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RESUMO

LIMA, A.V. Novas variantes de KPC em isolados do Complexo Klebsiella pneumoniae
resistentes a ceftazidima-avibactam. 2023. 101f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2023.

O Complexo K. pneumoniae (C-Kp) € o principal grupo de bacilos Gram-negativos
responsaveis por infecgdes nosocomiais graves em todo o mundo e o tratamento empirico
dessas infecgdes usualmente inclui os carbapenémicos. O principal mecanismode resisténcia
a essa classe de antimicrobianos é a expressdo de carbapenemases, € no Brasil, mais
frequentemente as do tipo KPC. Em margco de 2019 a ceftazidima-avibactam foi
disponibilizada para uso clinico no Brasil, sendo amplamente utilizada no tratamento infecgdes
causadas por bacilos gram-negativos produtores de KPC. Diversos paises ja relataram a
presenca de K. pneumoniae produtores de KPC resistentes a ceftazidima-avibactam. No
entanto, ha poucos relatos dessa ocorréncia no Brasil. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar genotipicamente e fenotipicamente isolados do C-Kp produtores de KPC,
resistentes a ceftazidima-avibactam. No periodo de julho/2019 a julho/2021, 46 isolados do
C-Kp, um por paciente, foram detectados em diferentes sitios de infec¢géo ou culturas de
vigilancia de pacientes internados em hospitais privados de seis estados brasileiros. Os
isolados tiveram seu genoma completo sequenciado nas plataformas MiSeq e MinlON para
determinacao da variante alélica de blakec € avaliagéo do seu contexto genético. As taxas de
resisténcia ao ertapenem e a ceftazidima-avibactam foram calculadas a partir de banco de
dados. A clonalidade dos isolados foi avaliada por PFGE e MLST. A localizagao plasmidial do
gene blakec foi confirmada por conjugacédo e/ou transformacdo. A concentragdo inibitoria
minima (CIM) para betalactdmicos foi determinada por microdiluicdo em caldo segundo o
BrCAST. Ensaios imunocromatograficos, NG-Test CARBA-5 e O.K.N.V.l. RESIST-5, foram
avaliados quanto a sua performance na detecgao de variantes KPC. A taxa de resisténcia ao
ertapenem entre isolados do C-Kp aumentou 15,6% em 2019 para 27,3% em 2021. A taxa de
resisténcia a ceftazidima-avibactam entre isolados do C-Kp resistentes ao ertapenem
aumentou de 4,2% em 2019 para 17,2% em 2021. Onze isolados apresentaram novas
variantes de KPC designadas KPC-103 a KPC-108 e KPC-139 a KPC-143. Os demais
isolados apresentavam variantes de KPC ja descritas, sendo a KPC-33 a variante mais
frequente (36%). Quinze grupos clonais foram identificados, sendo que a maioria dos isolados
pertencia ao ST11. O grupo clonal A foi 0 mais numeroso e pertencia ao ST258. A principal
variante detectada nesse grupo foi a KPC-33. Diferentes grupos de incompatibilidade foram
identificados em plasmideos alberguando blakrc, sendo os grupos IncN (n=12) e IncF, com
replicons FII(K)-FIB (n=11), os grupos mais frequentes, seguido de InX3-IncU (n=9) e IncQ1
(n=1). Dos 46 isolados resistentes a ceftazidima-avibactam, 36 foram capazes de transferir o
gene blakec para cepas receptoras. A maioria dos isolados foi sensivel dose padrdo ou
sensivel aumentabdo exposicao ao meropenem e apresentaram redugéo significativa da CIM
quando o avibactam foi adicionado ao aztreonam. O NG-Test CARBA-5 detectou 12 das 24
variantes testadas enquanto que o O.K.N.V.l. RESIST-5 detectou apenas nove variantes. A
grande diversidade de variantes KPC, e a predominancia do grupo clonal ST11, e da KPC-
33 retratam um cenario preocupante no Brasil.

Palavras-chaves: Klebsiella pneumoniae, resisténcia antimicrobiana, ceftazidima-avibactam,
variantes de KPC.



ABSTRACT

LIMA, A.V. New KPC variants in ceftazidime-avibactam-resistant K. pneumoniae Complex
isolates. 2023. 101f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2023.

The K. pneumoniae Complex (C-Kp) is the main group of gram-negative bacilli responsible for
serious nosocomial infections worldwide and the empirical treatment of these infections usually
includes carbapenems. The main mechanism of resistance to this class of antimicrobials is the
expression of carbapenemases, and in Brazil, more frequently the KPC type. In March 2019,
ceftazidime-avibactam was available for clinical use in Brazil, being widely used to treat
infections caused by KPC-producing gram-negative bacilli. Several countries have already
reported the presence of KPC-producing K. pneumoniae resistant to ceftazidime-avibactam;
however, there are few reports of this occurrence in Brazil. This work aimed to genotypically
and phenotypically characterize KPC-producing C-Kp isolates resistant to ceftazidime-
avibactam. From July 2019 to July 2021, 46 C-Kp isolates, one per patient, were detected in
different sites of infection or surveillance cultures from patients admitted to private hospitals in
six Brazilian states. The isolates had their complete genome sequenced on the MiSeq and
MinlON platforms to determine the allelic variant of blakec and evaluate its genetic context.
Resistance rates to ertapenem and ceftazidime-avibactam were calculated from a database.
The clonality of the isolates was evaluated by PFGE and MLST. The plasmid location of
the blakec gene was confirmed by conjugation and/or transformation. The minimal inhibitory
concentrations for beta-lactams were determined by broth microdilution according to BrCAST.
Immunochromatographic assays, NG-Test CARBA-5 and O.K.N.V.l. RESIST-5, were
evaluated for its performance in detecting KPC variants. The resistance rate to ertapenem
among C-Kp isolates increased from 15.6% in 2019 to 27.3% in 2021. The resistance rate to
ceftazidime-avibactam among ertapenem-resistant C-Kp isolates increased from 4.2% in 2019
to 17.2% in 2021. Eleven isolates showed new KPC variants designated KPC-103 to KPC-108
and KPC-139 to KPC-143. The remaining isolates presented previously described KPC
variants, with KPC-33 being the most common variant (36%). Fifteen clonal groups were
identified, with most isolates belonging to ST11. Differentincompatibility groups were identified
in plasmids harboring blakec, with the IncN (n=12) and IncF groups, with FlI(K)-FIB(n=11)
replicons, being the most frequent groups, followed by InX3-IncU (n= 9) and IncQ1 (n=1). All
IncX3-IncU plasmids were approximately 46 kb in size and were identified among isolates
belonging to the largest identified clonal group (A) and ST258. The main variant detected in
this group was KPC-33. Of the 46 ceftazidime-avibactam-resistant isolates, 36 were able to
transfer the blakec gene to recipient strains. Most isolates were susceptible standard dose or
susceptible increased exposure to meropenem and showed a significant decrease in MIC
when avibactam was added to aztreonam. The NG-Test CARBA-5 was able to detect 12 of
the 24 variants evaluated while the O.K.N.V.l. RESIST-5 detected only nine variants. The great
diversity of KPC variants, the predominance of the ST11 clonal group, and KPC-33 portray a
worrying scenario in Brazil.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, antimicrobial resistance, ceftazidime-avibactam, KPC
variants.
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1 MOTIVAGAO

O Complexo Klebsiella pneumoniae € um dos principais responsaveis por
infeccbes nosocomiais graves em todo o mundo e o tratamento empirico dessas
infeccdes usualmenteincluios carbapenémicos. O principal mecanismode resisténcia
a essa classe de antimicrobianos, nesse grupo de bactérias, € a expressao de
carbapenemases, e no Brasil, mais frequentemente as do tipo Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC). Em margo de 2019 foi aprovada para uso clinicono Brasil a
combinacao de ceftazidima com um novo inibidor de betalactamase, avibactam. Este
composto tem sido utilizado com sucesso no tratamento de infec¢gdes causadas por
bacilos gram-negativos produtores de KPC. A combinagdo ceftazidima-avibactam
representa uma ferramenta terapéutica de extrema importancia, poistem sido utilizada
no lugardas polimixinas, que sao nefrotdxicas, tém resposta clinica pouco satisfatéria
e eram a principal classe de antimicrobiano utilizada no tratamento das infecgdes
causadas por cepas produtoras de KPC.

Decorridos apenas trés meses desde o iniciodo uso clinicoda ceftazidima-
avibactam no Brasil, nosso grupo de pesquisa detectou dois isolados de K.
pneumoniae produtores de variantes KPC com altos niveis de resisténcia a
ceftazidima-avibactam em dois estados diferentes do Brasil (Sdo Paulo e Rio Grande
do Sul), em pacientes sem qualquer vinculo epidemiolégico e que haviam sido
tratados com ceftazidima-avibactam em func¢ao de infeccéo por cepa produtora de
KPC e sensivel a ceftazidima-avibactam. Naquele momento, n&do havia relatos no
Brasil sobre a ocorréncia dessa resisténcia, nem estudo recente avaliando a
frequéncia dos diferentes alelos de blakec no Brasil. Ha, portanto, a necessidade de
avaliarmos a diversidade de variantes de KPC presentes no Brasil, assim como
caracterizar os elementos genéticos moveis que carreiam os genes que codificam
essas enzimas. Da mesma forma, € necessario avaliar o desempenho dos testes
imunocromatograficos, utilizados cada vez mais frequentemente por laboratorios
clinicos no Brasil para guiar o uso empirico de ceftazidima-avibactam, na detecgéo

dessas variantes.
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2 INTRODUGAO

2.1 RESISTENCIA AOS CARBEPENEMICOS EM Enterobacterales

A ordem Enterobacterales compreende um grupo diverso de bacilos gram-
negativos (BGN) anaerdbios facultativos, ndo esporulados, que pertencem a classe
Gammaproteobacteria e sao divididos em sete familias: Enterobacteriaceae,
Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae e
Budviciaceae. Esse grupo de microrganismos € encontrado em nichos ecologicos
diversos, como agua e solo, nas plantas e no trato digestorio de seres humanos e
animais. Dentre estes, a familia Enterobacteriaceae é a mais abundante e incluiuma
grande variedade de bactérias patogénicas e/ou oportunistas, sendo K. pneumoniae
a principal espécierelacionadacom infecgbes graves e com altas taxas de resisténcia
antimicrobiana (ADEOLU et al., 2016; SUNDARAMOORTHY et al., 2023).

Nas ultimas décadas, houve um aumento na frequéncia de
Enterobacterales resistentes a multiplos antimicrobianos, favorecido pela pressao
seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos de amplo espectro no ambiente
hospitalar, contribuindo para a falha terapéutica e aumento da mortalidade. Entre
estes antimicrobianos, destacam-se os carbapenémicos. Os carbapenémicos sao
uma classe de betalactamicos de amplo espectro cujo mecanismo de agao se baseia
na ligagéo e inativagao das proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs), proteinas que
participam da formagéao do peptidoglicano daparede celularbacteriana, levandoa lise
e morte celular. Caracterizam-se pela presenca, em sua estrutura quimica, do anel
betalactamico, responsavel por sua acado antimicrobiana. Sua estrutura basica lembra
a da penicilina, mas diferem das penicilinas pelo fato de que o enxofre é substituido
por um carbono no anel insaturado de cinco membros (C1) (Figura 1). O carbono C1
desempenha um papel fundamental na poténcia e espectro dos carbapenémicos,
assim como sua estabilidade frente a grande parte das betalactamases. Os carbonos
5 e 6 em configuragao trans também contribuem para a estabilidade frente a maioria
das betalactamases e a configuracdo R no carbono 8 aumenta a poténcia do
carbapenémico (PAPP-WALLACE etal., 2011).
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Figura 1- Estrutura quimica de betalactamicos
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Fonte: Reproduzido de Papp-Wallace et al. (2011)

Os carbapenémicos sdo amplamente utilizados na pratica clinica para o
tratamento de infecgbes graves causadas por bacilos gram-negativos (TAMMA et al.,
2023). Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (ERCs) s&o comumente
detectadas em infec¢desrelacionadas a assisténciaa saude (IRAS) em todo o mundo,
representando uma ameaga a saude publica global. As taxas de mortalidade nas
infecgdes causadas por esse grupo de microrganismos pode variar de 30 a 70%,
sendo acima de 50% para pacientes com infecgdes de corrente sanguinea por
isolados resistentes (WHO, 2017b).

Em 2017, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) divulgou uma lista de
patdgenos prioritarios para a pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos,
onde as ERCs foram consideradas prioridade numero 1 (critico), juntamente com
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos
carbapenémicos. Em 2019, a resisténcia antimicrobiana foi considerada uma das dez
principais ameacgas a saude global, sendo incluida em um plano estratégico de cinco
anosda OMS - o “13th General Programme of Work”, com diversas iniciativas visando
a promogao da saude (WHO, 2017a;2020).
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Em 2015, os estados membros da OMS aprovaram a criacdo de um Plano
de Acado Global contra a resisténcia antimicrobiana e a criagdo de um sistema de
vigilancia (GLASS), contando com a participagao de 126 paises (WHO, 2022). Em
2018, o Ministério da Saude, em parceria com a ANVISA e outros orgaos
governamentais, elaborou um Plano de A¢ao Nacional de Prevencao e Controle da
Resisténciaaos Antimicrobianos no Ambito da Saude Unica (PAN-BR), com o objetivo
de garantir que se mantenha a capacidade de tratar e prevenir doencas infecciosas
com medicamentos seguros e eficazes (BRASIL, 2019).

Em 2021, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), elaborou o
Programa Nacional de Prevencéo e Controle de Infecgdes Relacionadas a Assisténcia
a Saude, nointuito de definirmetas e agdes estratégicas nacionais para a prevengao
e o controle das IRAS e da resisténcia antimicrobiana (RM) em servicos de saude no
periodo de 2021 a 2025 (ANVISA, 2021c).

2.1.1 Mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacterales

O principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em
Enterobacterales € a expressao de carbapenemases, que sao betalactamases
capazes de hidrolisar esta classe de antimicrobianos. Dentre as carbapenemases, as
do tipo KPC s&o as mais frequentes em grande numero de paises (BRINK, 2019).

Ha dois sistemas de classificagao das betalactamases, que sdo baseadas
nas caracteristicas funcionais das enzimas ou em sua estrutura primaria (Figura 2). A
classificagao estrutural, inicialmente proposta por Ambler (1980), baseia-se na
sequénciadeaminodacidos e agrupa as betalactamases em enzimas que possuem um
residuo de serinaem seu sitio ativo, em classes A C e D. As metalobetalactamases
(MBL) correspondem a classe B, e requerem pelo menos um atomo de zinco (Zn?¥)
como cofator para a hidrdlise do anel betalactdmico (AMBLER, 1980; BUSH,;
BRADFORD, 2020)

A classificagao funcional, proposta por Bush (1989) e expandidaem 1995
e 2010 por Bush e colaboradores leva em conta uma combinagédo de atributos
bioquimicos, como perfis de substrato e inibidores, e atribuicbes de classes
estruturais, agrupandoasenzimas em grupos (1-4) e subgrupos (a-f). As enzimas com

atividade de carbapenemasesestao incluidasnas classes A, B e D de Ambler e dentro
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dos subgrupos funcionais 2f, 2df, 3a e 3b de Bush e Jacoby (Figura 2) (BUSH,;
JACOBY, 2010; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

Figura 2- Classificagao molecular e funcional das principais betalactamases de bacilos gram-

negativos
B-Lactamases
Sitio ativo Serine Metallo (Zn2*)
Classe molecular A o D B
Grupo funcional 2 1 2d 3
Principal subgrupo | | | [ I | | |
funcional 2a 2b 2be  2br 2c 2f 1 1e 2d 2de 2df 3a 3b
Substratos P P P.Cp P P PCp, Cp CpE P PE P.Cb PCp Cb
conhecidos Cp EM CbEM M E.Cb
AV + + - + - + o+ + o+ + - - -

Perfilde (5 + + + S Y R S s 2 5
inibigdo

EDTA - - - - - - - - - - - S +
Enzimas PC1 TEM-1 CTXM IRT CARB-1 KPC AmpC GC1 OXA-1 OXA-11 OXA-23 IMPVIM  CphA

i SHV-1  ESBLs SHV-10 SME CMY OXA-10 OXA-15 OXA-48  NDM
representativas (TEM.SHV)

Legenda: AV: avibactam; CA: acido clavulanico; Cb: carbapenémico; Cp: cefalosporina; E:
cefalosporina de espectro expandido; M: monobactam; P: penicilina
Fonte: adaptado de Bush (2018)

As enzimas do tipo KPC sdo carbapenemases da classe molecular A de
Ambler e correspondem ao subgrupo funcional 2f de Bush e Jacoby. Possuem alto
poder de hidrolise dos carbapenémicos e cefalosporinas de amplo espectro, sdo em
sua maioria inibidas pelo avibactam e sdo fracamente inibidas ou nao inibidas por
acido clavulanico, tazobactam e sulbactam (NAAS et al., 2017). Até o momento da
elaboracéao deste texto, 192 variantes de KPC ja foram identificadas (http://bldb.eu/).
Um dos principais problemas relacionados a resisténcia antimicrobiana é o alto risco
de transmissao de genes de resisténcia entre espécies, mediada por elementos
genéticos moveis, como plasmideos e os transposons (WHO, 2017b). Os genes blakrc
frequentemente se encontram localizados em plasmideos conjugativos e associados
a transpoésons do tipo Tn4401, favorecendo sua rapida disseminacgao (LEE et al.,
2016).
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Um estudo bibliografico avaliando artigos publicados entre o periodo de
2013 a 2018, relatando a resisténcia aos carbapenémicos mediada por plasmideos,
evidenciou uma alta frequéncia dos genes blakec (n=956, 73%). Os genes foram
associados a varios grupos de plasmideos, incluindo IncF (48%), IncN (24%), IncX
(7%), AIC (7%) e LIM (3%) em diferentes géneros e espécies de Enterobacterales. O
tipo de plasmideo predominante foi o IncF com replicons FIIK. Esse grupo de
plasmideos geralmente contém outros genes de resisténcia a antimicrobianos, como
aminoglicosideos, tetraciclinas, quinolonas, trimetoprima e sulfonamidas (KOPOTSA,;
OSEI SEKYERE; MBELLE, 2019; LEE etal., 2016).

O transposon Tn4401 tem um tamanho de aproximadamente 10 kb, e
consiste nos seguintes genes: transposase (TnpA), resolvase (TnpR), blakrc e duas
sequéncias de insergao (ISKpn6 e ISKpn7), além de duas repeti¢des invertidas de
39pb em suas extremidades (Figura 3). Até o momento, 10 isoformas do Tn44017 ja
foram descritas (a-i), diferindo umas das outras por dele¢des de 68 a 255 pb, a
montante no gene blakec, em comparagdo com a isoforma b, que n&o apresenta
delecao (Figura 3). As isoformas a e b s&o as mais disseminadas em todo o mundo
(ARAUJO et al., 2018; CHERUVANKY etal., 2017).

Figura 3- Variagao estrutural em isoformas publicadas do Tn4401

Tn4401b (10 kb)

tnpR tnpA istA istB bl " tnpA

IRL ISKpn7 ISKpn6 IRR

Tn4401a- A99-pb

Tn4401c-A215pb

Tn4401d - A68-pb

Tn4401d - Ablay,. e tnpA (I1SKpn7)
Tn4401e-A255ph

Tn4401f- tnpA truncada e thpR ausente
Tn4401h-A188pb

Tn4401i- A203pb

Fonte: Produzida pela autora.
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O gene blakrc também pode ser encontrado em elementos genéticos
moéveis ndo-Tn4401 (NTEkpc), que em sua maioria possuem genes ISKpn6 parciais.
De acordo com sua sequéncia de inser¢ao a montante do gene blakrc, podem ser
divididos em trés grupos: grupo I: sem inser¢ao; grupo Il: insergdo de blatem truncado;
grupo lll: inser¢cdo de Tn5563/IS6100 (LEE et al., 2016).

2.1.1.1 Disseminacgdo dos genes blakrc no mundo

As enzimas do tipo KPC sao as principais carbapenemases de classe A
disseminadas na maioria dos paises em todo o mundo (LEE et al., 2016; LOGAN;
WEINSTEIN, 2017). Foi isolada pela primeira vezem 1996, a partir de K. pneumoniae,
na Carolina do Norte, EUA (YIGIT etal., 2001).

A epidemiologia de Enterobacterales produtoras de KPC varia
geograficamente. Um estudo avaliando a resisténcia ao meropenem em uma coleg¢ao
global de 81.781 isolados de vigilancia de Enterobacterales, coletados de pacientes
em 39 paises de 5 regides geograficas, entre 2012 e 2017, demostrou uma média de
resisténcia de 3,3%, sendo que na América Latina a porcentagem foi de 5,3%. A
resisténcia se deu em seu maior numero por isolados de Klebsiella pneumoniae
(76,7%). A maioria das Enterobacterales resistentes eram produtoras de
carbapenemases do tipo KPC (47,4%) (KAZMIERCZAK et al., 2021).

Outro estudo avaliou a frequéncia de determinantes de resisténcia entre
isolados de Enterobacterales n&o sensiveis ao meropenem (MEM-NS), coletados no
periodo de 2018 a 2019, como parte do programa de Vigilancia Global (ATLAS). Entre
um total de 39.368 isolados, 5,7% destes eram resistentes ao meropenem. A maior
taxa de resisténcia foi observada na Asia/Pacifico (8,4%) e a menor na América do
Norte (1,9%). Entre os isolados MEM-NS coletados, 71,5% pertenciam a espécie K.
pneumoniae. Na América Latina, a taxa de resisténcia ao meropenem saltou de um
percentual de 4,2% em 2018 para 8,1% em 2019 (Figura 4). O predominio de
mecanismos de resisténcia entre isolados MEM-NS variou por regido, sendo a
produgao de KPC o mecanismo mais frequente na América Latina (51,9%) e América
do Norte (53,6%) (ESTABROOK et al., 2023).
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Figura 4- Carbapenemases em Enterobacterales nao sensiveis ao meropenem coletados
globalmente e em diferentes regides em 2018 e 2019
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Fonte: Adaptado de Estabrook et al. (2023)

A disseminacdo endémica de K. pneumoniae produtora de KPC ja foi
relatada nos EUA, China, Italia, Polonia, Grécia, Israel, Brasil, Argentina, Coldbmbia e
Taiwan, enquanto a propagacédo esporadica desses isolados foi observada em
diversos paises europeus, em paises da regido Asia-Pacifico, incluindo india, Coréia
do Sul e Australia (LEE etal., 2016).

Os genesde carbapenemases costumam se disseminarao redor do mundo
a partir de clones dominantes em varias cepas patogénicas de sucesso. A
disseminagao global de Enterobacterales produtoras de KPC se da em especial
devido a expanséao clonal de cepas de K. pneumoniae pertencentes ao complexo
clonal 258 (CC258), sendo o tipo de sequéncia multilocus (ST) 258 o mais frequente
(LOGAN; WEINSTEIN, 2017).

2.1.1.2 Disseminacé&o do gene blakpc no Brasil

O primeiro relato de KPC no Brasil se deu em 2009, a partir de isolados de
K. pneumoniae recuperados de quatro pacientesinternados em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) de um hospital terciario localizado em Recife, no periodo de setembro
a novembro de 2006 (MONTEIRO et al., 2009). Desde entao, as enzimas do tipo KPC
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tém sido detectadas em diversas regides do Brasil, com predominio de casos em K.
pneumoniae (SAMPAIO; GALES, 2016).

As enzimas do tipo KPC sdo as principais carbapenemases detectadas em
isolados de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, sendo consideradas
endémicas no Brasil. Um estudo avaliando 3.085 isolados de K. pneumoniae
recuperados de pacientes de 10 hospitais privados da Grande Sao Paulo, no periodo
de janeiro de 2011 a dezembro de 2015, evidenciou umimportante aumento na taxa
de resisténcia aos carbapenémicos, de 6,8% em 2011 para 35,5% em 2015. A KPC-
2 foi detectada em 96,2% dos isolados resistentes. Os isolados pertenciam ao CC258
(ST11 e ST437) (BARTOLLETI et al., 2016).

