2
8061 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 7 24 17 11 4 25 24 1
8126 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 16 27 11 18 2 28 27 1
8157 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 20 25 5 20 0 26 25 1
8159 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 13 23 10 16 3 24 23 1
8160 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 14 24 10 17 3 26 24 2
8167 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 15 25 10 16 1 25 25 0
8170 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 15 25 10 20 5 27 25 2
8200 K. pneumoniae Pos Neg 6 18 12 14 22 8 16 2 29 22 7
8205 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 14 25 11 15 1 26 25 1
8211 K. pneumoniae Pos Neg 6 20 14 14 25 11 16 2 26 25 1
8221 K. pneumoniae Pos Neg 8 22 14 14 27 13 16 2 27 27 0

Continua
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Ceftazidima-Avibactam Meropenem
A B C D E F G
Banco Espécie blanom blakec CAZ-AVI CAZ-AVI+ Adehalode MEM MEM+EDTA Adehalode MEM+AFB  Adehalo MEM+EDTA Maior halo ¢/ A de halo
(mm)  DPA (mm) B-A (mm) (mm) (mm) D-C (mm) (mm) de E-C (mm) +AFB (mm) inibidor F-G (mm)
(mm)
8226 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 17 25 8 20 3 26 25 1
8226 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 17 25 8 20 3 26 25 1
8227 K. pneumoniae Pos Neg 6 21 15 14 25 11 16 2 26 25 1
8258 K. pneumoniae Pos Neg 8 20 12 9 28 19 15 6 29 28 1
8263 K. pneumoniae Pos Neg 8 20 12 7 24 17 15 8 25 24 1
8388 K. pneumoniae Pos Neg 7 21 14 13 25 12 14 1 27 25 2
8393 K. pneumoniae Pos Neg 7 21 14 7 24 17 9 2 26 24 2
8461 K. pneumoniae Pos Neg 7 22 15 12 25 12 15 3 26 26 0
8480 K. pneumoniae Pos Neg 7 23 16 15 26 11 15 0 28 26 2
8611 K. pneumoniae Pos Neg 7 24 17 7 24 17 9 2 26 24 2
8630 K. pneumoniae Pos Neg 9 20 11 14 25 11 17 3 27 25 2
8811 K. pneumoniae Pos Neg 8 20 12 6 25 19 15 9 26 25 1
4604 K. quasipneumoniae Pos Neg 7 22 15 16 28 12 20 4 30 28 2
5174 K. quasipneumoniae Pos Neg 7 20 13 14 26 12 15 1 26 26 0
5332 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 24 18 14 31 17 14 0 32 31 1
6972 K. quasipneumoniae Pos Neg 7 20 13 13 26 13 15 2 27 26 1
7085 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 19 13 6 18 12 14 8 24 18 6
7502 K. quasipneumoniae  Pos Neg 6 21 15 14 25 11 15 1 25 25 0
7671 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 21 15 13 24 11 15 2 25 24 1
7693 K. quasipneumoniae Pos Neg 7 21 14 15 26 11 16 1 29 26 3
7697 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 20 14 12 25 13 15 3 25 25 0
7701 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 21 15 15 27 12 16 1 28 27 1

Continua
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Ceftazidima-Avibactam Meropenem
A B C D E F G
Banco Espécie blanom blakec CAZ-AVI  CAZ-AVI+ A de halo de MEM MEM+EDTA Adehalode MEM+AFB  Ade halo MEM+EDTA  Maior haloc/ A de halo
(mm)  DPA (mm) B-A (mm) (mm) (mm) D-C (mm) (mm) de E-C (mm) +AFB (mm) inibidor F-G (mm)
(mm)
7702 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 21 15 13 26 13 13 0 27 26 1
7801 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 21 15 16 26 10 15 -1 28 26 2
7804 K. quasipneumoniae  Pos Neg 7 21 14 16 26 10 17 1 27 26 1
7876 K. quasipneumoniae  Pos Neg 6 20 14 13 25 12 13 0 28 25 3
7944 K. quasipneumoniae  Pos Neg 6 20 14 14 26 12 15 1 26 26 0
8004 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 27 21 13 26 13 15 2 28 26 2
8005 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 20 14 12 24 12 16 4 26 24 2
8168 K. quasipneumoniae Pos Neg 7 21 14 10 26 16 16 6 27 26 1
8440 K. quasipneumoniae Pos Neg 8 22 14 10 26 16 14 4 26 26 0
7876 K. quasipneumoniae  Pos Neg 6 20 14 13 25 12 13 0 28 25 3
7944 K. quasipneumoniae  Pos Neg 6 20 14 14 26 12 15 1 26 26 0
8004 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 27 21 13 26 13 15 2 28 26 2
8005 K. quasipneumoniae Pos Neg 6 20 14 12 24 12 16 4 26 24 2
8168 K. quasipneumoniae Pos Neg 7 21 14 10 26 16 16 6 27 26 1
8440 K. quasipneumoniae Pos Neg 8 22 14 10 26 16 14 4 26 26 0
5238 K. variicola Pos Neg 6 23 17 17 29 12 20 3 30 29 1
5336 K. variicola Pos Neg 6 21 15 14 26 12 15 1 26 26 0
6615 K. variicola Pos Neg 6 21 15 15 26 11 17 2 28 26 2
7049 K. variicola Pos Neg 6 25 19 6 23 17 6 0 25 23 2

