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RESUMO

OLIVEIRA, Thamirys Rachel Tavares e. Avaliagdo da diversidade clonal de Klebsiella
pneumoniae produtoras de KPC provenientes de espécimes clinicos, através das técnicas
de PFGE, MLST e MALDI-TOF. 2024. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2024.

Espécies de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases tém sido rotineiramente
isoladas em ambientes hospitalares, especialmente causando infec¢bes graves, nas quais 0S
isolados MDR e XDR sdo um grave problema de satde publica. Mundialmente, estudos tém
associado clones epidémicos a disseminagdo de carbapenemases, evidenciando o CC11/258
como um importante disseminador da carbapenemase KPC. Sendo assim, a tipagem molecular
dos clones circulantes que carreiam o gene blakec € fundamental para a investigacdo de surtos
hospitalares assim como para a vigilancia epidemiologica. O objetivo deste trabalho foi realizar
uma avaliacao abrangente da diversidade clonal de cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC,
que foram obtidas de espécimes clinicos e encaminhadas para anélise de rotina do Laboratério
de Bacteriologia Aplicada a Satde Unica e Resisténcia antimicrobiana (LabSUR) de diferentes
estados brasileiros durante o ano de 2021. Os isolados selecionados para o estudo tiveram sua
espécie confirmada por MALDI-TOF e a presenca da carbapenemase KPC foi investigada por
PCR convencional. As técnicas de tipagem molecular PFGE e MLST foram empregadas a fim
de avaliar a relagdo de clonalidade das cepas recebidas. Além disso, foi explorada a capacidade
da ferramenta de Espectrometria de Massas MALDI-TOF em avaliar a diversidade clonal das
cepas selecionadas para o estudo. Uma parte crucial deste estudo envolveu a comparacao direta
dos resultados obtidos pela técnica MALDI-TOF com os grupos clonais obtidos por meio da
metodologia de PFGE e MLST.Foram incluidos no estudo, 122 isolados de K. pneumoniae
produtores de KPC e a andlise da relacdo de clonalidade através de PFGE nesses isolados
revelou 44 grupos clonais, nomeados de PF1 a PF44. Por MLST, foram identificados 16
sequence types diferentes, evidenciando o CC11 como o mais frequente. A tipagem feita
utilizando MALDI-TOF gerou 31 clusters, destacando o cluster 19 com maior nimero de
isolados agrupados, onde em grande parte formado pelo PF10 e PF9. Ao realizar a analise dos
perfis de agrupamento obtidos por MALDI-TOF e comparar com os grupos clonais obtidos pela
metodologia de PFGE e com os STs obtidos pelo MLST, ndo foi possivel estabelecer uma
correlagéo consistente, sendo necessaria a realizacdo de pesquisas posteriores que continuem a
investigar a viabilidade da aplicacdo da técnica MALDI-TOF para a tipagem molecular em K.
pneumoniae produtoras de KPC, que podem se revelar de grande utilidade em contextos
relacionados a avaliagdo de surtos e monitoramento, permitindo assim medidas de controle.

Palavras-chave: K. pneumoniae. Carbapenemases. KPC. tipagem molecular. MALDI-TOF



ABSTRACT

OLIVEIRA, Thamirys Rachel Tavares e. Clonal Diversity Evaluation of KPC-Producing
Klebsiella pneumoniae from Clinical Specimens Using PFGE, MLST, and MALDI-TOF
Techniques. 2024. 78 f. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Species of K. pneumoniae producing carbapenemases have been routinely isolated in
hospital environments, especially causing severe infections, in which MDR and XDR isolates
pose a serious public health problem. Worldwide, studies have associated epidemic clones with
the spread of carbapenemases, highlighting CC11/258 as a significant disseminator of KPC
carbapenemase. Therefore, molecular typing of circulating clones carrying the blakec gene is
crucial for investigating hospital outbreaks as well as for epidemiological surveillance. The aim
of this study was to perform a comprehensive evaluation of the clonal diversity of KPC-
producing K. pneumoniae strains collected from different Brazilian states and sent for routine
analysis at the Laboratorio de Bacteriologia Aplicada a Saude Unica e Resisténcia
antimicrobiana (LabSUR). The selected isolates for the study had their species confirmed by
MALDI-TOF, and the presence of KPC carbapenemase was investigated by conventional PCR.
Molecular typing techniques PFGE and MLST were employed to assess the clonality
relationship of the received strains. Additionally, the capability of MALDI-TOF Mass
Spectrometry tool to evaluate the clonal diversity of the selected strains for the study was
explored. A crucial part of this study involved the direct comparison of results obtained by
MALDI-TOF technique with the clonal groups obtained through the PFGE methodology.. For
the study, were selected122 KPC-producing K. pneumoniae isolates and the analysis of
clonality relationship through PFGE in these isolates revealed 44 clonal groups. By MLST, 16
different sequence types were identified, highlighting CC11 as the most frequent. Typing using
MALDI-TOF generated 31 clusters, with cluster 19 standing out with the highest number of
grouped isolates, largely composed of PF10 and PF9. When analyzing the clustering profiles
obtained by MALDI-TOF and comparing them with the clonal groups obtained by PFGE
methodology and the STs obtained by MLST, it was not possible to establish a consistent
correlation, necessitating further research to continue investigating the feasibility of applying
the MALDI-TOF technique for molecular typing in KPC-producing K. pneumoniae. This could
prove to be highly useful in contexts related to outbreak evaluation and monitoring, thus
enabling control measure

Keywords: K. pneumoniae. Carbapenemases. KPC. MALDI-TOF
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INTRODUCAO

Infeccbes relacionadas a assisténcia a saude e a resisténcia aos antimicrobianos no

cenario atual

As infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) referem-se a qualquer tipo de
infeccdo adquirida ap6s a admissdo do paciente na unidade hospitalar, que se apresente durante
a internacdo ou apos a alta, quando puder ser relacionada com a internacdo ou procedimentos
hospitalares, de acordo com a Lei n° 9.431 de 6 de janeiro de 1997 e a Portaria do Ministério
da Salde n° 2.616 de 1998 (BRASIL, 2004).

De acordo com a Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS), as IRAS sdo uma
grande ameaca a salde publica em uma escala global, visto que sdo frequentemente causadas
por microrganismos resistentes aos antibidticos, o que agrava ainda mais o problema
(VAZQUEZ-CABRERA et al.,2023).

A falta de eficicia dos antimicrobianos pode acarretar infec¢des persistentes no
organismo, aumentando o risco da disseminacdo entre individuos, o comprometimento do
sucesso de procedimentos cirdrgicos, além de ocasionar o prolongamento do tratamento.
Portanto, as IRAS associadas a microrganismos resistentes aos antimicrobianos representam
um desafio que impacta diretamente na seguranca do paciente e no aumento dos custos dos
servicos de salde, necessitando que a¢des sejam tomadas em todos 0s segmentos do governo e
da sociedade (VAZQUEZ-CABRERA et al.,2023).

Com base em cenarios do aumento alarmante da resisténcia aos antimicrobianos
(RAM), a Organizac¢do Mundial de Saude (OMS) estimou que o nimero de 6bitos pode chegar
a marca de 10 milhdes até o ano de 2050. A menos que medidas efetivas sejam rapidamente
colocadas em préatica, 0 aumento da resisténcia aos antimicrobianos pode gerar um custo
cumulativo para a producdo econdémica global de 100 trilnGes de ddlares (O'NEILL et al.,
2019).

De acordo com estudo de MURRAY e colaboradores, publicado em 2022, os seis
principais patdgenos associados a ébitos atribuiveis 8 RAM (Escherichia coli, seguido por
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa) foram responsaveis por aproximadamente 3,57 milhdes

de mortes no mundo no ano de 2019.
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De acordo com a OPAS, o surgimento de patdgenos Gram-negativos resistentes aos
carbapenémicos, produtores de carbapenemases, provocam uma grande ameaca a saude
publica. Esses microrganismos podem causar surtos e contribuir para a transmissao
generalizada de resisténcia através de elementos genéticos moveis, gerando uma preocupacgao
internacional (OPAS, 2021).

Em 2017, a OMS publicou uma lista de agentes patogénicos prioritarios que demandam
esforcos significativos em pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos. Na categoria
critica, encontram-se 0s microrganismos da familia Enterobacteriaceae, que apresentem
resisténcia aos carbapenémicos e/ou produzam enzimas de espectro estendido (ESBL), além de
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (OMS,
2017; TACCONELLLI, etal., 2018).

Klebsiella pneumoniae: caracteristicas gerais e importéancia clinica

Em 1882, Carl Friedlander descreveu formalmente um bacilo encapsulado, isolado dos
pulmdes de pacientes que faleceram de pneumonia, que originalmente ficou conhecido como
bacilo de Friedlander (apud ASHURST & DAWSON,2023). VVocé s6 possui acesso a obra de
X, mas precisa citar as ideias de Y em seu trabalho. VVocé entdo deve citar o texto como Y apud
X.

Posteriormente, no ano de 1886, a bactéria recebeu o nome de Klebsiella, em
homenagem ao respeitavel bacteriologista alem&o Theodor Albrecht Edwin Klebs, pioneiro na
pesquisa de doencas infecciosas (apud ROSENBERG et al., 2006).

O género Klebsiella pertence a classe Gammaproteobacteria, contida dentro do maior
grupo da ordem Enterobacterales, um grupo grande e diversificado que habita varios nichos
ecologicos e ja foram encontrados no solo, na agua e em associagdo com organismos Vivos,
incluindo plantas, insetos, animais e humanos (ADEOLU et al., 2016). Pertence a familia
Enterobacteriaceae e apresenta-se como bacilo Gram-negativo (BGN), usualmente
encapsulado, imdvel, anaerobio facultativo, ndo formador de esporos. Seu tamanho pode variar
de 0,3 a 1,0 um de didmetro e 0,6 a 6,0 um de comprimento e apresenta caracteristicas
bioquimicas como: fermentacdo de glicose, com reacdo de oxidase negativa, utilizacdo de
citrato como fonte de carbono e producéo de lisina-descarboxilase (KONEMAN et al, 2006).


https://doi.org/10.1601/nm.2068
https://doi.org/10.1601/nm.3090
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A patogenicidade do género Klebsiella concentra-se em um grupo de fatores de
viruléncia principais, como por exemplo: adesinas, pili, sideroforos e lipopolissacarideos
(LPS). Outro importante fator de viruléncia do género é o antigeno K, um polissacarideo
capsular expresso na sua superficie celular, atuando como ativador do sistema imune inato
(RUSSO et al., 2011).

K. pneumoniae é a principal espécie do género Klebsiella isolada de espécimes clinicos.
Devido a grande similaridade fenotipica, atualmente essa espécie pertence ao complexo K.
pneumoniae que inclui as espécies: K. pneumoniae, K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae, K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae, K. variicola subsp. variicola,
K. variicola subsp. tropicalensis, K. africanensis e K. quasivariicola (RODRIGUEZ-MEDINA
et al.,, 2019). A identificacdo precisa dessas espécies sO € possivel utilizando-se métodos
moleculares ou plataformas de espectrometria de massa por tempo de v6o com ionizagédo por
laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS), porém é necessario que seus bancos de dados
estejam atualizados (RODRIGUES et al., 2018).

Em humanos, K. pneumoniae pode ser encontrada na microbiota do nariz, garganta, pele
e trato intestinal de individuos saudaveis. Analises do estudo Human Microbiome Project
realizado nos Estados Unidos identificaram a presenca de K. pneumoniae em 4% das amostras
de fezes e 10% das narinas de voluntarios (CONLAN et al, 2012; MARTIN & BACHMAN,
2018). Ja no meio ambiente, essa espécie estd amplamente distribuida em agua, esgoto, solo e
plantas (WANG et al, 2020).

K. pneumoniae é considerada um patdgeno oportunista, podendo ocasionar infeccdes
adquiridas na comunidade, como infec¢des do trato urindrio e pneumonia, além de infeccGes
invasivas, como abscesso hepatico piogénico e meningite (LAM et al., 2021).

No ambiente hospitalar, esse microrganismo estd amplamente associado as IRAS,
podendo causar uma variedade de infecc¢des, incluindo pneumonia, infec¢bes de tecidos moles
e feridas cirargicas, infec¢des do trato urinario, infeccdes na corrente sanguinea e sepse. Pode
ser transferido por meio de equipamentos médicos e hemoderivados e ser transportado dentro
do trato intestinal dos pacientes e na superficie das méos e da pele dos profissionais de saude
(MARTIN & BACHMAN, 2018; MILLS et al., 2016). Devido a sua habilidade em causar
infeccdes graves associada a resisténcia antimicrobiana (RAM), K. pneumoniae representa uma
séria ameaca a saude publica (LAM et al., 2021; MARTIN & BACHMAN, 2018 et al., 2022).

A RAM pode ocasionalmente surgir atraves de muta¢fes cromossdmicas nessa espécie

bacteriana, porém em sua maioria resultam da aquisi¢do de genes de resisténcia antimicrobiana
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via transferéncia horizontal, principalmente através de grandes plasmideos conjugativos
(WYRES & HOLT,2018).