Em 2010, um estudo semelhante, avaliando 113 isolados de K.
pneumoniae produtoras de KPC foi conduzido a partir de 32 hospitais localizados em
12 estados brasileiros pertencentes as cinco diferentes regides geograficas do Brasil.
A disseminagao do gene blakpc-2 foi associada a dispersdo de Tn4401b, em cepas
com diferentes STs. A maioria dos isolados pertenciam ao CC258 (ST11, ST340 e
ST437), carreando plasmideos tipo IncN de 40 kb (PEREIRA et al., 2013). Estudos
mais recentes também tém apontado a emergéncia de clone pertencente ao ST16,
associado a altas taxas de mortalidade por infecgéo de corrente sanguinea (ANDREY
et al., 2020).

Nos ultimos anos a epidemiologia das carbapenemases no Brasil tém
sofrido mudancgas. Um estudo conduzido por Kiffer et al. (2023), avaliando a
frequénciade genes de carbapenemases em banco de dados de saude publicano
Brasil, no periodo de 2015 a 2022, evidenciou uma diminuicdo na detec¢ao de blakrc
de 74,5% em 2015 para 55,1% em 2022. Em contraste, houve um aumento da
detecgéo de blanom, de 4,1% em 2015 para 39,4% em 2022 (KIFFER et al., 2023).

2.2 DETECCAO DE ESPECIES DO COMPLEXO Klebsiella pneumoniae

Utilizando-se sequenciamento completo do genoma (WGS), foi verificado
uma proporgéo substancial deisolados identificados como K. pneumoniae por ensaios
bioquimicos ou protedbmicos em laboratérios clinicos e de pesquisa, que
compreendem espécies intimamente relacionadas. Essas espécies compartilham
uma identidade média de nucleotideos de 95-96% com a espécie K. pneumoniae. Nao

existe uma classificagdo taxonémica formal para esse grupo, contudo, sdo
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comumente referidas na literatura como espécies do Complexo Klebsiella
pneumoniae. Até o momento, esse grupo € composto por sete taxons distintos
denominados: K. pneumoniae (sensu stricto) (Kp1), K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae (Kp2), K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4), K.
variicola subsp. variicola (Kp3), K. variicola subsp. tropica (Kp5), K. quasivariicola
(Kp6) e K. africana (Kp7). A maioria das infec¢des provocadas por bactérias desse
complexo é causada pela espécie K. pneumoniae (~85%). As manifestagdes clinicas
mais comunsincluempneumonias e infec¢gdesdo trato urinario e de feridas cirurgicas,
podendo progredir para bacteremia. Contudo, as espécies K. variicola e K.
quasipneumoniae sdo consideradas patogenos humanos emergentes (MCDOUGALL
etal, 2021; WYRES; LAM; HOLT, 2020).

As espécies do Complexo K. pneumoniae sao intrinsicamente resistentes
a ampicilina devido a expressao de genes de betalactamase (bla) de origem
cromossOmica. Esses genes variam de acordo com o filogrupo: Kp1, Kp2, Kp3 e Kp4,
e abrigam os genes de betalactamase, blasHv, blaokp-A, blaLen e blaokp-B,
respectivamente. O gene blasHvfoiassociado diversas vezes a sequénciade inser¢cao
IS26, o que permitiu sua disseminagao para outras espécies por meio da transferéncia
horizontal mediada por plasmideos. As variantes moveis de blasHv normalmente
apresentam mutacgdes pontuais que resultam em atividade de ESBL (WYRES et al.,
2020).

Devido a dificuldade de diferenciacado das espécies por testes fenotipicos,
Fonseca et al (2017), propuseram uma PCR multiplex para a diferenciagdo das
principais espécies desse complexo. Para isso, foram desenhados iniciadores para
cada gene bla cromossOmico correspondente: blasHv, blaLen e blaokp-ABe para 0 gene
cromossOmico que os flanqueia (deoR), evitando a deteccdo de alelos blashv
localizados em plasmideos. Esse ensaio tem sido uma alternativa a outros métodos
moleculares, como o0 sequenciamento completo do genoma ou sequenciamento de

genes de marcadores taxondmicos, como rpoB, que séo testes mais onerosos.

2.3 DESCOBERTA E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS ANTIMICROBIANOS

Coma disseminacaode cepas produtoras de carbapenemases, houve uma
crescente demanda pela descoberta e desenvolvimento de novos antimicrobianos,

uma vez que os farmacos de escolha utilizados para o tratamento das infeccbes
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causadas por esses isolados, como as polimixinas e aminoglicosideos, séo
nefrotoxicos, tém eficacia clinica limitada e/ou ocorre emergéncia de resisténcia
durante o tratamento (SHIELDS et al., 2017).

Em9 dejulhode 2012, foi apresentado nos Estados Unidosa S.3187- Food
and Drug Administration Safety and Innovation Act (FDASIA), Titulo VIII: Generating
Antibiotic Incentives Now (GAIN), que dispée sobre o incentivo para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos frente a crescente ameaca de resisténcia
antimicrobianae a falta de opgdes terapéuticas. Emresposta a Lei GAIN, em setembro
de 2012, o Food and Drug Administration (FDA), anunciou uma forga-tarefa com um
grupo multidisciplinar de 19 cientistas e clinicos do Center for Drug Evaluation and
Research (CDER) para estabelecer parcerias e colaboragdes no intuito de identificar
areas prioritarias e auxiliar no desenvolvimento de novos antimicrobianos (FDASIA,
2012).

Novos inibidores de betalactamases foram desenvolvidos e associados a
carbapenémicos ou cefalosporinas para o tratamento de isolados resistentes,
representando uma alternativa de tratamento antimicrobiano satisfatorio. Alguns
antimicrobianos foram aprovados pelo FDA, como a ceftalozana-tazobactam;
meropenem-vaborbactam e a ceftazidima-avibactam. A ceftazidima-avibactam foi
aprovada em fevereiro de 2015 pelo FDA e em junho de 2018 pela ANVISA estando
disponivel para uso clinico, noBrasil, apenasem margo de 2019 (CDER, 2016; DOU,
2018).

2.4 CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM

O composto ceftazidima-avibactam €& uma combinagdo para uso
intravenoso, de uma cefalosporina de terceira geracgao, ceftazidima, e do inibidorde
betalactamases, avibactam. Possui excelente atividade “in vitro” contra muitos
patdgenos gram-negativos clinicamente relevantes, incluindo Enterobacterales
produtoras de betalactamases das classes A e C de Ambler e algumas enzimas da
classe D, incluindo OXA-48 e suas variantes; contudo, ndo tem atividade contra
betalactamases de classe B (MBL), que possuem ions zinco (Zn*?) no seu sitio ativo
(LIVERMORE et al., 2018). Esse composto tem sido utilizado com sucesso no
tratamento da maioria das infecgbes causadas por bacilos gram-negativos produtores

de KPC. E indicado para o tratamento de infec¢des intra-abdominais complicadas
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(HAc), em combinagdo com metronidazol, infecgdes complicadas do trato urinario
(ITUc), incluindo pielonefrite, pneumonia adquirida no hospital (PAH), e pneumonia
associada a ventilagdo mecanica (PAV) (PFIZER, 2021).

A ceftazidima, assim como os demais betalactamicos, caracteriza-se pela
presencga, em sua estrutura quimica, do anel betalactamico, responsavel pela sua
acao antimicrobiana. As propriedades distintas dessa cefalosporina sao conferidas
pelas cadeias laterais ligadas a estrutura quimica central nas posi¢gdes 3 e 7, que
resultam numa maior atividade antimicrobiana contra Enterobacterales e P.
aeruginosa. Esse antimicrobianoliga-se a uma variedade de PBPs, preferencialmente
a PBP3 de bactérias gram-negativas, incluindo P. aeruginosa. A ligagdo da
cefalosporina a PBP promove a inibicdo da sintese da parede celular bacteriana,
levando a morte celular (TUON; ROCHA; FORMIGONI-PINTO, 2018).

O avibactam é um inibidor de betalactamases e sua estrutura quimica
assemelha-se a de um betalactamico. Comparando a ceftazidima com o avibactam,
observa-se a presenca de uma carbonila na posicdo 7 do avibactam que imita a
carbonila da ceftazidima; um sulfato na posi¢céo 6 do avibactam que se assemelha ao
grupo carboxila da ceftazidima na posigdo 4 e a carboxamida na posigdo 2 do
avibactam que se alinhacoma cadeialateral de aminoacilnaposi¢ado 7 da ceftazidima
(Figura 5) (ZHANEL et al., 2013).

Figura 5- Estrutura quimica da ceftazidima e do avibactam
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Fonte: Zhanel et al. (2013)

O avibactam forma uma ligag&o covalente com as betalactamases através

da acetilacao reversivel da serina no sitio ativo das enzimas. Essa reversibilidade
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permite que o avibactam possa ser reciclado para inibir outras betalactamases. Essa
caracteristica difere de outros inibidores de betalactamases, que formam
intermediarios irreversiveis da acil-enzima que se decompde por hidrolise (LAGACE-
WIENS; WALKTY; KARLOWSKY, 2014).

O avibactam também é capaz de se ligar a algumas PBPs de determinadas
especies bacterianas como E. coli, Haemophilus influenzae e P. aeruginosa, o que

pode explicar sua atividade antibacteriana contra essas estirpes (TUON et al., 2018).

2.4.1 Resisténcia a ceftazidima-avibactam

2.4.1.1 Vigilancia global da resisténcia a ceftazidima-avibactam

De acordo com relatos mundiais, as taxas de resisténcia
de Enterobacterales a ceftazidima-avibactam permanecem baixas. Em um estudo
avaliando a atividade desse antimicrobiano contra bacilos gram-negativos na Asia e
regides do Pacifico, pelo Programa de Vigilancia Global (INFORM), no periodo de
2015-2017, a taxa de resisténcia a ceftazidima-avibactam foi de 1,9% (WANG, Y. et
al., 2020). Outro estudo conduzido pelo INFORM no mesmo periodo, avaliando 1.460
Enterobacterales nao sensiveis ao meropenem, coletados globalmente, a taxa de
resisténcia a ceftazidima-avibactam foi de 27%, sendo que América Latina e Europa
apresentaram as menores taxas de resisténcia (12,5% e 23,2%, respectivamente),
seguidos da Africa/Oriente Médio e Asia (49,2% e 51,7%, respectivamente) e Oceania
(88,9% - contudo apenas 18 isolados foram coletadas nessa regido)
(SPILIOPOULOU; KAZMIERCZAK; STONE, 2020).

Um estudo mais recente, conduzido pelo ATLAS, avaliando 8.416
Enterobacterales, a partir de 41 centros médicos em 10 paises latino-americanos,
entre o periodo de 2017 a 2019, a taxa de resisténcia a ceftazidima-avibactam foi de
1,9%, sendo que, entre os isolados ndo-sensiveis aos carbapenémicos, a taxa de
resisténcia a ceftazidima-avibactam foi de 25,3%. Entre os isolados positivos para
KPC (n=364), a taxa de resisténcia a ceftazidima-avibactam foi de 0,5%
(KARLOWSKY et al., 2021).
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2.4.1.2 Mecanismos de resisténcia a ceftazidima-avibactam

A producdo de metalobetalactamases € o principal mecanismo natural
envolvido na resisténcia a ceftazidima-avibactam. Além disso, com o aumento da
disseminacao de metalobetalactamases, ao redor do mundo, em especial da enzima
NDM-1, a presenca de isolados coprodutores de NDM-1 e KPC-2 tém sido mais
frequentes. Em agosto de 2021, a ANVISA emitiu uma Nota Técnica N° 05/2021,
dispondo sobre medidas de prevenc¢ao e controle da disseminagéo de microrganismos
multirresistentes, onde foram apontados perfis atipicos de resisténcia, incluindo a
presenca de isolados de P. aeruginosa e Enterobacterales coprodutores de KPC e
NDM em até 8% do total de isolados positivos para esses genes. Em setembro de
2021, a mesma agéncia emitiu um Comunicado de Risco, alertando sobre a
identificagcao de isolados de P. aeruginosa coprodutores de KPC e NDM em servigos
de saude (ANVISA, 2021a;2021b; LEE et al., 2016).

A resisténcia adquirida a ceftazidima-avibactam em Enterobacterales esta
também relacionada a expressao de variantes de betalactamases. Alteracbes em
residuos-chave nos sitios ativos das serinobetalactamases podem aumentar
significativamente os valores de CIM de ceftazidima-avibactam. Diversas variantes ja
foramimplicadas na resisténcia a esse composto, sendoderivadas de betalactamases
como KPC-2/KPC-3; CTX-M-14/CTX-M-15; SHV-1; AmpC; VEB e OXA-48
(MOREIRA; CAIERAO, 2021; XIONG et al., 2022).

A impermeabilidade de membrana por mutacées em porinas foi implicada
na resisténcia a ceftazidima-avibactam em experimentos com nocaute (NELSON et
al., 2017; SHIELDS etal., 2015). Em K. pneumoniae, as porinas OmpK35 e OmpK36
permitem a difusdo de avibactam através da membrana externa. A resisténcia a
ceftazidima-avibactam por impermeabilidade em K. pneumoniae tem sido relacionada
a uma OmpK35 n&o funcional, decorrente de mutagbdes do tipo frameshift, que
resultam em cdédons de terminacéo prematuros. Além disso, foi observado que uma
alteragdo na regido L3 de OmpK36 em K. pneumoniae resulta em diminuigéo da
sensibilidade a ceftazidima-avibactam (CASTANHEIRA et al., 2020)

Um estudo com mutantes e experimentos de complementacao evidenciou
que mutacdes na porina LamB contribuem para a resisténcia a ceftazidima-avibactam
em K. pneumoniae produtora de variantes KPC. Também foi evidenciado que uma

nova substituicdo deaminoacidos (L367Q) em PBP3levou a um aumentosignificativo
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na CIM de ceftazidima-avibactam. Por fim, esse estudo verificou que o nivel de
expressao de blakrc aumentou em quatro das seis cepas resistentes a ceftazidima-
avibactam testadas, sem mutacgdes de KPC, indicando uma provavel associagao entre
o nivel de expressao de blakec € 0 aumento da resisténcia a ceftazidima-avibactam
nessas cepas (GUO et al., 2021).

2.5 VARIANTES KPC RELACIONADAS COM A RESISTENCIA A CEFTAZIDIMA-
AVIBACTAM

A acilagao de ceftazidima, por KPC, causa rearranjo de trés algas dessa
enzima: a alga Q (residuos 164-179), e as algas 240 (residuos 237-243) e 270
(residuos 266-275), regides que fazem fronteira com o sitio ativo da enzima (TOOKE
et al., 2021). A resisténcia a ceftazidima-avibactam mediada por KPC tem sido
associada, em sua maioria, as variantes de KPC-2 ou KPC-3, que possuem
substituicbes de aminoacidos na regiao da alga Q, selecionadas apds o uso clinico da
ceftazidima-avibactam. No entanto, mutacdes nas algas 240 e 270 também tém sido
implicadas na resisténcia a ceftazidima-avibactam (CARATTOLI et al.,, 2021;
MUELLER et al.,, 2019). Algumas variantes KPC podem apresentar multiplas
mutagdes nessas diferentes regides. Um numero significativo de variantes que
conferem resisténcia a ceftazidima-avibactam apresentam insergbes ou dele¢des de
aminoacidos, associadas ou ndo a mutagdes pontuais. De maneira geral, a regido do
gene blakrc que codifica a alga Q parece ser permissiva para insergoes e delegoes, a
que codificaa alga 240 (237-243) apenas para delec¢des e a que codifica a alga 270
(266-275) apenas para insergdes, sugerindo que cada estrutura exibe uma tolerancia
mutacional diferente (HOBSON et al., 2022).

As variantes derivadas de KPC-3 sdo as mais preocupantes. Essa enzima
tem eficiéncia catalitica 9 a 30 vezes maior que a KPC-2 quando o substrato € a
ceftazidima, devido a substituicdo de aminoacido H274Y. Essa substituicdo foi
encontradaem variantes, como KPC-7 (M49I; H274Y), KPC-8 (V240G; H274Y), KPC-
9 (V240A;H274Y), KPC-10 (P104R; H274Y) e KPC-15, todas associadas ao aumento
da resisténcia a ceftazidima (HIDALGO-GRASS et al.,, 2012; MEHTA; RICE;
PALZKILL, 2015; WANG, D. et al., 2014).

O primeiro relato da resisténcia a ceftazidima-avibactam in vivo se deu em
2015, a partir de um isolado de K. pneumoniae recuperado de um paciente admitido

em um hospital da Califérnia, EUA, sem historico de uso prévio desse antimicrobiano.



28

A resisténcia foi relacionada a um aumento no numero de copias do gene blakrc-3
devido a transposicdo de Tn4401, albergando blakrc-3, para um segundo plasmideo
plncX3, que albergava um segundo gene de betalactamase, blasHv-12. Além disso, 0s
isolados resistentes carreavam uma OmpK35 n&o funcional e mutagdes na porina
OmpK36 (HUMPHRIES et al., 2015; NELSON etal., 2017).

O primeiro relato de resisténcia a ceftazidima-avibactam apds exposicao
ao farmaco se deu em 2016 apds estudo retrospectivo de pacientes com infecgao por
ERCs que foram tratados com ceftazidima-avibactam no Centro Médico da
Universidade de Pittsburgh (EUA) entre abril de 2015 e fevereiro de 2016. De 37
pacientes avaliados, trés haviam sido infectados com isolados de K. pneumoniae
produtores de KPC e resistentes a ceftazidima-avibactam. A resisténciafoiobservada
apos 10 a 19 dias de exposigédo ao farmaco. Esses isolados albergavam genes de
variantes de KPC-3 localizados em plasmideos (IncFIA) e pertenciam ao ST258. Os
genes blakrc-3 do tipo selvagem e mutante foram associados a um elemento de
transpdéson ATn13371-Tn4401d. As variantes D179Y/T243M, D179Y e V240G foram
associadas a resisténcia a ceftazidima-avibactam aumentandoa CIM 2128 vezes, 216
vezes e 24 vezes, respectivamente (SHIELDS et al., 2017; SHIELDS etal., 2016).

Desde entédo, diversas variantes KPC tém sido descritas, apresentando
substituicoes, insergdes e/ou delecbes de aminoacidos (Tabela 1). Entre elas, a
mutagdo mais frequente € a substituigdo H179Y, encontrada nas variantes derivadas
de KPC-3 (KPC-31) e KPC-2 (KPC-33). O acido aspartico na posi¢cao 179 de Ambler
forma uma ponte que estabiliza a alga Q. A substituicdo de aminoacido nessa regiao
resulta em uma flexibilizagcdo da alga, aumentando a afinidade das betalactamases
pela ceftazidima, diminuindo a ligagao ao avibactam (MOREIRA; CAIERAO, 2021;
WINKLER; PAPP-WALLACE; BONOMO, 2015).

A resisténcia a ceftazidima-avibactam normalmente vem acompanhada de
aumento da sensibilidade aos carbapenémicos. No entanto, ja foi demostrada a
presenca de subpopulagdes diferentes que abrigam o alelo do tipo selvagem e um
mutante de blakrc-3,que resulta numa proteina com substituicdo H179Y, coexistindo
no mesmo isolado clinico de K. pneumoniae, determinando um fendtipo hibrido,
resultando em resisténcia aos carbapenémicos e a ceftazidima-avibactam (GAIBANI
et al., 2018).
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2.6 ENSAIOS IMUNOCROMATOCRAFICOS DE FLUXO LATERAL NA DETECCAO
DE VARIANTES DE KPC QUE CONFEREM RESISTENCIA A CEFTAZIDIMA-
AVIBACTAM

Com a mudancgaepidemiolégicadas carbapenemases no Brasil, bem como
a introducdo de novos antimicrobianos na pratica clinica, como a ceftazidima-
avibactam, que ndo tém acgao para os produtores de MBL, a implementacao de testes
fenotipicos para a caracterizacao do tipo de carbapenemase tém sido cada vez mais
frequente nos laboratorios clinicos. Ha diversos testes fenotipicos descritos na
literatura, que incluem: testes bioquimicos colorimétricos, como o Blue-carba, Carba-
NP; testes de inativagdo do carbapenémico (CIM), testes com discos combinados
(EDTA, acido fenilbordnico/acido dipicolinico e cloxacilina), testes de hidrolise dos
carbapenémicos por MALDI-ToF MS e os testes imunocromatograficos de fluxo lateral
(KIFFER etal., 2023; TAMMA; SIMNER, 2018).

Atualmente, o uso de testes imunocromatograficos na pratica clinica tem
ganhadodestaque, uma vez que apresentam algumas vantagens emrelagéo a outras
metodologias, como a rapidez na obtencdo dos resultados (15-30 minutos), a
facilidade na execucgédo do teste, a elevada sensibilidade e especificidade e a
capacidade na deteccao da coproducao de KPC e MBL, situagdonaqual muitos testes
fenotipicos falham (JOSA et al., 2022).

O teste imunocromatografico tem como principioa capturado antigeno com
anticorpos monoclonais que estdo fixados a uma membrana de nitrocelulose e a
seguir revelagado da reacdo com um segundo anticorpo marcado com ouro coloidal.
No Brasil, ha dois testes registrados na ANVISA, comercialmente disponiveis: o
O.K.N.V.l. RESIST-5 (Coris-Bioconcept), capaz de detectar OXA-48-like, KPC, NDM,
VIM e IMP; e o NG-Test CARBA-5 (NG-Biotech), capaz de detectar KPC, OXA-48-
like, VIM, IMP e NDM (ANVISA, 2020).

A maioria dos testes fenotipicos usualmente utilizados pelos laboratérios
clinicos na detecgao de carbapenemases nao é capaz de detectar variantes de KPC
que conferem resisténcia a ceftazidima-avibactam (DING et al., 2021). Com relacéo
aos testes imunocromatograficos, essa detecgao depende do tipo de variante KPC.
Um estudo avaliando eficaciado NG-Test CARBA-5na detecg¢ao de carbapenemases
evidenciou que esse teste nao foi capaz de detectar 6 das 12 variantes de KPC
incluidas nesse estudo: KPC-33, KPC-52, KPC-71, KPC-76, KPC-77, KPC-123, aos
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quais, cinco destes, estavam relacionadas com a resisténcia a ceftazidima-avibactam
(GU etal., 2023). Outro estudo avaliando diferentes métodos fenotipicos na detecgéo
de carbapenemases verificaram que ambos os testes, NG-Test CARBA-5e RESIST-
5, falharam em detectar duas (KPC-31 e KPC-33) de trés variantes KPC testadas
(KPC-14,KPC-31 e KPC-33) (BIANCO et al., 2021).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar genotipicamente e fenotipicamente isolados do Complexo K.
pneumoniae produtores de KPC, resistentes a ceftazidima-avibactam, detectados em
hospitais privados do Brasil no periodo de julho de 2019 a julho de 2021.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar retrospectivamente as taxas de resisténcia ao ertapenem em isolados
do Complexo K. pneumoniae;

2. Avaliar retrospectivamente a frequéncia de classes de carbapenemases em
isolados do Complexo K. pneumoniae resistentes ao ertapenem;

3. Avaliarretrospectivamente as taxas de resisténciaa ceftazidima-avibactam em
isolados do Complexo K. pneumoniae;

4. Caracterizar as variantes alélicas de blakec em isolados com fenétipo de
resisténcia a ceftazidima-avibactam;

5. Caracterizar o contexto genético das novas variantes de blakpec que conferem
fendtipo de resisténcia a ceftazidima-avibactam;

6. Avaliar a clonalidade dos isolados que expressam novas variantes de blakrc
por MLST e PFGE;

7. Avaliar o perfil de sensibilidade aos betalactamicos dos isolados selvagens que
expressam variantes de blakec que conferem fendtipo de resisténcia a
ceftazidima-avibactam, bem como seus transformantes e transconjugantes;

8. Avaliara presenga de mutagdes nos genes que codificam as porinas OmpK35
e OmpK36 nos isolados que expressam variantes de blakec que conferem

fendtipo de resisténcia a ceftazidima-avibactam;



33

9. Avaliar o desempenho dos testes imunocromatograficos, NG-Test CARBA-5e
O.K.N.V.l. RESIST-5, na detecgao de variantes KPC que conferem resisténcia

a ceftazidima-avibactam.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANALISE RETROSPECTIVA PARA DETERMINAGCAO DA TAXA DE
RESISTENCIA A CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM

Foi realizada uma analise retrospectiva em banco de dados, referente ao
periodo de julho/2019 a julho/2021, para calcular a taxa de resisténcia ao ertapenem
e, dentro desse grupo, a taxa de resisténcia a ceftazidima-avibactam, em isolados do
Complexo K. pneumoniae detectados em amostras clinicas de pacientes internados
em 25 hospitais privados localizados em seis estados brasileiros: S&do Paulo, Rio
Grande do Sul, Rio de Janeiro, Distrito Federal e Parana. A resisténcia ao ertapenem
foi avaliada pelas unidades laboratoriais do Grupo Fleury por disco-difusédo, conforme
recomendagdes do BrCAST (https://brcast.org.br/). A producéo de carbapenemases
foi verificada por testes fenotipicos, nos isolados resistentes ao ertapenem. Foram
utilizados o Blue-Carba (BC) e discos de meropenem combinados com inibidores de
betalactamases (acido fenilboronico, EDTA e cloxacilina). A identificagdo inicial dos
isolados foi feita nas unidades laboratoriais do Grupo Fleury por espectrometria de
massas utilizando-se o sistema Microflex (Bruker) ou o sistema Vitek MS (bioMérieux).
Foram considerados para analise estatistica o primeiro isolado do paciente. Isolados
do Complexo K. pneumoniae resistentes ao ertapenem sem teste para ceftazidima-
avibactam, mas positivos para MBL foram considerados resistentes a ceftazidima-
avibactam para fins de analise estatistica.

