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CLSI
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ECDC
EMB
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EUA
EUCAST
EDTA

FEP
FIOCRUZ
FOT
GN
HCI
H,S
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I0C
IR
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kb
kDa

Tipo de beta-lactamase cromossomal, cefalosporinase

Amicacina
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do inglés American Type and Culture Collection

Bastonetes Gram-negativos

do inglés Brain Heart Infusion Agar, traduzido para agar infusdo de cérebro e
coracéo

do inglés Basic Local Alignment Search Tool

Ceftazidima

Complexo Clonal

Colecdo de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar

do inglés Centers for Disease Control and Prevention

Concentragdo Inibitéria Minima

Ciprofloxacina

do inglés Clinical Laboratory Standards Institute

Cefotaxima

Acido Desoxirribonucleico

Digoxigenina

do inglés European Centre for Disease Prevention and Control

do inglés Eosin Methylene-blue Agar, traduzido para &gar eosina azul de
metileno

do inglés Extended Spectrum Beta-lactamase, traduzido para beta-lactamase
de espetro estendido

Estados Unidos da América

do inglés European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

do inglés Ethylene Diamine TetrAcetic acid, traduzido para &cido
etilenodiamino tetra-acético

Cefepime

Fundacéo Oswaldo Cruz

Fosfomicina/trometamol

Gentamicina

Acido cloridrico

Gas Sulfidrico

Imipenem

Instituto Oswaldo Cruz

do inglés Inverted repeat, traduzido para sequencia repetida invertida

do inglés Insertion sequence, traduzido para sequencia de insercao

Quilobases

Quilodaltons
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KPC
LACEN
LAPIH
LPS
MEM
Mb
MgCl,
MLEE
MLST
MurA
NaCl
NDM
OMS
OMP
OPAS
OXA
pb
PBP
PCR

PFGE

pH
PB
PTZ
RAST
RNA
rpm
SDS
ST
SXT
TAE
TBE
TIG
TE
TEM
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UTI

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase

Laboratorio Central de Saude Publica

Laboratério de Pesquisa em Infec¢do Hospitalar
Lipopolissacarideo

Meropenem

Megabases

Cloreto de Magnésio

do inglés Multilocus enzyme electrophoresis

do inglés Multilocus sequence typing

enzima UDP-N-acetilglicosamina enolpiruvil transferase
Cloreto de sodio

New Delhi Metallo-beta-lactamase

Organizacdo Mundial da Saude

Classe de porinas presente em procariotos

Organizacdo Pan-americana da Salde

Oxacilinase

Pares de bases

Proteinas ligadoras de penicilina

do inglés Polymerase Chain Reaction, traduzido para Reacdo em Cadeia da
Polimerase

do inglés Pulsed Field Gel Electrophoresis, traduzido para eletroforese em gel
de campo pulsado

Potencial de hidrogénio

Polimixina B

Piperacilina/tazobactam

do inglés Rapid Annotation using Subsystem Technology
Acido ribonucleico

Rotagdes por minuto

Dodecil sulfato de sodio

do inglés Sequence type

Sulfametoxazole/trimetoprima

Tampéo Tris-acetado EDTA

Tampéo Tris-borato EDTA

Tigeciclina

Tampéo Tris-EDTA

Beta-lactamase Temoneira

Tris (hidroximetil) aminometano

Unidade de terapia intensiva
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RESUMO - TESE DE DOUTORADO

Polyana Silva Pereira

Klebsiella pneumoniae multirresistentes produtoras de carbapenemases do tipo KPC, NDM e OXA-48-like
envolvidas em infecdes hospitalares sdo atualmente um grande problema de salde publica em diferentes partes
do mundo. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagdo molecular de 66 amostras de
Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC, NDM e OXA-48-like provenientes de diferentes estados brasileiros,
obtidas de diferentes materiais clinicos, no periodo entre 2010 a 2014. A confirmacdo da producdo de
carbapenemases, identificacdo da variante alélica e avaliagdo do ambiente genético foram realizadas por PCR e
sequenciamento. A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada através de difusdo em agar (CLSI,
2015) e determinacdo da CIM por Etest® (Nota Técnica N°1/2013 ANVISA). Foi realizada pesquisa através de
PCR para genes de resisténcia a beta-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas, bem como pesquisa de genes
de viruléncia. Para anélise epidemioldgica, PFGE e MLST foram utilizados. A identificagdo do plasmidio
carreador do gene codificador de carbepenemases foi realizada através de extracdo plasmidial e hibridizacdo. O
sequenciamento gendmico foi realizado em 11 amostras selecionadas para investigacdo da presenga e 0 ambiente
genético de genes de resisténcia, genes de viruléncia, bem como realiza¢do de anélise da relacdo filogenética
entre as amostras estudadas. As variantes genéticas dos genes codificadores de carbapenemases foram blaypc.,
blanpm-1 € blaoxa-s7o. Observamos o fen6tipo de multirresisténcia em todas as amostras incluidas no estudo,
sendo dez amostras resistentes a oito das nove classes de antimicrobianos testadas. Genes adquiridos
codificadores de resisténcia a beta-lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas, fosfomicinas, sulfonamidas,
macrolideos, fenicois, tetraciclinas, rifampicinas e trimetoprima foram encontrados através de PCR e
sequenciamento genémico. Além dos genes de resisténcia adquiridos, observamos mutacfes em genes
relacionados a resisténcia a quinolonas (gyrA, parC, parE, ogxR), tigeciclina (ramR e acrR), e muta¢Bes nas
porinas OmpK35 e OmpK36 através do sequenciamento gendémico, demonstrando o grande aresenal e a grande
capacidade de aquisicao de diferentes mecanismos de resisténcia entre as amostras. N&o observamos, através do
PCR ou sequenciamento gendmico, os principais fatores de viruléncia associados as amostras hipervirulentas,
como magA (Wzykpeki), rmpA, rmpA2, sendo detectados na maioria das amostras genes associados a adesdo e
sobrevivéncia bacteriana, como producédo de fimbrias e adesinas (mrkD = 96,9%; fimH=100%; ycfm = 100%) e
transporte de sideréforos (entB=100%). Nas amostras positivas para blaxpc., encontramos a estrutura completa
do Tn4401 isoforma b em 84,3% das amostras. Observamos o gene blagpc., associado a um mesmo plasmidio de
40kb em 41,9% das amostras, que apresentou estrutura genética similar a um plasmidio ja descrito na literatura.
Nas amostras positivas para blaypw.1 observamos, em todas, a associacdo do gene blaypw.1 com 1SAbal25 e
bleygL, € através do sequenciamento gendmico, observamos a estrutura completa do Tn3000. O gene blagxa-s7o
foi encontrado em plasmidios de 25kb (duas amostras), 50 kb e 117kb, sendo observado flanqueado upstream
por uma transposase Tn3 truncada por 1S5075-like e downstream por uma transposase Tn4 truncada por 1S15-
like nas amostras sequenciadas. Observamos 30 grupos clonais por PFGE e 27 sequence types, com destaque
para os grupos KPC_A/ST437; KPC_C/ST11 e KPC_Q/ST340 nas amostras positivas para blagpc.», pertencentes
ao Complexo Clonal 11 (CC11), mundialmente associado a dispersdo dessa carbapenemase. Nas amostras
positivas para blaypm.1 € blapgxa-z7o 05 grupos clonais mais observados foram NDM_A/ST37 (41,6%) e OXA-
370_AJST16 (95,4%) respectivamente. A andlise filogenética a partir do genoma corroborou 0s agrupamentos
realizados através de MLST. Principalmente nas amostras do CC11 positivas para blaxpc., € nas amostras do
ST16 positivas para blagxa.s7o 0bservamos o acimulo de mutagdes associadas a genes de resisténcia e nas
porinas. Acreditamos que estas mutacdes podem contribuir para o fenétipo de resisténcia e consequentemente,
auxiliar no sucesso desses clones prevalentes. Este estudo alerta para a presenca de amostras multirresistentes
produtoras de carbapenemases em nosso pais carreando um grande arsenal de genes de resisténcia adquirida
associados a elementos genéticos moveis, mas também apresentando mutagGes associadas a resisténcia e
carreando alguns genes de viruléncia, fato preocupante devido as limitagbes para tratamento.
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Polyana Silva Pereira

Multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae producing KPC, NDM or OXA-48-like carbapenemases
involved in hospital infections are currently one of the major public health problems in different parts of the
world. Thus, the aim of this study was to perform molecular characterization of 66 KPC, NDM and OXA-
48-like producing Klebsiella pneumoniae from different Brazilian states, obtained from different clinical
specimens between 2010 and 2014. Confirmation of carbapenemases production, identification of the
allelic variant and the genetic environment of the carbapenemase gene was evaluated by PCR and
sequencing. The antimicrobial susceptibility was determined by agar diffusion (CLSI, 2015) and MIC
determination by Etest® (Technical Note No.1/2013 ANVISA). We searched for resistance genes to beta-
lactams, aminoglycosides, quinolones, as well as virulence genes by PCR. For epidemiological analysis,
PFGE and MLST were used. The identification of the plasmid carrying the carbapenemase gene was
performed by plasmid extraction and hybridization. Genomic sequencing was conducted on 11 samples
selected in order to investigate the presence and the genetic environment of resistance genes, virulence
genes and performing phylogenetic analysis. Genetic variants of genes encoding carbapenemases were
blakpc.2, blanpm-1 and blagxa-s7o. We observed the multidrug resistance phenotype in all strains, being ten
samples resistant to eight of the nine classes of antimicrobials tested. Applying PCR and genomic
sequencing, we observed acquired resistance genes to beta-lactams, aminoglycosides, quinolones,
fosfomycins, sulfonamides, macrolides, phenicols, tetracyclines, trimethoprim, rifampicin. In addition to
the acquired resistance genes, we found mutations in genes related to resistance to quinolones (gyrA, parC,
parE, ogxR), tigecycline (ramR e acrR), and mutations in porins OmpK35 and OmpK36, demonstrating the
great aresenal and great ability to acquire different resistance mechanisms between samples. We did not
observe through PCR and genome sequencing the major virulence factors associated with hypervirulent K
.pneumoniae clones, such as magA (wWzykeki1), rmpA, rmpA2, being detected in most samples genes
associated with adherence and bacterial survival, as production of fimbriae and adhesins (mrkD = 96,9%;
fimH=100%; ycfm = 100%) and siderophores (entB=100%). In KPC-2 producing strains we observed the
complete structure of Tn4401 b in 84.3% of samples. This gene was associated to a single plasmid of 40kb
in 41.9% of the samples, which showed a similar genetic structure to a plasmid previously described in Sao
Paulo. blaypw.1 gene was associated to 1ISAbal25 and bleyg, in all strains, and by genomic sequencing, we
found the complete structure of Tn3000. The blagxa.370 gene was found on plasmids 25kb (two samples),
50kb and 117kb and in the samples selected for genome analysis, this gene was observed flanked upstream
by a transposase Tn3 truncated by a 1S5075-like and downstream by a transposase Tn4 truncated by one
I1S15-like. We observed 30 clonal groups by PFGE and 27 sequence types, being KPC_A/ST437;
KPC_C/ST11 and KPC_Q/ST340 the most important. These sequence types belongs to CC11, associated
with the dissemination of this carbapenemase worldwide. In NDM-1 and OXA-370 producing strains, the
most observed clonal groups were NDM_A/ST37 (41.6%) and OXA-370_A/ST16 (95.4%) respectively.
Phylogenetic analysis from the genome supported the groups made by MLST. Particularly in KPC-2
producing K. pneumoniae belonging to CC11 and in OXA-370 producing K. pneumoniae of ST16 we
observed the accumulation of mutations in genes associated with resistance and porins. We believe these
mutations may contribute to the resistance phenotype and thus assist in the success of prevalent clones.
This study showed the presence of carbapenemases producing multiresistant samples in our country
carrying a large arsenal of acquired resistance genes associated with mobile genetic elements, but also
presenting mutations associated with resistance and some virulence genes, which is worrisome due to the
limited therapeutic options.
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1.  INTRODUCAO
1.1 Antimicrobianos

Os seres humanos foram, ao longo da histdria, assolados por diferentes manifestacées
clinicas e doencgas causadas por microrganismos patogénicos. Temos observado ao longo dos
séculos uma verdadeira batalha entre os humanos e o0s patdgenos com poder de causar
infeccdes. Diferentes enfermidades tém afetado substancialmente a populacdo humana,
causando surtos, sendo as responsaveis pela maioria das mortes, gerando elevadas taxas de
mortalidade e morbidade ao longo dos séculos. Entretanto, este panorama sofreu uma grande
modificacdo a partir do século 20, com o inicio da era moderna de terapia antimicrobiana em
1929. Naquele ano, Alexander Fleming realizou a descoberta da penicilina (1). Este evento
emblematico foi seguido pela descoberta de outros antimicrobianos como as sulfonamidas em
1935 por Domagk (2) e de outros compostos como estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclina

pouco tempo depois. Na década de 50, estes farmacos ja estavam disponiveis na terapéutica.

Dessa forma, a partir do desenvolvimento e da utilizagdo de antimicrobianos, pudemos
observar melhora na qualidade de vida expresso pelo aumento da expectativa de vida,
prevencdo e tratamento de infec¢bes, menor tempo de recuperacdo das doencas, capacidade
de realizacdo de transplantes e outras cirurgias de grande porte e maior longevidade para

nossa espécie (3).

Abaixo, observamos uma figura da linha do tempo do descobrimento dos

antimicrobianos com capacidade de inibir o crescimento bacteriano nos Gltimos anos.

1954 1960
1943 1948 1976 1996

Estreptogramina Acido Nalidixico

Vancomicina Trimetropima

Estreptomicina Cefalosporinas

Carbapenemas Daptomicina

4 5
1931 - 19;?_ . E _19 2 1957 1969 1981
Sulfonamidas ora.t a ee .rrarr.\fm::ma Rifamicina Fosfomicina Monobactimicos
Polimixina B Isoniazida

Figura 1.1: Principais antimicrobianos descritos ao longo das Gltimas décadas, adaptado de
Who, 2014 (4).



Apesar dos grandes avancos no desenvolvimento de novos medicamentos, hoje a
humanidade tem enfrentado a diminui¢do na producdo de novos farmacos antimicrobianos.
Um estudo apontou que entre 1980 e 1984 (periodo de 04 anos), dezenove novos
antimicrobianos foram disponibilizados no mercado americano, enquanto que entre 0s anos
2010 e 2014, apenas seis novos antimicrobianos foram introduzidos (5). As dificuldades
relacionadas ao desenvolvimento de novos farmacos séo relacionadas & grande necessidade de
pesquisa e desenvolvimento de novos principios ativos por requererem alta tecnologia e
exigirem grandes investimentos em longo prazo, alem do longo periodo necessario para a
inclusdo de um novo farmaco no mercado, que varia de 10 a 15 anos apos a realiza¢do dos

ensaios pré-clinicos e clinicos (6).

A diminuigdo do desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos teve inicio na
década de 60, quando um cirurgido americano General Willian H. Stewart, em 1967, afirmou:
“Esta na hora de fechar o livro sobre doencas infecciosas, declarar ganha a guerra contra
peste, e desviar 0s recursos nacionais para a resolucdo das doencas crbnicas”. Como
consequéncia deste tipo de pensamento, esforcos de pesquisa e desenvolvimento foram
deslocados para estudos de doencas cronicas, como diabetes, doencas cardiacas e cancer.
Acredita-se que alguns dos avancos farmacéuticos pra o tratamento de doencas cronicas ndo
teriam sido alcancados se os recursos nao fossesm desviados da pesquisa de antimicrobianos,
entretanto, devido a este pensamento, estamos enfrentando atualmente extrema dificuldade

para o tratamento de doencas infecciosas (7).