Os isolados de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos podem causar infec¢oes
graves, como pneumonia e infec¢des da corrente sanguinea que podem evoluir para 6bito. Por
esse motivo, pertencem ao grupo critico da lista prioritaria de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos (ERC), criada pela OMS, que tem como finalidade orientar e promover a
pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos (OMS, 2017).

De acordo com o boletim da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do
ano de 2022, K. pneumoniae foi o bacilo Gram-negativo mais isolado em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) adulto e infantil, proveniente de infeccdo priméaria de corrente sanguinea
laboratorialmente confirmada (IPCSL) e o primeiro em infec¢Bes do trato urinario em UTI
adulto. Com relacdo ao percentual de resisténcia aos carbapenémicos, K. pneumoniae
apresentou 76,8% de resisténcia nas IPCSL de pacientes em UTI adulto (ANVISA 2022).
Atualizar para 0 ano de 2024.

O actmulo de fatores de resisténcia em uma unica linhagem bacteriana pode levar ao
surgimento de cepas pan-resistentes, as quais apresentam resisténcia a todos os antibidticos
atualmente disponiveis, tornando-as intrataveis (WYRES & HOLT, 2018).

De acordo com Gu e colaboradores (2018), as cepas de K. pneumoniae podem
manifestar concomitantemente caracteristicas de hiper viruléncia e resisténcia a multiplos
agentes antimicrobianos, culminando na emergéncia de linhagens convergentes. Esse fenbmeno

acarreta grandes desafios para a saude publica.

Resisténcia aos antimicrobianos 3-lactdmicos

Nas ultimas décadas, houve um notavel aumento de isolados de K. pneumoniae
carregando multiplos mecanismos de resisténcia aos antibioticos, no qual a resisténcia aos [3-
lactdmicos compreende o maior impacto no tratamento eficiente (MARTIN & BACHMAN,
2018).

Os B-lactamicos sdo antimicrobianos bactericidas que possuem um anel B-lactamico em
sua estrutura quimica e sao classificados em quatro familias: penicilinas, cefalosporinas,

monobactamicos e carbapenémicos (MURRAY et al., 2004) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica da classe de B-lactamicos
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Fonte: adaptado de WILLIAMS,1999.

Os -lactdmicos perduram como a classe mais utilizada clinicamente, em funcdo da sua
eficacia clinica, amplo espectro de acdo e perfil de seguranca favoravel para o paciente, uma
vez que, essa classe de antibioticos, atua especificamente inibindo a enzima transpeptidase, um
alvo encontrado apenas em bactérias, o que minimiza os efeitos adversos. Como mecanismo de
acao, os R-lactamicos interferem diretamente na estrutura da parede celular, comprometendo a
sobrevivéncia e reproducdo das bactérias ao formar uma ligagdo covalente com as proteinas de
ligagdo a penicilina (PBPs)(WALSH, 2003).

A penicilina foi acidentalmente descoberta em 1928 por Alexander Fleming
(FLEMING,1929) e desde o seu isolamento, na década de 40, por Ernst Chain e Howard Florey,
foi amplamente utilizada, salvando milhares de soldados e civis feridos durante a 22 guerra
(HEATLEY,2004).

A descoberta da penicilina alicercou a era dos antibidticos e o desenvolvimento de novas
drogas antimicrobianas (LOBANOVSKA & PILLA, 2017). Entre as decadas de 1950 e 1970,

novas classes de antibidticos foram descobertas e usadas para o tratamento ou prevencao de
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infeccGes humanas e animais, contudo o uso extensivo ao longo dos anos tem resultado no
desenvolvimento de bactérias resistentes (SAKKAS et al, 2019).

Entre os mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos descritos incluem principalmente
a produgdo de enzimas hidroliticas (pB-lactamases), alteracGes nas proteinas da membrana
externa (PMEs) e as PBPs, bem como o aumento da atividade de bombas de efluxo
(POIREL&NORDMANN, 2006).

Ambler (1980) classificou e categorizou as enzimas [-lactamase em 4 grupos (A, B, C,
D) com base em seu dominio catalitico central: as enzimas das classes A, C e D possuem serina
no sitio catalitico ativo, as classes A e D incluem enzimas que agem apenas sobre penicilinas
até enzimas que hidrolisam todos os B-lactimicos (carbapenemases), a classe C hidrolisa
principalmente as cefalosporinas, enquanto as enzimas da classe B sdo metalo-p-lactamases
(MBLs) que possuem zinco no sitio ativo e possuem atividade contra todos os B-lactamicos
com exce¢do dos monobactamicos.

Bush & Jacob (2010) propuseram um outro tipo de classificacéo, baseada em subgrupos
funcionais, e as enzimas foram agrupadas conforme a capacidade de hidrolisar B-lactdmicos e
suas propriedades de inativagdo por inibidores de B-lactamase como &cido clavulanico,

sulbactam e tazobactam (tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo das p-lactamases segundo Ambler, Bush & Jacoby (continua)

Classificacdo Bush o HiBIGoRy [nibido
de Ambler  Jacoby 2009 Caracteristicas Representantes = AC ou pelo
TZB EDTA
23 Hidrolisa melhor benzilpenicilina que _
cefalosporinas. PC1, TEM-1,
A TEM-2, SHV-1, sim
Hidrolise similar das benzilpenicilinas TEM-90
2b e das cefalosporinas. Inibidas pelo AC
ou TZB.
CTX-M-15,
Aumento na hidrélise de cefotaxima, CTX-M-44
2be ceftazidima, ceftriaxona, cefepima e PER-1, SFO- sim
aztreonam. LSHV-5, TEM-
A 10, TEM-26,
VEB-1.
TEM-30, TEM-
o 76, TEM-
2br Resisténcia a8 AC, sulbactam e TZB. 103,SHV-10, - -

SHV-26




Aumento na hidrélise de oximino-

21

2ber beta-lactamicos combinado com a ggE M-50, TEM- - -
resisténcia a AC, sulbactam e TZB.
pc ~ Aumentona hidrolise de PSE-1,CARB-3  sim
carbenicilina.
inibidas
Hidrolisa cefalosporinas. inibidas pelo A~C’
2e x CepA mas néo
pelo AC, mas ndo por aztreonam. oor
aztreonam.
pouco
Enzimas que hidrolisam carbapenemas KPC-2, KPC- 'Q:bé:g%so
2f e possuem uma serina no seu sitio 3,IMI-1, SME-1, poracia
. clavulanico
ativo. GES-2 e
tazobactam
B (B1)
Hidrélise _de be_ta-lactamlcos de gmplo IMP-1, VIM-1, sim
3a espectro, incluindo os carbapenémicos,
x A L1, NDM-1
B (B3) mas ndo 0s monobactamicos. -
B (B2) 3b ?;;jggggsﬁer?];esferenmal de CphA, Sfh-1 sim
Hidroliza melhor cefalosporinas que ~ AmpC, P99,
1 benzilpenicilinas; hidrolisa tambémas  CMY-2, FOX-1, ndo ndo
C cefamicinas MIR-1
Aumento na hidrolise de
1E ceftazidimas, e outros oximinobeta- CMY-37 nao nao
lactamicos.
Aumento na hidrolise de cloxacilina  OXA-1, OXA- -
2d L Inibida -
ou da oxacilina. 10
por AC
D Hidrolisa cloxacilina ou oxacilina e OXA-11, OXA- -
2de s ..
oximino-betalactamicos. 15 \V
odf Hidrolisa cloxacilina ou oxacilina e OXA-23, OXA- i
carbapenémicos. 48 Vv

Legenda: CA= Acido clavulanico, TZB= tazobactam V= variavel Fonte: adaptado de BUSH & JACOBY, 2010

Outros inibidores de -lactamases recentes, como Avibactam e Vaborbactam, inibem a

atividade das enzimas de classes A, por exemplo KPC, e enzimas classe C, porém néo inibem
as enzimas das classes B e D (NORDMANN & POIREL, 2019).

O aumento do uso de antibioticos, desde a introducgéo das cefalosporinas de 32 geracao

para uso clinico, no inicio da década de 1980, levou a disseminacdo de bactérias produtoras de

[-lactamases de espectro estendido (ESBLs). As ESBLs sdo capazes de hidrolisar penicilinas,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cephalosporin
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além das cefalosporinas de primeira geracdo (ex. cefazolina), terceira (ex. ceftazidima,
ceftriaxona e cefotaxima), quarta geracao (cefepime) e monobactamicos, como o aztreonam.
As ESBL mais difundidas em K. pneumoniae sdo as do grupo CTX-M e TEM (SARSHAR;
MIRNEJAD; BABAPOUR, 2021; HOLT et al, 2015).

Devido as infeccBes graves causadas por bactérias produtoras de ESBL, na década de
90 ocorreu a introdugéo dos carbapenémicos como a droga de escolha terapéutica (MARTIN
& BACHMAN, 2018).

Resisténcia aos carbapenémicos

Os carbapenémicos, como imipenem e meropenem, sdo hidrossoliveis, tém baixa
biodisponibilidade oral e em virtude de sua atividade de amplo espectro séo frequentemente
utilizados no tratamento de patdgenos nosocomiais, principalmente contra Gram-negativos
resistentes aos antibiéticos (LIVERMORE, 1991; WALSH, 2003).

O uso continuo de carbapenémicos em bactérias Gram-negativas tem gerado resisténcia
e causado uma epidemia global que continua a crescer (NORDMANN & POIREL, 2019). Com
elevadas taxas de resisténcia aos antimicrobianos, a resisténcia aos carbapenémicos em K.
pneumoniae representa um grande problema na salde publica, uma vez que estes
antimicrobianos sdo uma das Ultimas opcdes terapéuticas contra infeccBes causadas por
bactérias multirresistentes (FANG et al.,2020).

Os autores BUSH & JACOBY (2010) citaram que a resisténcia aos carbapenémicos
pode surgir por diversos mecanismos conhecidos.

A reunido de fatores como a hiperproducdo de enzimas ESBL ou AmpC
(cefalosporinase cromossémica) combinado com a diminui¢do da permeabilidade da membrana
externa, devido a perda ou a alteracdo das porinas, pode resultar na resisténcia aos
carbapenémicos. Muitas espécies de enterobactérias naturalmente produzem AmpC, como
Enterobacter spp., Serratia marcescens, Proteus spp., Providencia spp., Morganella morganii
e Hafnia alvei. (KACZMAREK et al., 2006; NORDMANN & POIREL, 2019).

De acordo com Filgona e colaboradores (2015), os sistemas de efluxo sdo aspectos
importantes e podem mediar a resisténcia aos carbapenémicos em K. pneumoniae. Assim como

mudancas na afinidade da ligagdo as enzimas-alvo (YIGIT et al., 2001).
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Contudo, o mecanismo de maior importancia epidemioldgica € a produgdo de
carbapenemases, B-lactamases que sdo capazes de hidrolisar os carbapenémicos e praticamente
todos os beta-lactdmicos. A sua importancia se deve a sua capacidade hidrolitica, bem como
pela localizacdo dos genes de resisténcia em elementos genéticos maéveis, conferindo uma
rapida disseminacdo (LEE et al, 2016).

As carbapenemases podem pertencer as classes A, B e D de Ambler (NORDMANN &
POIREL, 2019).

As MBLs (classe B) sdo encontradas em diversas espécies Gram-negativas e
compreendem um grupo que inclui as enzimas adquiridas, como por exemplo: VIM, IMP e
NDM. Essas enzimas podem ser inibidas por EDTA e &cido dipicolinico (DPA) (NORDMANN
& POIREL, 2019).

As oxacilinases (OXA - classe D), compreendem um grupo heterogéneo com atividades
significativas de carbapenemases. Esse grupo inclui as enzimas do tipo OXA-48, importantes
em Enterobacterales e OXA-23, frequentemente encontradas em Acinetobacter baumannii
(NORDMANN & POIREL, 2019).

A maioria das enzimas serino-carbapenemase da classe A ndo demonstram atividade de
carbapenemase, porém € importante ressaltar que nesta classe, encontra-se a enzima KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase), a carbapenemase mais disseminada no mundo em
Enterobactelares, que tém atividade hidrolitica contra todos os B-lactdmicos e podem estar

localizadas tanto no cromossomo quanto em plasmideos (TOOKE et al., 2019).

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

A enzima KPC pertence a classe A e é capaz de hidrolisar os B-lactdmicos, incluindo
carbapenémicos, cefalosporinas, cefamicinas, monobactamicos e &cido clavulanico. Podem ser
inibidas por avibactam, vaborbactam e relebactam (YIGIT et al, 2001; WYRES & HOLT,
2018).

Como a produ¢do de KPC resulta em um fenotipo de resisténcia dos B-lactdmicos e
outros antibioticos, as opgdes terapéuticas disponiveis sdo limitadas, o que transformou as cepas
de K. pneumoniae produtoras de KPC em um dos patdgenos contemporaneos mais
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preocupantes, devido a sua disseminacdo em quase todos os continentes (DA SILVA et al.,
2012; LEE et al., 2016).

