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RESUMO

NOGUEIRA, Barbara Araujo. Klebsiella pneumoniae multirresistentes: endemicidade,
disseminacéo, potencial de viruléncia e diversidade molecular de cepas de origem ambiental e
de unidade hospitalar da regido metropolitana do Rio de Janeiro. 2021. 108f. Tese (Doutorado
em Microbiologia) —Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Klebsiella pneumoniae tem sido descrita com um dos principais patogenos relacionados
com infecgBes hospitalares e comunitérias devido a crescente mortalidade. A presenca de genes
de resisténcia associados a mecanismos de viruléncia, incluindo a capacidade de formacéao de
biofilme, dificultam o tratamento de infec¢bes. O objetivo do presente estudo foi analisar o
perfil de resisténcia a agentes antimicrobianos, tipificacdo molecular e 0s mecanismos de
viruléncia de amostras de K. pneumoniae isoladas de infecgdes nosocomiais e de aguas
fluviais. As cepas hospitalares foram obtidas através do LABAC enquanto as cepas de
ambientes fluviais foram coletadas em quatro pontos distintos dos rios Joana e Maracana.
Os perfis de multirresistencia foram determinados por técnica de disco-difusdo e submetidas
a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para detec¢do de genes que codificam
resisténcia: beta-lactamase de espectro estendido (blatem, blasnv, blactx-m e blatono);
enzimas modificadoras de aminoglicosideos [aacc2, aacc3 e aacc(6)-1b-cr]; genes
plasmidiais mediando resisténcia a fluorquinolonas (gnrA, gnrB, gnrD, gnrS e qgepA);
carbapenemases (blakpc, blaive, blavime blaoxa) e viruléncia: K1, K2, fimH, mrkD e KfuBc.
Adicionalmente, cepas MDR de K. pneumoniae foram submetidas a ensaios de formacao de
biofilme em superficeis abidticas diversas, ensaios de mortalidade utilizando o nematédeo
Caenohabiditis elegans como modelo expermental, pesquisa da capacidade de aderéncia,
viabilidade intracelular e persisténcia utilizando célula endotelial humana CACO-2, além
da tipificacdo molecular por técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). No
total, 45 cepas MDR de K. pneumoniae foram analisadas no presente estudo. Foram observadas
a presenca de genes de resisténcia em todas as cepas analisadas, exceto trés cepas ambientais.
Nenhuma das cepas hospitalares apresentou gene de resisténcia para carbapenemase e 11 cepas
ambientais apresentaram genes de resisténcia de diferentes classes de agentes antimicrobianos
concomitantemente. A analise do perfil de viruléncia demonstrou que todas as cepas MDR de
K. pneumoniae isoladas no ambiente hospitalar e 21 cepas do ambiente fluvial apresentaram o
gene fimH. Todas as cepas estudadas apresentaram capacidade de formacao de biofilme em
diferentes niveis e intensidades. Analises realizadas através do PFGE demonstrou a presenca
de nove perfils clonais distintos, onde, um dos perfis albergou cepas do ambiente hospitalar e
fluvial. A interacdo bacteriana demonstrou uma heterogeneidade, entretanto nenhuma das cepas
foi capaz de matar os nematodeos Caenorhabditis elegans apds os cinco dias de infecgdo. Todas
as cepas analizadas foram capazes de aderir a superficie da célula CACO-2 em diferentes niveis,
independente da concentragédo bacteriana e do tempo de incubacgédo. Os resultados dos ensaios
de viabilidade e persisténcia intracelular varios de acordo com o tempo de execucao e as
concentragOes bacterianas utilizadas. Foi possivel concluir que cepas de K. pneumoniae sdo
heterogéneas e apresentam alta capacidade de adaptacdo. Além disso, quando associadas a
diferentes mecanismos de resisténcia e viruléncia, apresentam dificuldade no tratamento de
infeccdes, se tornando cada vez mais necessario a busca de novas op¢oes terapéuticas.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae. Multirresisténcia. Viruléncia. PFGE. Ambiente

fluvial.



ABSTRACT

NOGUEIRA, Barbara Araujo. Multidrug resistant Klebsiella pneumoniae: endemicity,
dissemination, virulence potential and molecular diversity of strains isolated from
environment and hospital located at Rio de Janeiro metropolitan area. 2021. 108f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Klebsiella pneumoniae has been described as one of the main pathogens related to
hospital and community acquired infections due to the increasing mortality. The presence of
resistance genes associated with virulence mechanisms, including the ability of biofilm
formation, delay the infections treatment. The aim of this present study was to analyze the
resistance profile to antimicrobial agents, molecular typing and virulence mechanisms of K.
pneumoniae strains isolated from nosocomial infections and river waters. Hospital strains were
obtained through LABAC while river isolates strains were collected from four sites of Joana
and Maracana rivers. Multidrug resistance profiles were determined using the disk-diffusion
method and polymerase chain reaction (PCR) assays for detection of genes that encode
resistance: extended-spectrum beta-lactamase (blarem, blasny, blactx-m € blarono);
aminoglycoside-modifying enzymes [aacc2, aacc3 e aacc(6)-1b-cr]; plasmid mediated
quinolones resistance (qnrA, gnrB, gnrD, gnrS e gepA); carbapenemases (blakpc, blaimp,
blavive blaoxa) and virulence: K1, K2, fimH, mrkD and KfuBc. Additionally, K. pneumoniae
MDR strains were subjected to biofilm formation assays on abiotic surfaces, mortality assays
using nematode Caenohabiditis elegans as experimental model, investigation of adherence
capacity, intracellular viability and persistence using human endothelial CACO-2 cell, in
addition to molecular typing by pulsed field gel electrophoresis (PFGE). A total of 45 K.
pneumoniae MDR strains were analyzed. Resistance genes were observed in all strains, but
three environmental isolates. Hospital strains did not presented resistance gene for
carbapenemase while 11 environmental strains harbored at least one resistance genes for
different antimicrobial agents classes. Virulence profile demonstrated that all K. pneumoniae
MDR strains isolated from nosocomial environment and 21 strains from river environment
presented fimH gene. All strains showed biofilm formation capacity at different levels and
intensities. PFGE analyzis demonstrated nine different clones, including one pulsotype
harbored strains from nosocomial and river environment. Bacterial interaction demonstrated
heterogeneity despite none of them ware able to kill Caenorhabditis elegans nematodes after
five days infection. All strains were able to adhere on CACO-2 cell at different levels,
regardless bacterial concentration and incubation time. The results of the intracellular viability
and persistence tests diverge according to execution time and bacterial concentrations. In
conclusion, K. pneumoniae strains are heterogeneous and have a high capacity for adaptation.
In addition, when associated with different resistance and virulence mechanisms, they are
difficulty to treat infections, being necessary to search for new therapeutic options.

Keywords: Klebsiella pneumoniae. Multi-drug resistance. Virulence. PFGE. River waters.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, bactérias Gram-negativas tém adquirido um papel importante nas
infeccbes hospitalares, sendo consideradas como um dos principais agentes etiolégicos e um
problema de Salde Publica mundial devido a sua prevaléncia e altos indices de resisténcia
associados a mortalidade. Elas encontram-se comumente associadas aos quatro tipos mais
comuns de infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS): pneumonia, infeccdes de sitio
cirdrgico, no trato urinario e na corrente sanguinea. Dentre os principais microrganismos Gram-
negativos causadores de infecgdes, estd a familia Enterobacteriaceae (ANVISA, 2015; Cabral
etal., 2017).

Membros desta familia sdo morfotintorialmente classificados como bastonetes Gram-
negativos. Sdo anaerdbios facultativos e, quando capazes de se locomover, fazem-no por meio
de flagelos. Sdo microrganismos com necessidades nutricionais simples; fermentam glicose e
produzem acido a partir dessa reacdo. Diferentemente de outras bactérias Gram-negativas, as
Enterobacteriaceae sdo catalase-positivas e oxidase-negativas. A maioria das enterobactérias é
movel e apresentam flagelos peritriquios, exceto os géneros Klebsiella, Shigella e Yersinia
(Tortora, Funke, Case, 2008).

Apesar de serem encontradas na microbiota do trato gastrointestinal, quando
encontradas em amostras bioldgicas, a familia das Enterobactérias pode estar relacionada as
IRAS, princiaplmente infeccdes intestinais. Além disso, espécies pertencentes a essa familia
sdo consideradas ubiquitarias, podendo ser encontradas em quase todos 0s ambientes naturais,
incluindo &gua, solo e plantas. A familia Enterobacteriaceae engloba espécies intimamente
relacionadas, pertencentes a diferentes clados: Escherichia Klebsiella, Enterobacter,
Kosakonia, Cronobacter e Cedecea (Rossi, 2011; Gales et al., 2012; Alnajar, Gupta, 2017;
Flokas et al., 2017).

A maioria das espeécies relacionadas as IRAS séo coletivamente denominadas como
ESKAPE (Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli). Infecgdes relacionadas com esses
microorganismos sdo potencialmente fatais principalmente pelo perfil de multirresisténcia que
essas cepas apresentam. Inclusive, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) desenvolveu uma
lista de prioridade global de organismos, incluindo os grupo ESKAPE, que necessitam de
pesquisas, descobertas e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (Rosa-Zamboni et

al., 2018). O acronimo ESKAPE reflete a capacidade desses patdgenos de "escapar” da acdo de
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agentes antimicrobianos e da a¢do das terapias convencionais, sendo associados a um alto risco
de mortalidade e aumento dos custos econdmicos na &rea de salde. Focar a aten¢do nesses
microorganismos patogénicos é importante, uma vez que alguns estudos demonstraram que
pacientes com cepas do grupo ESKAPE apresentando perfil de MDR séo mais propensos a
receber terapia antibiotica inadequada, resultando em taxas de mortalidade e oportunidades de
disseminacéo para outros pacientes mais elevadas (Karlowsky et al., 2017; Ma et al., 2019).

Um dos principais géneros relacionados com infeccbes em humanos e de dificil
tratamento em decorréncia da expressao de potentes mecanismos de resisténcia e viruléncia é
0 género Klebsiella. Esse género inclui microorganismos capazes de formar cépsula mucoide
polissacaridica, que tem como funcgdo a protecdo contra acdo de bactericidas, habilidade de
formacéo de biofilme como fatores de viruléncia que contribuem para a aderéncia bacteriana
em superficies bidticas e abidticas favorecendo os processos infecciosos (Oliveira et al., 2011;
Choby, Howard-Anderson, Weiss, 2020).

Klebsiella spp. sdo ubiquitarias, podendo ser encontradas na natureza, incluindo agua,
solo e animais, além de colonizar dispositivos médicos e o ambiente de satde. As espécies de
Klebsiella sdo consideradas patdgenos oportunistas uma vez que colonizam superficies
mucosas sem causar danos aos individuos sadios. Entretanto, Klebsiella spp. podem disseminar
para outros tecidos a partir de superficies mucosas, principalmente de pacientes
imunocomprometidos e causar infec¢des, incluindo pneumonia, infecgdes no trato urinario, na
corrente sanguinea e sepse (Oliveira et al., 2011; Paczosa, Mecsas 2016; Juan et al., 2019).

Dentre as principais espécies do género, detaca-se a Klebsiella pneumoniae,
caracterizada como aerdbia facultativa, em forma de bacilo ndo esporulado e imdvel,
produzindo col6nias grandes e mucoéides (Choby, Howard-Anderson, Weiss, 2020). Cepas de
K. pneumoniae sdo responsaveis por um numero significativo de infec¢es adquiridas na
comunidade e no ambiente hospitalar, podendo colonizar a pele, faringe, bexiga e trato
gastrointestinal. E uma das principais causas de pneumonia associada & ventilagdo mecanica,
bacteremia, sepse, infec¢bes no trato urinario, de tecidos moles e doenga pulmonar crénica
resultando no aumento da morbidade e mortalidade dentro de fora dos hospitais devido,
principalmente, a sua capacidade de infeccdo e dificuldade no tratamento (Pawar et al., 2003;
Pitout et al., 2005; Souza Lopes et al., 2005; Wang et al., 2013; Chung The et al., 2015; Paczosa,
Mecsas, 2016; Ma et al., 2019).

K. pneumoniae vem ganhando atencdo tanto devido ao aumento do nimero de infec¢Ges
guanto ao aumento do numero de cepas resistentes aos antibioticos. De acordo com o U.S.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2018), a Organizacdo Mundial da Saude
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(OMS, 2016) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013), K.pneumoniae é
classificada como um patogeno de tratamento urgente devido ao aumento constante no nimero
de infeccGes invasivas ao longo dos ultimos anos, resultando em altas taxas de morbidade e
mortalidade. Além disso, apresenta relevancia crescente na condicdo de patdgeno oportunista,
causando infec¢Ges em pacientes imunocomprometidos e/ou em pacientes que possuam uma
doenca de base, normalmente relacionada ao trato gastrointestinal (Haryani et al., 2007;
Trabulsi, Alterthum., 2008; Woldu, 2016; Krapp, 2017). Mais de um terco dos isolados de K.
pneumoniae apresentam o fendtipo de resisténcia a pelo menos um grupo dos principais agentes
antimicrobianos utilizados como primeira escolha para tratamento de infeccdes:
fluoroguinolonas, cefalosporinas de terceira geragdo e aminoglicosideos (Bengoechea, Pessoa,
2019). Além disso, K. pneumoniae é considerada um reservatorio conhecido de genes
resistentes a antibidticos, que podem se espalhar para outras bactérias Gram-negativas,
resultando em poucas opgdes terapéuticas, principalmente quando apresentam resisténcia
adicional aos carbapenémicos (MC Lam et al., 2018; Bengoechea, Pessoa, 2019).

De acordo com o Antimicrobial Surveillance Program, entre os anos de 2005 a 2015,
cepas de K. pneumoniae demonstraram um aumento nas taxas de resisténcia. Os perfis de
resisténcia variaram consideravelmente entre os paises, onde o leste e 0 sudoeste Europeu, bem
como os paises mediterraneos, foram observados como endémicos para K. pneumoniae MDR
apresentando perfil de resisténcia acima de 50% principalmente para cefalosporinas de terceira
geracdo, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Enquanto em 2005, quase todas as regides do
mundo ndo apresentavam cepas de K. pneumoniae com perfil de resisténcia a carbapenémicos,
em 2015, diversos paises, incluindo Roménia, Italia e Grécia, atingiram taxas de 60% de cepas
resistentes aos carbapenémicos (Navon-Venezia, Kondratyeva, Carattoli, 2017).

Interessantemente, K. pneumoniae apresenta-se entre 0s cinco patdégenos mais
frequentemente isolados na América Latina, sendo o segundo principal agente etiologico de
infeccbes relacionadas ao trato urinario, o terceiro responsavel por infeccbes na corrente
sanguinea e o quarto principal patogeno causador de pneumonias, além de estar também
relacionada com infecc¢des de pele. No Brasil, estudos anteriores reportaram K. pneumoniae
como o terceiro agente causador de IRAS, relacionada com 12,1%-16,9% das infeccGes em
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) (Gales et al., 2012; Jones et al., 2013; Sivert et al.,
2013).

No ambiente hospitalar, o nimero de infec¢des por K. pneumoniae pode aumentar de
acordo com o tempo de internacdo do paciente associado ao maior uso de antibidticos,

contribuindo para o aumento de cepas multirresistentes. Dentre outros fatores, a transmissao do
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microrganismo de paciente para paciente é facilitada pelas méos dos profissionais da satde, que
podem atuar como carreadores transitorios. K. pneumoniae é uma importante causa de IRAS,
sendo responsavel por aproximadamente 8% das infeccdes hospitalares (Wilksch et al., 2011;
Navon-Venezia, Kondratyeva, Carattoli, 2017).

K. pneumoniae pode ser encontrada em diversos locais da natureza, incluindo
vegetacdo, solo, aguas superficiais, bem como a colonizacdo de superficies mucosas em
humanos e outros animais (Stahlhut et al., 2012; Barati et al., 2016). Embora ndo haja amplo
estudo sobre a importancia clinica dessa espécie encontrada no ambiente, em particular, aguas
superficiais e costeiras, estudos demostram uma crescente preocupagdo com a disseminacgéo de
cepas MDR de K. pneumoniae em ambientes aquaticos, resultando em um efeito direto ou
indireto na saide humana. Estudos demonstraram a presenca de cepas MDR de K. pneumoniae
oriundas de esgoto, dguas residuais de hospitais e agua de rio em paises industrializados e em
desenvolvimento (Kang et al., 2006; Woodford et al., 2014; Khan et al., 2018).

Ambientes aquaticos localizados em regiGes metropolitanas vém sendo afetados
diretamente pelo despejo de poluentes organicos, incluindo esgoto e/ou efluente doméstico e
hospitalar. O despejo de efluente hospitalar é caracterizado pela presenca de cepas bacterianas
expressando resisténcia a diversos agentes antimicrobianos, além de apresentar niveis
significativos de agentes antimicrobianos e biocidas ativos dispersos no meio ambiente.
Ambientes que recebem &gua contaminada oriundas de ambiente hospitalar sdo considerados
fontes primarias de bactérias resistentes a agentes antimicrobianos, agindo como local ideal
para evolucdo e disseminacdo de patdgenos, incluindo K. pneumoniae (Verlicchi, 2012; Jin et
al., 2018).

Uma vez que o esgoto proveniente do hospital € amplamente diluido nas estacfes de
tratamento, a presenca de bactérias resistentes no ambiente aquatico é preocupante, pois sugere
que as aguas residuais domésticas podem conter uma grande quantidade de agentes
antimicrobianos de amplo espectro e sanitizantes, resultando na evolugdo da resisténcia a
agentes antimicrobiana na comunidade (Picdo et al., 2013).

Ambientes aquaticos apresentando cepas MDR de K. pneumoniae sdo considerados
potenciais reservatorios de genes devido a capacidade de aquisicao e troca de material genético,
que podem conferir resisténcia a diversos grupos de agentes antimicrobianos, além de albergar
genes de viruléncia (Lupo et al., 2012; Lubbert et al., 2017; Hladicz et al., 2017). A detecgdo
de cepas MDR com elevado potencial patogénico em rios urbanos € uma importante evidéncia
epidemioldgica que demonstra o alto grau de disseminacdo de bactérias resistentes no meio

ambiente (Oliveira et al., 2013). Apesar de sua natureza especifica, diversos estudos relatam
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que K. pneumoniae de origem ambiental é considerada altamente similar a amostras clinicas no
que diz respeito a caracteristicas fenotipicas; entretanto, apesar de similaridades genéticas,
existem diferencas relacionadas aos fatores de viruléncia e capacidade de infeccdo quando
comparadas com cepas de origem hospitalar (Podschun et al., 2001; Struve, Krogfelt, 2004;
Davis et al., 2015; Runcharoen et al., 2017).

Dentro do ambiente hospitalar, ¢ comum a utilizagdo de agentes antimicrobianos de
amplo espectro com o intuito de combater infecgdes. Antimicrobianos sdo substancias quimicas
produzidas por microrganismos ou de forma sintética capazes de inibir o crescimento ou matar
cepas bacterianas e, por vezes, outros microrganismos. Baseando-se em sua estrutura quimica,
0s agentes antimicrobianos podem ser divididos em varias classes, tais como beta-lactamicos,
glicopeptideos, aminoglicosideos, macrolideos, lincosamideos, tetraciclinas, fenicol,
fluoroquinolonas, sulfonamidas, polimixinas, entre outras. Dentre as classes dos agentes
antimicrobianos, os beta-lactamicos, com destaque para os carbapenémicos no ambiente
hospitalar, aminoglicosideos e fluoroquinolonas séo as mais utilizadas para o tratamento de
bactérias Gram-negativas (Rossi, Andreazzi, 2005; Tavares, 2009; Durand, Raoult, Dubourg,
2019).

Os agente antimicrobianos vem sendo utilizados para o tratamento de uma ampla
variedade de infeccOes e sdo indispensaveis em tratamentos médicos como: terapia intensiva,
transplante de 6rgdos, quimioterapia, cuidados com bebés prematuros e procedimentos
cirurgicos. Apesar de tratamentos de infec¢des ndo poderem ser realizados de maneira eficiente
sem a disponibilidade de drogas antimicrobianas eficazes, a resisténcia aos agentes
antimicrobianos tornou-se um problema de saldde publica global, ja que os organismos
causadores de infecgdes estdo se tornando resistentes a inimeras classes de antimicrobianos,
resultando em doencas prolongadas e maior risco de morte (Hawkey, 2008; Marti, Variatza,
Balcéazar, 2014b; Breijyeh, Jubeh, Karaman, 2020). Os principais mecanismos de acdo dos
agentes antimicrobianos descritos até o presente momento sdo: efeito sobre a sintese da parede
celular, inibicdo da sintese protéica, efeito sobre estrutura e funcdo da membrana celular,
interferéncia na sintese do acido nucleico e atividade antimetabdlica ou competitividade
antagbnica (Tavares, 2009; Durand, Raoult, Dubourg, 2019).