Para a caracterizacao de classes de carbapenemases, dentre os isolados
resistente a ceftazidima-avibactam, foram considerados os critérios descritos na
Tabela 2.

A significancia estatistica do aumento ou reduc¢&o das taxas de resisténcia
ao ertapenem, resisténcia a ceftazidima-avibactam e mecanismos de resisténcia
observados nos trés diferentes periodos analisados — julho a dezembro de 2019,

janeiro a dezembro de 2020 e janeiro a julho de 2021 - foi avaliada utilizando-se o
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teste qui-quadradode tendéncia,com o software GraphPAD Prism v. 5.01 (Graph Pad

Software Inc). Foram considerados significativos valores de P < 0,05.

Tabela 2- Critérios para categorizagdo de classes de carbapememases e isolados do Complexo K.
pneumoniae resistentes a ceftazidima-avibactam

Blue-Carba MEM+AFB MEM+EDTA Classificagao
pos pos ou neg pos Classe Bou Classes Ae B
pos neg neg Classes Ae B
neg pos ou neg neg Variante de KPC

Legenda: MEM: meropenem; AFB: acido fenilbordnico; pos: positivo; neg: negativo

Fonte: Produzida pela autora.

4.2 ISOLADOS BACTERIANOS

Durante o periodo de estudo, foram armazenados a -80°C os isolados
detectados na rotina das unidades laboratoriais do Grupo Fleury que preenchiam os
seguintes critérios: 1- Identificagao por espectrometria de massas como Complexo K.
pneumoniae;2- Resisténcia a ceftazidima-avibactam; 3- Ausénciadeaumentodo halo
de inibicdo para meropenem apds adicdo de EDTA 0,1M e Blue-Carba negativo ou
Blue-Carba positivo e PCR positiva para blakpc, mas negativa para blanom e blaoxa-as-

like.

Um total de 46 isolados do Complexo K. pneumoniae, provenientes de
amostras clinicas, foi disponibilizado pelo Grupo Fleury para este estudo. Além disso,
para seis pacientes, foram incluidos isolados de K. pneumoniae, um por paciente,
sensiveis a ceftazidima-avibactam e positivos para blakpc, que eram provenientes da
primeira infeccdo, para avaliar a clonalidade em relagao a seus isolados pareados,
resistentes a ceftazidima-avibactam. Todos os isolados incluidos neste estudo foram

avaliados quanto a pureza apés cultura em CHROMagar SuperCARBA (Plastlabor).
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4.3 TESTE FENOTIPICO BLUE-CARBA

A avaliacdo da expressao de carbapenemases foi realizada pelo método
Blue-Carba, que utiliza o azul de bromotimol como indicador de pH, uma vez que
possui uma faixa de pH ideal (pH 6,8) para a maioria das betalactamases, permitindo
uma abordagem direta da colénia. Em um microtubo de 1,5 mL foram adicionados 100
ML da solugéo BC, para controle negativo, e em outro microtubo, 100 yL da solugéo
BC + imipenem/cilastatina (10 mg). A massa bacteriana equivalente a meia alga
descartavel de 10 yL foi adicionada as solucgées. Os tubos foram incubados a 36°C
+1°C por até 2 horas. A interpretacao foi realizada conforme descrito na publicagao
original de Pires, Novais e Peixe (2013). Como controles da reacgéo, foram utilizadas
as cepas de K. pneumoniae ATCC 700603 (controle negativo)e K. pneumoniae ATCC
BAA1705 (controle positivo).

4.4 ISOLADOS DE K. pneumoniae SEM SEQUENCIAMENTO NGS

Em funcdo da disponibilidade orgcamentaria, 10 de 46 isolados de K.
pneumoniae resistentes a ceftazidima-avibactam e todos os isolados de K.
pneumoniae sensiveis a ceftazidima-avibactam (n= 6) foram analisados utilizando-se
ensaios com PCR multiplex para determinagdo da espécie, presencga de genes de
carbapenemases, e caracterizacao da variante KPC por sequenciamento pelo método

de Sanger com didesoxinucleotideos.

4.4.1 Deteccao e sequenciamento de variantes blakrc

A sequéncia nucleotidica completa do gene blakec foi determinada
utilizando-se os iniciadores descritos na Tabela 3. Os produtos da PCR foram
purificados utilizando-se o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification e
sequenciados utilizando o kit BigDye terminator versao 3.1 no equipamento 3130XL
Genetic Analyzer. As sequéncias nucleotidicas foram utilizadas para montagem da
sequéncia consenso com o programa Geneious Prime (Biomatters Ltd.) A regido da
sequéncia consenso correspondente ao gene blakec foi traduzida utilizando-se o
programa BioEdit e a seguir foi comparada com as sequéncias de aminoacidos
disponiveis no GenBank, utilizando-se o programa BLASTp e com banco local criado

com o programa BioEdit.
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Tabela 3-Iniciadores utilizados para sequenciamento de blakpc

Primer Uso Sequéncia 5- 3’ Referéncia

5-prom-blaKPC-JS PCR® e sequenciamento CTAGCTCCACCTTCAAACAAGGA
3-out-blaKPC-JS  PCR?® e sequenciamento TGGGTGGGCCAATAGATGAT
KPC-rt-F Sequenciamento GATACCACGTTCCGTCTGG
KPC-rt-R Sequenciamento GCAGGTTCCGGTTTTGTCTC

Bartolleti et al (2016)

Hindiyeh et al. (2008)

aCiclo de amplificagao: etapa inicial: 94°C-10min; 35 ciclos: 94°C-30s, 55°C-40s e 72°C-40s; etapa
final: 72°C-7 min.

4.4.2 Identificagao das espécies do complexo K. pneumoniae

Considerando que a espectrometria de massas nao permite a
identificacdo acurada das espécies do Complexo K. pneumoniae, foi realizada a PCR
multiplex utilizando-se os primers descritos por Fonseca et. al. (2017). O preparo da
reacao de PCR foi feito utilizando-se o Kit Platinum Green Hot Start PCR Master Mix
(Thermo Fisher). A amplificagcdo do produto de 995 bp indica K. pneumoniae,
enquanto os produtos de 485 bp e 348 bp indicam, respectivamente K. variicolae K.
quasipneumoniae. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1%, utilizando-se o marcador 1kb plus DNA Ladder (Thermo). Os
seguintes controles foram utilizados: K. pneumoniae ATCC BAA1705; Klebsiella
variicola J1061397 (colegdo Grupo Fleury); K. quasipneumoniae CCBH16302
(FIOCRUZ).

4.4.3 PCR multiplex para genes de carbapenemases

Foram utilizadas duas reagdes de PCR multiplex previamente
padronizadas por Pereira (2017), uma para a detecgdo dos genes blaspv, blanom e
blaoxa-4s-like, € outra para a detecgao dos genes blaivp, blaviv e blakpc. Foram utilizados
os primers descritos na publicagcédo de Poirel et al. (2011). Como controle interno da
reacao, foi utilizado um par de primers para amplificagdo do rRNA 16S (16S-4F:
TTGGAGAGTTTGATCCTGGCTC; 16S-1525R: AAGGAG-GTGWTCCARCC). Como
controles positivos foram utilizadas cepas de P. aeruginosa produtoras de IMP-1, VIM-
16 e SPM-1 (cepas gentilmente fornecidas pela Profa. Ana Cristina Gales); Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA1705, produtora de KPC, K. pneumoniae 11978 produtora de
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OXA-48 (cepa gentilmente fornecida pelo Dr. Laurent Poirel) e Klebsiella pneumoniae

K9105516 produtora de NDM-1 (colec&o de bactérias do Grupo Fleury).

4.5 SEQUENCIAMENTO COMPLETO DO GENOMA DE ISOLADOS RESISTENTES
A CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM

4.5.1 Sequenciamento na plataforma MiSeq - lllumina

Para o sequenciamento completo do genoma de 36 isolados de K.
pneumoniae resistentes a ceftazidima-avibactam, foi realizada a extracdo do DNA
genOmico utilizando-se os kits: lllustra bacteria genomic Prep Mini Spin Kit ou
MasterPure Complete DNA and RNA Purification kit, conforme recomendacgdes de
cada fabricante. Para o preparo das bibliotecas foi utilizado o kit Nextera XT DNA
Library Preparation. Em tubos de 0,2 mL foram adicionados 10 pL do Neutralize
Tagment Buffer (TD), 5 yL do DNA normalizado a 0,2 ng/uL e 5 yL do Amplicon
Tagment Mix (ATM). As amostras foram homogeneizadas e centrifugadasa280x g a
20°C por 1 min. A seguir, foi realizada uma etapa em termociclador Veriti® Thermal
Cycler (Thermo) para tagmentagcdo do DNA e inser¢cdao de adaptadores, a uma
temperatura de 55°C por 5 min e esperaa 10°C. A seguir, 5 yL do Neutralize Tagment
Buffer (NT) foram adicionados. As amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a
280 x g a 20°C por 1 min e incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Em seguida,
5 yL dos Indexes 1 e 2 do Nextera® XT Index Kit — 24 indexes, 96 samples (lllumina)
foram adicionados juntamente com 15 pL do Nextera PCR Master Mix (NPM) para
amplificagdo dos fragmentos de DNA. As amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas a280 x g a 20°C por 1 min. Um novo ciclo de PCR foi iniciado conforme
recomendacdes do fabricante. Apds reagcdo de PCR, as amostras foram centrifugadas
a 280 x g a 20°C por 1 min. Para a purificagédo do DNA, 50 uL dos produtos de PCR
foram adicionados em placas de PCR 96-Well, juntamente com 30 yL AMPure XP
beads (Beckman Coulter). As amostras foram homogeneizadas em agitador a 1.800
rpm por 2 min e incubadas a temperatura ambiente por 5 min. A placa foi posicionada
em estante magnética até que as amostras permanecessem limpidas. A seguir, os
sobrenadantes foram desprezados e as esferas magnéticas purificadas em 200 uL de
etanol a 80%. A placa permaneceu em repouso até completa evaporacao do etanol
por aproximadamente 15 min. Por fim, as amostras foram eluidas em 30 uL do

Resuspension Buffer (RSB).
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As bibliotecas foram validadas através da analise do tamanho médio dos
fragmentos utilizando o kit Agilent High Sensitivity DNA e normalizadas para a
preparacdo do pool de DNA apds determinacao das concentragdes das bibliotecas
por PCR-RT (Step One Plus), utilizando o NEBNext® Library Quantification kit
(BioLabs®). O pool de amostras foi diluido e desnaturado a 12 pM/9pM para
sequenciamento com MiSeq Reagent kit v3 — 600 cycles (lllumina) na plataforma
MiSeq (lllumina). O PhiX a 1% foi utilizado como controle de qualidade do

sequenciamento.

4.5.1.1 Montagem de genomas, analise dos genes blakrc, determinacdo do ST e

avaliacdo das sequéncias de aminoacidos de OmpK35 e OmpK36

A montagem De novo dos genomas foi realizada utilizando-se o programa
GeneiousPrime v 8.1.9/2023 2.1. O programa CARD/RGI foi utilizado para a detecgéo
dos genes de resisténcia. A caracterizagéo das variantes KPC foi realizada utilizando-
se um banco de dados local no programa BioEdit. O tipo de MLST e a confirmagao
das espécies foi realizada através de analises dos contigs no PubMLST
(https://[pubmist.org/). A presenca de mutagcbes em porinas de K. pneumoniae
(OmpK35 e OmpK36) foram avaliadas nas primeiras 15 cepas que tiveram seu
genoma completo sequenciado, comparando-se as sequéncias de aminoacidos de
OmpK35 e OmpK36 de isolados do C-Kp resistentes a ceftazidima-avibactam, com as

respectivas porinas da cepa selvagem K. pneumoniae ATCC13883.

4.5.2 Plataforma Nanopore - MinION

Para a montagem precisa dos plasmideos foi realizado o sequenciamento do
DNA gendmico no MinlON (FLO-MIN106) para 23 isolados de K. pneumoniae
resistentes a ceftazidima-avibactam. O DNA gendmico foi extraido utilizando-se o
MasterPure Complete DNA and RNA Purification kit. Para o preparo das bibliotecas
de DNA gendmico foi utilizado o Rapid Barcoding Kit (SQK-RBK004). Para cada
amostra, umvolume equivalente a 400 ng de DNAg foi transferido para um microtubo
de 0,2mL. O volume foi ajustado para 7,5 yL com agua ultrapura. A seguir, foram
adicionados 2,5 pL da mistura do Fragmentation Mix RB01-12 (um para cada

amostra). As amostras foram homogeneizadas delicadamente eincubadas a30°C por
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1 min e resfriadas brevemente no gelo. Um volumeigual de AMPure XP foi adicionado
as amostras, sendo homogeneizadas e incubadas em um agitador de tubos por 5 min
em temperatura ambiente. A seguir, os tubos foram posicionados em estante
magnética e o sobrenadante foi descartado. As esferas foram lavadas com 200 pL de
etanol 70% por duas vezes. O etanol foi descartado e o sedimento foi ressuspenso
em 10 pL de Tris-HClI 10 mM pH 7,5-8,0 com NaCl 50 mM. As amostras
permaneceram incubadas por 2 min em temperatura ambiente. A seguir, os tubos
foram novamente posicionados emestante magnéticaaté que o eluato permanecesse
limpido e incolor. Em microtubos LowBind de 1,5 mL foram adicionados 10 pl do eluato
mais 1 pyl do Rapid Adapter (RAP). A mistura foi homogeneizada e a seguir foi
centrifugada rapidamente. Por fim, as amostras foram incubadas por 5 min em
temperatura ambiente e armazenadas no gelo, onde permaneceram até o momento

do sequenciamento.

4.5.2.1 Montagem hibrida do genoma e anaélise dos plasmideos

Apo6s o sequenciamento do DNA gendmico no MinlON, foi realizado o
basecalling no programa Guppy e filragem dos dados no programa Filtlong. A
montagem hibrida do genoma foi realizada nas plataformas online Galaxy
(https://lusegalaxy.org/) e Galaxy Australia (https://usegalaxy.org.au/). A curadoria manual,
determinagao do grupo de incompatibilidade e analise comparativa dos plasmideos
foi feita utilizando diversas ferramentas: Geneious Prime, Artemis, BLAST, BioEdit,
ISFinder, UniProt, Resfinder, PubMLST e BLAST Ring Image Generator (BRIG).

4.6 PERFIL CLONAL POR ELETROFORESE EM CAMPOS PULSADOS (PFGE)

A clonalidade dos isolados de K. pneumoniae foi também avaliada por
PFGE, conforme descrito por Ribot et al (2006). A partir de cultura pura recente em
agar LB foram preparadas suspensdes bacterianas em tampao de lise celular(100mM
Tris € 100mM EDTA pH 8,0) com turbidez equivalente ao padrao 3,8 a 4,2 da escala
de McFarland. Um volume de 15 pL de proteinase K (20 mg/ml) foi adicionado a 300
ML de cada suspensdo. Apds homogeneizacgao, as suspensodes bacterianas foram

mantidas em banho seco a 60°C por cerca de 30 minutos. A seguir, 300 uL de agarose
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a 1% (Sigma A2929) acrescida de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 1% foram
adicionados aos tubos contendo as suspensodes bacterianas. As amostras foram
gentilmente homogeneizadas e aplicadas nos moldes para confecgao de blocos
contendoo DNAbacteriano. Apos solidificagao, os blocos foram transferidos para uma
placa de cultura de células de 24 pocos contendo 2 mL de tampao de lise celulare 10
ML de proteinase K (20 mg/mL), sendoincubados a 54°C sob agita¢ao (160 rpm) por
2h.Apés incubacgao, os blocos foram lavados quatro vezes com agua ultrapura estéril
a 50°C, com intervalo de 15 min entre as lavagens. A seguir, os blocos foram
estocados a 4°C em tampéo TE (Tris 1M, EDTA 0,5M, pH 8,0).

Para a digestdo do DNA gendmico, 1/3 dos blocos foram utilizados, sendo
lavados 3 vezes com 200 uL de tampao TE pré-aquecidoa 35°C £ 1°C, com intervalos
de 15 min entre as lavagens. A seguir, 6U da enzima Xbal (Invitrogen) foram utilizados
para a digestdo dos blocos em um volume total de 100 uL com incubagdo a 35°C +
1°C durante a noite. Apos a digestdo, os blocos foram lavados com 200 yL de EDTA
0,1M e fixados no gel de agarose a 1%. Em cada gel foram incluidas duas escalas
Lambda PFG Ladder (New England Biolabs). A seguir, os blocos foram submetidos a
eletroforese de campos pulsados com o sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad®) com as
seguintes condi¢des de corrida: tempo do pulso inicial: 2,1s; tempo do pulso final:
63,8s; voltagem: 6V; angulo: 120°; tempo total de corrida: 19h; temperatura: 14°C.

A similaridade entre os perfis gerados foi avaliada utilizando-se o software
BioNumerics v.7.5, com calculo de coeficiente de Dice, com 1,25% de otimizagao e

tolerancia.

4.7 ENSAIOS DE CONJUGACAO

Os ensaios de conjugacao foram realizados conforme descrito por Woodall
(2003). A cepa receptora E. coli J53 e os isolados contendo variantes blakrc
resistentes a ceftazidima-avibactam foram inoculados em 5 mL de Caldo LB e
incubados a 36°C +£1°C sob agitagdo a 175 rpm até atingiro DOeoonm 0,5-0,7A. Em um
tubo foram adicionados 900 uL do caldo com a cepa doadora e 100 yL do caldo com
a cepa receptora. O tubo foi centrifugado por 2 min a 16.000 g, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento bacteriano foi homogeneizado com 100 uL de caldo LB. O
sedimento foi aplicado sobre uma membrana de acetato de celulose estéril com

porosidade de 0,45 um, previamente depositado sobre o agar LB. A placa foi incubada
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a 36°C +1°C por 18-24h. A seguir, a membrana foi lavada com 5 mL de Caldo LB e
diferentes aliquotas dessa suspenséao foraminoculadas em agar LB contendo 75/125
Mg/mL de azida sédica e 2 ug/mL de ceftazidima-avibactam (Torgena) ou 32 pg/mL
de ampicilina para a selegdo dos transconjugantes. A presenca do gene blakrc nos
transconjugantes foi confirmada por PCR como descrito no item 4.4.3.

4.8 ENSAIO DE TRANSFORMAGAO

4.8.1 Extragcao de DNA plasmidial por Birnboim

Para os isolados onde néo foi possivel obter o transconjugante, foram
realizados experimentos de transformagao bacteriana. A extragdo plasmidial foi
realizada conforme o método de lise alcalina descrito por Birboim e Doly (1979). Os
isolados foram cultivados em agar LB e incubados a 36°C + 1°C por 18 a 24 horas.
Para cadaisolado, uma algada cheia do crescimento bacteriano foi ressuspendidaem
100 uL de solucao | (20 mg/mL lisozima, 50 mM glicose, 10 mM EDTA, 25mM Tris-
HCI—-pH 8,0). Em seguida, foram adicionados 200 pL da solugéo Il (0,2 N NaOH, 1%
SDS) e o tubo foi homogeneizado por inversdo. Apds 5 min de incubagao no gelo,
150 pL de solucéo lll gelada (3M acetato de sédio — pH 4,8) foi adicionada e o tubo
foi homogeneizado porinversao para precipitacdo do DNA cromossémico. A mistura
foi incubada emgelo por 5 min, e centrifugada a 16000 x g por 5 min a 4°C e 250 uL
do sobrenadante foi transferido para um microtubo limpo de 1,5 mL, onde o DNA
plasmidial foi precipitado com 1 mL de etanol absoluto gelado. Apds uma incubagéo
a -20°C por 30 min, o precipitado foi coletado por centrifugagéo a 16.000 x g por 2 min
a 4°C. Posteriormente, o sedimento foi ressuspensoem 100 pL de solugao IV (0,1M
acetato de sddio/ 0,05M Tris-HCI — pH 8,0) e o DNA precipitado com 200 uL de etanol
absoluto gelado. O tubo foi incubado a-20°C por 10 min e centrifugado novamente. O
sedimento foi ressuspensoem 30 yL de TE 1 X (10 mM TrisHCl e 1 mM EDTA pH
8,0). A concentracdo de DNA plasmidial foi aferida utilizando-se o Nanodrop® e as

extragcdes foram armazenadas a -70°C.
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4.8.2 Preparo de células eletrocompetentes

Células eletrocompetentes foram preparadas inoculando-se 2,5 mL de uma
cultura overnight da cepa E. coli TOP10 em 250 mL de caldo LB. As células foram
crescidas a 36°C £ 1°C a 150 rpm até atingir DOeoonm de aproximadamente 0,5-0,7.
As células foram resfriadas em gelo por cerca de 20 min e quatro aliquotas de 45 mL
foram centrifugadas a 4.000 x g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
as células foram lavadas em 45 mL de solugao gelada estéril de glicerol a 10%. Uma
nova centrifugacao foi realizada e as células bacterianas foram lavadas com 22,5 mL
de solucgédo gelada estéril de glicerola 10%. Os tubos foram centrifugados e 2 mL de
solugdo gelada estéril de glicerol a 10% foram adicionados. As células foram
suspendidas cuidadosamente, e a seguir foram centrifugadas e os sobrenadantes
descartados. Por fim, 1 mL de solugao gelada estéril de glicerol a 10% foi adicionado
a cada tubo. As células foram ressuspendidas e distribuidas em aliquotas de 50 pL
em microtubos de 1,5 mL. As células foram armazenadasa -80°C até o momento do
uso. Para verificagcdo da eficiéncia das células eletrocompetentes, o plasmideo

pBCSk(-) foi utilizado para transformar E. coli TOP10 por eletroporagao.

4.8.3 Transformagao em Escherichia coli TOP10

Para a transformacgao, foram adicionados 3 uL do DNA plasmidialem 50 pL
da aliquota da célula eletrocompetente. A mistura foihomogeneizada cuidadosamente
e incubada em gelo picado por aproximadamente 1 min. Foram transferidos 40 pL
desta suspensaopara a cubeta de 0,2 cm mantida em gelo picado, sendo posicionada
imediatamente em camara de choque onde se aplicou uma voltagem de 2,5 kV.
Imediatamente apds o término da eletroporacéo, foi adicionado 1 mL do meio SOC
na cubeta, e a suspensao foi transferida para um tubo cénico de 15 mL, sendo
incubado a 36°C +£1°C por 1 h a 60 rpom. Foram inoculados diferentes volumes dessa
suspensdo em placas de agar LB contendo 2 mg/L de ceftazidima-avibactam
(Torgena). A presencga do gene blakrc nos transformantes foi confirmada por PCR

conforme descrito no item 4.4.3.
4.9 PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS BETALACTAMICOS

Os isolados selvagens e seus transconjugantes/transformantes foram

avaliados quanto ao seu perfil de sensibilidade aos antimicrobianos pela técnica de
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microdiluicdo em caldo, conforme recomendacdes do Comité Brasileiro de Testes de
Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST) ou utilizando-se fitas gradiente,
conforme recomendagao do fabricante. As CIMs foram determinadas por
microdiluicdo em caldo para ceftazidima, ceftazidima-avibactam, aztreonam,
aztreonam-avibactam, imipenem, meropenem e ertapenem. Para cefotaxima e
cefepima as CIMs foram determinadas com fitas gradientes. As cepas de referéncia
E. coli ATCC 25922 e K. pneumoniae ATCC 700603 foram utilizadas como controle
de qualidade dessa metodologia. Para aztreonam-avibactam foram utilizados os
critérios interpretativos preconizados pelo BrCAST para aztreonam.