Continua
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Ceftazidima-Avibactam Meropenem
A B C D E F G
Banco Espécie blanom blakec CAZ-AVI CAZ-AVI+ Adehalode MEM MEM+EDTA Adehalode MEM+AFB Ade halo MEM+EDTA+AFB Maior halo ¢/ A de
(mm) DPA B-A (mm) (mm) (mm) D-C (mm) (mm) de E-C (mm) (mm) inibidor halo F-G
(mm) (mm) (mm)
7050 K. variicola Pos Neg 6 21 15 10 25 15 16 6 27 25 2
7083 K. variicola Pos Neg 6 22 16 6 22 16 12 6 26 22 4
7500 K. variicola Pos Neg 6 20 14 14 24 10 15 1 26 24 2
6770 K. pneumoniae Pos Pos 8 22 14 12 19 7 15 3 26 19 7
7018 K. pneumoniae Pos Pos 7 27 20 10 1 1 8 2 21 11 10
7084 K. pneumoniae Pos Pos 9 22 13 11 16 5 15 4 25 16 9
7643 K. pneumoniae Pos Pos 8 21 13 16 21 5 20 4 27 21 6
7699 K. pneumoniae Pos Pos 8 22 14 1 15 4 16 5 24 16 8
7803 K. pneumoniae Pos Pos 8 21 13 15 21 6 16 1 27 21 6
7805 K. pneumoniae Pos Pos 10 20 10 16 21 5 20 4 26 21 5
7911 K. pneumoniae Pos Pos 7 21 14 16 24 8 20 4 29 24 5
7918 K. pneumoniae Pos Pos 6 21 15 9 12 3 13 4 24 13 11
8154 K. pneumoniae Pos Pos 7 21 14 10 14 4 14 4 25 14 11
8644 K. pneumoniae Pos Pos 7 21 14 15 18 3 18 3 26 18 8
9949 K. pneumoniae Pos Pos 7 20 13 12 15 3 15 3 23 15 8
8078 K. variicola Pos Pos 6 21 15 12 19 7 13 1 26 19 7
8124 K. variicola Pos Pos 7 20 13 10 17 7 13 3 26 17 9

Fonte: Autoria Propria
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Deteccéo de producao de carbapenemases com o Blue-Carba

Como teste fenotipico complementar realizamos o Blue-Carba (Figura 10), que
consiste na deteccao da hidrolise de imipenem utilizando-se o azul de bromotimol de
como indicador de pH. Todos os isolados analisados apresentaram positividade para
o teste Blue-Carba (Figura 11).

Figura 11- Teste Blue Carba

L P 8 45 B 7

B |8
Legenda: (A) Solugdo de azul de bromotimol sem adicdo de imipenem;(B) Solucdo de azul de

bromotimol com adi¢&@o de imipenem. Todos os isolados foram capazes de hidrolisar o imipenem. (1)
7281 (2) 7303 (3) 7306 (4) 7307 (5) 7308 (6) 7434 (7) 7485. Fonte: Autoria propria.

Concentracdo inibitoria minima para ATM e ATM-AVI

Todos os isolados coprodutores de KPC e NDM apresentaram CIM para ATM
= 64 mg/L. Quanto aos isolados produtores apenas de NDM, 38,3% apresentaram
CIM = 1 mg/L e foram classificados como sensivel, dose padrao, enquanto 7,0% foram
classificados como sensivel aumentando exposicao (Figura 12 A).

Comparando-se as CIM de ATM e ATM-AVI, houve uma reducao significativa.
Todos os isolados apresentaram CIM para ATM-AVI < 1 mg/L sendo este valor o
ECOFF calculado utilizando-se a ferramenta ECOFF Calculator do EUCAST. A CIMgo
para isolados produtores exclusivamente de NDM foi de 0,12/4 mg/L, enquanto este
valor foi de 0,5/4 mg/L para coprodutores de KPC e NDM (Figura 12 B).
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Figura 12- Distribuicdo de CIMs para aztreonam e aztreonam-avibactam estratificado por genes de

carbapenemases
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Fonte: Autoria propria.

Disco-aproximacao e pré-difusdo com ATM e CAZ-AVI

Os testes de disco-aproximacdo com ATM e CAZ-AVI, foram realizados

preliminarmente para escolha da distancia, 10mm, 15mm ou 20mm. Apés a escolha,

foram ent&o inoculados a bactéria em uma placa de Agar Muller Hinton e adicionados
os discos de CAZ/AVI (14pg) e ATM (30pg) a uma distancia de 15 mm (Figura 13).

Em 66,4 % (n=75) dos isolados houve distor¢do do halo de inibicdo com aparecimento

de “zona fantasma” compativel com provavel efeito sinérgico. Os isolados em que néo

foi observada a distor¢cao do halo eram sensiveis ao ATM (33,6% n=38) Figura 11.
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Figura 13 Teste de sinergismo

Legenda: (A) Isolado 4773. Notar auséncia de distorcdo do halo, indicando provavel auséncia de
sinergismo; (B) Isolado 5190. Notar presenca de “zona fantasma” indicando provavel sinergismo.

O didmetro médio e o desvio padrdo para pré-difusdo de disco combinado,
calculados neste estudo, para cepa controle positivo K. pneumoniae L1153780 foram
23,92 + 0,98 mm e para cepa controle negativo K. pneumoniae L7215213 esses
valores foram de 7,56 + 0,68 mm. Portanto, propomos 0s seguintes limites de controle
de qualidade: 22 a 26mm e 6 a 9mm. Todos os isolados deste estudo apresentaram
o halo de inibicdo na pré-difusdo de disco combinado de ATM e CAZ-AVI = 23mm
(Figura 14).