Amostras de K. pneumoniae sdo comumente resistentes a multiplos agentes
antimicrobianos e geralmente apresentam genes de resisténcia que podem se disseminar para
outros patdgenos. A alta prevaléncia de K. pneumoniae em casos de infeccdes hospitalares,
associada a sua capacidade de aquisicdo de genes de resisténcia, tem levado essa espécie a

alcancar notoriedade como patogeno responsavel por diversos surtos de infec¢fes, uma vez que
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ela vem apresentando resisténcia aos principais antimicrobianos de primeira escolha para
tratamento: beta-lactdmicos, aminoglicosideos e fluorquinolonas. A presenca de amostras
resistentes a trés ou mais grupos de antimicrobianos caracteriza essas cepas como
multirresistentes (MDR), que tém sido responsaveis por diversos tipos de infec¢bes em
diferentes unidades hospitalares de varios paises (Kiffer et al., 2005; Hennequin, Robin, 2016).

Agentes antimicrobianos sdo amplamente utilizados ndo sé em humanos, mas também
na medicina veterinaria e na agricultura. Estudos revelam que a utilizacdo de agentes
antimicrobianos na comunidade representa mais de 85% do total do consumo, incluindo o setor
hospitalar. As principais fontes de contaminagdo aquatica ocorre através da eliminacdo de
medicamentos ndo utilizados ou expirados em sanitarios, bem como a excre¢do humana.
Devido as suas propriedades quimicas, 0s agentes antimicrobianos sdo removidos de forma
incompleta durante o processo de tratamento de esgoto afetando negativamente a biota aquética
e a populacdo microbiana. Outro problema relacionado a liberacdo de agente antimicrobianos
no ambiente aquético é o desenvolvimento de bactérias resistentes através da aquisicao de genes
que conferem resisténcia a diversos agentes antimicrobianos. Sendo assim, mesmo em
concentragdes subinibitdrias, as cepas de K. pneumoniae podem adquirir resisténcia através da
troca de material genético (Lupo et al., 2012; Munita, Arias, 2016; Giebultowicz et al., 2017;
Felis et al., 2019; Kumar et al., 2019).

K. pneumoniae com perfil MDR apresentam diversos riscos, principalmente quando
apresentam resisténcia aos agentes antimicrobianos de “Gltimo recurso”. Por ser considerado
um patdgeno oportunista, cepas MDR de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase muitas
vezes combinam resisténcia a beta-lactamases, fluoroquinolonas e aminoglicosideos, deixando
poucas opgdes de terapéutica. Atualmente, perfis de multirresisténcia associados com fatores
de viruléncia vem sendo observada em popula¢fes amplamente distintas de K. pneumoniae,
incluindo cepas encontradas no ambiente aquatico. Entretanto, o conhecimento dos
mecanismos de patogenicidade pelo quais K. pneumoniae é capaz de causar doencas de origens
diversas ainda permanecem pouco compreendidos, dificultando assim a compreensdo do
surgimento de cepas de alto risco (Munoz-Price et al., 2013; Blin et al., 2017).

Dentre os principais grupos de agentes antimicrobianos utilizados no tratamento de
infeccOes causadas por K. pneumoniae, 0s beta-lactdmicos vém sendo amplamente utilizados e
incluem penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, carbapenémicos e inibidores de beta-
lactamase. Até o inicio dos anos 1980, infec¢Ges por K. pneumoniae eram tratadas com
cefalosporinas de terceira geragdo. Contudo, em 1983, foram descritas cepas bacterianas

capazes de hidrolisar cefalosporinas e com resisténcia a penicilinas e aztreonam. Cepas
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apresentando as enzimas beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), principalmente das
variantes dos genes SHV e TEM, vém causando surtos infecciosos no mundo todo. Até o
presente momento, ja foram descritos mais de 160 tipos de TEM e 180 tipos de SHV (Knothe
et al., 1983; Canton, Coque, 2006; Calbo, Garau, 2015; Hennequin, Robin, 2016).
Interessantemente, no inicio da década de 1990, foi descrita uma nova familia de ESBL,
proveniente de cepas ambientais, denominada CTX-M. Desde a sua descrigdo, essas enzimas
expandiram-se entre a familia Enterobacteriaceae e sdo agora o tipo ESBL dominante, sendo a
CTX-M-15 a principal enzima observada em K. pneumoniae (Bauernfeind, Grimm,
Schweighart, 1990; Pitout, Laupland, 2008; Calbo, Garau, 2015).

Desde 2010, a propagacéo de cepas de K. pneumoniae produtoras de ESBL em todo o
mundo ndo demonstrou sinais de diminuicdo e diversos estudos sobre a disseminacédo de ESBLs
CTX-M na comunidade vem sendo relatado anualmente ndo s6 em pacientes ambulatoriais,
como também em individuos saudaveis em areas geogréficas distintas (Randrianirina et al.,
2009; Calbo et al., 2011; Chong, Shimonda, Shimono, 2018).

A presenca do gene CTX-M-15 vem sendo detectado no mundo todo tanto no ambiente
hospitalar quanto comunitario, incluindo ambientes aquaticos. Deste modo, surtos hospitalares
podem se originar de uma fonte comunitaria. A presenca desse gene vem sendo associada com
cepas MDR de K. pneumoniae potencialmente patogénicas e de dificil tratamento. Infeccbes
causadas por K. pneumoniae produtoras de ESBL estdo associadas a outros mecanismos de
resisténcia, que envolvem diversas classes de antimicrobianos como fluoroquinolonas,
cotrimoxazol e aminoglicosideos e resultam no aumento da morbidade, mortalidade e custos
associados a assisténcia a satde (Randrianirina et al., 2009; Calbo et al., 2011; Dolejska et al.,
2011; Hasse et al., 2020).

Atualmente, cepas de K. pneumoniae apresentam alta taxa de resisténcia para as
enzimas produtoras de ESBL e resisténcia aos beta-lactamicos mais comuns, como
cefalosporinas e monobactamicos. Como conseqiiéncia, 0 uso de carbapenémicos para 0
tratamento de infecgdes causadas por essas cepas se tornou cada vez mais frequente. Entretanto,
0 uso inadequado e prolongado dos carbapenémicos resultou na selecéo e propagacédo acelerada
e abrangente de cepas resistentes a esses antimicrobianos dificultando cada vez mais o
diagnostico e tratamento de infecgdes (Curido et al., 2010; Sousa, Ramalho, Camargo, 2020).
K. pneumoniae produtora de carbapenemase KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) foi
inicialmente descrita em 1996, nos Estados Unidos da América, desde entdo, 24 variantes foram
descritas tanto na Europa quanto na América Latina (Rojas et al., 2018). Amostras KPC sédo

responsaveis por infeccdes nosocomiais graves e estdo associadas a altas taxas de morbidade e
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mortalidade (Hirsch, Tam, 2010; Cuzon et al., 2010). A emergéncia e capacidade de
disseminacdo de cepas resistentes aos carbapenémicos sdo atribuidas a mobilidade de elementos
genéticos associados a presenca do gene blaKpC. Atualmente, amostras KPC sdo consideradas
um grave problema de Saude Publica, uma vez que restam poucas opcdes para o tratamento de
infeccbes causadas por essas bactérias. Estirpes produtoras de carbapenemase s&o
caracterizadas por resisténcia a todos os beta-lactdmicos, incluindo cefalosporinas, e também a
fluoroquinolonas e aminoglicosideos (Walsh, 2010; Henriques et al., 2012; Rojas et al., 2018).

A disseminacéo global de cepas produtoras de carbapenemase foi demonstrada em rios
em diferentes regides do mundo, incluindo no Brasil (Chagas et al., 2011; Zhang et al., 2012;
Araujo et al., 2016). O esgoto hospitalar, contendo residuos de agentes antimicrobianos, pode
estar associado a descarga de bactérias produtoras de KPC em rios urbanos, criando um cenario
perfeito para a troca de material genético entre patdgenos clinicos e amostras ambientais,
levando a evolucao e selecdo de novas espécies resistentes na comunidade (Mathers et al., 2018;
Lepuschitz et al., 2019).

Os aminoglicosideos estdo entre os antimicrobianos de amplo espectro mais utilizados
na préatica clinica para o tratamento de infeccdes, apesar da atividade nefrotoxica (Yan et al.,
2004; Shields et al., 2016). O mecanismo mais comum de resisténcia aos aminoglicosideos
surge da modificacdo enzimatica que torna os aminoglicosideos incapazes de se ligarem ao sitio
aminoacil do rRNA 16S com uma falha subsequente em inibir a sintese de proteinas, através da
presenca de enzimas modificadoras de aminoglicosideos — EMAs. As EMAs podem ser
divididas em trés familias: (i) aminoglicosideo N-acetiltransferases (AACs), (ii)
aminoglicosideo O-fosfotransferases (APHS) e (iii) aminoglicosideo O-nucleotidiltransferases
(ANTS), que resultam em resisténcia clinicamente relevante (EI-Badawy et al., 2017). Existem
diversas enzimas dentro dessas familias, que diferem em sua capacidade de modificar os
aminoglicosideos, como aac(2’), aac(3), aac(6’), ant(2”) e aph (3”), sendo codificados por genes
presentes em integrons ou transposons, transportados por plasmideos conjugativos (Galimand
etal., 2003; Tavares, 2009; Fernandez-Martinez et al., 2017). Alem disso, uma ou mais enzimas
podem estar presentes no mesmo organismo, sendo assim, esses elementos podem ter acelerado
a rdpida disseminacdo dos genes de EMAs (Fernandez-Martinez et al., 2017).

Os antimicrobianos da classe das quinolonas sdo amplamente utilizados tanto para
infeccdes associadas a comunidade quanto a hospitais. Devido ao seu uso continuo, cepas de
enterobactérias, incluindo K. pneumoniae, passaram a apresentar perfil de resisténcia contra
esses farmacos (Wang et al., 2004; Macdougall et al., 2005; Marti, Variatza, Balcazae, 2014).

As quinolonas entram nas células bacterianas de Gram-negativos através de porinas ou
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atravessando as membranas externa e citoplasmatica e inibem a acdo da DNA girase e
topoisomerase IV (Marti, Variatza, Balcazae, 2014b). Existem quatro mecanismos conhecidos
de resisténcia que atuam separadamente ou em conjunto, resultando em diferentes graus de
resisténcia, que vao desde a susceptibilidade reduzida, até resisténcias clinicamente relevantes:
(i) alteracdo do alvo por Qnr, (ii) modificacdo da droga pelo aminoglicosideo acetiltransferase
AAC (6") - Ib-cr, que pode reduzir a atividade da ciprofloxacina, e (iii) ativacdo da bomba de
efluxo por duas quinolonas bombas de efluxo, que sdo conhecidas como OgxAB e QepA
(Jacoby, Strahilevitz, Hooper, 2014). As proteinas Qnr protegem a DNA girase e a
topoisomerase 1V da atividade inibitoria das quinolonas e existem seis genes gnr diferentes:
gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, e o mais recentemente relatado, gnrVC. A inativagdo enzimatica
de quinolonas surge da aminoglicosideo acetiltransferase AAC (6 ')-lb-cr, devido a sua
capacidade de conferir resisténcia ndo s6 aos aminoglicosideos, mas também a ciprofloxacina
e norfloxacina, encontrando-se bem disseminada entre as enterobactérias. Esse gene vem sendo
associado a presenca de genes das familias QNR, CTX-M, SHV e KPC, contidos em um mesmo
cassete de genes em diferentes integrons (Kim, Aga, 2007; Sabtcheva et al., 2008; Chmelnisky
et al., 2009; Ramirez, Tolmasky, 2010; Jiang et al., 2011). Finalmente, consideramos PMQR
atribuido a bombas de efluxo de quinolona (QepA) que especificamente expulsam quinolonas
de células bacterianas. QepA pertence a familia dos principais facilitadores que diminui a
suscetibilidade as fluoroquinolonas hidrofilicas, especialmente ciprofloxacina e norfloxacina
(Jacoby, Strahilevitz, Hooper, 2014; El-Badawy et al., 2017).

Embora patdogenos resistentes a antimicrobianos sejam o foco principal nas
investigagdes de genes de resisténcia antimicrobiana, 0 ambiente aquatico tem se mostrado um
reservatorio para genes PMQR e, mais especificamente, tem sido sugerido que esses genes
tenham se originado de bactérias ambientais, como a Shewanella spp., que habita
principalmente ambientes aquaticos (Wang et al., 2004; Marti, Variatza, Balcazae, 2014).
Portanto, compreender a prevaléncia dos genes PMQR, sua correlagdo entre si e outros genes
de resisténcia antimicrobiana, bem como a sua distribuicdo em ambientes aquaticos, nos dara
uma boa ideia sobre o quadro completo da extensdo e prevaléncia de genes PMQR no ambiente
(Yanetal., 2017).

A facilidade de cepas de K. pneumoniae adquirir elementos genéticos moveis € um fator
chave para sua disseminagdo ndo sé no que diz respeito a possibilidade de se tornar resistente
aos diversos agentes antimicrobianos, mas também de evoluir para fen6tipos mais virulentos
em decorréncia da presenca de genes que podem favorecer a sobrevivéncia dos

microrganismos. No entanto, em K. pneumoniae, a relacdo entre resisténcia e viruléncia € uma
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questdo complexa, uma vez que ainda falta uma compreensdo sistematica de sua estrutura
populacional (Fasciana et al., 2019).

Na ultima década, cepas virulentas de K. pneumoniae foram reconhecidas pela primeira
vez em Taiwan e surgiram como a principal causa de abscessos hepaticos, meningite,
bacteremia e sepse, além de infeccGes metastaticas que alcangcam o cérebro, olhos, pulmdes e
outros 6rgaos em pacientes adultos saudaveis (Muller, et al., 2005; Yang, Lin, Wang, 2008;
Khaertynov et al., 2018). A disseminacdo de cepas virulentas de K. pneumoniae vem sendo
observada em diferentes regides do mundo. O elevado potencial de viruléncia dessas cepas esta
relacionado a capacidade de formacdo de biofilme, hipermucoviscosidade, aumento da
producdo de capsulas, presenca de fimbrias, capacidade de aderir, invadir e permanecer viavel
dentro da célula do hospedeiro, além do sistema de captacdo de ferro (Chung et al., 2015;
Khaertynov et al., 2018; Moghadas et al., 2019). Estudos anteriores documentaram a presenca
de fatores de viruléncia, como pili, resisténcia sérica e sider6foros, em estirpes de K.
pneumoniae originarias de ambiente aquéatico (Podschun et al., 2001; Barati et al., 2016).
Apesar de nos ultimos anos terem sido detectadas cepas de K. pneumoniae apresentando
combinacdo de resisténcia aos diferentes agentes antimicrobianos com perfis de viruléncia, as
propriedades de resisténcia e viruléncia e suas variagcdes genéticas e fenotipicas de cepas
transmitidas por via aquatica permanecem desconhecidas (Bialek-Davenet et al., 2014;
Paczosa, Mescas, 2016; Surgers et al., 2016).

Dentre os diversos fatores relacionados com a viruléncia em cepas de K. pneumoniae, a
presenca de capsula é um dos determinantes que tem sido considerado como o mais importante,
uma vez que pode auxiliar na formacdo de biofilme e inibir a fagocitose, além de agir como
uma barreira de protecdo contra a acao dos agentes antimicrobianos. Foram detectados mais de
77 tipos de antigenos capsulares em cepas de K. pneumoniae, dos quais os sorotipos K1 e K2
sdo bem conhecidos e frequentemente associados ao fendtipo de hipermucoviscosidade e
frequentemente detectados em casos graves de pneumonia e abscesso hepatico (Compain et al.,
2012; Paczosa, Mecsas, 2016; Moghadas et al., 2019).

Outro importante fator de viruléncia é a expressdo de adesinas fimbriais em K.
pneumoniae, que facilitam a aderéncia a células epiteliais, bem como a superficies abitticas
(Piperaki et al., 2017). A adesina fimbrial tipo 1 (codificada pelo gene fimH) desempenha um
papel significativo em infec¢bes do trato urinario, enquanto que adesinas fimbriais do tipo 3
(codificada pelo gene mrkD) séo capazes de mediar a interacdo de K. pneumoniae com diversas

células humanas, incluindo células endoteliais e do epitélio dos tratos urinario e respiratério,
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além de estarem diretamente relacionadas com a capacidade de produc¢éo de biofilme (Podschun
et al., 2000; Paczosa, Mecsas, 2016).

A capacidade de captacdo de ferro de K. pneumoniae € critica para seu crescimento e
replicacdo. Quatro moléculas de aquisicdo de ferro (sideroforos) foram descritas em K.
pneumoniae: enterobactina, ersiniabactina, salmoquelina e aerobactina. O gene kfuBC tem um
papel fundamental para a sobrevivéncia da bactéria pois contribui para o crescimento bacteriano
e para a regulacéo de fatores de viruléncia, principalmente na formacéo de biofilme (Koczura,
Kaznowski, 2003; Minandri et al., 2016). Dados recentes sugerem que cepas virulentas de K.
pneumoniae tem a capacidade de produzir maior quantidade de moléculas de aquisicao de ferro
biologicamente mais ativas do que quando comparadas com cepas apresentando menor grau de
viruléncia (Piperaki et al., 2017).

K. pneumoniae é capaz de formar biofilme, isto €, comunidades constituidas de formas
celulares sésseis viaveis e aderidas a uma superficie e entre si, estando embebidas em uma
matriz de substancias extracelulares poliméricas capazes de aderir umas as outras e/ou a uma
superficie (Di Luca et al., 2018; Rayet al., 2017). Dentro do ambiente hospitalar, biofilmes
formados por cepas de K. pneumoniae sdo geralmente encontrados em superficies de cateteres
e outros dispositivos implantados e também podem contribuir para a colonizagdo do trato
gastrointestinal, respiratério e urinario, além do desenvolvimento de infeccBes invasivas,
especialmente em pacientes imunocomprometidos (Sharma et al., 2011; Stahlhut et al., 2012).
As células de K. pneumoniae dentro dos biofilmes sdo parcialmente protegidas das defesas
imunoldgicas pois reduz a eficiéncia do complemento e da fagocitose, além disso, a capacidade
de formacdo de biofilmes esta relacionada com a resisténcia aos agentes antimicrobianos, uma
vez que dentro do biofilme, as cepas bacterianas diminuem seu metabolismo, resultando na
interrupcao do crescimento que, por sua vez, diminui a eficiéncia dos agentes antimicrobianos
gue visam células metabolicamente ativas e em divisao (Nirwati et al., 2019). Alguns dos genes
que codificam fatores de viruléncia detectados em K. pneumoniae também estdo envolvidos na
producéo de biofilme, como o gene cps (capsula), gene mrkD (fimbrias tipo 3) e os genes wbbM
e wzm (pertencentes as enzimas codificadoras de agrupamento wb que constitui o LPS)
(Boddicker et al. 2006; Balestrino et al. 2008; Alcantar-Curiel et al. 2013).

A capacidade de producdo de biofilme pode ser influenciada por diversos fatores,
incluindo a disponibilidade de nutrientes no ambiente, sobretudo para as células localizadas nas
camadas mais internas do biofilme. Os biofilmes atuam como fontes de infeccdo para outros
sitios ambientais. Nos biofilmes maduros, as camadas mais externas liberaram células em seu

estado plancténico, que comecam a multiplicar e disseminar (Ray et al., 2017; Di Luca et al.,



26

2018). Para estirpes ambientais, a formacdo de biofilme atua auxiliando na capacidade de
persisténcia bacteriana em ambientes com alta salinidade e variagdes de pH, temperatura, fontes
de carbono e fluxo de fluidos (Boddicker et al., 2006; Yang, Zhang, 2008; Barati et al., 2016).