A exigéncia para o desenvolvimento de novos antimicrobianos ainda € maior pois
estes farmacos precisam ter toxicidade apenas contra 0 microrganismo, ter maior espectro de
atividade possivel, ser desprovidos de propriedade alergénica, causar dano minimo a
microbiota normal, ter boa distribuicdo entre os tecidos e fluidos do organismo, ser de facil
producdo, ter meia-vida longa e ndo possuir resisténcia descrita. Desta forma, apesar do
grande numero de compostos candidatos a agente antimicrobianos, ndo possuimos até hoje

um arsenal t&o vasto quanto seria necessario para combater os fendmenos de resisténcia (8).

A grande maioria dos agentes antimicrobianos utilizados para o tratamento de
infeccOes bacterianas atualmente esta categorizada de acordo com seu principal mecanismo de
acao, representados por: [1] inibicdo da sintese proteica, [2] interferéncia na sintese de acidos
nucleicos, [3] inibicdo de vias metabdlicas, [4] rompimento da membrana celular, [5]
interferéncia na sintese da parede celular. A classificacdo dos principais antimicrobianos e

seus mecanismos de acdo podem ser observados na tabela a seguir.
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Tabela 1.1: Classificacdo dos principais antimicrobianos disponiveis para tratamento de

infeccdes bacterianas, adaptado de Tenover e colaboradores, 2006 (3).

Mecanismo de agdo

Classe (Exemplo de
antimicrobianos)

Mecanismo de acgao especifico

Interferéncia na sintese
da parede celular

Beta-lactamicos (Penicilinas,
Cefalosporinas, Carbapenemas e
Monobactamicos)

Ligacdo as PBPs, inibindo a
sintese do peptideoglicano

Fosfomicina

Inibicdo da enzima MurA,
inibindo a primeira etapa da
sintese de peptideoglicano

Glicopeptideos (Teicoplanina e
Vancomicina)

Ligacdo a D-alanina, inibindo a
sintese do peptideoglicano

Inibi¢do da sintese
proteica

Aminoglicosideos (Amicacina e
Gentamicina), Glicilciclina
(Tigeciclina) e Tetracilinas

Ligam-se a subunidade
ribossomal 30S, inibindo a
sintese proteica

Cloranfenicol, Macrolideos,
Estreptograminas, Lincosamidas
(Clindamicina), Oxazolidinonas

(Linezolida)

Ligam-se a subunidade
ribossomal 50S, inibindo a
sintese proteica

Interferéncia na sintese
de 4cidos nucleicos

Fluoroquinolonas
(Ciprofloxacina)

Inibem a sintese de DNA através
da ligagdo com DNA girase e
DNA topoisomerase

Rifampicina

Inibem a sintese de RNA através
da ligacdo com RNA polimerase

Rompimento de
membrana plasmatica

Polimixinas (Polimixina B e
Colistina)

Aumentam a permeabilidade da
membrana através da
interrupcao das ligacdes que
estabilizam o LPS

Inibigdo de vias
metabdlicas

Sulfonamidas e Pirimidinas

Inibe a via de sintese do acido
félico

1.2 Resisténcia aos antimicrobianos e infec¢des hospitalares

Desde sua descoberta, os antimicrobianos com capacidade antibacteriana tém sido

considerados pela populacdo como a panacéia para cura de infeccdes (4). Entretanto, antes
mesmo da liberacdo da penicilina para a pratica clinica, os cientistas jA observaram
fendmenos de resisténcia aos antimicrobianos em algumas amostras bacterianas. Em seu
discurso ao ganhar o Prémio Nobel em 1945, Alexander Fleming advertiu que as bacterias
teriam a capacidade de se tornar resistentes a esses medicamentos notaveis (4). Dessa forma,
0 entusiasmo inicial provocado pelo descobrimento de farmacos capazes de curar

enfermidades antes consideradas incuraveis foi rapidamente transformado em preocupacao.

As bactérias podem ser intrinsicamente resistentes ou adquirir resisténcia a

determinado antimicrobiano. A resisténcia intrinseca a uma ou mais classes de
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antimicrobianos é caracterizada por todas as cepas da mesma espécie apresentarem resisténcia
a todos os representantes de uma determinada classe de antimicrobianos. Ja a resisténcia
adquirida ocorre quando populagdes inicialmente susceptiveis de bactérias se tornam
resistentes a um agente antibacteriano, podendo proliferar-se e espalhar-se sob a pressao
seletiva do uso desse agente (3). Os mecanismos pelos quais as bactérias se tonam resistentes
sdo: [1] mutacbes em genes cromossdmicos; [2] aquisicdo de material genético por
transferéncia horizontal de genes; [3] alteracdo do sitio alvo ao qual o agente antibacteriano se
liga; [4] producdo de enzimas que inativam o agente antimicrobiano; [5] alteracdo de
permeabilidade seletiva da membrana externa; ou [6] expressdo de bombas de efluxo que

expelem o farmaco da célula (3).

Atualmente, o fenbmeno da resisténcia bacteriana é uma grande preocupac¢do para a
comunidade cientifica e um problema de saide publica. Alguns fatores tém contribuido para
esta situacdo, e serdo vistos com mais detalhe a seguir: instituicdes de salde tem se tornado
multiplicadoras dos fenémenos de resisténcia; existéncia de grande pressdo seletiva no uso de
antimicrobianos; facilidade de dispersdao de amostras multirresistentes no ambiente intra e
extra-hospitalar; facilidade de dispersdo de determinantes de resisténcia entre populacdes

bacterianas.

As bactérias usualmente multirresistentes, como é o caso de alguns Gram-positivos
como: Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.; e alguns Gram-negativos como: Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. tém se tornando habitantes
comuns em instituicBes de saude, 0 que acarreta na maior probabilidade de aquisicdo de

infeccOes hospitalares causadas por esses patdgenos (3).

A infeccdo hospitalar ou relacionada a assisténcia a salde é caracterizada como sendo
qualquer infeccdo adquirida posteriormente a internacdo e que se manifeste durante ou mesmo
apos a alta, quando puder ser relacionada com procedimentos hospitalares médicos ou a
internacdo (9). Essas infec¢Bes contribuem para maiores indices de morbidade e mortalidade,
tempos de internacdo prolongados, custos altos e principalmente trazem ameaca constante de
disseminacdo dos mecanismos de resisténcia (10). As diversas consequéncias das infeccdes
podem ser o dano psicoldgico e fisico ao paciente durante a hospitalizacdo, perda de 6rgaos
vitais dos pacientes, danos pessoais e a familiares, processos legais, diminuicdo da expectativa
e qualidade de vida do paciente, e em alguns casos o ébito do paciente (9). Além disso, 0 uso
de terapias antibacterianas empiricas, atraves da utilizagdo inicial de um antimicrobiano cujo
patogeno é resistente, tem sido associado ao aumento das taxas de mortalidade em pacientes
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com infecgdes da corrente sanguinea causadas por diversos microrganismos como K.

pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., dentre outros (3).

Outro grande problema é que estes antimicrobianos tém sido excessivamente
utilizados na pratica clinica, por vezes sendo empregados para o tratamento de enfermidades
nas quais os antimicrobianos sdo ineficazes (doencas virais). Em alguns paises, 0s
antimicrobianos podem ser adquiridos pela populagdo em geral sem receituario médico, o que
facilita a automedicacdo (4). Outro fator relevante € relacionado ao abando no tratamento.
Pacientes relatam que ap6s observar melhora do quadro clinico, ndo levam o tratamento
antimicrobiano prescrito pelo clinico até o fim, o0 que pode gerar pressao seletiva para selecao

de agentes resistentes em pacientes da comunidade (4).

Bactérias resistentes também tém alto poder de disseminacdo, ndo s6 dentro das
instituicGes de saude, mas também na comunidade e no ambiente, tornando mais dificil o
controle de infeccbes. A propagacdo de bactérias resistentes na comunidade acarreta
problemas para o controle das infecgdes, ndo apenas em instalacfes de saide como hospitais e
ambulatdrios, mas também em locais com aglomerados humanos. O controle da propagacao
desses patdgenos também é complicado devido ao atual aumento da mobilidade da nossa
populacdo, fazendo com o que mecanismos de resisténcia inicialmente restritos a uma
localidade se espalhem mundialmente (11). Além disso, muitos antimicrobianos tém sido
utilizados como promotores de crescimento em animais de criacdo, aumentando a pressao
seletiva também no ambiente, o que facilita a propagacdo da resisténcia (12). Outro fator
relevante € a auséncia de saneamento basico para grande parte da populacdo mundial,

ajudando também na dispersdo de microrganismos (13).

A aquisicdo de material genético pelas bactérias pode ser mediada através dos
mecanismos de intercambio genético: transducdo, conjugacao e transformacédo. A transducao
compreende a transferéncia genética com auxilio de bacteriofagos e na transformacdo ha
captacdo de DNA existente no meio externo por células receptoras competentes. Entretanto, a
conjugacdo é o mecanismo mais comum de transferéncia genética entre bactérias, cuja troca
de material genético ocorre através de contato célula a célula, mediado por um pilus sexual

especializado (3).

Com o aumento do uso de agentes antimicrobianos, observa-se 0 aumento do nivel de
complexidade e o nimero de mecanismos de resisténcia apresentados pelos patdgenos,

tornando cada dia mais dificil o tratamento das infecces de patdgenos multirresistentes. Vale



ressaltar que o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos é um
processo evolutivo dos microrganismos, que, contudo, tem sido acelerado pela enorme

pressao seletiva através da utilizacdo macica desses farmacos.

A resisténcia bacteriana pode resultar na falha do tratamento das infeccdes, que pode
ter consequéncias graves, especialmente em pacientes criticamente enfermos. Além disso,
podemos observar que a presenca de bactérias apresentando diversos mecanismos de
resisténcia acarreta numa elevagdo dos custos com o tratamento dos individuos, visto que o
tempo de internacdo e a duragdo do tratamento sdo aumentados, além de gerar maiores gastos

com os agentes antimicrobianos utilizados (11).

Frente a grande problematica da resisténcia aos agentes antimicrobianos normalmente
utilizados na prética clinica, novas alternativas as moléculas comumente utilizadas tém sido
estudadas. Ao contrario dos antimicrobianos convencionais, tais alternativas podem ser
direcionadas para bactérias especificas de modo a evitar a selecdo de bactérias resistentes.
Alguns exemplos de terapias alternativas para o tratamento de antimicrobianos sdo a
utilizacdo de fagos com capacidade litica contra bactérias especificas; uso de bacteriocinas,
gue sdo pequenos peptideos sintetizados ribossomicamente por bactérias e que tem a
capacidade de inibir o crescimento de espécies estritamente relacionadas através da insercédo
na membrana plasmatica das bactérias alvo formando poros e causando lise; bem como o0 uso
de bactérias predatorias, como por exemplo, Bdellovibrio e organismos relacionados, que sdo
Deltaproteobactérias mdveis que predam obrigatoriamente bactérias Gram-negativas para

buscar energia e nutrientes, através da utilizacdo de um arsenal enzimatico (14).

Dentro do cenério da resisténcia antimicrobiana, os Bastonetes Gram-negativos
multirresistentes sdo reconhecidos como importantes agentes etioldgicos de infecgdes,

descritos em percentuais endémicos e epidémicos em hospitais de todo o mundo.

O CDC (Centers for Disease Control and Prevention) publicou em 2013 um
documento apontando os principais desafios relacionados a resisténcia antimicrobiana nos
Estados Unidos. Enterobactérias resistentes aos carbapenemas foram consideradas como
desafios urgentes, que demandam extremo investimento e atencdo dos gestores de salde, ao
lado de Neisseria gonorrhoeae resistente a antimicrobianos e Clostridium difficile. E
estimado que ocorra a cada ano nos Estados Unidos 140.000 infecgdes hospitalares causadas
por enterobactérias e, destas, 9.000 causadas por enterobactérias resistentes aos

carbapenemas. Em 11% das infec¢Ges tem sido observada a presenca de amostras resistentes



de K. pneumoniae, 0 que vem causando em torno de 500 mortes por ano no pais.
Classificados como desafios importantes, também foram agrupadas as enterobactérias
produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), que tem causado anualmente

aproximadamente 26.000 infec¢des e 1.700 mortes no pais (15).

Um estudo conduzido pelo ECDC (European Centre for Disease Prevention and
Control), contemplando 30 paises e mais de 1.000 hospitais na Europa, mostrou que das
15.000 infeccBes reportadas, as mais frequentes foram: infeccbes do trato respiratorio
(23.5%), infeccdes de sitios cirurgicos (19.6%); infeccBes urinarias (19%); infeccdes da
corrente sanguinea (10.7%) e infeccbes do trato gastrointestinal (7.7%). Os dez
microrganismos mais frequentemente isolados foram: E. coli (15.9%), Staphylococcus aureus
(12.3%), Enterococcus spp. (9.6%), P. aeruginosa (8.9%), Klebsiella spp. (8.7%),
Staphylococcus coagulase negativo (7.5%), Candida spp. (6.1%), Clostridium difficile (5.4%),
Enterobacter spp. (4.2%), Proteus spp. (3.8%) e Acinetobacter spp. (3.6%). Dentre as
amostras de Klebsiella spp., 53% eram resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo e
19.3% resistentes aos carbapenemas (16).

Em um estudo de vigilancia epidemioldgica realizado pelo SENTRY, Gales e
colaboradores (2012) analisaram 5.704 casos de infeccGes hospitalares causadas por bacilos
Gram-negativos coletados na Argentina, Brasil, Chile, e México entre janeiro de 2008 e
dezembro de 2010. Observou-se de forma geral que E. coli, P. aeruginosa e Klebsiella spp.
foram os principais microrganismos isolados. E. coli foi o segundo patégeno mais isolado a
partir de infeccdes da corrente sanguinea (19%) e P. aeruginosa foi o principal agente
causador de pneumonia (31,2%). O estudo ainda mostrou que o Brasil foi o pais com maior
taxa de bastonetes Gram-negativos multirresistentes (40,9%). As amostras de Klebsiella spp.
apresentaram susceptibilidade reduzida aos carbapenemas (em torno de 11% de resisténcia a
imipenem e meropenem) e a colistina (3,2% de resisténcia) e aproximadamente 50% das

amostras dessa espécie foram resistentes as cefalosporinas de terceira e quarta geragdes (17).

Os dados mais recentes disponiveis da Rede Nacional de Monitoramento de
Resisténcia Microbiana em Servigos de Salde, onde se contemplou o0s agentes etioldgicos e
os fendtipos de resisténcia notificados ao Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria que foram
responsaveis por causar infeccbes primarias de corrente sanguinea confirmadas
laboratorialmente, associadas ao uso de cateter venoso central em pacientes adultos,
pediatricos e neonatos internados em unidades de terapia intensiva (UTI) entre janeiro e

dezembro de 2013 no Brasil, apontaram 0s cinco principais microrganismos associados as
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infeccbes na corrente sanguinea: Staphylococcus coagulase negativo, S. aureus, K.
pneumoniae, Acinetobacter spp. e P. aeruginosa. Neste estudo, 31.7% das amostras de K.
pneumoniae foram resistentes somente a cefalosporinas de terceira e quarta geragdo enquanto

que 33% foram resistentes a esses antimicrobianos, mas também aos carbapenemas (18).
1.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae € a espécie de maior importancia clinica do género Klebsiella.
Este género pertencente & familia Enterobacteriaceae, ordem Enterobacteriales, Classe

Gammaproteobacteria, ao filo Proteobacteria (19).