4.10 PCR PARA DETECGAO DE GENES DE ESBL NOS TRANSCONJUGANTES
ALBERGANDO NOVAS VARIANTES DE KPC IDENTIFICADAS NESTE ESTUDO

Foram realizados ensaios de PCR para a detec¢ao de genes de ESBL nos
transconjugantes que albergavam novas variantes de KPC, identificadas neste
estudo, para averiguar se apenas o gene blakrc foi transferido para a cepa receptora
(E. coliJ53). Os genes de ESBL pesquisados foram aquelesidentificados nosisolados
selvagens apo6s analise do sequenciamento no programa CARD/RGI, conforme
Tabela 7. Os primers utilizados e as condi¢gdes da PCR estdo descritas no Anexo |.
Foram utilizados os isolados selvagens que alberguavam as novas variantes de KPC
como controle positivo da PCR.

4.11 DESEMPENHO DE TESTES IMUNOCROMATOGRAFICOS NA DETECAO DE
VARIANTES KPC

Para avaliar a performance de testes imunocromatograficos de fluxo lateral
na detecgdo de variantes KPC, dois kits, comercialmente disponiveis, NG-Test®
CARBA-5 (NG Biotech) e O.K.N.V.l. RESIST-5 (Coris BioConcept) foram testados,
com todas os isolados que expressaram diferentes variantes KPC detectadas neste

estudo, conforme recomendacdes de cada fabricante.
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5 RESULTADOS

5.1 TAXAS DE RESISTENCIA AO ERTAPENEM, CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM E
FREQUENCIA DE CLASSES DE CARBAPENEMASES EM ISOLADOS DO
COMPLEXO K. pneumoniae

De julho de 2019 a julho de 2021, 14.298 isolados do Complexo K.
pneumoniae foram detectados. Quando comparadas as taxas de resisténcia ao
ertapenem nos periodos de julhoa dezembro de 2019 (15,6%), janeiro a dezembro
de 2020 (18,9%) e janeiro a julhode 2021 (27,3%) houve aumento significativo (P <
0,001). Entre os isolados resistentes ao ertapenem, houve redugao da frequéncia de
fendtipode producédode carbapenemases de classe A de 93,7% em 2019 para 80,9%
em 2021 (P < 0,001). Em contraste, houve aumento significativo da frequéncia de
isolados com fendtipo de carbapenemases de classe B ou coprodugdao de
carbapenemasesde classes Ae B, de 3,7% em 2019 para 14,6% em 2021 (P < 0,001).
Foi observado aumento significativo (P < 0,001) da taxa de resisténcia a ceftazidima-
avibactam entre isolados resistentes ao ertapenem, quando comparados os periodos
de julho a dezembro de 2019 (4,2%), janeiro a dezembro de 2020 (5,5%) e janeiro a
julho de 2021 (17,2%). Em todo o periodo analisado, a resisténcia a ceftazidima-
avibactam por producado de carbapenemases de classe B ou coproducao de
carbapenemasesde classes B e A correspondeu a82,7% e a resisténcia por producéo
de variantes de KPC correspondeu a 17,3%. As variantes KPC corresponderam a
12,5% (3/24), 27,4% (17/62) e 14,9% (33/221) de isolados resistentes a ceftazidima-
avibactam, respectivamente, em 2019, 2020 e 2021. Nao houve aumento significativo

dessas frequéncias comparando-se os trés periodos (P = 0,329) (Tabela 4).
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5.2 AVALIAGAO DA PUREZA E TESTE BLUE-CARBA

Todos os isolados recuperados para estudo (n=46) foram avaliados quanto
a pureza ap6s culturaem agar SuperCARBA. Foram detectados trés isolados (P3, P7
e P9) que apresentaram coldnias mistas de K. pneumoniae, sensiveis e resistentes a
ceftazidima-avibactam. Os isolados resistentes dos pacientes 2 e 7 haviam sido
reportados na rotina do laboratorio como sensiveis a ceftazidima-avibactam (Tabela
8).

A pesquisa de carbapenemases pelo teste Blue-Carba foi negativa para
todos os isolados resistentes a ceftazidima-avibactam, com excecédo dos isolados
M5191546 e N4214030, que apresentaram Blue-Carba positivo. Para os isolados
pareados de K. pneumoniae, sensiveis a ceftazidima-avibactam, o teste Blue-Carba

foi positivo (Tabela 8).

5.3 ISOLADOS DE K. pneumoniae SENSIVEIS A CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM

Todos os seis isolados pareados disponiveis para este estudo, sensiveis a
ceftazidima-avibactam, pertenciam a espécie K. pneumoniae. Apenas o gene blakrc
foi identificado nestes isolados apds a PCR multiplex para a deteccédo dos principais
genes de carbapenemases. A sequéncia nucleotidica completa de blakpc evidenciou

que seis isolados eram produtores de KPC-2 (P2, P3, P7, P9 e P14) e um isolado era
produtor de KPC-3 (P1) (Tabela 8)

5.4 ISOLADOS DO COMPLEXO K. pneumoniae RESISTENTES A CEFTAZIDIMA-
AVIBACTAM

5.4.1 Identificacao das espécies e frequéncia de variantes de KPC

Todos os isolados do Complexo K. pneumoniae resistentes a ceftazidima-
avibactam e produtores de variantes KPC (n=46), eram da espécie K. pneumoniae,
com excegao do isolado M8153373 (P16), identificado como K. quasipneumoniae
(Tabela 5). Apés analises do perfil alélico das variantes KPC, foi verificado que 35
isolados albergavam variantes de KPC ja descritas na literatura: KPC-8 (n=1); KPC-
14 (n=2); KPC-25 (n=1); KPC-31 (n=2); KPC-33 (n=18); KPC-35 (n=1); KPC-44 (n=1);
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KPC-61 (n=2); KPC-68 (n=1); KPC-71 (n=1); KPC-78 (n=1) KPC-81 (n=1) e KPC-90

(n=3), sendoKPC-33 a variante mais frequente (36%). Outras 11 novas variantes KPC

foram identificadas (Tabela 5 e Figura 6).

Tabela 5- Variantes KPC relacionadas com a resisténcia a ceftazidima-avibactam entre isolados do

Complexo K. pneumoniae identificadas neste estudo

Paciente ID Data coleta Espécie KPC variante
P1 MV940851 14/07/2019 Kp KPC-31
P2 L1315312-2 31/07/2019 Kp KPC-103*
P2 L2304797 24/08/2019 Kp KPC-103*
P3 6132350 13/12/2019 Kp KPC-90
P4 7202969 20/01/2020 Kp KPC-90
P5 18263415 19/02/2020 Kp KPC-33
P6 19034133 28/02/2020 Kp KPC-61
P7 X0200730-2 26/07/2020 Kp KPC-25
P7 M5282978 24/09/2020 Kp KPC-105*
P8 M4114532 11/08/2020 Kp KPC-61
P9 M6284360-1 27/10/2020 Kp KPC-107*
P10 M5191546 14/09/2020 Kp KPC-8
P11 M7173549 12/11/2020 Kp KPC-104*
P12 M7213934 17/11/2020 Kp KPC-139*
P13 M7233093 17/11/2020 Kp KPC-81
P14 M8143992 25/12/2020 Kp KPC-14
P15 M8161891 15/12/2020 Kp KPC-33
P16 M8153373 15/12/2020 Kap KPC-25
P17 M9171130 05/01/2021 Kp KPC-108*
P18 N0244028 19/02/2021 Kp KPC-106*
P19 N1062450 05/03/2021 Kp KPC-33
P20 N0194414 05/03/2021 Kp KPC-140*
P21 N1301621 25/03/2021 Kp KPC-90
P22 N2053077 05/04/2021 Kp KPC-33
P23 N2192196 14/04/2021 Kp KPC-141*
P24 N2233293 19/04/2021 Kp KPC-33
P25 N3041884 22/04/2021 Kp KPC-33
P26 N2251932 25/04/2021 Kp KPC-78
P27 N3073609 03/05/2021 Kp KPC-33
P28 N3114796 11/05/2021 Kp KPC-33
P29 N3182918 12/05/2021 Kp KPC-142*
P30 N3133201 13/05/2021 Kp KPC-31
P31 M3214378 15/05/2021 Kp KPC-71

continua



P32 N4043220 01/06/2021 Kp KPC-68

P33 N4034288 03/06/2021 Kp KPC-33

P34 N4103871 05/06/2021 Kp KPC-143*
P35 N4213107 20/06/2021 Kp KPC-33

P36 N4214030 21/06/2021 Kp KPC-33 e KPC-2
P37 N4292977 22/06/2021 Kp KPC-33

P38 N5023179 25/06/2021 Kp KPC-33

P39 N4293546 30/06/2021 Kp KPC-33

P40 N5061391 05/07/2021 Kp KPC-33

P41 N5062754 06/07/2021 Kp KPC-33

P42 N5071671 07/07/2021 Kp KPC-35

P43 N5194041 14/07/2021 Kp KPC-33

P44 N5221210 22/07/2021 Kp KPC-33

P45 N5221227 22/07/2021 Kp KPC-44

P46 N5303358 30/07/2021 Kp KPC-14

concluséo
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Legenda: Kp: Klebsiella pneumoniae; Kqp: Klebsiella quasipneumoniae; (*). novas variantes descritas

neste estudo.

Fonte: Produzida pela autora.
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Figura 6- Percentual de variantes KPC identificadas entre isolados do Complexo K. pneumoniae
resistentes a ceftazidima-avibactam

KPC-14 KPC-25  ypc 31

0,

KPC-33
36%
KPC-90 6%
2%
2%
2% 2% 49 2% 2%
KPC-61
" KPC-8 = KPC-14 « KPC-25 s KPC-31
= KPC-33 = KPC-35 s KPC-44 = KPC-61
= KPC-68 = KPC-71 = KPC-78 = KPC-81
= KPC-90 « KPC-2 + KPC-33 KPC-103* = KPC-104*
» KPC-105* = KPC-106* = KPC-107* = KPC-108*
= KPC-139* = KPC-140* = KPC-141* s KPC-142*
= KPC-143*

Legenda: (*): variantes detectadas neste estudo.

Fonte: Produzida pela autora.

O isolado N4214030 (P36), Blue-Carba positivo, apresentou as variantes
KPC-33 e KPC-2 coexistindo no mesmo isolado clinico. Esta coexisténcia na mesma
célula bacteriana foi comprovada pela observacao da presenca de dois picos distintos
superpostos no eletroferograma no sequenciamento de Sanger dos produtos da PCR

para sequenciamento completo do gene blakec (Figura 7).



50

Figura 7- Eletroferograma do sequenciamento dos produtos da PCR do gene blakrc do isolado
N4214030
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Nota: A seta vermelha indica a duplicagdo dos picos no eletroferograma.

Fonte: Figura gerada no programa Geneious Prime pela autora.

5.4.2 Identificagdo de novas variantes KPC

Onze novas variantes de KPC foram identificadas neste estudo e as
sequéncias nucleotidicas completas dos genes que as codificam foram depositadas
no GenBank, sendo denominadas como blakpc-103a blakpc-108 (OP503887-OP503891)
e blakprc-139 a blakpc-143 (OL445423-0L445428) (Tabela 6).



Tabela 6- Novas variantes de KPC identificadas neste estudo

51

ID Variante KPC Numero GenBank Alteracao na sequéncia de aminoacidos
L2304797 KPC-103 0L445423 Ins_271_KHSEAVIAAKDD
M7173549  KPC-104 0OL445424 Ins_179 TY; Ins_271_KHSEDD
M5282978  KPC-105 0L445425 L169Q; Ins_271 KHSEAVYTRAPNKDD
N0244028  KPC-106 0OL445426 Ins_179 _TY; Ins_273_SEAV
M6284360 KPC-107 0OL445427 Ins_196_SALAAPQRQQFVSSPRAVTESLQKLTLG
MO171130  KPC-108 0L445428 Ins_183 RAVTENTSSP; Ins_271_ KHSEAVYTRAPNKDD
M7213934  KPC-139 OP503887 D179Y; Ins_271_KHSKDD
N0194414 KPC-140 0OP503888 D179N; Ins_271_ KHSEAVYTRAPNKDD
N2192196  KPC-141 OP503889 D179Y; Ins_239 G
N3182918 KPC-142 OP503890 Ins_182_S; Ins_271_KHSEAV
N4103871 KPC-143 OP503891 D179Y; T187S

Fonte: Produzida pela autora.

possuem a substituicdo H274Y, presente na KPC-3. A substituicdo D179Y estava
presente em trés das 11 novas variantes encontradas neste estudo (Figura 8A). A
KPC-140 apresentou uma substituicdo de aminoacidos nessamesmaregido (D179N)
(Figura 8A). A variantes KPC-107 e KPC-108 apresentaram substituicbes de
aminoacidos proximos a alca Q (Figura 8B) e as variantes KPC-104 e KPC-106
apresentaram uma insercdo de dois aminoacidos na posicdo 179 de Ambler
(D179_TY) (Figura 8C).

aminoacidos adjacentes ao ponto de insergao, dentro ou préximo da alga 270 (Figura

Todas as novas variantes de KPC foram derivadas de KPC-2, pois nao

Oito das onze novas variantes de KPC apresentaram duplicacbes de

8). Apenas a KPC-141 apresentou substituicdo na alga 240 (ins_239G) (Figura 8A).
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Figura 8- Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de KPC-2 com as novas variantes de KPC
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143 com KPC-2; B - Alinhamento das sequéncias parciais de aminoacidos das KPCs 107 e 108 com

KPC-2; C- Alinhamento das sequéncias parciais de aminoacidos das KPCs 104 e 106 com KPC-2.

Fonte: Produzida pela autora.
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5.4.3 Avaliagao da presenca de outros genes de betalactamases entre isolados

resistentes a ceftazidima-avibactam com sequenciamento NGS

Nenhum outro gene de carbapenemase foi detectado nos isolados
resistentes a ceftazidima-avibactam com sequenciamento NGS. Apenas genes de
ESBL foram identificados, sendo: blatem-1 (n=20); blactx-m-14 (N=7); blacTtx-m-15 (N=6);
blaoxa-1(n=5); blaoxa-2(n=6); blaLar-2(n=4); blasHv-5(n=1) e blatem-84 (n=1). Os isolados
L6132350 e N0244028 apresentaram os genes blactx-m-15€ blaTtem-1, respectivamente,

no mesmo plasmideo de blakrc (Tabela 7).

5.4.4 Andlise dos plasmideos que albergam variantes blakpc

5.4.4.1 Grupos de Incompatibilidade

Diferentes grupos de incompatibilidade foram detectados entre os isolados
resistentes a ceftazidima-avibactam com sequenciamento NGS, sendo IncN (n=12) e
IncF comreplicons FlI(K) e/ou FIB (n=12) os grupos mais frequentes, seguidode InX3-
IncU (n=9) e IncQ1 (n=1). N&o foi possivel identificaro grupo de incompatibilidade d os
plasmideos que albergam os genes blakrc em trés isolados, sequenciados apenas na
plataforma lllumina. O isolado N4214030, além de apresentar um plasmideo com
replicons IncFII(K)-FIB, albergando a variante blakpc-33, também apresentou um
plasmideo (ColRNAI) de 19,2 kb alberguando blakrc-2 (Tabela 7 e Anexo 2).

Os plasmideos IncX3-IncU foram associados, em sua maioria, a isolados
do ST258, detectados em SP. Os plasmideos IncN foram detectados a partir de
isolados recuperados nos Estados de SP e RS. A maioria desses isolados pertencia
ao ST11. Os plasmideos IncF foram detectados apenas em hospitais do estado de
Séao Paulo, sendoassociados a isolados pertencentes aos grupos clonais ST11 (n=7),
ST512 (n=2), e ST16 (n=2) (Tabela 7 e Anexo 2).
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5.4.4.2 Contexto genético de blakpc associados a plasmideos IncX3-IncU

Oito isolados albergavam variantes blakpc associadas a plasmideos de
aproximadamente 46 kb. Esses plasmideos pertenciam a um grupo hibrido de
incompatibilidade (IncX3-IncU). O gene blakpc nesses isolados foi associado a um

elemento genético ndo-Tn44017 (NTEkec) (Figura 9).

Figura 9- Contexto genético de blakpc associados a plasmideos IncX3-IncU
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Fonte: Figura gerada no programa Artemis pela autora.

Quando os plasmideos IncX3-IncU detectados neste estudo foram
comparados no BLAST, eles apresentaram maior cobertura (100%) e identidade de
nucleotideos (99,9% a 100%) com um plasmideo de K. pneumoniae detectado em
Séao Paulo (CP089430.1). A similaridade entre esses plasmideos foi visualizada no

programa BRIG (Figura 10).



Figura 10- Comparagdo de plasmideos InX3-IncU identificados neste estudo com o plasmideo
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Nota: A sequéncia nucleotidicas do plasmideo p1194 3 (CP089430.1) (em vermelho) foi comparada
com os plasmideos do grupo de incompatibilidade IncX3-IncU detectados neste estudo. As cores na
legenda indicam a porcentagem de identidade quando comparado com o plasmideo p1194_3.

Fonte: Figura gerada no programa BRIG pela autora.
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5.4.4.3 Contexto genético de blakpc associados a plasmideos IncF

Cinco isolados albergavam blakrc, associados ao Tn4407. Quando as

sequéncias nucleotidicas do transpéson foram comparadas com isoformas

conhecidas do Tn4401, as sequéncias apresentaram identidade com a isoforma

Tn4401a e pertenciam ao grupo de incompatibilidade IncF (Figura 11).

Figura

ET378597
ET378596
H4214030
M4114532
Le132350
N2251932
M7213534
H0O244028

ET378597
ET378596
H4214030
M4114532
L6132350
N2251932
M7213534
HO244028

Nota: O alinhamento

Tn4401a

11- Alinhamento de sequéncias nucleotidicas do Tn4401 de plasmideos IncF com as

Tn4401b
Tnd4401a

Tnd401b
Tnd4401a

isoformas a e b do Tn4401

TTTCAATAGCGCTGGGCOT TGTGOTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGEGECAGT TACAGCCGTTA
TTTCAA
TTTCAA
TTTCAA
TTTCAA
TTTCAA
TTTCAA
TTTCAA

7120 7130 7140 7180 7160 7170 7180
R R R R R R e R R R R R R R R R R R TR R B R R o
AGGGAGCGGCTTGCCGCTCGETGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCT
GCTCGETGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGUCGCTACACCTAGCTCCACCT
GCTCGOTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTCGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCT
GCTCGETGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCT
GCTCGETGATAATCCCAGCTGTAGCGGUCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCT
GCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTCGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCT
GCTCGETGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCT
GCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCT

evidencia a regiado de delegao (98pb) identificada a montante do gene blakrc do

Fonte: Figura gerada no programa BioEdit pela autora.

Os plasmideos IncF, de aproximadamente 112kb, apresentaram maior

cobertura (87-100%) e identidade de nucleotideos (>99%) com um plasmideo

(~113kb), proveniente de uma cepa de K. pneumoniae detectada nos EUA
(CP027158.1) (Figura 12).
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Figura 12- Comparagdo de plasmideos IncF identificados neste estudo e plasmideo CP02158.1 com
o plasmideo IncF alberguando blakpc-139
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Nota: A sequéncia nucleotidicas do plasmideo que alberga o gene blakrc-139 (em vermelho) foi
comparada com os demais plasmideos do mesmo grupo de incompatibilidade InF detectados neste
estudo e como plasmideo CP02158.1 detectado nos EUA. As cores na legenda indicam a porcentagem
de identidade quando comparado com o plasmideo IncF-blakpc-139

Fonte: Figura gerada no programa BRIG pela autora.

Um isolado resistente a ceftazidima-avibactam (N0244028), albergando o
gene blakpc-106, apresentou um plasmideo de 211 kb. Quando comparado as
sequéncias disponiveis no GenBank, utilizando-se o BLAST, esse plasmideo
apresentou alta cobertura (88%) e identidade (99,9%) com plasmideo
p51015_CTX_M_15 (CP050379.1) detectado nos Estados Unidos da América. A

diferenca observada foi a inser¢ao do Th44017 e outros dois genes de resisténcia
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(aadA2 e dfrA12) presentes em integron de classe 1 (Figura 13) em umaregiao onde

havia trés genes de betalactamase presentes: blactx-m-15, blatem-1 e blaoxa-1.

Figura 13- Comparacao do plasmideo IncF alberguando blakrc-106 com o plasmideo
p51015_CTX_M_15 (CP050379.1)
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Nota: A sequéncia nucleotidicas do plasmideo que alberga o gene blakrc-106 foi comparada com o
plasmideo p51015_CTX_M_15. As cores na legenda indicam a porcentagem de identidade quando
comparado com o plasmideo IncF-blakpc-10s.

Fonte: Figura gerada no programa BRIG pela autora.
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5.4.4.4 Contexto genético de blakrc associados a plasmideos IncN

Oito isolados carreavam plasmideos contendo blakec associados ao
Tn4401 e pertenciam ao grupo de incompatibilidade IncN. Trés plasmideos (~50 kb)
apresentaram maior similaridade e cobertura com um plasmideo IncN (54,6 kb) de K.
pneumoniae, albergando blakrc-2, detectado em Sao Paulo (KX276209.1). (Figura 14).
Outros cinco plasmideos (~86 kb) apresentaram maior similaridade com um
plasmideo IncN (123,2 kb), detectado em um isolado clinico de K. pneumoniae no Rio
de Janeiro (CP018887.1), albergando blakrc-2. (Figura 15).



62

Figura 14- Comparacédo de plasmideos IncN (~50 kb) identificados neste estudo com o plasmideo

pKp314/11a (KX276209.1)
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Nota: A sequéncia nucleotidicas do plasmideo pKp314/11a (em vermelho) foi comparada com
plasmideos IncN (~50kb) detectados neste estudo. As cores na legenda indicam a porcentagem de

identidade quando comparado com o plasmideo pKp314/11a.

Fonte: Figura gerada no programa BRIG pela autora.
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Figura 15- Comparacédo de plasmideos IncN (~85 kb) identificados neste estudo com o plasmideo
plncN (CP018887.1)

. Contetido GC
B Anotagzo
CP018887.1

. Referéncia

R traK stdB stbC

KPC-8_P10
B o00%
70%
50%

KPC-31_P1
B oo
] 70%
tnpR ) ! \ A Y 50%

' ' KPC-35_P42
tnpA- 100%
iStA__ - 0%
istB.___ 50%

blaKPC.___ | KPC-33_P5
tnpA—— . B oo
traG— Plasmideo pincN L
SaF— | 123208 pb 50%

traO— | KPC-61_P6
ttrraar\é:: . 100%
B o
50%

traB
traM-—

tral—
korB

Nota: A sequéncia nucleotidicas do plasmideo pIncN (em vermelho) foi comparada com plasmideos
IncN (~85kb) detectados neste estudo. As cores na legenda indicam a porcentagem de identidade
quando comparado com o plasmideo pIncN.

Fonte: Figura gerada no programa BRIG pela autora.
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O isolado M5191546 apresentou duas copias da variante blakrc-s em seu
plasmideo, com insercdo do Tn4401b, um nafita principal de DNA e a outra copia na

fita complementar (Figura 16).

Figura 16- Plasmideo IncN do isolado M5191546 alberguando duas copias de blakpc-s associadas ao
Tn4401b
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Fonte: Figura gerada no programa Geneious Prime pela autora.
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O alinhamento das sequéncias nucleotidicas do Tn 44017 (plasmideos IncN)
com as isoformas a e b do Th4401 evidenciou que os genes blakrc foram associados

a diferentes isoformas desse transpdson (Figura 17).

Figura 17- Alinhamento de sequéncias nucleotidicas do Thn44071 de plasmideos IncN com as
isoformas a e b do Tn4401
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L8263415 GGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGAGGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCCGACCTGATTCGTT
KT378596- Tn440la GGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGAGGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCCGACCTGATTCGTT
N4103871 GGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGAGGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCCGACCTG
MV940851 GGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGAGGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCC
L9034133 GGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGAGGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCC
N5071671 GGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAAC
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M5191546- cépia 1 TTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTACAGCCGTTACAGCCTCTGGAG
M5191546- copia 2 TTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTACAGCCGTTACAGCCTCTGGAG
M8143992 TTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTACAGCCGTTACAGCCTCTGGAG
L8263415 TTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTACAGCCGTTACAGCCTCTGGAG
KT378596- Tn440la TTTCAA
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e T L N T I [ L g o Il g [
KT378597- Tn4401b AGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA
M5191546- cépia 1 AGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA
M5191546- cépia 2 AGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA

M8143992 AGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA
L8263415 AGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA
KT378596- Tn440la GCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA
N4103871 AGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA
MV940851 GGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA
L9034133 GGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA
N5071671 TCCACCTTCAAACAAGGAA
N0194414 GCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCTCCACCTTCAAACAAGGAA

Nota: O alinhamento evidencia a regido de delegao identificada a montante do gene blakrc:
Tn4401b, P10, P14, P5: sem delegao; Tn4401a: A98pb; P34: A73pb; P1 e P6: A134pb; P42: A213;
P20: A154.

