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Pacientes acometidos por neoplasias hematoldgicas (NH) sdo mais suscetiveis a
infeccdes, por isso a rapida implementacdo de terapia adequada é fundamental para o bom
progndstico desses pacientes. Klebsiella pneumoniae é um dos agentes etiol6gicos mais comuns
em casos de infeccdes da corrente sanguinea (ICS) nessa populagdo. Essa espécie possui alta
identidade nucleotidica com outras espécies e subespécies do género que compdem o complexo
Klebsiella pneumoniae (KpSC): Klebsiella variicola, Klebsiella quasivariicola, Klebsiella
quasipneumoniae e as subespécies Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae,
Klebsiella variicola subsp. variicola e Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae.
Esses microrganismos sdo indistinguiveis por abordagens de identificacdo baseadas em provas
bioquimicas e espectrometria de massas envolvendo o algoritmo padrdo. Portanto, é
desconhecido o impacto de cada espécie que compde esse complexo na etiologia das infeccgdes.
Ademais, estudos recentes tém apontado a ocorréncia de variantes fenotipicas (Vf) em um
mesmo episddio de infeccdo. Essas Vf apresentam, em geral, 0 mesmo aspecto colonial, e por
isso, a identificacdo desse fendmeno nao ¢ alcancada pelo laboratorio de microbiologia clinica.
O presente trabalho teve como objetivo identificar espécies do KpSC e Vf coexistindo em
episddios de ICS. Foram estudadas as hemoculturas de 16 pacientes com ICS internados na
unidade de transplantes (UTX) do hospital terciario Complexo Hospitalar de Niterdi, entre
setembro/2020 e dezembro/2021. A identificacdo foi feita por meio de MALDI-TOF,
empregando o software TypeR; e o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos por meio de
disco-difusdo, seguindo as diretrizes do BrCAST. Cepas com resisténcia a cefepima e
carbapenemas foram pesquisadas para a presenca de genes codificadores de ESBL e
carbapenemases, respectivamente. Houve 4 casos em que mais de uma espécie do KpSC estava
presente no episodio de ICS, sendo essas K. variicola subsp. variicola, K. quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae e K. pneumoniae. A maior susceptibilidade aos antimicrobianos entre
0s microrganismos estudos foi observada para ceftazidima-avibactam, seguido por
gentamicina, amicacina, tetraciclina, cloranfenicol, ceftolozane/tazobactam, ertapenem,
imipenem, meropenem, sulfametoxazol-trimetoprima, cefoxitina, ciprofloxacina, aztreonam,
cefepime, ceftriaxona, ampicilina-sulbactam, ceftazidima, cefoxitina, piperacilina-tazobactam
e fosfomicina. Os genes de resisténcia blakec e blactx-m-12 foram detectados somente em K.
pneumoniae. Em 16 episddios de ICS de 14 pacientes houve Vf, sendo um por K. variicola
subsp. tropica e as demais por K. pneumoniae. Houve 3 episodios de ICS com Vfem 3 pacientes
em que observamos divergéncias quanto a presenca dos genes pesquisados. Em um desses,
cepas Vf com presenca e outra auséncia do gene blacrx-m-12 foram identificadas em amostras
pareadas. Os achados do presente trabalho reforcam a necessidade dos métodos de isolamento
e identificacdo atuais de considerar a diversidade genética e fenotipica de K. pneumoniae em
episddios de ICS na populacdo do estudo, e também identificar as espécies do KpSC. Os
impactos gerados pela auséncia dessas informacdes no diagnostico podem culminar em
antibioticoterapia inadequada e influenciar negativamente o progndstico dos pacientes.

Palavras-chave: Imunossupressao, infeccdo, resisténcia, variantes, diagnostico.
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ABSTRACT

Patients with hematologic malignancies are particularly susceptible to infections,
making rapid implementation of appropriate antimicrobial therapy crucial for a favorable
prognosis in these cases. Klebsiella pneumoniae is one of the leading causative agents of
bloodstream infections (BSI) in this population. This species shares high genetic similarity with
other species/subspecies within the Klebsiella pneumoniae complex: K. variicola, K.
quasivariicola, K. quasipneumoniae, and the subspecies K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae, K. variicola subsp. variicola, and K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae. These species are indistinguishable by conventional identification methods,
hampering the determination of each species' role in the infection etiology. Furthermore, recent
studies indicate the occurrence of phenotypic variants (Vf) within the same infection episode.
These Vf are indistinguishable through biochemical testing and mass spectrometry using
standard methods. Consequently, the impact of each species within this complex on BSI
etiology remains unclear. Recent studies have also noted the occurrence of phenotype Vf during
BSI episodes these variants generally share identical colony morphology, posing laboratory
challenges in their identification. This study aimed to identify KpSC species and Vf coexisting
in BSI. Blood cultures from 16 patients with BSI admitted to the Transplant Unit (UTX) of the
Complexo Hospitalar de Niterdi (CHN) between September 2020 and December 2021 were
analyzed. Identification was conducted using MALDI-TOF and TypeR software, and
antimicrobial susceptibility testing was perfomed using disk diffusion following BrCAST
guidelines. Strains resistant to cefepime and carbapenems were screened for ESBL and
carbapenemase genes, respectively. There were 4 cases where more than one species of KpSC
was identified in the BSI episode, including K. variicola subsp. variicola, K. quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae, and K. pneumoniae. Regarding susceptibility profiles, from the
highest susceptibility to highest resistance, was detected against ceftazidime-avibactam,
gentamicin, followed by amikacin, tetracycline, chloramphenicol, ceftolozane/tazobactam,
ertapenem, imipenem, meropenem, trimethoprim-sulfamethoxazole, cefoxitin, ciprofloxacin,
aztreonam, cefepime, ceftriaxone, ampicillin-sulbactam, ceftazidime, cefoxitin, piperacillin-
tazobactam, and fosfomycin, respectively. Resistance genes were detected only in K.
pneumoniae. 16 BSI episodes from 14 patients presented Vf, with two caused by K. variicola
subsp. tropica, K. variicola subsp. variicola and the others by K. pneumoniae. In three BSI
episodes with Vf were observed in three patients. We observed Vf showing both absence and
presence of the studied genes in strains from a single BSI episode. The findings emphasize that
the current isolation and identification methods have to consider the genetic and phenotypic
diversity of K. pneumoniae in BSI episodes within this population, and to also identify the
KpSC species involved. Lacking such information can impact the diagnosis, lead to inadequate
antibiotic therapy and negatively affect patient prognosis.

Keywords: Immunosuppression, infection, resistance, variants, diagnostic.
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Pacientes com cancer no sangue sdo mais propensos a infeccdes, entdo é crucial iniciar
rapidamente o tratamento correto para aumentar as chances de melhorar a recuperacéo desses
individuos. Klebsiella pneumoniae é uma das principais causas de infec¢bes da corrente
sanguinea (ICS) nessa populacdo. Esta bactéria € muito semelhante a outras espécies do género
Klebsiella, como Klebsiella variicola, Klebsiella quasivariicola, e outras que compdem um
complexo chamado Klebsiella pneumoniae complex (KpSC). Por essa razdo, € dificil distinguir
qual bactéria desse grupo € a responsavel pela infeccdo. Além disso, estudos recentes
descobriram que mais de uma bactéria do género Klebsiella pode causar um mesmo episddio
de ICS, denominadas variantes fenotipicas (V). Por serem iguais visualmente, o laboratério
clinico ndo consegue identificar esse fendbmeno. Nosso estudo teve como objetivo identificar
essas Vf e também diferentes espécies do KpSC coexistindo em episodios de ICS. Analisamos
culturas de sangue de 16 pacientes internados na unidade de transplantes de um hospital de
Niterdi entre setembro de 2020 e dezembro de 2021. Encontramos quatro casos onde mais de
uma espécie do KpSC estava presente durante um mesmo episodio de ICS. Também
observamos que cepas de uma mesma infeccdo apresentaram diferentes perfis de sensibilidade
a antibidticos. Descobrimos tambeém que em 16 ICS de 14 pacientes, houve VT,
majoritariamente de K. pneumoniae, indicando uma diversidade genética significativa dessa
espécie. Este estudo destaca a importancia de métodos mais precisos para identificar diferentes
especies e Vf em infeccdes sanguineas. A falta dessas informac6es pode levar a tratamentos
inadequados e piorar 0 prognostico dos pacientes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Pacientes com neoplasias hematoldgicas

A divisdo, crescimento e diferenciacdo das células que compdem o tecido sanguineo €
denominado hematopoese, processo que ocorre na medula dssea e origina eritrocitos, plaquetas
e leucocitos a partir de células pluripotentes denominadas células-tronco hematopoiéticas
(CTH) (Rieger & Schroeder, 2012). A diferenciacdo das CTH para as de linhagem mieldide,
linfoide e eritroide é precisamente controlada de acordo com as necessidades fisiolégicas do
corpo humano, dessa maneira, 0 seu reservatorio € mantido estavel. Na fase adulta, o processo
de hematopoese é quase todo restrito ao esqueleto axial, entretanto, esse processo pode ser

retomado no figado e baco em ocasides onde a medula éssea ndo esta funcional (Kim, 2010).

As neoplasias que envolvem células de linhagem linfoide e mieloide s&o aqui referidas
como neoplasias hematoldgicas (NH). A NH é, portanto, caracterizada pelo desenvolvimento
de células neoplésicas do tecido hematopoiético, ou seja, sdo transformacGes benignas ou
malignas celulares no tecido sanguineo, sendo esse também um processo pelo qual uma célula
neoplésica passa sua alteracdo genética para sua progénie (Parslow et al., 2004; Mahon &
Lehman, 2019). Isso pode levar a ma formacdo do tecido hematoldgico e seus constituintes,
além de impactar no funcionamento do mesmo e na homeostase do organismo do individuo

acometido pela NH (Parslow et al., 2004).

As NH malignas sdo as leucemias, mieloma multiplo (MM), linfoma de Hodgkin e
linfoma ndo-Hodgkin (Paes et al., 2002). Os termos leucemia e linfomas destinam-se a duas
formas diferentes de NH. Os tipos de NH sdo classificados em: leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia linfoide
cronica (LLC) ¢ MM. O termo “linfoma” refere-se a proliferacdo de células linfoides
neoplésicas, que formam uma massa solida (Parslow et al., 2004). Segue defini¢fes de origem

dessas patologias no quadro 1.
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Quadro 1 - Leucemias e Linfomas e relagdes de origem celular

Tipo de leucemia Células envolvidas na patologia

Crescimento descontrolado de células blasticas de

LMA caracteristica mieloide.

LMC Associado a anormalidade no cromossomo 9 e

22.
Producéo descontrolada de blastos e blogueio na
LLA producdo basal de glébulos vermelhos, brancos e
plaguetas.
MM Origem a partir das células linf6ides B.
Linfomas
Linfomas de Hodgkin Presenca de células de Hodgkin

Células com caracteristicas de células B, T ou

Linfomas ndo-Hodgkin NK.

Fonte: Adaptado de Hamerschlak, Nelson. “Leucemia: fatores prognosticos e genética”. Jornal de pediatria. 2008,
v. 84, n. 4 suppl, pp. S52-S57. Disponivel em: <https://doi.org/10.1590/S0021-75572008000500008 >. (Machado
et al., 2004).

Os linfomas de Hodgkin sdo linfomas que tém como principal caracteristica a presenca
de células de Reed-Sternberg e/ou de Hodgkin em neoplasia do tecido linfoide. A presenca
dessas células na neoplasia envolve um contexto de inflamacdo caracteristico que inclui
estroma, linfécitos, histiocitos, eosindfilos e mondcitos. Esse tipo de neoplasia geralmente
ocorre no tecido ganglionar, mas pode ocorrer no tecido extra-ganglionar mais raramente. As
células de Hodgkin sdo caracterizadas pela presenca de nucleo unilobulado, enquanto as de
Reed-Sternberg possuem como caracteristica a presenca de ndcleo multilobulado (Machado et
al., 2004; Weniger & Kuppers, 2021). Quanto aos linfomas ndo-Hodgkin, sdo neoplasias que
envolvem mutacfes somaticas, ou seja, que ocorrem em células que formam os tecidos e
Orgdos. Nesse tipo de neoplasia, essas mutagdes ocorrem em células linféides progenitoras, a

célula neoplasica costuma apresentar fen6tipo de células B, T ou NK (Oliveira et al., 2021).

Os tratamentos empregados para as NH incluem agentes quimioterapicos, radioterapia

e o transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH) (Keohane et al., 2019). Devido a
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implementacdo desses tratamentos o0 paciente pode desenvolver mielossupresséo,
imunossupresséo, neutropenia além de danos a mucosa (Keohane et al., 2019). Como resultado,
0s pacientes com neoplasias possuem grande susceptibilidade a infeccdes (Almeida et al.,
2005).

1.2 Infecgéo da corrente sanguinea

A presenca de bactéria no sangue é denominada bacteremia. Pode ocorrer de forma
continua, transiente ou intermitente, mas quando esta associada a sinais e sintomas é
denominada infeccdo da corrente sanguinea (ICS). Esse quadro pode levar a sindrome da
resposta inflamatdria sistémica (SRI1S), da qual varia em quadros de sepse, sepse grave e choque

séptico (Quadro 2).

Quadro 2 - Terminologia para os quadros de sindrome da resposta inflamatdria sistémica.

Termo Classificacao atual Caracteristica

Infeccdo suspeita ou
confirmada, sem disfuncéo
Sepse Infeccdo sem disfuncao organica, de forma
independente da presenca de

sinais de SRIS™.

Infecgdo suspeita ou
confirmada associada a
Sepse grave Sepse disfungéo organica, de forma
independente da presenca de

sinais de SRIS.