Caenorhabditis elegans foi estabelecido como sistema modelo para a investigacdo da
patogénese e de fatores de viruléncia em K. pneumoniae (Kamaladevi, Balamurugan, 2014;
Gerbara, Green-Harrison, Buret, 2017). Embora apresente estrutura fisica aparentemente
simples, o nematodeo C. elegans possui alta complexidade nos niveis celulares e fisiologicos.
O interesse pelo modelo consiste no fato de que muitos dos processos fisioldgicos béasicos e
respostas ao estresse observados em organismos superiores (por exemplo, os seres humanos)
sdo também perceptiveis em C. elegans (Pantel et al., 2016). A ingestdo das bactérias pelos
vermes resulta em infeccdo e, eventualmente, dbito (Lavigne et al., 2006). O tempo necessario
para que as bactérias matem 0s vermes em compara¢do com a duracdo de vida observada
quando os vermes sdo alimentados com a cepa de Escherichia coli OP50 é um marcador indireto
do potencial de viruléncia das bactérias estudadas (Lavigne et al., 2013). C. elegans é um dos
principais modelos de invertebrados com base em propriedades vantajosas, tais como tempo de
vida curto, transparéncia, tratabilidade genética e facilidade de cultura usando dieta a base de
E. coli OP50. Em seu habitat natural, composto de material vegetal em decomposicao, este
nematddeo se alimenta de bactérias (Lavigne et al., 2013; Gerbara, Green-Harrison, Buret,
2017). Apesar de ser um predador de bactérias, ele também pode ser infectado por bactérias
Gram-positivas, tais como Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium striatum e
Staphylococcus aureus, e Gram-negativas, incluindo Yersinia spp.e E. coli (Kurz, Ewbank,
2000; Styer et al., 2005; Gerbara, Green-Harrison, Buret, 2017; Souza et al., 2019).

Os nematddeos sdo capazes de distinguir a qualidade dos alimentos, mostrando
preferéncia por bactérias com maior valor nutricional (Shtonda, Avery, 2006). C. elegans é
capaz de diferenciar bactérias por mecanismos de comportamento de protecdo contra agentes
patogénicos potenciais (Schulemburg, Ewbank, 2007). Enquanto a maioria das bactérias atrai
C. elegans, algumas os repelem. Curiosamente, esse nematddeo é capaz de evitar patdgenos e
usa esse mecanismo como uma alternativa para o sistema imunoldgico adaptativo (Balla,
Troemel, 2013; Meisel, Kim, 2014). Sua facil manipulacéo genética, tendo em vista que seu
genoma jéa foi totalmente mapeado, e a facilidade de manutencéo contribuiram para seu sucesso
e ampla utilizacdo. Alem disso, seu tamanho (~ 1 mm, quando em fase adulta), transparéncia,
rpida reproducdo, curto ciclo de vida de aproximadamente 21 dias, capacidade de ser
congelado e a vantagem de ser um sistema in vivo com facilidades de manuseio encontradas

em sistemas in vitro tambem séo notaveis (Leung et al., 2008). Apesar de suas vantagens, Como
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qualquer modelo in vivo, hé limitagBes intrinsecas em sua aplicacdo, por exemplo, ele ndo
possui algumas vias moleculares e, também, ndo recria a completa fisiopatologia de
determinadas doencas humanas. Portanto, é crucial definir os objetivos da pesquisa e ter em
mente as possiveis restricdes do modelo (Kalleta, Hengartner, 2006; Pantel et al., 2016).

Independente de expressdo de toxinas e outros fatores de viruléncia, a presenca de
adesinas de K. pneumoniae, e consequentemente, a capacidade de aderéncia nas células
hospedeiras sdo importantes determinantes de patogenicidade bacteriana, pois sao
indispensaveis para colonizacao e infeccdo (Mulvey, 2002; Castonguayet al., 2006; Hancock,
Ferriéres, Klemm, 2007).

Uma etapa essencial na colonizacdo de tecidos e no desenvolvimento de infecgdo € a
aderéncia da bacteéria as células do hospedeiro por meio de adesinas fimbriais e ndo fimbriais
associadas a superficie. Embora K. pneumoniae tenha sido inicialmente considerado um
patdgeno extracelular, varios estudos revelaram que a sua capacidade de invasdo e persisténcia
em células hospedeiras séo propriedades cruciais para causar infeccao, resultando em quadros
recorrentes de infeccBes urinarias, além de explicar falhas no tratamento com antimicrobianos
(Shaly et al., 2000; Rasko, Sperandio, 2010; Beceiro, Tomas, Bou, 2013; Dias et al., 2019).
Adicionalmente, a interacdo bacteriana com células hospedeiras pode resultar em
internalizagdo, mantendo esses microorganismos protegidos de resposta imune. No entanto,
mais dados relacionados com a capacidade de cepas K. pneumoniae aderir, invadir e
permanecer no interior de células epiteliais humanas precisam ser elucidados (Chun-Ru et al.,
2019; Dias et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana e a viruléncia bacteriana sdo mecanismos complementares
que ajudam 0s microrganismos a sobreviver em ambientes adversos. Embora o potencial de
viruléncia dos patdgenos seja necessario para superar os mecanismos de defesa de células
hospedeiras, a resisténcia aos agentes antimicrobianos € essencial para permitir que as cepas
bacterianas também superem as terapias médicas (Chun-Ru et al., 2019; Dias et al., 2019).
Atualmente, a presenca e disseminacéo de cepas bacterianas com perfis MDR no meio ambiente
aquatico tem um papel fundamental para a transmissdo de genes que codificam resisténcia aos
agentes antimicrobianos, e que podem influenciar na incidéncia de doengas infecciosas no
ambiente comunitario e nosocomial. Uma vez que foram relatados casos de infec¢fes oriundas
de cepas MDR de K. pneumoniae com perfis de viruléncia tanto no ambiente hospitalar quanto
na comunidade, a analise de perfis clonais desses patdgenos torna-se fundamental, assim como
dos mecanismos de viruléncia que podem favorecer a capacidade de disseminacdo ambiental e

infeccdo e sobrevivéncia no hospedeiro. Nesse sentido, compreender os mecanismos de
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interacdo bacteriana relacionados ao potencial de viruléncia em diferentes ambientes, pode ser
uma abordagem interessante para o desenvolvimenos de novas estratégias de tratamento para a

resisténcia aos agentes antimicrobianos utilizados na prética clinica.
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OBJETIVO

Objetivo geral

Andlise de multiresisténcia a agentes antimicrobianos, perfis clonais e de

mecanismos de viruléncia de amostras de K. pneumoniae obtidas de infecgbes

nosocomiais e de aguas fluviais.

Objetivos especificos

a) Coleta de amostras de agua de rios localizados na regido urbana do Rio de
Janeiro, incluindo um rio préximo a uma unidade hospitalar;

b) Cultivo em meio seletivo e identificacdo das cepas de K. pneumoniae
provenientes de &guas fluviais e de infec¢es nosocomiais diversas utilizando técnica
molecular Espectometria de Massa MALDI-TOF,;

c) Avaliacdo da susceptibilidade a diferentes agentes antimicrobianos utilizados na
pratica clinica;

d) Determinacgdodos perfis de resisténcia aos agentes antimicrobianos;

e) Andlise quantitativa da capacidade de formacdo de biofilme em superficies
abioticas do poliestireno e do vidro;

f) Analise da capacidade de aderéncia, viabilidade intracelular e persisténcia
bacteriana em células epiteliais humanas de linhagem CACO-2;

g) Interacdo bacteriana utilizando o modelo experimental in vivo com nematddeos
C. elegans;

h) Pesquisa da presenca de genes de resisténcia para beta-lactamicos,
aminoglicosideos, fluorquinolonas e carbapenémicos utilizando ensaios da PCR;

i) Identificagdo através de ensaios da PCR genes de viruléncia que codificam a
presenca de capsula polissacaridica, fimbrias e captacéo de ferro;

j) Investigacdo de perfis clonais de cepas MDR de K. pneumoniae pela técnica de

Pulsed-field Gel de Electrophoresis.
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2. METODOLOGIA

2.1. Origem das amostras

Foram utilizadas amostras clinicas de origens diversas de K. pneumoniae (n=17),
previamente isoladas durante o ano de 2016, preliminarmente identificadas no Laboratério de
Bacteriologia - LABAC do Hospital Universitario Pedro Ernesto — HUPE da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro — UERJ e mantidas estocadas na bacterioteca da Disciplina de
Microbiologia e Imunologia - DIMI, da Faculdade de Ciéncias Médicas — FCM/UERJ: sangue
(n=5), urina (n=4), secrecdo traqueal (n=3), escarro (n=2), liquido pleural (n=1), aspirado
traqueal (n=1) e swab de orofaringe (n=1).

As amostras ambientais foram coletadasde diferentes locais do rio Joana, préximo a
unidade hospitalar (HUPE) e do rio Maracand, localizados na regido metropolitana do Rio de
Janeiro (Figura 1) no més de agosto de 2016. As amostras foram coletadas utilizando recipientes
estéreis e mantidos em gelo até a realizagdo das analises microbioldgicas. Aliquotas de 100 mL
foram semeadas em caldo BHI (do inglés, “brain hearth infusion) 2x concentrado com agentes
antimicrobianos: cefalexima (32 [1g/mL), gentamicina (8 [Jg/mL) e imipenem (8 [1g/mL), e

mantidas em estufa a 37°C durante 24h (Nogueira et al., 2015).

Figura 1 - Pontos de coleta das

o

amostras ambientais obtidas nos rios Maracand e Joana
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2.2. Identificacdo bacteriana

As cepas obtidas de ambiente hospitalar e de ambiente aquatico foram semeadas em
meio seletivo agar Mac Conkey e submetidas a identificacdo utilizando a espectometria de
massa MALDI-TOF. As amostrasde K. pneumoniae foram estocadas em meio base acrescido
de 20% de glicerol (GC medium base) a -20°C.

2.3. Avaliacdo da susceptibilidade, heterogeneidade e dos perfis de resisténcia aos

agentes antimicrobianos

A determinacgéo da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos foi realizada pela
técnica de disco-difusdo e interpretada segundo critérios do CLSI (2018). As cepas
estocadas foram semeadas por esgotamento em MHA (Merck) e incubadas por 18h em
estufa a 35-37°C. Posteriormente, foram preparadas solucdes bacterianas em salina (0,85%
NaCl) com turvacdo correspondente a 0,5 da escala de Mc Farland. Sobre a superficie
inoculada em placas de MHA, foram depositados discos contendo 0s agentes
antimicrobianos (Cefar, Sdo Paulo, BRA) e incubadas por 18h em estufa a 35-37°C. A cepa
de E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle para os discos de agentes
antimicrobianos e a E. coli ATCC 35218 como controle para inibidor de beta-lactamase.

Foram utilizados os seguintes agentes antimicrobianos (Oxoid): cefalotina (30 pg),
cefazolina (30 ug), cefoxitina (30 pg), cefuroxima (30 pg), cefotaxima (30 pg), ceftriaxona
(30 ug), ceftazidime (30 pg), cefepime (30 pg), gentamicina (10 pg), amicacina (30 ug),
kanamicina (30 ug), tobramicina (10 pg); ampicilina (10 pg), piperaciclina/taxobactam
(100 pg/10 pg), amoxilina/acido clavulanico (20 pg/10 pg), ampicilina/ sulbactam (10
1g/10 ug); ciprofloxacina (5 pg), norfloxacina (10 pg); imipenem (10 ug), ertapenem (10
1g), meropenem (10 ug), aztreonam (30 pg), cloranfenicol (30 ug), tetraciclina (30 ug),
cotrimoxazol (25 ug), tigeciclina (15 pg) e polimixina B (10ug).

Apos a leitura dos halos formados no teste de disco-difusdo, as amostras que

apresentaram perfil de resisténcia para trés ouquatro classes diferentes de antimicrobianos
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de interesse (quinolonas, aminoglicosideos, carbapenémicos e outros beta-lactdmicos)

foram consideradas multirresistentes (Magiorakos et al., 2012; Nogueira et al., 2015).

2.4. Ensaios fenotipicos de deteccao de producdo de beta-lactamases e carbapenemases

Apbs a leitura dos halos formados no teste de disco-difuséo, as cepas com perfil de
resisténcia a cefalosporinas de 32 e 42 geragdo foram submetidas ao teste de inibicéo de beta-
lactamase pelo acido clavulanico e teste de aproximacdo de disco para a indicacdo de
presenca de ESBL, segundo o CLSI (2018). As cepas que apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos testados foram submetidas ao teste com inibidores e potenciador para
deteccéo de carbapenemase (ANVISA, 2013).

2.4.1. Teste de inibicdo de beta-lactamase pelo acido clavulanico

Em placas de MHA, foram inoculadas cepas de K. pneumoniae e depositados 0s
discos contendo beta—lactdmicos isolados e conjugados com acido clavulanico. Apos
incubacéo em estufapor 18h a 35-37°C, as cepas que apresentaram,nos discos conjugados,
halo maior que 5 mm em relagdo aos discos contendo somente os B—lactamicos, foram
consideradas produtoras de ESBLs. Foi empregado neste teste cefotaxima e cefpodoxima,
ambos associados ao acido clavulanico (CLSI, 2014). A amostra de K. pneumoniae ATCC

700603 foi utilizada como controle positivo.

2.4.2. Teste de aproximacao de disco

Em placas de MHA, foram inoculadas cepas de K. pneumoniae e foram depositados,
lado a lado, discos contendo ceftazidime, amoxilina associada a &cido clavulanico e
aztreonam, nesta ordem, com distancia de 20 mm entre eles a partir de seus centros. As
placas foram incubadas por 18h em estufa a 35-37°C e a leitura foi realizada a partir da
observacgédo de zona de inibigdo (ghost zone) nos espacos entre os discos. A amostra de K.
pneumoniae ATCC 700603 foi usada como controle (CLSI, 2014).
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2.4.3. Teste com inibidores e potenciador para deteccdo de carbapenemase

O teste com inibidores e potenciador para deteccao de carbapenemase foi realizado de
acordo com a nota técnica da ANVISA n°1/2013. Os ensaios foram realizados utilizando discos
de meropenem e imipenem, com e sem adicdo de EDTA, cloxacilina (CLOXA) e éacido
fenilbordnico (AFB).Os discos de imipenem e meropenem foram depositados em tampas de
placa de Petri estéril e adicionados 10 pl de solucdo de EDTA, CLOXA e AFB e mantidos
durante 20 minutos aguardando a secagem. Em placas de MHA, foram inoculadas cepas de
K. pneumoniaee posteriormente foram dispostos os discos de antimicrobianos com e sem as
solugdes de EDTA, CLOXA e AFB. A cepade E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle
negativo e K. pneumoniae BR-123, K. pneumoniae KPC-2° e E. coli CMY-2%" como controles
positivos, respectivamente, para os discos contendo EDTA, AFB e CLOXA.

As cepas que apresentaram diferenca de didmetro >5 mm no halo para o0s
carbapenémicos com EDTA em relacdo aos carbapenémicos sem EDTA foram consideradas
potenciais produtoras de metalo-betalactamase; diferenca de diametro apenas com AFB como
potenciais produtoras de KpC; diferenca de didametro para AFB e CLOXA como possiveis
produtoras de AmpCplasmidial e deficientes de porinas; enquanto as cepas que apresentaram
diferenga de didametro com AFB, CLOXA e EDTA foram consideradas mutantes deficientes
em porinas ou produtoras de OXA-48.

2.5. Deteccao de genes por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

2.5.1 Deteccdo de genes de resisténcia em cepas MDR de K. pneumoniae

Cepas MDR de K. pneumoniae isoladas tanto de ambiente hospitalar quanto do
ambiente aquatico, foram submetidas a ensaios de PCR utilizando oligonucleotideos
compativeis com perfil de ESBLs, EMAs, QNRs e carbapenémicos (Tabela 1). Para a
pesquisa de genes que codificam ESBLs e carbapenemase, s6 foram analisadas as cepas que
apresentaram resultados positivos nos testes de triagem descritos acima. As amostras de
DNA foram obtidas através de fervura simples, onde a suspensdo de uma colénia em 100

uL de agua Milli-Q e as rea¢des foram conduzidas em um volume final de 50 uL. Foram
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preparadas misturas para cada par de oligonucleotideos com todos os reagentes da reacéo,
que depois foi dividida em aliquotas, as quais foram adicionados 2 uL de cada DNA alvo.
As concentracdes finais de cada componente da reagdo foram: 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de
uma mistura de DNTPs, 20 pmol de cada primer, tampéo de PCR 1x concentrado e 1,25 U
Tag DNA Polimerase. As reacbes foram submetidas a ciclos de temperatura no
termociclador DNA ThermalCycler (Eppendorf Mastercycler Gradient). Aliquotas de 10 pL
de material amplificado foram depositadas juntamente com 10 pL de agua Milli-Q em slots
de E-gel 2% agarose (Invitrogen). A eletroforese e a visualizacdo das amostras foram

realizadas em E-gel safe imager™ Real-time transilluminator (Life Technologies).



Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos referentes aos genes de resisténcia para ESBL, EMA, PMQR e carbapenémicos, demonstrando as

ciclagens individuais, o tamanho esperado do amplicons em pares de base e as referéncias utilizadas

Gene Pb Sequéncia de DNA Ciclagem Referéncia
Blarem 503 R-TAATTG TTG CCG GGA AGC TA 94° (10°); 94° (27); 54° (1°); 72° (2°) x 35 ciclos; 72° (7°) Arlet e Philipon, 1991
F-TTG GGT GCA CGA GTG GGT TA
Blashy 625 R - AGC AGG GCG ACA ATC CCG CG 94° (10°); 94° (27); 60° (1°); 72° (2°) x 35 ciclos; 72° (77) Arlet e Philipon, 1991
F - TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT
Blacrxm 499 R- AGC CGC CGA CGC TAATAC A 98° (27); 94° (1°); 55° (1°); 72° (1) x 30 ciclos; 72° (10”) Pitout, Hossain, Hanson, 2004
F - GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC
Blarono 351 R - CGG TAG TAT TGT CCT TAA GCC 98° (27); 94° (1°); 55° (1°); 72° (1) x 30 ciclos; 72° (10”) Pitout, Hossain, Hanson, 2004
F-GCG ACC TGG TTAACT ACAATCC
Bla,c 101  R-CTC AGT GCT CTACAGAAAAACC  95°(5%); 95°(17); 58°(30”"); 72° (1°30) x 35 ciclos; 72° (10”) Yigtiet al.,2001
1 F-TGT CAC TGT ATC GCC GTC
gnrA- 670 Up - AAG GAA GCC GTATGG ATATT 98° (2); 94° (17); 51° (17); 72° (1) x 35 ciclos; 72° (7°) Jiang et al., 2008
Dw - AGC TAA TCC GGC AGC ACT AT
gnrB 515 Up - CGA CCT GAG CGG CAC TGA AT 98° (27); 94° (17); 60° (1°); 72° (1) x 35 ciclos; 72° (7°) Jiang et al., 2008
Dw - TGA GCA ACG ATG CCT GGT AG
gnrD 581 R - AAC AAG CTG AAG CGC CTG 94° (5); 94° (1°); 50° (1°); 72° (1) x 30 ciclos; 72° (10”) Cavaco et al., 2009
F — CGA GAT CAA TTT ACG GGG AAT A
gnrS 571 Up - ACC TTC ACC GCT TGC ACA TT 98° (2); 94° (1°); 60° (1°); 72° (1°) x 35 ciclos; 72° (7°) Jiang et al., 2008
Dw - CCA GTG CTT CGA GAA TCA GT
gepA 403 R - CTG CAG GTA CTG CGT CATG 95° (10°); 95° (17); 54° (1°); 72° (1°) x 35 ciclos; 72° (10°) Cattoiret al., 2007
F-CGTGTTGCT GGAGTTCTTC
aacC2 237 R- CTC CGT CAG CGT TTC AGC TA 98° (27); 94° (30°); 60° (45°); 72° (2°) x 32 ciclos; 72° (7°) Van de Klundart e
F- ACT GTG ATG GGA TAC CGC TC Vliegenthart, 1993
aacC3 415 R - AAC GGC ATT GAG CGT CAG 94° (57); 94° (307); 55° (307); 72° (1°) x 30 ciclos; 72° (8") Antunes et al., 2006
F - GTT ACA CCG GAC CTT GGA
aacC(6) 482 R- TTGCGA TGCTCTATGAGTGGCTA  98°(10°); 94° (45); 55° (45°); 72° (45”") x 34 ciclos; 68° (5°) Park et al., 2006

-Ib-cr

F - CTCGAATGCCTGGC GTGTTT
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2.5.2. Deteccdo de genes que codificam fatores de viruléncia diversos de cepas MDR de K.

pneumoniae

Foram realizados ensaios de PCR utilizando primers de oligonucleotideos
compativeis com aproducdo de capsulas de polissacarideos (gene K1 e K2), fimbrias (fimH
e mrkD) e capacidade de captacéo de ferro (KfuBC), conforme previamente descrito (Tabela
2). As amostras de DNA foram obtidas através de fervura simples, a partir de suspenséo de
uma colénia em 100 pL de agua Milli-Q e as rea¢cdes foram conduzidas em um volume final
de 50 uL. Foram preparadas solucbes para cada par de oligonucleotideos com todos os
reagentes da reacao, que depois foram divididas em aliquotas as quais foram adicionados 2
uL de cada DNA alvo. As concentracdes finais de cada componente da reacdo foram: 1,5
mM MgCls, 0,2 mM de uma mistura de DNTPs, 20 pmol de cada primer, tampédo de PCR
1x concentrado e 1,25 U DNA Taq Polimerase. As reacdes foram submetidas a ciclos de
temperatura no termociclador DNA ThermalCycler (Eppendorf Mastercycler Gradient).
Aliguotas de 10 uL de material amplificado foi depositado juntamente com 10 uL de agua
milig em slots de e-gel 2% agarose Invitrogen. A corrida e a visualizagdo das amostras

foram realizadas em E-gel safe imager™ Real-time transilluminator (Life Tech).