Nos anos 2000, foram identificadas duas novas variantes do KPC-1 com mutagdes
pontuais, denominadas respectivamente de KPC-2 e KPC-3. A variante KPC-2 foi inicialmente
identificada em 2003, porém, ap6s uma investigacdo detalhada das sequéncias dos genes que
codificam as enzimas, foi observado que houve um erro na publicagdo inicial dessa
carbapenemase, concluindo-se que a sequéncia da KPC-2 era idéntica a da KPC-1. A partir
disso, a nomenclatura KPC-2 passou a ser adotada e o uso da nomenclatura KPC-1 foi
abandonada (SMITH et al., 2003).

Até a data de 31/01/2024, foram identificados 192 alelos de KPC. Esta informag&o foi
obtida por meio de consultas aos bancos de dados de pB-lactamases disponiveis em sites como
http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#KPC e no NCBI em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR529436?from=1&t0=912.

Desde que a primeira variante KPC foi descrita em 1996 na Carolina do Norte, Estados

Unidos (EUA), as bactérias produtoras desta enzima, tém emergido rapidamente como um
grave problema em diversas paises do mundo como por exemplo: Colémbia, Equador, Polonia,
Croécia, EUA, Canada, China, dentre outros (ROJAS et al., 2018; PRADO-VIVAR et al 2019;
BARANIAK et al., 2017; BEDENIC et al., 2021 SATLIN et al., 2017; TIJET et al., 2014; FU
etal., 2019).

No ano de 2006, houve o primeiro relato de cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC-
2 no Brasil. Essas cepas foram recuperadas de pacientes internados em UTI de um hospital
localizado no Recife (PE). Adicionalmente, as cepas também coproduziam a ESBL CTX-M-2,
veiculadas por plasmideo, o que facilitaria sua disseminacgéo, principalmente quando presente
em um microrganismo conhecido por sua habilidade em acumular e transferir determinantes de
resisténcia como K. pneumoniae (MONTEIRO et al., 2009).

O gene blakprc-2 j& foi descrito em outras espécies de Enterobacterales distribuidas pelo
pais, contudo K. pneumoniae € a espécie mais frequentemente associada a producdo de
carbapenemases (RARO et al., 2020).

Estabrooks e colaboradores (2023), com objetivo de descrever a frequéncia de
determinantes de resisténcia em isolados de Enterobacterales ndo suscetiveis a meropenem
coletados entre 2018 e 2019, relataram que entre os isolados resistentes coletados na América
Latina e América do Norte a KPC foi a mais constantemente identificada, com 53,9% (216/401)
e 53,6% (59/110) dos isolados positivos para a carbapenemase, respectivamente.


http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#KPC
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR529436?from=1&to=912
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A disseminagdo mundial da carbapenemase KPC tem sido associada a mobilizacdo do
gene blakpc através de elementos genéticos mdveis, como o transposon Tn4401 e transferéncia
horizontal de plasmideos. Essas enzimas tém sido predominantemente relatadas em varios
membros de Enterobacterales, causando infeccGes graves e surtos devido a esta localizacdo em
elementos moveis, permitindo sua transferéncia e disseminagdo entre uma ampla gama de
bacilos Gram-negativos (MUNOZ-PRICE et al., 2019; CHERUVANKY et al., 2017).

O gene blakpc é encontrado em muitos plasmideos diferentes e amplamente disperso
ndo so entre Enterobacterales, mas também em bacilos ndo-fermentadores, como Pseudomonas
e Acinetobacter. No entanto, K. pneumoniae produtoras de KPC protagonizam a maioria das
infeccOes oportunistas no ambiente hospitalar, sendo consideradas mais relevantes
clinicamente, devido a sua disseminacéo global (WYRES & HOLT,2018; TOOKE et al., 2019).

Além do importante papel dos elementos genéticos moveis na disseminacdo mundial de
KPC, também tem sido descrito a participacdo de clones de alto risco, como o clone bem-
sucedido, CC11, responsavel pela disseminacdo de K. pneumoniae resistente aos
carbapenémicos em todo o mundo, que pode ser encontrado tanto em isolados hospitalares,
guanto comunitarios (BUSH & BRADFORD, 2020).

Atualmente, no Brasil, a presenca de K. pneumoniae produtora de KPC é considerada
endémica, e estudos moleculares tém demostrado que a maioria dos isolados pertence ao CC11
(AIRES et al., 2020; CONCEICAO-NETO et al., 2022).

O tratamento 6timo para infeccBes causadas por K. pneumoniae produtoras de KPC
permanecem incertos, a maioria dos estudos sobre esse topico revelaram uma disponibilidade
limitada de opcOes de antibioticos. A identificacdo rapida dos mecanismos de resisténcia
especificos pode ser crucial para guiar a implementacéo de terapias eficazes e direcionadas
contra esses mecanismos de resisténcia especificos. E importante ressaltar que a terapia
empirica inadequada para a infeccGes por K. pneumoniae produtora de KPC pode gerar
impactos negativos na mortalidade (BASSETTI & PEGHIN 2020).

A avaliacdo da clonalidade das cepas bacterianas pode ser conduzida por meio de
ferramentas moleculares, tradicionalmente, o PFGE foi amplamente reconhecido como o
padrdo-ouro. Desenvolvimentos mais recentes na tipagem bacteriana, incluem o uso de
sequenciamento completo do genoma (WGS), que proporciona uma visdo mais abrangente e
detalhada da clonalidade. Ademais a técnica de MALDI-TOF também tem sido considerada
uma provavel alternativa para tipagem bacteriana (NEOH et al., 2019; BOGGS et al., 2012).
PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis)



26

A técnica de PFGE, Pulsed-field Gel Electrophoresis, traduzido do inglés, eletroforese
de gel em campo pulsado, é considerada um método de terceira geracao para tipagem molecular
de bactérias. Esta técnica de tipagem bacteriana é uma ferramenta importante para investigacdo
de surtos, vigilancia e filogenética, podendo ser utilizada para monitorar a disseminacgdo e a
diversidade genética de patégenos nosocomiais, como K. pneumoniae (LI; RAOULT,;
FOURNIER, 2009).

O método envolve a utilizacdo de enzimas de restricdo, que apresentam sitios raros no
genoma estudado. Apds a clivagem do genoma, os grandes fragmentos de DNA gerados sao
submetidos a eletroforese onde estes se movimentam e se separam na reorientacdo periodica
dos campos elétricos, em um gel de agarose, como pode ser observado na figura 2. Dependendo
do tamanho molecular de cada fragmento, sdo gerados padrdes de bandas de PFGE, que servem
de base para atribuicdo do perfil de fragmentacdo das cepas (NEOH et al., 2019).

Eletroforese em campo pulsado permite uma separacdo mais visivel dos fragmentos de
DNA de varios tamanhos (de kb a Mb), resultando em melhor tipagem e atribuicéo clonal das
bactérias testadas, visto que os genomas bacterianos tém um tamanho de 2 a 4 Mbp (NEOH et
al., 2019).

Embora existam variadas técnicas utilizadas na tipagem de bactérias, até o presente
momento o PFGE tem sido considerado o “padrdao ouro” para estudos epidemiolédgicos, por

apresentar um grande poder discriminatorio (HASHEMIZADEH et al., 2020).

Figura 2. Campos eletroforéticos e reorientacdo do DNA na técnica de PFGE
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Legenda: a) Campos eletroforéticos em gel de agarose;b) reorientagcdo do DNA através de pulsos periodicos
Fonte: NEOH et al., 2019 (Adaptado)
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Atualmente, métodos fundamentados no sequenciamento de genoma completo (WGS)
também tém sido empregados com éxito na investigacdo de relacdes filogenéticas e na deteccéo
de clones. Essa abordagem molecular sofisticada tem sido valiosa para elucidar a evolucdo e
disseminacdo de clones de K. pneumoniae, fornecendo informacfes cruciais para o

entendimento da epidemiologia e da evolucdo deste microrganismo (HOLT et al., 2015).

Multilocus Sequence Typing (MLST)

O esquema MLST, do inglés Multilocus Sequence Typing, € utilizado para caracterizar
a diversidade genética e relacionamentos filogenéticos entre diferentes isolados. Foi
primordialmente proposto para a identificacdo de gendtipos bacterianos fortemente
relacionados filogeneticamente, onde pela primeira vez foi possivel desenvolver um banco de
dados de tipagem de patogenos mundial, facilmente acessivel as comunidades de pesquisa
devido a reprodutibilidade e a portabilidade da técnica de MLST (MAIDEN et al., 1998).

O principio basico do esquema MLST envolve a analise do sequenciamento de cerca de
sete genes housekeeping, traduzido do inglés para gene de manutencédo, que sdo considerados
genes que desempenham funcdes essenciais para o metabolismo celular de determinada espécie
e, portanto, estdo sujeitos a menor pressao seletiva (URWIN & MAIDEN, 2003).

As diferentes sequéncias, para cada gene de manutencdo, sdo atribuidas como alelos
distintos e, para cada isolado, a sequéncia de alelos encontrada em cada um dos sete loci
definem o perfil alélico ou sequence type (ST), traduzido do inglés sequéncia tipo (MAIDEN
etal., 2013).

Diancourt e colaboradores (2005) descreveram um esquema de tipagem MLST
desenvolvido para K. pneumoniae, baseado nas sequéncias de sete genes housekeeping: rpoB
(Subunidade beta da RNA polimerase B), gapA (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), mdh
(malato desidrogenase) pgi (Fosfoglicose isomerase) phoE (Fosfoporina E), infB (Fator de
iniciacdo da tradugdo 2) e tonB (Transdutor de energia periplasmica).

Estudos epidemioldgicos revelaram que o complexo clonal 11 (CC11) € um dos clones
primarios que se disseminaram pelo mundo, dentre os quais ST11 é o clone com papel
importante, capaz de desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos e carregar plasmideos

de viruléncia, que beneficiam sua sobrevivéncia no hospedeiro (JIN et al., 2021).
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Em um dos primeiros relatos do ST258 (pertencente ao CC11) carreando o gene blakpc-
2 nos EUA, Kitchel e colaboradores (2009) detectaram que 70% dos isolados, provenientes de
16 estados americanos, no periodo de 1996 a 2008, pertenciam ao clone ST258. Apos essa
descricdo, esse clone foi detectado em diversos locais espalhado pelo globo, como na Europa e
Israel (OSTERBLAD, et al 2009; SAMUELSEN, et al 2009; GIANI, et al., 2009; NAVON-
VENEZIA et al., 2009), na Asia (ROH et al., 2011) e na América Latina (MARQUEZ, et al
2014).

No Brasil, um estudo utilizando sequenciamento de genoma total, em cepas de K.
pneumoniae isoladas de infecgdes de corrente sanguinea, destacou a presenca do ST258
circulando no territdrio brasileiro (SILVEIRA et al., 2021).

Sendo assim, a disseminacdo mundial da K. pneumoniae produtora de KPC pode ser
atribuida a expansdo das linhagens do grupo clonal CC11, que circula em mais de 20 paises e
contém mais de 43 ST diferentes (CHEN et al., 2014).

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass

Spectrometry)

Os métodos tradicionais para identificacdo de microrganismos, como bactérias ou
fungos, envolvem a cultura e isolamento, com andlise subsequente de suas caracteristicas
tintoriais e a morfologia das colénias, juntamente com o comportamento em testes bioquimicos
especificos. O tempo necessario a partir da entrega da amostra clinica ao laboratorio de
microbiologia até obtengéo deste resultado demanda de 36 a 48 horas (ANWER et al.,2022).

Mesmo com o advento dos sistemas automatizados, o resultado pode demorar mais de
24 horas. Como consequéncia dessa demora, esse resultado pode perder o impacto clinico e
postergar a correta terapia antimicrobiana no tratamento do paciente (VEENEMANS et al.,
2016).

Alguns microrganismos sequer podem ser facilmente identificados usando métodos
tradicionais, 0 que pode demandar do uso de diagnostico molecular como por exemplo,
sequenciamento rDNA 16S. Nestes casos 0 tempo aumenta consideravelmente se o crescimento
do microrganismo for fastidioso (DIXON et al., 2015).

Um dos grandes avangos na microbiologia clinica foi a utilizacdo da espectrometria de

massa (MALDI-TOF MS), para a identificacdo das espécies bacterianas. Uma metodologia que
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agilizou esse processo, permitindo a obtencdo do resultado em poucas horas. Existem dois
principais sistemas de identificacdo microbiana baseados em espectrometria de massa (MS): o
BioTyper® (Bruker Daltonics) e o VITEK® MS Plus (BioMérieux). Ambas as plataformas
utilizam a técnica MALDI-TOF MS, que consiste na andlise e detec¢do de um amplo espectro
de proteinas, permitindo a distin¢do entre espécies intimamente relacionadas. Esses sistemas
tém se mostrado eficazes na identificacdo precisa e rapida de microrganismos, contribuindo
significativamente para o diagnostico clinico (CARBONELLE et al., 2011).

H& muito tempo, estudiosos usufruem da espectrometria de massa para analises
quimicas. O primeiro relatorio utilizando espectrometria de massa para caracterizar bactérias
foi descrito por Anhalt e Fenselau, embora na época ndo obtiveram sucesso em analisar
proteinas intactas, em razéo da fragmentacédo das proteinas no processo (ANGELETTI, 2017).