Sepse que evoluiu com
hipotens&o n&o corrigida com
reposicdo volémica (PAM <65
mmHg), de forma
independente de alteracOes de
lactato.

Choque séptico Choque séptico

Quadro 2 - Terminologia para quadros de ICS. 1- Sindrome da resposta inflamatéria sistémica. FONTE: (ILAS —
Instituto Latino Americano de Sepse, [s.d.]).

Pacientes imunocomprometidos, que passam por transplante de Orgaos, idosos,
pacientes com cancer, por exemplo, sdéo comumente acometidos por ICS (Safdar & Armstrong,
2011; Shi et al., 2024). Ademais, individuos que estdo em tratamento intensivo ficam

susceptiveis a colonizacgdo do trato gastrointestinal, muitas vezes por bactérias resistentes aos
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antimicrobianos que é um importante fator de risco para o posterior desenvolvimento de
infeccOes dificeis de tratar (Shi et al., 2024). As ICS constituem uma das complicacbes mais
comuns em pacientes com NH sob regime quimioterapico (S. Chen et al., 2021a). Além de ser
causa da alta mortalidade nessa populacdo, também aumenta o tempo, custo de tratamento e
hospitalizacdo (Carvalho et al., 2021). As caracteristicas mais comuns relacionadas ao
desenvolvimento de ICS em pacientes com NH é a neutropenia febril, utilizagdo de dispositivos
invasivos (ex.: cateteres) e idade acima de 40 anos (Carvalho et al., 2021; S. Chen et al., 20213;
Choi et al., 2022). O dano da barreira da mucosa pode facilitar o desenvolvimento da ICS,
devido a translocacéo de bactérias colonizadoras do trato gastrointestinal (Carvalho et al., 2021;
S. Chen et al., 2021a).

Altas taxas de mortalidade sdo atribuidas a ICS nessa populacdo. Em estudo conduzido
na Italia, a taxa de mortalidade 30 dias ap6s hemocultura positiva foi de 20,3% para as infecgdes
causadas por bactérias, bacilos gram-negativos (BGN) ou bactérias gram-positivas (Tumbarello
etal., 2007). Outro estudo, conduzido com pacientes hematoldgicos de 49 hospitais nos Estados
Unidos, observou mortalidade ainda maior para ICS de etiologia bacteriana: 31% em pacientes
ndo neutropénicos e 36% em pacientes neutropénicos (Wisplinghoff et al., 2003). Tamanha
mortalidade esta diretamente associada aos seguintes fatores: tempo prolongado de neutropenia
febril, implementacdo de antibioticoterapia inadequada; tempo de identificacdo do patdgeno e
envolvimento de bactérias resistentes a antimicrobianos no curso da infeccdo, especialmente
bactérias resistentes aos carbapenémicos (Wisplinghoff et al., 2003; Tumbarello et al., 2007;
Zhang et al., 2020; S. Chen et al., 2021b; Yin et al., 2023). Devido aos impactos tanto da
imunossupressao mediada pelo tratamento da doenca de base e a prépria doenca, a resposta
imunoldgica celular e humoral do paciente acometido pela bacteremia pode ser limitada e,
assim, a implementacgdo do tratamento adequado no menor tempo possivel é de fundamental
importancia para o bom progndstico dos pacientes, o0 que é possibilitado pelo diagndstico

microbioldgico dessas infecgdes.

1.3 Diagndstico microbiolégico da ICS

A identificacdo do patégeno e do seu perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos é
crucial para o tratamento adequado da ICS, de forma a impedir que a infecgcdo evolua para
desfechos desfavoraveis dos pacientes. Os fatores que influenciam no processo de identificagdo

e na qualidade do laudo sdo: os possiveis agentes etioldgicos na bacteremia, como a amostra é
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coletada, o volume sanguineo da amostra; a forma como é feito o transporte até o laboratério,

o0 tempo de processamento das amostras e a interpretacdo de resultados (Forbes et al., 2007).

Para a identificacdo do patdgeno € necessaria a coleta da amostra sanguinea do paciente
por pungao venosa, e todo o procedimento laboratorial para identificagéo e elaboracéo de laudo
é protocolado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2022). Além disso, é
recomendado realizar a coleta antes da administracdo de medicamentos para o paciente. O
volume coletado deve corresponder a 10% do volume total do frasco de coleta, e quanto maior
0 volume de sangue, maior a chance de recuperagdo do microrganismo causador da infecgéo.
O numero de amostras coletadas varia dependendo da condicao do paciente. Em pacientes com
infeccdes sistémicas é indicado a coleta de duas amostras de sitios diferentes (ex.: brago
esquerdo e direito), caso o paciente tenha cateter de longa utilizacdo € indicado a coleta do
material sanguineo pelo cateter também. Em bacteremia de origem indeterminada, é indicado a
coleta de 4-6 amostras de sitios diferentes, em 48 horas. Caso passem 24 horas de cultivo e ndo
haja crescimento, é indicado realizar mais duas coletas. Em pacientes febris, é indicado realizar
a coleta do material sanguineo antes do pico febril e da administracdo de antibioticos. Apds a

coleta, o material é levado imediatamente ao laboratdrio de microbiologia, sem refrigeracéo.

O sangue coletado disposto em garrafas de sistema de incubacdo automatizado BD
BACTEC™, por exemplo, ficam na incubadora por cerca de 5 a 7 dias a 35+2°C (Forbes et al.,
2007; Anvisa, 2022). Caso haja indicacdo de crescimento, uma aliquota do sangue é submetida
a bacterioscopia, empregando a coloracdo de Gram. O resultado da bacterioscopia contribui
para a selecdo dos meios de cultivo onde sera realizada a semeadura do material clinico e
incubacdo por pelo menos 18-24 horas a 35+2°C. Meios enriquecidos como agar sangue e
chocolate sdo sempre utilizados para possibilitar a recuperacdo do maior espectro de
microrganismos, incluindo as bactérias fastidiosas; e os meios seletivos e indicadores para
grupos bacterianos especificos podem ser empregados de acordo com o resultado da
bacterioscopia, como MacConkey para BGN, manitol salgado para estafilococos, e bile
esculina para enterococos (Anvisa, 2022). Completa a etapa de semeio, o crescimento obtido €
interpretado. Culturas onde se observa mais de um morfotipo colonial, podem significar
infeccdo polimicrobiana ou contaminagdo durante a coleta, assim como a positivagcdo de
somente uma garrafa de hemocultura. Nesses casos, € indicado avaliar se 0 mesmo ocorre em
outras garrafas coletadas para avaliacdo da mesma ICS e, se a divida persistir, uma nova coleta
deve ser feita (Anvisa, 2022). Caso na avaliacdo do crescimento seja estipulado que ndo ha

contaminagdo, um representante de cada morfotipo colonial observado deve ser submetido as
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etapas de identificacdo e teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, ja que assume-se que a
populacdo que causa a infecgdo é clonal. A identificagdo é feita através de provas bioquimicas,
que pode ser realizado em sistema automatizado VITEK®, por exemplo, ou por espectrometria
de massas do tipo MALDI-TOF. Em sequéncia, apds identificacdo bacteriana, € realizado o

teste de susceptibilidade aos antimicrobianos segundo as diretrizes do BrCAST (Anvisa, 2022).

1.4 Microrganismos comumente associados a etiologia de ICS em pacientes hematoldgicos

Os grupos bacterianos frequentemente associados a infeccbes em pacientes
hematoldgicos sdo Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, e Escherichia coli. J& as
espécies e géneros mais prevalentes e associados a alta morbidade sao E. coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Citrobacter spp. e P. aeruginosa (Safdar & Armstrong, 2011), todos bacilos
gram-negativos (BGN). Os BGN sao denominados dessa forma devido a sua forma em bastao
e as propriedades de coloracdo ao método Gram, fruto da incapacidade da fina camada de
peptideoglicano em reter o cristal violeta, o que as diferencia das bactérias gram-positivas.
Neste grupo de bactérias, a familia Enterobacteriaceae da ordem Enterobacterales se destaca
pela ampla gama de géneros bacterianos capazes de causar infec¢des, como E. coli, Klebsiella
spp., Salmonella spp., Shigella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. Neste trabalho sera
destacado o género Klebsiella spp., prevalente em infecgdes em individuos com neoplasias,
comumente reportado em infec¢bes associadas a assisténcia a salde e preocupante pela
emergéncia de cepas multirresistentes aos antimicrobianos (multidrug resistant-MDR)
(Carvalho et al., 2021; Choi et al., 2022; Safdar & Armstrong, 2011; Waszczuk-Gajda et al.,
2020).

1.4.1 Klebsiella spp.

A primeira bactéria desse género foi isolada em 1885 por Trevisan, e seu nome foi dado
em homenagem ao microbiologista alemdo Edwin Klebs. Esse género compreende espécies
encapsuladas, ndo-mdveis, oxidase-negativas, ndo formadoras de esporos e fermentadoras de

glicose (Dong et al., 2022).

Alguns dos membros de Klebsiella spp. compartilham cerca de 90% da identidade
nucleotidica de seu material genético com um complexo ndo padronizado taxonomicamente,
porém referido como Klebsiella pneumoniae complex (KpSC). Espécies classificadas dentro

desse complexo compartilham entre 95% e 96% de identidade nucleotidica com K. pneumoniae,
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e sdo referidas pela abreviagdo indicada ao lado do nome de cada espécie (Dong et al., 2022;
Wyres et al., 2020). K. pneumoniae ¢ KP1; K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae ¢é
KP2; K. variicola subsp. variicola ¢ KP3; K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae é KP4;
K. variicola subsp. tropica € KP5; K. quasivariicola é KP6; e K. africana é KP7 (Dong et al.,
2022).

K. pneumoniae ——
K. quasivariicola

K. quasipneumoniae

K. pneumoniae e :
subsp. similipneumoniae

species
complex

K. africana

= i K. variicola subsp. tropica
K. quasipneumoniae

subsp. quasipneumoniae K. variicola subsp. variicola

K. terrigena K. aerogenes

= K. electri
5 elecirica Cronobacter
= K. planticola
=] vl .
g |K ornithinolytica
Leclercia
Enterobacter

K. huaxiensis

K. oxytoca
K. michiganensis

K. pasteurii k. grimontii

Citrobacter

" Salmonella

0.02 Kluyvera

Escherichia

Figura 1 - Composicdo taxondmica do KpSC. Fonte: Wyres et al., 2020. Acesso em: 27 de junho de 2024.

Devido a pouca diferenca genética entre as espécies que compdem o KpSC, a
discriminacdo dessas espécies se torna um obstaculo. A espectrometria de massas por MALDI-
TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight) é uma ferramenta que permite
a identificacdo de alta precisdo de bactérias presentes em espécimes clinicos (Dinkelacker et
al., 2018). Contudo, a ferramenta ndo é acurada para a discriminacdo entre as espécies que
compdem o KpSC. Devido ao fato de o KpSC ser um complexo pouco explorado e recém
descoberto no qual seus componentes sdo comumente identificados como K. pneumoniae,
entende-se que ha grande subnotificacdo das espéecies do KpSC no &mbito clinico, prejudicando
a compreensao do papel de cada espécie na etiologia e progndstico das infecgdes (Wyres et al.,
2020; Bridel et al., 2021).

A composic¢do de alguns biomarcadores presentes em espécies do KpSC permitiu a
realizacdo da identificagdo precisa por meio do uso de MALDI-TOF seguida da analise de
diferenca de m/z desses biomarcadores, e desenvolvimento de uma ferramenta online, o TypeR

(Bridel et al., 2021). Dois conjuntos de biomarcadores sdo utilizados como referéncia: o
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primeiro composto por 29 proteinas presentes no KpSC, para identificagdo do complexo
propriamente, e o segundo composto por quatro proteinas com diferentes isoformas, que
correspondem a valores de m/z especificos associados a cada espécie do KpSC (Bridel et al.,
2021).

Geralmente, Klebsiella spp. s&o encontradas em modo de vida livre, em fontes
ambientais, e no trato gastrointestinal de individuos e animais (Mahon & Lehman, 2019).
Embora sejam comuns na microbiota do ser humano, em situa¢fes em que o equilibrio é
afetado, podem ocasionar pneumonia, ICS e infeccdo do trato urindrio no hospedeiro (Mahon
& Lehman, 2019). No ambiente hospitalar, a transmissao de patdgenos pode ocorrer por agentes
de salde, instrumentos ou através das medicacdes parietais. Os microrganismos mais presentes
no ambiente nosocomial frequentemente apresentam resisténcia a diversos antimicrobianos
(Brooks et al., 2014). E importante destacar que espécies de Klebsiella spp. podem colonizar
ndo s6 pacientes que passam longos periodos no hospital, como também os que recebem terapia
com antibidticos (Podschun & Ullmann, 1998). Devido a pressao seletiva que ocorre na
microbiota de pacientes imunossuprimidos, o aumento de espécies resistentes aos
antimicrobianos tende a prevalecer na microbiota. Conforme o regime profilatico de
antibidticos é suspenso, 0s microrganismos susceptiveis voltam a colonizar. Muitas das
infeccdes que acometem pacientes imunossuprimidos tendem a ser de origem endogena (Safdar
& Armstrong, 2011). No entanto, do KpSC, a K. pneumoniae foi reportada como o patégeno
que ndo sé acomete individuos imunodeficientes, mas também aqueles que sao
imunocompetentes (Paczosa & Mecsas, 2016). Ademais, esta espécie prevalece em colecdes
clinicas, sendo isolada em 85% das colecdes (Wyres et al., 2020; Dong et al., 2022).
Atualmente, faz parte do grupo de microrganismos classificados como patégenos altamente
virulentos e resistentes aos antimicrobianos, sendo esse o “ESKAPE”, grupo composto por:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Outras espécies do género Klebsiella

spp. tém sido reportadas clinicamente, como K. variicola e K.oxytoca (Dong et al., 2022).