Tabela 2 - Desenho dos oligonucleotideos referentes aos genes de viruléncia demonstrando as
ciclagens individuais, os pares de bases e sequéncias de DNA utilizadas para cada
nucleotideo, com as referéncias

Gene Pb Sequencia de DNA Ciclagem Referéncias
K1 1283 R- GCAATGGCCATTTGCCGTTAG 95° (157); 94° Fanget al.;
F- GGTGCTCTTACATCATTGG (30”); 58° (90™); 2004
K2 641 R-CTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC 72°(90”)x35 Turtonetal,;
F- GACCCGATATTCATACTTGACAGAG  ciclos; 72° (10%) 2010
fimH 423 R- GCATAATAACGTGCCTGGAAC Brisseet al.;
F-GCTCTGGCCGATACTACGACGG 94° (5°); 94° 2009
mrkD 351 R- TATTGTCTTAATGGCGCTGG (307); 55°(30”);  Brisseet al,;
F- TAATCGTACGTCAGGTTAAAG 72° (1) x 35 2009
KfuBC 1011 R- TTTCGTGTGGCCAGTGACTC ciclos; 72° (17) Maet al.,
F- GAAGTGACGCTGTTTCTGGC 2005

2.6. Ensaios deformacéo de biofilme em superficies abioticas
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2.6.1 Preparo das suspensdes bacterianas

As amostras de K. pneumoniae foram previamente cultivadas a 37°C por 24h em placas
de agar triptona de soja (TSA). Suspensdes bacterianas foram preparadas em meio TSB
(trypticase soy broth, Oxoid™) em turbidez equivalente a densidade Optica de 0,2 a 550nm
(=108 UFC/ml).

2.6.2. Andlise quantitativa de producdo de biofilme em superficie hidrofobica

A producdo de biofilme em poliestireno foi avaliada quantitativamente conforme
descrito previamente por Merritt, Kadouri ¢ O’Tale (2005). Aliquotas de 200ul de suspensdes
bacterianas em TSB foraminoculadas em pocos de placas de microtitulacdocontendo 96 pogos
e incubadas a 37°C por 24h. Apos trés lavagens com 200ul de solucdo salina estéril, foram
adicionados 200 ul de cristal violeta a 0,2% em cada poc¢o e incubados por 10 minutos. As
placas foram lavadas duas vezes com &gua destilada e, depois de secas, foram adicionados aos
pogos 200 ul de alcool a 95%. A avaliacdo de formagdo de biofilme foi realizada por meio da
leitura da densidade Optica em cada poco utilizando espectofotbmetro a 570nm. Foi utilizada
como controle positivo a cepa de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e como branco,
TSB estéril.

As cepas foram classificadas quanto a capacidade de producédo de biofilme em quatro
categorias com base na densidade Optica (DO): ndo produtora — DO obtidas menos que a DO
do controle negativo (DOc); fracamente produtora — Doc < DO < (2x DOc); moderadamente
produtora — (2x) DOc< DO < (4x DOc) e fortemente produtora — DO > (4x DOc). Todos 0s

ensaios foram feitos em triplicata e repetidos pelo menos em trés ocasides diferentes.

2.6.3 Andlise guantitativa de producdo de biofilme em superficie hidrofilica+

Tubos de ensaio (13x100 mm) contendo 5,0 mL de TSB foram utilizados para verificar
a capacidade de producéo de biofilme em superficie de vidro. Para tal, aliquotas das suspensdes

de K. pneumoniae (~108 UFC/ml) foram inoculadas nos tubos e incubados por 48h a 37°C.
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ApoOs esse periodo, cada cultura foi levemente homogeneizada por 5 segundos para remover
celulas bacterianas ndo aderentes a superficie do vidro e o meio de cultivo foi dispensado. Novo
meio de cultura foi adicionado aos tubos, que foram incubados novamente por mais 48h; esse
processo foi repetido duas vezes. Apos o terceiro descarte do meio de cultura, os tubos foram
gentilmente lavados com PBS pH 7,2, colocados para secar a 37°C durante uma noite e corados
por 5 minutos com solucéo de cristal violeta a 2%.

Os padrdes de aderéncia revelados foram classificados de acordo com 0s seguintes
critérios (Figura 2): | (+++) — bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na interface
entre 0 meio de cultura e o ar; Il (++) — bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro; 111 (+)
— bactérias formando um anel na interface entre o meio de culturae o ar; e IV (-) — auséncia de
bactérias aderidas. Como controle positivo para o teste, foi utilizada a amostra de
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (Mattos-Guaraldi; Formiga, 1991).

Figura 2 - Padrdes de aderéncia na formagéo de biofilme em tubos de vidro

| I 11 v [ A

Padrdes de aderéncia

(1) Lateral e anel na interface ar-meio;
(11) Lateral do tubo somente;

(111 Anel na interface ar-meio;

(IV) Né&o aderente.

2.7. Ensaios de interacdo bacteriana com células endoteliais humanas

Os ensaios de interacdo bacteriana com células endoteliais humanas de linhagem
CACO-2 foram realizados baseados em metodologias previamente descritas (Hirata Jr, 2004;
Santos et al., 2010). Quantidades equivalentes a 5,0 x 10° células/ml foram utilizadas para a
obtencdo de tapete confluente para os ensaios de aderéncia, invasdo celular e persisténcia
bacteriana em placas de cultura de células de 96 orificios (Corning, USA).

Para a realizagdo dos ensaios em cultura de células, cultivos estacionarios foram lavados
e ressuspensos em meio de cultura MEM (Eagle’sMinimalEssentialMedium; Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, USA). O inéculo bacteriano foi ajustado para uma contagem de 108 UFC/mll,

equivalente a DO 0,2 de absorbancia (A = 570nm) aferido em espectofotbmetro B295 I
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(Micronal). Durante os experimentos, as monocamadas foram infectadas com 10° UFC/ml
(MOI de 10) e10” UFC/mI (MOI de 100). As contagens de unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/mI) das suspens@es bacterianas utilizadas como indculo, sobrenadantes de
cultivos infectados e lisados diversos, foram realizadas por diluicdo seriada e cultivo em placas
para contagem de colonias. O estudo foi realizado com tempo de infecgdo de 2h e 4h (Hirata Jr
et al., 2004).

As células bacterianas foram lavadas trés vezes com PBS (0,01M; pH 7,2) e
ressuspensas em MEM até alcangar a DO 0,2 (A= 570nm). As monocamadas celulares foram
infectadas com 100ul das suspensdes bacterianas e incubadas em atmosfera de 5% de CO2no
periodo de 2 horas e 4 horas. Concomitantemente ao periodo de incubacéo, foi preparada uma
solugdo, na qual a gentamicina foi diluida em 10 mL de meio MEM. Apo6s os periodos de
infecgdo, 10 ul do meio de cultivo celular foram reservados para a contagem de bactérias viaveis
livres no sobrenadante e os tapetes celulares foram lavados trés vezes com PBS para eliminacéo
das bactérias ndo associadas e de residuos do meio de cultivo celular. Os tapetes celulares
foram, entdo, tratados com PBS contendo 0,1% de Triton X100 por 30 segundos, para que as
células fossem lisadas. As aliquotas reservadas dos sobrenadantes e os lisados celulares foram
diluidos e plaqueados em TSA, permitindo a contagem de bactérias viaveis associadas ao
tapete.

Parte dos pocos foi reservada para o ensaio de exclusdo com antimicrobiano, sendo
expostos a 100uL de solucdo de gentamicina (100ug/ml) durante 1 hora, com a finalidade de
eliminar bactérias extracelulares aderidas as monocamadas permitindo a contagem de bactérias
internalizadas. As contagens resultaram no nimero total de bactérias associadas ao tapete
(intracelulares + extracelulares) e no nimero de bactérias ocupando localizacdo intracelular. Os
percentuais de aderéncia foram calculados a partir das relagdes entre os niUmeros de bactérias
associadas com as contagens de bactérias viaveis no sobrenadante somado ao nimero de células
viaveis associadas as monocamadas. Ja o0s percentuais de internalizacdo foram calculados a
partir da relacdo entre 0 numero de bactérias viaveis intracelulares e o nimero de bactérias
associadas (Hirata Jr, 2004; Santos et al., 2010).

De forma similar ao ensaio de exclusdo, alguns pogos foram reservados para a avaliacéo
da persisténcia, sendo, apés a incubacédo de 2h e 4h, lavados e reincubados com 100 ul de meio
contendo gentamicina (100ug/mL) por 24h para a eliminagdo de bactérias extracelulares. Em

seguida, as monocamadas celulares foram novamente lavadas e lisadas. O lisado obtido foi
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diluido e plagueado em TSA. As placas foram incubadas por 48h a 37°C e as colbnias foram
contadas, obtendo-se 0 nimero de UFC/mI no lisado (Hirata Jr, 2004).

2.8. Ensaios de viabilidade de Caenorhabidtis elegans como modelo de infecgéo in vivo

Os ensaios foram realizados conforme descrito previamente, sendo analisados pelo
método de sobrevida de Kaplan-Meier (Bono, Bargmann, 1998; Browning et al., 2013; Antunes
et al., 2015a, 2015b). Resumidamente, nematddeos C. elegans N2 foram mantidos em placas
contendo meio de crescimento de nematodeos (NGM) durante cerca de sete dias a 20 °C. Vinte
vermes na fase larval L4 foram selecionados e transferidos para placas semeadas com 20 ul das
suspensdes bacterianas (D.O. 0,1 £=570nm). Os vermes foram avaliados diariamente ap6s a
infeccdo e os individuos mortos foram contados e removidos a cada 24h por 7 dias. Para cada
cepa, 60 nematddeos (ensaios em triplicata) foram utilizados. A cepa E. coli OP50 foi utilizada

como controle negativo.

2.9. Caracterizacdo genotipica por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Todas as amostras MDR de K. pneumoniae foram submetidas a analise da clonalidade
por técnica de PFGE, conforme anteriormente descrito por Gautom (1997).

2.9.1. Preparo das amostras

As amostras foram semeadas em meio TSA e incubadas por 24h a 35°C. A partir do
crescimento obtido, foi feita uma suspensao bacteriana em tampéo de suspensao celular com
turbidez de 15% medida em espectrofotdmetro. Desta suspensdo, foram aliquotados 200ul em
um microtubo e acrescentados 10l de proteinase K (solugédo estoque de 20mg/mL) e 5ul de
lisozima (solucéo estoque de 40mg/ml). Entdo, os tubos foram invertidos gentilmente por 5 a 6
vezes para homogeneizacdo (concentracdo final de proteinase K e lisozima = 1mg/ml). Em
seguida, foram adicionados 200l de agarose em cada um dos tubos e, apos ser homogeneizada,

a suspensdo foi rapidamente distribuida em moldes para a formacdo dos blocos. Apos a
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solidificagdo da agarose, os moldes foram colocados em um tubo Falcon contendo 5,0 ml de
tampé&o de lise celular e 25ul de proteinase K, com posterior incubacdo a 54°C sob agitacéo
(120 RPM) por 2 horas. Apos o periodo de lise, a solucédo foi retirada e em cada tubo foram
adicionados aproximadamente 15ml de agua ultrapura estéril pré-aquecida a 50°C e colocada
novamente no agitador a 50°C, 120 RPM por 15 minutos. Este processo foi repetido por mais
uma vez. Posteriormente, foram adicionados aproximadamente 15ml de TE pré-aquecido a
50°C e recolocados no agitador sob as mesmas condicGes, repetindo 0 mesmo processo por
mais 3 vezes. No final das lavagens, foram adicionados 10ml de TE a temperatura ambiente e

0s blocos foram estocados a 4°C até o momento da digestao.

2.9.2.Digestdo do DNA cromossdmico as amostras com enzima de restricido

Os blocos foram cortados com uma lamina em pedacos de 2,0 mm de espessura e
transferidos para um microtubo contendo o tamp&o da enzima e incubados em banho-maria a
37°C por 10min. Foi preparada uma solucdo da enzima Xbal seguindo as instruces do
fabricante (concentracdo final de enzima 50U/bloco). Apos a incubacdo, os blocos foram
colocados em microtubos com 100uL da solucdo da enzima e incubados em banho-maria a
37°C/16h-18h. Decorrido o periodo de incubacdo, a solugdo com a enzima foi retirada e
substituida por 100uL de TBE 0,5x. As amostras foram mantidas a 4°C até o momento da

eletroforese.

2.9.3. Preparo do gel e eletroforese

Foram preparados 100ml de gel de agarose (Sigma) a 1% em TBE 0,5x e, ap0s sua
solidificacéo, os blocos foram inseridos nos pocos do gel. Posteriormente, o gel foi selado com
a mesma agarose para impedir a saida dos blocos durante a eletroforese. Foi utilizada a cepa
Salmonella Braenderup H9812 digerida com a enzima Xbal como marcador. A eletroforese foi
realizada em equipamento CHEF DR 11l (BIO-RAD) a 6V/vm e temperatura de 14°C, nos
seguintes parametros: Tempo Inicial 2,2s; Tempo Final 54,2s; Tempo de Corrida 19h. Apés a

eletroforese,o gel foi corado em brometo de etidio (0,5mg/mL) por 30min e lavado 2 vezes com
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agua destilada por 15min cada vez, com posterior observacdo em fotodocumentador (DNR —
Bioimagins systems — Modelo MiniBis Pro).

294, Analise dos perfis de bandas

A preparacdo do DNA cromossomal e a analise do PFGE foram realizadas de acordo
com Nunes e colaboradores (2005) e Vivoni e colaboradores (2006). Os padrées de PFGE
foram analisados por comparacdo visual entre as cepas e com o auxilio de analise automatizada
por meio do programa Bionumerix, versao 6.0. Os coeficientes de similaridade dos dados foram
calculados com tolerancia de 1,5% de acordo com a posicao da banda e 0 método UPGMA foi
aplicado para analise dos clusters. Os isolados foram atribuidos usando coeficiente de
similaridade baseado em banda com valor corte de 80%. Os padrdes de bandas foram
classificados de acordo com os critérios usados por Van Belkun e colaboradores (2007). Os
pulsotipos de PFGE foram identificados por letras e os subgrupos foram identificados por letras

seguidas de um namero.
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3. RESULTADOS

3.1. Origem e identificacdo das amostras

3.1.1. Cepas isoladas de infecces nosocomiais

Durante o ano de 2016, foram recebidas do LABAC/HUPE um total de 17 cepas de K.
pneumoniae coletadas de diferentes sitios de isolamento, incluindo sangue (n=5), urina (n=4),
secrecdo traqueal (n=3), escarro (n=2), liquido pleural (n=1), aspirado traqueal (n=1) e swab de
orofaringe (n=1) de pacientes com suspeita cllinica de infecgdo (Tabela 3). Quadros
infecciosos por K. pneumoniae foram observados em pacientes atendidos em diversos setores
no HUPEe no Instituto Fernandes Figueiras (IFF). A maioria das cepas foi obtida de amostras
clinicas oriundas de pacientes do CTI Geral. Em difentessetores de atendimento infantil, foram
isoladas amostras de K. pneumoniae: aspirado traqueal no setor de Pediatria; sangue no CTI

pediatrico; urina na UTI Neonatal.

Tabela 3 - Isolamento e identificacdo de cepas de Klebsiella pneumoniae de origem

hospitalar durante o ano de 2016

Numero da cepa;

Data deisolamento Setor Hospitalar Sitio de origem MALDI-TOF
B1- 06/04 Cirurgia Cardiaca Sangue 2.250
B2- 29/04 CTI Pediatrico Sangue 2.114
B4- 03/05 CTIGeral Secrec¢do traqueal 2.039
B5 -16/05 CTIGeral Liquido pleural 2.259
B7 - 16/05 - Sangue 2.007
B9 - 20/05 CTiGeral Sangue 2.222

B10 - 01/06 CTI Geral Secrec¢do traqueal 2.044
B11 - 20/05 Pediatria Aspirado traqueal 2.254
B12 - 02/02 IFF* Sangue 2.230
B13 - 01/06 Doencas infecciosas Swab de orofaringe 2.234
B14 - 21/06 - Escarro 2.238
B15 -10/06 IFF* Escarro 2.074
B17 - 09/09 CTIGeral Secrec¢do traqueal 2.152
B18 - 29/09 Ambulatorio Urina 1.893
B19 -27/09 Isolamento interno Urina 2.042
B20-05/10 UTI Neonatal Urina 2.049
B23-21/12 - Urina 2.200




44

3.1.2. Cepas isoladas de aquas fluviais

De acordo com as localizacGes apresentadas na figura 1,foram isoladas 38 cepas de K.
pneumoniae (21,8%) dentre 174 cepas de microrganismos Gram-negativos a partir de amostras
de 4gua coletadas emquatrolocais distintos: Rio Joana, onde foram selecionados dois pontos de
coleta — em frente & estatua do Bellini (ponto 1; 5/74) e em frente ao Hospital Universitéario
Pedro Ernesto — HUPE (ponto 2; 13/32); A juncdo entre os rios Joana e Maracand (ponto 3;
10/31) e no Rio Maracana (ponto 4; 10/37).

O numero de cepas isoladas de microrganismos Gram-negativos demonstrou variacao
decorrente do agente antimicrobiano adicionado ao meio de cultivo: Ponto 1 -imipenem (n=22),
gentamicina (n=21) e cefalexima (n=31); Ponto 2 - imipenem (n=15), gentamicina (n=7) e
cefalexima (n=10); Ponto 3 -imipenem (n=12), gentamicina (n=7) e cefalexima (n=12); Ponto
4 - imipenem (n=17), gentamicina (n=11) e cefalexima (n=9).

No ponto 1, cepas de K. pneumoniae foram isoladas apenas em meio de cultura acrescido
de cefalexima (n=5); no ponto 2, cepas K. pneumoniae (n=13) foram isoladas com imipenem
(n=7), gentamicina (n=7) e cefalexima (n=4); ponto 3, K. pneumoniae (n=10) obsevadas na
presenca de imipenem (n=7) e cefalexima (n=3); ponto 4, K. pneumoniae (n=10) presentes em
meios seletivoscom imipenem (n=6) e cefalexima (n=4) (Grafico 1).

Todas as 38 cepas de K. pneumoniae isoladas de aguas fluviais também foram identificadas
pelo MALDI-TOF (score >2.0).

Gréfico 1 - Correlacdo do nimero de cepas fluviaisde Klebsiellapneumoniaeisoladas em cada

ponto de coleta com o agente antimicrobiano adicionado ao meio seletivo

O R, N WM Ul OO

imipenem
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3.2.  Perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos diversos

Dentre as 55 cepas de K. pneumoniae, sendo 17 isoladas de amostras clinicas de origens
diversase 38 de origem ambiental, nenhuma cepa apresentou resisténcia a tigeciclina e
polimixina B. Entretanto, foi observada uma heterogeneidade nos niveis de susceptibilidade aos
diversos agentes antimicrobianos de diferentes classes tanto nas amostras clinicas quanto nas
cepas de origem ambiental. Conforme apresentado nas tabelas 4 e 5, foi observada a resisténcia
para um numero elevado de diversos agentes antimicrobianos utilizados na pratica clinica tanto
para as cepas isoladas de quadros de infeccdo quanto para aquelas isoladas de ambientes
fluviais. O numero de cepas isoladas do ambiente fluvial (n=37) apresentando resisténcia aos
antimicrobianos da classe dos carbapenémicos foi significativamente maior quando comparado

com o das cepas isoladas de infec¢Ges nosocomiais (n=2).