Fonte: Figura gerada no programa BioEdit pela autora.
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5.5 ANALISE DO PERFIL CLONAL DOS ISOLADOS DO COMPLEXOK.
pneumoniae POR PFGE E MLST

Quando os perfis de PFGE dos seis isolados pareados, com fenotipos
divergentes de sensibilidade a ceftazidima-avibactam, foram comparados, mostraram-
se indistinguiveis (Figura 18).

O perfil clonal por PFGE foi avaliado para todos os isolados de K.
pneumoniae resistentes a ceftazidima-avibactam. O grupo clonal A foi o mais
numeroso, sendo detectado em amostras de 15 pacientes e em oito hospitais,
localizados nas cidades de Sao Paulo (n=10), Campinas (n=4) e Brasilia (n=1). A
maioria desses isolados pertenciam ao complexo clonal ST258 (n=12). Outros dois
isolados (P32 e P30), pertenciam ao ST512, sendo detectados em hospitais distintos.
A variante mais frequente identificada nesse grupo foi a KPC-33 (n = 8). Trés isolados
resistentes a ceftazidima-avibactam, detectados a partir de trés pacientes distintos,
apresentaram perfis idénticos, sendo detectados em um mesmo hospital, em
Campinas. Os trés isolados albergavam o gene blakpc-33 (Figura 18).

O grupo clonal B (ST11) foi detectado em isolados recuperados a partir de
um unico hospital, no Rio de Janeiro. Também fazia parte desse grupo, um isolado
clinico (P19) recuperado de paciente atendido em um hospital localizado em S&o
Paulo (Figura 18).

O grupo clonal E (ST11) foi detectado nas cidades de Sao Paulo (P22 e
P46) e Porto Alegre (P6) (Figura 18).

Os grupos clonais C, D, F, G e H, e | foram detectados apenas em Sao
Paulo, em diferentes hospitais e pertenciamao ST11 (C, D, Fe l), ST16 (G) e ST258
(H). (Figura 18).

Dois isolados do ST11, categorizados como grupos clonais J e K, foram
detectados a partir de um mesmo hospital em Porto Alegre (RS) (Figura 18).

Os isolados pertencentes ao ST16 foram detectados apenas em SP, em
diferentes gruposclonais (G, L e M). O grupoclonal O continhaumunicoisolado (P25)
recuperado em hospital de Porto Alegre, e pertencia ao ST25. O unico isolado da
espécie K. quasipneumoniae (P16) foi agrupado em grupo clonal distinto de todos os

demais e pertencia ao ST367 (Figura 18).
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Figura 18- Perfil clonal dos isolados de K. pneumoniae e K. quasipneumoniae produtores KPC obtido
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Paciente Sitio isolado Data Estado Hospital ST Variante KPC
P27 Swab retal 03/05/2021 SP H11 KPC-33
P29 Urina 12/05/2021 SP H11 ST258 KPC-142
P13 Urina 17/11/12020 SP H14 ST258 KPC-81
P17 Ulcera sacral 05/01/2021 DF H10 ST258 KPC-108
P32 Aspirado traqueal 01/06/2021 SP H2 87512 KPC-68
P40 Swab retal 05/07/2021 SP H4 KPC-33
P23 Aspirado traqueal 14/04/2021 SP H14 S§T258 KPC-141
P38 Swab retal 25/06/2021 SP H4 KPC-33
P39 Urina 30/06/2021 SP H4 KPC-33
P37 Swab retal 22/06/2021 SP H4 KPC-33
P35 Sangue 20/06/2021 SP H4 ST258 KPC-33
P41 Swab retal 06/07/2021 SP H1 KPC-33
P43 Lavado broncoalveolar 14/07/2021 SP H14 KPC-33
P9 Urina 27/10/2020 SP H6 KPC-2
P9 Swab retal 26/10/2020 SP Hé KPC-2
P9 Urina 27/10/2020 SP H6 87258 KPC-107
P30 Aspirado traqueal 13/05/2021 SP H9 8T512 KPC-31
P2 Aspirado traqueal 31/07/2019 SP H14 KPC-2
P2 Urina 24/08/2019 SP H14 ST258 KPC-103
P2 Aspirado traqueal 31/07/2019 SP H14 KPC-103
P22 Swab retal 05/04/2021 SP H5 sT11 KPC-33
P& Swab retal 28/02/2020 RS H3 sT11 KPC-61
P46 Aspirado traqueal 30/07/2021 SP H12 sT11 KPC-14
P28 Urina 11/05/2021 SP H6 ST KPC-33
P19 Aspirado traqueal 05/03/2021 SP H2 ST11 KPC-33
P24 Swab retal 19/04/2021 RJ H13 KPC-33
P31 Aspirado traqueal 15/06/2021 RJ H13 ST11 KPC-71
P20 Ulcera sacral 05/03/2021 RJ H13 ST11 KPC-140
P44 Aspirado traqueal 22/07/2021 RJ H13 KPC-33
P45 Aspirado traqueal 22/07/2021 RJ H13 ST KPC-44
P1 Sangue 21/06/2019 RS H3 KPC-3
P1 Aspirado traqueal 14/07/2019 RS H3 sT11 KPC-31
P8 Urina 11/08/2020 SP Hg sT11 KPC-61
P33 Urina 03/06/2021 SP H7 ST11 KPC-33
P10 Swab retal 14/09/2020 SP H11 ST11 KPC-8
P12 Urina 17/11/2020 SP H11 sT11 KPC-139
P36 Ulcera sacral 21/06/2021 SP H6 SsT11 KPC-33 + KPC-2
P15 Aspirado traqueal 15/12/12020 SP H9 sT11 KPC-33
P11 Ulcera sacral 12/11/2020 SP H11 ST11 KPC-104
P5 Sangue 19/02/2020 RS H3 ST11 KPC-33
P3 Aspirado traqueal 18/11/2019 SP H2 KPC-2
P3 Aspirado traqueal 13/12/2019 SP H2 sT11 KPC-90
P26 Urina 25/04/2021 SP H5 sT11 KPC-78
P14 Sangue 11/12/2020 SP H5 KPC-2
P14 Aspirado traqueal 25/12/2020 SP H5 ST11 KPC-14
P34 Aspirado traqueal 05/06/2021 SP H14 sT11 KPC-143
P4 Colegéo abdominal 20/01/2020 SP H2 ST11 KPC-90
P7 Secregéo do mediastino 26/07/2020 SP H12 KPC-2
P7 Secregdo do mediastino ~ 26/07/2020 SP H12 ST16 KPC-25
P7 Sangue 24/09/2020 SP H12 ST16 KPC-105
P42 Aspirado traqueal 07/07/2021 SP H14 ST16 KPC-35
P18 Aspirado traqueal 19/02/2021 SP H14 8T16 KPC-106
P21 Aspirado traqueal 25/03/2021 SP H11 8T16 KPC-90
P16 Liquido cavidade abdom. ~ 15/12/2020 SP H7 ST367 KPC-25|

. P25 Aspirado traqueal 22/04/2021 RS H3 S§T25 KPC-33
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IncX3/incU
IncFII(K)

IncX3/incU
IneX3/incU
IncFIB
IncFIB

IncQ1
IncN

IncN

IncFIB

IncFIB

IncFII(K)

IncFIB

IncFII(K)-FIB
InFlI(K)-FIB; ColRNAI

IncFII(K)-FIB
IncFIB

IncFII(K)-FIB
IncFII(K)-FIB

IncN
IncN
IncFII(K)

IncX3/IncU
IncX3/IncU
IncFIB
IncFII(K)-FIB
IncFII(K)

Legenda: As letras A a O indicam grupos clonais. ST - Tipo de sequéncia definido por tipagem de

sequéncia multilocus. Gl: Grupo de incompatibilidade. Grupos clonais definidos por indice de

similaridade de Dice = 80%. O unico isolado da espécie K. quasipneumoniae esta destacado azul.

Fonte: Figura gerada no programa Bionumerics pela autora.
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56 OBTENGCAO DE TRANSCONJUGANTES OU TRANSFORMANTES DOS
ISOLADOS DO COMPLEXO K. pneumoniae RESISTENTES A CEFTAZIDIMA-
AVIBACTAM

Dos 46 isolados resistentes a ceftazidima-avibactam, 36 foram capazes de
transferir o seu material genético, contendo o gene blakrc, para a cepa receptora E.
coli J53 através da conjugacéo, confirmando a localizagao plasmidial do gene blakrc
nesses isolados. A confirmagao da localizagéo plasmidial do isolado L6132350 (P3)
foirealizada por eletroporagao de plasmideo, da cepa selvagem para a cepa receptora
E. coli TOP10 eletrocompetente. Para 10 isolados, n&o foi possivel obter
transconjugantes/transformantes. Contudo, o gene blakec estava associado a
plasmideos nesses isolados, conforme analises do sequenciamento (Tabela 8). Nao
foi possivel verificar a localizagdo plasmidial do gene blakpec do isolado N5221210

(P44), pois o sequenciamento completo do genoma deste isolado nao foi realizado.

5.6.1 PCR para deteccdo de genes de ESBL nos transconjugantes alguergando

novas variantes KPC

Visando avaliar a necessidade de clonagem e possivel interferéncia de
outros genes de betalactamases nos resultados de CIM, foram realizados ensaios de
PCR para deteccdo de genes de ESBL nos transconjugantes resistentes a
ceftazidima-avibactam que albergavam novas variantes de KPC. Apés a PCR, foi
verificado que todos os transconjugantes carreavam apenas o gene blakpec, com
excegao dos transconjugantes TCN0244028 e TCN2192196, que foram positivos para
0s genes blacTx-m-15€ blatem-1, respectivamente. O gene blactx-m-15 estava presente no
mesmo plasmideo de blakec do seu isolado selvagem enquanto o gene blaTtem-1 foi

encontrado em um outro plasmideo de aproximadamente 78kb.
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5.7 PERFIL DE SENSIBILIDADE DOS ISOLADOS SELVAGENS E SEUS
TRANSCONJUGANTES OU TRANSFORMANTES E TESTE BLUE-CARBA

O perfil de sensibilidade aos carbapenémicos e cefalosporinas foi
determinado para todos os isolados incluidos nesse estudo. A maioria dos isolados
resistentes a ceftazidima-avibactam apresentaram resultado sensivel dose padrao ou
sensivel aumentando a exposi¢ao para imipenem e meropenem e resisténcia para o
ertapenem e cefalosporinas de 32 e 42 geragdes (Tabela 8). Todos esses isolados
apresentaram teste Blue-Carba negativo. O isolado M5191546, produtor de KPC-8,
foi resistente aos carbapenémicos (>32 mg/L) e a ceftazidima-avibactam (64 mg/L) e
apresentou positividade para o teste Blue-Carba. Outro isolado (N4214030 - P36),
apresentou duas variantes de KPC (KPC-33 e KPC-2), também resistentes aos
carbapenémicos (>32 mg/L) e a ceftazidima-avibactam (128 mg/L) e com teste Blue-
Carba positivo. Um dado interessante foi que os isolados selvagens de K.
pneumoniae, resistentes a ceftazidima-avibactam e positivos para blakrc, tiveram a
reducao da CIMeo para aztreonam de =264 mg/L para 2 mg/L, quando este foi
combinado com o avibactam. Apenas umisolado (N5303358 — P46), apresentou CIM
de 16 mg/L para a combinagdo aztreonam-avibactam. As CIMs obtidas com
transformantes e transconjugantes para a ceftazidima-avibactam variaram de 2 a 64
mg/L, enquanto os valores obtidos para os carbapenémicos foi <0,5mg/L. Todos os
transformantes e transconjugantes apresentaram teste Blue-Carba negativo, com
excegao do transconjugante TC M5191546 (P10), que apresentou Blue-Carba
positivo. Esse transconjugante albergava blakrc-s e apresentou CIM 8mg/L para os

carbapenémicos (Tabela 8).



Bnuiuod

9G9¢< 9G¢< ¢g< 79 99¢< 4 79< 4 ¢c Od ¢-OdM dy Z2-09¢¥829IN
9G6¢< 9G¢< ¢t< 4% 9 4 P9< 9 96¢< AN x201L-OdM dy L-09¢18C9IN 6d
9G9¢< 9G¢< ¢t< ¥9 99¢ G0 9< 14 79 Od ¢-O0dM dy £eGe9Z9IN
9GZ< 9G¢< 2e< G0 8 3 79 79 8¢l 4N 19-OdM dy cESYLLYIN 8d
L G'0 62'0s sZ'0s GZ'0s GZos 8 Z ¥9 3N GZ-OdM 00 '3 z-0£.0020X OL
3 l GZ'0s GZ'0s szZ'0s S0 3 [4 8¢l 34N «*G01-0OdM 1100 '3 8/628ZSIN DL
9GC< 9G¢< (¢g< (4 [4 c 79< 9G¢ 96¢ 34N xG01-0OdM dy 8/6¢8CSIN
95z< 95z< 9L STOS | L 92z 8k AN  SZ-OdM dyf z-oss000x  2d
9Gc< 9G¢< (Cg< 4 43 G0 9= 4 96¢ Od ¢-0d dy 1-0£.0020X
c G0 G20s g20s sz0s &cCos 1% 8 8¢l 34N 19-OdM jjoo '3  ¢€elve061 Ol
¥9 96  ct< 14 8 Gz'o } (4 79 4N }9-OdM dy €eLPE0BT 9d
4 Z G2'0s §Z'0os szos S0 8 8 8¢l 34N €e-0dM 1100 '3 G1$€9¢8T1 DL
9G6¢< 9G¢< (¢t< 3 8 GZL'0 P92 9l 8¢l 34N €€-0dM dy S1y€o2s 5d
8¢l cl 8 GZ'0s §ZL'o 4 79< 8cl 96¢< AN 06-OdM 0)Y] 696¢0¢/1 vd
Gl ¢ G2'0s Ss¢'0s sgos S0 1% [43 949¢< 3N 06-OdM 1100 '3 08¢€celo1 4l
9Gc< 8% c [4 Gz'o 3 79< 8cl 9G6¢< 3N 06-0OdM dy 0S€CelLal ed
9G9¢< 9G¢< ¢g< 9l 9l 3 79< 4 8¢l Od ¢-OdM dy cv/iv81a91
Gl l GZ'0s GZ'0s G2'0s Gz'o 8 ol gzl dN x€01L-OdM jjoo '3  /6/¥0€C1 Ol
9G9¢< 9G9¢c< €< 9l 9l G0 79< 9 8¢l 4N *€01L-OdM dy /6/¥0€C1
9G¢< 9G9¢< (€< 99¢< 94cC< 3 79< 8¢l 96¢ 4N x€01-OdM dy ¢-¢leSLELT ¢d
949¢< 9G9¢< €< 79 99¢< G0 79< 3 79 Od ¢-OdM dy L-CLESLELT
Z G'L 62'0s s2'0s G¢'os G0 Z I 8zl 3N LE-OdM 109 "3 LG80v6AIN DL
%1% 96 Ze< S0 8 c 8 9 96¢< 3N }€-0dM ay } G80V6AIN Ld
9G9¢< 9G¢< ¢g< 79 99¢< G0 1255 4 9¢¢ Od €-0dM dy 8991 E6AIN
(1/Bw)
19 NWNd dl13 WNdl W3IN IAZV-INLY WLV IAV-ZVD ZVD D9 djuelleA 9d) o109ds3 ai ojuaided

seijo}daodal

sedao @ sajuewlojsuel) no sajuebnluoosuel; ‘webeajes odi} op sedad ap DdY SSIUBLIBA 8 S8jelajorqoiajug ap Sewlujw Selo}iqiul SeQdeljuasuo) -g ejpgel

0L



TL

oedenuijuoo

v9 8¢l
9¢c< 8
9G¢<  ¥9
S 5
96¢< 9G¢<
9Gc< ¢t
9G¢< 9Gc<
8 I
9¢¢<  ¥9
9Gc< P9
9¢¢<  ¥9
96¢< 9G¢<
c Gl
9G¢< 9Gcl<
v 14
A% v
9l [
9G¢<  ¥9
(4 (4
ce 96
99¢< 9G¢<
14 14
9G¢< 8¢l
c 4
A% ¥9
[ [
9L 99¢<
96¢< 99¢
96¢< 9G¢<
v Gl

ce<
Ge'os
1%
Gz'o
ee<
Ge'os
8
Ge'os
ol
ee<
Gz'0s
9l
Ge'os
ce<
Ge'os
G0
Ge'os
9l
Ge'os
ee<
ee<
Ge'os
9l
G0
8
Ge'os
8
8
ee<
G0

Ge'os
S0
GZ'0s
Ge'os
G0
S0
GZ'0s
Ge'os
G0
Ge'os
G0
G0
Ge'os
2
Ge'os
GZ'0s
Ge'os
Gz'os
Ge'os
4
9l
Ge'os
G0
Ge'os
GZ'0s
Ge'os
G0
8
8cl
GZ'0s

14
Ge'os

Ge'os

Gz'os

Gz'os

GeZ'os

Ge'os

Ge'os

Gz'os

Gz'os

9G¢c<
Ge'os

Gz'os

Gz'os

9Gc
GZ'os

9l
125
¥9<
G0
Y9<
9
¥9<

¥9<

¥9<
ce

¥9<

¥9<
¥9=<
9l

8¢l
[4>
9G¢

ol
ol
9G¢
e
94¢
8¢l
A%
8¢l
9l
CSTAS

¥9

ol

[4%
e
94¢
12°)
9G¢
e
12°]
9l

96¢<
94¢
9Gc<
8¢l
94¢
CRTAS
CTAS
8¢l
96¢<
CITAS
96¢
94¢
8¢l
CSTAS
8¢l
94¢
96¢
9Gc<
8¢l
96¢<
¥9
94¢
9Gc<
¥9
94¢<
94¢
SISTAS
96¢<
96¢<
9G¢

3aN
3aN
aN
3aN
aN
3N
aN
3aN
aN
3aN
aN
3aN
3aN
aN
3aN
aN
3N
aN
3aN
aN
Od
3N
aN
3aN
aN
3N
aN
Od
Od
aN

€€-0dM
»k¥71-0dMX
*7L-OdM
€€-0OdM
€€-0OdM
06-OdM
06-OdM
*0VL-OdM
*0VL-OdM
€€-0dM
+90L-OdM
x*901L-OdM
+801-0OdM
*801L-OdM
GZ-OdM
GZ-OdM
€€-0dM
€€-0OdM
v1-0OdM
v1-OdMX
¢-OdM
18-0OdM
18-OdM
*6€L-0dM
*6€1L-0dM
x701-0OdM
«70L-OdM
8-OdM
8-0OdM
x»L0L-OdM

dy
1100 '3
dy
09 '3
dyf
1100 '3
dyf
00 '3
dyf
dy
09 '3
dyf
1102 '3
dyf
00 '3
dby
1100 '3
dyf
1100 ‘g
dyf
dyf
1100 '3
dyf
00 '3
0)Y]
1100 '3
dyf
1100 ‘g
dyf
1100 '3

€6CEECCN
961¢61¢N OL
961¢61¢N
L/0€G0CN OL
L/0€S0CN
LC9L0ELN D1
LZ9LOCLN
vLyP610N OL
vLy¥610N
09¥C90LN
8¢0¥ZON OL
8¢0¥1ZON
0SLLLLBIN D1
O€LLLLBIN
€LEEGL8IN O1
€LEEGLBIN
1681918 D1
1681918\
C66EVL8IN D1
C66EVL8IN
6¢8ECL8IN
€60CECLIN D1
€60CECLIN
YE6ELCLIN DL
vE6ELCLIN
6vSeLLLIN D1
6vSELLLIN
9PGLE6LGIN OL
OPSGLELSIN
09€¥8C¢9IN D1

ved
€¢d

¢cd

led

0cd
6Ld

8ld

Lld

9ld

Sid

vid

€id

cld

lid

oLd



L

oedenuijuoo

6l
Gl
94¢<
v
CSTAS
9
96¢<
c
SSTAS
96¢<
L
CISTAS
14
¢l
CITAS
G'l
cl

96¢<
<

2°]
Gl
94¢
14
CTAS
9
94¢<
4
9G¢
96¢<
Gl
9ac<
9
9l
CITAS

CITAS

96

ol
Gl
9Gc<
I

Gz'os

Gz'os

Gz'os
ol
Gz'os

ce<
GZ'0s
ee<
Ge'os
G0
ce<
G2'0s

Gz'0s

ol
GZ'0s
GZo
Gz'os

Gz'os
Gz'os

ce<
GZ'0s

Ge'os
Ge'os
GZ'0s
Ge'os
GZ'0s
Ge'os
GZ'0s
Ge'os
GZ'os
9g¢
G0
Gz'os
Ge'os
GZ'0s
Ge'os
Ge'0s
G0
GZ'os
Ge'os
GZ'0s
A
Ge'os
G0
Ge'os
GZ'0s
Ge'os
GZ'0s
Ge'os

GZ'0s

l
Ge'os

Gz'os

Ge'os

Gz'os

9G¢c<
GZ'os

Ge'os
GZL'o

GZ'os

STAN=

GZ'os

900
Gz'os

Gz'os

Gz'os

GZ'os

G0
Gz'os
Gz'o
Gz'o
Gz'o
Gz'o
Gz'o
Gz'o
Gz'o

GZ'0s
G0
gzo
G0
G0
Gzo

GezLo
G0
G0

Gzo

Gz'o
Gz'o
Gzo
Gz'o
G0
Gz'os
G0
Gec'0s

- < -

¥9<

8¢l
8
ct
9l
[4%
e
(4%
8
4%
8¢l
8
4>
ol
¥9
¥9
ol
96¢
8
8¢l
8¢l
¥9
94¢
ol
9l
[4%
ol
A%

ce
8

94¢
¥9
94¢<
99¢
CSTAS
96¢
94¢<
8¢l
SISTAS
96¢<
9G¢
9ac<
96¢
94¢<
CITAS
12°)
96¢<
8¢l
CITAS
96¢<
¥9
9ac<
94¢
94¢
CSTAS
8¢l
94¢<
8¢l
ISTAS
94¢

3aN
3aN
aN
3aN
aN
3aN
aN
3N
aN
Od
aN
3aN
3aN
aN
3N
aN
3aN
aN
3aN
aN
aN
3N
aN
3N
aN
3aN
aN
3N
aN
aN

€€-0dM
€€-0OdM
€€-0OdM
€€-0dM
€€-0OdM
€€-0dM
€€-0dM
€€-0dM
€€-0OdM
€€-0dM 8 2-0OdM
€€-0OdM
€€-0dM
*EVL-OdM
*EV1L-OdM
€€-0dM
89-OdM
89-0OdM
L£-OdM
L/-OdM
L€-OdM
*CV1L-OdMX
xCV1-0dM
€€-0OdM
€€-0dM
€€-0dM
8/-0dM
8/-0OdM
€€-0dM
€€-0OdM
€€-0OdM

dy
02 '3
dy
1109 3
dyf
109 '3
0)Y]
1100 "3
dyf
dy
1109 3
dy
102 '3
dyf
dyf
1100 '3
dyf
1109 3
dy
dyf
1109 '3
dyf
dyf
1109 3
dyf
02 '3
dyf
1109 '3
dyf
1109 '3

¥S/C90SN
L6EL90SN OL
L6€1L90SN
9PGEGCYN OL
9rGE6CYN
6.1LE€C0SN OL
6/.1E€C0SN
L/6¢6¢YN OL
L/6C6CYN
0€ovLZrN
LOLELCYN OL
LOLELCYN
L/8C0LYN OL
L/8E0LYN
88¢E0VN
0¢cerOrN OL
02cZEYOrN
8LEVLCEIN D1
8LEVLCEIN
LOCECLEN
8l6¢8LEN OL
8L6Z8LEN
96/VLIEN
609€/0EN O1
609¢/0EN
CE6LGCCN OL
CE6LGCCN
¥88L¥0EN D1
¥88L1Y0EN
€6CEECCN 0L

ivd
ovd

6€d

8¢d

Led
9¢d

S€d

ved
€ed

¢ed

led
ocd

6¢d
8¢d

l¢d

9¢d

SZd



‘eiojne ejad epIznpoid 8o

"3JUBWIO4SUBI} WN BIIpUl Ope|oS] (] 9p sdjue 4] wn ‘ajuebnluoosuel
wn eoipul ope|os! ] Op S8lue D] W 'BWIXB}0eD 19 ‘swidajed Nd ‘weuadeus 413 ‘weauadiwi Nd| ‘wauadoisw NI ‘Weloeqine-ewipize}sed AV
-7V ‘BWIpIZe}90 (7D ‘0pN}Sa 9)SaU SBIIOSap SajuelieA SBAOU (,) ‘eeiuownaudisenb ejjaisqary| :dby| ‘eeiuownsud ejaisqapy :dy| ‘eqied-en|g :0g :oedeinaiqy

0BSN|oU02
¥90'0 Lp0'0 SZ0S GZ0S SZOS G20 SZ0 G0 G0 3N - j00°3 0LdOLNOO T 2D
2€0'0 Z€0'0 S20S SZO0S GZ0S SZ0S 20 SZ0S G0 AN - j003  €SrH02°F 1D
& 8 2z L 8 9l  $9=  95z< 95z< AN bL-Od) dyy 8GES0SSN  Ovd
b € GZ0s G0 GZ0s SZ0s 9 8  $9 3N  ¥h-Od 1003  12212ZSN OL
o 9 gzl 9L ze< I v9z 82k 95z< IN  ¥h-Od) dyy JzzizesN vd
%€ 7€ 9 SZ0s ¥ S0 9L 8zl 95Z< IN  ££-OdM dy 0LZIZZSN  bhd
2. L SZ0S SZ0S §Z0S G20 ¢ 8 95z IN  €c-OdM 1003  LYOVBLGN OL
9Gz< 95z< 9L S0 b I 9z 82k 95z< IN  £6-Od) dy LovelGN  £7d
8 ¥ GZ0 SZ0s §Z0s SZos 8 8  95z< IN  GE-OdM 1023 LI9LZ0SN OL
b9 9  2e< SZOS ¢ G0 z¢ 8 95z< IN  SE-Od) dyy Lio1J06N ¥
¢l S GZO0S GZ0S §Z0S S20s L z€ 9 3N £e-OdM 1003  ¥5/290GN OL

€L



74

5.8 AVALIAGAO DE MUTAGOES EM GENES DE PORINAS Ompk35 E Ompk36 DE
ISOLADOS DE K. pneumoniae RESISTENTES A CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM

Os quinze primeiros isolados de K. pneumoniae resistentes a ceftazidima-
avibactam, que tiveram seu genoma sequenciado, foramavaliados quanto a presenga
de mutag¢des nos genes que codificam as porinas OmpK35 e OmpK36. Comparando-
se as sequéncias de aminoacidos, traduzidas das sequéncias nucleotidicas, de
OmpK35 e OmpK36, com as respectivas porinas da cepa selvagem K. pneumoniae
ATCC13883, foi verificada a presenca de mutacdes do tipo frameshift, levando a
leitura de um codon de parada prematuro nas porinas OmpK35 da maioria dos
isolados. Esse tipo de mutagao também foi observado no gene da porina OmpK36 do
isolado L8263415 (P5). Diversas modificagdes na porina OmpK36 foram observadas
nosisolados de K. pneumoniae resistentes a ceftazidima-avibactam avaliados, sendo
a insercao de glicina e aspartato (GD), localizada na por¢ao L3 da proteina, entre as
posicdes 134 e 135, a principal modificagdo observada (Tabela 9).