Os fatores de viruléncia que contribuem para a infeccdo por espécies de Klebsiella spp.
sdo: a producdo de endotoxina, presenca de capsula polissacaridica assim como seus
constituintes, o polissacarideo variavel capsular o antigeno K e o lipopolissacarideo (LPS) e
antigeno O. Além disso, a biossintese de siderdforo, fimbrias colaboram para a sobrevivéncia

bacteriana e adesdo, respectivamente (Y. Chen et al., 2020).
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Os antimicrobianos que podem empregados para o tratamento de ICS, de acordo com a
origem da mesma, causadas por KpSC incluem diversas classes como fluoroquinolonas,
aminoglicosideos, sulfametoxazol-trimetoprima, polimixinas e betalactamicos (Timsit et al.,
2014; Zhang et al., 2020; S. Chen et al., 2021b). Entretanto, com a emergéncia e disseminacéo
de cepas resistentes aos antimicrobianos, as op¢Oes terapéuticas ficaram limitadas, tornando
bastante desafiador o tratamento das infec¢des causadas por KpSC (Timsit et al., 2014; Pitout
etal., 2015).

1.5 Mecanismo de acdo de antimicrobianos de uso clinico com acao contra Klebsiella spp.

Os aminoglicosideos sdo compostos antimicrobianos que possuem estreptidina ou 2-
desoxiestreptamina, que sdo moléculas constituidas de um esqueleto de aminociclitol ligado a
um ou mais agucares aminados por ligacdes glicosidicas. Atuam a partir da adesdo a proteinas
da subunidade ribossdmica 30S, interferindo na ligacdo do RNA de transferéncia
formilmetionil. Provocam a leitura incorreta dos cddons presentes no mRNA e impedem a

sintese de complexos de iniciacdo onde a sintese de proteina € iniciada (Goering et al., 2020).

As tetraciclinas compdem uma familia de substancias de estruturas ciclicas, sendo
compostos bacteriostaticos. Impedem que o RNA de transferéncia aminoacil se ligue nos
receptores do ribossomo, ao se ligar na porcao da subunidade ribossdmica 30S (Goering et al.,
2020).

As quinolonas afetam a replicacdo do cromossomo ao inibir a atividade das

topoisomerases envolvidas no processo (Goering et al., 2020).

As sulfonamidas sdo estruturas andlogas ao acido para-aminobenzdico, de carater
bacteriostatico. Elas atuam em competicdo com a molécula do &cido para-aminobenzoico pela
enzima dihidropteroato sintetase, presente na sintese de purinas e pirimidinas (Goering et al.,
2020).

Assim como as sulfonamidas, e trimetoprima é um analogo estrutural que inibe sintese
de purinas e pirimidinas. A inibicdo da enzima di-hidrofolato redutase impede a formacéo do
acido tetrahidrofdlico, um intermediério na formacgdo das bases nitrogenadas. Embora essa
enzima exista em mamiferos, sua toxicidade é seletiva e depende da afinidade pela enzima

bacteriana a trimetoprima (Goering et al., 2020).

A fosfomicina é um antimicrobiano de amplo espectro, que possui acdo contra bactérias

gram-positivas e gram-negativas. O mecanismo de acdo desse antimicrobiano envolve a
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inibicdo da sintese de peptidoglicano associada a enzima MurA (Adhikari et al., 2023). E um
antibiotico com baixa toxicidade, amplamente utilizado para tratar infeccdes do trato urinario,

mas também utilizado para tratar infeccbes em outros sitios (Silver, 2017).

Os betalactamicos compdem uma classe de substancias antibacterianas com toxicidade
seletiva que tém como alvo as proteinas ligadoras de penicilina (PBP), responsaveis pela sintese
da parede celular bacteriana, pois realizam as ligacdes cruzadas do peptidoglicano. Esses
compostos sd@o formados por um anel betalactdmico e a distin¢do entre antimicrobianos desse
grupo se da pela variacdo da estrutura molecular e associacdo a outras moléculas em sua
composicdo. Sdo classificados em penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactamicos, alguns desses antimicrobianos estdo associados a inibidores de betalactamase
(Arruda et al., 2019; Goering et al., 2020).

Os betalactamicos sdo os antimicrobianos mais prescritos em unidade intensiva de
tratamento para diversos tipos de infeccdes, entretanto, a resisténcia a essa classe se tornou uma

grande preocupacdo (Noval et al., 2020).

1.6 Mecanismos de resisténcia aos betalactamicos em Klebsiella spp.

Existem diferentes mecanismos bioquimicos que resultam na resisténcia aos
betalactamicos (Ahmed et al., 2023). Os quatro principais incluem: impedimento da entrada do
antimicrobiano, alteracdo do sitio alvo, transporte ativo (efluxo), e inativacdo ou modificacédo
do composto antimicrobiano (Ahmed et al., 2023). O impedimento da entrada consiste na
repressdo ou diminuicdo da expressdo de porinas da membrana externa por onde
antimicrobianos ganham acesso as células em bactérias gram-negativas, por mutacdes ou
mecanismos regulatdrios. A alteracdo do sitio alvo consiste na modificacdo da estrutura com a
qual o antimicrobiano se associa para exercer sua atividade. Essa alteracdo pode ocorrer através
da substituicdo de aminoacidos por mutacGes, por exemplo, o que evita a ligagdo do
antimicrobiano ao sitio alvo (Darby et al., 2023). O transporte ativo do antimicrobiano para o
exterior da célula é mediado por bombas de efluxo presentes na membrana celular bacteriana.
Sua atividade diminui as concentragdes do antimicrobiano no meio intracelular, prevenindo-o
de alcancar o sitio alvo (Gaetano et al., 2023). A alteracdo enzimatica do composto
antimicrobiano modifica a estrutura do farmaco, impedindo sua agdo. Exemplos desse
mecanismo ¢ a degradacdo do anel betalactamico por betalactamases (Darby et al., 2023). Os
mecanismos de resisténcia podem ser classificados como intrinsecos e extrinsecos ou

adquiridos. A resisténcia intrinseca é definida como a resisténcia inerente presente na bactéria,
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determinada pelo genoma da espécie bacteriana como todo, independente de pressdes seletivas
(Cox & Wright, 2013). A resisténcia adquirida € definida como resisténcia que ndo faz parte da
caracteristica da espécie, que pode ser desenvolvida por mutacfes ou aquisi¢éo de genes. Essa

ultima € modulada por fatores do nicho onde a bactéria se encontra (Sagar et al., 2019).

1.6.1 Resisténcia intrinseca

A K. pneumoniae é intrinsecamente resistente a ampicilina, pois em seu genoma tem o
gene blasqv que codifica a enzima betalactamase SHV, capaz de hidrolisar aminopenicilinas,
como as amoxicilinas e ampicilinas (Arruda et al., 2019; Wyres et al., 2020). Ademais, genes
ortélogos ao blasHv em outras espécies do KpSC é o blaien e blaokpe. Genes que codificam SHV
ja foram identificados em elementos genéticos moéveis (EGM), tornando possivel a
transferéncia entre outras espécies, culminando com a resisténcia adquirida (Guo et al., 2016;
Wyres et al., 2020).

1.6.2 Resisténcia adquirida

As bactérias possuem a capacidade de transferir EGM entre a mesma espécie ou nao,
que trazem genes que conferem caracteristicas que podem favorecer sua sobrevida. A
transferéncia desses EGM pode ser horizontal ou vertical. A transferéncia horizontal de genes
(THG) ocorre entre células distintas, ndo relacionadas por divisdo celular. Ja a transferéncia
vertical ocorre de uma célula mée para uma célula filha. A dindmica da transferéncia horizontal
desses genes ocorre principalmente por conjugacao, transducéo, vesidugdo ou transformacao
(Dell’ Annunziata et al., 2021; Madigan et al., 2016). Uma vez adquiridos, EGMs podem ser
integrados ao cromossomo bacteriano, garantindo assim, posterior transmissao vertical
(Madigan et al., 2016). Portanto, as caracteristicas adquiridas pelas bactérias frequentemente
sd0 mantidas nas linhagens posteriores. No ambiente hospitalar, € comum haver cepas
bacterianas que carreiam plasmideos que as favorecem contra a agdo antimicrobiana. Os
plasmideos sdo EGM que possuem sua propria origem de replicacdo e, assim, tem replicacdo
independente do cromossomo. Os EGM podem conferir tanto maior adaptabilidade a bactéria
no sitio de colonizacdo através do aprimoramento dos mecanismos de viruléncia, quanto
resisténcia a antimicrobianos utilizados para combater 0 microrganismo. Essa dindmica pode

colaborar para o surgimento de cepas hipervirulentas (HV) ou MDR (Dong et al., 2022).
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1.6.3 Resisténcia aos betalactamicos em Klebsiella spp. pela producéo de betalactamases

Enquanto os betalactimicos sdo agentes bactericidas amplamente prescritos para
infeccOes bacterianas (Bush & Bradford, 2016), as betalactamases sdo antagonistas no
mecanismo de acdo desses antimicrobianos. S&@o responsaveis por hidrolisar o anel
betalactamico, inativando a acdo desses compostos. Esse € o mecanismo de resisténcia
bacteriana mais estudado em BGN (Bush & Bradford, 2020). Apds sua sintese, as
betalactamases sdo langadas no espaco periplasméatico onde se encontram seu alvo - o anel
betalactamico, e impedem que o antimicrobiano se ligue a PBP (Majumdar et al., 2023). Esse
mecanismo apresenta impacto importante no desenvolvimento da resisténcia aos
betalactdmicos e encontra-se amplamente disseminado em espécies do género Klebsiella spp.
(M. J. Martin et al., 2023).

Existem muitos tipos de betalactamases com diferentes espectros de acao e sistemas de
classificacdo foram propostos para estruturar o estudo dessas enzimas. Dois sistemas de
classificacdo dessas enzimas sdo comumente empregados para essa finalidade, um proposto por
Ambler (1982), baseado na estrutura da enzima; e o proposto por Bush, Jacoby e Medeiros
(Bush et al., 1995), baseado na gama de substratos e perfil de inibicdo dessas enzimas. Ambler
classifica a enzima em quatro grupos diferentes, A, B, C e D, sendo A, C e D enzimas que
utilizam serina para hidrélise, enquanto B sdo metaloenzimas dependentes de ions de zinco

divalentes para a hidrdlise, conforme apresentado na figura 2.

[ Classificagao de Ambler ]
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Figura 2 - Organizagdo da classificagdo de Jacoby-Bush-Medeiros correlacionada a classificagdo de Ambler e os
tipos de betalactamases associados em cada classificacdo. Adaptado de Noster et al., 2021.

As Dbetalactamases de preocupagdo em KpSC incluem as carbapenemases,
cefalosporinases tipo AmpC mediada por plasmideos e as betalactamases de espectro estendido
(ESBL) (Yu et al., 2024).
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As ESBL sdo enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar as oximino-
cefalosporinas de amplo espectro, ou seja, cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, mas
também os monobactamicos (aztreonam), cefalosporinas de primeira e segunda geracdo e
penicilinas. Entretanto, ndo conferem resisténcia a carbapenémicos e podem ser neutralizadas
por inibidores como &cido clavulénico, tazobactam e sulbactam, embora essa caracteristica ndo
se traduza em eficicia terapéutica das associacfes de betalactdmicos com inibidores de
betalactamases (Bush & Bradford, 2020).

A presenca de ESBL pode ser detectada em diversas espécies da ordem
Enterobacterales, mas os frequentemente associados sdo a E. coli e a K. pneumoniae. As
ESBL’s apresentam ampla diversidade in natura e podem ser classificadas dentro das seguintes
familias: Temoneira (TEM), Sulfhydryl reagent variable (SHV), Inhibitor-resistant TEM
(IRT), Complex mutant derived from TEM-1 (CMT), Cefotaxime-hydrolysing p-lactamase
isolated in Munich (CTX-M), Guiana-extended spectrum (GES), Pseudomonas Extended
resistant (PER), Vietnam extended-spectrum p-lactamase (VEB), Belgium extended p-
lactamase (BEL) e Tlahuica (TLA). Entre 1980 e os anos 2000, as ESBL classe A de Ambler,
TEM e SHV costumavam ser as ESBL predominantes globalmente, mas atualmente a mais
difundida e de grande preocupacdo sdo as pertencentes a familia CTX-M (Bush, 2018;
Castanheira et al., 2021). A divisdo de ESBL CTX-M ¢ feita em seis grupos, baseado na
homologia das sequéncias peptidicas: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25
e KLUC (Castanheira et al., 2021; Yu et al., 2024).

Analises gendmicas de plasmideos do banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) identificou maior incidéncia de CTX-M-14 (grupo CTX-
M-9) e CTX-M-15 (grupo CTX-M-1) ao redor do mundo (Yu et al., 2024). Na Europa e Asia,
o0s tipos mais incidentes foram CTX-M-1, CTX-M-14 e CTX-M-55, sendo a K. pneumoniae
um dos hospedeiros mais comuns dessas enzimas. Na América Latina, a predominéncia dos
grupos CTX-M-1 e CTX-M-9 foi constatada (Castanheira et al., 2021). Ademais, foi analisada
a predominancia dos grupos CTX-M-1, CTX-M-2 e CTX-M-9 em cepas de K. pneumoniae
oriundas de amostras de colonizacdo de pacientes em unidades de terapia intensiva no Brasil
(Bomfim et al., 2023). K. pneumoniae produtora de CTX-M-1, CTX-M-2 e CTX-M-9 também
ja foram detectadas de forma predominante em amostras clinicas de hospitais do sudoeste do
Brasil (Borghi et al., 2023).