Figura 14- Correlagdo entre diametro do halo com pré-difusdo do disco combinado e CIM para
aztreonam-avibactam (ATM-AVI)
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Legenda: CAZ-AVI - ceftazidima-avibactam; ATM — Aztreonam; CIM - concentracao inibitéria minima
(N=113). Fonte: Autoria Propria
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O menor halo existente entre os isolados na pré-difusao de disco combinado
com ATM e CAZ-AVI foi de 23mm. Consequentemente, houve uma boa correlacao

entre o didmetro do halo de inibicdo da pré-difusdo com a CIM de ATM-AVI <1 mg/L.

Avaliacao da clonalidade por eletroforese em campos pulsados

O DNA genbmico de todos os isolados foi submetido a clivagem com Xbal e a
seguir os fragmentos foram separados por PFGE. Foi possivel obter perfis
eletroforéticos para todos os isolados e a similaridade entre eles foi avaliada
calculando-se o indice de Dice.

Analisando-se em conjunto todos os perfis obtidos para a espécie K.
pneumoniae, em todo o periodo do estudo, foram identificados 15 grupos clonais. O
grupo clonal mais numeroso, contendo 15 isolados foi designado Ap. Isolados deste
grupo clonal foram detectados em hospitais das cidades de S&o Paulo e Porto Alegre
e houve persisténcia deste clone de 2017 a 2019 (Figura 15). O grupo clonal Gp
contendo sete isolados, coprodutores de KPC e NDM foi detectado nas cidades de
Séo Paulo, Porto Alegre e Gravatai durante os anos de 2018 e 2019. O grupo clonal
Lp foi detectado nas cidades de S&o Paulo e Recife durante o ano de 2019 e os perfis
detectados nestas duas cidades eram indistinguiveis entre si. O grupo clonal Jp, com

oito isolados, foi detectado apenas na cidade de Porto Alegre.



Figura 15- Diversidade clonal entre os isolados de Klebsiella pneumoniae
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Quando analisados separadamente os isolados pré e pos inicio do uso de CAZ-
AVI, observou-se que os grupos clonais pré o uso de CAZ-AVI era mais numeroso,
para produtores de NDM e continham menos coprodutores de KPC e NDM. Pré o uso
de CAZ-AVI este grupo clonal continha cinco isolados, e no periodo de vigéncia do
uso de CAZ-AVI este grupo continha sete isolados. Enquanto no periodo pré-CAZ-AVI
0s trés maiores grupos clonais continham 10, 9 e cinco isolados, no periodo de uso
de CAZ-AVI os trés principais grupos clonais apresentaram menor numero de
isolados, respectivamente seis, seis e cinco (Figuras 16 e 17).

Figura 16 - Diversidade clonal entre os isolados de Klebsiella pneumoniae pré introducdo de CAZ-AVI

D blayow  blaxec ATM-AVI Data Cidade Hospital
3 2 8 mg/L
P

6549 Pos Neg 0,125 20/07/2018 Porto Alegre  RS1
6438 Pos Neg 0,06 11/06/2018 Sé&o Paulo SP2
7048 Pos Neg 0,125 08/12/2018 Sé&o Paulo SP2
6804 Pos Neg 0,125 09/09/2018 Porto Alegre  RS1
6812 Pos Neg 0,125 12/09/2018 Porto Alegre RS2
5120 Pos Neg 0,125 08/07/2017 S&o Paulo SP10
5116 Pos Neg 0,125 08/08/2017 S&o Paulo SP14
6770 Pos Pos 0,25  21/08/2018 Séo Paulo SP4
6292 Pos Neg 0,125 17/04/2018 Sé&o Paulo SP15

5119 Pos Neg 0,06  31/08/2017 S&o Paulo SP10
8393 Pos Neg 0,125 20/01/2019 Sé&o Paulo SP14
= 6735 Pos Neg 0,03  01/09/2018 NI EXTERNO
6448 Pos Neg 0,125 20/06/2018 NI EXTERNO
! 7052 Pos Neg 0,06  11/12/2018 NI EXTERNO
6344 Pos Neg 0,125 28/04/2018 NI EXTERNO
= 6447 Pos Neg 0,25  20/06/2018 NI EXTERNO
6442 Pos Neg 0,25  13/06/2018 NI EXTERNO
6860 Pos Neg 0,125 23/10/2018 NI EXTERNO
6535 Pos Neg 0,125 17/07/2018 NI EXTERNO
6973 Pos Neg 0,125 13/11/2018 NI EXTERNO
e 6523 Pos Neg 0,125 24/06/2018 S&o Paulo SP10
E 6113 Pos Neg 0,125 06/03/2018 Sao Paulo SP9
6733 Pos Neg 0,06  01/09/2018 NI EXTERNO
e —— 44 | 5377 Pos Neg 0,03  28/01/2018 Porto Alegre  RS1
- - 6659 Pos Neg 0,06  11/08/2018 NI EXTERNO

7084 Pos Pos 0,25  15/12/2018 Porto Alegre EXTERNO
7018 Pos Pos 0,5 24/11/2018 Porto Alegre  EXTERNO
7694 Pos Neg 0,25  26/12/2018 Sao Paulo SP11
8480 Pos Neg 0,125 21/01/2019 Séo Paulo SP7
5226 Pos Neg 0,06  02/12/2017 Sao Paulo SP10
6773 Pos Neg 0,125 28/08/2018 Porto Alegre  RS1
6710 Pos Neg 0,06  24/08/2018 Porto Alegre EXTERNO
6265 Pos Neg 0,06  05/05/2018 Porto Alegre  RS4
6712 Pos Neg 0,125 21/08/2018 Porto Alegre EXTERNO
4732 Pos Neg 0,25  29/06/2017 Porto Alegre  RS1
5999 Pos Neg 0,125 13/02/2018 Porto Alegre  RS4
5170 Pos Neg 0,06  24/10/2017 Porto Alegre  RS4
4773 Pos Neg 0,03  07/07/2017 Porto Alegre RS2
7281 Pos Neg 0,25  13/02/2019 Porto Alegre  RS3
4779 Pos Neg 0,125 01/07/2017 Rio de Janeiro EXTERNO
4648 Pos Neg 0,08  14/06/2017 Sao Paulo SP13