Tabela 9- Variagbes observadas nas porinas de OmpK35 e OmpK36 de isolados de K. pneumoniae
resistentes a ceftazidima-avibactam

Isolado  Espécie Va&:j‘gte OmpK35 OmpK36 C:fﬁ’ | (r“r’::;\lll_)
M8143992 Kp KPC-14 WT Sem alteragdo L3 16 2
MV940851 Kp KPC-31 WT GD ins 64 8
L8263415 Kp KPC-33 145-stop 17-stop 16 8
N2053077 Kp KPC-33 WT GD ins 16 4
N4213107 Kp KPC-33 89-stop GD ins 32 1
N5071671 Kp KPC-35 288-stop SD ins 8 2
L9034133 Kp KPC-61 145-stop GD ins 32 8
M4114532 Kp KPC-61 145-stop GD ins 64 8
L6132350 Kp KPC-90 WT Sem alteragdo L3 128 0,25
L2304797 Kp KPC-103 89-stop GD ins 64 16
M7173549 Kp KPC-104 145-stop GD ins 2 256
M5282978 Kp KPC-105 288-stop D ins 256 2
N0244028 Kp KPC-106 288-stop GD ins 128 1

M6284360-1 Kp KPC-107 89-stop GD ins 64 64
M9171130 Kp KPC-108 89-stop GD ins >256 4

Fonte: Produzida pela autora.
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5.9 PERFORMANCE DE TESTES IMUNOCROMATOGRAFICOS NA DETECGAO
DE VARIANTES KPC QUE CONFEREM FENOTIPO DE RESISTENCIA A
CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM

Vinte e quatro diferentes variantes KPC foram testadas para analise da
performance dos testes NG-Test CARBA-5 e O.K.N.V.l. RESIST-5 na detecgcao de
variantes KPC que conferem fenétipo de resisténcia a ceftazidima-avibactam.

O NG-Test CARBA-5 nao foi capaz de detectar 12 das 24 variantes KPC
dos isolados testados: KPC-31, KPC-33, KPC-68, KPC-71, KPC-78, KPC-90, KPC-
104, KPC-106, KPC-139, KPC-141, KPC-142 e KPC-143. Para as demais variantes
(n=12), o teste apresentou positividade (Tabela 10).

Com relagdo ao O.K.N.V.l. RESIST-5, o teste néo foi capaz de detectar 15
das 24 variantes KPC dos isolados testados: KPC-31, KPC-33, KPC-68, KPC-71,
KPC-78,KPC-90, KPC-104,KPC-105,KPC-106, KPC-108, KPC-139, KPC-140, KPC-
141, KPC-142 e KPC-143. Para as demais variantes (n=9), o teste apresentou
positividade (Tabela 10).

Ambos os testes apresentaram performances similares na detecgao de
variantes KPC. A negatividade do teste ocorreu, sobretudo, em variantes que
apresentaram mutacdo na posicao 179 de Ambler, principal regido relacionada a
mutacdes de variantes KPC que conferem fendétipo de resisténcia a ceftazidima-

avibactam (Tabela 10).
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Tabela 10- Performance dos testes imunocromatograficos NG-Test CARBA-5 e O.K.N.V.l. RESIST-5
na deteccao de variantes KPC relacionadas com a resisténcia a ceftazidima-avibactam

Variante KPC Alteracoes na sequéncia de MEM CAZ-AVI Blue- NG-Test RESIST-5
KPC derivada aminoacidos (mg/L) (mg/L) Carba Carba 5® 0.0.K.N.V.®
KPC-8 KPC-3 V240G 256 64 POS KPC KPC
KPC-25 KPC-2 ins166_EL 1 8 NEG KPC KPC
KPC-14 KPC-2 A242-GT-243 2 16 NEG KPC KPC
KPC-105* KPC-2 L169Q; Ins_271_15aa 2 256 NEG KPC NE
KPC-35 KPC-2 L169P 2 8 NEG KPC KPC
KPC-140* KPC-2 D179N, Ins_271_ 15aa 2 256 NEG KPC NE
KPC-81 KPC-2 Al173 4 32 NEG KPC KPC
KPC-108" KPC-2 Ins_183_10aa; Ins_271_15aa 4 >256 NEG KPC NE
KPC-61 KPC-3 S171P 8 32 NEG KPC KPC
KPC-103* KPC-2 Ins_271_12aa 16 64 NEG KPC KPC
KPC-107* KPC-2 Ins_196_28aa 64 64 NEG KPC KPC
KPC-44 KPC-2 ins_259-15aa =64 128 NEG KPC KPC
KPC-143* KPC-2 D179Y; T187S 0.125 64 NEG NE NE
KPC-90 KPC-2 Ins_180_YT 0.25 128 NEG NE NE
KPC-68 KPC-3 ins_182_SS 1 256 NEG NE NE
KPC-106* KPC-2 Ins_279 _TY; Ins_273_ SEAV 1 128 NEG NE NE
KPC-141* KPC-2 D179Y; Ins_239 G 1 256 NEG NE NE
KPC-78 KPC-2 D179A 2 32 NEG NE NE
KPC-104* KPC-2 Ins_179_TY; Ins_271_6aa 2 256 NEG NE NE
KPC-142* KPC-2 Ins_182_8S; Ins_271_6aa 2 256 NEG NE NE
KPC-71 KPC-2 ins_182_S 4 128 NEG NE NE
KPC-139* KPC-2 D179Y; Ins_271_6aa 4 256 NEG NE NE
KPC-31 KPC-3 D179Y 8 64 NEG NE NE
KPC-33 KPC-2 D179Y 8 16 NEG NE NE

Legenda: Kp: Klebsiella pneumoniae; Kqp: Klebsiella quasipneumoniae; (*): novas variantes descritas
neste estudo.

Nota: As células destacadas em azul evidenciam as divergéncias de resultados encontrados entre os
resultados obtidos com as duas marcas de testes imunocromatograficos avaliados.

Fonte: Produzida pela autora.
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6 DISCUSSAO

A resisténcia aos carbapenémicos € um problema grave e crescente em
todo o mundo. Neste estudo, foi observado que houve aumento estatisticamente
significativo da taxa de resisténcia ao ertapenem em isolados do Complexo K.
pneumoniae detectados em hospitais privados do Brasil. Em 2019, a taxa de
resisténcia ao ertapenem foi de 15,6% enquanto em 2021 essa taxa foi de 27,3%.
Essas taxas sdo inferiores aquela descrita por Tuon e colaboradores — 45,6% -
avaliando isolados coletados nos anos de 2016 a 2017 em laboratérios hospitalares
da Bahia, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, e Sdo Paulo (TUON et al., 2020).
Dois fatores podem ter contribuido para essa diferenca: um viés de coleta de isolados
ou o numerolimitado de isolados (n=193) utilizadono estudode Tuon e colaboradores
em comparagao com este estudo (n=14.298).

Entre isolados do Complexo K. pneumoniae resistentes ao ertapenem, foi
observado neste estudo um aumento estatisticamente significativo da taxa de
resisténcia a ceftazidima-avibactam de 4,2% em 2019 para 17,2% em 2021. Esses
dados indicam que a introducgéo da ceftazidima-avibactam em uso clinico no Brasil
coincidiu comum aumento progressivo na taxa de resisténcia a este antimicrobiano
no Complexo K. pneumoniae. O estudo INFORM com Enterobacterales isoladas no
periodo de 2015 a 2017, em sua maioria por Klebsiella spp., mostrou uma taxa de
resisténcia a ceftazidima-avibactam, entre isolados resistentes a carbapenémicos, de
12,5% na América Latina, mas trata-se de periodo anteriorao inicio do seu uso clinico
no Brasil. No mesmo periodo, a taxa de resisténcia na Europa foi de 23,2% e na Asia
essa taxa foi de 51,7% (SPILIOPOULOQOU et al., 2020). A pressao seletiva gerada pelo
uso do antimicrobiano e a disseminacgao de clones produtores de MBL tém sido
apontadas em diversos estudos como fatores que afetam as taxas de resisténcia a
ceftazidima-avibactam (KIFFER et al., 2023; ROSSOLINI; STONE, 2020; WISE et
al., 2023).

Neste estudo, observamos que houve uma redugado estatisticamente
significativa da taxa de isolados produtores de carbapenemases de classe A e
aumento da frequéncia de isolados produtores de carbapenemases de classe B ou
classes A e B de Ambler. Esses achados sao consistentes com a publicagao de Kiffer

e colaboradores que evidenciaram aumento significativo de frequéncia de genes de
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carbapenemases de classe B e reducao da frequéncia de blakrc em Enterobacterales
recentemente (KIFFER etal., 2023).

Uma grande diversidade de variantes de KPC foram detectadas neste
estudo. Dentre elas, as variantes KPC-8, KPC-14, KPC-31, KPC-33, KPC-35, KPC-
44, KPC-61, KPC-68, KPC-71, KPC-78, KPC-81 e KPC-90 ja foram implicadas na
resisténcia a ceftazidima-avibactam (DING et al., 2023). Para a variante KPC-25, o
fendtipo descrito em publicagdes recentes é de sensibilidade a ceftazidima-avibactam
(GU et al., 2023; HOBSON et al., 2020).

Foram detectadas onze novas variantes KPC neste estudo, sendo
depositadas no GenBankcomo KPC-103 a KPC-108 e KPC-139 a KPC-143. Essas
novas variantes apresentaram modificagdes préximo a alga Q e alga-270, regides
comumente relacionadas com a resisténcia a ceftazidima-avibactam (CARATTOLI et
al., 2021; LEBRETON etal., 2021; MUELLER etal., 2019).

A variante KPC mais frequente observada neste estudo foi a KPC-33. Essa
variante foi descrita pela primeira vez a partir de um isolado de K. pneumoniae
recuperado de um paciente apds 12 dias de exposic¢ao a ceftazidima-avibactam em
Porto Rico (GIDDINS et al., 2018). A KPC-33 € a variante de KPC-2 mais frequente
em todo o mundo. Em relagdo a variantes derivadas de KPC-3, a variante mais
frequente € a KPC-31 (DING et al., 2023). Ambas as variantes apresentam a
substituicao H179Y, principal mutacao relacionada com a resisténcia a ceftazidima-
avibactam (MOREIRA; CAIERAO, 2021).

A maioria dos isolados produtores de variantes de KPC pertenciaao CC258
(ST11 e ST258). Esse achado é consistente com diversas publicagées que descrevem
0 CC258 como o complexo clonal mais disseminado em todo o mundo (LOGAN;
WEINSTEIN, 2017; SHROPSHIRE et al., 2022). Além disso, as cepas pertencentes
ao ST11 foram consideradas o principal reservatério de variantes KPC que conferem
fendtipo de resisténcia a ceftazidima-avibactam na China (LIU et al., 2022).

Neste estudo, foram detectados quatro isolados que pertenciam ao ST16.
Este clone é considerado emergente e associado a altas taxas de mortalidade no
estado de Sao Paulo (ANDREY et al., 2020). Em nosso estudo, apesar do clone ST16
ter sido detectado exclusivamente no estado de S&o Paulo, estava presente em trés
hospitais distintos, 0 que é consistente com a descricdo de clone emergente na

literatura.
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Neste estudo, um unico isolado de K. pneumoniae pertencia ao ST25.
Alguns trabalhos tém relatado a emergéncia de cepas hipermucdides de K.
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e pertencentesao ST25 (CEJAS et al.,
2019; JURE et al., 2021; VELOSO et al., 2023); entretanto n&o avaliamos essa
caracteristica fenotipica em nosso estudo.

O unicoisoladode K. quasipneumoniae identificado neste estudo pertencia
ao ST367. Trés isolados clinicos de K. quasipneumoniae tipo capsular K1 e
pertencentes ao ST367 foram relatados na China. Esses isolados apresentaram um
plasmideo albergando blakrc coexistindo com um plasmideo contendo varios genes
de viruléncia (XIE et al., 2022). N&do encontramos, na literatura indexada, publicagdo
descrevendo a ocorréncia de variante de KPC, associada com a resisténcia a
ceftazidima avibactam, em K. quasipneumoniae.

O perfil clonal por PFGE dos seis isolados pareados, com perfis de
sensibilidade divergentes a ceftazidima-avibactam, foramidénticos, evidenciando que
as variantes de KPC de isolados pareados se originaram de mutagdes ocorridas no
gene blakpc albergado pelas cepas sensiveis a ceftazidima-avibactam. Os achados
deste estudo confirmam os disponiveis na literatura, a exemplo da primeira descri¢cao
de KPC-31 apds uso de ceftazidima-avibactam (SHIELDS et al., 2016). Outro dado
consistente com a analise por PFGE foi que em isolados recuperados da primeira
infecgdo, sensiveis a ceftazidima-avibactam, apresentaram uma cultura mista, com
isolados resistentes a ceftazidima-avibactam em menor quantidade.

Em nosso estudo, quinze grupos clonais foram identificados por PFGE. O
grupo clonal A foi o mais numeroso, sendo detectado em isolados de 15 pacientes,
em oito hospitais distintos, localizados nos Estados de SP e DF. A maioria desses
isolados pertencia ao ST258 e albergava o gene blakrc em um plasmideo hibrido,
IncX3-IncU.

Apesar do tamanho muito semelhante (= 46 kb) de todos os plasmideos
IncX-IncU, eles albergavam diferentes variantes, todas derivadas de blaxkpc-2. Esse
achado sugere que a disseminagao desses plasmideos foi anterior a ocorréncia de
mutagdes gerando variantes de blakpc. Outra evidénciaque suporta esta interpretacéo
€ que esses plasmideos IncX3-IncU foram altamente similares a um plasmideo de
mesmo grupo de incompatibilidade, alberguando blakrc-2, detectado a partir de um
isolado clinico de K. pneumoniae, envolvido em surto de resisténcia a colistina no

Brasil (FUGA et al., 2020). Além disso, outros plasmideos IncX3-IncU, albergando
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blakrc-2, foram detectados no Brasil em isolados de E. coli, recuperados a partir
infecgdo urinaria comunitaria ou fontes ambientais (DIAS et al., 2022; LOPES et al.,
2022).

Neste estudo, 36% das variantes KPC eram KPC-33. Apenas uma fracao
desses isolados teve 0 seu genoma completo sequenciado, mas o gene blakrc-33 foi
detectado em diferentes grupos de incompatibilidade de plasmideos (IncF, IncN, IncQ,
InX3/IncU). Em contraste, o gene blakrc-33 foi mais frequentemente detectado em
isolados do clone A, o que indica que essa maior frequéncia decome
predominantemente de disseminagado clonal e ndo disseminagédo de plasmideos.
Digno de nota, uma unica mutagcdo em blakpc-2 gera blakpc-33, resultando na
substituicao H179Y. Isso € uma das possiveis explicacdes para a maior frequéncia de
blaxrc-33entre as variantes detectadas neste estudo e para o fato de que blakrc-33€é a
variante mais detectada em todo o mundo, nos locais onde blakpc-2€é mais frequente
(HOBSON et al., 2022).

Os dois grupos de incompatibilidade mais frequentemente detectados em
nosso estudo foram IncN e IncF, mas esses plasmideos albergavam uma grande
diversidade de variantes de blakpc. Isso indica, assim como foi observado com
plasmideos IncX3-IncU, que a disseminagao de plasmideos que albergam blakpc é
anterior a ocorréncia de mutagdes que geraram as novas variantes de blakpc.

O Tn4401a foi a isoforma mais frequentemente detectada entre isolados
alberguando variantes blakpc em nosso estudo, estando associadas a plasmideos de
grupo de incompatibilidade IncF. A disseminagao de blakrc-2a partir de plasmideos
IncFll contendo a isoforma Tn4407a ja foi evidenciada no Brasil (ANDRADE et al.,
2011). Um estudo recente sobre vigilancia gendmica de Kilebsiella spp.
multirresistente, no periodo de 2007 a 2020, evidenciou que dois tercos dos isolados
de Klebsiella spp., alberguando blakrc-2, estavam associados a isoforma Th44071a e
associados a plasmideos IncF (DAVID et al., 2023). Nossos achados sdo consistentes
ao descrito na literatura, onde observa-se que as isoformas a e b do Th44017 sao as
mais disseminadas ao redor do mundo (ARAUJO et al., 2018).

O isolado M5191546 apresentou duas coépias da variante blakrc-s em seu
plasmideo, com insercdo do Tn4401b, um nafita principal de DNA e a outra copia na
fita complementar. Diferente dos isolados com as demais variantes, este mantém a
capacidade de hidrolisar imipenem, pois apresentou positividade para o teste blue-

carba e apresentou CIM elevada para os carbapenémicos (>32mg/L) e ceftazidima-
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avibactam (64mg/L). Essa variante difere de KPC-3 por uma unica substituigdo de
aminoacidos (V240G). A KPC-8 foi descrita pela primeira vez associada a um surto
de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos em um hospital em Porto Rico,
sendo detectada em cinco isolados (GREGORY et al., 2010). Em 2019, essa variante
foi associada pela primeira vez com a resisténcia a ceftazidima-avibactam. Trés
isolados, produtores de KPC-8, foram identificados a partir de amostras de urinade
pacientes sem uso prévio da ceftazidima-avibactam em Buenos Aires, Argentina.
Essas variantes apresentaram CIM de 16mg/L para ceftazidima-avibactam e seu
transconjugante CIM 1mg/L (GARCIA et al., 2020). E possivel que a duplicidade do
gene blakpc-s em nosso isolado, tenha contibuido com o aumento da CIM para a
ceftazidima-avibactam.

A nova variante, KPC-106, foi encontrada associada ao Tn4407, em um
plasmideo albergando outros trés genes de resisténcia: blactx-m-15; € 0s genes aadA2
e dfrA12 em um integron de classe 1. O plasmideo apresentou alta similaridade com
um plasmideo detectado em um isolado de K. pneumoniae, recuperado de um
paciente internado em um hospital em Praga, em 2019. Esse plasmideo apresentava
replicons tipo IncFll-IncFIB, e albergava trés genes de betalactamase: blactx-m-1s,
blaoxa-1, blatem-1B. (CHUDEJOVA et al., 2021). CTX-M-15 é uma das ESBL mais
disseminadas em Enterobacterales, e frequentemente associadas a plasmideos
IncFIB (BEVAN; JONES; HAWKEY, 2017; ROCHA-GRACIA et al., 2022; VILLA et
al., 2010). A insergcao de blakrc pela transposicdo do Tn4401 em um plasmideo
originalmente relacionado com a disseminagdo de genes de ESBL gera uma
preocupacao do ponto de vista epidemioldgico.

Os isolados do Complexo K. pneumoniae resistentes a ceftazidima-
avibactam apresentaram aumento da sensibilidade para os carbapenémicos. Esses
achados sao corroborados por diversos trabalhos, onde observou-se que a resisténcia
a ceftazidima-avibactam normalmente € acompanhada de aumento da sensibilidade
aos carbapenémicos pela sele¢cao de mutantes blakrc de baixa afinidade para esses
antimicrobianos (GAIBANI et al., 2018; MUELLER et al., 2019). Um dado interessante
foi que a maioria dos isolados resistentes a ceftazidima-avibactam apresentaram
sensibilidade para a nova combinag¢ao de aztreonam-avibactam, evidenciando que a
atividade desse inibidornaofoi alterada para essa colecao de isolados. Alguns autores
tém demonstrado que as variantes de KPC apresentam maior afinidade pela

ceftazidima, diminuindo a chance de ligagdo com avibactam e n&do a redugao de sua
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afinidade (MOREIRA; CAIERAO, 2021). Isso explica as CIMs elevadas para
aztreonam isoladamente, mas baixas para aztreonam na preseng¢a de avibactam
observadas neste estudo. Resultados semelhantes foram evidenciados em um
recente estudo com mutantes in vitro (FINDLAY et al., 2021).

A maioria dos transconjugantes apresentou CIMs que variaram entre 16 e
64mg/L para ceftazidima-avibactam, evidenciandoque essas variantes KPC possuem
uma eficiéncia catalitica aumentada para a ceftazidima e nao séo inibidas pelo
avibactam, quando em associagdo com a ceftazidima, levando a resisténcia a este
composto. Outros transconjugantes albergando variantes de KPC-14, KPC-25, KPC-
35, KPC-44,KPC-61,KPC-71, apresentaram umdiscreto aumentoda CIM (0,25 para
2 a 8 mg/L), com padrdao de sensibilidade, sugerindo que outros mecanismos de
resisténcia a ceftazidima-avibactam possam estar envolvidos. Além disso, os
transconjugantes albergando variantes KPC-33 apresentaram CIMs que variaram de
8 a 32 mg/L, sugerindo que possa haver variagdo no numero de copias e expressao
dos genes blakpc nesses isolados.