Consonante a emergéncia de CTX-M, h& a preocupacdo da disseminacdo de

cefalosporinases do tipo AmpC entre KpSC. Esse tipo de enzima comegou a ter maior
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incidéncia em altos niveis de cdpia de plasmideos em espécies bacterianas, por volta de 1990,
e se tornou uma preocupacao por ser transferivel entre espécies e resultar na resisténcia aos
betalactamicos de diversas classes, incluindo cefalosporinas de terceira geracdo e
monobactamicos (Bush, 2018). Genes codificadores dessas enzimas sdo intrinsecos aos
cromossomos de espécies como Citrobacter freundii, Klebsiella aerogenes, Enterobacter
cloacae complex. Nesses organismos, a producdo de AmpC esta sujeita a mecanismos
regulatérios que culminam em resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo e
monobactamicos somente em condi¢des de hiperexpressdo (Bush & Bradford, 2020).
Entretanto, genes codificadores dessas enzimas foram mobilizados e disseminados por EGMs
aoutras espécies bacterianas, incluindo KpSC. O primeiro relato de AmpC plasmidial (pAmpC)
aconteceu em 1989, a partir de uma amostra de K. pneumoniae oriunda de ferida de um paciente
internado na Coréia do Sul (Bush & Bradford, 2020). Em 2018, foram detectadas K.
pneumoniae produtoras de pAmpC em diferentes hospitais, oriundos de pacientes internados
em unidades de tratamento intensivo na india (Gogoi et al., 2023). No mundo foi averiguada a
predominancia de bactérias dos géneros Klebisiella spp., Salmonella spp. e Pseudomonas spp.
carreadoras de pAmpC em paises asiaticos e do Oriente Médio (Gogoi et al., 2023). A
ocorréncia de pAmpC em alimentos e animais ja foi constatada no Brasil (Melo et al., 2018;
Koga et al., 2019; Botelho et al., 2020). Em isolados clinicos, poucos estudos relatam a
ocorréncia de pAmpC no Brasil portanto sua incidéncia é pouco conhecida (Dias et al., 2008;
Raro et al., 2020), ja houve relato nesse nicho, de um isolado clinico produtor de pAmpC do

género Klebsiella spp. (Campana et al., 2013).

As carbapenemases sdo enzimas capazes de hidrolisar praticamente todos 0s
betalactamicos, incluindo os carbapenémicos. As enzimas de importancia clinica ja reportadas
em Klebsiella spp. séo: Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), as do tipo oxacillinase
(OXA-48), active-on-imipenem metallo betalactamase (IMP), Verona integron-encoded
metallo-betalactamase (VIM), New Delhi metallo-4-lactamase (NDM) e Brazilian Klebsiella
carbapenemase (BKC) (Bharathwaj et al., 2021; Bush & Bradford, 2020).

A familia do tipo KPC emergiu na costa leste dos EUA e sua distribuicdo € amplamente
disseminada pelo mundo, sendo umas das mais frequentes em termos de incidéncia global,
inclusive no Brasil (Camargo et al., 2023; Sader et al., 2023). Possui a capacidade de hidrolisar
penicilinas, a maioria das cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos, porém nédo é
capaz de hidrolisar eficientemente a ceftazidima (Bush & Bradford, 2020; Palzkill, 2018).

Espécies que expressam essa enzima ndo sdo suscetiveis & inibicdo pelo clavulanato ou
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tazobactam, porém podem ser inibidas pelo avibactam ou vaborbactam (Bush & Bradford,
2020). Entretanto, podem ndo ser inibidas por ceftazidima-avibactam caso expressem enzimas
KPC mutantes com atividade catalitica elevada para ceftazidima, como € o caso da KPC-3
(Bush & Bradford, 2020). Isolados que produzem KPC costumam ser resistentes a
aminoglicosideos, pois 0s EGMs associados ao blakpc costumam carrear genes de resisténcia a
essa classe de antimicrobianos (Kazmierczak et al., 2016; Bush & Bradford, 2020). Inclusive,
essa enzima ja foi reportada como predominante em amostras clinicas de pacientes com NH no
Brasil (Lalaoui et al., 2020).

Outra carbapenemase de preocupacdo clinica é a NDM. Foi descrita pela primeira vez
em 2009, em uma K. pneumoniae isolada de um paciente na Suécia que havia sido previamente
admitido em hospital na india (Bush & Bradford, 2020). Confere resisténcia a penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, mas ndo a monobactamicos (Bush & Bradford, 2020).
Atualmente, a enzima é amplamente disseminada no mundo e representa uma preocupacao de
salde publica, pois ndo sdo inibidas por avibactam ou vaborbactam, limitando ainda mais as
opcdes terapéuticas (Karampatakis et al., 2023). A enzima foi reportada no Brasil em 2013, em
Enterobacterales e A. baumannii (Deglmann et al., 2019). K. pneumoniae produtoras da enzima
ja foram isoladas em amostras clinicas de 8 hospitais em estados do Sul do Brasil (Kazmierczak
etal., 2016).

O problema da difusdo de enzimas carbapenemases esta relacionada ao fato de que os
carbapenémicos costumam ser 0s antimicrobianos de escolha para tratamento de infeccGes

severas causadas por cepas de K. pneumoniae produtoras de ESBL (Martin & Bachman, 2018).

Além dos meios de aquisicdo de genes de resisténcia por transmissdo de EGMs, ha
também a resisténcia adquirida por mutacGes genéticas. Em geral, mudancas nos alvos dos
antimicrobianos ou em estruturas relacionadas com a entrada e acimulo dos antimicrobianos
na célula bacteriana sdo os principais mecanismos mutacionais relacionados com a resisténcia
microbiana (Tsai et al., 2011; Goering et al., 2020; Wyres et al., 2020). Como exemplo,
alteracdes na expressdo e operacdo das bombas de efluxo OgxAB e AcrAB da membrana
externa de Klebsiella spp. conferem resisténcia a fluoroguinolonas, nitrofurantoina, tigeciclina,
cloranfenicol e carbapenémicos; enquanto mudancas nas porinas OmpK36 e Ompk35 podem
colaborar para aumento da resisténcia a carbapenémicos (Wyres et al., 2020). Alguns dos genes
que podem ser modificados e estdo envolvidos com a resisténcia bacteriana a antimicrobianos

podem ser observados na figura 3.
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Mecanismo Genes (10 Cb %N
Modificagdo de porina ompk35 e ompK

Modifica¢do do lipidio A phoPQ, pmrAB, mgrB e ccrAB

Mutacdo na topoisomerase 2/rA. gyrB, porC e parE
Expressao de bomba de efluxo 0gxAB acrAB (ramA, rarA, soxS e MarA)

Mutagao da proteina ribossémica s10 ps)

Figura 3- Relago de core genes envolvidos com a resisténcia por mutacéo a antimicrobianos em cepas Klebsiella
pneumoniae complex. Adaptado de: Wyres L. Kelly e colaboradores.

A resisténcia antimicrobiana ndo s6 reduz drasticamente as opcOes terapéuticas
disponiveis, como também esta associada a altas taxas de mortalidade em infec¢Bes causadas
por patdgenos que expressam diversos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
utilizados como ultimo recurso na pratica clinica. E isso atrasa a implementacdo da
antibioticoterapia adequada (Timsit et al., 2014), o que favorece as altas taxas de mortalidade
nesse cenario. 1sso € critico principalmente em pacientes imunocomprometidos, pois as taxas
de mortalidade aumentam exponencialmente quando esses eventos ocorrem (Zhang et al.,
2020).

1.6.4 Variantes fenotipicas em ICS

Como apresentado no item 1.3, o protocolo padrdo empregado em todo o mundo para o
diagndstico dos agentes etiologicos das ICS € a cultura, seguido da identificacdo e antibiograma
de um representante de cada morfotipo colonial. No entanto, alguns estudos tém mostrado que
cepas com o mesmo morfotipo nas culturas podem apresentar diferentes perfis de

suscetibilidade aos antimicrobianos (Gajic et al., 2022).

A dinamica sobre como a populacdo de uma espécie bacteriana evolui no hospedeiro
ainda é pouco explorada. Abordagens que incluem testes genéticos que testam diferentes
coldnias crescidas a partir da amostra inicial sdo efetivas na identificacdo de diferentes padrbes

genéticos de uma especie bacteriana, mas essa pratica ndo é rotina nos laboratdrios de
microbiologia clinica (Didelot et al., 2016; Cheng et al., 2022; Badrane et al., 2023).

Assim como ha chance de diferentes cepas colonizando o mesmo hospedeiro

coexistirem, a evolugcdo do proprio microrganismo também pode ser possivel (Didelot et al.,
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2016). Em geral, a taxa de substituicdo por sitio é de 107 a 10~ por ano em bactérias (Didelot
et al., 2016). Em K. pneumoniae essa taxa € menor do que a faixa geralmente observada em
bactérias, sendo aproximadamente 10 mutacBGes por ano por genoma (Didelot et al., 2016).
Mutacdes pontuais, aquisicdo de genes através de THG e dele¢cdes podem também promover a

diversificacdo de cepas.

Esse fendmeno é denominado aqui como Variante fenotipica (V). A diversidade de Vf
pode ser induzida por pressao seletiva, como exposicao a antibioticos, e essa ocorréncia pode
culminar em falha terapéutica. Ja foi evidenciado que as mutacfes que conferem resisténcia

podem ocorrer meses apds o tratamento com o respectivo antimicrobiano (Didelot et al., 2016).

Esse fendmeno foi evidenciado para K. pneumoniae produtora de carbapenemase em
pacientes com ICS, onde foi identificada VVf em cepas isoladas de um mesmo paciente, as quais
apresentaram delec¢des ndo sindnimas e diferengas quanto a presenca de genes que culminaram
em fenotipos distintos, tanto de viruléncia como de resisténcia aos antimicrobianos (Cheng et
al., 2022). A presenca de cepas com perfis distintos de suscetibilidade aos antimicrobianos em
um mesmo episédio de ICS implica em consequéncias negativas para a escolha do melhor
tratamento desses eventos principalmente em pacientes imunocomprometidos, com grande

potencial para culminar na falha terapéutica (Cheng et al., 2022).
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2 JUSTIFICATIVA

Pacientes que possuem NH sdo extremamente suscetiveis ao desenvolvimento de ICS,
tanto pela imunossupressao, fruto da doenca de base e do tratamento, como pela implementagéo
de dispositivos invasivos para tratamento. Ademais, a colonizacao do trato gastrointestinal por
cepas do KpSC se mostra como uma das condicGes que estdo ligadas a subsequente infeccao
por esse género, aléem de que infeccBes por esse complexo sdo frequentes em individuos
imunossuprimidos. Em K. pneumoniae sabe-se que a resisténcia antimicrobiana é amplamente
difundida, contudo, nas demais espécies do KpSC, o padrdo de resisténcia antimicrobiana e

informacdes referentes aos genes relacionados ainda é pouco explorado.

Além disso, é possivel que cepas com diferentes caracteristicas genéticas e fenotipicas
colonizem um mesmo individuo simultaneamente. Os possiveis motivos para isso € que a
colonizacdo por Klebsiella spp. pode ocorrer a partir de diversas fontes. Adicionalmente, €
possivel que uma cepa evolua em resposta a microbiota do proprio hospedeiro. Tanto a
colonizagdo quanto a evolugdo contribuem para a diversidade fenotipica e genotipica dentro de

um individuo, mesmo quando as cepas sao do mesmo género e espécie.

Considerando esse contexto, é plausivel supor que os eventos de ICS nessa populagio
podem ser ocasionados por diferentes cepas, ainda que pertencentes a uma mesma espécie
sendo possivel a existéncia de subpopulacGes com diferentes caracteristicas fenotipicas e
genotipicas na mesma ICS. Este contexto mostra a relevancia de rever o diagnéstico das ICS
em pacientes com NH. Nossas hipéteses sdo: i) subpopulacdes com perfis de antibiograma
distintos podem ser observadas em um mesmo episddio de infeccao, e ii) espécies distintas, mas

pertencentes ao KpSC, podem coexistir em um episodio de ICS.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Verificar se subpopulac6es de Klebsiella spp., com perfis de antibiograma distintos,

podem coexistir em um mesmo episddio de ICS em pacientes com NH.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar as espécies de Klebsiella isoladas de episddios de ICS em

pacientes com NH.

- Aferir os perfis de resisténcia aos antimicrobianos dos microrganismos

incluidos na colecdo.

- Investigar a presencga de genes comumente relacionados a resisténcia as
cefalosporinas de amplo espectro e aos carbapenémicos, nas amostras que apresentarem

esses fenotipos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populacéo do estudo e processamento do material

O material clinico utilizado neste estudo foi proveniente de pacientes diagnosticados
com NH e/ou submetidos a TCTH, que estiveram internados na unidade de transplantes (UTX)
do hospital terciario Complexo Hospitalar de Niterdi (CHN) da regido metropolitana do Rio de
Janeiro entre setembro de 2020 a dezembro de 2021. Esses pacientes fazem parte de um estudo
prospectivo que avalia as complicagdes infecciosas em pacientes com NH, aprovado pelo
respectivo comité de ética em pesquisa sob 0 niUmero 54941216.0.3001.5455.

As amostras sanguineas dos pacientes foram coletadas e processadas pelo laboratério
clinico. As placas empregadas para o isolamento a partir das garrafas de hemoculturas foram
transportadas sob refrigeracao para o Laboratorio de Investigacdo em Microbiologia Médica da
UFRJ, localizado no Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia
Paulo de Gdées da UFRJ. As placas recebidas foram inspecionadas e um representante de cada
morfotipo colonial observado foi sub cultivado, empregando a técnica de esgotamento, em agar
MacConkey (DIFCO™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), seguido de incubagdo em
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aerobiose a 35+22C por 18-24 horas, para a obtengéo de culturas puras. Entdo, as cepas foram
repicadas a partir do MacConkey em meio nutritivo agar Trypic Soy Agar (TSA, DIFCO) e
incubadas em aerobiose a 35+22C por 18h-24 horas. Apds esse periodo, foram estocadas a -
20°C em criotubos contendo 1 mL de meio crioprotetor Skim milk (DIFCO) suplementado com

20% de glicerol, preparado de acordo com as especificagOes do fabricante.