’M‘ﬂ- 7911 Pos Pos 0,25  07/02/2019 Sé&o Paulo SP11
i/ 7803 Pos Pos 0,125 07/02/2019 Sé&o Paulo SP11

r
I

=1l

Fonte: Autoria propria
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Figura 17 Diversidade clonal entre os isolados de Klebsiella pneumoniae pés introdugéo de CAZ-AVI

D blayom  blaxec  ATM-AVI Data Cidade Hospital
mg/L

8258 Pos Neg 0,03  26/09/2019 Porto Alegre EXTERNO
7543 Pos Neg 0,125 05/11/2019 S&o Paulo SP10
| 7672 Pos Neg 0,5 28/03/2019 Porto Alegre  RS1
8611 Pos Neg 0,03  29/10/2019 S&o Paulo SP14
8160 Pos Neg 0,03  04/09/2019 Sao Paulo SP14
8161 Pos Neg 0,03 15/10/2019 Porto Alegre  EXTERNO
9949 Pos Pos 0,5 25/04/2019 Sé&o Paulo SP11
7699 Pos Pos 0,5 25/04/2019 Sé&o Paulo SP11
8061 Pos Neg 0,125 21/08/2019 NI EXTERNO
8630 Pos Neg 0,25  04/11/2019 Sao Paulo SP5
3827 Pos Neg 0,125 23/05/2019 Sao Paulo SP11
8200 Pos Neg 0,125 11/09/2019 Recife EXTERNO
8221 Pos Neg 0,03  25/09/2019 Recife EXTERNO
8211 Pos Neg 0,125 14/09/2019 Sao Paulo SP5
8388 Pos Neg 0,125 07/10/2019 Porto Alegre  RS1
8159 Pos Neg 0,125 07/09/2019 Porto Alegre  RS1
8126 Pos Neg 0,5 26/08/2019 Porto Alegre  RS1
. 7917 Pos Neg 0,25  22/07/2019 Séo Paulo SP11
7501 Pos Neg 0,125 29/03/2019 Séao Paulo SP7
8226 Pos Neg 0,06  22/09/2019 Sao Paulo SP1
7485 Pos Neg 0,125 02/05/2019 Pinhais EXTERNO
7796 Pos Neg 0,125 26/06/2019 Porto Alegre EXTERNO
7303 Pos Neg 0,125 03/03/2019 Porto Alegre EXTERNO
7909 Pos Neg 0,125 07/09/2019 Porto Alegre RS2
7945 Pos Neg 0,06  26/07/2019 Sao Paulo SP7
8263 Pos Neg 0,06  29/09/2019 S&o Paulo SP5
8205 Pos Neg 0,125 17/09/2019 Recife EXTERNO
8170 Pos Neg 0,06 12/09/2019 Sao Paulo SP5
8167 Pos Neg 0,06 10/09/2019 Sé&o Paulo SP5
8611 Pos Neg 0,125 31/12/2019 Sao Paulo SP10
8227 Pos Neg 0,06 21/09/2019 Sao Paulo SP5
8011 Pos Neg 0,03  04/08/2019 Porto Alegre EXTERNO
8154 Pos Pos 0,03 30/08/2019 Porto Alegre  RS1
© 7918 Pos Pos 1 10/07/2019 Gravatai EXTERNO
i . 7805 Pos Pos 0,5 30/05/2019 Porto Alegre  EXTERNO
7643 Pos Pos 0,25  06/07/2019 Porto Alegre  EXTERNO
8644 Pos Pos 0,06 13/11/2019 Sé&o Paulo SP1
8157 Pos Neg 0,06  07/09/2019 Porto Alegre  RS1
7434 Pos Neg 0,03  29/03/2019 Porto Alegre  RS1
© 7911 Pos Pos 0,25  07/02/2019 Sé&o Paulo SP11
. 7739 Pos Neg 0,06 15/06/2019 Porto Alegre  RS1
8059 Pos Neg 0,125 22/08/2019 Porto Alegre RS3
8057 Pos Neg 0,083  22/08/2019 Porto Alegre RS3

Fonte: Autoria Propria
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Os perfis de PFGE de K. quasipneumoniae evidenciaram quatro grupos clonais

predominantes, e presentes apenas no estado de Sdo Paulo, com persisténcia do

grupo clonal Aq desde 2017 (Figura 18).

Figura 18- Diversidade clonal entre os isolados de Klebsiella quasipneumoniae
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Fonte: Autoria propria.

Quanto a K. variicola (figural9), foram observados dois grupos clonais
predominantes Av e Bv, 0 primeiro presente apenas em S&do Paulo desde 2018 e o

segundo em Porto Alegre apenas em 2019.