O género Klebsiella recebeu este nome em homenagem ao microbiologista alemao
Edwin Klebs (1834 - 1913) por Trevisan (1885). Desde sua descricdo inicial, o género
Klebsiella tem sofrido modificagdes em sua taxonomia. Originalmente, as espécies foram
diferenciadas de acordo com suas caracteristicas patogénicas, quanto a sua origem ou doengas
causadas: Klebsiella rhinoscleromatis (rinoscleroma), K. pneumoniae (pneumonia) e
Klebsiella ozaenae (rinite atréfica) (20). Posteriormente, foram classificadas de acordo com
provas bioquimicas, utilizacdo de diversos substratos, e atividade enzimatica. Finalmente,
estudos moleculares permitiram a identificacdo de novas espécies e a reclassificacdo das ja

existentes, alterando a taxonomia deste género (19).

Atualmente, o género Klebsiella € composto de cinco espécies: Klebsiella alba,
Klebsiella granulomatis, Klebsiella michiganensis, Klebsiella oxytoca, e K. pneumoniae (21).
Esta ultima foi subclassificada em trés subespécies: K. pneumoniae subespécie pneumoniae,
K. pneumoniae subespécie ozaenae e K. pneumoniae subespécie rhinoscleromatis. A K.
pneumoniae subespécie pneumoniae € a mais observada em infeccdes em humanos dentre as

trés subespecies (22).

K. pneumoniae tem como principais caracteristicas ser nao esporulada, aerdbia
facultativa, com tamanho aproximado de 0,3 x 1,5 um a 0,4 x 2,0 um. Podem ser observadas
em celulas unicas, em pares ou em cadeias curtas. Ndo produz gas sulfidrico (H,S) e enzima
citocromo oxidase. Utiliza o citrato como Unica fonte de carbono e possui a enzima lisina
descarboxilase. E negativa na prova do indol, imével e urease positiva. No Agar EMB, produz
colbnias rosadas com centro negro, de aparéncia brilhante, com consisténcia mucoide devido

a grande producéo de capsula (23).



A primeira amostra de K. pneumoniae a ter seu genoma completamente sequenciado e
montado foi a MGH 78578 (ATCC 700721), isolada de escarro em 1994 de um paciente de
66 anos que apresentava pneumonia (Numero de acesso GenBank: NC_009648.1). Esta cepa
€ resistente a variados antimicrobianos, tais como: ampicilina, ticarcilina,
sulfametoxazole/trimetoprima, gentamicina, sendo suscetivel a amicacina, ciprofloxacina e
imipenem. O genoma foi sequenciado com uma cobertura de 8X, apresentando 5.315.120
pares de bases, com aproximadamente 5926 genes. A média de conteido G/C do cromossomo
foi 57,7%, considerado o mais alto conteddo G/C entre as espécies da familia
Enterobacteriaceae (24). Atualmente, ja estdo disponiveis no RefSeq (NCBI Reference
Sequence Database) 53 genomas completos de K. pneumoniae (acesso em 27 de dezembro de
2015).

Assim como as demais espécies do género, K. pneumoniae encontra-se distribuida na
natureza, encontrada em corpos hidricos, esgoto, solo, vegetacdo e também colonizando
mucosas, principalmente do trato gastrointestinal, de diversos mamiferos (25).

A relagdo deste organismo extracelular com humanos varia desde colonizagdo a
infecgBes. Os principais veiculos para a transmissdo de K. pneumoniae no ambiente hospitalar
sdo equipamentos meédicos contaminados, produtos derivados de sangue, trato gastrointestinal
dos pacientes e as mdos ndo higienizadas dos profissionais de salde. Este microrganismo tem
grande capacidade de disseminar-se, 0 que tem acarretado em diversos surtos, especialmente
em unidades neonatais (26). Dentre as sindromes clinicas mais frequentes citam-se:
bacteremias, infec¢Bes do trato urinario, pneumonias, feridas, rinite crénica atrofica, artrites,
enterites, meningites em criancas e sepse. JA& como parte da microbiota, este organismo
usualmente é encontrado colonizando a pele, a nasofaringe e principalmente, o trato

gastrointestinal dos individuos (22).

1.3.1 Resisténcia aos antimicrobianos em K. pneumoniae
1.3.1.1 Resisténcia aos beta-lactamicos

Os antimicrobianos beta-lactdmicos sdo até hoje os mais utilizados na pratica clinica,
principalmente devido a sua baixa toxicidade. Eles tém como caracteristica comum a presenca
do anel beta-lactdmico na estrutura da molécula. Seu mecanismo de acgdo é através da inibicdo
das ligacbes cruzadas entre as moléculas de peptideoglicano, inibindo a sintese da parede
celular. O anel beta-lactamico é uma estrutura quimicamente similar a D-alanina-D-alanina

dos pentapeptideos que formam a parede de peptideoglicano. Dessa forma, as transpeptidases
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PBP inserem erroneamente o anel beta-lactamico no lugar da D-alanina-D-alanina, ocorre a
acilacdo das PBP, e estas ficam impossibilitadas de realizar suas fungdes corretamente,

causando a lise celular bacteriana (27).

Existem quatro classes de beta-lactamicos disponiveis comercialmente: penicilinas,
cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenemas. Entretanto K. pneumoniae apresentam
mecanismos de resisténcia a esses antimicrobianos através da diminuicdo da expressdo de
porinas (OMP), aumento da expressdo bombas de efluxo e producdo de enzimas beta-

lactamases (28).

Em K. pneumoniae tem sido descrito a participacdo de perdas ou diminuicdo da
expressao de porinas na resisténcia a alguns beta-lactdmicos como os carbapenemas, mas
também a fluoroquinolonas, cloranfenicol e tetraciclina. As porinas mais importantes em K.
pneumoniae sdo a OmpK35 e OmpK36 onde mutacbes pontuais, inser¢bes e delecdes nos
genes que as codificam tém sido associadas a diminuicdo da susceptibilidade. Entretanto, a
diminuicdo da expressdo ou delecdo de porinas geralmente acarreta na diminuicdo da
susceptibilidade a determinado beta-lactdmico e ndo é suficiente para a producdo de fenétipo

de plena resisténcia aos beta-lactamicos (29).

Bombas de efluxo também tém sido descritas relacionadas a resisténcia a beta-
lactdmicos em K. pneumoniae. Estas bombas sdo compostas por proteinas de transporte
envolvidas na expulsdo de substratos toxicos do interior das células bacterianas para
0 ambiente externo e sdo encontradas em Gram-positivos, Gram-negativos € em organismos
eucaridticos. Podem ser especificas para determinado substrato, como a bomba MacABC-
TolC, especifica para o transporte de macrolideos em E. coli (30), ou podem transportar uma
gama de compostos estruturalmente distintos. Dentre os procariotos, existem cinco familias
de transportadores de efluxo: MATE (efluxo de multidrogas e moléculas toxicas), MF
(facilitador maior), SMR (pequena multirresisténcia), RND (resisténcia, modulacdo e divisédo)
e ABC (cassete ligacdo a ATP). Em K. pneumoniae as bombas de efluxo AcrAB-
TolC, AcrEF-TolC e EmrB tém sido apontadas com as de maior relevancia, sendo a bomba
AcrAB-TolC, da familia RND, a mais importante relacionada a resisténcia aos beta-

lactamicos, fluoroquinolonas, glicilciclinas e macrolideos (31, 32).

A producéo de beta-lactamases tem sido apontada como o0 mais importante mecanismo
de resisténcia aos beta-lactamicos. Estas enzimas encontram-se amplamente distribuidas entre

bactérias Gram-positivas e negativas. Seu mecanismo de acéo é através da hidrdlise do anel
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beta-lactdmico presente no nucleo estrutural dessa familia, ficando este sem atividade. A
primeira beta-lactamase descrita foi identificada em uma E. coli antes mesmo da difusdo em

larga escala do uso da penicilina para a pratica medica (33).

As beta-lactamases, desde a sua descoberta, j& foram classificadas de diferentes
formas, geralmente baseado no seu espectro hidrolitico, susceptibilidade a inibidores e sua
localizagdo genética. A classificacdo fenotipica apresenta alguns problemas pois uma mutacéao
pontual pode ter a capacidade de alterar substancialmente a especificidade da enzima pelo
substrato e o poder de acdo dos inibidores, podendo alterar assim o grupo no qual a enzima é
classificada. Desta forma, a classificacdo por meio da sequencia peptidica, proposta
inicialmente por se em 1980 se mostrou bem mais estavel por refletir as relagdes

fundamentais entre as moléculas que ndo podem ser modificadas por mutacgdes (34).

Entretanto, apesar da sequencia de aminoacidos ter se apresentado como uma forma
interessante para a classificacdo das beta-lactamases, esta abordagem néo se mostrou eficaz na
pratica clinica, uma vez que ainda ndo é possivel somente com ferramentas de biologia
molecular predizer a funcdo enzimatica e consequentemente o perfil de susceptibilidade do
organismo que carreia a beta-lactamase. Outro fator relevante é que para os clinicos é mais
importante saber se aquele organismo estudado € susceptivel ou resistente a um
antimicrobiano do que a sequencia de aminoacidos da beta-lactamase carreada pela bactéria.
Assim, atualmente, a classificagdo de Bush, Jacob e Medeiros, proposta incialmente em 1995
e revisada por Bush e Jacob em 2010, combinando a estrutura com caracteristicas funcionais é
a classificacdo mais aceita, pois se baseia nas propriedades bioquimicas, estrutura molecular e
sequencias nucleotidicas, separando as enzimas em quatro grupos funcionais e subgrupos
(Tabela 1.2) (34).
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Tabela 1.2: Classificacdo das beta-lactamases segundo Bush, 2010 (34).

Grupo

Etgﬁ'_onal (l\:/llsrssular Exemplos Caracteristicas

Jacob
A”’T'_"C de P. aeruginosa e E. Enzimas cromossémicas e plasmidiais produzidas por bactérias Gram-negativas. Confere resisténcia a todos os B-lactamicos, exceto os

1 C coli; CMY-2, FOX-1, MIR- . L .
1 carbapenemas. N&o séo inibidas por cido clavulanico e tazobactam.

le GC1, CMY-37. Enzimas que promovem a hidrolise de penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas de amplo espectro e monobactamicos.

%2 A PC1 e outras penicilinases de  Penicilinases produzidas por Staphylococcus spp. E Enterococcus spp. Conferem altos niveis de resisténcia a penicilina. Inibidas por acido
Staphylococcus sp. clavulanico e tazobactam.

2 A SHV-1, TEM-1, TEM-2, Enzimas que possuem hidrolise eficiente de penicilinas e cefalosporinas das primeiras geracOes, inibidas por &cido clavulanico e
TEM-90. tazobactam.
ESBL: CTX-M-15, CTX-M-

2be A 44, PER-1, SFO-1, SHV-5, Conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e monobactamicos.
TEM-10, TEM-26,

2br A TEM-30, TEM-76, TEM- Enzimas que possuem hidrélise eficiente de penicilinas e cefalosporinas das primeiras geragfes, entretanto ndo sdo bem inibidas por acido
103, SHV-10, SHV-26. clavulanico.

2ber A TEM-50, TEM-68, TEM-89 Promovem a hidrélise de penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e sdo pouco inibidas por &cido clavulanico e tazobactam.

2c A PSE-1, CARB-3 Enzimas que hidrolisam penicilinas e carbenicilina, inibidas por &cido clavulanico.

2d D OXA-1, OXA-10 Enzimas que hidrolisam a cloxacilina, levemente inibidas por cido clavulanico.

2de D OXA-11, OXA-15 Hidrolise de penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro, pouco inibidas por acido clavulanico.

2df D OXA-23, OXA-48 Hidrolisam carbapenemas e cloxacilina, pouco inibidas por &cido clavulanico.

2e A CepA Cefalosporinases inibidas por acido clavulanico e tazobactam, mas nao por aztreonam.

of A IMI-1, KPC-2, KPC-3, SME- Enzimas que hidrolisam carbapenemas e possuem uma serina no seu sitio ativo. Tais enzimas sdo pouco inibidas por acido clavulanico e
1, GES-2 tazobactam.

3a 5 IMP-1, L1, NDM-1, VIM-1 Hidrolise de todos os beta-lactamicos exceto monobactamicos. Inibidas por EDTA e quelantes de metais, ndo inibidas por &cido clavulanico

e tazobactam.
3b B CphA, Sfh-1 Hidrolise preferencial de carbapenemas. Inibidas por EDTA e quelantes de metais, ndo inibidas por acido clavulanico e tazobactam.
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Beta-lactamases do tipo AmpC sdo cefalosporinases codificadas cromossomicamente
por algumas bactérias da familia Enterobacteriaceae, principalmente por aquelas conhecidas
como grupo CESP: Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp.,
Morganella spp. e Hafnia alvei. Nessas bactérias, as enzimas do tipo AmpC sédo indutiveis e
podem ser expressas em niveis elevados atraveés de mutacGes. Promovem resisténcia a
cefalotina, cefazolina, cefoxitina, a maioria das penicilinas e combinagdes de beta-lactamicos
com inibidores. Alguns plasmidios transmissiveis adquiriram os genes codificadores de
enzimas AmpC, desta forma esses genes tém sido descritos também em amostras onde estes
genes ndo estdo cromossomicamente localizados. Alguns exemplos de enzimas do tipo AmpC
sdo: ACT-1, MIR-1, CMY-1e CMY-2 (35).

Amostras clinicas de K. pneumoniae sdo naturalmente resistentes a ampicilina,
amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina devido a expressdo constitutiva de beta-lactamases
codificadas cromossomicamente. Trés familias de genes blaspy, blaoke € bla gy evoluiram ao
longo de milhGes de anos de um ancestral comum e deram origem as beta-lactamases
cromossémicas que observamos nas amostras dessa espécie (36). Entretanto, atualmente, um
dos grandes problemas de resisténcia a antimicrobianos no mundo sdo os bastonetes Gram-
negativos da familia Enterobacteriaceae resistentes as cefalosporinas através da producao de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Amostras de K. pneumoniae apresentam
destaque neste cenario.

As ESBL sdo enzimas das classes moleculares A ou D (classificacdo de Ambler) ou
dos grupos funcionais 2be ou 2de (classificacdo atualizada de Bush e Jacoby, 2010) (34)
capazes de hidrolisar penicilinas de amplo espectro, cefalosporinas de terceira e quarta
geracdo, bem como os monobactamicos (37). Atualmente, existem diferentes ESBL descritas
sendo as mais frequentemente encontradas aquelas da familia TEM, SHV e CTX-M. No
entanto, as do tipo OXA, PER, VEB, BES e GES também tem sido bastante reportadas na
literatura (38).

As primeiras ESBLs descritas pertenciam a familia TEM, derivadas da beta-lactamase
TEM-1, sendo a TEM-12 a primeira enzima como perfil ESBL dessa classe descrita (39).
Hoje, ja existem mais de 223 enzimas desta familia, sendo 93 caracterizadas com fenotipo
ESBL (segundo o site http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel, acesso em 27 de
dezembro de 2015).
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As enzimas do tipo SHV sdo mais comumente encontradas em K. pneumoniae, onde o
gene blaspy-1 Se encontra predominantemente no cromossomo (fendtipo ndo—ESBL) (40). De
acordo com o website Lahey Studies, existem atualmente 193 enzimas do tipo SHV, sendo 45
plenamente caracterizadas como perfil ESBL (segundo 0 site

http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel, acesso em 27 de dezembro de 2015).