Nos anos 80, aconteceram pesquisas importantes para o cenario da utilizacdo de
espectrometria de massas para analise de macromoléculas bioldgicas. Em 1985, Koichi Tanaka
descreveu um método chamado de "ionizacdo por dessor¢do suave" usando p6é de metal
ultrafino e glicerol, que permitiu que as macromoléculas bioldgicas ficassem intactas.
Posteriormente, ele foi premiado com o Prémio Nobel de Quimica (TANAKA, 2003).

Os pesquisadores Franz Hillenkamp e Michael Karas desenvolveram a ionizacdo por
dessorcdo suave utilizando uma matriz de compostos orgénicos, destacando o termo ionizagédo
por dessor¢do a laser assistida por matriz, cuja siglaé MALDI do inglés “Matrix Assisted Laser
Desorption lonization” (FUH et al., 2017).

Para andlises de peptideos com aplicacdes microbioldgicas, uma fonte é acoplada a um
detector TOF (Time of Flight). Durante a anéalise do MALDI-TOF, o laser é irradiado em
direcdo a colonia previamente ionizada com a matriz, que vaporiza e libera ions, como pode ser
observado na figura 3. A razdo massa-carga (m/z) de um ion é medida de acordo com o tempo
necessario para que ele percorra o comprimento do tubo de “v6o” (PATEL, 2019).

O espectro de massa € gerado a partir do nimero de ions que impactam o detector ao
longo do tempo. O procedimento fornece uma impressao digital de espectros de massa que €
Unica para cada microrganismo (ANGELETTI, 2017).
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Figura 3. Funcionamento do aparelho de MALDI-TOF
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Fonte: Adaptado de PATEL, 2019

Atecnologia do MALDI-TOF evoluiu mostrando-se uma ferramenta inovadora, precisa,
facil de usar, além de proporcionar uma rapida identificacdo bacteriana em comparag¢do com os
métodos convencionais, que se baseiam na analise fenotipica do metabolismo dos
microrganismos e o resultado pode demorar mais de 24 horas. Muitos laboratérios clinicos
adquiriram sistemas de MALDI-TOF, com intuito de agilizar o inicio da terapia (CLARK et
al., 2013).

Além da utilizacdo da identificacdo rapida e precisa de microrganismos através de
MALDI-TOF, essa ferramenta também tem sido investigada para distinguir entre cepas
resistentes e suscetiveis a antibioticos, cepas virulentas e ndo virulentas dentro de uma mesma
espeécie, além do uso para tipagem epidemioldgica, visto que, nesse contexto a capacidade de
realizar uma tipagem répida pode ser utilizada para avaliar a extensdo de um surto, origens,
fontes, reservatorios e disseminagdo de infec¢Bes bacterianas, o que seria de grande importancia
no ambito clinico (BERRAZEG et al., 2013;VEENEMANS et al., 2016;).
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Devido a rapidez e acuracia na obtencdo dos resultados, e a obtencdo de um perfil de
espectros de massa, alguns estudos tém proposto a utilizagdo do MALDI-TOF para a
identificacdo da clonalidade de amostras bacterianas. A rapida identificacdo da presenca dos
clones epidémicos de K. pneumoniae sdo essenciais para auxiliar nas medidas de prevencéo e
controle da disseminacdo nos hospitais. Assim, é imprescindivel que novas alternativas para o
a avaliacédo da clonalidade dos isolados bacterianos, sejam estudadas (NEOH et al.,2019).

A técnica de MALDI-TOF foi considerada, por alguns autores, como uma alternativa
promissora nos metodos de tipagem bacterianas baseados em gel, devido a preparacéao
descomplicada da amostra que sera estudada, além da obtencdo rapida dos resultados
(SAUGET et al., 2017).

O uso da técnica de MALDI-TOF com intuito da observacdo da similaridade entre os
espectros bacterianos, para posterior utilizacdo desta ferramenta como tipagem e identificacédo
de clones de risco, foi pesquisada em diferentes espécies de bactérias tanto Gram positivas, tais
como: Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, quanto para Gram
negativas: Escherichia coli, Salmonella enterica (MOURA et al., 2008; BOGGS et al., 2012;
REIL etal., 2011; KARGER et al., 2011;KUHNS et al., 2012).

Dos métodos de tipagem gendmica, MLST e PFGE, sdo dois métodos de referéncia que
tiveram progressos significativos alcancados na caracterizacdo precisa de populagdes de K.
pneumoniae, bem como metodologias de tipagem de capsula (tipagem K) e o sequenciamento
de genoma completo (WGS). Contudo, esses méetodos sao geralmente dispendiosos, demorados
ou requerem habilidades técnicas avancadas, dificultando sua aplicacdo de rotina
(ANGELETTI, 2017; RODRIGUES et al., 2017).

Outros métodos alternativos para a tipagem de K. pneumoniae foram explorados, dentre
eles 0 uso da ferramenta MALDI-TOF, mas até o0 momento, seu uso tem sido limitado a
colecBes pequenas ou aleatorias de isolados e utilizando diversos fluxos de trabalho de analise,
resultando em resultados discriminatorios abaixo do ideal ou com baixa reprodutibilidade
(RODRIGUES et al., 2017).

Dessa forma, pesquisas que envolvam uma amostragem mais abrangente e que
investiguem a viabilidade da aplicacdo da técnica MALDI-TOF para a tipagem molecular em
K. pneumoniae produtoras de KPC podem se revelar de grande utilidade em contextos

relacionados a avaliacdo de surtos e monitoramento, permitindo assim medidas de controle.
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1 OBJETIVOS

1.1  Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi investigar a eficacia da tecnologia MALDI-TOF na analise
da diversidade clonal de cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC, provenientes de diferentes

regides do Brasil.

1.2 Objetivos especificos

a) Confirmar a identificacdo das cepas através de MALDI-TOF

b) Confirmar a presenca do gene blakKPC nas amostras selecionadas

c) Avaliar a relacdo de clonalidade dos isolados de K. pneumoniae produtoras
de KPC selecionados utilizando as técnicas de PFGE e MLST;

d) Avaliar a capacidade do MALDI-TOF em estabelecer a diversidade clonal
das amostras selecionadas;

e) Correlacionar os resultados obtidos com a tipagem molecular por
MALDI_TOF com o PFGE e MLST
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecdo e preparacdo das cepas para o estudo

O LabSUR atua como Centro Colaborador na Rede de Monitoramento de Resisténcia
aos Antimicrobianos da ANVISA e Coordenacdo Geral dos Laboratorios de Saude Publica
(CGLAB/SVS/MS) realizando testes de caracterizacdo fenotipica e molecular de genes de
resisténcia e avaliagdo de surtos.

Para o presente estudo, foram selecionadas cepas de K. pneumoniae recebidas pelo
LabSUR entre os meses de janeiro e dezembro do ano de 2021, previamente identificadas como
positivas para o gene blakrc. As amostras duplicadas foram excluidas. Esses isolados foram
recuperados do acervo do LabSUR, onde foram mantidos a -30°C em caldo BHI (Oxoid, UK)
acrescido de glicerol 2% (Sigma-Aldrich, EUA) até a sua utilizacdo. Apds a confirmacéo da
pureza das cepas, 0s experimentos foram realizados a partir de coldnias obtidas por semeadura
por esgotamento em &gar nutriente (Oxoid, Hampshire, UK), que foram incubadas por 18 a 24
horas a 37 °C em estufa bacterioldgica.

2.2 Identificacdo confiavel das cepas através do aparelho de MALDI-TOF

A confirmacdo da espécie foi realizada através da metodologia de espectrometria de
massa MALDI-TOF, utilizando o equipamento MALDI-TOF MS Bruker Microflex LT/SH
localizado na plataforma do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) dentro do
campus FIOCRUZ/RJ.

A calibracdo diaria foi realizada pelos funcionarios da plataforma, de acordo com as
instrugcdes do fabricante (Bruker Daltonik), utilizando o extrato comercial padronizado de
proteinas ribossomais de E. coli, denominado Bruker bacterial test standard (BTS).

Para o controle negativo, foram utilizados pontos aleatdrios distribuidos na target plate
MSP 96 ®, uma placa analisadora de aco inoxidavel polido com 96 pogos (modelo MTX-96 -
Bruker Daltonics), contendo apenas uma solu¢do composta da matriz de dessor¢do (&cido a-
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ciano-4-hidroxicinamico [a-HCCA]) diluido em Bruker standard solvent (50% acetonitrila
[ACN] + 47.5% H,0 + 2.5% &cido trifluoroacético [TFA]).

2.2.1 Extracdo direta para identificacido das cepas

Para garantir que o banco de dados comercial do MALDI-TOF MS BioTyper® (Bruker
Daltonics) ofereceria uma identificacdo confiavel das cepas de K. pneumoniae escolhidas para
0 estudo, foi realizado o método de extracéo direta.

As cepas foram semeadas por esgotamento em agar nutriente (OXOID) e incubadas em
estufa bacteriologica a 37°C por 18 a 24h. Apds esse periodo, uma pequena parte de uma colénia
bacteriana foi inserida na target plate MSP 96 ® com auxilio de um palito de madeira. A placa
analisadora permaneceu em temperatura ambiente até a secagem. Em seguida, cada pogo foi
tratado com 1 pL acido formico (Sigma-Aldrich, EUA) e ap6s secagem foi coberto com 1 pl de
matriz HCCA (Sigma-Aldrich, EUA). Apo0s essa etapa, a target plate MSP 96 ® foi mantida
em temperatura ambiente para secagem e posterior cristalizacdo. Prontamente, a placa contendo
as amostras preparadas foi inserida no equipamento MALDI-TOF MS Bruker Microflex LT/SH
(Bruker Daltonik GmbH & Co. KG, Alemanha).

2.2.1.1 Obtencdo e analise dos espectros de massa para identificacdo das cepas

A obtencéo e analise dos espectros de massa foram determinados de acordo com as
configuragdes padrdo recomendadas pelo fabricante dos programas FlexAnalysis verséo 3.3 e
MALDI-Biotyper verséo 3.1 (Bruker Daltonics GmbH®, Leipzig, Alemanha), utilizando modo
de aquisicdo automatico, ion linear e positivo, frequéncia do laser de 60 Hz, tenséo da fonte de
ions 1, 20 kV, tensdo da fonte de ions 2, 16,7 kV, tensdo da lente, 7,0 kV e a relacdo de
massa\carga na faixa de massa, 2.000 a 20.000 Da.

Os dados gerados foram analisados de forma automatizada usando o software
FlexControl v3.4 (Bruker Daltonics GmbH®, Leipzig, Alemanha). As cepas com pontuacfes
>2,0 foram aceitas como uma identificacdo confidvel ao nivel de espécie e pontuacdes entre

>1,7, mas <2,0 foram aceitas para identificacdo ao nivel de género. Pontuagdes abaixo de 1,7
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foram consideradas ndo confiaveis, conforme o especificado pelo fabricante (Bruker Daltonik
GmbH & Co. KG, Alemanha) (Tabela 2).

Tabela 2. Significado da pontuacdo e categorias obtidas através do Mddulo flexAnalysis do
MALDI-TOF MS

Significado dos Valores dos Escores

Intervalo Interpretacdo Simbolos  Cores
2.00 - 3.00 Identificacdo de alta confianga (+++) verde
1.70 - 1.99 Identificacdo de baixa confianca (+) amarelo

0.00-1.69 N&o é possivel a identificacdo do organismo ) -

Fonte: Adaptado do manual do usuéario do MALDI Biotyper CA System.

2.3  Confirmacao da presenca do gene blakpec

2.3.1 Extracéo de acido desoxirribonucleico (DNA)

A confirmacédo da presencga do gene blakpc foi realizada através da técnica de Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional (MONTEIRO et al., 2012).

A extracdo de DNA das cepas foi realizada através de lise mecénica por sonicacdo. Para
isso, em um microtubo de polipropileno de 1,5 mL foram adicionados 500 ul de 4gua destilada
ultrapura (Invitrogen, EUA) e foi acrescentado de 1 a 2 col6nias, obtidas de um crescimento
puro em &gar nutriente (OXOID). A suspensdo obtida foi homogeneizada em voértex por
aproximadamente 15 segundos e em seguida, foi submetida a sonicacdo, utilizando a cuba de
banho de ultrassom Cristéfoli (Parana, Brasil) durante 30 segundos por trés vezes, sendo
homogeneizada no intervalo entre as sonicacdes. Para obtencdo do sobrenadante contendo o
DNA, a suspensao foi centrifugada a 13.000 rpm por trés minutos. Apos isso, 0 sobrenadante

foi transferido para outro microtubo de polipropileno de 1,5 mL, mantido a -20°C até o seu uso.
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2.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para amplificacdo do gene codificador blakec, cujo fragmento amplificado possuia
1011pb usando as sequéncias de iniciadores (5°- 3”): KPC-F: TGTCACTGTATCGCCGTC e
KPC-R: CTCAGTGCTCTACAGAAAAACC (Yigit et al., 2001), foi preparada uma reacéao
utilizando Master Mix (Promega, EUA), com quantidade de cada reagente descrita na tabela 3.