Figura 19- Diversidade clonal entre os isolados de Klebsiella variicola

Coeficiente de similaridade de Dice (%)

ID  blanom blaxec ;A‘;I'gh;LAVI Data Cidade Hospital

7083 Pos Neg 0,06 10/12/2018 Sao Paulo SP7

Av 1 7049 Pos Neg 0,25 06/12/2018 S&o Paulo SP6
- 7500 Pos Neg 0,03 14/04/2019 S&o Paulo SP7

7050 Pos Neg 0,03 04/12/2018 Sao Caetano do Sul SP3

6615 Pos Neg 0,03 30/07/2018 Porto Alegre RS1

BL[\—_— 8124 Pos Pos 0,5 18/08/2019 Porto Alegre RS3
. 8078 Pos Pos 0,25 16/08/2019 Porto Alegre RS3

5238 Pos Neg 0,03 21/11/2017 Sao Caetano do Sul SP3

5336 Pos Neg 0,125 08/01/2018 Sao Caetano do Sul SP3

Fonte: Autoria propria
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Quando analisamos os perfis de clonalidade das cepas coprodutoras de NDM
e KPC (figura 20) observamos quatro grupos clonais, dentre deles o maior grupo clonal
possui sete isolados, distribuidos em dois grandes estados do Brasil, S&o Paulo e Rio
Grande do Sul.

Figura 20- Diversidade clonal entre os isolados do complexo Klebsiella pneumoniae que albergam os genes
blanom € blakpc

Coeficiente de similaridade de Dice (%)

ID Espécie blanom blagec ATM-AVI  Data Cidade Hospital
2 8 (meg/L)
I |\ 7084 K pneumoniae Pos Pos 025  15/12/2018 Porto Alegre = EXTERNO
) UL | 7018 K pneumoniae Pos Pos 05 24/11/2018 Porto Alegre  EXTERNO
| ]-’" W | | . 7805 K pneumonize Pos Pos 05 30/05/2019 Porto Alegre  EXTERNO
. ' "4 | | 7643 K pneumoniae Pos Pos 025  06/07/2019 Porto Alegre = EXTERNO
. 8644 K. pneumoniae Pos  Pos 0,06 13/11/2019 Séo Paulo SP1
LE } _:-_-_j‘ | 8154 K pneumonige Pos Pos 003  30/08/2019 PortoAlegre  RST
i 4 L4 1 7918 K pneumonige Pos  Pos 1 10/07/2019  Gravatai EXTERNO
[ r [ [ SHmN 7911 K. pneumoniae Pos ~Pos 025  07/02/2019 S&o Paulo SP11
[ L R 4 7803 . pneumonige Pos  Pos 0,125  07/02/2019 Séo Paulo SP11
] O 9949 « pneumonige Pos  Pos 05 25/04/2019  Sao Paulo SP11
IR 7699  pneumonice PoS  Pos 05 25/04/2019  S&o Paulo SP11
{ R 670 pneumoniae oS Pos 025  21/08/2018 Szo Paulo SP4
| Pt 8124 1 ariicola Pos  Pos 0,5 18/08/2019 Porto Alegre RS3
I M i |‘ &M’I ..8078 Kvdriicola Pos Pos 0,25 16/08/2019 Porto Alegre RS3

Fonte: Autoria propria

5 DISCUSSAO

Neste estudo foram analisados 113 isolados do complexo K. pneumoniae, que
inclui K. pneumoniae, K. variicola e K. quasipneumoniae, isolados em pelo menos
cinco cidade brasileiras, das regides sul, sudeste e nordeste. Todos os isolados
pertencentes ao complexo, detectados nos hospitais atendidos pelo Grupo Fleury
durante o periodo 2018 a 2019 e positivos para blanom, um por paciente, foram
incluidos no estudo. Utilizando-se a PCR multiplex, a espécie mais frequente foi a K.
pneumoniae (75,2%), seguida pela K. quasipneumoniae (16,8%) e K. variicola (8%).
Alguns autores, a exemplo de Maatallah et al (2014) encontraram a K. variicola como
a segunda espécie mais frequente, além de ser mais comumente associada a
mortalidade. Essa aparente discrepancia é provavelmente decorrente do fato de que
neste estudo foram incluidos apenas isolados produtores de NDM e coprodutores de

NDM e KPC, enquanto em seu estudo Maatallah et al. analisaram todas os isolados
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de Klebsiella causadoras de infeccbes na corrente sanguinea. Ainda ndo sao
conhecidas as variaveis que influenciam a potencial maior viruléncia de K. variicola.

Um outro estudo realizado com isolados do Japao entre 2014 e 2017, avaliou
caracteristicas clinicas e microbioldgicas entres os trés grupos filogenéticos. O
namero de infec¢cbes causadas K. variicola também foi significativo; entretanto,
diferentemente de Maatallah et al (2014), ndo houve diferencas significativas nas
taxas de mortalidade entre as espécies do complexo K. pneumoniae (IMAI et al.,
2019).

No teste fenotipico para triagem de carbapenemases utilizando-se discos de
meropenem com EDTA 0,1M, todos os isolados produtores apenas de NDM
apresentaram o halo de inibicdo de meropenem com EDTA pelo menos 5Smm maior
que o halo de inibicdo do meropenem sem aditivo. Para serem considerados possiveis
produtores de serino-betalactamases o halo de inibicdo do disco de meropenem com
AFB deve possuir o diametro = 5 mm. Alguns desses isolados, que possuiam apenas
o gene blanowm, confirmados por PCR, também apresentaram um aumento do diametro
do halo =5 mm para meropenem com AFB, consistindo em resultados falsos positivos.
A menor especificidade do EDTA como inibidor ja foi descrita previamente por
Dalmolin e colaboradores, que relataram 48% de seus isolados produtores do gene
blakec deram valores de meropenem com EDTA superiores a 5mm, mas néo a falsa
positividade com AFB para produtores de KPC.