Hoje as ESBL mais disseminadas em todo o mundo sdo do tipo CTX-M, que
hidrolisam preferencialmente cefotaxima. Existem 172 variantes alélicas de CTX-M (segundo
0 site http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel, acesso em 27 de dezembro de 2015),
sendo as mais observadas mundialmente as do tipo CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-
M-15 (41).

Relatos da literatura descrevem a presenca de um clone prevalente de E. coli,
pertencente ao ST131 (identificados através da técnica de MLST) e carreando blactx-m-15
associado a infeccBGes urinarias em varias partes do mundo (42). Porém, também existem
relatos da presenca dessa variante alélica em diferentes espécies de Enterobacteriaceae tais
como K. pneumoniae e Enterobacter spp., inclusive em nosso pais (43, 44).

Com o aumento do isolamento de amostras produtoras de ESBL, os carbapenemas
passaram a ser altamente prescritos pelos clinicos como alternativa para tratamento, pois
apresentam espectro de acdo mais elevado e maior estabilidade frente as ESBL. Com o
aumento da utilizacdo destes antimicrobianos, comecaram a surgir amostras apresentando
fendmenos de resisténcia. A resisténcia aos carbapenemas pode ser mediada por diferentes
mecanismos, entretanto a producdo de carbapenemases (beta-lactamases com atividade sobre

carbapenemas) é apontada como o0 mecanismo epidemiologicamente mais importante (45).

As carbapenemases sdo enzimas com grande versatilidade de hidrélise. Possuem a
capacidade de atuacdo frente a penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemas.
Essas enzimas sao classificadas nas classes moleculares A (serino-carbapenemases; ex.: KPC,
GES), B (metallo-carbapenemases, ex.: IMP, VIM e NDM) e D (oxacilinases, ex.: OXA-48-

like), podendo ter seus genes codificadores localizados em cromossomos ou plasmidios (46).

As serino-carbapenemases NMC/IMI, SME e KPC foram identificadas pela primeira
vez em Enterobacter cloacae, Serratia marcescens e K. pneumoniae respectivamente. Outra
representante deste grupo € a enzima GES, da qual algumas variantes possuem perfil de
carbapenemase (45). Recentemente, foi descrita uma nova serino-carbapenemase no Brasil,
em trés amostras de K. pneumoniae isoladas em Sdo Paulo denominada BKC-1 (47).
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Atualmente, a enzima mais importante clinico e epidemiologicamente desta classe é a KPC
(46).

As metallo-carbapenemases mais comumente descritas séo IMP e VIM encontradas
principalmente em paises Europeus e nos EUA e, mais recentemente, a NDM encontrada em
K. pneumoniae oriundas principalmente da India, Paquistdo, Reino Unido e EUA (48). Dentre
as oxacilinases, as mais comuns séo do tipo OXA-23 e OXA-51 em Acinetobacter spp. e da
familia OXA-48-like em enterobactérias (46). Dentre as véarias carbapenemases descritas, as

que tém sido mais associadas a K. pneumoniae séo as do tipo KPC, NDM e OXA-48-like.
1.3.1.1.1 Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)

A primeira descri¢do da carbapenemase KPC ocorreu durante o projeto de vigilancia
ICARE na Carolina do Norte, Estados Unidos. Uma amostra de K. pneumoniae isolada em
1996 apresentava elevada concentracdo inibitéria minima (CIM) para os carbapenemas e
resisténcia a todos os beta-lactdmicos testados. Esta resisténcia foi associada a producédo de

KPC-1, cujo gene estava localizado num plasmidio (49).

Entretanto, a descoberta da KPC-1 foi seguida por diversos relatos ao longo da costa
leste americana de uma variante em apenas um aminoacido, KPC-2. Esta nova variante foi
inicialmente identificada em 2003, oriunda de quatro amostras do periodo de 1998-1999 que
apresentavam elevada CIM para carbapenemas (50). Mais uma variante dessa enzima, KPC-3,
comecou a ser detectada entre amostras de K. pneumoniae isoladas em 2000 e 2001
causadoras de um surto em Nova York. As anélises cinéticas dessa enzima demonstraram um

perfil de hidrdlise similar a KPC-2, entretanto um pouco maior em relacdo a ceftazidima (51).

Apo6s uma analise detalhada das sequencias dos genes codificadores de KPC descritos
até agquele momento observou-se a ocorréncia de um erro na publicacdo inicial desta
carbapenemase (KPC-1). Dessa forma, concluiu-se que a sequencia da KPC-1 era igual a da

KPC-2 e sendo assim a nomenclatura KPC-2 passou a ser utilizada (49).

Esta carbapenemase € capaz de hidrolisar beta-lactimicos de todas as classes,
apresentando maior potencial de hidrolise para cefalotina, nitrocefina, benzipenicilina,
ampicilina e piperacilina (52). Sdo enzimas do grupo funcional 2f e da classe molecular A
(Bush e Jacob, 2010) (34). Até o momento, ja foram descritas vinte e quatro variantes alélicas

de KPC (segundo o site http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel, acesso em 27 de

dezembro de 2015), sendo a KPC-2 a mais disseminada no mundo (53).
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A grande capacidade de disseminacdo do gene blaxpc esta relacionada a sua
capacidade de associacdo com elementos genéticos moveis que facilitariam sua disperséo, tais
como transposons e plasmidios conjugativos, principalmente o transposon Tn4401. Esse
transposon pertence a familia dos transposons Tn3 e é composto por uma transposase (tnpA),
resolvase (tnpR), o0 gene blakpc, duas sequencias de insercdo, ISKpn7 e ISKpn6, aléem das
sequencias invertidas repetidas de 39 pb que flanqueiam o transposon e tem aproximadamente
10 kb (54).

BNYE il e B

2058
0
35
g
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= Tn4401 (10 Kb) »

Figura 1.2: Esquema representativo do Transposon Tn4401, elemento genético que tem sido

associado ao gene blakpc-2. Imagem adaptada de Naas e colaboradores, 2008 (54).

Até o momento, ja foram documentadas seis isoformas (“a”, “b”, “c”, “d”, “e” e “f”)
desse elemento genético que sdo caracterizadas por variacbes na regido da sequéncia de
inser¢do ISKpn7, sendo as isoformas “a”, “b” e “c” as mais comumente encontradas (55). A
sequencia de insercdo ISKpn7 que ndo possui delecdes é caracterizada como isoforma “b”,
sendo seu produto de amplificacdo utilizando os iniciadores descritos por Kitchel e
colaboradores em 2009 de 703pb (55). As demais isoformas possuem diferentes delegcdes na
regido do ISKpn7: a isoforma “a” deste transposon possui uma delecdo de 99pb nessa regiao,
a isoforma “c” possui uma delecdo de 215pb; a “d” tem uma delecdo de 68pb; e a “e” tem
uma delecédo de 255pb (56, 57).

Entretanto, algumas outras plataformas genéticas ja foram descritas associadas a
disseminacdo do gene blakpc. Em amostras de K. pneumoniae oriundas da China, o gene
blakpc foi encontrado em uma plataforma genética hibrida, ou seja, contendo partes do
transposon Tn4401 e partes dos transposons Tn3 e Tnl721 (58). Em amostras de P.
aeruginosa produtoras de KPC-5 isoladas em Porto Rico, este gene foi associado ao
transposon Tn5563 (59).

As enzimas do tipo KPC tém sido apontadas atualmente como as mais significativas

clinicamente entre as carbapenemase de classe A devido a sua grande disseminagdo (46).
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Apbs a descricdo inicial nos Estados Unidos, amostras produtoras de carbapenemases tém
sido descritas em diferentes partes do mundo sendo consideradas endémicas e epidémicas em
algumas partes do globo. Uma revisdo publicada em 2013 pela importante revista Lancet
Infectious Diseases contemplou as informagdes relacionadas a descri¢do dessa carbapenemase
em diversos paises das Ameéricas (Estados Unidos, Canada Colémbia, Argentina, Brasil),
Europa (Espanha, Portugal, Reino Unido, Irlanda, Franga, Pol6nia, Grécia, Itélia e Israel),
Asia (India e China) e Oceania (Australia e Nova Zelandia) (60). Um mapa com as
caracteristicas epidemioldgicas das amostras produtoras de KPC por pais de origem foi

disponibilizado nesse artigo e esta mostrado a seguir (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Caracteristicas epidemioldgicas das amostras produtoras de KPC por pais de origem. Imagem traduzida e adaptada de Munoz-Price e
colaboradores, 2013 (60), com autorizacdo para reproducdo da imagem fornecida pela Editora Elsevier (ANEXO B).
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Além da capacidade de disseminacdo do gene blakpc associado aos elementos
genéticos moveis, tem sido observada a disseminacdo de clones internacionais de K.
pneumoniae produtores de KPC (42). Esse gene ja foi descrito em mais de 100 sequence types
(ST) diferentes identificados através da técnica de MLST. Entretanto, a pandemia associada a
disseminacdo desse gene em K. pneumoniae tem sido relacionada a dispersdo de amostras
pertencentes ao Complexo Clonal 11 (CC11) ou também chamado de Complexo Clonal 258
(CC258), sendo o ST258 o mais disseminado enquanto outros sequence types (ST11, ST340,

ST437 e ST512) também tém sido descritos, mas em menor proporcao (42).

Kitchel e colaboradores descreveram pela primeira vez a disseminagdo de K.
pneumoniae produtoras de KPC-2 pertencentes ao ST258 nos Estados Unidos (55). Neste
trabalho, publicado em 2009, foram estudadas amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC
provenientes de 16 estados americanos que haviam sido enviadas entre 1996 e 2008 para o
CDC. Dessas, 70% foram caracterizadas como pertencentes ao ST 258. Este sequence type ja
foi descrito em diferentes paises do mundo, tais como: Grécia (61), Israel (56), Noruega e
Suécia (62), Polbnia (63), Finlandia (64), Coréia do Sul (65), Italia (66), Brasil (67) e
Argentina (68).

O ST258 tem sido exaustivamente estudado devido a sua grande importancia
epidemioldgica. A analise do sequenciamento genémico de 83 amostras pertencentes ao
Complexo Clonal 258 (Ou Complexo Clonal 11), sendo 77 amostras pertencentes ao ST258
isoladas dos Estados Unidos, mostrou que as amostras desse ST podem ser descriminadas em
duas linhagens bem definidas denominadas Clado | e Clado Il, sendo o Clado | o mais
associado com amostras produtoras de KPC-2, e o clado Il com KPC-3. A principal
divergéncia genética entre estes dois clados € uma regido de 215 kb, que possui, dentre outros,
genes associados a biossintese da capsula de polissacéarido (cps), um importante fator de
viruléncia para K. pneumoniae (69).

Através de uma comparacao filogenética por analise de SNPs (polimorfismos em
nulceotideos unicos) presentes no core genoma dos dois clados do ST258, com amostras de
outros ST (ST11, ST442, e ST42), Bowers e colaboradores (42), observaram uma area de 1,1
Mb em amostras do ST258 do Clado I, que é idéntica ao do ST442, enquanto que a parte
restante do genoma ST258 deste Clado era similar ao ST11. Este achado indicou que o Clado
Il de ST258 é provavelmente um hibrido criado através de um grande evento de
recombinacdo entre ST11 e ST442. Em seguida, os pesquisadores identificaram as mesmas

regides codificadoras de capsula (cps) no ST42 e nas amostras do ST258 do Clado I. Os
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pesquisadores concluiram entdo que a semelhanca das areas em torno das regides
codificadoras de capsula (cps) dos sequence types ST42, ST258 Clado | e ST258 Clado 11
indicou que provavelmente o Clado | do ST258 evoluiu a partir do Clado Il devido a

substituicdo da regido codificadora de capsula originaria do ST42 (42).

No Brasil, essa carbapenemase foi descrita primeiramente em 2009 onde se identificou
quatro amostras de K. pneumoniae isoladas em 2006 de pacientes internados na UTI de um
hospital do Recife oriundas de urina e sangue. Todas as cepas apresentaram resisténcia as
cefalosporinas de amplo espectro e aos carbapenemas, além de carrear a variante alélica KPC-
2 e a ESBL CTX-M-2 (70). No mesmo ano, também foi publicado o relato da presenca de
KPC-2 no Rio de Janeiro em seis amostras (quatro de sangue, uma de urina e uma de aspirado
traqueal) de K. pneumoniae provenientes de dois hospitais da regido metropolitana isoladas
entre 2007 e 2008 (71).

Entretanto, ap6s as duas primeiras descricdes, Pavez e colaboradores (2009)
afirmaram ter detectado a producdo de KPC-2 em duas K. pneumoniae (isoladas em 2005 e
2007), durante a realizacdo de um estudo epidemiol6gico acerca da resisténcia aos
carbapenemas. Essas duas amostras oriundas de hemoculturas apresentaram resisténcia a

todos os carbapenemas e nao havia relagédo clonal (72).

Em 2011, Andrade e colaboradores publicaram estudo com 57 amostras de K.
pneumoniae produtoras de KPC isoladas do Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Rio de Janeiro.
Neste estudo, foram observados cinco gendtipos definidos por PFGE e seis gendtipos
definidos por MLST: ST258, ST11, ST327, ST44, ST437, ST48. O gene blakpc., estava
associado as variantes “a” e “b” do transposon Tn4401. Além disso, essa plataforma genética
foi encontrada em plasmidios de diferentes tamanhos (20-130kb). Neste estudo, utilizaram um
sistema de classificacdo de plasmidios que permite classifica-los em diferentes grupos de
incompatibilidade plasmidial, de acordo com as diferentes origens de replicacdo dos
plasmidios, sendo encontrados plasmidios pertencentes aos grupos IncN, IncL/M e IncFll
(67).

Durante o mestrado da aluna Polyana Silva Pereira realizamos estudo com 165
amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 isoladas de 12 diferentes estados do Brasil
entre 2006 e 2010, contemplando as cinco regides geogréaficas: Alagoas, Amazonas, Ceara,
Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro e

Santa Catarina. Neste trabalho, observamos a disseminacdo de clones pertencentes ao
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Complexo Clonal 11, que possui importancia epidemiolégica mundialmente, em varios
estados brasileiros. Os clones pertencentes a este Complexo Clonal ST437, ST11 e ST340
foram encontrados em diferentes estados enquanto os ST757 e ST855 em amostras Unicas.
Observamos também a disseminacdo do gene blakpc.2 associado ao Tn4401 isoforma b e a
plasmidios de 40 kb do grupo de incompatibilidade plasmidial IncN em amostras de
diferentes clones, mostrando a grande capacidade de disseminagdo deste mecanismo de
resisténcia através de diferentes plataformas. Este trabalho deu origem a dois artigos

cientificos e foi base para esta Tese de Doutorado (73, 74).