A amplificagdo ocorreu no aparelho termociclador (Biorad, EUA) perante as seguintes
condigdes: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1minuto e extensao a 72°C por 1 minuto. Por fim,
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Como controle positivo para 0s genes investigados foi
utilizado a cepa CCBH6556 (blakpc2-positiva) pertencente a Colegdo de Culturas de Bacteérias
de Origem Hospitalar (CCBH-IOC).

Tabela 3. Reacdo para deteccdo de gene codificador da carbapenemase
blakec através da PCR convencional

Reacéo de PCR Quantidade (ul)
Master Mix (Promega, EUA) 12,5
Agua ultrapura (Invitrogen, EUA) 9,5
Iniciador R (10 pmol) 0,5
Iniciador F (10 pmol) 0,5
DNA extraido 2,0
Total 25

Fonte: A autora, 2023.

2.3.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
(Invitrogen, EUA) em TBE 0,4X (EDTA 0,5M pH 8,0; Tris 1M pH 8,0; Acido Bérico 0,035M).
A corrida eletroforética ocorreu nas seguintes condicdes: tampdo TBE 0,4X sob corrente de
100 Volts, por 45 minutos. Apoés a corrida, o gel foi corado com GelRed (Biotium) e finalmente
observado sob luz ultravioleta usando o fotodocumentador L-Pix EX (Loccus Biotecnologia) e

o0 software de captura de imagem L-Pix Image (Loccus Biotecnologia).
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2.4 Determinagdo da diversidade genética através de PFGE

As amostras foram submetidas a tipagem molecular pela técnica de PFGE, conforme

protocolo descrito por Ribot e colaboradores (2006), com adaptagdes.

2.4.1 Aprisionamento das células em blocos de agarose (plug)

As amostras foram semeadas em tubo contendo agar nutriente inclinado (Oxoid) e
incubadas a 37°C por periodo de 18 a 24 horas.

No dia seguinte, as células foram colocadas em tubos de poliestireno (Falcon; 13 x 75
mm) contendo 1mL da solugédo BSC (Tris 100mM, EDTA 100 mM [pH 8,0]). Para obtencao
de suspensdes na escala 3,0 de MacFarland, suas densidades Opticas foram ajustadas com
auxilio do aparelho DensiCHEK™ Plus Standards (BioMérieux, Franga). Posteriormente, uma
aliquota de 200 uL da suspensdo bacteriana foi transferida para um microtubo, onde, em
seguida, foram adicionados 5 pL de proteinase K 50 mg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
e homogeneizado. A suspensdo bacteriana foi acrescentado 200 pL da agarose low melting
Seakem Gold (Lonza, Atlanta, EUA) a 1% contendo SDS (1%) para a obtencdo dos blocos de
agarose (plugs).

Para o preparo da agarose low melting Seakem Gold (Lonza, Atlanta, EUA) a 1% foi
utilizado 0,1 g de agarose dissolvida em tampéo Tris-EDTA (9,4 mL Tris 10 mM, EDTA 1mM
[pH 8,0]) e posteriormente, foi adicionado 0,5 mL de SDS a 20% (solucdo de dodecil sulfato
de sodio Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

A mistura (suspensdo bacteriana em BSC + agarose com SDS) foi homogeneizada e
adicionada imediatamente ao molde de plug (Bio-Rad, Berkeley, EUA), que foram deixados
em temperatura ambiente até a solidificacdo. Os plugs foram retirados dos moldes, vertidos em
tubo conico de polipropileno de 15mL contendo 2 mL de solugdo de lise (Tris 50 mM, EDTA
50 mM [pH 8,0], N-Lauril sarcosil 10% [Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA]) e 5 pL de proteinase
K (Sigma-Aldrich).

Os tubos contendo os plugs foram incubados em banho-maria a 50°C por 2 horas. Ap0s
o0 periodo de incubacédo, foram realizadas 3 lavagens que ocorreram a cada 10 minutos com

agua Mili-Q, em banho-maria a 50°C, seguida da ultima lavagem com tampéo TE estéril (Tris
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1M pH 8,0, EDTA 0,5 M [pH 8,0], H20 Mili-Q). Os blocos foram armazenados em 2 mL de
TE esteril em refrigeracdo (2 a 8°C) até o periodo da sua utilizacao.

2.4.2 Digestdo enzimética

Foi realizado, com auxilio de um bisturi, um corte de aproximadamente 1/3 do plug
original, que posteriormente foi acomodado em um microtubo de polipropileno contendo 50 uL
do tampéo 1X da enzima Xbal (Promega, EUA), onde permaneceram por 30 minutos a 4°C.
Em seguida, os plugs foram submetidos a restricdo enzimatica utilizando 3uL da enzima Xbal
(20U) (Promega, EUA) por 3 horas a 37°C.

2.4.3 Separacdo dos fragmentos através de corrida eletroforética

Os blocos (plugs) de agarose foram acomodados em um suporte com pentes que
serviram como molde para produzir 15 pogos. Nos pocos das sequéncias 2 a 14 foram inseridas
as amostras estudadas e nos pocos de numeros 1 e 15 foram incluidos o padrdo de peso
molecular para PFGE, Lambda PFG Ladder N0O34K 50-1.000 kb (New England Biolabs,
Massachusetts, EUA). Subsequentemente, o suporte contendo o pente com os plugs foi
acoplado ao molde e adicionado agarose Seakem Gold (Lonza, Atlanta, EUA) a 1,1% em
tampdo TBE 0,4X (Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 0,5 mM, [pH 8,0]) na
temperatura de aproximadamente 50°C, até a solidificagdo do gel.

Para separacdo dos fragmentos, o gel de agarose foi submetido a corrida eletroforética,
utilizando o sistema CHEF (Contour-clamped Homogeneous Electrical Field) DRIII (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). Foram aplicadas as seguintes condicdes: tempo de pulso
crescente de 0,5 segundos (inicial) a 35 segundos (final), por 18 horas, com miliamperagem de
6V/cm, na temperatura de 14°C, em tampéo de TBE 0,4X. Posteriormente a corrida, o gel foi
corado utilizando GelRed (Biotium), observado sob luz ultravioleta usando o fotodocumentador
L-Pix EX (Loccus Biotecnologia) e o software de captura de imagem L-Pix Image (Loccus
Biotecnologia).
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2.4.4 Andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA para avaliacdo da diversidade clonal

A andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA e avaliagdo da diversidade clonal foi
realizada através de dendrograma gerado no software BioNumerics versdo 6.6 (Applied-Math,
Kortrijk, Bélgica). As imagens dos geéis de agarose foram capturadas e convertidas para
arquivos TIFF para serem analisadas. A analise de similaridade dos padrées PFGE foi realizada
calculando os coeficientes de Dice e a correlagdo para agrupamento foi calculada por UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) considerando a otimizagédo de 1.0% e
tolerancia de 1.5%. Foi utilizado o parametro de > 85% de similaridade para considerar os perfis

de fragmentacdo como pertencentes ao mesmo grupo clonal.

2.5  Determinacdo da diversidade genética por meio de MLST

Para determinacdo de MLST (Multilocus Sequence Typing), foi escolhido o protocolo
ndmero 2 do esquema disponivel no banco de dados Institut Pasteur MLST Database

(http://www.pasteur.fr/mlst/), um protocolo simplificado no qual utiliza-se primers de

sequenciamento universal onde a temperatura de anelamento para todos os genes é de 50°C.

Apos crescimento de 24h em caldo BHI, foi realizada a extracdo do DNA bacteriano
com o auxilio do Kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo o protocolo do
fabricante. Foi adicionado 2 pl do DNA extraido ao mix de PCR elaborado com volume final
de 25 pL, conforme descrito anteriormente na tabela 3, e em seguida foi submetido a
amplificagdo dos 7 genes conservados descritos na tabela 4.

Utilizando-se termociclador LOCCUS, as condicGes de amplificacdo empregadas foram
as equivalentes para todos os sete genes: 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 50°C por 1 minuto e 72°C por 30 segundos. Por fim, extensao final a 72°C por 5
minutos

Os produtos obtidos foram purificados utilizando Kit GFX™ PCR DNA Purification
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante. Subsequentemente,

foram submetidos ao sequenciamento nas duas dire¢des a fim de aumentar a seguranca dos


http://www.pasteur.fr/mlst/
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resultados, no qual utilizou-se 1 pl dos primers de sequenciamento universal listados na tabela

4 para a determinacdo do sequence typing (ST).

Tabela 4. Primers para amplificacdo através de PCR do Protocolo numero 2 do Instituto

Pasteur (continua)

Gene/pb  Direcao Sequéncia
rpoB(Vic)/ F:Vic3oF ~ GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGAAATGGCWGAGAACCA
545 RVic2oR  TTGTGAGCGGATAACAATTTCGAGTCTTCGAAGTTGTAACC
gapA/494  FigapAl730F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAAATATGACTCCACTCACGG
R:gapAl8lo TTGTGAGCGGATAACAATTTCCTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
R
mdh/521  F:mdh1300F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG
R:mdh8670R TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
pQi/476  FipgilFoF  GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGAGAAAAACCTGCCTGTACTGC
TGGC
RpgilROR  TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAA
T
phoE/464  FiphoE604.1 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAACCTACCGCAACACCGACTTCTT
oF CGG
E&phOEGO“'Z TTGTGAGCGGATAACAATTTCTGATCAGAACTGGTAGGTGAT
infB/362  FinfBlFoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTCGCTGCTGGACTATATTCG
R:infBIROR TTGTGAGCGGATAACAATTTC CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
tonB/458  F:tonBlFoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTTTATACCTCGGTACATCAGGT
T
R:tonB2RoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG
[nlelores F:primer oF:  GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA

universais de

sequenciame p-yrimer oR:

nto

TTGTGAGCGGATAACAATTTC

Notas: 1- Em negrito, séo as caudas com sequéncias nucleotidicas universais.
2- Como foram utilizados os iniciadores universais, foi considerado um aumento de 44 nt a cada tamanho
de produto de acordo com Protocolo 2 do esquema de MLST para K. pneumoniae.

Fonte: Institut Pasteur MLST Database (http://www.pasteur.fr/mlst/).

As reacdes de sequenciamento foram feitas utilizando o BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems) e o sequenciamento foi realizado na Plataforma de

Sequenciamento de DNA-PDTIS,

localizada no Laboratério de Sequenciamento e

Bioinformatica do I0C-FIOCRUZ, que emprega a metodologia de Sanger automatizada para a
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execucdo do sequenciamento, através do sequenciador 3730 DNA Analyser do fabricante
Applied Biosystems (California, Estados Unidos).

As sequéncias dos alelos obtidas foram analisadas utilizando o software Bioedit, que
posteriormente foram comparadas com sequéncias contidas no banco de dados do Instituto

Pasteur para a determinacdo dos STs.

2.6 Analise de perfil de agrupamentos obtidos por espectrometria de massa
(MALDI-TOF)

2.6.1 Extracdo total das cepas para perfil de agrupamentos obtidos por espectrometria de
massa (MALDI-TOF)

As amostras foram processadas a partir do método de extracdo total com acido férmico,
seguindo protocolo de preparagdo de amostras, recomendado pelo fabricante (Bruker
Daltonics). A suspensdo bacteriana foi preparada colocando-se de duas a trés colonias da
bactéria, transferidas de uma placa de &gar nutriente para um microtubo de 1,5 mL contendo
300 pL de dgua MILLI-Q® (2021 Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Essa suspenséo foi
homogeneizada no vortex por 15 segundos. Em seguida, foi adicionado 900 pL de etanol,
homogeneizado no vortex por 15 segundos e centrifugado a 13.000 r.p.m por 2 minutos. Ap6s
iSS0, 0 sobrenadante foi removido.

O pellet formado ficou secando a temperatura ambiente e depois foi ressuspendido em
50 pL de &cido formico 70% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Ap0s essa etapa, a suspensao
foi homogeneizada por 15 segundos no vortex, e na sequéncia, foram adicionados 50 uL de
acetonitrila 100% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A mistura foi homogeneizada por 15
segundos no vortex e apos a centrifugacdo de 13.000 r.p.m por 2 minutos, o sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para um novo microtubo de 1,5 mL.

Posteriormente, foi depositado 1 uL do sobrenadante, obtido da extragdo anterior, na
target plate MSP 96 (Bruker Daltonics) e deixado para secagem em temperatura ambiente. Em
seguida, foi coberto com 1 puL de matriz HCCA, deixando para secagem a temperatura ambiente
para cristalizagdo. Prontamente, a target plate MSP 96 com amostras preparadas, foi inserida
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no aparelho MALDI-TOF MS Bruker Microflex LT/SH (Bruker Daltonik GmbH & Co. KG,

alemanha).

2.6.2 Obtencdo e andlise dos espectros para perfil de agrupamentos obtidos por
espectrometria de massa (MALDI-TOF)

Os espectros de massa foram adquiridos em um espectrometro de massa MALDI-TOF
MS Bruker Microflex LT/SH (Bruker Daltonik GmbH & Co. KG, Alemanha) usando 0s
parametros padrdo, descrito anteriormente no item 2.2.1.1.