4.2 Critérios de selecdo e processamento das amostras do estudo

O desenho do estudo foi realizado conforme ilustrado na figura 4.

Cepas identificadas como Klebsiella
pneumoniae por MALDI-TOF, do banco de
amostras, oriundas de 85 placas de 17 pacientes
n=_86

A

Cepas oriundas do mesmo
episodio de ICS de
16 pacientes
n=2_84

3

Identificagdo
TypeR
n =384

A

Teste de susceptibilidade aos

antimicrobianos
n=_84
/‘ \
Cepas resistentes a pelo Cepas resi§tentes a Episodios de ICS polimicrobianas e
menos 1 carbapenémico cefepima monomicrobianas com perfis do TSA
n=>54 n=46 diferentes de 14 pacientes
n=72
A
PCR para PCR para
carbapenemase ESBL

Episodios de ICS com presenga de Vfem
14 pacientes
n=67

Figura 4 - Desenho do estudo para identificacdo de espécies do KpSC e Vf coexistindo em episddios de ICS.
O critério de selecdo para as amostras do estudo foi de acordo com as seguintes normas:

um episoédio de ICS compreende o periodo de 14 dias ap0s a primeira constatacdo de um



34

patdgeno na corrente sanguinea. Em casos de pacientes que tenham tido o diagnostico de ICS
e 0 patdgeno tenha sido re-isolado no 15° dia ap6s o primeiro dia da confirmagdo da ICS, foi
considerado como novo episodio de ICS. Isolados Unicos oriundos de apenas uma placa de
hemocultura ndo foram incluidos nas analises referentes a susceptibilidade antimicrobiana e

pesquisa de genes de resisténcia.

4.3 Identificagéo bacteriana

A identificagdo bacteriana foi realizada por espectrometria de massas do tipo MALDI-
TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). As amostras foram reativadas do banco, através
do semeio por técnica de esgotamento em meio Trypic Soy Agar (TSA, DIFCO) e incubadas
em aerobiose a 35+22C por 18h-24 horas. Cada amostra foi aplicada em duplicata na placa
metalica de 96 poc¢os do equipamento, com auxilio de palito estéril e, entdo, foi aplicado 1 pl
de &cido formico. ApoOs a secagem completa, foi aplicado 1 pl de matriz alpha-cyano-4-
hydroxy-cinnamic acid- (Bruker Daltonics) (preparado conforme as especificacbes do
fabricante) e a placa foi mantida em temperatura ambiente até a secagem. Os espectros de
massas foram colhidos na frequéncia do laser em 60 hz, com captagdo entre 40-240 disparos.
Os espectros gerados foram inicialmente analisados por meio do software MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics) e interpretados segundo o score obtido apds a leitura do espectro no
aparelho. A faixa do score foi interpretada da seguinte forma: 2.00-3.00 a identificacdo € de
grande confiabilidade, entre 1.70-1.99 a identificacdo é de baixa confiabilidade e entre 0.00-

1.69 a identificacdo nédo foi possivel.

As cepas com identificacdo do género Klebsiella spp. tiveram seus espectros salvos e
carregados na ferramenta online de identificacdo, TypeR, disponivel em:
https://maldityper.pasteur.fr (Bridel et al., 2021).

4.4 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado de acordo com as
recomendacdes do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST,
2024). Para preparar o inoculo das amostras de Klebsiella spp., foram colocados 3 mL de salina
(0,85%) estéril, em tubos previamente autoclavados, e a amostra foi inoculada com auxilio de
alca estéril, em camara de fluxo laminar, até que se obtivesse a turbidez compativel com o tubo

0.5 da escala McFarland. Com auxilio de swab estéril, uma aliquota dessa suspensdo foi
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inoculada em placas de petri de 150x100mm contendo 0 meio Mueller-Hinton (DIFCO™) em
agar, de forma a obter crescimento confluente. Em seguida, foram aplicados os discos dos
antimicrobianos para o teste com auxilio de pinca estéril. Os discos antimicrobianos testados
sdo da marca Cefar® (Cefar Diagndstica, SP, Brasil) e foram: Amoxicilina/acido clavulanico
(20/10 pg), piperacilina/tazobactam (30/6 pg), ampicilina/sulbactam (10/10 pg), cefepima (30
ug), ceftazidima (10 pg), cefoxitina (30 pg), cefuroxima (30 pg), ceftriaxona (30 pg),
ceftalozana/tazobactam (30/10 ng), ceftazidima/avibactam (10/4 pg), aztreonam (30 pg),
meropenem (10 pg), ertapenem (10 pg), imipenem (10 pg), amicacina (30 pg), gentamicina (10
ug), ciprofloxacino (5 pg), tetraciclina (30 pg), cloranfenicol (30 pg), fosfomicina (200 pg) e
sulfametoxazol/trimetoprima (23,75/1,25 pg).

Para deteccdo fenotipica de ESBL foi realizado o teste de disco aproximacdo, em
conjunto com o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Para isso, 0s discos de
cefalosporinas (ceftriaxona, cefepima e ceftazidima) foram aplicados a 20 mm do disco de
amoxicilina/acido clavulanico (BrCAST, 2024). O aparecimento de distor¢cdes do halo de
inibicdo do crescimento entre os discos contendo o substrato e o inibidor da enzima, ou o
aparecimento de zonas fantasmas nessa mesma regido caracterizou resultado positivo para a
producdo de ESBL.

Apbs aplicacdo dos discos, as placas de TSA foram incubadas em aerobiose a 35+2 °C
por 1842 horas. A interpretacdo dos resultados foi feita de acordo com o preconizado pelo
BrCAST (BrCAST, 2024) exceto para tetraciclina, que a interpretacao foi feita de acordo com
as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023). As cepas E.
coli ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 foram utilizadas como controle de
qualidade do teste e controle positivo para producdo de ESBL, respectivamente (BrCAST,
2024).

4.5 Realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As cepas que apresentaram resisténcia fenotipica a cefepima e/ou aos carbapenémicos
no TSA foram submetidas a pesquisa dos genes que codificam resisténcia a esses
antimicrobianos. A suspensdo para PCR foi composta de 0,5 mL de agua Milli-Q em
microtubos de centrifugacdo e uma col6nia isolada da amostra previamente semeada em TSA
por técnica de esgotamento e incubada em aerobiose a 35+2°C por 18h-24 horas. Apds a

inoculacdo, o eppendorf foi homogeneizado com o auxilio de vortex. Para as amostras que
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apresentaram resisténcia a pelo menos um carbapenémico foi feito PCR multiplex para pesquisa
de blakpc € blanom. Quanto as cepas que apresentaram fenotipo de resisténcia a cefepima foi
feito PCR para pesquisa de blactx-m-12. Como controle da amplificagdo na reacéo, a pesquisa

do gene rrs (16S rRNA) foi inclusa na PCR multiplex.

A mistura da reagdo foi preparada com master mix (GoTag® Green Master Mix 2X, -
Thermo Fisher, MA, EUA, 13 L), H20 livre de DNAse (UltraPure™, Thermo Fisher, MA,
EUA, 2 pL), primer forward (10 pmol/uL, 0,5 uL) e reverse (10 pmol/uL, 0,5 uL) para os
genes blanpwm, blakec € rrs. A PCR para pesquisa de genes blactx-m-1/2 foi feita com Master mix
(GoTaq® Green Master Mix 2X, 5 pL), H20 livre de DNAse (UltraPure™" Thermo Fisher,
MA, EUA, 3 uL) e primer forward (10 pmol/uL, 0,5 uL) e reverse (10 pmol/uL, 0,5 uL). As

sequéncias dos primers utilizados estdo descritas no quadro 3.

Quadro 3 - Primers utilizados na PCR, seus respectivos genes alvo, sequéncias
nucleotidicas e tamanho esperado para o produto.

Tamanho esperado
do fragmento de
amplificacdo (pares
de base)

Gene Primer Sequéncia (5'-3")

blanom-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
blanpm 621
blanom-R | CGG AAT GGC TCATCACGATC

GCT ACACCTTGC TCC ACC
blakpc-1F
TTC
b|aKPc 800
TGG AGG GCC AAT AGATGA
blakpc-3R T

blactx-m-12-F ATG TGC AGY ACC AGT AA
blactx-m-112 512
blactx-m-12-R | CGC TGC CGG TTT TAT CSC CC

16MS-F AGA GTT TGATCC TGG CTC AG

s ACG GCT ACCTTGTTA CGA 1499
16MS-R

CTT
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Entdo, as misturas foram adicionadas a 2 pl da suspensdo da cepa em estudo, e
homogeneizado com a pipeta. Os tubos foram encaminhados ao termociclador e o programa de
ciclagem da reacdo multiplex desenvolvido in house para blakpc (Hossain et al., 2004), blanom
(Poirel et al., 2011) e rrs (Mendes et al., 2007) foi: desnaturacdo inicial a 94°C por 8 minutos,
seguido de 30 ciclos que incluem a desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, fase de anelamento
a 53°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 40 segundos e, apds os 30 ciclos, foi realizada

uma etapa de extensdo final a 72°C por 7 minutos.

O programa de ciclagem utilizado para a PCR voltada para a pesquisa de blactx-m-1/2
(desenho do primer e protocolo in house) foi: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos,
seguido de 30 ciclos que de desnaturacao a 95°C por 30 segundos, fase de anelamento a 54°C
por 30 segundos, extensdo a 72°C por 45 segundos. Apds os 30 ciclos, foi realizada uma etapa

de extensé&o final a 72°C por 8 minutos.

Apdbs a amplificacdo, foi realizada a eletroforese do fragmento de amplificacdo. Os
tubos foram retirados do equipamento e seu contetdo aplicado em gel de agarose K9-9500
Kasvi (Laboratérios Conda S.A., Madrid, ES) 1% preparado com adi¢do de 2 pl de brometo de
etidio (10mg/ml) em cuba de eletroforese com solugdo tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X.

Em seguida, a cuba de eletroforese foi ligada em corrente de 100 mA a 100V, por 40-
45 minutos. Para realizacdo da leitura, o gel foi exposto a luz ultravioleta no transiluminador
ImageQuant™ LAS 4000 (GE HealthCare, Chicago, IL, EUA). Os fragmentos observados
tiveram seus tamanhos estimados mediante comparacdo com o padrdo de tamanho molecular
100 pb Ladder Plus (Sinapse Inc., Maranhdo, SP) e com os controles da reacdo. As cepas
utilizadas como controle foram a K. pneumoniae KP13 MDR para controle do gene blakpc
(Ramos et al., 2014) e para o gene blanom a cepa K. pneumoniae ST11 produtora de NDM
(Campana et al., 2013). O controle para blactx-m-2 foi a cepa E. coli Y15317 (Botelho, 2016).



38

5 RESULTADOS

Foram analisadas 84 cepas isoladas de 19 episddios de ICS em 16 pacientes. Ao todo,
88,1% (74/84) da colecéo foi identificada como K. pneumoniae; 7,1% (6/84) como K. variicola
subsp. variicola; 2,4% (2/84) como K. variicola subsp. tropica; e 2,4% (2/84) como K.
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae. A distribuicdo de identificacdo por MALDI-TOF,
empregando ou ndo o TypeR, em relacdo a identificacdo realizada pelo laboratério clinico esta
apresentada na tabela 1. Das espécies estudadas, 11,9% (10/84) apresentaram resultados
divergentes considerando a identificacéo realizada pelo laboratorio clinico e a realizada como
parte desse trabalho, empregando MALDI-TOF e os softwares Biotyper e TypeR. Enquanto o
laboratério clinico identificou toda a colecdo como K. pneumoniae por MALDI-TOF,
observamos a presenca de 10 amostras pertencentes a espécie K. variicola quando empregamos
MALDI-TOF e o software integrado, Biotyper. Porém, o software TypeR identificou essas 10
amostras como K. variicola subsp. variicola (n=6), K. variicola subsp. tropica (n=2) e K.

quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (n=2).

Tabela 1- Identificacdo do KpSC entre as cepas da coorte.

Espécie Identificacdo Identificacdo Identificacdo
P laudo (n) Biotyper (n) TypeR (n)

K. pneumoniae 84 74 74
K. variicola - 10 -

K. variicola subsp. tropica - - 2

K. variicola subsp. variicola - - 6

K. quasipneumoniae subsp. i i
similipneumoniae 2

Foram observados 13 episodios de infeccdo da corrente sanguinea (ICS) em 10
pacientes causados exclusivamente por Klebsiella pneumoniae. Em outros dois episddios de
ICS, um foi causado exclusivamente por Klebsiella variicola subsp. variicola, e em outro

paciente por Klebsiella variicola subsp. tropica. Portanto, as espécies identificadas em ICS
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monomicrobianas tiveram a seguinte distribuicdo: 68,4% (13/19) por K. pneumoniae, 5,2%
(1/19) por K. variicola subsp. variicola 5,2% (1/19) por K. variicola subsp. tropica 5,2% (1/19).
Em relacdo as ICS causadas por mais de uma espécie, foram identificados 4 episodios em 4
pacientes. As especies identificadas nos episodios polimicrobianos foram K. pneumoniae, K.
variicola subsp. variicola e K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae. A combinacdo das
espécies identificadas em cada um desses episodios estd resumida na figura 5. K. pneumoniae
e K. variicola subsp. variicola coexistiram em 2 episddios; K. pneumoniae, K. variicola subsp.
variicola e K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae em 1 episodio; e K. pneumoniae e K.

quasipneumoniae subsp. similipneumoniae em 1 episodio.