Além da disseminacdo em K. pneumoniae, este gene tem sido encontrado em outros
membros da familia Enterobacteriaceae em nosso pais. Tavares e colaboradores, em estudo
publicado em 2015 com amostras clinicas provenientes de 11 estados brasileiros (Alagoas,
Amazonas, Ceara, Rio de Janeiro, Maranhdo, Piaui, Pernambuco, Espirito Santo, Santa
Catarina, Minas Gerais e Goias) e Distrito Federal observaram a presenca de KPC em nove
espécies: Enterobacter aerogenes, E. cloacae, E. coli, Pantoea agglomerans, Providencia
stuartii, Citrobacter freundii, K. oxytoca, Morganella morganii e S. marcescens (75). Além
da presenca em enterobactérias, este gene ja foi observado no Brasil em amostras de P.

aeruginosa (76) e Pseudomonas putida (77).
1.3.1.1.2 New Delhi Metallo-beta-lactamase (NDM)

A enzima NDM-1 (New Delhi Metallo-beta-lactamase-1) foi detectada pela primeira
vez em 2008 em K. pneumoniae e E. coli. Um paciente (59 anos) de origem Indiana vivia na
Suécia ha muitos anos, mas esteve na india e foi internado em Punjabi para tratamento de um
abcesso na regido glutea. Quando retornou para a Suécia, as duas bactérias foram detectadas
sendo K. pneumoniae proveniente da urina do paciente e E. coli da coprocultura. Testes
fenotipicos em ambas as amostras indicaram a resisténcia aos carbapenemas através da
producdo de uma metallo-beta-lactamase, entretanto, testes moleculares ndo detectaram
enzimas conhecidas. Assim, estudos de clonagem e sequenciamento se fizeram necessarios,
onde foi possivel identificar uma nova carbapenemase que compartilhava pouca identidade
com as carbapenemases dessa classe descritas até entdo (mais similar foi a VIM1-2, com 32%
de identidade). A ocorréncia desse gene em dois géneros bacterianos distintos sugeriu a
presenca em elementos genéticos moveis, sendo 0 gene blaypw-1 Observado entdo nessas

amostras em plasmidios transferiveis de 180 e 140 kb (78).

21



A partir de sua descricdo inicial, outros relatos de aquisi¢do dessa carbapenemase em
pacientes que visitavam determinadas areas de risco no Subcontinemte Indiano (india,
Paquistdo, Sri Lanka e Bangladesh) e retornavam para 0s seus paises de origem foram
descritos em casos principalmente no Reino Unido, Canada e Franca (78). Assim, o maior
reservatorio dessa carbapenemase tem sido o Subcontinente Indiano onde ela tem sido
descrita ndo somente em pacientes, mas também no solo e no ambiente (78). Outros locais de
importancia para a aquisicdo de NDM sdo os estados Balcéanicos, a Peninsula Arabica e o
Norte da Africa (46).

Até o momento, 16 variantes alélicas do gene blanpm foram identificadas (segundo o

site http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel, acesso em 27 de dezembro de 2015).

Quando comparadas com a NDM-1, as variantes NDM-4, NDM-5 e NDM-7 apresentam
melhor atividade contra os carbapenemas. No sitio ativo, assim como em outras MBL,

existem dois ions metalicos ligados a histidina e cisteina (46).

De forma semelhante as outras MBL, a NDM hidrolisa uma ampla gama de beta-
lactdmicos incluindo penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas, com excegdo dos
monobactamicos (78). No entanto, quase todas as amostras produtoras de NDM apresentam
fenotipo de multirresisténcia sendo resistentes a todos os beta-lactdmicos, aminoglicosideos,
fluoroguinolonas e sulfonamidas. Este padrao de resisténcia é explicado através da associacdo
do gene blanpwm-1 COM outros determinantes de resisténcia a antimicrobianos tais como: ESBL,
AmpC, outras carbapenemases (OXA-48, VIM, KPC), genes de resisténcia a
aminoglicosideos, macrolideos, rifampicina, quinolonas, cloranfenicol e sulfametoxazole
(79).

Entre as amostras da familia Enterobacteriaceae, K. pneumoniae e E. coli sdo as mais
frequentemente relatadas como produtoras de NDM-1. No entanto, este gene também tem
sido descrito em outros representantes dessa familia: Klebsiella oxytoca (80), Enterobacter
cloacae (81), Enterobacter aerogenes (82), Citrobacter freundii (83), Proteus mirabilis (84),
Serratia marcescens (85), e Providencia spp. (86), bem como em Bastonetes Gram-negativos

ndo fermentadores, como Acinetobacter spp. (83) e P. aeruginosa (87).

Existem relatos na literatura de amostras de K. pneumoniae produtoras de NDM-1
responsaveis por surtos em unidades hospitalares na Italia, Reino Unido, Turquia, Quénia,

China, Colémbia, Guatemala, Canada, Estados Unidos (79). Assim, essa carbapenemase ja é
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considerada mundialmente disseminada. Abaixo, temos um mapa mostrando a disseminagéo

desta carbapenemase pelos paises (46).

[ ] sem informacdes sobre a distribuicio de NDM

] Dispersao esporadica de amostras positivas para NDM
Il Surtos causados por amostras positivas para NDM

B Endemicidade de amostras positivas para NDM

Figura 1.4: Distribuicdo geografica mundial de NDM. Imagem traduzida e adaptada de
Nordmann e colaboradores, 2014 (46), com autorizagdo para reprodugdo da imagem fornecida
pela Editora Elsevier (ANEXO B).

O gene blaypm-1 tem sido descrito em diferentes espécies localizado principlamente
em plasmidios conjugativos pertencentes a varios grupos de incompatibilidade (IncA/C, IncF,
IncL/M, ou ndo tipavel), mas também tem sido associado ao cromossomo, embora de forma
mais esporadica. Este gene, diferentemente do que tem sido observado para o gene blakpc-2,
ndo encontra-se relacionado a propagacdo de clones ou complexos clonais especificos,
plasmidios especificos ou estruturas genéticas unicas (88).

Trabalhos que investigaram o ambiente genético desta carbapenemase mostraram a
presenca de uma estrutura genética conservada associada ao gene blanpm, @ sequencia de
insercdo 1SAbal25 completa ou truncada na extremidade 5’ do gene e 0 gene bleyg. nha
extremidade 3', que codifica a resisténcia ao farmaco anticancerigeno bleomicina (48).

No Brasil, a primeira descrigdo do blanpm-1 ocorreu em 2013, em uma P. rettgeri
isolada no estado do Rio Grande do Sul (89). Este relato foi seguido por um estudo
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retrospectivo que observou a presenca de amostras de Enterobacter hormaechei produtoras de
NDM-1 desde 2012 no Rio Grande do Sul (43).

Relatos da presenca dessa carbapenemase em outras espécies também tem sido
observados em nosso pais: descri¢cdo de Acinetobacter pittii e enterobactérias no Rio Grande
do Sul (90, 91); Acinetobacter baumannii no Parana (92); Acinetobacter bereziniae em Santa
Catarina (93) e P. rettgeri em Sdo Paulo (94). Em nosso pais, ja foi descrita também a
associacdo de NDM-1 e KPC-2 em um mesmo E. hormaechei no Rio de Janeiro (95). O
rascunho do genoma de trés cepas de diferentes espécies (E. hormaechei, P. rettgeri e K.

pneumoniae) carreadoras desse gene isoladas em nosso pais também ja foi publicado (96).
1.3.1.1.3 OXA-48-like

As oxacilinases (OXA), ou beta-lactamases de classe D, sdo enzimas que apresentam o
grupamento serina no seu sitio ativo. Dentre as classes de beta-lactamases esta € a que se
apresenta com maior variabilidade em relacdo as sequencias nucleotidicas, aminoacidicas e
espectro de atividade contra os beta-lactdmicos, variando desde um espectro de acdo somente
contra penicilinas & atividade contra carbapenemas. Atualmente, existem 498 variantes
alélicas desta classe de beta-lactamases (segundo 0 site

http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel, acesso em 27 de dezembro de 2015).

Os genes codificadores das beta-lactamases de classe D séo geralmente associados a
elementos genéticos moveis como sequencias de insercao e transposons. Numerosos genes de
oxacilinases tém sido identificados como uma fonte de resisténcia adquirida em Gram-
negativos, mas estudos também tém demonstrado recentemente que estas beta-lactamases
podem ser produzidas naturalmente por agentes clinicamente significativos mas também por

espécies ambientais (97).

A maioria destas enzimas com atividade de carbapenemases é encontrada em
Acinetobacter spp. (98). Em enterobactérias, as carbapenemases mais observadas desta classe
sdo a OXA-48 e suas variantes. Até o presente momento, foram identificadas doze variantes
de OXA-48-like, que se diferenciam por apresentarem substituicdes ou delecBes de
aminoacidos (OXA-48, -48b, -162, -163, -181, -199, -204, -232 -244, -245, -247, e -370),
sendo a OXA-48 a mais disseminada (99).

Enzimas da familia OXA-48-like possuem atividade hidrolitica relativamente baixa

contra os carbapenemas, apresentando maior poder de hidrolise contra o imipenem
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comparando-se com o meropenem. N&o sdo inibidas pelo acido clavulanico, tazobactam, e

sulbactam porém a sua atividade pode ser inibida in vitro por cloreto de sddio (NaCl) (97).

Visto que ainda ndo foi descrito nenhum inibidor eficiente para utilizacdo em testes
fenotipicos de enzimas do tipo OXA-48-like e que muitas amostras produtoras dessas enzimas
ndo exibem resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro ou apresentam decréscimo na
susceptibilidade de carbapenemas, a sua deteccdo e reconhecimento podem ser um desafio.
Portanto, métodos eficientes de deteccdo e uma triagem adequada se fazem necessarios para

prevenir e controlar a sua disseminacéao (99).

O primeiro relato de OXA-48 foi em 2001, em K. pneumoniae proveniente de
Istambul, Turquia, apresentando resisténcia a maltiplos antimicrobianos e exibindo um alto
nivel de resisténcia a todos os beta-lactamicos incluindo cefalosporinas de amplo espectro,
cefamicinas, monobactdmicos e carbapenemas. Nesta amostra, 0 gene blapxa4s foi
identificado em plasmidios, associado a duas coOpias da sequencia de insercdo 151999,
estrutura denominada Tn1999 (100).

Ap0s a primeira descricdo, o gene blapxa-ss foi identificado em E. coli e C. freundii na
Turquia e durante varios anos esse gene foi relatado em amostras apresentando ligacdo
epidemioldgica com esse pais (101-103). Desde 2008, este gene tem sido identificado em
muitos outros paises, predominantemente em K. pneumoniae, mas também em outras espéecies
da familia Enterobacteriaceae (104). Paises do Oriente Médio e do Norte de Africa tém sido
considerados reservatorios de amostras produtoras de OXA-48 (104). Abaixo, temos uma
figura proveniente do artigo de Nordmann e colaboradores publicado em 2014 (46)

evidenciando a disperséo dessa carbapenemase pelo mundo (Figura 1.5).
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[ ] Sem informacdes sobre a distribuicao OXA-48

[ Dispersao esporadica de amostras positivas para OXA-48
B surtos causados por amostras positivas para OXA-48

B Endemicidade de amostras positivas para OXA-48

Figura 1.5: Distribuicdo geografica mundial de OXA-48. Imagem traduzida e adaptada de
Nordmann e colaboradores, 2014 (46), com autorizacdo para reproducdo da imagem fornecida
pela Editora Elsevier (ANEXO B).

As variantes OXA-48b e OXA-199 foram descritas inicialmente em Shewanella
xiamenensis. O gene blapxa-4sp POSSuUi quatro mutacdes silenciosas comparando-se com a
OXA-48 enquanto a OXA-199 possui cinco diferencas nucleotidicas e trés diferencas a nivel

de aminoéacidos. Ambos os genes foram encontrados em regides cromossémicas (105).

A variante OXA-162 é caracterizada por apresentar uma Unica substituicdo de
amino&cido em relacdo a OXA-48 e atividade hidrolitica idéntica contra beta-lactamicos em
geral e carbapenemas (99). Ela foi identificada em amostras de K. pneumoniae na Turquia,

mas atualmente ja foi identificada em outras enterobactérias na Alemanha (106).

A OXA-181 foi identificada em mdaltiplos clones ndo relacionados de K. pneumoniae
na Holanda (107), na India (108) e Nova Zelandia (109). Também ja foi descrita em uma
amostra de E. coli na india e em amostras de C. freundii e P. rettgeri na Franca (108). Esta
enzima difere da OXA-48 por quatro substituicGes de aminoacidos, entretanto, apresenta as

mesmas propriedades hidroliticas (48).

A variante OXA-204 foi recentemente identificada em amostras de K. pneumoniae

provenientes de pacientes da Tunisia e Argélia. Ela exibe duas substituicdes de aminoacidos
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guando comparada a OXA-48 e apresenta um perfil de atividade muito semelhante a OXA-48
(110).

A variante OXA-232 foi identificada na Franca em amostras de K. pneumoniae em
pacientes que haviam sido transferidos da India. Apresenta cinco substituicdes de
aminoacidos em comparacdo a OXA-48, mas € apenas uma mutante pontual da OXA-181,

exibindo um espectro de hidrélise muito semelhante a esta enzima (111).

As variantes OXA-244 e OXA-245, descritas incialmente na Espanha em K.
pneumoniae, possuem substituicbes em um Unico aminoacido cada. A amostra produtora de
OXA-244 foi isolada de fluido ascitico de um paciente de 51 anos. Ja a amostra produtora
OXA-245 é originaria de um pequeno surto hospitalar que causou cinco infec¢des em um
hospital de Méalaga (112).

Duas variantes da familia OXA-48 tém perfis de hidrolise muito fraco em relacdo aos
carbapenemas: OXA-163 e OXA-247. A variante OXA-163 foi identificada inicialmente em
amostras de K. pneumoniae e E. cloacae (113), e a OXA-247 foi encontrada em amostra de K.
pneumoniae (114) ambas descritas na Argentina. A enzima OXA-163, diferentemente das
outras representantes da familia, possui atividade eficiente contra cefalosporinas de amplo

espectro e possui, portanto, perfil ESBL (113).

Recentemente, no Brasil, foi descrito uma nova variante alélica da OXA-48-like
designada OXA-370. O gene blaoxa-s70 foi encontrado em uma amostra de E. hormaechei
proveniente do Rio Grande do Sul e difere do blapxa-4s por apresentar substituicdes em trés
nucleotideos e um aminoéacido (troca de uma serina por um acido glutdmico na posicdo 212 da
proteina), entretanto seu perfil hidrolitico frente aos diferentes beta-lactdmicos ndo esta
plenamente estabelecido. A regido flanqueadora deste gene foi investigada e foram
observadas duas transposases ao redor: uma transposase tnpA truncada por uma sequencia de
inser¢do 1S5075-like upstream e foi observada downstream ao gene outra transposase tnpA
truncada por uma 1S15-like (115).

Nosso grupo também investigou a presenca de amostras produtoras de OXA-370 em
nosso pais. Em um estudo publicado em 2015, incluindo parte das amostras incluidas no
presente trabalho, observamos a produgdo dessa variante em amostras da familia
Enterobacteriaceae (22 K. pneumoniae, um E. cloacae e um E. aerogenes) no Rio de Janeiro
(116).
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As infeccGes por K. pneumoniae produtoras de carbapenemases sdo geralmente de
dificil tratamento devido a existéncia de limitadas escolhas terapéuticas para combater
amostras resistentes. Dentre os grupos de antimicrobianos disponiveis, as opc¢Ges terapéuticas
para o tratamento das infec¢des incluem: aminoglicosideos, fluoroguinolonas, polimixinas,
fosfomicina e tigeciclina. Entretanto, K. pneumoniae produtoras de carbapenemase, além da
resisténcia a beta-lactamicos, ja apresentam resisténcia a essas outras classes de
antimicrobianos, sendo muitas vezes necessdria a combinacdo desses farmacos para

efetivamente ter sucesso terapéutico.
1.3.1.2 Resisténcia a aminoglicosideos

Os aminoglicosideos tem como mecanismo de acdo a ligagdo ao RNA ribossomal
bacteriano, induzindo alteracdes conformacionais que resultam na traducdo erronea das
proteinas. A resisténcia a esses antimicrobianos em K. pneumoniae pode ocorrer através de
diferentes mecanismos que podem coexistir simultaneamente, tais como: (i) modificacdo
enzimatica, através das enzimas modificadoras de aminoglicosideos; (ii) alteracdo da
permeabilidade da membrana externa e aumento da expressdao de bombas de efluxo; e (iii)
alteracdo do sitio alvo do antimicrobiano, através da metilacdo da subunidade 16S do RNA
ribossomal (16S rRNA) (117).