3.3.  Expressao de perfis de multirresisténcia aos agentes antimicrobianos

Dentre as 55 cepas de K. pneumoniae estudadas, 45 (81,8%) foram classificadas como
MDR, uma vez que apresentaram resisténcia a trés ou mais grupos de antimicrobianos de
interesse: aminoglicosideos, fluoroquinolonas, carbapenémicos e outros beta-lactdmicos
(Tabela4eb).

Das 17 cepas de K. pneumoniae isoladas de casos de infec¢do hospitalar, sete (41,2%) foram
consideradas MDR, incluindo a cepa B2 isolada de CTI pediatrico (sangue). Vale ressaltar que,
das cepas MDR de K. pneumoniae, apenas duas apresentaram resisténcia aos carbapenémicos,
uma de CTI geral (secrecdo traqueal) e outra de ambulatério isolada em paciente com infeccéo
urinaria (Tabela 4).

Todas as cepas de K. pneumoniae isoladas de ambientes fluviais expressaram perfis de
multirresisténcia (Tabela 5). As cepas apresentaram perfis MDR variados, expressando
resisténcia para 11 a 23 drogas dentre os 27 agentes antimicrobianos das mais diversas classes

testadas.
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Tabela 4 - Cepas de Klebsiella pneumoniae expressando perfis de multirresisténciaisoladasde
pacientes do Hospital Universitario Pedro Ernesto-UERJ

Sitios de Amostras

Resisténcia aos agentes antimicrobianos

isolamento
Sangue B2 CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/KAN/TOB;AMP/AMC/ASBBIB,
ATM;SUT;TET
Sangue B7 CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;KAN; AMP/AMC/ASB/PPT; CIEINGR;
ATM;CLO;SUT;TET
S. traqueal B10 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;AMP/AMC/ASB/PP T CIFINGR;
JATM;SUT
Sangue B12 CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/KAN/TOB; AMP/AMC/ASB/PPT;
GIPINGR; ATM;SUT

Orofaringe B13

CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ/CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB/PPT;BIB;
ATM;CLO;SUT

Urina B18 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ/CPM;KAN;AMP/AMC/ASB/PPT ;BIBI
; ;ATM;CLO;SUT
Urina B19 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/KAN/TOB; AMP/ASB/PPT;

ATM;CLO;SUT;TET

Legenda:Cefalosporinas de primeira geracdo: CFL=cefalotina; CFZ=cefazolina; Cefalosporinas de segunda

geragdo: CFO= cefoxitina; CRX= cefuroxima; Cefalosporinas de terceira geracdo:CTX= cefotaxima;
CRO= ceftriaxona; CAZ= ceftazidima; Cefalosporinas de quarta geracdo:CPM= cefepima;
Aminoglicosideos:GEN= gentamicina; AMI= amicacina; KAN= kanamicina; TOB= tobramicina;
AMP=  ampicilina; AMC=_amoxilina/ac. clavulanico; ASB=ampicilina/sulbactam; PPT=

ipiraciclina/tazobactam;  [EIlOIGUINOIONESIC!P=  ciprofloxacina;  NOR=  norfloxacina;
hIMI: imipenem; ETP= ertapenem; MER= meropenem; ATM= aztreonam; CLO=

cloranfenicol; SUT= trimetropim/sulfametoxazol; TET= tetraciclina.
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Tabela 5 - Cepas de Klebsiellapneumoniaeexpressando perfis de multirresisténcia isoladas dos rios Joana e Maracana, localizados na regido
urbana do Rio de Janeiro, Brasil

Ponto de Antimicrobiano  NUmero Resisténcia aos agentes antimicrobianos
isolamento seletivo da cepa
Ponto 1 Cefalexima P1C1 CFL/CFZ-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN;AMP;iMll.CLO;TET
P1C2 CFL/CFZ-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN;AMP;llMll;CLO;TET
P1C5 CFL/CFZ-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN;AMP;llMll;CLO;TET
P1C25 CFL/CFZ-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN;AMP;llMll;CLO;TET
P1C26 CFL/CFZ-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN;AMP;llMll;CLO;TET
Ponto 2 Imipenem P212 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO-CPM;GEN;AMP/AMC/ASB/PPT; ATM
P213 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO-CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB/PPT,; JATM
P215 CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;AMP/AMC/ASB/PPT; CIPINGR; ATM;SUT;TET
P217 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;SUT
P2111 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;SUT
P2112 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;CLO;SUT,TET
Gentamicina P2G1 CFL/CFZ/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;SUT
P2G2 CFL/CFZ-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB/PPT;
P2G9 CFL/CFZ-CRX/CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB/PPT,; JATM;SUT;TET
Cefalexima P2C3 CFL/CFZ-CRX/CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/KAN;AM P/ASB;-;ATM;SUT
P2C7 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/KAN/TOB; AMP/AMC/ASB/PPT; JATMSUT,TET
P2C8 CFL/CFZ-CRX/CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB;
P2C9 CFL/CFZ-CRX/CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/AMI/KAN/TOB;AMP/ASB/PPT; ;ATM;SUT;TET
Ponto 3 Imipenem P3I1 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CAZ-CPM;AMI/TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;SUT
P312 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT,; ; JATM;SUT
Imipenem P313 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT,; ; JATM;SUT
P314 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT,; ; JATM;SUT
P219 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT,;
P2110 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT,; ; JATM;SUT
P2111 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT,; ;ATM;CLO;SUT
P3C6 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX-CPM;GEN/TOB; AMP/AMC/ASB/PPT,; JATM;CLO;SUT;TET
Cefalexima P3C7 CFL/CFZ/CRX-CTX/CAZ-CPM;GEN/TOB; AMP/AMC/ASB/PPT,; ;ATM;CLO;SUT
P3C11 CFL/CFZ-CFO-CTX-CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; ;ATM;CLO;SUT;TET
Ponto 4 Imipenem P4110 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN;AMP/AMC/ASB/PPT,; JATM;CLO;SUT;TET
P4112 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;CLO;SUT;TET
P4113 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;SUT
P4114 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;SUT
P4115 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; ;ATM;SUT
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P4117 CFL/CFZ-CFO/CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;TOB;AMP/AMC/ASB/PPT; JATM;SUT, TET

Cefalexima P4C3 CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;AMP/AMC/ASB/PPT;BIE;
PAC4 CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB/PPT;
PAC5 CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/TOB;AMP/AMC/ASB;BIB; ;ATM;SUT; TET
P4C9 CFL/CFZ-CRX-CTX/CRO/CAZ-CPM;GEN/AMI;AMP/AMC/ASB/PPT; ;ATM;SUT;TET
Legenda: Cefalosporinas de primeira geragéo: CFL=cefalotina; CFZ=cefazolina; Cefalosporinas de segunda geracéo: CFO= cefoxitina; CRX= cefuroxima; Cefalosporinas
de terceira geracdo:CTX= cefotaxima; CRO= ceftriaxona; CAZ= ceftazidima; Cefalosporinas de quarta geracdo:CPM= cefepima/Aminoglicosideos:GEN=
gentamicina; AMI= amicacina; KAN= kanamicina; TOB= tobramicina/ AMP= ampicilina; AMC= amoxilina/ac. Clavulanico; ASB=ampicilina/sulbactam; PPT=
pipiraciclina/tazobactam/[ElOIUINOIONESIC| P= ciprofloxacina; NOR= norfloxacina/ IMI= imipenem; ETP= ertapenem; MER= meropenem/ ATM=
aztreonam/ CLO= cloranfenicol/ SUT= trimetropim/sulfametoxazol/ TET= tetraciclina.

JATM;SUT, TET
;SUT,TET
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3.4. Deteccgdo da possivel presenca de beta-lactamase de espectro estendido (ESBLS) e

carbapenemases

Como demonstrado nas figuras 2 e 3, todas as 45 cepas MDR de K. pneumoniae
foram submetidas ao teste de inibicdo de beta-lactamase pelo acido clavulanico e ao teste
de aproximacao de disco e apresentaram resultados positivos, indicando a possivel presenca
de ESBLs tanto nas amostras isoladas de pacientes infectados quanto das amostras oriundas

do ambiente.

Figura 3 e 4 - Teste de inibicdo de beta-lactamase pelo acido clavulanico e ao teste de

aproximacao de disco

Dentre as cepas MDR de K. pneumoniae que apresentaram resisténcia a qualquer um
dos carbapenémicos testados, 37 (97,3%) cepas isoladas no ambiente fluvial foram
indicativas para a presenca de cerbapenemase quando submetidas ao teste fenotipico de
triagem. Entretanto, nenhuma das cepas isoladas de pacientes internados (B10 e B18)
apresentaram perfil fenotipico para a presenca dos genes relacionados a resisténcia aos

carbapenémicos.

3.5. Presenca de genes que codificam resisténcia aos agentes antimicrobianos

A partir dos resultados obtidos nos testes fenotipicos, foi possivel observar que das
sete cepas MDR de K. pneumoniae isoladas de pacientes infectados, cinco apresentaram
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genes de resisténcia compativel com ESBL: blatewm, blactx-m € blasnv. Vale ressaltar que a
cepa B7, isolada de infec¢do de corrente sanguinea, apresentou concomitantemente os trés
genes. Em relacdo aos carbapenémicos, as duas cepas (B10 e B18) que apresentaram
resisténcia aos carbapenémicos testados, ndo apresentaram resultados positivos nos testes
fenotipicos de triagem, portanto, ndo foi realizada a PCR para as amostras hospitalares. A
analise das cepas hospitalares que apresentaram resisténcia aos aminoglicosideos (n=3)
demonstrou diferenca na presenca dos genes aacc2 e aacc3. Foi possivel observar que as
cepas B2 e B12, ambas oriundas de infeccdo sanguinea, apresentaram 0 gene aacc3
enquanto a cepa B13, isolada de orofaringe, apresentou o gene aacc2. Em relagdo as
fluorquinolonas, todas sete as cepas apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados
e foram analisadas quanto a presenca dos genes gnrA, gqnrB, gnrD, gnrS e gepA. A maioria
das amostras (n=4) apresentou o gene gnrA, enquanto os genes gnrB, gnrD e gnrS ndo foram
detectados em nenhuma amostra. O gene gepA foi observado em apenas uma cepa (B13-
orofaringe), que também foi positiva para o gene gnrA (Grafico 2).

Gréfico 2 - Cepas multirresistentes de Klebsiellapneumoniae isoladas de pacientes infectados

carreando genes que codificam resisténcia - ESBLs*, EMA* e PMQR*
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Legenda*: ESBLs- Beta-lactamase de Espectro Estendido; EMA- Enzima Modificadora de Aminoglicosideo;
PMQR- Plasmideo Mediando Resisténcia a Quinolonas.

A analise dos resultados com as cepas ambientais isoladas em diferentes pontos
demonstrou heterogeneidade em relagdo a expressdo de ESBLSs e presenca dos genes blatewm,
blacTtx-m, blasnv e/ou blarono. Dentre as 38 cepas MDRde K. pneumoniae, 20 (52,6%)
apresentaram genes de resisténcia compativeis com ESBL: blatem, blactx-m e/oublasnv.
Nenhuma cepa analisada apresentou o gene blarono. Em todos os pontos analisados, foram
detectadas cepas (n=11) apresentando o gene blactx-m, enquanto em trés pontos, exceto o

ponto 1 de coleta, foram observadas cepas (n=5) apresentando o gene blasnv. Apesar de
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terem sido observados em menor nimero, foram detectadas cepas MDR de K. pneumoniae
(n=4) apresentando o gene blatem em todos os pontos de coleta, exceto no ponto 2.

Treze (34,2%) cepas MDR de K. pneumoniae isoladas do ambiente aquatico
apresentaram o gene blakpc, que codifica resisténcia aos carbapenémicos: imipenem,
ertapenem e meropenem. Foi possivel observar que todas as 13 cepas ambientais que
codificavam o gene blakpc apresentavam resisténcia ao imipenem. A maioria também
expressou resisténcia a ertapenem (n=12) e meropenem (n=11) sendo detectadas em maior
numero no ponto de coleta proximo a unidade hospitalar, também incluida nesse estudo
(HUPE/UERJ).

Dentre as 38 cepas MDR de K. pneumoniae testadas, 36 (94,7%) apresentaram
diferentes perfis de resisténcia aos aminoglicosideos testados: gentamicina (n=21),
amicacina (n=3), kanamicina (n=3) e tobramicina (n=27). Proximo a unidade hospitalar
estudada, foi possivel observar que cinco cepas ambientais carreavam 0S genes aacc2 e
aacc3, apresentando resisténcia inclusive a tobramicina. A maioria das cepas isoladas de
todos os pontos de coleta do meio fluvial expressou resisténcia a gentamicina e tobramicina.

Trinta (78,9%) cepas isoladas apresentaram resisténcia as fluorquinolonas
(ciprofloxacina e norfloxacina). Apesar de todas terem sido avaliadas quanto a presenca dos
genes gnrA, gnrB, qnrD, gnrS e gepA, apenas seis cepas MDR de K. pneumoniae foram
positivas para os genes gnrA (n=3) e gnrB (n=3). Dentre o0s genes testados, vale ressaltarque
o0 gene gnrA foi detectado apenas no ponto 3 de coleta, enquanto o gene gnrB foi encontrado
somente no ponto 4. Os genes gnrD, gnrS e gepA nao foram encontrados em nenhuma das
cepas MDR de K. pneumoniae isoladas no ambiente fluvial.

Em termos gerais, ndo foram detectados os genes codificadores de resisténcia
investigados em trés cepas (P1C1, P1C2 E P1C5). Em contraste, genes codificando
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos foram obsevados nas seguintes cepas
(n=11) de MDR de K. pneumoniae isoladas no ambiente fluvial: P1C25 (blatem e blakpc),
P215 (blacTx-m e blakpc), P217 (blashv e blakpc), P2C3 (blasHv € aacc3), P2C7 (blactx-m e
aacc3), P2C8 (blakpc € aacc2), P312 (blactx-m e gnrA), P3C6 (aacc2 e gnrA) e P3C11
(blasnv e blakpc) P4112 (blatem € gnrB) P4113 (blaskv e gnrB) e P4C3 (blactx-m € gnrB)
(Gréfico 3a; Grafico 3b; Grafico 3c e Grafico 3d).

Grafico 3 - Cepas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae isoladas de ambiente fluvial
carreando genes que codificam resisténcia -ESBLs*, EMA*, PMQR* e
carbapenémicos
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Legenda*:ESBLs- Beta-lactamase de Espectro Estendido; EMA- Enzima Modificadora de Aminoglicosideo;
PMQR- Plasmideo Mediando Resisténcia a Quinolonas.

3.6.  Presenca de mecanismos de viruléncia codificados por genes de viruléncia

Todas as cepas MDR de K. pneumoniae isoladas de pacientes infectados
apresentaram o gene fimH (Fimbria tipo 1), relacionado a capacidade de aderéncia
bacteriana. Com excecdo das cepas B10 (secrecdo traqueal- CTI geral) e B18 (infeccdo
urindria- ambulatorio), todas também foram positivas para o gene mrkD, relacionado a
presenca de adesinas e producdo de biofilme. Apenas a cepa B18 apresentou o gene kfuBc,
que esté diretamente ligado ao sistema de captacdo de ferro pela bactéria (Gréfico 4).
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Gréfico 4 -Cepas multirresistentes de Klebsiellapneumoniaeisoladas de pacientes infectados
carreando genes viruléncia relacionados com a capacidade de aderéncia

bacteriana (fimH), formacéo de biofilme (mrkD) e captacdo de ferro (KfuBC)
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Dentre as 38 cepas MDR de K. pneumoniae isoladas do ambiente aquético, 21 (55,2%)
apresentaram genes de viruléncia compativeis com a capacidade de aderéncia, formacao de
biofilme e captacdo de ferro. Todas as 21 cepas MDR de K. pneumoniae apresentaram o
gene fimH, enquanto seis (P217, P2111, P2C3, P2C9; P4113 e P4C3) foram positivas para o
gene mrkD e cinco (P1C25; P213, P2G1; P3I12 e P4C4) apresentaram o gene kfuBC (Grafico
5).

Gréfico 5 - Cepas multirresistentes de Klebsiellapneumoniaeisoladas de quatro pontos dos rios
Joana e Maracand carreando genes de viruléncia relacionados com a capacidade de
aderéncia bacteriana (fimH), formacéo de biofilme (mrkD) e captacdo de ferro
(KfuBC)
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3.7. Capacidade de formacao de biofilme em superficies abioticas

Os resultados dos ensaios para avaliar a capacidade de producdo de biofilme em
superficie hidrofobica (poliestireno) e hidrofilica (vidro) de 45 cepas MDR de K.
pneumoniae estdo apresentados nas tabelas 6 e 7. Todas as cepas testadas foram capazes de
aderir as superficies abidticas testadas e produzir biofilme em intensidades variadas no
poliestireno e no vidro. Cepas MDR de K. pneumoniae isoladas do ambiente fluvial
expressaram elevada habilidade de producéo de biofilme no poliestireno (81,5%; n=31) e
no vidro (94,7%; n=36), a semelhanca do observado para 85,7% (n=6) das cepas isoladas
de pacientes infectados, que apresentaram de capacidade de producéo de biofilme tanto no

poliestireno quanto no vidro.

Tabela 6 - Capacidade de formacdo de biofilme em superficie abidtica de sete cepas
multirresistentes de Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes infectados

Numero da cepa Sitio de isolamento Biofilme em Biofilme em vidro
poliestireno
B2 Sangue MA | (+++)
B7 Sangue FA I (++)
B10 Sec. Traqueal FA " (+)
B12 Sangue FA | (+++)
B13 Swab de orofaringe FA I (+)
B18 Urina FA | (+++)
B19 Urina FA | (+++)

Legenda: FA — fortemente aderente; MA — moderadamente aderente; | (+++) — bactérias aderidas nas laterais do
tubo de vidro e na interface entre 0 meio de cultura e o ar — fortemente aderente; Il (++) — bactérias
aderidas nas laterais do tubo de vidro — moderadamente aderente; 111 (+) — bactérias formando um anel

na interface entre o0 meio de cultura e o ar — fracamente aderente e 1V (-)- auséncia de bactérias aderidas
— ndo aderente.

Tabela 7 - Capacidade de formacdo de biofilme em superficie abidtica de 38 cepas
multirresistentes de Klebsiella pneumoniae isoladas de ambiente fluvial

Ponto de isolamento NuUmero da cepa Biofilme em Biofilme em vidro
poliestireno
Ponto 1 P1C1; P1C5 FA H(++)
P1C2 FA Ii(+)
P1C25 FA I(+++)
P1C26 MA I(+++)
Ponto 2 P212; P213; P2I5; FA I(+++)

P217; P2112; P2G2;
P2G9;P2C7; P2C9
P2G1; P2C8 FA H(++)
P2C3 FA HI(+)
P2111 MA I(+++)
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Ponto 3 P312; P314 FA H(++)
P3I13; P3110; P3C6; FA I(+++)
P3C7; P3C11
P3I1; P319; P3I11 MA I(+++)
Ponto 4 P4110; P4112; P4113; FA I(+++)
P4114; PACS3; PACY;
P4C5; P4C9
P4115 P4117 MA I(+++)

Legenda: FA — fortemente aderente; MA — moderadamente aderente; | (+++) — bactérias aderidas nas laterais do
tubo de vidro e na interface entre 0 meio de cultura e o ar — fortemente aderente; Il (++) — bactérias
aderidas nas laterais do tubo de vidro — moderadamente aderente; Il (+) — bactérias formando um anel
na interface entre o meio de cultura e o ar — fracamente aderente e IV (-)- auséncia de bactérias aderidas
— néo aderente.

3.8.  Perfis genotipicos das cepas MDR de K. pneumoniae determinados pela técnica

de PFGE

Foram determinados os perfis clonais de todas as 45 cepas MDR de K. pneumoniae
isoladas tanto de pacientes infectados (n=7) quanto de ambiente fluvial (n=38). Foi
detectada a presenca de nove perfis clonais distintos, designados pulsotipos,
compreendendo, ainda, 18 subgrupos observados nos pulsotipos A (n=2), B (n=2), E (n=2),
G (n=2), H (n=2) e | (n=4) (Figura 5 e Tabela 8).

O perfil clonal (pulsotipo) A apresentou dois subgrupos contendo cepas (n=2 cada)
MDR de K. pneumoniae isoladas de ambiente fluvial: A’1 (P4112; P4113), isolado no ponto
de juncdo entre 0s rio Joana e Maracana e A’2 (P2C8; P2C9), isolados no ponto de coleta
localizado em frente ao hospital universitario estudado.

Os pulsotipos B, incluindo os subgrupos B’1 (P3C7), B’2 (P3C6) e B’3 (P313, P319
e P3I11) e C (P3I11) foram detectados em cepas isoladas no ponto 3.