Ha relatos de outros estudos, que também realizaram a combinacdo de
meropenem com o0s inibidores AFB e EDTA, para identificacdo de possiveis
coprodutores de serino-betalactamases e metalo-betalactamases, porém esses
estudos verificaram a diferenca do diametro do halo de meropenem com AFB+EDTA
em comparagdo com o disco apenas de meropenem. A diferenca entre o halo de
meropenem com AFB+EDTA e o segundo maior halo de meropenem com inibidor,
proposto neste estudo, tem 100% de sensibilidade, mas 96,1% de especificidade;
portanto a confirmacéo por PCR ou teste imunocromatografico é essencial para a
identificacdo precisa das carbapenemases presentes.

O aztreonam até hoje continua sendo o Unico antimicrobiano lactamico
monociclico disponivel para o tratamento clinico contra as meta-betalactamases. Uma
reviséo bibliografica publicada recentemente analisou estudos que verificavam perfis
de resisténcia e genes de resisténcias de K. pneumoniae na Asia. Nove estudos

referentes a resisténcia ao aztreonam nesses microrganismos demonstraram que a
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prevaléncia de resisténcia a esse antimicrobiano € de 59,9% a 83,4%. Nossos
resultados verificaram uma resisténcia também dentro desse intervalo, tanto na disco
difusdo quanto na CIM, onde foram observados que 60,5% dos isolados foram
resistentes, 33,3% foram sensiveis e 6,1% sensiveis com exposicdo aumentada
(BROGDEN; HEEL, 1986; EFFAH et al., 2020; ZHANG et al., 2020)

As metalo-betalactamases sdo capazes de hidrolisar todos os betalactamicos,
com excegdo do aztreonam, entretanto esse antimicrobiano ndo pode ser utilizado
como monoterapia, devido a coproducdo de enzimas principalmente do tipo ESBL. O
tratamento de infeccbes causadas por microrganismos produtores de metalo-
betalactamases, ainda ndo estd bem definido, mas a combinacdo CAZ-AVI com ATM
tem sido considerada uma opcéo terapéutica com grande potencial. Neste estudo,
quando avaliados somente os produtores de NDM verificamos que aproximadamente
metade (52,5%) eram resistentes ao aztreonam. Este achado apoia a estratégia
proposta para o uso combinado de um inibidor de serino-betalactamase como o
avibactam, caso seja utilizado o aztreonam para tratar as infecgcbes causadas por
metalo-betalactamases (FALCONE et al., 2021).

Antes de testarmos a combinacdo CAZ-AVI + ATM, realizamos o teste de disco-
difusdo com CAZ-AVI puro e com acido dipicolinico, todos nossos isolados foram
resistentes a CAZ-AVI, porém notamos uma potencializacéo do antimicrobiano com o
uso do inibidor de metalo-betalactamase, assim como diversos estudos relataram
essa acao do DPA e de seus derivados em metalo-belactamases quando adicionado
a diferentes betalactamicos ao testar Klebsiella e Pseudomonas. (CHEN et al., 2019;
CHEN et al., 2017; GISKE et al., 2011; KIMURA; ISHII; YAMAGUCHI, 2005)

Testamos incialmente em nossos isolados 0 ensaio de sinergismo por disco-
aproximacdo de ATM com CAZ-AVI; entretanto as interpretacfes deste teste &
subjetiva, pois ndo é possivel avaliar numericamente, e quando ha sensibilidade ao
aztreonam o sinergismo nao é revelado.

A CIMgo para CAZ-AVI observada neste estudo (0,125 mg/L) € 0 mesmo
observado por Esposito et al (2021) ao estudar isolados de K. pneumoniae da Asia,
Oriente Médio, Asia-Pacifico, e uma diluicdo menor que a observada para a Europa e
América Latina. Quando os didmetros do halo de inibicdo, obtidos para o teste de
disco combinado de pré-difusdo com ATM e CAZ-AVI, foram comparados com a CIMs
ATM-AVI, foi observado que um didametro 223mm apresentava excelente correlagao
com CIMs de ATM-AVI £ 1 mg/L, o ECOFF calculado. O ponto de corte de
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sensibilidade para ATM definido pelo EUCAST e o ECOFF para ATM-AVI sdo 1mg/L;
consequentemente é possivel que ATM-AVI tenha o mesmo ponto de corte
atualmente utilizado para ATM. O método de pré-difusdo de disco combinado tem
duas limitagBes. Os pontos de corte foram definidos utilizando-se um unico lote de
agar Mueller-Hinton e discos uma unica da marca. Além disso, isolados ATM-AVI
produtores de NDM com CIMs maiores 1mg/L ndo estavam disponiveis para teste;
consequentemente, ndo € possivel interpretar didmetros de zona de inibicdo menores
que 23mm.

Por outro lado, o teste padronizado neste estudo permite inferir a sensibilidade
ao ATM-AVI e atende as necessidades dos laboratorios clinicos para 0 momento
atual, pois ndo ha discos nem fitas de ATM-AVI comercialmente disponiveis
atualmente. Além disso € um teste de baixo custo e pode ser implementado em
qualquer laboratério clinico no mundo. Comprar avibactam e manter solucbes
congeladas a -70°C nao é viavel para a maioria absoluta dos laboratorios clinicos em
todo o mundo.

Recentemente foi publicado um estudo realizado em um hospital publico de
Aracaju, onde 50,3% das amostras foram positivas para NDM, assim como Silva et al
(2019), que também relatou um numero elevado de isolados produtores de NDM em
nove estados diferentes do Brasil, demonstrando assim uma elevada capacidade de
disseminacgéo do gene blanom pelo pais (VIVAS et al., 2020)

A coexpressdo de carbapenemases ja foi relatada em outras espécies
bacterianas, como Enterobacter hormaechei, mas também h& estudos que relataram
em Klebsiella pneumoniae, tanto no Brasil como em outros paises. No Brasil e no
Paquistado observou-se a coproducéo de NDM-1 e KPC-2, na Coreia do Sul NDM-1 e
OXA-181 e na China NDM-1 e IMP-4. Essa coexpresséo de genes de resisténcia é
preocupante, pois confere a bactéria a capacidade de sobrevivéncia frente a
exposicdo a todos os betalactamicos atualmente em uso clinico no Brasil. No caso de
coproducdo, uma das alternativas € o uso combinado de CAZ-AVI e ATM
(BENCHETRIT et al., 2020).