Dentre os isolados de K. pneumoniae resistentes a ceftazidima-avibactam
avaliados quanto a presenga de mutagdes nos genes que codificam as porinas
OmpK35 e OmpK36, incluindo algumas variantes KPC (KPC-61, KPC-33, KPC-61
KPC-14, KPC-35), cujos seus transconjugantes apresentaram discreto aumento da
CIM para ceftazidima-avibactam, a maioria apresentou mutag¢des do tipo frameshift,
que resultaram em um stop cédon prematuro e truncamento da porina OmpK35. A
OmpK35 truncada n&o apresenta o residuo C-terminal importante (fenilalanina)
necessario para sua insercdo na membrana externa, portanto, sdo usualmente
disfuncionais. Esse tipo de mutagao tem sido comumente observado em isolados de
K. pneumoniae (ST258) produtores de KPC. Além disso, diversas modificagbes na
porina OmpK36 foram observadas. A principal modificagdo foi uma duplicacdo de
glicina e aspartato (GD) nas posi¢des 134 e 135 da porgéo L3 da proteina. Alteragao
na regidao L3 de OmpK36 em K. pneumoniae ja foi relacionada a diminuigdo da
sensibilidade para ceftazidima-avibactam (CASTANHEIRA et al., 2020). Um estudo
publicado por Wong et al (2019) evidenciou que inser¢ao de GD em L3 de OmpK36
resultou em uma conformacao de alga estendida que se interpde no canal da porina,
reduzindo seu didametro em 26%. N&ao é possivel afirmar, no entanto, se essas
mutagdes contribuiram com o aumento das CIMs para ceftazidima-avibactam em

nossa colecio de isolados.
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O surgimento de novas variantes KPC tém sido um desafio ao diagndstico
laboratorial. Os testes moleculares atualmente em uso nos laboratérios diagndsticos
nao sao capazes de diferenciar variantes blakrc. A presenca de novas variantes KPC
pode ser desconhecida por muitos laboratérios que nao dispdem de métodos
moleculares de diagnéstico. A avaliagédo da frequéncia dessas novas variantes
representam umimpacto do ponto de vista epidemioldgico.Para avaliar esse impacto,
discos de ceftazidima-avibactam foram incluidos nos antibiogramas de
Enterobacterales e nas culturas de vigilancia de todos os hospitais colaboradores
deste projeto. E certo que a maioria das variantes KPC estio associadas ao aumento
da sensibilidade aos carbapenémicos, no entanto, ainda torna-se fundamental o
controle da disseminagao dessas variantes no ambiente hospitalar. Estudos
apontaram que subpopulacdes de K. pneumoniae produtoras de KPC, com diferentes
perfis de resisténcia, podem ocorrer simultaneamente apés o tratamento com a
ceftazidima-avibactam. (BIANCO et al., 2020; GAIBANI et al., 2018). Além disso, a
coexisténciade plasmideos albergando diferentes variantes KPC € uma preocupagao.
Em nosso estudo, o isolado N4214030 (P36) apresentou dois plasmideos distintos,
IncFII(K)-FIB e ColRNAI, albergando as variantes blakrec-33 e blakprc-2,
respectivamente, resultando em resisténcia aos carbapenémicos e a ceftazidima-
avibactam.

Testes imunocromatograficos tém sido cada vez mais procurados pelos
laboratdrios clinicos, em vista da rapidez, facilidade e eficacia do método na detecgao
de carbapenemases. Em nosso estudo, foram avaliados dois testes, comercialmente
disponiveis no Brasil para a deteccédo de carbapenemases, o NG-Test CARBA-5¢e o
O.K.N.V.I RESIST-5. Ambos os testes apresentaram performances similares na
deteccdo de variantes KPC. A negatividade do teste ocorreu em variantes que
apresentaram mutagbes proximo a alga dmega, em especial naquelas variantes
apresentando a mutagdo D179Y. Um estudo semelhante foi conduzido por Gu et al
(2023). Onze variantes KPC foram avaliadas no NG-Test CARBA-5 (KPC-25, KPC-
33, KPC-35, KPC-51, KPC-52, KPC-71, KPC-76, KPC-77, KPC-78, KPC-93 e KPC-
123). O teste foi negativo para isolados produtores de seis dessas variantes (KPC-33,
KPC-52, KPC-71, KPC-76, KPC-77, KPC-123). A maioria dessas variantes
apresentaram a substituicdo D179Y. Curiosamente, a variante apresentando a
substituicdo D179N (KPC-51), apresentou teste positivo (GU et al., 2023). Em nosso

estudo, uma variante que continhaasubstituicdo D179N, foi positiva para KPCno NG-
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Test CARBA-5 e negativano RESIST-5. Um resultado discordante foi que umisolado
produtor de KPC-78 (D179A) no estudo de Gu et al (2023) apresentou resultado
positivo para KPC e em nosso estudo o teste foi negativo em ambos os testes
comerciais.

O fato de que algumas variantes KPC que conferem resisténcia a
ceftazidima-avibactam sdo detectadas pelos testes imunocromatograficos é
preocupante, pois no Brasil em alguns hospitais esses testes tém sido utilizados para
orientar tratamento empirico com ceftazidima-avibactam. Uma alternativa seria
combinar o uso do teste imunocromatografico com o teste Blue-Carba, pois as
variantes que conferem resisténcia a ceftazidima-avibactam, em sua maioria, n&o
hidrolisam imipenem. Mesmo assim, pode haver expressdo de KPC-8 que confere
resisténcia a ceftazidima-avibactam ou coexpressdo de KPC-2 e KPC-33. Nossos
achados evidenciam que no Brasil é desaconselhavel utilizar os testes
imunocromatograficos para guiar uso de ceftazidima-avibactam sem o resultado do

teste de sensibilidade.
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7 CONCLUSOES

1. Houve um aumento na taxa de resisténcia ao ertapenem e a ceftazidima-
avibactam em isolados do Complexo K. pneumoniae durante o periodo de
estudo, com a reducio da taxa de isolados produtores de carbapenemases de
classe A e aumento da frequéncia de isolados produtores de carbapenemases
de classe B ou classes A e B de Ambler.

2. Uma grande diversidade de variantes KPC foi identificada neste estudo, sendo
a KPC-33 a variante mais frequente.

3. Onze novas variantes de KPC foram identificadas, sendo denominadas KPC -
103 a KPC-108 e KPC-139 a KPC-143.

4. Os grupos de incompatibilidade IncF e IncN foram os mais frequentes entre
isolados do Complexo K. pneumoniae alberguando variantes blakrc.

5. O Tn4401a foi a isoforma mais frequentemente detectada em nosso estudo,
sendo associada a plasmideos IncF.

6. Quinzegruposclonaisforam identificados neste estudo. A maioria dos isolados
pertencia ao ST11. O grupo clonal A foi o0 mais abundante e pertencia ao
ST258, sendo detectado em isolados que alberguavam diferentes variantes de
KPC, sugerindo que a disseminacéao dos plasmideos que alberguavam blakrc
foi anterior a ocorréncia de mutagdes que geraram as novas variantes.

7. A maioria dos isolados do Complexo K. pneumoniae resistentes a ceftazidima-
avibactam e seus transconjugantes ou transformantes apresentaram reducéo
das concentracdesinibitérias minimas para os carbapenémicos e sensibilidade
para a combinacdo de aztreonam-avibactam, evidenciando que a atividade
desse inibidor nao foi alterada para essa coleg¢ao de isolados.

8. Entre os isolados que foram selecionados para avaliacdo da presenca de
mutacdes em porinas OmpK35 e OmpK36, a maioria apresentou mutagdes do
tipo framshiff em OmpK35 e insergdes de aminoacidos (GD) em OmpK36, ndo
sendo possivel afirmar, no entanto, se essas mutagdes contribuiram com o
aumento das CIMs para ceftazidima-avibactam.

9. Os testes imunocromatograficos NG-Test CARBA-5 e RESIST-5 identificaram,
respectivamente, 48% e 35% das variantes KPC que apresentaram teste Blue-
Carba negativo.



86

REFERENCIAS

ADEOLU, M. et al. Genome-based phylogeny and taxonomy of the
'Enterobacteriales': proposal for Enterobacterales ord. nov. divided into the families
Enterobacteriaceae, Erwiniaceae fam. nov., Pectobacteriaceae fam. nov.,
Yersiniaceae fam. nov., Hafniaceae fam. nov., Morganellaceae fam. nov., and
Budviciaceae fam. nov. Int J Syst Evol Microbiol, v. 66, n. 12, p. 5575-5599, Dec
2016.

AMBLER, R. P. The structure of beta-lactamases. Philos Trans R Soc Lond B Biol
Sci, v. 289, n. 1036, p. 321-31, May 16 1980.

ANDRADE, L. N. et al. Dissemination of blaKPC-2 by the spread of Klebsiella
pneumoniae clonal complex 258 clones (ST258, ST11, ST437) and plasmids (IncFlI,
IncN, IncL/M) among Enterobacteriaceae species in Brazil. Antimicrob Agents
Chemother, v. 55, n. 7, p. 3579-83, Jul 2011.

ANDREY, D. O. et al. An Emerging Clone, Klebsiellapneumoniae Carbapenemase
2-Producing K. pneumoniae Sequence Type 16, Associated With High Mortality
Rates in a CC258-Endemic Setting. Clin Infect Dis, v. 71,n.7, p. e141-e150, Oct 23
2020.

ANVISA. Microbiologia Clinica para o Controle de Infec¢cao Relacionada a
Assisténcia a Saude. Médulo 10- Detec¢ao dos Principais Mecanismos de
Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos pelo Laboratério de Microbiologia
Clinica. Brasilia. 10 volumes: 160 p. 2020.

. COMUNICADO DE RISCO GVIMS/GGTES/ANVISA N° 01/2021:
Identificagcao de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos,
produtora de KPC e NDM em servigos de saude. Brasilia: 8 p. 2021a.

.NOTA TECNICA GVIMS/GGTES/ANVISA N° 05/2021: Orientagdes para
prevencao e controle da disseminagao de microrganismos multirresistentes
em servigos de saude no contexto da pandemia da COVID-19. Brasilia 37 p.
2021b.

. Programa Nacional de Prevencgao e Controle de Infec¢coes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (PNPCIRAS) 2021 a 2025. Brasilia: 61 p.
2021c.

ARAUJO, B. F. etal. Insights into a novel Tn4401 deletion (Tn4401i) in a multidrug-
resistant Klebsiella pneumoniae clinical strain belonging to the high-risk clonal group
258 producing KPC-2. Int J Antimicrob Agents, v. 52, n. 4, p. 525-527, Oct 2018.



87

BARTOLLETI, F. et al. Polymyxin B Resistance in Carbapenem-Resistant Klebsiella
pneumoniae, Sao Paulo, Brazil. Emerg Infect Dis, v. 22, n. 10, p. 1849-51, Oct
2016.

BEVAN, E.R.; JONES, A. M.; HAWKEY, P. M. Global epidemiology of CTX-M beta-
lactamases: temporal and geographical shifts in genotype. J Antimicrob
Chemother,v. 72, n. 8, p. 2145-2155, Aug 1 2017.

BEYROUTHY, R. et al. MCR-1 and OXA-48 In Vivo Acquisition in KPC-Producing
Escherichia coli after Colistin Treatment. Antimicrob Agents Chemother, v. 61, n.
8, Aug 2017.

BIANCO, G. et al. Carbapenemase detection testing in the era of
ceftazidime/avibactam-resistant KPC-producing Enterobacterales: A 2-year
experience. J Glob Antimicrob Resist, v. 24, p. 411-414, Mar 2021.

BIANCO, G. et al. Bloodstream infection by two subpopulations of Klebsiella
pneumoniae ST1685 carrying KPC-33 or KPC-14 following ceftazidime/avibactam
treatment: considerations regarding acquired heteroresistance and choice of
carbapenemase detection assay. J Antimicrob Chemother, v. 75, n. 10, p. 3075-
3076, Oct 1 2020.

BIRNBOIM, H. C.; DOLY, J. A rapid alkaline extraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res, v. 7, n. 6, p. 1513-23, Nov 24 1979.

BRASIL, M. D. S., SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, DEPARTAMENTO
DE VIGILANCIA DAS DOENCAS TRANSMISSIVEIS. Plano de agdo nacional de
prevencao e controle da resisténcia aos antimicrobianos no ambito da saude
unica 2018-2022 (PAN-BR) Brasilia: 24 p. 2019.

BRINK, A. J. Epidemiology of carbapenem-resistant Gram-negative infections
globally. Curr Opin Infect Dis, v. 32, n. 6, p. 609-616, Dec 2019.

BUSH, K. Past and Present Perspectives on beta-Lactamases. Antimicrob Agents
Chemother, v. 62, n. 10, Oct 2018.

BUSH, K.; BRADFORD, P. A. Epidemiology of beta-Lactamase-Producing
Pathogens. Clin Microbiol Rev, v. 33, n. 2, Mar 18 2020.

BUSH, K.; JACOBY, G. A. Updated functional classification of beta-lactamases.
Antimicrob Agents Chemother, v. 54, n. 3, p. 969-76, Mar 2010.



88

BUSH, K.; JACOBY, G. A.; MEDEIROS, A. A. A functional classification scheme for
beta-lactamases and its correlation with molecular structure. Antimicrob Agents
Chemother, v. 39, n. 6, p. 1211-33, Jun 1995.

CANO, A. et al. Use of carbapenems in the combined treatment of emerging
ceftazidime/avibactam-resistant and carbapenem-susceptible KPC-producing
Klebsiella pneumoniae infections: Report of a case and review of the literature. J
Glob Antimicrob Resist, v. 22, p. 9-12, Sep 2020.

CARATTOLI, A. et al. Evolutionary Trajectories toward Ceftazidime-Avibactam
Resistance in Klebsiella pneumoniae Clinical Isolates. Antimicrob Agents
Chemother, v. 65, n. 10, p. e0057421, Sep 17 2021.

CASTANHEIRA, M. et al. Ceftazidime-avibactam activity against a challenge set of
carbapenem-resistant Enterobacterales: Ompk36 L3 alterations and beta-lactamases
with ceftazidime hydrolytic activity lead to elevated MIC values. Int J Antimicrob
Agents, v. 56, n. 1, p. 106011, Jul 2020.

CASTILLO-POLO, J. A. et al. Outbreak by KPC-62-producing ST307 Klebsiella
pneumoniae isolates resistant to ceftazidime/avibactam and cefiderocol in a
university hospital in Madrid, Spain. J Antimicrob Chemother, v. 78,n. 5, p. 1259-
1264, May 3 2023.

CDER, C.0O. D. E. A. R. Novel Drugs 2015. US: Food and Drug Administration: 20p
p. 2016.

CEJAS, D. et al. Changing epidemiology of KPC-producing Klebsiella pneumoniae
in Argentina: Emergence of hypermucoviscous ST25 and high-risk clone ST307. J
Glob Antimicrob Resist, v. 18, p. 238-242, Sep 2019.

CHEN, Y. et al. Dynamic evolution of ceftazidime-avibactam resistance due to
interchanges between bla(KPC-2) and bla(KPC-145) during treatment of Klebsiella
pneumoniae infection. Front Cell Infect Microbiol, v. 13, p. 1244511, 2023.

CHERUVANKY, A. etal. Enhanced Klebsiella pneumoniae Carbapenemase
Expression from a Novel Tn4401 Deletion. Antimicrob Agents Chemother, v. 61, n.
6, Jun 2017.

CHUDEJOVA, K. etal. Genetic Plurality of OXA/NDM-Encoding Features
Characterized From Enterobacterales Recovered From Czech Hospitals. Front
Microbiol, v. 12, p. 641415, 2021.

DAS, S. et al. Selecting the dosage of ceftazidime-avibactam in the perfect storm of
nosocomial pneumonia. Eur J Clin Pharmacol, v. 76, n. 3, p. 349-361, Mar 2020.



89

DAVID, S. et al. Genomic surveillance of multidrug-resistant Klebsiella in Wales
reveals persistent spread of Klebsiella pneumoniae ST307 and adaptive evolution of
pOXA-48-like plasmids. Microb Genom, v. 9, n. 5, May 2023.

DIPILATO, V. et al. KPC-53, a KPC-3 Variant of Clinical Origin Associated with
Reduced Susceptibility to Ceftazidime-Avibactam. Antimicrob Agents Chemother,
v. 65, n.1, Dec 16 2020.

DIAS, J. B. et al. MDR Escherichia coli carrying CTX-M-24 (IncF[F-:A1:B32]) and
KPC-2 (IncX3/IncU) plasmids isolated from community-acquired urinary trainfection
in Brazil. Braz J Infect Dis, v. 26, n. 6, p. 102706, Nov-Dec 2022.

DING, L. et al. Klebsiella pneumoniae carbapenemase variants: the new threat to
global public health. Clin Microbiol Rev, p. e0000823, Nov 8 2023.

DING, L. et al. Comparison of Four Carbapenemase Detection Methods for bla(KPC -
2) Variants. Microbiol Spectr, v. 9,n. 3, p. e0095421, Dec 22 2021.

DOU, D. O. D. U. RESOLUGAO-RE N° 1.634, DE 21 DE JUNHO DE 2018. Anexo.
ANVISA: Brasil. 056312018062500034 2018.

ESTABROOK, M. et al. Epidemiology of Resistance Determinants Identified in
Meropenem-Nonsusceptible Enterobacterales Collected as Part of a Global
Surveillance Study, 2018 to 2019. Antimicrob Agents Chemother, v. 67,n.5, p.
0140622, May 17 2023.

FDASIA,F.A. D.A. S. A.|. A. Public Law 112-144. TITLE VIII—GENERATING
ANTIBIOTIC INCENTIVES NOW. ADMINISTRATION, F. A. D.: 993-1132 p p. 2012.

FINDLAY, J. et al. KPC-Mediated Resistance to Ceftazidime-Avibactam and
Collateral Effects in Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother, v. 65,
n. 9, p.e0089021, Aug 17 2021.

FONSECA, E. L. etal. A one-step multiplex PCR to identify Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella variicola, and Klebsiella quasipneumoniae in the clinical routine. Diagn
Microbiol Infect Dis, v. 87, n. 4, p. 315-317, Apr 2017.

FUGA, B. et al. Novel small IncX3 plasmid carrying the bla(KPC-2) gene in high-risk
Klebsiella pneumoniae ST11/CG258. Diagn Microbiol Infect Dis, v. 96, n. 2, p.
114900, Feb 2020.

GAIBANI, P. et al. Genome characterization of a Klebsiella pneumoniae co-
producing OXA-181 and KPC-121 resistant to ceftazidime/avibactam,



90

meropenem/vaborbactam, imipenem/relebactam and cefiderocol isolated from a
critically ill patient. J Glob Antimicrob Resist, v. 30, p. 262-264, Sep 2022.

GAIBANI, P. et al. Genomic characterization of a Klebsiella pneumoniae ST1519
resistant to ceftazidime/avibactam carrying a novel KPC variant (KPC-36). Int J
Antimicrob Agents, v. 55, n. 1, p. 105816, Jan 2020.

GAIBANI, P. et al. In vivo evolution of resistant subpopulations of KPC-producing
Klebsiella pneumoniae during ceftazidime/avibactam treatment. J Antimicrob
Chemother, v. 73, n. 6, p. 1525-1529, Jun 1 2018.

GALANI, I. et al. Genomic characterization of a KPC-23-producing Klebsiella
pneumoniae ST258 clinical isolate resistant to ceftazidime-avibactam. Clin Microbiol
Infect, v. 25, n. 6, p. 763 €5-763 €8, Jun 2019.

GALANI, I. et al. Emergence of ceftazidime-avibactam resistance through distinct
genomic adaptations in KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae of sequence type
39 during treatment. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, v. 40, n. 1, p. 219-224, Jan
2021.

GARCIA, J. etal. Emergence of ceftazidime/avibactam resistance in KPC-8-
producing Klebsiella pneumoniae in South America. Clin Microbiol Infect, v. 26, n.
9, p. 1264-1265, Sep 2020.

GIDDINS, M. J. et al. Successive Emergence of Ceftazidime-Avibactam Resistance
through Distinct Genomic Adaptations in blaKPC-2-Harboring Klebsiella pneumoniae
Sequence Type 307 Isolates. Antimicrob Agents Chemother, v. 62, n. 3, Mar 2018.

GREGORY, C. J. etal. Outbreak of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae in

Puerto Rico associated with a novel carbapenemase variant. Infect Control Hosp
Epidemiol, v. 31, n. 5, p. 476-84, May 2010.

GU, D. et al. Comparison of the NG-Test Carba 5, Colloidal Gold Immunoassay
(CGI) Test, and Xpert Carba-R for the Rapid Detection of Carbapenemases in
Carbapenemase-Producing Organisms. Antibiotics (Basel), v. 12, n. 2, Feb 2 2023.

GUO, Y. et al. Mutations in porin LamB contribute to ceftazidime-avibactam
resistance in KPC-producing Klebsiella pneumoniae. Emerg Microbes Infect, p. 1-
22, Sep 23 2021.

GUZMAN-PUCHE, J. et al. In vivo selection of KPC-94 and KPC-95 in Klebsiella
pneumoniae isolates from patients treated with ceftazidime/avibactam. Int J
Antimicrob Agents, v. 59, n. 2, p. 106524, Feb 2022.



91

HEMARAJATA, P.; HUMPHRIES, R. M. Ceftazidime/avibactam resistance
associated with L169P mutation in the omega loop of KPC-2. J Antimicrob
Chemother,v. 74, n. 5, p. 1241-1243, May 1 2019.

HERNANDEZ-GARCIA, M. et al. Impact of Ceftazidime-Avibactam Treatmentin the
Emergence of Novel KPC Variants in the ST307-Klebsiella pneumoniae High-Risk
Clone and Consequences for Their Routine Detection. J Clin Microbiol, v. 60, n. 3,
p. €0224521, Mar 16 2022.

HIDALGO-GRASS, C. et al. KPC-9, a novel carbapenemase from clinical specimens
in Israel. Antimicrob Agents Chemother, v. 56, n. 11, p. 6057-9, Nov 2012.

HOBSON, C. A. et al. KPC Beta-Lactamases Are Permissive to Insertions and
Deletions Conferring Substrate Spectrum Modifications and Resistance to
Ceftazidime-Avibactam. Antimicrob Agents Chemother, v. 64, n. 12, Nov 17 2020.

HOBSON, C. A. et al. Klebsiellapneumoniae Carbapenemase Variants Resistant to
Ceftazidime-Avibactam: an Evolutionary Overview. Antimicrob Agents Chemother,
v. 66, n. 9, p. e0044722, Sep 20 2022.

HUANG, X. et al. Emergence of KPC-134, a KPC-2 variant associated with
ceftazidime-avibactam resistance in a ST11 Klebsiella pneumoniae clinical strain.
Microbiol Spectr,v. 11, n. 5, p. e0072523, Sep 29 2023.

HUMPHRIES, R. M. et al. First Report of Ceftazidime-Avibactam Resistance in a
KPC-3-Expressing Klebsiella pneumoniae Isolate. Antimicrob Agents Chemother,
v. 59, n. 10, p. 6605-7, Oct 2015.

JIANG, M. et al. Diversity of Ceftazidime-Avibactam Resistance Mechanism in
KPC2-Producing Klebsiella pneumoniae Under Antibiotic Selection Pressure. Infect
Drug Resist, v. 15, p. 4627-4636, 2022.

JOSA, M. D. et al. Comparative Evaluation of Phenotypic Synergy Tests versus
RESIST-4 O.K.N.V. and NG Test Carba 5 Lateral Flow Immunoassays for the
Detection and Differentiation of Carbapenemases in Enterobacterales and
Pseudomonas aeruginosa. Microbiol Spectr, v. 10, n. 1, p. 0108021, Feb 23 2022.

JURE, M. A. et al. Draft genome sequences of two hypermucoviscous carbapenem-
resistant ST25 Klebsiella pneumoniae strains causing respiratory and systemic
infections. J Glob Antimicrob Resist, v. 26, p. 174-176, Sep 2021.

KARLOWSKY, J. A. et al. In vitro activity of ceftazidime-avibactam against
Enterobacterales and Pseudomonas aeruginosa isolates collected in Latin America



92

as part of the ATLAS global surveillance program, 2017-2019. Braz J Infect Dis, v.
25,n.6,p. 101647, Nov-Dec 2021.

KAZMIERCZAK, K. M. et al. Epidemiology of Carbapenem Resistance Determinants
Identified in Meropenem-Nonsusceptible Enterobacterales Collected as Part of a
Global Surveillance Program, 2012 to 2017. Antimicrob Agents Chemother, v. 65,
n.7, p.e0200020, Jun 17 2021.