16 Pacientes

l I l

7 iii
ICS tnicas 21CS 31Cs
14 Pacientes 1 Paciente 1 Paciente
l l Episédio de ICS  Episddio de ICS
0ee d 4
1?15 @ 17?I1CS @
2°ICS @ 2°I1CS @
10 Monomicrobianas 4 polimicrobianas 3°ICS @
® @8
1 Paciente 2 Pacientes
; o®
1 Paciante 1 Paciente
(@]
8 Pacientes 1 Paciente

® « pneumoniae
® « variicola subsp. variicola

K. variicola subsp. tropica
K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae

Figura 5- Distribuicdo das espécies do KpSC nos episodios de ICS dos pacientes do estudo.

As maiores taxas de resisténcia foram observadas para fosfomicina, com 77% (65/84),
seguida por piperacilina-tazobactam, 58,3% (49/84); cefuroxima, 57,1% (48/84); ceftazidima,
55,9% (47/84); aztreonam, 54,7% (46/84); cefepima, 54,7% (46/84); ceftriaxona, 54,7%
(46/84); cefoxitina, 54,7% (46/84); ciprofloxacina, 52,3% (44/84); sulfametoxazol-
trimetoprima, 52,3% (44/84); ceftalozane-tazobactam, 51,1% (43/84); imipenem, 51,1%
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(43/84); meropenem, 58,1% (43/74); cloranfenicol, 52,7% (39/74); tetraciclina, 36,4% (27/74);
amicacina, 16,2% (12/74); gentamicina, 1,3% (1/74); e ceftazidima-avibactam, 0% (0/84). A
resisténcia observada foi mais frequente em K. pneumoniae do que nas demais espécies

identificadas, como evidenciado na tabela 2.

Tabela 2 - Porcentagem de resisténcia observada de cada espécie do KpSC para cada

antimicrobiano do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos.

Antimicrobiano

K. pneumoniae K. variicola subsp.

K. variicola
subsp. tropica

K.

quasipneumoniae

subsp.

(n="74) variicola (n=6) (n=2) similipneumoniae
(n=2)

Fosfomicina 78,3% (58) 66,6% (4) 50% (1) 100% (2)
Piperacilina-tazobactam  66,2% (49) - - -
Cefuroxima 64,8 % (48) - - -
Ceftazidima 63,5% (47) - - -
Aztreonam 62,1% (46) - - -
Cefepima 62,1% (46) - - .

Ceftriaxona

62,1% (46)

Cefoxitina 62,1% (46) - - -
Ciprofloxacina 59,4% (44) - - -
Sulfametoxazol- 59,4% (44)

trimetoprima

Imipenem 58,1% (43) - - -
Meropenem 58,1% (43) - - -
Cloranfenicol 52,7% (39) - - -
Ceftalozane-tazobactam  51,1% (43) - - -
Tetraciclina 36,4% (27) - - -
Amicacina 16,2% (12) - - -
Gentamicina 1,3% (1) - - -

Ceftazidima-avibactam

“-” Representa auséncia de cepas resistentes ao respectivo antimicrobiano, ou 0%.
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Os fendtipos sugestivos de producdo de ESBL foram pesquisados nas 84 cepas do
estudo. Uma Unica cepa apresentou resultado positivo, pertencente a espécie K. pneumoniae,
enquanto que 52,3% (44/84) apresentaram resultados inconclusivos, ou seja, ndo foi observado
qualquer halo de inibicdo aos antimicrobianos empregados no teste; e 46,4% (39/84)

apresentaram resultados negativos.

Devido ao grande nimero de resultados inconclusivos observados nos testes fenotipicos
para a deteccdo de ESBL, todas as cepas que apresentaram resisténcia a cefepima foram
submetidas a pesquisa do gene codificador de ESBL blactx-m-12. Das 46 cepas testadas, 34%
(16/46) das cepas foram positivas para a presenca do gene. Cepas que apresentaram resisténcia
a pelo menos um carbapenémico foram submetidas a pesquisa do gene codificador de
carbapenemase blakrc e, das 57 cepas testadas, 43 (75,4%) foram positivas para a presenca do
gene. Ainda, 13 cepas foram positivas para a presenca de ambos os genes, blakrc € blacTx-m-1/2.
Todos os genes de resisténcia foram detectados somente em K. pneumoniae. Todas as cepas da

coorte foram negativas para o gene blanpwm.

A presenga de cepas com diferentes perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos e que
variaram na presenca de genes. Foram observados 23 perfis de resisténcia diferentes para K.
pneumoniae, e 1 perfil de resisténcia para espécies de K. variicola subsp. variicola, K.
quasipneumoniae subsp. similipineumoniae e K. variicola subsp. tropica como disposto na

tabela 4. A distribuicdo das Vf por casos pode ser observada na tabela 5.

Os casos dos pacientes P25, P51, P62, P59, P39, P40, P54 e P17 foram causados por Vf
com susceptibilidade variavel somente para fosfomicina. Os mais notaveis para analise foram
P20, P25, P34, P45, P61 e P63, casos de cepas com resisténcia a mais de duas classes de
antimicrobianos. Identificamos que, em um caso, cepas que apresentavam genes de resisténcia
aos betalactdmicos coexistiam com cepas que nao possuiam esses genes mas que também eram
resistentes a grande dos antimicrobianos testados, como observado na 1° ICS do paciente P34.
A variacdo de susceptibilidade entre as cepas de um mesmo episodio foi observada para
amicacina, ciprofloxacina, cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprima e fosfomicina. No
paciente P20, na 2° ICS, foi identificado o gene blakec em todas as cepas, enquanto na 3° ICS
desse paciente identificamos o0s genes de resisténcia blactx-m-12 € blakec nas cepas. Todas as
cepas de ambos episodios apresentaram resisténcia as cefalosporinas de 3% e 42 geragéo,
carbapenémicos, monobactamico, penicilinas, ciprofloxacina e cloranfenicol. A variacdo da
susceptibilidade na 2% ICS ocorreu para amicacina, cloranfenicol e sulfametoxazol-

trimetroprima, na 32 a variagéo ocorreu para fosfomicina e sulfametoxazol-trimetoprima. No
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caso do P25, foram observados dois perfis de resisténcia, onde todas as cepas se mostraram
resistentes a cefalosporinas de 32 e 42 geragdo, monobactdmico, penicilinas, ciprofloxacina,
tetraciclina e cloranfenicol, e apresentaram variacdes de susceptibilidade para fosfomicina. O
gene blactx-m-1/2 foi positivo em ambas as cepas isoladas do paciente P25. No caso do P34, em
ambos episodios de ICS observados, todas as cepas apresentaram resisténcia a cefalosporinas
de 3° e 4° geracdo, monobactamico, penicilinas, carbapenémicos, ciprofloxacina e tetraciclina
e sulfametoxazol-trimetoprima, com variacdes de susceptibilidade para cloranfenicol,
ceftalozane-tazobactam e amicacina. Entre os perfis da 12 ICS, trés continham cepas com
diferencas genéticas, cepas que possuiam os genes blakpc, blakpc € blacTx-m-1/2 0u ndo possuiam
nenhum dos dois. No caso do P45, foram observados dois perfis de resisténcia, sendo a
resisténcia as cefalosporinas de 3% e 42 geracdo, monobactamico, carbapenémicos, amicacina,
fosfomicina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprima comum a todas cepas, com variacdes
de susceptibilidade para ciprofloxacina. No caso do P61, foram observados dois perfis de
resisténcia, ambos apresentaram resisténcia a cefalosporinas de 3° e 4° geracéo,
monobactamico, penicilinas, ciprofloxacina, fosfomicina, tetraciclina, cloranfenicol e
sulfametoxazol-trimetoprima, com variac6es de susceptibilidade para amicacina. O caso do P63
€ 0 mais notdrio, pois as cepas isoladas apresentaram padrdes de susceptibilidade e genéticos
muito distintos, ambas as cepas apresentaram resisténcia a cefoxitina, ciprofloxacina,
fosfomicina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima, e uma das cepas foi positiva para o

gene blactx-m-1/2 € apresentava resisténcia aos betalactamicos, cloranfenicol e & gentamicina.

Foram identificadas 18 cepas do KpSC em 4 episddios de ICS Unicas polimicrobianas
de 4 pacientes. 12, 4 e 2 eram K. pneumoniae, K. variicola subsp. variicola e K.
quasipneumoniae subp. similipneumoniae respectivamente. A distribuicdo das espécies por
paciente pode ser observada na tabela 3. Nenhuma das cepas apresentaram fendtipo sugestivo
de ESBL e foram negativas para a presenca dos genes pesquisados. Somente a variacdo da
resisténcia foi evidenciada. Em 3 episodios de ICS houveram variagdes somente quanto a
fosfomicina, no caso do paciente P3 foi observada variagdo para fosfomicina, ertapenem e

piperacilina-tazobactam.
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Tabela 3 - Casos de ICS polimicrobianas por KpSC e perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

Paciente Espécie N Perfil de resisténcia
FOS (1)
P3 K. pneumoniae 4 FOS, PPT (2)
FOS, ETP (1)
Klebsiella subsp. variicola 1 -
K. pneumoniae 3 '_:OS (1)
P39 k. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae 1 FOS (1)
K. variicola subsp. variicola 1 FOS (1)
K. pneumoniae 4 FOS (3)
P40 -
K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae 1 FOS (1)
K. pneumoniae 1 FOS (1)
P54 K. variicola subsp. variicola 5 FOS (1)

“-“ Representa sem resisténcia aos antimicrobianos testados. FOS = fosfomicina. PPT = Piperacilina-tazobactam.
ETP = Ertapenem.



Tabela 4 — Perfis de resisténcia observados nas cepas da coorte.

Espécie

N (84)

Perfis de resisténcia

K. pneumoniae’

3

5

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, C/T, CLO,
SUT, TET, AMI

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, C/T, CLO,
AMI, SUT

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, CLO, SUT,
TET, AMI

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, TET, SUT,
CIT,CLO

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, TET, SUT,
CIT, AMI

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS, TET,
CLO, SUT

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS, TET, CLO,
SUT, AMI

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS, SUT,
AMI

CFO, CRO, CPM, ATM, ETP, GEN, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS, TET, CLO,
SUT

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS, TET, CLO,
SUT

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS, CLO,
SUT

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, TET, SUT,
CIT

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS, CLO, SUT,
AMI

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS, CLO,
AMI

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, FOS

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, C/T, CLO

44
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1 CRO, CPM, ATM, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, TET, CLO, SUT
1 CFO, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, TET, CLO, SUT, AMI
1 CRO, CPM, ATM, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, TET, CLO, SUT
1 CFO, CIP, CFX, FOS, TET, SUT
1 ETP, FOS
2 PPT, FOS
10 FOS
13 -
K. varm_:_ola SlZJbSp. 4 FOS
variicola
2
K. quasipneumoniae
subsp. 2 FOS
similipneumoniae
K. variicola subsp. 1 FOS
tropica® 1 -

CFO = Cefoxitina. CRO = Ceftriaxona, CPM = Cefepima, ATM = Aztreonam, MER = Meropenem, IPM = Imipenem, ETP = Ertapenem, ASB = Ampicilina-sulbactam, CIP =
Ciprofloxacina, PPT = Piperacilina-tazobactam, CAZ = Ceftazidima, CFX = Cefuroxima, FOS = Fosfomicina, C/T = Ceftolozane-tazobactam, CLO = Cloranfenicol; SUT =
Sulfametoxazol-trimetoprima, TET = Tetraciclina, AMI = Amicacina, GEN = Gentamicina. 1-13 cepas de Klebsiella pneumoniae que néo apresentaram perfil de resisténcia
infectaram pacientes simultaneamente a outras cepas que apresentavam perfil de resisténcia. 2- Duas cepas de K. variicola subsp. variicola que ndo apresentaram perfil de
resisténcia, infectaram pacientes simultaneamente a outras cepas que apresentavam perfil de resisténcia. 3- Uma cepa de K. variicola subsp. tropica que nio apresentou perfil de
resisténcia, infectou paciente simultaneamente a outra cepa que apresentava resisténcia.
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Tabela 5- Perfis de resisténcia aos antimicrobianos, fenotipo ESBL e genes codificadores de betalactamases observados nas cepas isoladas de cada
episddio de ICS nos pacientes hematoldgicos. As discrepancias do antibiograma das cepas de um mesmo episadio de ICS estdo ressaltadas em

vermelho.