Para cada cepa um total de 24 espectros brutos foram adquiridos a partir de 8 spots
independentes, obtidos de trés espectros por ponto, realizados em um unico dia (replicadas
técnicas), que foram mantidos no software MALDI BioTyper 3.0 (Bruker Daltonik). Estes
espectros foram processados previamente aplicando os procedimentos de “suavizagdo™ e
"subtracdo de linha de base" disponiveis no software FlexAnalysis (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha) para gerar o espectro médio, posteriormente exportados como listas de picos com

valores m/z e intensidades de sinal para cada pico em formato de texto.

2.6.3 Construcdo do dendrograma utilizando MALDI-TOF

Os espectros de massa MALDI TOF em formato de texto foram importados para um
banco de dados dedicado do software BioNumerics v7.6 (Applied Maths, Ghent, Bélgica), onde
foram pré processados e normalizados. Posteriormente, foi gerado um dendrograma
considerando a homologia entre as amostras determinada pelo coeficiente de Dice em conjunto
com método UPGMA. A anélise de cluster foi feita aplicando o ponto de corte > 65%. (POT et
al., 2017)
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3. RESULTADOS

3.1 Cepas selecionadas para estudo

No ano de 2021, foram recebidas um total de 1.645 cepas deK.
pneumoniae provenientes de materiais clinicos diversos pelo LabSUR. Destas cepas, 1.209
(73,49%) eram positivas para o gene blakec. Baseado nessas informacoes, para este estudo
foram selecionados 122 isolados (10,09%) de diferentes estados e de acordo com a demanda
recebida pela rotina do laboratério, cuja identificacdo bacteriana foi confirmada através de
MALDI-TOF, com identificacdo de alta confianca (escore acima de 2.00) e submetidas a
confirmacédo do gene de carbapenemase blakpc através de PCR convencional.

As 122 cepas selecionadas pertenciam a diversos estados brasileiros, conforme pode ser

observado na figura 4.

Figura 4. Frequéncia das 122 cepas de K. pneumoniae de acordo com estados brasileiros

Legenda: AM = Amazonas, BA= Bahia, CE = Ceara, ES= Espirito Santo, GO = Goias, MG = Minas Gerais, RJ=
Rio de Janeiro, RO = Ronddnia e TO= Tocantins. Fonte: A autora, 2024.
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Em relag&o aos diversos materiais clinicos originarios das 122 amostras deste estudo, a
maior prevaléncia foi para hemocultura (37,70%), seguido de urina (20,49%) e aspirado

traqueal (13,93%), conforme tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo das 122 cepas de K. pneumoniae de acordo com material clinico

SiTIO QUANTIDADE (n) PERCENTUAL (%)
Hemocultura 46 37,7%
Urina 25 20,5%
Aspirado traqueal 17 13,9%
Swab retal 9 7,4%
Cateter /ponta de cateter 8 6,6%
Fragmentos 8 6,6%
Liquidos 5 4,1%
Swab de pele 3 2,5%
Swab nasal 1 0,8%

Fonte: A autora, 2023.

3.2 Determinacéo da diversidade genética

3.2.1 Anélise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico através de PFGE

A investigagdo dos perfis de fragmentacdo através de PFGE das 122 cepas
de K.pneumoniae foi feita por meio da digestdo com a enzima de restri¢cdo Xbal.

Através do dendrograma gerado pelo programa Bionumerics, foram obtidos 44
grupos clonais distintos, determinados de acordo com 85% de similaridade. Os grupos clonais

foram nomeados “PF1” ao “PF44”, como pode ser observado na figura 5.
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Figura 5. Dendrograma dos perfis de fragmentacdo do DNA obtidos através da técnica de PFGE

das 122 amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC (continua)
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Figura 5. Dendrograma dos perfis de fragmentacdo do DNA obtidos através da técnica de PFGE

das 122 amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC (continuag&o)
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Figura 5. Dendrograma dos perfis de fragmentacdo do DNA obtidos através da técnica de PFGE
das 122 amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC (concluséo)
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O grupo clonal mais frequente foi o PF10 (n= 32, 26,2%), presente em 5 estados

brasileiros (Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Rondbnia) pertencentes a 3

regibes do pais: Sudeste, Norte e Nordeste. O grupo clonal PF9 foi o segundo mais

frequentemente encontrado (n= 11, 9,0%). Relevante destacar que o grupo clonal PF9 foi

encontrado em isolados oriundos apenas da regido sudeste (Rio de Janeiro e Minas Gerais). Os

outros grupos clonais foram encontrados em 6 ou menos amostras.
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Tabela 6. Grupos clonais estabelecidos por PFGE das 122 cepas de K. pneumoniae produtoras
de KPC oriundas de nove estados brasileiros (continua)

Grupo
clonal AM BA CE ES GO MG RJ RO TO Total
PF1 2 2
PF2 1 1
PF3 2 2
PF4 1 1
PF5 2 3 5
3
1
3

PF6 2 1

PF7 1

PF8 3

PF9 2 9 11

PF10 1 22 2 6 1 32

PF11 1

PF12 1

PF13 2

PF14 1

PF15 1

PF16 4 1

PF17 1 2

PF18

PF19 1

PF20 1 4

PF21

PF22

PF23

PF24

PF25 1 1

PF26 1

PF27 1

PF28

PF29

PF30

PF31 1

PF32

PF33

PF34 4

PF35 1 1

PF36

PF37 1

PF38

PF39 1

PF40

PF41

PF42

PF43 1

PF44 1
Fonte: A autora, 2024

w N =N
N
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3.2.2 Determinacdo de Sequence Type (ST)

Para determinacdo do ST, foi selecionada uma amostra de cada grupo clonal
determinado pelo PFGE (n=44).

N&o foi possivel determinar o ST de 16 amostras, por dificuldades de conseguir
sequenciamentos de qualidade para um ou mais genes. Para aqueles que ficaram faltando apenas
um gene (n=5), a classificacdo foi realizada em relacdo ao Complexo clonal (STs com diferenca
em apenas um gene). Dessa forma, foi possivel classificar em ST ou Complexo Clonal (CC)
amostras pertencentes a 33 grupos clonais pelo PFGE (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo da diversidade genética por meio de MLST para isolados de K.
pneumoniae (continua)

Perfil do Variante Alélica ST CcC
PFGE gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB
PF1 3 3 1 1 1 1 -- ND 11
PF2 4 6 -- 7 4 -- ND -
PF3 -- -- -- -- -- -- -- ND -
PF4 3 4 6 1 7 4 38 147 147
PF5 1 1 1 1 1 1 15 15
PF6 -- 3 1 1 1 1 -- ND -
PF7 3 3 1 1 1 -- ND 11
PF8 4 1 -- 1 1 1 ND -
PF9 3 3 1 1 1 1 79 258 11
PF10 3 3 1 1 1 1 79 258 11
PF11 3 3 1 1 1 1 18 340 11
PF12 3 -- 1 1 1 1 ND 11
PF13 3 3 1 1 1 1 11 11
PF14 2 3 2 1 1 4 56 152 -
PF15 3 3 1 1 1 1 4 11 11
PF16 4 1 2 52 1 1 307 -
PF17 3 1 1 1 1 1 -- ND 11
PF18 3 -- 1 1 1 1 -- ND -
PF19 3 3 1 1 1 1 4 11 11



PF20
PF21
PF22
PF23
PF24
PF25
PF26
PF27
PF28
PF29
PF30
PF31
PF32
PF33
PF34
PF35
PF36
PF37
PF38
PF39
PF40
PF41
PF42
PF43
PF44

w w w

W NN P WA DN WD W WNDWWDND WD

[EEN
(0e]

18
104

w w w

P P P W, 0w, DNW OO WWw oW

22
1
22
19

i

R N P P P P NP P O PR R PR RPN RN

[EEN
oo

1
74
149

= = e T = T  C T S S S SRS ) B S S N

[EEN
(op]

1
64
39

N

P N NP P NN NN DN RPN

N
(6]

154
207

I N T e e e e e S S S S S

1
20
97

99
276

11
11
11
ND
16
ND
ND
11
11
101
11
273
874
ND
48
874
11
709
1128
16
ND
ND
ND
1887
1647
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11
11
11

16

11
11

11
147
11

11
15
16

Legenda: PF= Pulsed field, ST= Sequence Type, ND= N&o determinado, CC= Complexo Clonal.Fonte: A autora,

2023.

Foram identificados 16 STs diferentes, onde o ST mais prevalente foi o ST11,

encontrado em amostras representativas de 10 grupos clonais determinados pelo PFGE (Tabela

7).

Outros STs pertencentes ao CC11 (ST340 e ST258) foram encontrados em 3 grupos

clonais, sendo que o ST258 foi identificado nas amostras pertencentes aos grupos clonais mais
frequentes (PF9 e PF10, totalizando 43 amostras — 35,2%) (Tabela 6 e 7).
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Incluindo as amostras que foram definidas apenas o CC (pois ndo foi possivel
sequenciar apenas um gene), pode-se observar que o CC11 foi detectado em amostras de 18
grupos clonais obtidos pelo PFGE, representando 54,5% (18/33) das amostras submetidas ao
MLST em que foi definido o ST ou o CC. Levando em consideragédo todas as amostras de cada
um dos grupos clonais obtidos pelo PFGE que foram pertencentes ao CC11, € possivel observar
que 69 amostras (56,6%) pertenciam a este CC e foram detectadas em todos os estados
brasileiros incluidos no estudo, com excecdo do Amazonas (Tabela 7).

De acordo com banco de dados do Instituto Pasteur, disponivel em
https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/, existem 6.759 STs depositados, até o presente momento.

A andlise filogenética dos STs encontrados neste estudo foi realizada com o auxilio do
software PHYLOViZ (https://online.phyloviz.net/), utilizando o algoritmo goeBURST v.1.2.1
(FRANCISCO et al., 2009; FEIL et al., 2004), onde foram detectados STs pertencentes a um
mesmo complexo clonal como pode ser observado na Figura 6. Considerando como pertencente
a um mesmo complexo clonal (CC) os STs com variagfes em apenas um locus génico, foram
identificados STs pertencentes ao CC11 (ST11, ST258 e ST340), CC709 -15 (STs 709 e 15) e
CC147 (ST147 e 273) (Figura 6).
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Figura 6. Full Minimum Spanning Tree (Full-MST) contendo os STs identificados no presente
estudo, obtida através do software PHYLOViZ online
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Legenda: NUmeros arabicos em preto = STs; NUmeros ardbicos em vermelho = nimero de varia¢do de locus
Fonte: A autora, 2023.

3.3 Perfil de agrupamento obtido por espectrometria de massa

Com o objetivo de avaliar a utilidade do MALDI-TOF para a tipagem molecular, foi
realizado o agrupamento dos espectros de massa obtidos das 122 cepas do estudo (figura 7) e
posteriormente comparados os resultados obtidos com o PFGE e MLST (Tabela 8). Para
facilitar a interpretagéo, os resultados foram subdivididos em 31 clusters baseados nos padrdes
de similaridade de 65%, apresentados no dendrograma, gerado a partir dos espectros de massa
pelo MALDI-TOF.
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Figura 7. Dendrograma e analise de clusters obtidos a partir dos espectros de massa

gerados através de MALDI-TOF das 122 amostras de K.pneumoniae (continua)
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Figura 7. Dendrograma e anélise de clusters obtidos a partir dos espectros de massa gerados
através de MALDI-TOF das 122 amostras de K.pneumoniae (conclusao)

L_l__'—‘— 31347 pEa3 -
(34823 pFo 13

34798 PF7

32543 PF21

31447 PF10
34445 PF5

33726 PF35 874
33435 PF28
34815 PF10
34773 PF16

34558 PF42

o RN =
32537 PF30 11
31343 PF3
33400 PF20 11
31384 PFO 258
31304 PF10
31207 PF10
31194 PF10
33748 PF6 19

33732 PF20
31188 PFo
34821 PF10
31185 PF9
34822 PFIS 11
32562 PF32 874
31202 PF10
3198 PF10
34800 PF9
3410 PF10
30046 PF34
31392 PF10
31307 PF10
31306 PF10

2541 PF21 "

33414 PF37
=
31354 PFl8

e 31573 PF10
33920  PF12
E ) —:m PF10
[ 31478 PF10 2
1 31477 PF10
[ 31210  PF10 )
L 31206  PF10 !
30063 PF34
pr— 30056 PF34 48 Py,
34309  PF10
—— 30045 PFa4
(31422 PF10 23
- [31208___PFi0
34765 PF10
S —— 33756 Pras 1887 B
L ‘m,—%;;
[31305  PF44 1647
r [34580 PF17
L (34587 PF@ 70
34658 PF24

Pt 34657  PF24 30

L |34597 _ PF9
—[34662  PF16 "
L [34606  PF10

Legenda: primeira coluna: nimero da amostra; segunda coluna: grupo clonal obtido por PFGE; terceira coluna:

ST obtido através de MLST e quarta coluna: Classificacdo de clusters obtidos por MALDI-TOF.
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Tabela 8. Distribuicdo dos clusters obtidos a partir dos espectros de massa gerados através de
MALDI-TOF (continua)