KIFFER, C.R. V. et al. A 7-Year Brazilian National Perspective on Plasmid-Mediated
Carbapenem Resistance in Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa, and
Acinetobacter baumannii Complex and the Impact of the Coronavirus Disease 2019
Pandemic on Their Occurrence. Clin Infect Dis, v. 77, n. Suppl 1, p. S29-S37, Jul 5
2023.

KOPOTSA, K.; OSElI SEKYERE, J.; MBELLE, N. M. Plasmid evolution in
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae: a review. Ann N Y Acad Sci, v.
1457, n.1,p. 61-91, Dec 2019.

LAGACE-WIENS, P.; WALKTY, A.; KARLOWSKY, J. A. Ceftazidime-avibactam: an
evidence-based review of its pharmacology and potential use in the treatment of
Gram-negative bacterial infections. Core Evid, v. 9, p. 13-25, 2014.

LEBRETON, F. et al. Characterization of KPC-82, a KPC-2 Variant Conferring
Resistance to Ceftazidime-Avibactam in a Carbapenem-Nonsusceptible Clinical
Isolate of Citrobacter koseri. Antimicrob Agents Chemother, v. 65,n.7, p.
e0015021, Jun 17 2021.

LEE, C. R. etal. Global Dissemination of Carbapenemase-Producing Klebsiella
pneumoniae: Epidemiology, Genetic Context, Treatment Options, and Detection
Methods. Front Microbiol, v. 7, p. 895, 2016.

LI, D. et al. Ceftazidime-Avibactam Resistance in Klebsiella pneumoniae Sequence
Type 11 Due to a Mutation in Plasmid-Borne bla kpc-2 to bla kpc-33, in Henan,
China. Infect Drug Resist, v. 14, p. 1725-1731, 2021.

LI, X. et al. Molecular Mechanisms Driving the In Vivo Development of KPC-71-
Mediated Resistance to Ceftazidime-Avibactam during Treatment of Carbapenem-
Resistant Klebsiella pneumoniae Infections. mSphere, v. 6, n. 6, p. e€0085921, Dec
22 2021.

LI, X. et al. Emergence of a KPC Variant Conferring Resistance to Ceftazidime-
Avibactam in a Widespread ST11 Carbapenem-Resistant Klebsiella pneumoniae
Clone in China. Front Microbiol, v. 12, p. 724272, 2021.



93

LIU, C. et al. The Rapid Emergence of Ceftazidime-Avibactam Resistance Mediated
by KPC Variants in Carbapenem-Resistant Klebsiella pneumoniae in Zhejiang
Province, China. Antibiotics (Basel), v. 11, n. 6, May 30 2022.

LIVERMORE, D. M. et al. Activity of ceftazidime/avibactam against problem
Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa in the UK, 2015-16. J
Antimicrob Chemother, v. 73, n. 3, p. 648-657, Mar 1 2018.

LOGAN, L. K.; WEINSTEIN, R. A. The Epidemiology of Carbapenem-Resistant
Enterobacteriaceae: The Impact and Evolution of a Global Menace. J Infect Dis, v.
215, n.suppl_1, p. S28-S36, Feb 15 2017.

LOPES, R. et al. Detection of CTX-M-27-positive endophytic Escherichia coli ST131
lineage C1/H30R subclade carrying bla(KPC-2) on an IncX3-IncU plasmid in a fresh
vegetable. J Glob Antimicrob Resist, v. 30, p. 178-179, Sep 2022.

MCDOUGALL, F. K. et al. Novel strains of Klebsiella africana and Klebsiella
pneumoniae in Australian fruit bats (Pteropus poliocephalus). Res Microbiol, v. 172,
n.7-8, p. 103879, Nov-Dec 2021.

MEHTA, S. C.; RICE, K.; PALZKILL, T. Natural Variants of the KPC-2
Carbapenemase have Evolved Increased Catalytic Efficiency for Ceftazidime
Hydrolysis at the Cost of Enzyme Stability. PLoS Pathog, v. 11, n. 6, p. e1004949,
Jun 2015.

MONTEIRO, J. etal. First report of KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae strains
in Brazil. Antimicrob Agents Chemother, v. 53,n. 1, p. 333-4, Jan 2009.

MOREIRA, N. K.; CAIERAOQ, J. Ceftazidime-avibactam: are we safe from class A
carbapenemase producers' infections? Folia Microbiol (Praha), v. 66, n. 6, p. 879-
896, Dec 2021.

MUELLER, L. et al. Phenotypic, biochemical and genetic analysis of KPC-41, a
KPC-3 variant conferring resistance to ceftazidime-avibactam and exhibiting reduced
carbapenemase activity. Antimicrob Agents Chemother, Sep 16 2019.

MUNOZ-PRICE, L. S. etal. Patient-to-Patient Transmission of Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase Variants with Reduced Ceftazidime-Avibactam
Susceptibility. Antimicrob Agents Chemother, v. 63, n. 10, Oct 2019.

NAAS, T. etal. Beta-lactamase database (BLDB) - structure and function. J Enzyme
Inhib Med Chem, v. 32, n. 1, p. 917-919, Dec 2017.



94

NELSON, K. et al. Resistance to Ceftazidime-Avibactam Is Due to Transposition of
KPC in a Porin-Deficient Strain of Klebsiella pneumoniae with Increased Efflux
Activity. Antimicrob Agents Chemother, v. 61,n. 10, Oct 2017.

NICOLA, F. etal. Outbreak of Klebsiella pneumoniae ST11 Resistant To
Ceftazidime-Avibactam Producing KPC-31 and the Novel Variant KPC-115 during
COVID-19 Pandemic in Argentina. Microbiol Spectr, v. 10, n. 6, p. e0373322, Dec
21 2022.

NIU, S. et al. A Ceftazidime-Avibactam-Resistant and Carbapenem-Susceptible
Klebsiella pneumoniae Strain Harboring bla KPC-14 Isolated in New York City.
mSphere, v. 5, n. 4, Aug 26 2020.

PAPP-WALLACE, K. M. etal. Carbapenems: past, present, and future. Antimicrob
Agents Chemother, v. 55, n. 11, p. 4943-60, Nov 2011.

PEREIRA, M. D. O. Caracterizagao fenotipica e genotipica de Acinetobacter
spp. e Pseudomonas aeruginosa produtores de carbapenemase. 2017. 77p
(Doutorado). Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

PEREIRA, P. S. et al. Update of the molecular epidemiology of KPC-2-producing
Klebsiella pneumoniae in Brazil: spread of clonal complex 11 (ST11, ST437 and
ST340). J Antimicrob Chemother, v. 68, n. 2, p. 312-6, Feb 2013.

PFIZER. Torgena: ceftazidima pentaidratada + avibactam sédico: 22p p. 2021.

PIRES, J.; NOVAIS, A.; PEIXE, L. Blue-carba, an easy biochemical test for detection
of diverse carbapenemase producers directly from bacterial cultures. J Clin
Microbiol, v. 51, n. 12, p. 4281-3, Dec 2013.

POIREL, L. et al. KPC-50 Confers Resistance to Ceftazidime-Avibactam Associated
with Reduced Carbapenemase Activity. Antimicrob Agents Chemother, v. 64, n. 8,
Jul 22 2020.

POIREL, L. et al. Multiplex PCR for detection of acquired carbapenemase genes.
Diagn Microbiol Infect Dis, v. 70, n. 1, p. 119-23, May 2011.

RAISANEN, K. et al. Emergence of ceftazidime-avibactam-resistant Klebsiella
pneumoniae during treatment, Finland, December 2018. Euro Surveill, v. 24, n. 19,
May 2019.

RIBOT, E. M. et al. Standardization of pulsed-field gel electrophoresis protocols for
the subtyping of Escherichia coli O157:H7, Salmonella, and Shigella for PulseNet.
Foodborne Pathog Dis, v. 3, n. 1, p. 59-67, Spring 2006.



95

ROCHA-GRACIA, R.D. C. etal. IncFIB plasmids carrying the resistance gene
blaCTX-M-15 in ESBL-producing Escherichia coli clones from pediatric patients. J
Infect Dev Ctries, v. 16, n. 3, p. 500-506, Mar 31 2022.

ROSSOLINI, G. M.; STONE, G. G. Assessment of the in vitro activity of
ceftazidime/avibactam against a global collection of multidrug-resistant Klebsiella
spp. from the INFORM surveillance programme (2015-2017). Int J Antimicrob
Agents, v. 56, n. 3, p. 106111, Sep 2020.

SAMPAIO, J. L.; GALES, A. C. Antimicrobial resistance in Enterobacteriaceae in
Brazil: focus on beta-lactams and polymyxins. Braz J Microbiol, v. 47 Suppl 1, p. 31-
37, Dec 2016.

SHEN, S. et al. Identification of KPC-112 from an ST15 Klebsiella pneumoniae
Strain Conferring Resistance to Ceftazidime-Avibactam. mSphere, v. 7, n. 6, p.
e0048722, Dec 21 2022.

SHI, Q. et al. Multiple Novel Ceftazidime-Avibactam-Resistant Variants of bla(KPC-
2)-Positive Klebsiella pneumoniae in Two Patients. Microbiol Spectr, v. 10, n. 3, p.
e0171421, Jun 29 2022.

SHIELDS, R. K. et al. Emergence of Ceftazidime-Avibactam Resistance Due to
Plasmid-Borne blaKPC-3 Mutations during Treatment of Carbapenem-Resistant
Klebsiella pneumoniae Infections. Antimicrob Agents Chemother, v. 61, n. 3, Mar
2017.

SHIELDS, R. K. et al. Effects of Klebsiella pneumoniae carbapenemase subtypes,
extended-spectrum beta-lactamases, and porin mutations on the in vitro activity of
ceftazidime-avibactam against carbapenem-resistant K. pneumoniae. Antimicrob
Agents Chemother, v. 59, n. 9, p. 5793-7, Sep 2015.

SHIELDS, R. K. et al. Clinical Outcomes, Drug Toxicity, and Emergence of
Ceftazidime-Avibactam Resistance Among Patients Treated for Carbapenem-
Resistant Enterobacteriaceae Infections. Clin Infect Dis, v. 63, n. 12, p. 1615-1618,
Dec 15 2016.

SHROPSHIRE, W. C. etal. Accessory Genomes Drive Independent Spread of
Carbapenem-Resistant Klebsiella pneumoniae Clonal Groups 258 and 307 in
Houston, TX. mBio, v. 13, n. 2, p. e0049722, Apr 26 2022.

SPILIOPOULOQOU, I.; KAZMIERCZAK, K.; STONE, G. G. In vitro activity of
ceftazidime/avibactam against isolates of carbapenem-non-susceptible
Enterobacteriaceae collected during the INFORM global surveillance programme
(2015-17). J Antimicrob Chemother, v. 75, n. 2, p. 384-391, Feb 1 2020.



96

SUN, L. et al. Phenotypic and genotypic analysis of KPC-51 and KPC-52, two novel
KPC-2 variants conferring resistance to ceftazidime/avibactam in the KPC-producing
Klebsiella pneumoniae ST11 clone background. J Antimicrob Chemother, v. 75, n.
10, p. 3072-3074, Oct 1 2020.

SUNDARAMOORTHY, N. S. et al. New tools to mitigate drug resistance in
Enterobacteriaceae - Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. Crit Rev
Microbiol, v. 49, n. 4, p. 435-454, Aug 2023.

TAMMA, P.D. et al. Infectious Diseases Society of America 2023 Guidance on the
Treatment of Antimicrobial Resistant Gram-Negative Infections. Clin Infect Dis, Jul
18 2023.

TAMMA, P.D.; SIMNER, P. J. Phenotypic Detection of Carbapenemase-Producing
Organisms from Clinical Isolates. J Clin Microbiol, v. 56, n. 11, Nov 2018.

TOOKE, C. L. etal. Natural variants modify Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC) acyl-enzyme conformational dynamics to extend antibiotic resistance. J Biol
Chem, v. 296, p. 100126, Jan-Jun 2021.

TU, Y. et al. Emergence of a KPC-90 Variant that Confers Resistance to
Ceftazidime-Avibactam in an ST463 Carbapenem-Resistant Pseudomonas
aeruginosa Strain. Microbiol Spectr, v. 10,n. 1, p. e0186921, Feb 23 2022.

TUON, F. F. et al. Evaluation of in vitro activity of ceftolozane-tazobactam against
recent clinical bacterial isolates from Brazil - the EM200 study. Braz J Infect Dis, v.
24,n.2,p. 96-103, Mar-Apr 2020.

TUON, F. F.; ROCHA, J. L.; FORMIGONI-PINTO, M. R. Pharmacological aspects
and spectrum of action of ceftazidime-avibactam: a systematic review. Infection, v.
46, n.2,p. 165-181, Apr 2018.

VASQUEZ-PONCE, F. et al. Emergence of KPC-113 and KPC-114 variants in
ceftazidime-avibactam-resistant Klebsiella pneumoniae belonging to high-risk clones
ST11 and ST16 in South America. Microbiol Spectr,v. 11,n.5, p. e0037423, Sep 6
2023.

VELOSO, M. et al. Antimicrobial resistance, pathogenic potential, and genomic
features of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae isolated in Chile: high -risk
ST25 clones and novel mobile elements. Microbiol Spectr,v. 11, n. 5, p. e0039923,
Sep 14 2023.



97

VILLA, L. et al. Replicon sequence typing of IncF plasmids carrying virulence and
resistance determinants. J Antimicrob Chemother, v. 65, n. 12, p. 2518-29, Dec
2010.

WANG, D. etal. Phenotypic and enzymatic comparative analysis of the KPC
variants, KPC-2 and its recently discovered variant KPC-15. PLoS One, v. 9, n. 10,
p. e111491, 2014.

WANG, L. et al. Identification of a Novel Ceftazidime-Avibactam-Resistant KPC-2
Variant, KPC-123, in Citrobacter koseri Following Ceftazidime-Avibactam Treatment.
Front Microbiol, v. 13, p. 930777, 2022.

WANG, Y. et al. Resistance to ceftazidime-avibactam and underlying mechanisms. J
Glob Antimicrob Resist, v. 22, p. 18-27, Sep 2020.

WHO, W. H. O. Global priority list of antibiotic-resistant bacteria to guide
research: World Health Organization: 7 p. 2017a.

. Guidelines for the Prevention and Control of Carbapenem-Resistant
Enterobacteriaceae, Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa in
Health Care Facilities. Geneva: World Health Organization: 74 p. 2017b.

. Thirteenth General Programme of Work (GPW13) Methods for Impact
Measurement. Geneva: World Health Organization 2020.

. Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System (GLASS)
Report 2022 Geneva: 71 p. 2022.

WINKLER, M. L.; PAPP-WALLACE, K. M.; BONOMO, R. A. Activity of
ceftazidime/avibactam against isogenic strains of Escherichia coli containing KPC
and SHV beta-lactamases with single amino acid substitutions in the Omega-loop. J
Antimicrob Chemother, v. 70, n. 8, p. 2279-86, Aug 2015.

WISE, M. G. et al. In vitro activity of aztreonam-avibactam against Enterobacterales
isolates collected in Latin America, Africa/Middle East, Asia, and Eurasia for the
ATLAS Global Surveillance Program in 2019-2021. Eur J Clin Microbiol Infect Dis,
v.42,n.9,p. 1135-1143, Sep 2023.

WONG, J. L. C. et al. OmpK36-mediated Carbapenem resistance attenuates ST258
Klebsiella pneumoniae in vivo. Nat Commun, v. 10, n. 1, p. 3957, Sep 2 2019.

WOODALL, C. A. In: CASALI, N. e PRESTON, A. (Ed.). E. coli plasmid vectors:
methods and applications. Humana Press Inc. Totowa, NJ, v.235, 2003. cap. 6,
p.61-65.



98

WU, Y. etal. Identification of a KPC Variant Conferring Resistance to Ceftazidime-
Avibactam from ST11 Carbapenem-Resistant Klebsiella pneumoniae Strains.
Microbiol Spectr,v. 10, n. 2, p. e0265521, Apr 27 2022.

WYRES, K. L.; LAM, M. M. C.; HOLT, K. E. Population genomics of Klebsiella
pneumoniae. Nat Rev Microbiol, v. 18, n. 6, p. 344-359, Jun 2020.

XIE, M. et al. Characterisation of clinical carbapenem-resistant K1 Klebsiella
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae strains harbouring a virulence plasmid.
Int J Antimicrob Agents, v. 60, n. 2, p. 106628, Aug 2022.

XIONG, L. et al. Molecular mechanisms underlying bacterial resistance to
ceftazidime/avibactam. WIREs Mech Dis, v. 14, n. 6, p. e1571, Nov 2022.

YIGIT, H. etal. Novel carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase, KPC-1, from a
carbapenem-resistant strain of Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents
Chemother, v. 45, n. 4, p. 1151-61, Apr 2001.

ZHANEL, G. G. et al. Ceftazidime-avibactam: a novel cephalosporin/beta-lactamase
inhibitor combination. Drugs, v. 73, n. 2, p. 159-77, Feb 2013.



UIW 2-0og/ ([eul) dEJS {UIW L-DoZ/ ‘SOE—D0SS ‘SOE—Dob6 SOOI GE {UIWZ-O, 76 :[eldlul edejs :oedealjduie ap 0J91D,
UIW /-D0g/ ([eul) dels {UIWL-00Z/ @ SOP-0009 ‘SOP-Dob6 'SOI9I0 O {UIUQL-Dob6 :[elolul ede)s :0edeoljduie Sp 0j91De.

A-Z-VXO 2ully

DNISe D156 20 D22J9LLVOOVVOIOVOVLY
PSS S1SeN 0 vis OVYOLLYOVOOLYOOLO0DD  MdA-z-¥XO ully ¢VX0 aC VX0
S0 OOL1IVIOODLLIOLIOVOLLIDD A8 YHA8sedWn\ VHQ
_ 166 - Z-vHa @ L-vHa
G0 OLLVLIVOOVIOVOVOOOLYDL 10§ YHAesedwn\ elll Xe|dniniy
v'0 OVYVOLODII9ILILLVOL NSITBADINXLOMNIN (5 1-p-X10 @ 6-W-X1O)
0 93 199101VY90091009VVYIL 10§ 6dOINXLOBINIA 6 odnib op ssjueuep 69®
20 LVOOHLODL9DLIDDLVIVOD  ASi z-LdDWXLOMNI (GL-IN-XLO b sodnb X110
(01L02) I\~ LN ell X8|din\
& 15 BuLsIlE 889 - ® €N-XLO ‘I-N-X10)
e} Iea .V.O VADLODDIO9D1LD1HVVOOVLL J04 on_\/_Xn_-O_u._DE L odnib op sajueLepn
¥0 OLOVVLOLOOLLLIOVVYIIIIVD NI O-OSLINNIN 08-¥XO @
70 ros OVVOLLLOVVOLLYOVOOVIOD  1oj O-OSLHINA VX0 ‘1-¥XO mm\v_/ﬁw.«mmh
0 008 OVOL009119VLYIOLVOLLDD ASIT[-OSLINNIA (Z-NaL @ 1-WaL | xeldnnN
0 O011V1120090191902111VO 10 1-OSLIININ INTL op ssjuelep
RIVENETEN (rijowd) (dq) (,¢ - .6) erougnbag JouwLd oe3l19s9Q ¥od

oedesjuaouon uoddwy

66

OdM SALNVIHVA SYAON OANVYOHIg1V
SALNVYONFNOOJSNVYL SON 1953 3A SANTD 3a 0YID313A VHVd d0d VA SFQIIANOD I SHINIY — | OXANY



euiwny|| g9 LIS ZH ds an Nou| €€-0d 0G¥Z90LN
NOUwN/eUwWN £ LL1S  €H Sy 6v6°S. Nou| LE-OdM LGBOVBAIN
NOMNEUWN  d  LLS  vLH ds 696" L Nou| EPL-0dM L/SE0LPN
NO[uNeUWNl g LIS €LH ry L1S°9p Nou| OPL-Od) yLyv6L0N
NO[IN/eUWNl LIS GH ds 90Z°95 Nou| 1-0dM Z66E7L8IN
NOUWeUWNIl D LLLS  9H  dS S0C0L UMM eeddy  OEOPLZHN
NO[IN/eUWNl LIS 2H ds 1G6 VL1 qi4oul-(NI4our  06-OdM 05€2€191
NO[IN/eUWNl  d  LLLS  GH ds ze6vLL ai4oul-(NI4oul - 82-0dM ZE6LGTZN
NOIUwN/eUWNl O LLLS  LLH ds 8//°GL1 gI4oul-ONII4oUl  LBEL-OdM YEBELZLIN
NO[UN/eUIWN  ©  9L1S  vIH ds 65E°LLT gl4oul-ONII4oUl  490L-OdM 8Z0¥ZON
NO[IN/eUWNl 4 LIS LIH ds Ll gI4ou-ODIAoUl  Lp0L-OdM  BPGELLLIN
euINy|| 9  9lIS  LLH ds an ODnoup 06-0d) LZOLOSLN
euinyl a s ¢H ds anN ODnou| 06-0d) 696202/ 1
eulwn(|| vV 2lS1S ¢H ds an SNEED 89-0dM 02ZSYOPN
euiwny|| O LIS  ZH ds an OD4oul €€-0d) 88Z¥EOPN
eulwnj| Vv  2L61S  6H ds an ODoul 1E-OdM LOZESLEN
NOMIN/eUWNL O LL1S  8H ds ad669 0L a14ou] 19-OdM ZESTLLYIN
SON Soo9 1S Iendsoq opeis3 (ad)oyuewey  suoaydeyo 7 ESE! al

NVYOH3gTVv SO 3ND SOAV10SI SOA 1SN 3 394d
d0d SIVNO1D SOdNYO 3 OAdNLS3 d1SIN SOAVLI313d °He/q NOD SOIA|INSY1d SOA SYIILSIHILIOVHVYD -¢ OXIANY



‘eiojne ejad epiznpoid :8juo4
‘opeulwlIalep oeu — N :shoojiynw eiouanbas ap wabedny Jod opiuijep erougnbas
ap odi] - | S ‘oedelac) BAON ap ojuswelouanbag :SON ‘0pNISS 91SaU SBIIOSIP SajueleA SBAOU (,) ‘|aAedi) oeu N ‘@pepiigiredwosul ap odnib (9 epuaba

10T

euiwny|| 4 LIS ds an IN €€-0d 168L9L8IN
BuIwN||| N  /9¢1S ds an IN GZ-Od) €/€€G18IN
euiwny|| 3 LIS ds an 1IN 1-0dM 8GEEOESN
NOIUN/eUWNl ¥ 8GZIS  YLH ds 65E 9 noul/EXou| 18-OdM €60€EZLIN
NO[UIN/eUWNl vV 85Z1S  vH ds 29¢°9Y noul/EXaY| €€-0d) LOLELZYN
eulwnj| 17 9LLS  TH ds an noaul/EXau| SZ-OdM  2-08/00Z0X
NOWIWeUWN|l  85Z1S  LLH ds L8y 9 noul/EXou] ZPL-OdM 816Z8LEN
NOIUN/eUWNl ¥ 8GZIS  YLH ds €29°9p noul/EXou| PL-OdM 961.261ZN
NOMUN/BUWNl VvV 8SZ1S  OLH 4a €6V naul/EXaY| 80L-0dM  OSLLZLBIN
NO[UIN/eUIWN)l VY 85Z1S  9H ds bYG oy noul/EXY| «L0L-0dX  }"09EVBCOIN
NOMNEUWN 71 9L1S  ZLH ds G99°9Y noul/EXaY| sG0L-OdM  8/6282SIN
NOMUN/BUWNI  H  8SZ21S  VLH ds 00€°9Y noul/EXaY| +€0L-OdM L6/¥0€T1
euiwNy|| _ 1L1S  9H ds an LOoUY| €€-0dM 96./7LLEN
NO[UNeUWNL O LLIS  LIH ds 0SP'Z0L Nou| 8-Od) orSL6LSIN
euINy|| g LLS  €MH ry an Nou| LL-OdM 8/EVLZEN
NOMIN/eUWNl 3 LLIS  €H Sy 08Z'S8 Nou| 19-OdM €ELPE06T
euIwNy|| g LIS  €H ry an Nou| P-OdM LTTLTZGN
NOIUN/eUWNl N 9LLS  YLH ds 9Gh'¥8 Nou| Ge-OdM L/9L/0SN
euiwny|| 3 111S  SH ds an Nou| £€-0dM LL0ESOZN
NOMUN/eUWN M LLIS  €H SH 0£Z'S8 Nou| €€-0dM SLE9zZ8