Espécie(s)
isoladas

Fendtipo de ESBL/ Genes de

Paciente ICS e
resisténcia

N (67) Perfis de resisténcia aos antimicrobianos (n)

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, C/T, AMI, FOS, CLO, SUT (1)

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, C/T, AMI, FOS, CLO (2)
28 K. pneumoniae 5 Inconclusivo / blakec (5)
CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, C/T, AMI, FOS, SUT (1)

P20 CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, CIT, FOS (1)

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,

CFX, C/T,CLO (1) Inconclusivo / blakec (1)

3 K. pneumoniae 5

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,  Inconclusivo / blaxec, blacTx-w-1r2
CFX, CIT, CLO, FOS, SUT (4) (4)

CRO, CPM, ATM, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, TET, CLO, SUT,

P25 Unica K. pneumoniae 2 FOS (1)

Negativo / blactx-m-12 (1)




CRO, CPM, ATM, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, TET, CLO, SUT
(1)

Inconclusivo / blactx-m-12 (1)

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, FOS, TET, SUT, AMI, CLO (1)

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,

CFX. FOS, TET, SUT, AMI. C/T (1) Inconclusivo / blakec (12)

CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, FOS, TET, SUT, AMI, C/T, CLO (3)

14 K. pneumoniae 14
CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ, Inconclusivo / blakpc, blactx-m-112
CFX, FOS, TET, SUT, C/T, CLO (7) 1)
P34
CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, FOS, TET, SUT, C/T (1)
CFO, ETP, AMI, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX, FOS, TET, CLO, . .
SUT (1) Negativo / Negativo (1)
CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, C/T, FOS, TET, SUT, CLO (2)
28 K. pneumoniae 6 Inconclusivo / blakec (6)
CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, ASB, CIP, PPT, CAZ,
CFX, C/T, FOS, TET, SUT (4)
P45 Unica K. pneumoniae 3 CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, AMI, ASB, PPT, CAZ, Inconclusivo / blakpc (3)

CFX, CIT, FOS, CLO, SUT, CIP (1)
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CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ETP, AMI, ASB, PPT, CAZ,
CFX, C/T, FOS, CLO, SUT (2)

FOS (2)
P51 Unica K. pneumoniae Negativo / Negativo (3)
CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX,
C/T, FOS, TET, CLO, SUT, AMI (1)
P61 Unica K. pneumoniae Inconclusivo / blakec (3)
CFO, CRO, CPM, ATM, MER, IPM, ASB, CIP, PPT, CAZ, CFX,
C/T, FOS, TET, CLO, SUT (2)
FOS (1)
P62 Unica K. pneumoniae Negativo / Negativo (6)
CFO, CIP, CFX, FOS, TET, SUT, CRO, CPM, ATM, ETP, GEN, Positivo / bla (1)
. _ ASB, PPT, CAZ, C/T, CLO (1) CTXM-12
P63 Unica K. pneumoniae
CFO, CIP, CFX, FOS, TET, SUT (1) Negativo / Negativo (1)
K. variicola FOs (1)
P59 Unica subsp. tropica Negativo / Negativo (2)
FOS (1)
P3 Unica K. pneumoniae Negativo / Negativo (4)

FOS, PPT (1)
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FOS, PPT (1)
FOS, ETP (1)
FOS (1)
P39 Unica K. pneumoniae 3 Negativo / Negativo (3)
FOS (3)
P40 Unica K. pneumoniae 4 Negativo / Negativo (4)
K_variicol FOS (1)
P54 Unica - variicola 2 Negativo / Negativo (2)
subsp. variicola
FOS (1) i :
P17 Unica K.pneumoniae 3 Negativo / Negativo (2)

“-“ Sem resisténcia aos antimicrobianos testados. CFO = Cefoxitina. CRO = Ceftriaxona, CPM = Cefepima, ATM = Aztreonam, MER = Meropenem, IPM = Imipenem, ETP =
Ertapenem, ASB = Ampicilina-sulbactam, CIP = Ciprofloxacina, PPT = Piperacilina-tazobactam, CAZ = Ceftazidima, CFX = Cefuroxima, FOS = Fosfomicina, C/T = Ceftolozane-
tazobactam, CLO = Cloranfenicol; SUT = Sulfametoxazol-trimetoprima, TET = Tetraciclina, AMI = Amicacina, GEN = Gentamicina.



6 DISCUSSAO

No presente estudo analisamos 19 episodios de ICS em 16 pacientes com neoplasias
hematologicas. Parte dos episddios eram monomicrobianos ou polimicrobianos incluindo K.
pneumoniae e outras especies do KpSC, o que nao foi identificado pelo laboratério clinico.
Evidenciamos a presenca de Vf em grande parte dos episodios de ICS analisados, sobretudo
aqueles causados por K. pneumoniae, cuja variacdo ocorreu principalmente para amicacina,
cloranfenicol, ceftalozane-tazobactam, fosfomicina e sulfametoxazol-trimetoprima. Tais
achados podem ter implicacdes importantes no manejo dessas infec¢Bes tendo em vista a

possibilidade de falha terapéutica.

As espécies identificadas no presente estudo foram majoritariamente compostas por K.
pneumoniae, as demais representantes do KpSC em nossa coorte foram menos incidentes, o
gue ndo € algo inesperado. Maatalhah e colaboradores (2014) e Saxenborn e colaboradores
(2021), ao estudarem ICS por KpSC em adultos admitidos em hospitais na Suécia noruegueses,
também observaram a predominancia de K. pneumoniae, seguido de K. variicola e K.
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae. A maior detec¢do de K. pneumoniae causando as
infeccBes observadas no estudo, em comparacdo com as demais espécies, é semelhante a
identificacdo de estudo realizado por Medina e colaboradores em 2024, onde identificaram que
K. pneumoniae estava mais associada a ICS do que as outras espécies do KpSC (Medina et al.,
2024). A importancia da identificacdo correta das cepas nao pode ser ignorada, uma vez que o
impacto clinico quanto a mortalidade dessas infeccdes e as caracteristicas das cepas, quanto a
resisténcia antimicrobiana e viruléncia, por exemplo, ainda ndo sdo bem descritos na literatura.
Apenas alguns estudos como de Fostervold e colaboradores em 2024 e Maatallah e
colaboradores em 2014 exploraram a significancia associada as infeccGes causadas por espécies
do KpSC, algumas associadas a alta mortalidade como K. variicola e K. quasipneumoniae por
exemplo, identificadas inicialmente como K. pneumoniae (Maatallah et al., 2014; Fostervold et
al., 2024). O estudo de Voellmy e colaboradores em 2022 reforca que a subnotificagdo dos
casos de infeccBes por KpSC e a identificacdo errbnea séo devido a desatualizagdo do software
do Biotyper nos laboratorios clinicos (Voellmy et al., 2022). Esses achados reforcam a
importancia da identificacdo precisa de KpSC para a melhor compreensdo dos fatores

relacionados com as infecgdes e seus prognosticos.

Em nosso estudo, o resultado obtido ao identificar espécies que eram K. pneumoniae foi

igual em ambos softwares, Biotyper e TypeR. A identificacdo em K. variicola pelo Biotyper



foi reclassificada nas diferentes espécies, K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae e K.
variicola subsp. tropica e K. variicola subsp. variicola quando o software TypeR foi
empregado. Isso provavelmente ocorreu porque o sistema do Biotyper MALDI-TOF-MS
atualmente ndo possui essas espécies e subespécies em seu banco de dados (Bridel et al., 2021).
No presente estudo a taxa de identificacdo para a espécies do KpSC foi mais acurada do que as
relatadas na literatura sendo de 88,1% com correcdo para 11,9%, no estudo de Saxenborn e
colaboradores, a taxa de identificacao foi correta para 60,9% das espécies que realmente eram
K. pneumoniae e de 39% para as que eram de outras espécies do KpSC (Saxenborn et al., 2021).
E no estudo por Maatallah e colaboradores em 2014, também houve taxa de identificagdo
semelhante a citada, 30% das espécies do KpSC foram identificadas primeiramente como K.
pneumoniae e posteriormente identificadas como K. variicola e K. quasipneumoniae, quando
estudos gendmicos foram realizados (Maatallah et al., 2014). Em suma, as limitacGes atribuidas
a capacidade do software atual mascaram a significancia real da distribuicdo de espécies do
KpSC nos isolados clinicos, principalmente devido a incapacidade do software implementado
no método de identificacdo do MALDI-TOF-MS em identificar todas as espécies desse
complexo (Bridel et al., 2021; Rodrigues et al., 2018; Saxenborn et al., 2021).

Os seis casos de ICS causadas por espécies do KpSC eram majoritariamente
polimicrobianas. Casos de cepas do KpSC coexistindo em ICS ja foram relatados na literatura.
Em artigo de Li e colaboradores (2021), na China, foi detectada K. pneumoniae e K. variicola,
onde essa Ultima ndo foi identificada previamente pelo laboratério clinico, assim como no
presente trabalho (Li et al., 2021). Em um caso relatado por Garza-Ramos e colaboradores
(2016), uma cepa de K. variicola foi identificada como K. pneumoniae com perfil susceptivel
aos antimicrobianos. Nesse estudo, os autores indicam que embora a K. variicola ndo tivesse
resisténcia aos antimicrobianos identificada, a mortalidade da espécie pode ser determinante no
curso da infeccdo, e que devido a isso é relevante a identificacdo e diferenciacdo dessas espécies
do KpSC (Garza-Ramos et al., 2016). Pode ser observado que houve tanto espécies de K.
variicola quanto de K. quasipneumoniae nas ICS relatadas do presente estudo, seja em ICS
monomicrobiana ou polimicrobianas, ndo identificadas pelo laboratério clinico. Isso aconteceu
porque o laboratério clinico detectou a bactéria e identificou erroneamente como K.
pneumoniae ou ndo detectou-a. A primeira justificativa estd relacionada ao método de
identificacdo disponivel, a segunda abrange mais questdes em relacdo ao método de isolamento

e identificacdo empregado na clinica atualmente. No Brasil, esse método esta de acordo com o

51



procedimento padrdo de isolamento microbioldgico padronizado pela Anvisa (Anvisa, 2022)
no modulo 4, se¢do 5.3:

“Observar se a cultura ¢ pura ou se existem diferentes tipos de coldnias, nesse caso,
se ha predominio de um tipo e dependendo da topografia se 0 agente pode ser

considerado potencial patogeno ou contaminante.” (Anvisa, 2022, p. 68).

Esse ponto inclui andlise visual do microbiologista responsavel por processar as
amostras, portanto deixa a nivel da probabilidade a selecéo e identificacdo de espécies do KpSC,
caso coinfectem um individuo em um episodio de ICS, uma vez que ndo ha como discernir
visualmente através dos morfotipos as espécies do KpSC. Além disso, existem chances de o
patdgeno sequer ser isolado. Como resultado dessa padronizacdo, o microbiologista
responsavel pelo processamento observa somente um morfotipo, isola a col6nia sem mais
critérios padronizados de selecdo da mesma. A Anvisa pontua gque € necessario fazer o
isolamento dos diferentes morfotipos, além de elencar a necessidade de quais crescimentos
devem ser valorizados. Fora isso, ndo ha mais especificacdes em relacéo aos critérios da cultura
crescida a partir do material sanguineo. Isso influencia diretamente na identificacdo e testes
subsequentes a serem realizados apds a etapa de identificacdo e consequentemente afeta o
tratamento do paciente. O caso clinico do estudo de Li e colaboradores em 2021, é um exemplo
do que pode gerar a identificacdo e isolamento erréneo do agente etiolégico envolvido na
infeccdo, que pode culminar para o tratamento falho e possibilidade do pior desfecho clinico.
Na populacdo do presente estudo, que ja apresenta um sistema imunoldgico pouco eficaz,
quaisquer eventos como identificacdo erronea que culminem na possibilidade de tratamento

falho devem ser observados com cuidado.

A taxa de susceptibilidade geral para as cepas do presente estudo foi mais variavel para
K. pneumoniae do que para as demais espécies do KpSC. As cepas identificadas como K.
pneumoniae apresentaram resisténcia principalmente a fosfomicina, betalactamicos,
sulfametoxazol-trimetoprima e cloranfenicol, enquanto as demais cepas do KpSC apresentaram
resisténcia somente contra fosfomicina, e os genes de resisténcia sé foram encontrados em K.
pneumoniae. O padréo de resisténcia observado pode estar relacionado a epidemiologia local,
mas os relatos dos isolados clinicos do KpSC identificados na literatura ndo apresentam altas
taxas de resisténcia. O estudo conduzido por Yang e colaboradores em 2024 em Hong Kong,
com diferentes pacientes acometidos por ICS, observou que K. pneumoniae e KpSC foram
suscetiveis a maioria dos antibidticos testados, incluindo carbapenémicos, polimixinas,

tigeciclina, cloranfenicol e ciprofloxacina (Yang et al., 2024). Essa diferenca na resisténcia
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observada é principalmente devido a epidemiologia local, uma vez que a resisténcia aos
carbapenémicos é rara em Hong Kong. (Yang et al., 2024). Evidéncia que se perpetua em
estudo por Voellmy em 2022, na Suécia, que relatou que cepas de K. variicola sdo mais
suscetiveis, em relacdo as outras espécies do KpSC, aos antimicrobianos como ciprofloxacina,
gentamicina, cefalosporinas e sulfametoxazol-trimetoprima (Voellmy et al., 2022). Em estudo
realizado por S¢kowska e colaboradores em 2024 na Polonia, genes associados a resisténcia
antimicrobiana em KpSC foram pesquisados de amostras clinicas de diversos pacientes e
identificaram que esses genes estavam majoritariamente associados a K. pneumoniae
(Sekowska, 2024). Ainda, o estudo de Voellmy e colaboradores em 2022, relata que a
identificacdo da incidéncia da resisténcia antimicrobiana identificada no KpSC ¢ afetada pela
ndo diferenciacdo das espécies pelos laboratorios clinicos (Voellmy et al., 2022). Apesar dessa
menor incidéncia em KpSC, estudos com longos recortes temporais sugerem haver uma
tendéncia crescente de isolamento dessas espécies com atributos de resisténcia e viruléncia
(Medina et al., 2024). Como ja relatado por Breurec e colaboradores em 2016, apds
identificarem infeccdo em paciente de 65 anos por Klebsiella quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae gque apresentava caracteristicas proeminentes de viruléncia (Breurec et al.,
2016). Em K. variicola, tem sido cada vez mais destacada a patogenicidade e viruléncia, sendo
reconhecido como um patégeno com potencial para causar infecgfes da corrente sanguinea
(ICS), com altas taxas de mortalidade j& observadas (Medina et al., 2019). No estudo de Yang
et al. (2019), também foi observado que o aumento da viruléncia em K. pneumoniae pode ser

mediado por plasmideos conjugativos (Yang et al., 2019).