A modificagdo enzimética € o mecanismo mais comum de resisténcia aos
aminoglicosideos encontrado nas bactérias (117). Estas enzimas catalisam a modificacdo dos
radicais hidroxila ou amina do nucleo 2- deoxistreptamino ou nas moléculas de aclcar desses
antimicrobianos, gerando um farmaco quimicamente modificado que se liga fracamente aos
ribossomos. As trés classes de enzimas séo: acetiltransferases (promovem acetilacdo, usando
Acetil Coenzima A como doador), nucleotidiltransferases (promovem a transferéncia de um
AMP proveniente do ATP para a molécula do aminoglicosideo) e fosfotransferases (catalisam
a transferéncia de um grupo fosfato para a molécula de aminoglicosideo). Estas enzimas
modificadoras sdo ainda subdivididas em subclasses, baseado no local de modificacdo do
aminoglicosideo e o espectro de resisténcia dentro da classe. As acetilases, por exemplo,
conseguem promover modifica¢fes nas funcOes da gentamicina e canamicina nas posigoes 3,
2’ ¢ 6’ (AAC), as nucleotidiltransferases nas posi¢coes 4’ ¢ 2” (ANT), e fosfotransferases nas
posigdes 2’ ¢ 3”(APH), dessa forma, essa numeracdo é utilizada na nomenclatura dessas
enzimas, como por exemplo: AAC(6°) e ANT-2a (117).
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As enzimas da familia AAC(6’) sdo as mais comuns, encontradas tanto em Gram-
negativos como em Gram-positivos, geralmente associadas a elementos genéticos maéveis tais
como sequencias de insercao, transposons e plasmidios, mas também em integrons. A enzima
AAC(6’)-IB € provavelmente a acetiltransferase clinicamente mais relevante, sendo
responsavel pela resisténcia a amicacina e a outros aminoglicosideos em varios Gram-
negativos pertencentes ao género Acinetobacter spp. e as familias Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae e Vibrionaceae, visto que tem sido descrita em aproximadamente 70%

dos Gram-negativos de origem clinica (117).

Existe uma variante dessa enzima, através da modificacdo de dois aminoacidos (troca
de um triptofano por uma arginina na posic¢ao 102 - Trp102Arg e troca de uma asparagina por
um triptofano na posicdo 179 - Aspl79Tyr) que causa resisténcia tanto a aminoglicosideos
quanto quinolonas: AAC(6”)-1b-cr. Esta variante tem sido detectada em um grande nimero de
regibes geograficas associada a elementos genéticos tais como integrons, e outros genes de
importancia epidemioldgica como os da familia gqnr (que causam resisténcia a quinolonas) ou

genes codificadores de beta-lactamases (blacrx-m; blasny € blakec) (117).

Em 2003, foi identificado em amostras clinicas de P. aeruginosa e K. pneumoniae
outro mecanismo enzimatico de resisténcia aos aminoglicosideos, a metilacdo da subunidade
16S do RNA ribossomal (16S rRNA) atraves das RNA metilases (118). A metilagdo do RNA
tem sido apontada como um mecanismo que fornece altos niveis de resisténcia aos
aminoglicosideos. Esses antimicrobianos sdo naturalmente produzidos por Actinomicetos que
sdo intrinsicamente resistentes a essa classe devido a protecdo ribossomal obtida através de
metilacdo especifica em sitios da subunidade 16s do RNA. Assim, esse mecanismo que
parecia estar ligado somente a bactérias ambientais agora tem sido descrito em amostras
clinicas. Vale ressaltar que as metilases encontradas inicialmente em Actinomicetos sdo

estruturalmente diferentes das encontradas atualmente nas amostras clinicas (119).

Hoje, existem dez classes de 16s rRNA metilases descritas: ArmA, RmtA, RmtB,
RmtC, RmtD, RmtE, RmtF, RmtG, RmtH e NpmA. Os genes armA (presente em
enterobactérias e Acinetobacter spp.) e rmtB (Enterobacteriaceae) parecem ser 0s genes
codificadores de metilases mais comuns sendo detectadas principalmente na Asia e Europa
(120, 121). Os genes rmtA e rmtC foram relatados incialmente em P. aeruginosa e P.
mirabilis do Japéo, respectivamente (118, 122) enquanto o gene rmtD tem sido associado a
um clone produtor de uma metalo beta-lactamase (SPM-1) em P. aeruginosa no Brasil (123),

tendo sido também descrito em K. pneumoniae em nosso pais (124). A RmtE foi descrita em
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E. coli isolada de bovinos (125), a RmtF descrita em enterobactérias na India (126) e as
metilases RmtG e RmtH foram descritas em K. pneumoniae, sendo a RmtG no Brasil (124) e
a RmtH no Iraque (127). J& a metilase NpmA foi descrita a partir de uma E. coli isolada de

um paciente no Japao (128).

Estas enzimas conferem niveis bastante elevados de resisténcia aos aminoglicosideos
utilizados na pratica clinica, tais como amicacina, tobramicina e gentamicina sendo que sua
associacdo com elementos genéticos mdveis tem se tornado um grande desafio para sua

contencao (119).
1.3.1.3 Resisténcia a quinolonas

As quinolonas agem através de interagdo com a DNA girase das bactérias, interferindo
na sintese de DNA. Os fendmenos de resisténcia a quinolonas tem sido um problema desde a
introducao do primeiro antimicrobiano da classe, o acido nalidixico. Diferentes mecanismos
de resisténcia sdo relacionados a esta classe de antimicrobianos em K. pneumoniae, tais como:
(1) mutagdes no sitio de acdo do antimicrobiano; (ii) alteragdo de permeabilidade e aumento
da expressao de bombas de efluxo; (iii) resisténcia mediada por genes plasmidiais (PMQR)

(129).

Um dos principais mecanismos de resisténcia as quinolonas ¢ o acumulo de
mutacdes nas enzimas bacterianas que sdo alvo de a¢do dos antimicrobianos: DNA girase e
DNA topoisomerase IV. Ambas as enzimas sdo proteinas complexas compostas por dois pares
de subunidades. As subunidades da DNA girase sdo: GyrA, uma proteina de 97 kDa
codificada pelo gene gyrA, e GyrB, uma proteina de 90 kDa codificado pelo gene gyrB. Os
correspondentes das subunidades da topoisomerase 1V séo ParC (75 kDa) e ParE (70 kDa)
(129).

Em bactérias Gram-negativas, o alvo principal das quinolonas € a subunidade GyrA
da DNA girase. No gene gyrA, mutagdes pontuais sdo observadas principalmente em um
dominio conservado na porgdo N-terminal, denominada regido de resisténcia a quinolonas
(quinolone resistance determining region - QRDR). Esta regido fica localizada proxima ao
sitio ativo da tirosina, onde se liga o DNA. Essas muta¢Bes pontuais geram mutacfes nos
aminoacidos, sendo as mutag¢Ges nos residuos de serina na posi¢do 83 e asparagina na posi¢ao
87 as mais relatadas. Mutacdes pontuais nos genes codificadores das subunidades da DNA
topoisomerase IV também estdo presentes em bactérias Gram-negativas, mas sdo descritas em
frequéncia significativamente menor que as mutagbes na DNA girase (130). Bagel e
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colaboradores demonstraram que altos niveis de resisténcia a fluoroguinolonas podem ser
obtidos através de mutagdes nas subunidades da DNA girase e topoisomerase: amostras com
duas mutagdes em GyrA (S83L e D87G) e uma mutacdo em ParC (S80Il ou E84K)
simultaneamente apresentaram concentracdo inibitoria minima maior que 4upg/ml frente a

ciprofloxacina (131).

Os sistemas de efluxo presentes nas bactérias tém sido relacionados também com os
mecanismos de resisténcia a quinolonas. O sistema de efluxo AcrAB-TolC tem sido apontado
como um mediador da resisténcia a quinolonas em K. pneumoniae mas também em E. coli e
Salmonella spp. (132). A bomba de efluxo AcrAB-TolC ¢ regulada negativamente pelo gene
acrR (repressor da bomba). Mutagdes no gene repressor acrR estéo relacionadas ao aumento
da atividade da bomba e consequentemente aumento do efluxo dos antimicrobianos (32). Da
mesma forma, temos 0 gene marA que ¢ ativador dessa bomba. MutacGes no gene marR, que
regula negativamente o gene marA, também aumentam a atividade da bomba, elevando a

resisténcia aos antimicrobianos(133).

Além da ativacdo das bombas de efluxo, outro mecanismo de resisténcia € através
da regulacdo da permeabilidade da membrana pela alteracdo dos niveis de porinas expressas,
reduzindo a entrada das quinolonas nas células (134). Acredita-se que os sistemas de efluxo
sdo capazes de gerar baixo nivel de resisténcia a quinolonas e tornam-se clinicamente
relevantes quando combinados com o0s outros mecanismos de resisténcia a esses
antimicrobianos (como mutacdes nos genes alvo e alteracdo da permeabilidade da membrana)
(129).

No final dos anos 1990, foi descrito pela primeira vez a resisténcia as quinolonas
mediada por genes plasmidiais (PMQR) que incluem os genes qnr, aac(6)-1b-cr, gep, 0gxA,
ogxB (135). Devido a facilidade de disseminacdo de determinantes genéticos associados a
elementos genéticos moveis, epidemiologicamente a resisténcia plasmidial a quinolonas tem

merecido destaque.

O gene gnr foi descrito por Martinez-Martinez e colaboradores em 1998. Este gene foi
identificado incialmente em uma K. pneumoniae em um plasmidio (pMG252) que gerava
baixo nivel de resisténcia a quinolonas (135). Este gene tem como funcéo se ligar as drogas e
dessa forma proteger a DNA girase e a topoisomerase IV da ligacdo as quinolonas. Até o
momento, seis familias de genes gnr foram identificadas (gqnrA, gnrB, gqnrC, gnrD, gnrs, e

gnrVC) (136). Estudos tém mostrado mundialmente a presenca de genes gnr em VAarios
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representantes da familia Enterobacteriaceae (E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Salmonella spp., P. mirabilis, S. marcescens, C. freundii e P. stuartii) e também em A.
baumannii (137). Vale ressaltar que os genes qgnr ndo conferem resisténcia plena as
fluoroquinolonas mas facilitam a selecdo de bactérias que contem essa protecao, aumentando

os efeitos dos outros mecanismos de resisténcia (137).

Outro gene de importancia disseminado através de plasmidios é o aac(6’)-Ib-cr.
Esta variante do gene aac(6’)-Ib codifica uma acetiltransferase ativa contra aminoglicosideos
mas que também tem a capacidade de modificar e inativar a ciprofloxacina, como visto no

topico anterior (117).

O gene gepA, que codifica uma bomba de efluxo, também tem sido associado a
resisténcia a quinolonas. Esse gene foi encontrado em plasmidios e apresenta similaridade
com bombas de efluxo do tipo MF encontradas em microrganismos ambientais tais como
Actinomicetos (138).

Os genes ogxA e ogxB, que codificam a bomba de efluxo OgxAB, que apresenta
relevancia para a resisténcia principalmente a quinolonas, foram inicialmente detectados num
plasmidio pOLA52, em E. coli isolada a partir de dejetos de suinos (139). Esta bomba tem
sido associada a resiténcia a olaquindox que € um antimicrobiano usado como promotor de
crescimento em suinos, mas também causa resisténcia a fluoroquinolonas, beta-lactamicos,
tigeciclina e cloranfenicol. A presenca desses genes em amostras clinicas de K. pneumoniae
tém sido frequentemente relatada na literatura (140). Estudos demonstraram que o gene rarA
funciona como ativador dessa bomba e 0 gene ogxR como repressor sendo ambos encontrados

flanqueando os genes ogxA e ogxB (141).
1.3.1.4 Resisténcia a fosfomicinas

Fosfomicinas, derivadas do acido fosfonico, sdo conhecidas ha pelo menos quatro
décadas, e possuem amplo espectro de atividade contra Gram-negativos e Gram-positivos
aerobios (142). Elas agem inibindo a enzima MurA (UDP-N-acetilglicosamina enolpiruvil
transferase), que catalisa o primeiro passo da sintese do peptideoglicano. Nesta etapa, ocorre a
reagdo entre 0 UDP-N-acetilglicosamina (UNAG) e o fosfoenolpiruvato (PEP), formando os
produtos enolpiruvil-UDP-N-acetilglicosamina (EP-UNAG) e fosfato inorganico (143). A
partir da emergéncia de amostras produtoras de carbapenemases multirresistentes, a

fosfomicina tem sido cada dia mais utilizada (144).
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A mutacdo dos genes alvo que codificam permeases responsaveis pelo transporte
desse farmaco, como os transportadores glicerol-3-fosfato (codificado pelo gene glpT) e o
transportador de glicose-6-fosfato (codificado pelo gene uhpT), bem como mutacgdes no gene
alvo do antimicrobiano (gene murA) podem estar associados a resisténcia. Mutagcdes em
qualquer um dos genes estruturais dessas vias produzem uma diminuicdo da entrada do
antimicrobiano na célula bacteriana, conferindo diferentes niveis de resisténcia fosfomicina
(144).

Além das mutacg6es, a producdo de enzimas com capacidade de modificar a molécula
de fosfomicina também tem sido envolvida na resisténcia. Essas enzimas agem através da
catélise de reacdo que provoca abertura do anel oxirano do farmaco, sendo fosA, fosB, fosC e
fosX os genes codificadores dessas enzimas que diferem em termos de mecanismo quimico,

usando substratos diferentes para inativacao do antimicrobiano (144).

O gene fosA foi identificado pela primeira vez a partir de amostras clinicas de
enterobactérias no transposon Tn2921, observado associado a um plasmidio. fosB é uma tiol-
S-transferase similar a fosA, inicialmente descrita em Staphylococcus epidermidis. Hidrolases
fosX partilham 30% a 35% identidade de sequencia com FosA e FosB e tem sido detectado
em amostras de Mesorhizobium loti, Listeria monocytogenes, Clostrium botulinum e Brucella
melitensis na pesquisa de sequencias do genoma. Em amostras clinicas, o principal
mecanismo que tem sido relacionado & resisténcia a fosfomicina é a reducdo da
permeabilidade da membrana celular. A contribui¢do dos genes codificados por plasmidios

para a resisténcia global de fosfomicina em amostras clinicas tem sido menos reportado (144).
1.3.1.5 Resisténcia a polimixinas

As polimixinas, peptideos policatibnicos, realizam seu efeito antimicrobiano
rompendo a estrutura da membrana celular bacteriana através da interacdo especifica de seu
peptideo catidbnico com as pontes de calcio e magnésio que estabilizam o LPS da membrana,
perturbando a integridade e aumentando a permeabilidade, causando perda de material
citoplasmatico e levando a morte celular (145). Junto com a tigeciclina, as polimixinas tém
sido apontadas como os Ultimos antimicrobianos eficazes para o tratamento de Gram-
negativos multirresistentes produtores de carbapenemases. Desta forma, a emergéncia de

resisténcia a essa classe € atualmente um grande problema de sadde publica.