As cepas isoladas de pacientes infectados, B7 (infec¢do sanguinea) e B10 (secrecao
traqueal), foram caracterizadas como pulsotipo D.

O pulsotipo E, albergando os subgrupos E’1 (P4114 e P4117) ¢ E’2 (B2 — isolada de
infeccdo sanguinea), apresentou similaridade entre cepas MDR de K. pneumoniae isoladas
de ambiente fluvial e de pacientes.

As cepas isoladas do rio Maracand P314, P3110 e P3C11 e as cepas P4110 e P4115,
isoladas na juncgéo dos rios Joana e Maracana, foram apresentaram perfil clonal F, subgrupo
F’1.

O pulsotipo G, incluindo os subgrupos G’1 (P2C3 e P2C7) e G’2 (P2G2 e P2GY)
foram detectados em cepas isoladas no rio Joana, em frente ao hospital universitario

estudado. O mesmo ocorreu com o pulsotipo H, em que os subgrupos H’1 (P1C1 e P1C5) e
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H’2 (P1C2) também foram isolados no rio Joana; no entanto, as amostras de agua foram
coletadas antes do HUPE.

Vale ressaltar que o pulsotipo | apresentou quatro subgrupos distintos, dos quais 0s
subgrupos I’'1 (P217, P2I11, P2112 e P2G1) e I’2 (P1C25, P1C26; P212, P213,P215 e P4C9)
foram exclusivamente detectados em cepas isoladas no ambiente fluvial. Entretanto, os
subgrupos I’3 (P112; P4C3 e P4C5; B12, B13 e B18) ¢ I’4 (P4C4; B19) foram encontrados

tanto no ambiente fluvial quanto em pacientes internados.
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Figura 5 - Dendograma demonstrando os diferentes perfis clonais (pulsotipos) de 45 cepas
multirresistentes de Klebsiella pneumoniae obtidas de casos clinicos (n=7) e de
diferentes pontos dos rios Joana e Maracana (n=38), localizados na regido urbana
do Rio de Janeiro, Brasil
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Tabela 8 - Perfis genotipicos (pulsotipos) determinados pela técnica de PFGE de 45 cepas
multirresistentes de Klebsiella pneumoniae obtidas de casos clinicos (n=7) e
de diferentes pontos dos rios Joana e Maracand (n=38), localizados na regiéo
urbana do Rio de Janeiro, Brasil.

PEGE Subgrupo NUmero das amostras Local de isolamento**
clonal (n=45)
A A’l P4112; P4113 Juncdo dos rios Joana e Maracana
A’2 P2C8;P2C9 Rio Joana — em frente ao HUPE
B’1 P3C7 Rio Maracana
B B2 P3C6 Rio Maracana
B’3 P313, P3I19 e P3I11 Rio Maracana
C C’1 P3I1 Rio Maracana
D’1 B7 e B10 Cepas hospitalares* isoladas de
sangue e secrecdo traqueal
E’1 P4114 e P4I117 Juncéo dos rios Joana e Maracana
E E’2 B2 Cepas hospitalares* isoladas de
sangue
F F’1 P314, P3110, P3C11 Rio Maracana
P4110, P4115 Juncdo dos rios Joana e Maracana
G G’1 P2C3 e P2C7 Rio Joana — em frente ao HUPE
G2 P2G2 e P2G9 Rio Joana — em frente ao HUPE
4 H’1 P1Cle P1C5 Rio Joana — antes do HUPE
H’2 P1C2 Rio Joana — antes do HUPE
'l P217, P2111, P2112 e P2G1 Rio Joana —em frente ao HUPE
2 P1C25, P1C26, Rio Joana — antes do HUPE
P212, P213,P215 Rio Joana — em frente ao HUPE
P4C9 Juncgéo dos rios Joana e Maracana
I’3 P112, Rio Joana — antes do HUPE
| P4AC3, P4CS5, Juncéo dos rios Joana e Maracana
B12, B13 e B18 Cepas hospitalares* isoladas de
sangue, “swab” de orofaringe e
urina
r4 P4C4 Juncdo dos rios Joana e Maracana
B19 Cepas hospitalares* isoladas de

urina

Legenda: *Cepas hospitalares isoladas de pacientes internados no Hospital Universitario Pedro Ernesto; ** Vide figura 1
3.9.  Caenorhabidtis elegans como modelo de infecgéo in vivo

Dez cepas MDR de K. pneumoniae isoladas de infec¢Ges hospitalares e de ambientes
fluviais, representantes dos diferentes perfis clonais, foram analisadas quanto a capacidade de
infectar e induzir a mortalidade de nematddeos C. elegans. Os resultados demonstraram uma

variabilidade das cepas dos diferentes pulsotipos em relacdo ao tempo e ao numero de
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nematddeos mortos conforme demonstrado no gréafico 6. Nenhuma das cepas analisadas foi
capaz de matar 100% dos nematodeos no periodo de 5 dias.

Analises estatisticas demonstratam que os pulsotipos A, B, F, | (isolados no ambiente
fluvial) e E (isolado de pacientes infectados) ndo apresentaram diferenca significativa (p>1) na
capacidade de causar morte no primeiro dia de infecg@o, em contraste com o observado para 0s
pulsotipos H e I, provenientes de pacientes infectados e do ambiente fluvial, respectivamente.
No segundo dia, foi observado que o pulsotipo H apresentou uma maior taxa de mortalidade
qguando comparados cos perfis clonais B, E e F. O pulsotipo C, isolado de ambiente fluvial,
demonstrou uma baixa taxa de letalidade desde o primeiro dia, mantendo uma linearidade até
0 quinto dia de infeccdo; contudo, apresentou maior taxa de sobrevivéncia no terceiro e quarto
dias quando comparado com os pulsotipos H e I, isolados de pacientes infectados e do ambiente
fluvial, respectivamente. No quinto dia de infeccdo, o pulsotipo C permaneceu tendo uma maior
taxa de sobrevivéncia entre os clones analisados, porém, o clone I, proveniente de infeccGes
hospitalares, apresentou um aumento significativo na taxa de mortalidade entre o segundo e 0
terceiro dia de infeccdo, resultando na maior taxa de mortalidade entre os clones de PFGE

analisados.

Gréafico 6 - Efeitos da inoculagdo de cepas de MDR de Klebsiella pneumoniae oriundas
pacientes infectados e do ambiente fluvial na sobrevivéncia do nematodeo
Caenohabiditis elegans
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Gréfico 7 - Inibicdo de viabilidade de nematédeo Caenohabiditis elegans relacionada com cepas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae de
diferentes pulsotipos
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Gréfico 8 - Analise comparativa do tempo de inibi¢éo de viabilidade de nematédeo Caenohabiditis elegans causados por cepas multirresistentes

de Klebsiella pneumoniae de diferentes pulsotipos
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3.10. Interacdo bacteriana com células endoteliais humanas de linhagem CACO-2

Os resultados dos ensaios de interagdo bacteriana com monocamadas de células CACO-
2 em diferentes tempos de incubacdo e concentracfes bacterianas para a avaliacdo de
capacidade de aderéncia, viabilidade intracelular e persisténcia de 10 cepas MDR de K.
pneumoniae de diferentes pulsotipos estdo demonstrados nas tabelas 9 e 10 (Gréfico 9).

As 10 cepas MDR de K. pneumoniae testadas, isoladas tanto ambiente fluvial quanto
em infeccBes nosocomais, dos pulsotipos A — |, foram capazes de se aderir a superficie das
células endoteliais humanas, porém em diferentes niveis, independente da concentracdo de
bactéria utilizada nos ensaios (MOI110 e MOI1100) e do tempo de incubacéo (2h e 4h).

Os resultados dos ensaios de viabilidade intracelular demonstraram que apenas as duas
cepas pertencentes ao pulsotipo I (MOI110 e MOI100), isoladas de infeccBes sanguineas e do
ambiente fluvial, e do pulsotipo H (MOI100), oriundos do ambiente fluvial, foram capazes de
permanecer viaveis dentro da célula apds 2h de incubagdo. Apés 4h de incubagdo, também
foram observadas bactérias viaveis internalizadas pertencentes aos pulsotipos C (MOI1100), G
(MOI10 e MOI100) e H (MOI10). Para as demais cepas dos pulsotipos A, B, D e F, ndo foi
detectada viabilidade intracelular em nenhuma oportunidade.

A capacidade de persisténcia nas monocamadas de CACO-2 foi dependente do tempo
de execucdo dos experimentos. Apds 2h de acdo do agente antimicrobiano, apenas 4% das
células bacterianas (MOI100) oriundas do pulsotipo I (amostra de sangue) foram capazes
depersistir na célulaapés 24h de incubacdo, enquanto os pulsotipos G, H e | também
apresentaram essa habilidade apds 4h de acdo do agente antimicrobiano, independente das

concentragdes bacterianas utilizadas.
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Tabela 9 - Interacdo de células endoteliais humanas (CACO-2) com cepas multirresitentes de
Klebsiella pneumoniae de diferentes pulsotipos isoladas de pacientes infectados e
ambiente fluvial

Ensaios de interagdo com monocamadas de células de linhagem CACO-2

Pulsotipo/ . ~
(2h incubacéo)
amostra S

. ] Viabilidade ) ) In6culo

bacteriana Aderéncia ) Persisténcia
intracelular (UFC)
MOI10 MOI100 MOI10 MOI100 MOI10 MOI100

A - P4113 5,9% 48% - - - - 2x108
B -P3I3 7,2% 10,1% - - - - 2x108
C-P3I1 3,4% 25,1% - - - - 2x10°
D - B7 26,1% 13,5% - - - - 2x10°
E-B2 5,5% 47,5% - - - - 2x107
F - P4110 15,2% 19,4% - - - - 2x107
G - P2G9 8,2% 40,4% - - - - 2x106
H - P1C5 9,2% 31,9% - 18,2% - - 2x106
I -P2I3 28,3% 51,2% 17,5% 33,7% - - 2x106
| -B12 25,5% 32,8% 29,8% 46,1% - 4% 2x106

Legenda: -: ndo foi observado crescimento bacteriano

Tabela 10 - Interacdo de células endoteliais humanas (CACO-2) com cepas multirresitentes
deKlebsiella pneumoniae de diferentes pulsotipos isoladas de pacientes infectados
e ambiente fluvial

Ensaios de interagdo com monocamadas de células de linhagem CACO-2

Pulsotipo/ . ~
(4h incubacéo)
amostra ——
. o Viabilidade o )
bacteriana Aderéncia ) Persisténcia In6culo (UFC)
intracelular
MOI10  MOI100 MOI10 MOI100 MOI10  MOIL100

A - P4113 12% 20% - - - - 2x10°
B - P3I3 24% 49% - - - - 2x10°
C-P3I1 10,6% 47,6% - 9% - - 2,1x10°
D - B7 49,5% 49,3% - - - - 2,1x10°
E-B2 46,3% 48,6% 4,1% 10,1% - - 2x108
F - P4110 41,1% 42,8% - - - - 2x108
G- P2G9 34,8% 42,8% 10,8% 12,1% 1% 1,7% 2x10’
H-P1C5 25,3% 34,7% 7,2% 17,1% 12% 11,7% 2x10’
| - P213 27,6% 61,8% 41,3% 27,1% 16% 18% 2x10’
| -B12 12% 20% - - - - 2x10°

Legenda: -: ndo foi observado crescimento bacteriano
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Gréfico 9 - Interacdo de células endoteliais humanas (CACO-2) com cepas multirresitentes de Klebsiella pneumoniae de diferentes pulsotipos

isoladas de pacientes infectados e ambiente fluvial na concentracdo de MOI10 ap6s 2h e 4h de infeccéo
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4. DISCUSSAO

IRAS sdo um fator significativo relacionada a mortalidade em todo o0 mundo, estima-se
que a cada 100 pacientes, de 4 a 20 estejam relacionados a esse tipo de infeccdo. Os principais
microrganismos relacionados as IRAS sdo as espécies do grupo ESKAPE, representando uma
grande ameaga a saude publica e tornando-se cada vez mais resistentes aos agentes
antimicrobianos comumente utilizados na prética clinica (Rosa-Zamboni et al., 2018; Zhen et
al., 2019). Uma das principais propriedades desse grupo é a capacidade de se adaptar as
condicdes ambientais adversas, sendo capaz de trocar material genético com outros
microrganismos por meio de transferéncia horizontal de genes. Na pratica clinica, essa
capacidade de aquisicdo de pode acarretar em falhas no tratamento da terapéutica e, por
conseqiiéncia, pode levar a um aumento da gravidade das infeccOes, especialmente se o perfil
de resisténcia observado estiver relacionado com agentes antimicrobianos de primeira escolha.
No ambiente comunitario, a presenca de cepas bacterianas do grupo ESKAPE apresentando
perfil de multirresisténcia em &guas residuais, esta relacionada com o uso de agentes
antimicrobianos nas inddstrias, na agricultura e na utilizacdo incorreta para o tratamento de
infeccdes, resultando na presenca de bactérias clinicamente relevantes e resistentes em aguas
residuais comunitarias, clinicas e urbanas (Savin et al., 2020).

Pertencente ao grupo ESKAPE, esta a K. pneumoniae, um dos patdgenos nosocomiais
mais comuns do mundo. Isolados desta espécie vem sendo relatados como resistentes a quase
todas as classes de agentes antimicrobianos através de mutacfes progressivas e aquisicdo de
plasmideos e integrons (Yan et al., 2017). De acordo com a OMS, cepas de K. pneumoniae
produtoras de beta-lactamase de espectro estendido e/ou resistente aos carbapenémicos sdo uma
ameaca a salde publica uma vez que essa espécie apresenta mais de 50% de resisténcia a
cefalosporinas de terceira geracdo em seis regides da OMS e mais de 50% de resisténcia aos
carbapenémicos em duas regiées da OMS (Zhen et al., 2019; Wyres, Lam, Holt, 2020). Além
de sua importancia como patdgeno nosocomial, cepas de K. pneumoniae podem ser encontradas
vivendo em diversos nichos ambientais, incluindo ambientes aquéaticos e exibe diversidade
fenotipica e genética. Entretanto, pouco se sabe sobre como essa diversidade genética esta
estruturada dentro da populagédo bacteriana e a relagdo com a ecologia do organismo ou sua
capacidade de causar diferentes tipos de infec¢cdes (Wyres, Lam, Holt, 2020).

Os agentes antimicrobianos tém sido fundamentais no tratamento e prevencao infeccdes,

contudo, 0 seu uso excessivo na area de salde, agricultura, e no meio ambiente, além da
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utilizacéo indevida, incluindo escolhas e dosagens inadequadas e baixa ades&o as diretrizes de
tratamento, contribuem para um aumento alarmante da resisténcia bacteriana em todo o mundo
(Zhen et al., 2019). O consumo global de agentes antimicrobianos aumentou 65% de 2000 a
2015, impulsionado principalmente por paises em desenvolvimento (Ma et al., 2020).

K. pneumoniae expressando perfis de multirresisténcia, incluindo resisténcia aos
carbapenémicos, tem sido considerada endémica em diversos paises. Infecgdes causadas por
cepas MDR de K. pneumoniae estdo associadas a taxas de mortalidades superiores a 40% na
pratica clinica (Bassetti et al., 2018; Sousa, 2020). Essa resisténcia vem resultando em uma
crescente preocupacao mundial no que diz respeito a escolha de agentes antimicrobianos
eficazes para o tratamento de infec¢Bes causadas por esse patdgeno (Ferreira et al., 2019).

No presente estudo, 41.2% foram identificadas como cepas multirresistentes de K.
pneumoniae provenientes de pacientes infectados, corroborando os achados de diversos autores
que observaram ndo sé a presenca de cepas multirresistentes de K. pneumoniae, mas também a
dificuldade de se encontrar agentes antimicrobianos capazes de tratar de forma eficaz as
infeccdes causadas por esse patdgeno (DSouza et al., 2017; Bassetti et al., 2018; Ferreira et al.,
2019). Até recentemente, cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos eram raramente
encontradas em hospitais da América Latina. No Brasil, atualmente tem sido reportado cepas
de K. pneumoniae apresentando um alto perfil de resisténcia a diversos grupos de agentes
antimicrobianos, incluindo os de primeira escolha, como alguns beta-lactamicos,
aminoglicosideos e fluorquinolonas, mas também a agentes antimicrobianos de Gltima escolha
como carbapenémicos (beta-lactdmicos mais potentes), tigeciclina e colistina (Castanheira et
al., 2012; Biberg et al., 2015; Gongalves et al., 2017; Bassettiet al., 2018; Ferreira et al., 2019).

A capacidade de disseminacdo e aquisicdo de genes de resisténcia, através de
transferéncia horizontal, tem um papel essencial na patogénese das infeccdes causadas por K.
pneumoniae (Derakhshan et al., 2016). O ambiente fluvial é constantemente influenciado pelo
homem, pois recebe uma grande quantidade de efluentes urbanos, hospitalares e industriais,
resultando em um reservatorio de bactérias resistentes a agentes antimicrobianos capazes de
transferir seus genes de resisténcia (Sibanda et al., 2015; Adelowo et al.,, 2018). Esse
ecossistema contaminado fornece condicgdes ideais para a disseminacdo de cepas bacterianas
resistentes a diferentes agentes antimicrobianos, além de ser um local propicio para a troca de
material genético, resultando no desenvolvimento de patdgenos humanos com novos
mecanismos de resisténcia (Mondal et al., 2018).

O uso indevido de agentes antimicrobianos e, consequentemente, a escalada da

resisténcia bacteriana, criou desafios sem precedentes para a humanidade. Estudos demonstram
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que o consumo global de agentes antimicrobianos aumentou 65% entre os anos 2000 e 2015,
principalmente em paises em desenvolvimento. O ambiente hospitalar apresenta uma
oportunidade Unica para as cepas bacterianas interagirem, proliferarem e infectar populacGes
vulneraveis, em contra partida, 0 ambiente aquatico age como um reservatoio de potenciais
patdgenos nosocomiais onde ha prevaléncia de cepas multirresistentes (resistentes a >3 classes
de agentes antimicrobianos) (Gordon et al., 2017; Ma et al., 2020) . No presente estudo, foi
documentada a disseminacao de cepas de K. pneumoniae no ambiente fluvial expressando perfil
de resisténcia a diversos agentes antimicrobianos. Todas as 38 amostras de K. pneumoniae,
isoladas de diferentes pontos de dois rios urbanos — Joana e Maracand, apresentaram resisténcia
a trés ou mais grupos de antimicrobianos de interesse, incluindo os beta-lactamicos,
aminoglicosideos, fluorquinolonas e carbapenémicos.

ESBL sdo enzimas bacterianas que conferem resisténcia a diversas classes de agentes
antimicrobianos, incluindo cefalosporinas de terceira e quarta geragdo. O surgimento de cepas
multirresistentes de K. pneumoniae produtoras de ESBL representam uma ameaca séria a satide
publica global (Caneiras et al., 2019). K. pneumoniae pode apresentar capacidade de produzir
e adquirir ESBLSs tanto no ambiente aquatico quanto no hospitalar (Mondal et al., 2018; Ferreira
et al., 2019). Foi possivel observar que 71,4% das amostras de pacientes infectados e 52,6%
das cepas oriundas do ambiente fluvial apresentaram genes de resisténcia compativeis com
ESBL: blatem, blactx-m € blasny. Corroborando os resultados obtidos no presente estudo,
diversos autores sugerem que TEM (Temoniera), SHV (variavel sulfidrila) e CTX-M
(cefotaxima-beta lactamase) sdo os principais grupos genéticos de ESBL encontrados
mundialmente e indicam uma predominancia dos genes blatem, blactx-m € blashv no ambiente
hospitalar e comunitario (Paterson, Bonomo, 2005; Monteiro et al., 2009; Seki et al., 2011,
Fehlberg et al., 2012; Mondal et al., 2018).

Globalmente, CTX-M aparece como 0 mais comum tipo de ESBL detectado e sua
ocorréncia supera a presenca de SHV e TEM na maioria dos locais (Jorgensen et al., 2010; Bora
et al., 2014). Embora nossa analise por PCR tenha revelado que os genes blatem e blacTx-m se
equiparam no ambiente hospitalar, no ambiente aquatico houve uma predominancia do gene
blactx-m, seguido por blasHv e blatem.