Cluster MT (n) PF ST CcC UF
PF17 - 11 RJ
PF13 11 11 ES
1 (n=6) PF33 - 11 ES
PF10 258 11 ES
PF8 - - GO
PF26 - - GO
2 (n=1) PF4 147 147 MG
PF17 - 11 ES
3 (n=4) PF28 11 11 MG
PF22 11 11 MG
PF10 258 11 ES
PF20 11 11 ES
4 (n=4) PF10 (n=2) 258 11 MGI/CE

PF36 11 11 ES
5 (n=2) PF31 273 147 BA
PF10 258 11 ES
6 (n=2) PF24 16 16 MG
PF39 16 16 MG
PF5 15 15 RO
7 (n=6) PF40 - - RJ
PF42 - - RJ

PF5 (n=3) 15 15 RO (n=1)/R] (n=2)
8 (n=1) PF25 - - RO
9 (n=2) PF2 - - MG
PF38 1128 - MG
10 (n=1) PF27 11 11 RO
PF10 258 11 ES
11 (n=3) PF18 - - ES
PF20 11 11 ES
PF14 152 - RJ
PF29 101 - ES
12 (n=5) PF23 - - RO
PF37 709 15 TO
PF38 1128 - MG
PF23 - - RO
PF6 - - ES
13 (n=4) PF25 - - AM
TO

PF1 - 11
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Tabela 8. Distribuicdo dos clusters obtidos a partir dos espectros de massa gerados através de
MALDI-TOF (continuagéo)

Cluster MT PF ST CcC UF
PF35 874 . MG
14 (n=4) PF16 307 - RO
PF23 (n=2) - . MG/MG
15 (n=2) PF9 (n=2) 258 11 RI/RJ
PF11 340 11 GO
PF19 11 11 MG
PF10 (n=2) 258 11 ES/ES
16 (n=11) PF13 11 11 ES
PF9 (n=2) 258 11 RJ/RJ
PF20 11 11 ES
PF8 - - GO
PF16 (n=2) 307 - ES/ES
17 (n=2) PF29 101 - MG
PF3 - - BA
18 (n=1) PF9 258 11 MG
PF15 11 11 MG
PF10 (n=15) 258 11 MG/ES (n=9)/RJ (n=5)
PF9 (n=4) 258 11 RJ (n=3)/MG
PF7 - 11 MG
PF12 - 11 MG
PF20 (n=2) 11 11 ES/BA
PF28 11 11 ES
PF1 - 11 TO
PF21 (n=2) 11 11 MG/MG
_ PF30 11 11 MG
19 (n=40) PF35 874 - ES
PF32 874 - ES
PF6 (n=2) - - AM/AM
PF16 307 ES
PF42 - - RJ
PF5 15 15 RO
PF8 - - GO
PF38 1128 - MG
PF3 - - BA
PF34 48 - GO
20 (n=2) PF10 (n=2) 258 11 ES/ES

21 (n=2) PF10 (n=2) 258 11 ES/ES
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Tabela 8. Distribuicdo dos clusters obtidos a partir dos espectros de massa gerados através de
MALDI-TOF (concluséo)

Cluster MT PF ST CC UF

PF10 258 11 ES

22 (n=4) PF34 48 - GO

PF34 48 - GO

PF34 48 - GO

23 (n=1) PF10 258 11 RJ

24 (n=1) PF10 258 11 ES

25 (n=2) PF10 258 258 RO

PF43 1887 - AM

26 (n=1) PF41 - - RO

27 (n=1) PF44 1647 - RJ

28 (n=1) PF17 - 11 RJ

29 (n=1) PF9 258 11 RJ
30 (n=3) PF24 (n=2) 16 16 MG/MG

PF9 258 11 RJ

31 (n=2) PF16 307 - ES

PF10 258 258 ES

Fonte: A autora, 2023.

Dos 31 clusters obtidos pelo MALDI-TOF (representados na figura 7 e na tabela 8), o
cluster 19 agrupou o maior nimero de isolados (n= 40), dentre os isolados estavam 0s grupos
clonais mais prevalentes obtidos pelo PFGE, PF10 (15/40) e PF9 (4/40), os outros grupos
clonais apresentaram 2 ou menos isolados. Com rela¢do ao CC11, O cluster 19 apresentou

29/40 isolados, representando 72,5% neste cluster.

O cluster 16 foi 0 segundo com mais isolados agrupados (n=11), onde PF9, PF10, PF16
tinham dois representantes cada e PF8, PF11, PF13, PF19, PF20, tinham um representante de
cada. Oito de onze isolados do cluster 16, pertenciam ao CC11, representando 72,7% deste
cluster.

No cluster 1 foram agrupadas seis cepas pertencentes a seis grupos clonais distintos.

No cluster 7 foram agrupadas seis cepas pertencentes a trés grupos clonais diferentes:
PF5, PF40 e PF42. Cabe ressaltar que quatro das cinco cepas que pertencem ao PF5 (ST15)
foram agrupadas no cluster 7. Neste cluster, havia apenas amostras dos estados do Rio de

Janeiro e Rondonia.
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No cluster de nimero 12, foram agrupadas cinco cepas, das quais cada uma pertencia a
um grupo clonal diferente pelo PFGE e a um ST distinto obtido pelo MLST: PF14(ST152),
PF29(ST101), PF37(ST709) e PF23, PF38 nao tinham ST determinado.

Os clusters restantes apresentaram quatro ou menos isolados por agrupamento.

Destacando o cluster 22 onde trés dos quatro isolados pertenciam ao PF34 (ST48).
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4 DISCUSSAO

K. pneumoniae é um patdgeno oportunista que estd frequentemente associado as
infeccbes adquiridas no ambiente hospitalar e as infec¢bes adquiridas na comunidade. Esta
entre as bactérias que representam uma das maiores ameacas a salde do ser humano, além de
pertencer a lista de microrganismos de prioridades criticas da OMS (2017), que visa orientar e
incentivar o desenvolvimento de novos antimicrobianos para o tratamento de bactérias
resistentes aos antibidticos (TACCONELLI et al., 2018).

Dados do programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY, publicado em 2019,
demonstraram o0 grande desafio terapéutico dos patdgenos bacterianos mais comuns
encontrados em infec¢bes de corrente sanguinea. Nesse estudo, foram analisados 264.901
isolados clinicos provenientes de pacientes com infec¢fes de corrente sanguinea, em um
periodo de 1997 a 2016, em 200 centros médicos distribuidos por 45 paises. Além do aumento
da prevaléncia de Enterobacteriaceae MDR (Multidrug-Resistant) ao longo dos anos, que
passou de 6,2% (1997 a 2000) para 15,8% (2013 a 2016), 0 estudo mostrou que K. pneumoniae
correspondia a 7,7% dos isolados clinicos (DIEKEMA et al., 2019).

No ano de 2022, de acordo com dados da Rede de Monitoramento da Resisténcia
Antimicrobiana da ANVISA, nos estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais, K.
pneumoniae foi o bacilo Gram-negativo mais isolado em infeccbes priméarias de corrente
sanguinea laboratorialmente confirmadas (IPCSL) em UTI para adultos. Esses dados sdo de
extrema relevancia, pois ressaltam a crescente preocupacao com a disseminacgado desse patdgeno
oportunista resistente aos antimicrobianos (ANVISA, 2022).

Os carbapenémicos sdo frequentemente utilizados no tratamento de infeccdes por
bacilos Gram-negativos multirresistentes. Enterobactérias, principalmente K. pneumoniae
produtoras de carbapenemases, em ambientes de salde, sdo extremamente preocupantes devido
ao seu fendtipo de resisténcia a multiplas drogas. A producdo de KPC (carbapenamase mais
disseminada no mundo atualmente) se tornou uma grande ameaca a salde publica desde a sua
primeira descricdo no ano de 2001, particularmente devido & grande capacidade de
disseminacéo através de elementos genéticos madveis, assim como atraves da disseminagédo
global de clones de alto risco (ZHOU et al., 2020). No cenario brasileiro, a enzima KPC também
permanece como a carbapenemase mais prevalente e é frequentemente associada a resisténcia
aos carbapenémicos (KIFFER et al., 2023).
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A tipagem molecular dos clones circulantes que carreiam o gene blakpec é fundamental
para a investigacdo de surtos hospitalares assim como para a vigilancia epidemioldgica. O
PFGE tem sido considerado o padrdo ouro para esta abordagem, sendo uma ferramenta
importante para investigacao de surtos de curta duracao, vigilancia e estudos filogenéticos. K.
pneumoniae desempenha um papel crucial como um dos patdégenos mais significativos em
surtos hospitalares globais, sendo assim analises epidemioldgicas sdo Uteis para determinar a
extensdo de um surto e esclarecer as fontes de disseminacéo das infeccdes (NEOH et al., 2019;
BERRAZEG et al., 2013).

Deste modo, para este estudo foram selecionadas 122 isolados de K. pneumoniae
produtores de KPC, oriundas de diferentes estados brasileiros no ano de 2021 com intuito de
observar e comparar as principais diferencas e semelhancas entre cepas utilizando as técnicas
de PFGE e MLST, além de avaliar o uso da ferramenta MALDI-TOF-MS como uma ferramenta
de tipagem bacteriana mais barata e mais rapida.

Utilizando a técnica de PFGE, foram identificados 44 grupos clonais diferentes,
expressando uma populacdo clonal amplamente diversificada. O grupo clonal mais frequente
foi o PF10, encontrado em 26,2% dos isolados estudados, este grupo clonal foi constituido por
cepas de diversas regides: Sudeste (ES, MG e RJ), Norte (RO) e Nordeste (CE), revelando-se
um grupo onde a disseminacéo de cepas resistentes ocorreu em diferentes regides do Brasil.

O segundo mais frequentemente encontrado foi o grupo clonal PF9 (n= 11, 9,0%),
porém diferente do PF10, os isolados eram oriundos apenas da regido sudeste (Rio de Janeiro
e Minas Gerais).

O estudo publicado por Pereira e colaboradores em 2013, do inicio da disseminacdo da
KPC em nosso pais (2010), foi realizado com 113 isolados recuperados de diferentes estados
brasileiros, similarmente ao nosso estudo. Foi observado a presenga de 22 grupos clonais, com
a prevaléncia 3 grupos clonais, que foram nomeados pela autora como: A/Kp-RJ (28%), C
(29%) e Q (13%), distribuidos pelas regides sudeste (ES, RJ e MG), nordeste (CE, PI, AL),
centro-oeste (GO e DF) e regido sul (SC), demonstrando assim, a dispersao de cepas resistentes
em diversas regifes do pais, assim como em nosso estudo.

Outro estudo realizado na regido sudeste do Brasil em 2023, também indicou uma alta
variabilidade genética nas cepas de K. pneumoniae produtoras de blakec, onde a tipagem
molecular através da técnica PFGE resultou na identificacdo de 13 grupos clonais distintos,
destacando trés como mais frequentes: KpA (n = 16, 40%), KpB (n = 8, 20%), e KpC (n = 3,
7,5%), dentre as 40 cepas avaliadas, provenientes de ambientes hospitalares (BORGHI,
MONALESSA; SHUENCK, 2023).
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A disseminacdo global de cepas de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos
representa uma preocupacao crescente para a saude publica devido a sua elevada resisténcia aos
antimicrobianos e capacidade de causar infecgdes graves e até fatais. Apesar da consideravel
diversidade clonal evidenciada em amostras de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases,
principalmente blakrc, a0 redor do mundo, tem-se observado a presencga e disseminacéo de
clones de “alto risco” em diversas na¢des (DAVID et al., 2019).

Os clones de alto risco normalmente compartilham um ancestral recente, de sucesso
epidémico. Esses clones sdo continuamente associados a surtos e muitas vezes disseminados
em diferentes paises. Eles provavelmente possuem caracteristicas particulares que aumentam
sua capacidade de persisténcia e transmissibilidade, proporcionando-lhes uma maior
oportunidade para aquisicao de genes de resisténcia a antibioticos e disseminacdo em diferentes
ambientes. Dentre esses clones de alto risco, 0 CC11 de K. pneumoniae € um dos mais
prevalentes e associado a disseminacdo de carbapenemases tipo KPC nessa espécie, tornando-
se um desafio clinico significativo (DAVID et al., 2019; BOWERS et al., 2015).

No presente trabalho, foram identificados 16STs diferentes, onde, trés STs (ST11,
ST258 e ST340) fazem parte do complexo clonal 11 (CC11). Considerando que todas as
amostras de um mesmo grupo clonal de PFGE como pertencentes a um mesmo ST e incluindo
aquelas amostras que ficaram faltando apenas um gene sequenciado para a defini¢do do ST,
pudemos observar que 56,6% das amostras incluidas no estudo pertenciam ao CC11, dispersas
em 8 dos 9 estados brasileiros estudados (MG, ES, RJ, GO, RO, BA, CE e TO), corroborando
com o estudo de Pereira e colaboradores (2013) realizado com 133 amostras isoladas em 2010,
onde observaram 22 STs distintos, sendo 75% de seus isolados classificados como pertencentes
ao CC11, em diferentes estados brasileiros (ST11 em CE, DF, GO, MG, PE, RJ e ST340 em
AL, DF, ES, PI), evidenciando que este complexo clonal ainda é muito importante na
disseminacéo de KPC no Brasil.