Das cepas analisadas que foram identificadas como Vf, em 16 episddios de ICS, foi
observada a variacdo a mais de trés classes diferentes de antimicrobianos, sendo o0s
antimicrobianos  cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprima, amicacina, fosfomicina,
ceftalozane-tazobactam e ciprofloxacina. Os casos dos pacientes P20, P34 e P45, com cepas
positivas para 0 gene blakec, foram onde as Vf tiveram susceptibilidade varidvel para
amicacina, sulfametoxazol-trimetoprima, fosfomicina e cloranfenicol. Pode-se notar que a
resisténcia para os demais antimicrobianos continuou semelhante entre as cepas onde ndo foi
detectado 0 gene, 0 que pode ser indicativo de outros mecanismos ou genes de resisténcia
associados a essas cepas. Tal padréo de variacao de resisténcia pode estar relacionado as cepas
positivas para blakec que foram detectadas nesses episodios. Em estudo elaborado por Stohr e
colaboradores em 2020, observaram que existem variagdes entre plasmideos de cepas

produtoras de blakec colonizadoras do trato gastrointestinal em pacientes, com perdas de
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plasmideos entre as cepas isoladas do mesmo paciente, por exemplo que ainda se mantinham
resistentes a maioria dos antimicrobianos mesmo apos perda de plasmideos inteiros, porque
possuiam outros plasmideos em seu genoma que conferiam resisténcia (Stohr et al, 2020). Foi
observado que essa perda de plasmideos poderia ou ndo mudar o fenétipo de resisténcia da
célula, porque as cepas observadas possuiam mais de 1 plasmideo de resisténcia (Stohr et al,
2020). Essa caracteristica ndo possui evidéncia genética em nosso estudo, porém nas cepas dos
casos citados, a maioria das Vf ainda apresentavam resisténcia aos betalactamicos. Apenas um
caso é menos sugestivo desse fenébmeno, do paciente P63, onde duas cepas com perfis de
resisténcia diferentes foram identificadas, por uma possuir 0 gene blactx-m-12. Nesse mesmo
estudo de Stohr, foi observado que a transferéncia de plasmideos de resisténcia acontece entre
K. pneumoniae in vivo. Outro estudo realizado por Cheng e colaboradores em 2022 também
propde que a variacdo genética entre cepas de K. pneumoniae pode ocorrer em ICS (Cheng et
al., 2022).

Os casos das Vf onde a variacdo ocorreu somente para fosfomicina foram observados
em K. pneumoniae, K. variicola subsp. variicola e K. variicola subsp. tropica. Os estudos de
Lee e colaboradores em 2016 e de Chen e colaboradores em 2020 ressaltam que tal ocorréncia
pode estar associada ao gene fosA e que esse gene costuma estar associado a plasmideos que
também carregam genes que codificam a ESBL CTX-M (Y. Chen et al., 2020). Além disso,
fosA também ja foi descoberto em plasmideos isolados que ndo necessariamente codificam
CTX-M (Leeetal., 2016; Y. Chen et al., 2020). Considerando os casos da 2° ICS dos pacientes
P20, 1° e 2° ICS do P34, P45 e P61 todas as cepas que apresentaram resultado inconclusivo
para o teste fenotipico de ESBL e foram negativos para blactx-m-1/2, apresentaram resisténcia a
fosfomicina. Talvez outros genes codificadores de CTX-M estejam associados a cepa, € que a
frequente resisténcia a fosfomicina esteja diretamente ligada a esse fator. Tanto as cepas de K.
pneumoniae quanto do KpSC na coorte apresentaram resisténcia ao antimicrobiano
fosfomicina. Na coorte do estudo ndo ha evidéncia genotipica para tal, contudo, ha a
possibilidade de essa ser a justificativa para o padrdo de resisténcia observado, uma vez que o
gene fosA pode ser encontrado no KpSC e em Enterobacterales conferindo resisténcia a
fosfomicina (Zurfluh et al., 2020). Outro indicativo para tal resisténcia, incluindo as cepas em
que a variacdo ocorreu apenas para fosfomicina, é que variacdes do gene fosA podem estar
presentes no genoma de K. pneumoniae (Kieffer & Guzman-Puche, 2024). Porém, embora a
cepa apresente o gene, a expressao do mesmo fica condicionado a aquisigdo de promotores que

podem provocar 0 fenotipo de resisténcia nestas cepas (Kieffer & Guzman-Puche, 2024).
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Ademais esse padrdo de resisténcia pode estar atrelado a questBes epidemioldgicas, pois
enquanto a resisténcia identificada contra fosfomicina foi elevada nas cepas da presente coorte,
em estudo de S¢kowska e colaboradores em 2024, na Poldnia, que avaliou a susceptibilidade
do KpSC a fosfomicina, relatou uma susceptibilidade a essa droga de 62% nas espécies do

complexo (Sekowska, 2024).

Foram observados 3 episodios de ICS por Vf com diferentes genes de resisténcia ou
coexistindo com cepas que ndo apresentavam os genes pesquisados. Nos pacientes P20 na 32
ICS, com cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC e cepas coprodutoras tanto de KPC
quanto de CTX-M-1/2 coexistindo. No caso do P34, onde houve identificacéo de trés perfis de
VT, sendo os perfis genéticos de producdo somente de KPC, coproducéo de KPC e CTX-M-1/2
e sem genes de resisténcia pesquisados presentes. E no caso do P63, onde foram isoladas cepas
com perfis totalmente distintos, sendo um com producao de CTX-M-1/2 e outro ndo. Os estudos
gendmicos por Cheng e colaboradores em 2022 e Wyres e colaboradores em 2021 ja exploraram
a diversidade genética de espécies de K. pneumoniae em amostras clinicas (Wyres et al., 2021;
Cheng et al., 2022). Os casos dos pacientes P20 e P34 tinham em comum a presenca de cepas
produtoras de KPC, com diversas variagdes a susceptibilidade aos antimicrobianos e a presenca
de blakec. No estudo de Cheng e colaboradores em 2022 na Pensilvénia, foi hipotetizado que
cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase apresentam grande diversidade
fenotipica e genotipica em ICS de um anico hospedeiro (Cheng et al., 2022). Naquele estudo,
foi descoberto a variacdo genotipica de genes de resisténcia como blakpec-1, blakrc-2, blatem,
blasnv, fosAB, tet(A) (Cheng et al., 2022). Em nosso estudo também identificamos variacoes
aos antimicrobianos, que podem estar associadas a varia¢do ou nao dos genes, que poderia ser
indicativo do mesmo fenémeno descrito por Cheng e colaboradores. O fendmeno das Vf que
foram observados nesse estudo, pode estar associada a espécie onde esse fenémeno foi mais
incidente, a K. pneumoniae. Os padrdes de resisténcia identificados e o que foi analisado
sugerem que tais variantes sao resultado de uma caracteristica destacada na literatura sobre essa
espécie, que é a plasticidade do genoma das cepas. Em estudo de Felgueiras e colaboradores
em 2021, confirmam tal caracteristica da espécie ser responsavel pelo surgimento de Vf em um
paciente, o que também foi observado nos estudos de Cheng e colaboradores (Cheng et al.,
2022).

Tal evento pode culminar para a ndo identificacdo desses eventos pelo laboratorio
clinico responsavel pelo processamento das amostras, devido ao isolamento de uma Unica cepa

crescida por placa de hemocultura. Semelhantemente ao ocorrido com as cepas isoladas pelo
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grupo de Cheng, que ndo tiveram as cepas Vf isoladas pelo laboratoério clinico, devido ao
isolamento de uma Unica cepa indice (Cheng et al., 2022). Em outro estudo elaborado por
Bradrane e colaboradores em 2023 com amostras de Candida spp., analisaram as Vf em cepas
isoladas de ICS em pacientes com comorbidades no trato gastrointestinal ou biliar (Bradrane et
al., 2023). Nesse estudo, utilizaram uma cepa “indice”, que é a cepa que foi primeiramente
isolada da garrafa de hemocultura positivada, através da analise do morfotipo observado pelo
laboratdrio clinico (Badrane et al., 2023). Foi observado uma diversidade antimicrobiana e
genotipica de cepas isoladas das amostras clinicas, as quais o laboratorio clinico ndo havia
identificado ao processar as amostras (Badrane et al., 2023). Esses estudos mimetizam situacéo
semelhante ao possivel ocorrido no presente trabalho, dos perfis de resisténcia aos
antimicrobianos analisados e do laudo, onde alguns ndo foram identificados pelo laboratério
clinico. Isso pode influenciar na escolha do antibiotico para tratar o paciente, pois se uma cepa
é resistente ao antimicrobiano de escolha mas considerada sensivel pelo laboratério clinico, isso
pode culminar em um tratamento ineficaz para o paciente. A partir do estudo de Cheng e
colaboradores que observaram os mesmos fendmenos in vivo, e que investigaram a ocorréncia
de Vf em cepas de K. pneumoniae, pode-se inferir que eventos de Vf em ICS ndo apenas sdo
possiveis, mas também sdo respaldados pela literatura citada sobre a ocorréncia desses
fendmenos em K. pneumoniae (Cheng et al., 2022).

Os pacientes do presente estudo compdem uma populacao na qual o quadro de mucosite
pode estar presente, devido ao tratamento, o que facilitaria a translocagéo bacteriana do trato
gastrointestinal para outros sitios corporais. Os dois pacientes que tiveram mais de um episodio
de ICS (P20 e P34) apresentaram o0 maior nimero de cepas com diferentes perfis de resisténcia
aos antimicrobianos. Isso levanta a questdo se a recorréncia das ICS proporcionou mais
oportunidades de identificacdo de Vf ou se o quadro infeccioso prolongado é um fator
contribuinte para o surgimento de Vf. O estudo de Cheng e colaboradores em 2022 relata que
a ocorréncia da Vf ja foi explorada em outros estudos em sitios ndo estéreis, sendo o principal
o trato gastrointestinal (Cheng et al., 2022). Um achado ainda mais impressionante é a
ocorréncia desses eventos em sitios estéreis, como a corrente sanguinea, ja que no trato
gastrointestinal € mais compreensivel supor que tais eventos ocorram devido a presenca da
microbiota local. Supde-se que possivelmente houve uma pressdo seletiva que promoveu a
diversidade em outro sitio, provavelmente no trato gastrointestinal desses pacientes, dado que
é corroborado que os patdgenos causadores de ICS frequentemente tém origem nesse local

(Cheng et al., 2022). Outra teoria levantada € que a diversidade de Vf pode ter ocorrido devido

56



aos episodios recorrentes de ICS, resultantes da longa interacdo entre patdgeno e hospedeiro
(Didelot et al., 2016; Cheng et al., 2022), em um estudo sobre a evolugdo de patdgenos dentro
do hospedeiro, elaboraram outras teorias, sugerindo que a geracdo de diversidade genética é
uma consequéncia da evolucao da cepa em coexisténcia com o microbioma. A ocorréncia de
Vf pode ser atribuida a diversos fatores, incluindo a interacdo de longo prazo entre hospedeiro
e microorganismo (Didelot et al., 2016; Cheng et al., 2022). No entanto, os estudos de Didelot
e colaboradores destacam que os impactos dessas interacdes no desfecho clinico precisam ser
mais bem elucidados. Cheng e colaboradores em 2022 sugeriram que o fendmeno das Vf deve
ser mais explorado e, se confirmado como um determinante no curso clinico da doenca, as

metodologias clinicas de isolamento e identificacdo devem ser ajustadas.

O presente estudo apresentou algumas limitages, como o ndo isolamento de mais de
uma coldnia crescida por placa recebida; a falta da pesquisa de genes codificadores de CTX-M
de outros grupos em cepas que tiveram resultado fenotipico inconclusivo e ndo foram positivas
para blactx-m-1/2; @ pesquisa de outros genes codificadores de carbapenemase relacionados as

cepas negativas para blakec, mas que apresentaram resisténcia aos carbapenémicos.

Apesar dessas limitacdes, foi possivel analisar que houve a diversidade de espécies e
subespécies de cepas de Klebsiella spp. coexistindo simultaneamente em episddios de ICS, e
mais relevante ainda a existéncia de subpopulacdes de K. pneumoniae com perfis de resisténcia
aos antimicrobianos e presenca de elementos genéticos diferentes dessa resisténcia. A presenca
dessas variantes ndo costuma ser identificada pelos laboratdrios clinicos, uma vez que o0s
métodos de identificacdo padronizados ndo incluem testes genotipicos para diferenciacdo de
cepas VT, somente para identificacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos de relevancia
clinica. Ndo ha especificacdo expressa, desses detalhes minuciosos que sdo cruciais, nos
manuais da Anvisa. 1sso leva a ndo identificacdo deste fendmeno, além de poder resultar em
um tratamento ndo ideal para os pacientes imunocomprometidos do presente estudo. Estudos
voltados para a compreensdo da magnitude com a qual variantes fenotipicas acontecem em
diferentes infecgdes, por diferentes microrganismos e em diferentes populagdes, e que avaliem
a relacéo deste fenébmeno com o desfecho clinico, séo absolutamente necessarios para que se
avalie a necessidade de alterar os protocolos padrdo para diagnéstico microbiolégico das

infeccdes.
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7 CONCLUSAO

Espécies diferentes do KpSC podem coexistir em um mesmo episodio de ICS.

A recuperacdo de variantes fenotipicas em um mesmo episodio de ICS sugere que a
homogeneidade do aspecto colonial ndo reflete necessariamente uma populacdo
microbiana com perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos igualmente homogéneo.
A ocorréncia de Vf em K. pneumoniae foi mais frequente do que nas demais espécies
causadoras de ICS na coorte.

Os métodos de identificacdo clinicos atuais ndo sdo amplos o suficiente para o

isolamento e identificacdo de VT e de espécies do KpSC.
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