Os carbapenémicos sdo uma classe de agentes antimicrobianos beta-lactamicos com
ampla atividade antibacteriana, frequentemente utilizados para tratar infec¢fes causadas por
cepas resistentes a cefalosporinas de terceira e quarta geragdo, capazes de produzir beta-
lactamase de espectro estendido — ESBL. K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos

apresentam sérios desafios no tratamento de infec¢Bes tanto comunitarias quanto hospitalar,
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devido, principalmente a presenca de plasmideos carreando o gene blakpc, facilitando a
transmissdo horizontal desses genes. Interessantemente, em nossos estudos, 97,4% das cepas
ambientais apresentaram resisténcia aos carbapenémicos utilizados na pratica clinica, em
contraste ao observado em estudos previamente realizados em outros rios urbanos da cidade do
Rio de Janeiro, que também documentaram a presenca de cepas multirresistentes de K.
pneumoniae no ambiente fluvial, porém desprovidas da expressdo de resisténcia aos
carbapenémicos (Gongalves et al., 2019).

Desde a sua descrigéo inicial, em 2001, a presenca do gene blakpc vem se espalhando
rapidamente nos Estados Unidos. Relatérios semelhantes foram descritos em diversos outros
paises da Europa e America Latina, incluindo Brasil. Até o presente momento, o gene blakpc
tem sido considerado o principal determinante da resisténcia aos carbapenémicos em K.
pneumoniae, contribuindo para a disseminacdo mundial dessa espécie tanto no ambito
hospitalar quanto no comunitario (Chen et al., 2011; Nordmann et al., 2011). Em nossos
estudos, a presenca de tal gene se restringiu as amostras do ambiente aquético (34,2%), estando
de acordo com investigacOes anteriores, que sugerem a ampla disseminacdo de amostras
produtoras de KpC em diversas regides do Brasil (Castanheira et al., 2012; Biberg et al., 2015;
Gongalves et al., 2017). Entretanto, as cepas MDR de K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos testados, isoladas de paciente infectados, ndo apresentaram o gene blakpc.
Adicionalmente, tanto para as cepas MDR de K. pneumoniae isoladas de pacientes infectados
guanto para as cepas isoladas de ambiente fluvial, ndo foi detectada a presenca de nenhum outro
gene relacionado a resisténcia a carbapenemase, diferentemente de outros estudos, que
detectaram primordialmente a co-producéo do gene blaoxa associado ao gene blakpc (Fehlberg
et al., 2012; Flores et al.; 2016). Trabalhos anteriores sugeriram que os genes blaive, blaviv €
blanom associados a producdo de carbapenemase em K. pneumoniae ndo sdo comumente
encontrados em cepas isoladas de ambientes aquéticos (Lascols et al., 2012). A co-producéo de
blakpc com genes relacionados a ESBL também foi observada em algumas cepas fluviais de K.
pneumoniae, corroborando outros estudos e sugerindo que a alta resisténcia a agentes
antimicrobianos pode estar relacionada a associagdo de genes (Ferreira et al., 2019).

Os aminoglicosideos sdo utlizados em tratamentos de infeccGes bacterianas
potencialmente fatais, entretanto, ao longo dos anos, mecanismos de resisténcia vem sendo
adquiridos, sendo as enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMES) as mais prevalentes.
Atualmente vem sendo utilizado a plazomicina, um aminoglicosideo de Ultima gerag&o,
desenvolvido para superar 0s mecanismos mais comuns de resisténcia para o tratamento de

pacientes com infeccdes graves causadas por cepas bacterianas multirresistentes produtoras de
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ESBL e carbapenemase. A resisténcia a aminoglicosideos em amostras de K. pneumoniae é
predominantemente causada pela producdo EMAS, especialmente a acetiltransferase (AAC).
Notavelmente, o fendtipo de resisténcia aos aminoglicosideos nem sempre esta relacionado
com a presenca de genes de resisténcia relacionados a AME (Galani et al., 2019). O presente
estudo demonstrou que quase a totalidade das cepas isoladas tanto de pacientes infectados
(85,7%) quanto dos ambientes fluviais (94,7%) apresentou resisténcia a pelo menos um dos
aminoglicosideos testados. Entretanto, verificou-se que somente metade das cepas isoladas no
ambiente hospitalar e 22,2% das cepas ambientais apresentaram genes de resisténcia associados
a EMAs, diferente dos dados observados em estudos prévios realizados no Rio de Janeiro
(Goncalves et al., 2019).

PMQR desempenha um papel significativo na resisténcia as fluoroquinolonas devido ao
seu alto potencial de disseminacdo entre as enterobactérias. Atualmente, trés tipos de genes
PMQR foram identificados, incluindo o gene gnr, responsavel por aumentar a resisténcia a
agentes antimicrobianos devido a sua presenca em elementos genéticos moveis. Além da
resisténcia as fluorquinolonas, o PMQR pode ser igualmente eficaz na resisténcia a outros
agentes antimicrobianos, especialmente beta-lactimicos e aminoglicosideos através de
mecanismos adicionais de bombas de efluxo incluindo, QepA, OgxAB e uma acetiltransferase
de aminoglicosideo conhecida como aac (6 *)-1b-cr, que causa suscetibilidade reduzida contra
ciprofloxacina (Scavuzzi et al., 2019; Vaziri et al., 2020).

Dentre as cepas MDR de K. pneumoniae, todas aquelas isoladas de pacientes infectados
e 78,9% das cepas provenientes do ambiente fluvial apresentaram resisténcia as
fluorquinolonas. Houve predominancia do gene gnrA tanto nas cepas isoladas de pacientes
infectados quando do ambiente fluvial, seguido por gnrB e gepA. Esses dados véo de encontro
aos observados por diversos autores, uma vez que 0 gene gnrA praticamente nao € identificado
em cepas de K. pneumoniae. Entretanto, cepas albergando os genes gnrB e gepA sdo
frequentemente encontradas no ambiente hospitalar (Hamed et al., 2018; Kaotb et al., 2019;
Khairy et al., 2019). Embora 0 gene aac(6’), frequentemente associado a resisténcia a
amicacina e tobramicina seja, provavelmente, a AAC mais relevante para as enterobactérias,
pois vem sendo associado a resisténcia aos beta-lactdmicos e fluoroguinolonas (Cirit et al.,
2019), em nossos estudos, ndo houve deteccdo do gene aacC(6°)-1b-cr, responsavel por reduzir
a atividade de norfloxacina e ciprofloxacina, porém esse gene vem sendo amplamente
encontrado em amostras de K. pneumoniae tanto no ambiente hospitalar quanto no ambiente
comunitario (Eftekhar, Seyedpour, 2015; Kotb et al., 2019; Khairy et al., 2019).
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K. pneumoniae € agente etioldgico de diversos tipos de infec¢cdes encontradas tanto na
comunidade quanto no ambiente hospitalar. Além de diferentes mecanismos de resisténcia, a
patogenicidade de isolados de K. pneumoniae pode estar associada com a presenca de diversos
fatores de viruléncia, incluindo a producao de capsulas polissacaridicas, presenca de fimbrias e
capacidade de captacdo de ferro (Remya et al., 2019). No presente estudo, além de ter sido
demonstrada a disseminacéo decepas MDR de K. pneumoniaeno ambiente fluvial, também foi
observado que 57,8% das cepas isoladas apresentaram pelo menos um gene de viruléncia.
Adicionalmente, todas as cepas MDR de K. pneumoniae isoladas de pacientes infectados
também apresentaram genes de viruléncia.

Estudos sugerem que fatores de viruléncia, incluindo a capacidade de captacéo de ferro
(KfuBc) e producéo de fimbriae tipo 1 (fimH) e tipo 3 (mrkD) sdo considerados ubiquitarios,
podendo estar disseminados tanto no ambiente aquatico quanto no ambiente hospitalar
desempenhando um papel significativo na patogenicidade de cepas de K. pneumoniae (Marques
et al.,, 2018; Remya et al., 2019; Mishra et al., 2020). Os resultados do presente estudo
demontraram que cepas MDR de K. pneumoniae, isoladas tanto do ambiente fluvial quanto em
pacientes infectados, apresentaram o gene fimH isolado ou associado aos genes mrkD e KfuBc.
Interessantemente, as cepas MDR de K. pneumoniae isoladas deinfeccBes urinérias,
respiratdrias e sanguineas apresentaram genes que codificam para as fimbrias tipo 1 e tipo 3,
corroborando os achados de outros estudos (Schroll et al., 2010; Ferreira et al., 2019; Hamam
et al., 2019). Ambos os tipos 1 e 3 auxiliam nos mecanismos de aderéncia bacteriana e de
formacdo de biofilme; entretanto, a fimbria tipo 1 estd mais relacionada a aderéncia celular,
enquanto a fimbria tipo 3 é mais relacionada com a capacidade de formacao de biofilme (Schroll
etal., 2010).

Estudos afirmam que o gene KfuBc é amplamente relacionado com a absorc¢édo de ferro
férrico, auxiliando na formacédo de capsulas de hipermucoviscosidade e na invasdo bacteriana
em células do hospedeiro (Remya et al., 2019). Embora em menor quantidade, a presenca desse
gene foi observada em 27% das amostras de K. pneumoniae, principalmente relacionados a
infeccBes urindrias, sanguineas e respiratorias (Schroll et al., 2010). Nossos resultados
demonstraram a presenca do gene KfuBc em uma cepa isolada de infecgdes no trato urinario e
em quatro cepas MDR de K. pneumoniae isoladas de ambiente fluvial.

A analise da capacidade de formacéo de biofilme das cepas MDR de K. pneumoniae
demonstrou heterogeneidade quanto a presenca de genes de resisténcia, viruléncia e os perfis
clonais. As cepas multirresistentes de K. pneumoniae que apresentaram genes de viruléncia

relacionados com a capacidade de formagé&o de biofilme (fimH — fimbria tipo 1 e mrkD — fimbria
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tipo 3) foram consideradas fortemente produtoras de biofilme. A relagdo entre genes de
viruléncia e formacdo de biofilme € corroborada por diversos autores que, inclusive, destacam
o perfil de multirresisténcia das amostras de K. pneumoniae como fator determinante para a
capacidade de formacdo de biofilme. A formacdo de biofilme geralmente estd associada a
contaminagdo de dispositivos médicos e é constantemente relacionada com um aumento na
dificuldade de tratamento de infecgdes, incluindo do trato urinério e pneumonia (Surgers et al.,
2018; Cusumano et al., 2019).

Sendo assim, o acumulo de genes de viruléncia junto com genes de resisténcia pode
facilitar a infeccdo e limitar as opgOes terapéuticas. Diferentes estudos reportaram clones
apresentando perfis de resisténcia a diversos grupos de agentes antimicrobianos e carreando
fatores de viruléncia devido a sua capacidade de disseminacéo e sobrevivéncia (Willems et al.,
2011; Woodford, Turton, Livermore, 2011; Beceiro, Tomas, Bou, 2013).

A andlise da diversidade genética bacteriana € essencial para inferir reservatorios e
mecanismos de transmissdo. Investigacdes previamente realizadas indicaram que a diversidade
genética influencia a incidéncia mundial de casos de infec¢des causadas por K. pneumoniae.
Nos Estados Unidos, metade das infec¢bes causadas por bactérias Gram-negativas sdo
relacionadas com K. pneumoniae. No Brasil, essa incidéncia é semelhante (52%), mas no Peru
é de 21%, havendo evidéncias de disseminacéo clonal (Justo-da-Silva et al., 2019). No presente
estudo, as cepas MDR de K. pneumoniae isolados tanto de pacientes infectados quando de
ambiente fluvial exibiram perfis clonais distintos, possuindo a capacidade de formacdo de
biofilme em superficie abidticas em diferentes niveis, além de apresentarem heterogeneidade
quanto a presenca de genes de resisténcia e de viruléncia (Anexo 1).

Dois pulsotipos albergaram cepas hospitalares e ambientais, demonstrando similaridade
entre amostras de K. pneumoniae provenientes de infeccdes sanguinea, urinaria e respiratoria
com cepas provenientes do ambiente aquatico proximo ao hospital. Apesar de K. pneumoniae
ser ubiquitaria e amplamente estudada no ambito hospitalar, pouco se sabe sobre a relagdo de
clonalidade entre cepas provenientes de pacientes infectados com outros ambientes onde essa
espécie € encontrada. Alguns estudos demonstraram que amostras ambientais apresentaram
similaridade em 8% dos casos quando comparado com o perfil clonal de K. pneumoniae em
pacientes infectados (Wyres, Lam, Holt, 2020). Os dados sugerem que cepas MDR de K.
pneumoniae podem estar sendo disseminadas do ambiente hospitalar para a rede fluvial.
Estudos adicionais estdo sendo desenvolvidos em nosso laboratorio de pesquisa.

A partir da identificacdo dos diferentes grupos clonais, foi possivel analisar o perfil de

viruléncia utilizando o nematdédeo C. elegans como modelo in vivo. Todos os clones
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apresentaram reducdo da viabilidade dos nemat6deos em intensidades variadas, porém
nenhuma das cepas MDR de K. pneumoniae foi capaz de matar todos os nematddeos analisados.
Nossos resultados corroboram achados de diversos autores, que, além de indicarem o0 uso dos
nematddeos como modelo atual e necessario na andlise de viruléncia bacteriana in vivo,
constataram que cepas MDR de K. pneumoniae provenientes de diversos ambientes
apresentaram um alto grau de letalidade de C. elegans (Bengoechea, Pessoa, 2019; Mir,
Balamurugan., 2019; Yang et al., 2020). Esses resultados foram observados tanto para as cepas
MDR de K. pneumoniae isoladas no ambiente fluvial quanto para as cepas isoladas de casos
clinicos, dos diferentes pulsotipos. Interessantemente, altas taxas de viruléncia foram
observadas em cepas sensiveis isoladas de quadro de infeccdo urinaria.

A partir da analise da capacidade de viruléncia dos pulsotipos utilizando o modelo
experimental C. elegans, também foi analisada a capacidade de aderéncia, invaséo e viabilidade
intracelular ap6s 24 horas na presenca de agente antimicrobiano. Foi possivel observar que
todos os pulsotipos analisados apresentaram capacidade de aderéncia a célula epitelial CACO-
2. Essas células sdo uma das linhagens mais estudadas, pois compartilham caracteristicas
morfoldgicas e funcionais com células intestinais in vitro, além de serem amplamente utilizadas
como modelo de estudo para analisar a capacidade de adesdo e internalizacdo de patégenos
(Hao, Lee., 2004; Kauffman et al., 2013).

Todos os pulsotipos apresentaram capacidade de adesdo celular, porém, das 10 cepas
analisadas, 30% (n=3) foram capazes de internalizar apds 2 horas de interacdo, enquanto 60%
(n=6) foram capazes de internalizar apés 4 horas de interacdo. Apds 4 horas de interacdo,
também foi possivel verificar que as amostras de K. pneumoniae foram capazes de se manter
viaveis apds o uso de gentamicina no periodo de 24h. A capacidade de K. pneumoniae em
sobreviver sob condi¢des gastrointestinais simuladas, aliada a capacidade de formar biofilme
forte, contribui para a capacidade de sobrevivéncia dessa espécie em condicGes hostis (Vuotto
etal., 2014).

Diversos autores afirmam que antes de fazer contato com o epitélio intestinal, K.
pneumoniae deve superar uma série de defesas inatas do hospedeiro, sendo a barreira protetora
de muco o principal obstaculo, pois esta relacionado com os primeiros estagios do processo de
colonizacdo. A capacidade de persisténcia intracelular pode ser um fator crucial para a
disseminacédo da infeccdo em outros 6rgdos e tecidos e, consequentemente, pode aumentar a
capacidade de causar infecc¢Oes extraintestinais e sepse (Maroncle et al., 2002; Ferraretto et al.,
2007; Kauffman et al., 2013).
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A presenga de cepas isoladas no ambiente fluvial com caracteristicas semelhantes a
cepas isoladas de pacientes infectados, apesar de pouco estudada, € de grande preocupacéo,
devido, principalmente a sua alta taxa de resisténcia e viruléncia, podendo vir a causar infeccoes
de dificil tratamento no ambiente comunitario. Deste modo, a alta incidéncia de isolados de K.
pneumoniae de diferentes pulsotipos, capazes aderir e internalizar em células epiteliais
humanas tanto no ambiente hospitalar quanto comunitério, além da capacidade de producéo de
biofilme em superficies abioticas diversas, deve ser considerado uma ameaca a saude publica,
uma vez que infec¢des relacionadas a esses patdégenos estdo comumente ligadas ao consumo de

agua, alimentos e fémites contaminados
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CONCLUSAO

Deste modo, no presente estudo, foram obtidas diversas cepas de K. pneumoniae tanto
do ambiente hospitalar quanto do ambiente fluvial da regido metropolitana do Rio de Janeiro.

Todas as cepas isoladas de pacientes infectados e de diferentes pontos da rede fluvial
expressaram resisténcia heterogénea aos 25 agentes antimicrobianos testados, tendo sido a
maioria classificada como multirresistente independente da proximidade do ambiente
hospitalar. A maioria das cepas MDR oriundas do ambiente fluvial apresentou genes de
resisténcia relacionados com presenca de ESBLs, EMAs, PMQRs e carbapenamases.

Para a maioria das cepas MDR isoladas tanto do ambiente fluvial quanto do hospitalar
foi observada correlacdo entre a presenca dos genes de resisténcia e de viruléncia com as
propriedades adesivas do patdgeno e a habilidade de formacdo de biofilme em superficies
abidticas.

As cepas MDR de K. pneumoniae expressaram elevada habilidade de formagdo de
biofilme em superficies abidticas de natureza hidrofilica (vidro) e hidrofébica (poliestireno) e
heterogeneidade na presenca dos genes relacionados com a formacao de biofilme e captacao de
ferro, exceto o gene relacionado com a capacidade de producéao de fimbria tipo I (fimH).

Os ensaios de PFGE revelaram uma heterogeneidade de perfis genéticos além da
existéncia de cepas MDR de K. pneumoniae isoladas do ambiente hospitalar e fluvial
relacionados geneticamente que expressaram potencial de viruléncia para o nematédeo C.
elegans além de serem capaz de aderir, sobreviver e persistir em células epiteliais humanas de
linhagem CACO-2 em intensidades variadas.

Deste modo, € motivo de preocupacdo a presenca de cepas MDR de K. pneumoniae
isoladas no ambiente fluvial com caracteristicas semelhantes as cepas previamente identificadas
como patégenos nosocomiais, devido, principalmente ao seu elevado grau de resisténcia e
potencial de viruléncia, podendo vir a causar infeccdes de dificil tratamento no ambiente
comunitario, além de poder ser novamente transferida para o ambiente hospitalar.