A frequéncia de coproducdo de NDM e KPC no complexo K. pneumoniae
observada nesse trabalho foi de 12,4%. Nao ha muitos estudos que tenham avaliado
essa frequéncia; entretanto, ha muitos relatos de coproducéo de carbapenemases em
todo mundo, inclusive relatos de K. pneumoniae abrigando até genes de quatro

carbapenemases diferentes. Em 2019, um estudo avaliou 117 cepas de K.



59

pneumoniae onde 24 dessas cepas apresentaram a coproducdo de blanom e blakrc
(FLORES et al., 2020; LIU et al., 2019)

O achado de coproducdo em uma parcela significativa dos isolados reforca a
importancia da detec¢do adequada dos tipos de carbapenemases. Os ensaios
fenotipicos que utilizam apenas bloqueadores de metalo-betalactamases né&o
permitem o diagndstico preciso da coproducdo de KPC e NDM (MAGALHAES, 2018;
PEREIRA et al., 2015; QUILES et al., 2015).

Os perfis eletroforéticos obtidos por PFGE foram comparados, considerando-
se parte do mesmo grupo clonal os isolados com indice de similaridade de Dice igual
ou superior a 80%.

N&o h& grandes estudos que avaliam a diversidade clonal em cepas produtoras
de NDM. Os estudos presentes até hoje fornecem evidéncias para a propagacéo de
genes por plasmideos com diferentes grupos de incompatibilidade em diferentes
grupos clonais, espécies e géneros. Esses autores concluiram que hd uma grande
diversidade clonal entre cepas produtoras de NDM e disseminacdo de NDM esta
associada a diversos STs (JAIN et al., 2014; WU et al., 2019)

Contrastando com as descric6es mais frequentes na literatura em outros locais
do mundo para produtores de NDM, exceto Grécia e China, neste estudo observamos
a predominancia de grandes grupos clonais, com presenca de isolados do mesmo
clone em cidades Brasileiras de diferentes regibes geogréficas. Digno de nota, 0s
grupos clonais observados no periodo de uso de CAZ-AVI possuiam um ndamero
menor de isolados cada, que pode ser compativel com maior disseminacdo de
plasmideos, como ja descrito na literatura.

No Brasil, recentemente um estudo foi realizado em K. pneumoniae produtoras
de NDM, KPC e coprodutoras de NDM e KPC. O IncFIB e o IncQ foram os plasmideos
mais frequentes, seguidos por IncA / C, IncHI1B e IncL / M, indicando que existia
variabilidade plasmidial nesses isolados e indica a habilidade dessa espécie de
adquirir genes de resisténcia e dissemina-los por meio de plasmideos conjugativos e
mobilizaveis (OLIVEIRA, E. M. et al., 2020).
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6 CONCLUSOES

e A espécie predominante na amostragem foi K. pneumoniae.

e Adisseminagéo clonal, observada neste estudo, contrasta com a diversidade
clonal descrita em outros locais do mundo para produtores de NDM.

e Considerando os pontos de corte atuais para ATM, € provavel que haja
resposta clinica adequada no uso de ATM-AVI no tratamento de infec¢des
causadas por isolados produtores de NDM e coprodutores de KPC e NDM.

e Utilizando-se o valor de corte de 5 mm para a diferenca entre halos de
inibicdo, de MEM com AFB e EDTA e o segundo maior halo com inibidor, a
sensibilidade foi de 100% e a especificidade foi de 97,0%.

e O método de pré-difusdo com CAZ-AVI e ATM é um método simples e o
didmetro = 23 mm tem excelente correlagdo com a CIM para ATM-AVI < 1/4