A resisténcia as polimixinas pode ser intrinseca ou adquirida. Bactérias como Proteus
spp., Serratia spp., Morganella morganii, Edwardsiella tarda e Burkholderia spp. séo
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intrinsecamente resistentes a estes antimicrobianos devido a diferencas na composicdo dos
lipopolissacarideo (LPS) que compde a membrana plasméatica. Em outros bastonetes Gram-
negativos, como K. pneumoniae, P. aeruginosa, e A. baumannii, a resisténcia a estes

antimicrobianos é adquirida (146).

Em amostras de K. pneumoniae, a resisténcia as polimixinas e outros antimicrobianos
catiébnicos pode ocorrer através da modificacdo dos lipopolissacarideos (LPS) seguida da
adicdo de 4-amino-4-deocil-arabinose no lipideo A, que diminui a carga negativa da
membrana externa, reduzindo a afinidade das polimixinas com o LPS. Muta¢des nos sistemas
PmrA/PmrB e PhoP/PhoQ também estdo relacionados a resisténcia a polimixina. Ambos 0s
sistemas, PmrAB e PhoPQ, acarretam modificagcdes na expressdo do operon arnBCADTEF
que é responsavel pela adicdo de 4-amino-arabinose no lipidio A, sendo assim, mutacdes

nesses sistemas podem resultar na alteracdo do fendtipo de resisténcia as polimixinas (146).

Outro mecanismo molecular que tem levado a resisténcia a polimixinas sdo mutacoes
pontuais e inser¢des que causem inativacdo do gene mgrB. Este gene de 141 nucleotideos gera
uma proteina de 47 aminoécidos responsavel pela regulagdo negativa do sistema PhoQ/PhoP.
Mutacdes e a insercdo de varias IS (como 1S5-like, 1S903B, IS1F-like e ISKpn14) tém sido
observadas nos genes mgrB de K. pneumoniae resistentes a polimixina B de origem clinica
(147-151).

Recentemente, foi descrito um novo mecanismo de resisténcia a esta classe
transmitido por plasmidios: o gene mcr-1. Este gene foi descrito na China, durante um projeto
de vigilancia sobre a resisténcia antimicrobiana em E. coli isolada de animais de criacdo para
alimentacdo, onde observou-se um aumento da resisténcia a colistina. Foi observado na cepa
SHP45 um gene de resisténcia a polimixina que pode ser transferido por transformacéo. Dessa
forma, descreveu-se o primeiro mecanismo de transferéncia horizontal através de plasmidios

de um gene de resisténcia as polimixinas (152).

Desde a descricdo inicial do gene mcr-1, varios artigos tém buscado a prevaléncia
desse determinante de resisténcia em diferentes espécies. O artigo de revisdo publicado por
Skov e colaboradores em marco de 2016, contemplou 28 artigos recentes relacionados a
descri¢bes desse gene. Neste trabalho, observou-se que o gene mcr-1 j& se espalhou por
diferentes paises, contemplando a maioria dos continentes (Japao, China, Franca, Dinamarca,
Holanda, Camboja, Bélgica, Laos, Malésia, Italia, Vietnd, Tunisia, Argelia, Suica, Portugal,

Canada, Tailandia, Alemanha e Reino Unido). Este gene ja foi encontrado em bactérias
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isoladas a partir de diferentes animais de consumo, carnes e legumes; isoladas do ambiente;
isoladas a partir de pacientes infectados e pacientes assintomaticos colonizados, incluindo
viajantes internacionais. Este gene ja foi encontrado em diferentes espécies bacterianas, tais
como K. pneumoniae, Salmonella Typhimurium, Salmonella Paratyphi, Salmonella Derby,
Shigella sonnei, sendo encontrado majoritariamente em amostras de E. coli, sendo descrito em

diferentes plasmidios, que apresentaram alta taxa de transmissibilidade (153).
1.3.1.6 Resisténcia a tigeciclina

A tigeciclina é um inibidor de sintese proteica, da familia das tetraciclinas, capaz de
evadir os principais determinantes de resisténcia ao seu andlogo proximo, a tetraciclina, como
Tet(A), Tet(E) (154). A resisténcia a tigeciclina ja tem sido reportada em varias espécies de
Enterobacteriaceae como E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter spp. e Salmonella enterica e

tém sido associadas ao aumento da expressdo da bomba de efluxo AcrAB-TolC (155).

A expressao da bomba de efluxo AcrAB-TolC através do operon acrAB é regulada por
seu repressor local, o gene acrR. Em nivel global, a transcricdo dessa bomba também é
influenciada por varios ativadores da transcricdo da familia AraC/XylS, tais como ramA,
marA e soxS. Seus repressores sdo ramR, marR and soxR. Assim mutacdes Nnos genes
ativadores da transcri¢cdo da bomba, bem como nos seus repressores, podem resultar também
na superexpressdo da bomba de efluxo AcrAB-TolC e contribuir para o fenétipo de

multirresisténcia e resisténcia a tigeciclina em amostras de K. pneumoniae.

Dados da literatura, obtidos em um estudo conduzido na China, que avaliou a presenca
de mutacGes em ramR e acrR em 26 amostras de K. pneumoniae apresentando resisténcia a
tigeciclina, observou que as mutacfes em AcrR (38,5% das amostras) e em RamR (88,4% das
amostras) estavam diretamente ligadas a resisténcia a essa casse de drogas. Além disso, a
superexpressdo de rarA funcionando como um ativador da transcricdo da bomba de efluxo

OgxAB também tem sido associada a resisténcia a tigeciclina (155-157).
1.3.2 Fatores de viruléncia associados a K. pneumoniae

K. pneumoniae sdo geralmente consideradas habitantes usuais do trato
gastrointestinal sendo frequentemente incapazes de causar doengas em pacientes com boa
imunidade. Entretanto, algumas amostras tem a capacidade de causar uma variedade de
doencas tais como pneumonias, bacteremias e meningites em quadros graves. Estas infeccoes

invasivas e graves podem ser potencializadas devido a capacidade patogénica da cepa e a
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presenca de diferentes mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos que levam a um
fendtipo de multirresisténcia mas também pode ser relacionada também ao estado
imunologico do hospedeiro. Assim, fatores de viruléncia podem estar associados a uma
melhor adaptabilidade da bactéria em relacdo ao hospedeiro, contribuindo para o
estabelecimento de infeccdes e na capacidade de se manter no organismo, facilitando, desta

forma, a capacidade de disseminacéo e sobrevivéncia dessas bacterias.

A busca pelos mecanismos patogénicos das infeccdes causadas por Klebsiella spp.
tem identificado os fatores que contribuem para a patogénese dessas infeccdes. Para
investigacdo da interacdo de células bacterianas e o hospedeiro tanto estudos in vivo,
utilizando modelos animais experimentais, quanto in vitro tém sido realizados (21). Muitas
dessas formas patogénicas das bactérias sdo conhecidas por terem surgido através da
aquisicdo de fatores de viruléncia que podem ser codificados por elementos associados a ilhas
de patogenicidade e plasmidios. Os fatores mais comuns associados as enterobactérias sdo:
flagelos, LPS, fimbrias, adesina, sistemas de aquisicdo de ferro e sistemas de secrecdo de
proteinas (19, 21). Quatro componentes principais em K. pneumoniae tém sido implicados na
patogénese deste microrganismo: adesinas, polissacarideos capsulares, lipopolissacarideo

(LPS) e sistemas de busca ativa de ferro (sideréforos) (158).
1.3.2.1 Adesinas e fimbrias

Adesdo a mucosa e superficies de células epiteliais sdo frequentemente os primeiros
passos no desenvolvimento de colonizacdo e também de infeccBes. Assim, adesinas e fimbrias
possuem um papel importante no estabelecimento deste primeiro contato com o hospedeiro.
As propriedades de adesdo geralmente sdao mediadas por diferentes tipos de pilli ou fimbrias.
As fimbrias sdo projecdes de filamentos na superficie bacteriana de carater ndo flagelar. Estas
estruturas possuem até 10 pum e tém o diametro de 1 a 11 nm sendo constituidas de

subunidades de proteinas globulares poliméricas com massa molecular de 15 a 26 kDa (22).

Tem sido descrita na maioria das amostras clinicas de K. pneumoniae a presenca de
fimbrias do tipo 1 (D-manose-sensivel, conhecidas também como MS-HA) e fimbrias do tipo
3 (manose-resistente, conhecidas também como MR/K-HA). As fimbrias do tipo 1 ja foram
relacionadas a adesdo a células uroepiteliais da bexiga e células da traquéia. Em estudos
experimentais ja foi observada a associacdo a pielonefrite, sendo a subunidade FimH da

fimbria tipo 1 mais relacionada a infe¢Ges do trato urinario (19).
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Em K. pneumoniae, as fimbrias do tipo 3 séo codificadas pelo operon mrkABCDF e
ja foram associadas a adesdo a células endoteliais humanas, epitélios das vias respiratorias,
células uroepiteliais, coldgeno do tipo IV, assim como a raizes de plantas. Podem ser

responsaveis também pela colonizacédo de superficies abidticas e formacédo de biofilmes (159).

Adesinas ndo fimbriais também tem sido descritas em K. pneumoniae, como a
CF29K que foi associada a adeséo de células Intetinais 407 e células CaCo-2. Esta adesina é
considerada idéntica a adesina C231-A presente em amostras associadas a diarreia de E. coli e
pertence a familia K88 de adesinas. Seu gene foi descrito em plasmidio conjugativo que
também carreava genes de resisténcia a cefalosporinas em amostras clinicas de K.

pneumoniae (160).
1.3.2.2 Polissacarideos capsulares e fendtipo mucoso

K. pneumoniae produzem usualmente uma capsula polissacaridica espessa,
hidrofilica, que é responsavel por seu aspecto mucoide e brilhante quando semeadas em
placas com 4gar. Esta capsula tem sido associada a protecdo contra a atividade bactericida do
sistema complemento e ao escape da fagocitose. Este determinante de viruléncia tem sido

descrito como um dos mais importantes quando se trata de amostras de K. pneumoniae (22).

A capsula de K. pneumoniae é formada por polissacarideos acidos e composto por
repeticGes de unidades bésicas de quatro ou seis agucares. Um total de 79 exopolissacarideos
distintos sdo reconhecidos hoje e estdo incluidos no sistema internancional de sorotipagem. O
cluster cps, responsavel pela codificacdo da capsula, € formado por uma estrutura em mosaico
com um grupo de seis genes conservados em sua extremidade 5’: galF, cpsACP, wzi, wza,
wzb e wzc que codificam proteinas envolvidas na translocagdo e processamento da cépsula
na superficie bacteriana e sdo altamente conservados entre os diferentes tipos de cépsulas.
Ja na extremidade 3’ na regido do cluster cps, os genes que codificam para a glucose-6-
fosfato desidrogenase (gnd) e UDP-glicose desidrogenase (ugd) sdo os encontrados. A regido
central, considerada variavel, compreende genes que codificam proteinas responsaveis pela
polimerizacdo e montagem de subunidades especificas da capsula e séo cruciais para variagao

do sorotipo capsular (161).

Os sorotipos capsulares K1, K2, K4 e K5 sdo considerados os mais virulentos em
infeccbes experimentais em camundongos e sdo também associadas a infecgbes graves em

humanos. Estudos avaliando a distribui¢do dos sorotipos capsulares entre amostras clinicas de
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K. pneumoniae tem demostrado a preveléncia de diferentes sorotipos em localidades

geogréficas distintas (158).

Algumas amostras de K. pneumoniae apresentam hipermucoviscosidade devido a
producdo de grandes quantidades de polissacarideos capsulares. Estas amostras séo resistentes
a eliminacéo através de proteinas do soro e fagocitose. A presenca do gene magA tem sido
associada a hipermucoviscosidade e tem sido descrita em amostras causando abcessos de
figado (162, 163). A proteina codificada pelo gene magA foi renomeada recentemente para
WzYkpk1 POis tem sido exclusivamente encontrada em amostras de K. pneumoniae do sorotipo
K1 consideradas hipervirulentas e pertencentes ao Complexo Clonal C23 (164). O gene rmpA,
codificado por plasmidios, também tem sido associado ao aumento da producdo de

polissacarideos capsulares, visto que regula positivamente a sintese dessas moléculas (165).
1.3.2.3 Metabolismo da alantoina

Outro mecanismo que tem sido descrito em K. pneumoniae é a capacidade de
metabolizacdo da alantoina. Alantoina € um composto quimico resultante da degradacédo
do &cido urico que possui a formula molecular C4HgN4O3, € € uma das formas de excrecao de
nitrogénio por alguns mamiferos. O nitrogénio, por ser um dos componentes principais de
quase todas as macromoléculas que compéem os microrganimos €, portanto, uma molécula
essencial. Assim, quando as fontes priméarias de nitrogénio ndo estdo disponiveis para 0s
microrganimos ou quando estdo em baixas concentragdes, diferentes fontes de nitrogénio
como purinas, proteinas ou alantoina precisam ser utilizadas. Dessa forma, a capacidade de
utilizacdo de alantoina em K. pneumoniae pode auxiliar na competicdo por fontes de

nitrogénio e se tornar um importante fator associado a viruléncia dessa espécie (166).

Em amostras do sorotipo K1, foi observado uma regido de aproximadamente 22 kb
contendo 19 regides de codificacdo de proteinas, sendo 14 associadas ao metabolismo da
alantoina. Amostras que continham o gene allS conseguiam utilizar esse composto como

unica fonte de nitrogénio, carbono e energia em condicdes aerobicas e anaerobicas (166).
1.3.2.4 Sideroforos

Outro aliado na infeccéo bacteriana é a producgdo de sideréforos que realizam o resgate
de ferro, essencial para o crescimento bacteriano. Entre as enterobactérias, trés sistemas de

siderdforos sdo mais observados: aerobactina, enterobactina e yersiniabactina (167).

Enterobactina, que foi um dos primeiros a serem observados, é um sideroforo catecol
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produzido por mais de 90% das enterobactérias. Aerobactina &€ um siderdforo hidroxamato
produzido por uma fracdo menor de amostras de enterobactérias e tem uma menor afinidade
para Fe** livre. J& a yersiniabactina é um sideréforo fenolato encontrado inicialmente em
Yersinia spp., mas que ja tem sido descrito em algumas amostras de outras espécies de
enterobactérias. Acredita-se que o gene que codifica este sideréforo possa ser adquirido
através da transferéncia horizontal de genes (167). Lawlor e colaboradores observaram em seu
estudo publicado em 2007 que quase todas as amostras clinicas produziam enterobactina,
enguanto um numero bem menor esteve relacionado com a producdo de aerobactina ou
yersiniabactina. Neste estudo, foi observado também que as amostras que produzem mais de

um sideroforo sdo consideradas mais virulentas (167).

1.3.3 Metodologias de tipagem de K. pneumoniae

Do ponto de vista epidemioldgico, é frequentemente necessaria a determinagdo da
relagdo clonal entre as cepas encontradas em diferentes partes do mundo, muitas vezes
envolvidas em surtos. Se tratando de cepas de K. pneumoniae multirresistentes produtoras de
carbapenemases, a identificacdo de possiveis surtos deve ser realizada prontamente para ser

uma ferramenta de auxilio nas medidas de controle de infeccdo.