Estudos mais recentes tém mostrado a presenga do ST11 mais frequentemente entre as
amostras brasileiras. Silveira e colaboradores (2021) fizeram o sequenciamento completo do
genoma de BGNs, em isolados de infeccdo de corrente sanguinea, com intuito de observar a
distribuicéo clonal e a diversidade destes microrganismos. A maioria dos isolados pertencia ao
ST11 (n = 16) seguido do ST258, (n = 4). Relatando a presenca do complexo clonal de alto
risco, CC11, como mais prevalente (45,7%).

O ST mais prevalente carreando KPC-2 no Brasil desde 2010 até os dias de hoje ainda
€ 0 ST11, conforme observado no nosso estudo realizado com amostras isoladas em 2021, onde
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encontramos ST11 (n=10) como o mais prevalente, seguido dos ST258 (n=2) e ST340 (n=1)
que pertencem ao CC11.

Na China, foram coletados 354 isolados de K, pneumoniae de quatro hospitais, sendo
que 193 cepas foram identificadas como portadoras de blakpc-2, enquanto 161 cepas foram
negativas para esse gene. Houve uma diferenca significativa na distribuicdo dos STs entre as
cepas produtoras e ndo produtoras de KPC. No grupo positivo para blakec-2, 0 ST11 foi 0 mais
frequentemente encontrado, representando 87,1% (168/193) dos isolados, ja nos negativos para
KPC tiveram apenas 3,1% de amostras pertencentes ao ST11 (5/161) (Fu et al., 2019).

O estudo de Gu e colaboradores (2018) investigou um surto fatal de pneumonia
associada a ventilacdo mecéanica em UTI, onde todas as cinco cepas representativas de K.
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos pertenciam ao ST11, e foram originados do mesmo
clone. Nos altimos anos, 0 ST11 tem sido considerado o clone mais transmissivel, contribuindo
para 0 aumento da prevaléncia de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos na China.
Cepas de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos pertencentes ao ST11 ja& foram
identificadas em diversos paises, incluindo Coreia do Sul, Japdo, Cingapura, Taiwan, Tailandia,
Alemanha, Espanha, Grécia, Hungria, Italia, Reino Unido, Curacao, Argélia, Pol6nia, Emirados
Arabes Unidos, Brasil, Austria, Franca, india, Argentina, Israel, EUA e Venezuela. Dessa
forma, esse ST se configura como um clone de alto risco com ampla distribuicéo internacional
(LIAO et al., 2020).

Faccone e colaboradores (2023) apontaram que a disseminacdo de KPC na Argentina,
foi principalmente impulsionada pelo ST258 e, mais recentemente, por outros clones menores,
como ST25 e ST307.

No Uruguai, o primeiro relato de isolado de Klebsiella pneumoniae produtora de KPC-
2, também pertencente ao ST258 em 2011, estava associada a um surto de K. pneumoniae em
um hospital geral (MARQUEZ, et al 2014).

Diferente do descrito na Argentina por Faccone e colaboradores (2023), o estudo
realizado por Pereira e colaboradores (2013) com amostras isoladas em 2010 no Brasil ndo
mostrou a presenga do ST258. Apesar do CC11 ser o mais prevalente entre as amostras
produtoras de KPC-2, este ST era raramente encontrado no Brasil no inicio da disseminacao da
KPC. Apenas um estudo publicado em 2011 mostrou a presenca do ST258 em amostras
associadas a um surto nosocomial na cidade de Ribeirdo Preto (ANDRADE et al.,2011).

Ao longo dos anos, 0 aumento progressivo de microrganismos multirresistentes vem se

transformando em uma pandemia silenciosa. Nesse contexto, € de extrema relevancia promover
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a criacdo de testes que possibilitem a deteccdo rapida e confiavel de resisténcia antimicrobiana,
bem como a identificagdo de surtos.

A técnica de PFGE, apesar de ser bastante confidvel para a avaliacdo de surtos, é
demorada e bastante laboriosa. A técnica de MLST também ndo é a melhor opc¢édo para a
avaliacdo de surtos, pois necessita de uma etapa de PCR e sequenciamento dos produtos gerados
e principalmente por ser uma metodologia que avalia a origem filogenética das amostras
bacterianas e analisar genes conservados dentro da espécie.

O sequenciamento do genoma total € uma metodologia que pode ser usada para a analise
da diversidade genética entre as cepas de uma mesma espécie atraves das analises do
polimorfismo de nucleotideos. Apesar da reducdo significativa no custo desta técnica nos
ultimos anos, ela ainda é muito cara no Brasil e ndo é rotineiramente utilizada em laboratérios
clinicos.

A aplicacdo da ferramenta MALDI-TOF revolucionou o processo de identificacdo de
microrganismos nas areas de microbiologia clinica, ambiental e de alimentos. Devido a
exigéncia de apenas uma preparacao amostral simples e a capacidade de obtencéao de resultados
em um intervalo de tempo reduzido. Assim, a ferramenta MALDI-TOF tem sido cada vez mais
utilizada em laboratorios de microbiologia clinica.

Assim, alguns estudos tém sugerido a utilizagdo dessa metodologia como uma
alternativa viavel a realizacdo de tipagem bacteriana. Entretanto, o uso desta metodologia para
agrupamento bacteriano € um desenvolvimento recente e sua eficacia e aplicabilidade tém
gerado controvérsias na comunidade cientifica (FANG et al., 2020).

Alguns pesquisadores destacaram que a espectrometria de massa MALDI-TOF pode ser
utilizada como um meétodo rapido e eficaz de tipagem para patdgenos nosocomiais, tais como:
Enterobacter cloacae produtores de ESBL, Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Acinetobacter baumannii, Serratia marcescens e Citrobacter freundii (MENCACCI et al.,
2013; KHENNOUCHI et al., 2015; STEENSELS et al., 2017; RODEL et al., 2019).

Rddel e colaboradores (2019) avaliaram o uso de MALDI-TOF para discriminar clusters
relacionados a surtos hospitalares em isolados de Serratia marcescens e Citrobacter freundii
produtores de carbapenemases. A analise de agrupamento por MALDI-TOF foi largamente
concordante com os resultados da genotipagem para S. marcescens, quando o limite de
similaridade para identidade clonal foi definido em 90%. O WGS confirmou os resultados da
MALDI-TOF, pois os isolados de um mesmo tipo de WGS foram agrupados no mesmo cluster
de MALDI-TOF.
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Em um estudo realizado recentemente com objetivo de investigar a epidemiologia
molecular de cepas de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, Fang e colaboradores
(2020) observaram, ap0s andlises estatisticas, que o sistema PFGE e o sistema MALDI-TOF
MS forneceram resultados semelhantes, com uma boa concordéncia entre os dois métodos. Os
autores concluiram que o MALDI-TOF MS pode ser considerado uma provavel alternativa na
“clusterizacdo” de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 quando comparado ao PFGE. No
entanto, devido ao pequeno tamanho amostral, seriam necessarios estudos adicionais para
confirmar os resultados.

Em nosso estudo, pudemos observar que a espectrometria de massas € capaz de gerar
um dendrograma e agrupar os isolados em clusters, entretanto, isolados que tiveram grupos
clonais idénticos quando utilizamos o PFGE foram agrupados em diferentes clusters gerados
pelo MALDI-TOF MS. Por exemplo, quando comparamos o PF10, que é o grupo clonal com
maior quantidade de isolados agrupados pelo PFGE, com a espectrometria de massas, 0S
isolados ficaram dispersos entre diversos clusters, demonstrando uma baixa correlagdo entre as
técnicas aplicadas.

Isso também foi relatado por outros autores, como por exemplo Jiang e colaboradores
(2019) que observaram uma notavel concordancia entre os resultados da tipagem por PFGE e
MLST, realizada em 44 isolados de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases. No entanto,
0s pesquisadores constataram uma baixa congruéncia entre o MALDI-TOF MS e a tipagem por
PFGE. Eles sugeriram que alcancar um nivel equivalente de discriminacdo de linhagens
utilizando o MALDI-TOF MS pode ser desafiador em comparacao com o método de referéncia
PFGE (JIANG et al., 2019).

Conforme documentado na literatura, a maioria das proteinas e/ou peptideos
identificados nos espectros de massa exibem uma massa molecular (<12.000 Da), sendo
aproximadamente metade dos picos associados as proteinas ribossémicas. As sequéncias de
aminoacidos das proteinas ribossdomicas geralmente apresentem alta conservacdo dentro da
mesma espécie (RYZHOV&FENSELAU, 2001;SINGHAL et al., 2015). O estudo de
Rodrigues e colaboradores (2017) sugeriu um grau de conservagdo de proteinas ribossémicas

dentro de K. pneumoniae (99-100% para as 56 proteinas reconhecidas até 0 momento).

Como a maioria dos espectros de MALDI-TOF MS é composta por proteinas altamente
conservadas, com fungdes essenciais que sdo minimamente afetadas pelas condi¢cbes ambientais
e, portanto, sdo consideradas Otimas para a tipagem protedmica de bactérias, o que é

consideravelmente diferente da tipagem genetica (BERRAZEG et al., 2013).
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Bowers e Colaboradores (2015) pesquisaram as relacdes filogenéticas e a evolucéao
dentro do CC11. Nesse estudo, foram analisadas as sequéncias gendmicas de 167 isolados de
20 paises coletados durante 17 anos, onde foi possivel observar que o ST258 permaneceu
altamente clonal ao longo dos anos, e apos a caracterizacao das proteinas de membrana externa,
as sequéncias revelaram que o perfil do ST258 incluiu uma OmpK35 truncada, sugerindo
possiveis marcadores genéticos exclusivos para ST258. Apesar dessa OmpK35 truncada ndo
ser uma exclusividade do ST258, como foi observado no estudo, apenas nove isolados que ndo
pertenciam ao ST258 apresentam esse perfil.

Dessa forma, seria possivel que estas caracteristicas fenotipicas do ST258 pudessem ser
utilizadas para identificar esse ST ou mesmo o complexo clonal 11 através da técnica de
MALDI-TOF. Contudo, em nosso estudo, através da andlise realizada com os espectros de
massa gerados, ndo foi possivel observar uma correlacdo consistente entre os ST, ou mesmo
amostras de um mesmo complexo clonal, e os clusters gerados na analise do MALDI-TOF,
observamos amostras pertencentes ao CC11 em 21 dos 31 clusters de MALDI-TOF
encontrados.

Berrazeg e colaboradores (2013), apesar de terem obtido resultados promissores
utilizando a ferramenta MALDI-TOF, encontrando clusters especificos que estavam
expressivamente associados a fendtipos de diferentes fontes clinicas, geogréaficas e estacdes do
ano, ao comparar os clusters obtidos do dendrograma do MALDI-TOF com a distribuicéo de
seus STs notaram que ndo houve correlacdo entre as duas técnicas, assim como em nosso
estudo.

O equipamento de MALDI-TOF esta presente no dia a dia dos laboratdrios de
microbiologia dos hospitais e 0 uso desta ferramenta de tipificacdo seria de grande valia, visto
que ajudaria no acompanhamento de clones de alto risco e surtos, nos dando uma resposta
rapida e barata. Entretanto, de acordo com os resultados obtidos no nosso estudo, ndo foi
possivel ter uma correlagdo com as outras técnicas padrdo ouro para a tipagem molecular de K.
pneumoniae (PFGE e MLST), nem foi possivel encontrar nenhuma correlagdo dos clusters
obtidos no MALDI-TOF com a localiza¢do de isolamento ou qualquer outra caracteristica.
Entretanto, é importante ressaltar que a nossa amostragem foi de estados diferentes, isoladas
em 2021, ou seja, eram amostras que ndo possuiam necessariamente relacdo epidemiologica.
Dessa forma, € possivel que em uma situacao de surto ou de maior relagao epidemiologica entre

as amostras, 0o MALDI-TOF se mostre Util para a avaliacdo da relacéo clonal entre as amostras.
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5 CONCLUSOES

A determinacéo da diversidade genética por PFGE dos 122 isolados de K. pneumoniae
produtora de KPC oriundos de diferentes estados brasileiros revelou uma populagédo clonal
amplamente diversificada, assim como o encontrado por outros autores.

Com base nos resultados do MLST, evidenciamos que 56,6% das cepas incluidas no
estudo pertenciam ao CC11, que é considerado clone de alto risco por estar associado a
disseminacéo da carbapenemase KPC.

Foi possivel observar que a espectrometria de massas é capaz de gerar um dendrograma
e agrupar os isolados em clusters, porém, cepas que tiveram grupos clonais idénticos quando
utilizamos o PFGE foram agrupados em diferentes clusters gerados pelo MALDI-TOF MS.

Através da analise realizada com os espectros de massa gerados pelo MALDI-TOF, ndo
foi possivel obter uma correlacdo com as outras técnicas padrdo ouro para a tipagem molecular
de K. pneumoniae (PFGE e MLST) e nem encontrar nenhuma correlacdo dos clusters obtidos
no MALDI-TOF com a localizacdo de isolamento ou qualquer outra caracteristica, sendo

necessario, portanto, pesquisas posteriores.
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