A alta incidéncia de clones MDR de K. pneumoniae isoladas no ambiente hospitalar e
comunitario, capazes de interagir com células epiteliais humanas e de produzirem biofilme em
superficies abidticas diversas, incluindo dispositivos médicos invasivos, € considerado uma
ameaga a saude publica e deve ser investigado mais detalhadamente. Adicionalmente, as
infeccbes relacionadas a esses patdgenos estdo comumente ligadas ao consumo de &gua,

alimentos e fomites contaminados. Finalmente, a contaminacdo de animais de companhia,
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como cées e gatos, por cepas MDR de K. pneumoniae presentes no meio ambiente e transmissao

para 0s humanos também precisam ser mais estudados.
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Perfil clonal de cepas multirresistentes deK. pneumoniae demonstrando os sitios/pontos de isolamento, perfil de resisténcia, genes de resisténcia e viruléncia, além da capacidade de formagéo de

biofilme em superficiesabidticas diversas

S[tio/ponto Perfil _Cepas Perfil de resisténcia Genes de resisténcia Qengs d_e b!ofi[me Biofi.lme
de isolamento clonal isoladas viruléncia poliestireno em vidro

Ponto 4 A'l P4112 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blarem/qnrB - FDA +++
Ponto 4 Al P4113 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blaswv/gnrB fimH/mrkD FDA +++
Ponto 2 A2 P2C8 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/AMI/KAN/TOB/CIP/IMI/ETP/MER blakec/aacc? - FDA ++
Ponto 2 A2 P2C9 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/CIP/IMI/ETP/MER blakec fimH FDA +++
Ponto 3 B'l P3C7 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/CIP/IMI/ETP/MER blacrx-m fimH FDA +++
Ponto 3 B'2 P3C6 CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER aacc2/qnrA - FDA +++
Ponto 3 B'3 P313 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blarem fimH FDA +++
Ponto 3 B'3 P3I19 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR blasny fimH MA +++
Ponto 3 B'3 P3111 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blakec fimH MA +++
Ponto 3 C1 P31 CTX/CRO/CAZ/CPM/AMI/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER gnrA - MA +++
Sangue D’1 B7 CTX/CRO/CAZ/CPM/KAN/CIP/NOR blarem/blacrx-m/blasmy fimH/mrkD FDA +++
Sec. traqueal D’1 B10 CTX/CRO/CAZ/CPM/CIP/NOR/IMI/ETP/MER gnrA fimH FDA +
Ponto 4 P4114 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blacrx-m fimH FDA +++
Ponto 4 P4117 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blakpec - MA +++
Sangue B2 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/KAN/TOB/CIP blarem/blacrx-m/aacc3 fimH/mrkD FDA ++
Ponto 3 F1 P314 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blarem - FDA ++
Ponto 3 F1l P3110 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blacrx-m - FDA +++
Ponto 3 F1 P3C11 CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blaskv/blakec - FDA +++
Ponto 4 F1l P4110 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blakpc - FDA +++
Ponto 4 F1 P4115 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blacTx-m - MA +++
Ponto 2 G'1l P2C3 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/KAN/IMI blaswv/aacc3 fimH/mrkD FDA +
Ponto 2 G'1 pP2C7 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/KAN/TOB/IMI/ETP blacrx-w/aacc3 - FDA +++
Ponto 2 G2 P2G2 CTX/CRO/GEN/TOB/IMI acc2 - FDA +++
Ponto 2 G2 P2G9 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/CIP/NOR/IMI/MER acc2 - FDA +++
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Sitio/ponto Perfil Cepas . S C oA Genes de biofilme Biofilme
de isolamento clonal isoladas Perfil de resisténcia Genes de resisténcia viruléncia poliestireno em vidro
Ponto 1 H'1 P1C1 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/CIP/IMI - fimH FDA ++
Ponto 1 H'1 P1C5 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/AMI/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER - fimH FDA ++
Ponto 1 H'2 P1C2 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/CIP/IMI - fimH FDA +
Ponto 2 I'l P217 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blaskv/blakec fimH/mrkD FDA +++
Ponto 2 I'l P2111 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blakpc fimH/mrkD MA +++
Ponto 2 I'l P2112 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blakpc - FDA +++
Ponto 2 I'l P2G1 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP blakec fimH/kfuBC  FDA ++
Ponto 1 12 P1C25 CTX/CRO/CAZICPMICIP/IMI/ETP/IMER blarem/blakec fimH/kfuBC  FDA +++
Ponto 1 1'2 P1C26 CTX/CRO/TOB/CIP/IMI/ETP blacx-m fimH MA +++
Ponto 2 12 P212 CTX/CRO/CPM/GEN/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blakec fimH FDA +++
Ponto 2 1'2 P2I3 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blacrx-m fimH/kfuBC  FDA +++
Ponto 2 12 P215 CTX/CRO/CAZ/CPM/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blacrx-m/blakec - FDA +++
Ponto 4 1'2 PAC9 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/AMI/CIP/IMI/ETP/MER aacc? - FDA +++
Ponto 3 1'3 P312 CTX/CRO/CAZ/CPM/TOB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blacrx-m/gnrA fimH/mrkD FDA ++
Ponto 4 1'3 PAC3 CTX/CRO/CAZ/CPM/CIP/IMI/ETP/IMER blacrx-m/qnrB fimH/mrkD FDA +++
Ponto 4 1'3 P4C5 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/CIP/IMI/ETP/MER blacrx-m fimH FDA +++
Sangue 1'3 B12 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/KAN/TOB/CIP/NOR blasnv/blacTx-m/ fimH/mrkD FDA +++
aacc3/qnrA
Swab de I'3 B13 CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/CIP aacc2/gnrA/gepA fimH/mrkD FDA +
orofaringe
Urina ) 1'3 B18 CTX/CRO/CAZ/CPM/KAN/CIP/NOR/IMI/ETP/MER blarem/gqnrA fimH/kfuBC  MA +++
Ponto 4 I'4 PACA CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/IMI/ETP/MER aacc?2 fimH/kfuBC  FDA +++
Urina r4 B19 CTX/CRO/CAZICPM/GEN/KAN/TOB/CIP/NOR blarem/blactx-m fimH/mrkD FDA +++
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Original article

Detection of multidrug-resistant Enterobacteriaceae
isolated from river waters flowing to the Guanabara
Bay and from clinical samples of hospitals in Rio
de Janeiro, Brazil

Verénica Diaz Gongahves!, Fredenco Meirellea-Peraira®, Marcio Catalde', Bianca de
Oliveira Fonaeca', Barbara Arauje Nogueira', Julianna Gierdano Boetelho Olwvella’,
Franciaco de Asziz Eateves®, Ana Luiza Mattoe-Guaraldi', Arnaldo Feitoza Braga de
Andrade’, Alexandre Ribeiro Belle!, Jozé Augusto Adler Pereira’

' Departamento de Microbiologia, Imunologia & Parazitolegia, Faculdade de Ciéncias Médicas,
Univerzidade do Estado do Rio de Janeire, Rio de Jansire, Brazil

?Laboratonic de Limnologia, Departamento de Ecologia, Centre de Cigncias da Sadde,
Univerzidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Jansiro, Brazil

Introduction: The uze of antibiotice in humanz, animal hugbandry and veternary activities:
induces selective preseure leading to the colonization and infection by resistant strains.
Objective: We evaluated water samples collected from rivers of the Guanabara Bay,
which hawe zufiered minor and major environmental degradation, and clinical zamples of
hoepital origin to detect evidence of the presence of registance genes to aminoglycosides,
beta-lactam antibiofice and flueroquinglones in atraine of Hlebeisla pneumonias subap.
pneumonias, K. pneumonias subap. ozasnas and Eschserichia coll

Materials and methods: Forizclation of the water straing we employed culture media
containing 32 pg'ml cephalotin and § pg'ml gentamicin. The straing from clinical materials
were selected using culture media containing & pg'/ml gentamicin. The strainz wers
identified and subjected to antimicrobial susceptibility testing (AST), plazmid DMNA extraction
and pelymeraze chain reaction (PCR) to detect genes encoding enzymes modifying
aminoglycozsides (EMA), extended-apectrum beta-lactamaszes (ESEL) and plazmid
mechanizams of quinelene resiztance (PMCR).

Results: The AST of the izclates recovered from water samples showed multidrug-
rezistance profiles similar to thoze found in izolates recovered from clinical materialz. All
izolates from water samples and 90% of the izolates from clinical zamples showed at least
one plazmid band. In the PCR azzays, 7.4% of the izolates recovered from water zamples
and 20% of thoae from clinical materialz showed amplification products for the three
antimicrobial claszes.

Conclusion: We believe that the detection of microorganiesms presenting genetic elements
in environments such as water iz neceasary for the prevention and control of their
dizzemination with potential to infect humanz and other animals in eventual contact with
these environments.

Keywords: Klabzislla pneumonias; Escherichia coli; drug resistance, multiple; plazmide;
wasfe water; Brasil.
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Influence of antibiotics on biofilm formation
by different clones of nosocomial
Staphylococcus haemolyticus

Paula MA Pereira-Ribeiro®-', Bruna R Sued-Karam?®', Yuri V Faria’, Barbara A Nogueira’,
Sabrina § Colodette', Sérgio EL Fracalanzza®, José LMB Duarte’, Raphael H Junior' & Ana L
Mattos-Guaraldi*’

Faculdade de Chndlas Medicas, Universidade do Estado do o de taneiro (FOMUER], Rio de Lanelro, R, Brazil

universidade Federal do Rio de Janeiro (CCS/UFRI, Rio de laneino, Brazi

*author for comespondence: Fax: +55 212 B53 8376; aguaraldi@gmail com
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Staphylococcus haemolyticus is the most common organism among clinical isolatesof methicillin-rasistant
staphylococci. Aim: This study evaluated the ability to produce biofilm with the presence of the antibiotics
{14 minimum inhibitory concentrations) of 5. haemolyticus strains isolated from blood culture. Methods:
Clonal distribution was assessed in pulsed-field gel electrophoresis. PCR assays were performed to detect
mecA, icad, aap, atlE, atl, fbp genes. 5. haemolyticus strains grown in the presence of the antibiotics were
investigated for biofilm formation on glass, polystyrene and catheter surfaces. Results: Biofilm formation
was independent of the presence of the icad and mecA genes, pulsed-field gel electrophorasis type. Van-
comycin, oxacillin, moxifloxacin, rifampicin, teicoplanin, tigecydine and linezolid did not inhibit biofilm
formation on abiotic surfaces. Conclusion: This study demonstrated that the biofilm formation process is
complex and may not be related to ica gene carriage. Furthermore, in this study the biofilm formation
was increased in the presence of antimicrobial agents.

First draft submitted: 15 August 2018; Accepted for publication: 29 November 2018; Published online:
4 July 2019

Keywords: antimicrobizl agents » bacteremia » biofilm « PFGE » resistance » Staphylococcus haemolyticus
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Abstract

Background: Bacterial biofilm on surfaces of mammary implants is a predisposing factor for several outcomes. Because
Gram-positive bacteria are potential agens of biomatenal-associated infections (BAls), ther abiites to form biofilm on
breast implants should be elucidated.

Objectives: The aim of this study was to evaluate bicfilm formation on different mammary prosthesis surfaces by major
Gram-positive bacienal pathogens involved in BAls.

Methods: We nitially evaluated biofilm farmation an palystyrene plates with and withowt fileinogen ar collagen for 1 ref-
erence strain and 1 clinical isolate of Enterococcus foecalis, Stophyiococcwes ourews, Slophyiococcus epidermidis, and
Strepfococcws pyogenes. We also tested the ability of clinical isolates to fosm biofilm on 4 differemt implant surfaces:
polurethane foam and smaoth, micratextured, and standard textured silicone. Biofilm structure and cell viability were ab-
served by scanning electron microscopy and confocal laser scanning microscopy.

Results: All strains showed strong biofilm formation on polystyrene. After filwinogen or collagen treatment, biofilm for-
mation varied. ‘With fibmnogen, reference strains of 5 owrews and 5 pyogenes increased biofilm formation (P < Q0S5
Reference strains of all species and the chinical solate of 3 pyogenes increased béofiim formation after collagen treabment
[P« 0.05) In general, 5. oweus showed higher capacity bo produce biofilm. Scanning electron microscopy showed that
biafilm attached to all surfaces tested, with the presence of extracellular polymenc substances and voids. Viable cells
were more frequent for E fpecalis and 5. pyogenes.

Conclusions: 4l species produeced biofilm an all prosthesis sufaces and under different conditions. Micrographses indi-
cated thicker bactesial biofilm formation on microtextured and/or standard textured silicone by all speces, except £ foecols.
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Staphylococcus aureus biofilms: an opportunistic
pathogen with multidrug resistance

Giorgio Silva-Santana®?, Guilherme Goulart Cabral-Oliveira",
Dryelle Rodrigues Oliveira“?, Barbara Araijo Nogueira“?,
Paula Marcele Afonso Pereira-Ribeiro“*
and Ana Luiza Mattos-Guaraldi*"<¢

Studhies related to bacterial biofilm formation are extremely redevant because of their
constant asociation with several human discases. The onganization of this sessile
microbial community provides profection against opsomization and phagocytosis. It s
responsible for hampering not anly the immune system performance against infections
but also antimicrobial activity. Staphylococcus aureus is part of healthy human
microbiata including skin and nasal vestibule. However, many stralns have become
oppotunistic pathogens because of the ability of biofilm formation in implants and
medical devices by using them as route of access to bloodstream. 5. aureus” ability of
biofilm formation is widely known and it has been responsible for several infection,
such as endocarditis, bacteremia and sepsis. Several factors contribute to biofilm
formation including expression of specific genes and interaction between proteins
involved in adhesion to substrate. This work aims 1o explore the main aspects related 1o
biafilm formation by S, aweus, wsing tools as data index bases from the scientific
literature: Google Schola, LILACS, MEDLINE (PubMed), SCIELO, Scopus and Book/
eBook, between July 2018 and February 2019, in English, Spanish and Ponuguese. Ths
review aims 10 peovide a better understanding of biofilm formation and its impact on
host health, Copynght © 2000 Wokers Kluwer Hoalth, foc. All rights reserved

Reviews in Medical Microbiology 2020, 31:000- 000
Keywords: biofilm, opportunistic pathogen, Staphylococcus aurews, virulence

coagulae portive and both tests for mannitol deoxyri-
bomiclease are abo posstive, these results might be wsed s
sdentfication mcthod i liboratory |25, Typical
colomes are yellow i color — becawse of carmtenosd

Introduction

Stapoplocosns awrews 18 pare of Suphvlococesceas famly
[1]. Ssaphylocoan genns and Gram-postive coca group,

Thy species v microbsologically charsctenzed with 4
measurement of 0.5~ 1.5 wm n dameter, and s grouped
a wrregular clustens resembling to ‘bunch of grapes' |2].
These are nonmotide, nonspore-formng and facultatve
anacrobey. In tus genus, thete are 33 speaies. Among
them, 17 may be wolated from human biologscal material
[3,4). The lochenscal charactersnos mclude catalase and

prament ~ umooth, sightly rassed, and hemolytic (Beta-
hemolysis) from the hemalyan production on 5% sheep
blood agar [6]. The selective culture medium commonly
wed » aly-nunntol agar, composed of sugar 0
uunnitol and sodium chlonde (NaCl. Its hypertomciey
helps 1o select Staphplaacanr genus and indicate specues
capable of fermenting t-uuannstol |5).

*Health Sciences Center, Institude of Microbiology Paclo de Gées, Foderal Unnvenay of Rio de lanciro, "Hiomodical Conter,
*Microbiology, Immunology and Parastology Department, College of Medical Sciences, University of the State of Kio de lanein,

Rso de lanewro, RI, Brazil, and “Laberatory of

and Corynebactenia of Chinical Relevance, College of Medical Scwences,

Uriversaty of the Stase of Rio de Jneiro, Rio do lanear, RL Beazit: The Collaboeating Contre for Reference and Research on
DiphtheraNanoral Health Foundation™inistry ol Health, Brazd

Cotrespondence 1o Glorguo Silva-Samtana, Univenidade Fedoral do Rio de lanciro, Imtiteto de Microbiologla Professor Paulo de
Gows, Contro do Gaineras da Sadde (CCSY, Cudade Universitdna - Biha do Fundio, Rio de lanoico, R, Brazil

Tel: +55 21 2560 8344, c-mail; buosant@hotmad com

Recoved: 27 Fobruary 20200 revised: 4 March 2020; accepted: 11 March 2020

DOETOY0F7/MEM. 000000000000022 3

ISSN 0954-139X Copyright © 2020 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.



103

APENDICE B - Capitulo de livro publicados

In: Advances i Environmental Research [SBN: 078-1-53617-488-5
Editor: Justin A Daniels 2 2020 Nova Science Publishers, Inc.
Chapter &

DETECTION OF MULTIDRUG-RESISTANT
ESCHERICHI4 COLI STRAINS
WITH VIRULENCE PATHOTYPES ISOLATED
FROM URBAN RIVERS LOCATED AT R10 DE
JANEIRO METROPOLITAN AREA, BRAZIL

Barbara Araiijo Nogueira’,

Julianna Giordane Botellio Olivella,
Bruna Ribeiro Sued-Karam, PhD,
Guilherme Goulart Cabral-Oliveira,
Cassius de Souza, PhD,

Paunla Marcele Afonso Pereira Ribeiro, PhD and

Ana Luisa de Marntos-Guaraldi, PhlD
Microbiology and Immunoclogy Department,
Rio de Janeiro State University
Rio de Janeiro, Brazil



CAPITULO 18

ENTEROCOCCUS SP. ISOLADOS DE AMOSTRAS
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RESUMO: As doengas Infecclosas 18m como
traamento a utlizaglo de antimicroblanos,

As Ciitnois Biokigioss o da Solde na Comempornnoidade 4

SEMGI 0 564 USD adequads uma das principals
praocupagbes mundials. Eles estio enfre os

tArmacos mals presciltos, poram, maks de 505
das vazes 5&0 Indicados sem necessidade.
Aluaimsnts, o0 usS0  Indiscriminado  dos
anfimicroblancs vem Sendo conslos@os o
tercelrs malr problema de saode poibiica,
TavOreCando o dasanvaivimanto da macan|smos
da resistencla g de dsseminacio de diverzas
espacies bactaranas comensals e patogénicas
para humanos @ animals. Os antimicroblanos
540 substinclas gquimicas produzidas por
milcrorganismos ou de Torma sinkéilca, capares
dia Inlbir o crascimento ou oestrulr &= backanas,
DASEANOO-58 NOS MECanismos OF afaD das
Calulas DACceMlanas & am SUa astrutura quimica.
Desde o Inicky da utliizagso de antmicroblanos
56 tem conhecimenis da posslbliidade dos
MICIONganisMos  Casanvolvaram macan|smos
g8 reslsencia s drogas antmicroblanas. ©
50  prolongade  dassas  drogas  poda,
graduaimeants, gerar wma pressao saletva,
aluando oMo CIVG para SUpDSIaE vantagens
microbianas que TAaVOIecsm a parsisiancla & a

circulagio nos amblentes. O aparecimento da
mu.&ammanmmmma

58I, UM 005 Qrandes Mobemas fante no
amblents nosocomial quanic comunitdro, ja
gue & causada pela mutagio espontdnea e
reCHMNAGE0 de Qenes, que criam varablidade
ganalicakos Boocslsiomas emesies B
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Multidrug-resistance and virulence-related properties of diarrheagenic Escherichia coli
in urban river: a possible source and dissemination of human infections

Research Paper

Coordenacio de Aperfeicoamento de Mot applicable
Pessoal de Mivel Superior

The presence of multi-drug resistant (MOR) E. coli harboring virulence pathotypes in
aguafic systems is a public health concern due to an increase number of cases of
infections and cutbreaks in industrialized and developing countries. The aim of the
present study was to evaluate the microbiological quality of Joana river, located at Rio
de Janesin, by analyzing E. coli bacteria contamination and to investigate virulence
properties and MOR profiles by phenotypic and genotypic methods, including bacterial
interaction with Caco-2 cells. A fotal of 34 E. coli were identified by MALDI-TOF and
20 E. coll were characterized as MDR when submitted to anfimicrobial susceptibility
test. Evaluation by multiplex-PCR of MDR E. coli demonstrated the presence of
virulence pathotypes: EHEC ( stx1 | stx2 | eae genes), STEC ( stx2 gene) and
EIEC/STEC [ stx2 |, iaL genes). Virulence potential was demonstrated by the ability
to adhere and survive within Caco-2 cells of MOR E. coli pathotypes (n=4). In
conclusion, this study demonstrates the presence of diarrheagenic MDR. E. coli in
river water at Rio de Janeiro. The possibility of aguatic environment dissemination of
antimicrobial resistance and human contamination leading to community and
nosocomial infections due to virulent MDR E. colil water-bome pathogens is a matter
of concem.
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ANEXO D - Artigo submetido com resultados complementares a tese
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METADATA

Bicfilm formation, interaction and survival within A549 pneumocytes of Klebsiella pneumeniae clinical strains: identification of pulsctypes, multidrug-
resistance and genes coding for adhesineg

Klebsiella pneumanize has become one of the major causes of hospital-acquired infections over decades due to the spread of virulent clones harbering
resistant genes to multiple antimicrobizl agents. The aim of this study was to investigate phenotypic and genatypic features of virulence mechanism
expressed by K. pneumeniae clinical isclates of different PFGE types, including bicfilm formation, interaction with pneumocytes A543 lineage and
experimental infection by using C. elegans nematedes. A total of 17 K. pneumaniae strains were isclated from different clinical specimens including blead,
unne and respiratary |nfect|ons_ In this present =study, 11 strains presented a varied multidrug-resistance profile harbaring resistance genes coding for

ns, ami des, flucrquinolones and carbapenemases. PFGE analysis demonstrated the presence of four distinct pulsotypes among K.
pneumaoniae strains harboring virulence genes for siderophares and fimbize type 1 and type 3. High adherence and biofilm farmation were positively
correlated for beth polystyrene and glass surfaces in all K. pneumoniae strains analyzed. K. pneurncnlae clinical strains showed the ablllt)' of adherance,
internalization and persistence within human pulmonary epithelizl 2549 cell line, at differant levels. R : y infections d d z higher
heterogeneity of PFGE types and levels of adherence, intracellular survival and persistence. K. pneumoniae strains were also submitted to Carnchabidits
elegans in vive infection maodel and data showed that after 24 hr zlmest 10% of urine-culture isalztes worms were dead evidencing virulence profile. Motably,
K. pneumaonize strains, presenting virulence genes, was significantly more virulent than those who did not prezented any virulence gene after 5 days
{survival »60% and =40%).
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