mg/L.
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ANEXO 1
Correlacao pré-difusdo disco combinado e Concentracao inibitéria minima
ID Espécies blanom blaxec ATM ATM-AVI Pré- ATM CAZ-AVI
(mg/L) (mg/L) difusdo (mm) (mm)
combinada
(mm)
3827 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 28,44 10 7
4648 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,03 33,69 35 7
4732 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,25 23,97 6 9
4773 K. pneumoniae Pos Neg 0,03 0,03 35,2 39 6
4779 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 25,48 6 7
5116 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 25,9 6
5119 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,06 29,55 6
5120 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 28,31 7 6
5170 K. pneumoniae Pos Neg 0,06 0,06 31,62 33 6
5256 K. pneumoniae Pos Neg 264 0,06 30,99 14 7
5377 K. pneumoniae Pos Neg 0,06 0,03 35,22 40 6
5999 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,125 28,99 28 6
6113 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 31,48 15 6
6265 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,06 26,78 6
6292 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 27,15 6 6
6344 K. pneumoniae Pos Neg 0,25 0,125 29,6 30 6
6438 K. pneumoniae Pos Neg 264 0,06 28,71 7 6
6442 K. pneumoniae Pos Neg 0,5 0,25 31,07 33 6
6447 K. pneumoniae Pos Neg 0,25 0,25 29,4 31 6
6448 K. pneumoniae Pos Neg 0,25 0,125 30,69 34 6
6523 K. pneumoniae Pos Neg 264 0,125 29,14 10 6
6535 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,125 29,9 32 6
6549 K. pneumoniae Pos Neg 0,5 0,125 29,91 30 6
6659 K. pneumoniae Pos Neg 0,25 0,06 30,1 31 6
6710 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,06 26,41 6 6
6712 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 26,07 6
6733 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,06 30,47 13 6
6735 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,03 29,76 32 6
6770 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,25 24,62 8
6773 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 25,37 6
6804 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,125 28,68 31 6
6812 K. pneumoniae Pos Neg 0,25 0,125 29,43 31 6
6860 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,125 29,21 34 6
6973 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,125 30,82 31 6
7018 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,5 26,62 7
7048 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 28,77 7 6
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ID Espécies blanom blaxec ATM ATM-AVI Pré- ATM CAZ-AVI
(mg/L) (mg/L) difusdo (mm) (mm)
combinada
(mm)
7052 K. pneumoniae Pos Neg 0,06 0,06 31,94 33 6
7084 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,25 24,76 7 9
7281 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,25 28,03 8 9
7303 K. pneumoniae Pos Neg 264 0,125 27,12 10 9
7434 K. pneumoniae Pos Neg 0,06 0,03 35,81 36 6
7485 K. pneumoniae Pos Neg 264 0,125 31,56 14 6
7501 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 29,09 6 6
7543 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 28,57 7 6
7643 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,25 26,32 8
7672 K. pneumoniae Pos Neg 1 0,5 25,71 32 6
7694 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,25 26,92 6 6
7699 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,5 24,65 6 8
7739 K. pneumoniae Pos Neg 4 0,06 30,24 24 7
7796 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 27,94 6 6
7803 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,125 28,28 10 8
7805 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,5 27,21 6 10
7909 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 30,43 6 9
7911 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,25 27,82 6 7
7917 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,25 27,27 6 7
7918 K. pneumoniae Pos Pos >64 1 23,92 6 6
7945 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,06 30,86 15 6
8011 K. pneumoniae Pos Neg 8 0,03 28,44 20 6
8057 K. pneumoniae Pos Neg 0,03 0,03 32,68 30 6
8059 K. pneumoniae Pos Neg 0,03 0,03 31,23 31 6
8061 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,125 30,36 30 6
8126 K. pneumoniae Pos Neg 2 0,125 31,85 25 6
8154 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,5 22,95 6 7
8157 K. pneumoniae Pos Neg 0,03 0,03 33,59 34 6
8159 K. pneumoniae Pos Neg 2 0,06 32,18 24 6
8160 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 28,94 9 6
8167 K. pneumoniae Pos Neg 0,06 0,03 31,67 30 6
8170 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,06 29,01 30 6
8200 K. pneumoniae Pos Neg 8 0,06 28,91 14 6
8205 K. pneumoniae Pos Neg 0,25 0,125 28,61 30 6
8211 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 26,16 7 6
8221 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 26,66 7 8
8226 K. pneumoniae Pos Neg 4 0,03 28,41 22 6
8227 K. pneumoniae Pos Neg 0,06 0,06 32,14 33 6
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ID Espécies blanom blaxec ATM ATM-AVI Pré- ATM CAZ-AVI
(mg/L) (mg/L) difusdo (mm) (mm)
combinada
(mm)
8258 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,06 29,98 28 8
8263 K. pneumoniae Pos Neg 0,06 0,03 33,63 30 8
8388 K. pneumoniae Pos Neg 2 0,06 30,4 24 7
8393 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,125 28,93 7 7
8461 K. pneumoniae Pos Neg 0,25 0,125 28,38 28 7
8480 K. pneumoniae Pos Neg 2 0,03 34,61 35 7
8611 K. pneumoniae Pos Neg 264 0,125 26,54 6 7
8630 K. pneumoniae Pos Neg 0,125 0,03 33,44 33 9
8644 K. pneumoniae Pos Pos 264 0,25 25,36 6 7
8811 K. pneumoniae Pos Neg >64 0,06 28,43 8 8
9949 K. pneumoniae Pos Pos >64 0,5 24,77 6 7
4604 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,125 28,73 12 7
5174 K. quasipneumoniae Pos Neg 0,125 0,06 28,54 30 7
5332 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,25 29,27 9 6
6972 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,125 29,74 11 7
7085 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,125 29,04 11 6
7502 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,125 27,71 13 6
7671 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,06 31,04 13 6
7693 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,06 27,81 13 7
7697 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,06 30,65 13 6
7701 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,06 29,77 9 6
7702 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,06 29,31 10 6
7801 K. quasipneumoniae Pos Neg >64 0,125 29,23 11 6
7804 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,125 28,58 11 7
7876 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,125 28,84 12 6
7944 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,125 28,52 12 6
8004 K. quasipneumoniae Pos Neg >64 0,125 29,51 10 6
8005 K. quasipneumoniae Pos Neg 0,06 0,06 30,01 30 6
8168 K. quasipneumoniae Pos Neg >64 0,125 27,97 10 7
8440 K. quasipneumoniae Pos Neg 264 0,125 28,14 15 8
5238 K. variicola Pos Neg 1 0,03 29,48 23 6
5336 K. variicola Pos Neg 4 0,125 29,99 25 6
6615 K. variicola Pos Neg 0,06 0,03 30,89 33 6
7049 K. variicola Pos Neg >64 0,25 26,36 6 6
7050 K. variicola Pos Neg 0,06 0,03 36,77 34 6
7083 K. variicola Pos Neg >64 0,06 32,4 14 6
7500 K. variicola Pos Neg 0,125 0,03 34,29 35 6
8078 K. variicola Pos Pos >64 0,25 26,58 7 6
8124 K. variicola Pos Pos >64 0,5 24,61 8 7

Fonte: Autoria propria