As metodologias de tipagem sdo particularmente importantes ao se tratar de bactérias
multirresistentes no ambiente hospitalar visto que nestes locais 0 uso de equipamentos
médicos como cateteres, aparelhos de ventilagdo mecéanica dentre outros geralmente se
tornam fontes de transmissdo de bactérias, favorecendo a disseminacdo de infec¢cdes de
bactérias carreadoras de multipla resisténcia. Assim, estudos de tipagem bacteriana sdo
extremamente necessarios para investigacdo da fonte de possiveis surtos e para identificar
cepas epidémicas ou endémicas (168). Atualmente, existem variadas metodologias para
tipagem, tanto moleculares quanto ndo moleculares, que vem sendo utilizadas com esse

proposito.

Nas décadas do século passado, varias metodologias foram propostas com o objetivo
de obter a diferenciacdo de cepas de K. pneumoniae. Grande parte dessas metodologias
disponiveis era baseada em técnicas imunoldgicas visto que poucas eram as ferramentas de
manipulacdo de DNA. Dentre essas, as de maior importancia eram sorotipagem, tipagem por

bacteridfagos, tipagem de bacteriocinas e MLEE (Multilocus enzyme electrophoresis) (19).

Métodos fenotipicos possuem em geral baixo poder discriminatorio quando

comparados aos métodos genotipicos pois dividem as amostras em grandes grupos e
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apresentam baixa reprodutibilidade. Isto ocorre porque estas técnicas diferenciam os
microrganismos através de produtos da expressdo de determinados genes, caracteristicas tais
que podem variar de acordo com a fase de crescimento ou mudancas nas condigcdes de

crescimento, bem como a partir da ocorréncia de mutagdes espontaneas (168).

Ja as metodologias de tipagem molecular realizam a discriminacdo entre as cepas com
base nas diferencas obtidas na sequencia ou na organizacdo do DNA gendomico. Estas tém
sido cada vez mais utilizadas atualmente, sendo as mais importantes: PCR randdmicos,
ribotipagem, AFLP, PFGE e MLST.

Métodos baseados em amplificacdo de fragmentos de DNA, como rep-PCR (repeat-
based PCR), RAPD (Random amplified polymorphic DNA) ou ERIC-PCR (Enterobacterial
repetitive intergenic consensus sequence PCR) apresentam a vantagem de ser aplicaveis sem
0 conhecimento prévio da sequencia do genoma da bactéria. Para a realizacdo destes métodos
S830 necessarios poucos passos. Estes métodos, apesar de Uteis para investigacfes locais de

fontes e rotas de disperséo clonal, apresentam baixa reprodutibilidade (19).

O método de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) tem sido apontado como a
técnica de tipagem bacteriana mais utilizada ao longo das décadas. A técnica consiste no
aprisionamento do DNA total das bactérias em blocos de agarose, seguido pela digestdo com
enzimas de restricdo. A separacdo dos fragmentos € realizada em eletroforese de campo
pulsado onde campos elétricos alternados sdo aplicados permitindo a separacao de fragmentos
de grande tamanho. Atualmente a enzima mais utilizada para tipagem de cepas de K.
pneumoniae tem sido a Xbal entretanto outras enzimas ja foram utilizadas (Haelll e Spel).
Esta metodologia apresenta também alta reprodutibilidade e elevado poder discriminatorio
porém a comparacdo inter-laboratorial pode ser um pouco prejudicada visto que existem

variados protocolos disponiveis para a realizacdo dessa metodologia (19, 169, 170).

Multilocus sequence typing (MLST) é uma técnica de tipagem baseada na
amplificacdo de sete genes conservados do genoma seguido de sequenciamento. Os sete genes
usados para o esquema de MLST descrito por Diancourt e colaboradores em 2005 para K.
pneumoniae sdo: pgi (codificador da enzima fosfoglicose isomerase), tonB (codificador do
transdutor de energia periplasmatico), gapA (codificador da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), rpoB (codificador da subunidade beta da RNA polimerase), phoE
(codificador da fosforina E), mdh (codificador da enzima malato desidrogenase) e infB

(codificador do fator de iniciacdo da tradugdo 2). Cada gene é sequenciado e a sequencia
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encontrada é comparada com as existentes no banco de dados. E dado um nimero de alelo
unico (allele number) para cada sequencia diferente de cada gene. Por fim, a combinacéo de
todos os nimeros de alelos gera 0 ST (sequence type) que pode ser comparado com os ST ja
descritos no banco de dados de K. pneumoniae disponivel no site
http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html (171, 172).

Esta metodologia tem apresentado cada dia mais destaque visto que se baseia em
genes conservados onde as mutacfes sdo acumuladas de forma mais lenta ao contrario das
outras metodologias que sdo baseadas nas diferencas em regifes ndo caracterizadas do
genoma, onde muitas variacdes entre as cepas sdo observadas (PFGE, RAPD, REP-PCR).
Outra vantagem é a facilidade de comparacdo inter-laboratorial ja que como esta técnica gera
sequencias de DNA os resultados podem ser comparados em qualquer lugar do mundo, sem
que hajam critérios interpretativos envolvidos. Assim, esta metodologia tem se apresentado
mais adequada para investigacdes epidemioldgicas contemplando longos periodos e de cepas
ndo relacionadas geograficamente enquanto as outras técnicas sdo mais utilizadas para

investigacOes de surtos locais (19).
1.4 Sequenciamento gendmico

A grande maioria dos métodos de identificacdo de genes de resisténcia, identificacdo
de genes de viruléncia e tipagem conhecidos atualmente tem a capacidade de avaliar uma
pequena fracdo dos genes de um organismo. Com o intuito de superar essa problematica e, ao
mesmo tempo avaliar um grande nimero de genes, as novas metodologias de sequenciamento

gendmico ja tém sido utilizadas.

Apesar de ainda possuirem um custo relativamente elevado, as metodologias de
sequenciamento em massa sdo apontadas como o futuro das investigacdes moleculares. Essas
metodologias, sdo consideradas mais rapidas, acuradas e de facil operacdo, permitindo o
sequenciamento de varios milhGes de bases nitrogenadas ao mesmo tempo e gerando uma

infinidade de dados, o que facilita muito as analises (173).

O sequenciamento genémico tem sido utilizado para uma ampla gama de objetivos em
variados microrganismos e organismos superiores. No campo da genética, o estudo do
genoma humano possibilitou a identificacdo de inumeras mutacGes que puderam ser
associadas a doengas. No campo da agricultura, o conhecimento amplo do genoma de plantas
tem contribuido para o melhoramento das espécies, tendo beneficios para o plantio e
qualidade dos alimentos. No campo da microbiologia e da infeccdo hospitalar, estudos
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envolvendo sequenciamento gendmico permitiram a identificacdo dos patdgenos pelos
laboratérios clinicos com a ajuda de softwares especializados. Os dados gerados para
identificacdo dos patdgenos podem ser usados também para identificar os mecanismos de
resisténcia, os genes de viruléncia e também identificar a proximidade filogenética, sendo
possivel 0 monitoramento de patdgenos ao longo do tempo e em regides geograficas distintas
além de serem Uteis para a investigacdo de surtos (174). Algumas plataformas estdo
disponiveis para efetuar sequenciamento gendmico. Dentre elas, destacamos: 454 da Roche e
MiSeq/HiSeq da lllumina.

Apobs a metodologia do sequenciamento, as sequencias obtidas devem ser montadas,
para tentar recriar as estruturas do genoma estudado através da utilizagdo de softwares
especializados. Duas metodologias de montagem séo geralmente utilizadas: montagem de
novo, que é baseada na sobreposicdo das diferentes sequencias obtidas no sequenciamento
com objetivo de obter sequencias mais longas (contigs) e o0 ressequenciamento ou
mapeamento por referéncia, onde as sequencias obtidas no sequenciamento sdo montadas
também por sobreposicdo, entretanto utilizando uma sequencia genémica de referéncia como
base (175, 176).

A montagem do genoma pode apresentar algumas dificuldades. Um exemplo é quando
as sequencias geradas sdo muito pequenas, o0 que pode tornar a montagem de novo do genoma
um grande desafio. Além disso, regifes repetitivas do genoma com sequencias de insercdo,
transposons e RNA ribossomais apresentam problemas na montagem. Falhas no genoma
montado podem ser causados principalmente por repeticGes dispersas ou arranjadas em

sequencia, ndo permitindo que os contigs sejam montados efetivamente (175, 176).

Alguns trabalhos ja demonstram com éxito a aplicabilidade do sequenciamento
genbémico para o estudo de genomas bacterianos em K. pneumoniae. Um estudo com
diferentes amostras oriundas principalmente dos sorotipos K1 e K2 avaliou o potencial de
viruléncia e multirresisténcia dessas amostras através de sequenciamento de larga escala. I1sso
permitiu a identificacdo de clusters desses genes, possibilitando a criagdo e implementacédo de
um banco de dados de livre acesso (BIGSdb — KP, disponivel em
http://pubmist.org/software/database/bigsdb/) que permite a rapida extracdo de informagdes

relevantes de genomas completos, facilitando o estudo de surtos (177).

Outros estudos tem se debrugado em investigar a origem do Complexo Clonal 11 ou

Complexo Clonal 258, mais importante se tratando de K. pneumoniae produtora de KPC,
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conforme descrevemos no topico 1.3.1.1.1. Através do sequenciamento gendmico, De Leo e
colaboradores em 2014 observaram que o ST258 pode ser dividido em duas linhagens bem
definidas (Clado I e Clado I1), sendo o Clado | mais associado com amostras produtoras de
KPC-2, e o Clado Il com KPC-3 (69). Outros estudos também tem usado o sequenciamento
genbmico para identificar novos e importantes fatores de viruléncia. Em 2014, Lery e
colaboradores, identificaram um novo determinante de viruléncia em K. pneumoniae, da
familia das fosfolipases D, a partir da comparacdo do genoma de uma amostra virulenta do

sorotipo capsular K2 com cepas com menor capacidade de viruléncia (178).
1.5 Justificativa e relevancia

A resisténcia bacteriana é um problema de satde publica crescente em todo o mundo e a
disseminacdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos é uma preocupacdo recorrente. A
producdo de carbapenemases tem se tornado cada dia mais importante neste contexto,

principalmente se tratando de bastonetes Gram-negativos.

Em nosso pais, ja foram descritas as carbapenemases de grande importancia
epidemioldgica mundial em enterobactérias: KPC em 2006; NDM e OXA-370 em 2013. A
producdo destas carbapenemases confere resisténcia a todos os beta-lactamicos disponiveis
para a pratica clinica e muitas vezes estdo associadas a resisténcia a outras classes de
antimicrobianos, como aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Assim, o rapido reconhecimento
de amostras produtoras destas enzimas no ambiente hospitalar € importante para a sele¢do do
agente antimicrobiano adequado para o tratamento da infeccdo e minimizagdo dos danos
decorrentes da infeccdo para o paciente e possibilita um menor tempo de internacdo e a

diminuicdo dos custos de tratamento.

Devido a importancia dos bastonetes Gram-negativos da familia Enterobacteriaceae
multirresistentes em nosso pais, principalmente K. pneumoniae produtoras de carbapenemases
envolvidas em infeccdes, estudos que verifiguem e estabelecam o perfil de resisténcia dessas
amostras tornam-se cada dia mais importantes. Também se fazem necessarios estudos que
investiguem a presenca de fatores de viruléncia e patogenicidade associados a essas amostras,

principalmente como ferramentas para controle epidemiolégico.

Estudos que estabelegcam o grau de similaridade entre as amostras também s&o muito
importantes. Para este fim, as metodologias de tipagem molecular, como eletroforese em gel
de campo pulsado (PFGE) e Multilocus sequence typing (MLST), que sdo considerados

métodos de referéncia devido ao alto poder discriminatério devem ser utilizadas. Além da
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deteccdo da disseminacdo do clone resistente dentro de um determinado centro de saude, a
utilizacdo dessas metodologias de tipagem molecular, também permitem a identificagdo da
disseminacéo de clones epidémicos em diferentes partes do Brasil e do mundo.

Trabalhos que busquem elucidar o ambiente genético em que os genes codificadores
de carbapenemases estdo inseridos e a identificacdo da associacdo com transposons e 0
plasmidio carreador do gene podem auxiliar na compreensdo da disseminacdo deste tipo de
resisténcia no nosso pais, tornando-se um importante passo para o desenvolvimento de

estratégias destinadas a prevenir a propagacao destes patégenos em nosso meio.

Com a utilizacdo do sequenciamento gendmico para analises moleculares, acreditamos
que seja possivel obter informacdes mais relevantes a respeito das amostras produtoras de
carbapenemases no Brasil, tais como a investigacdo de genes de resisténcia, analises de
mutacdes em genes intrinsecos envolvidos na resisténcia bacteriana, investigagdo do ambiente
genético dos diferentes genes de resisténcia, da presenca de genes de viruléncia e a analise da
relacdo filogenética entre as amostras produtoras de carbapenemases em nosso pais.

O Laboratério de Pesquisa em Infeccdo Hospitalar, que tem atuado como Centro
Colaborador do Ministério da Saude na Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia a
Antimicrobianos da ANVISA, projeto desenvolvido em parceria com a Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS) e com a Coordenacdo-Geral de Laboratdrios em Saude Publica
da Secretaria de Vigilancia em Saude (CGLAB/SVS/MS), apoiado institucionalmente pela
Vice-Presidéncia de Referéncia e Pesquisa da FIOCRUZ, recebe amostras bacterianas
resistentes aos carbapenemas isoladas em varios hospitais do Brasil. Podemos observar que
entre janeiro de 2010 a junho de 2014, nosso laboratério recebeu 5.211 amostras de K.
pneumoniae resistentes ou com resisténcia intermediéria aos carbapenemas, sendo 4.020

(77%), confirmadas molecularmente como produtoras de carbapenemases.

Desta forma, a relevancia deste estudo deve-se a crescente incidéncia de K.
pneumoniae produtoras de carbapenemases no Brasil e a caréncia de dados regionais e
nacionais. Outro fator relevante é a dificuldade do tratamento de infec¢Bes causadas K.
pneumoniae produtora de carbapenemase, uma vez que as bactérias carreiam plasmidios e
elementos genéticos com determinantes de resisténcia a maltiplos antimicrobianos. Portanto,
a deteccdo prematura deste mecanismo de resisténcia e o controle da disseminacdo destes
patdgenos no ambiente hospitalar tem se mostrado de grande importancia. Desta maneira
estudos que investiguem e caracterizem molecularmente essas amostras tem se tornado cada
dia mais necessarios.
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2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo molecular de Klebsiella pneumoniae produtoras de

carbapenemases do tipo KPC, NDM e OXA-48-like provenientes de diferentes estados

brasileiros e obtidas de diferentes materiais clinicos no periodo entre 2010 a 2014.

2.2 Objetivos especificos

Confirmar a variante alélica dos genes blakpc, blanpm € blaoxa-ss-iike através da técnica

de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento.
Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.

Identificar a presenca de genes de resisténcia a beta-lactdmicos, aminoglicosideos e

quinolonas através de PCR.

Identificar a presenca de genes de viruléncia descritos em K. pneumoniae através de
PCR.

Avaliar o polimorfismo genético das amostras de K. pneumoniae através das técnicas
de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e Multilocus sequence typing
(MLST).

Determinar o tamanho do plasmidio carreador dos genes codificadores de
carbapenemases (KPC, NDM e OXA-48-like) através de técnicas moleculares como

extracdo plasmidial e hibridizag&o.

Investigar a presenga de genes de resisténcia e viruléncia, caracterizar o ambiente
genético dos diferentes genes de resisténcia e realizar analise da relacdo filogenética
entre as amostras produtoras de carbapenemases através do sequenciamento genémico

de amostras selecionadas.
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3. METODOLOGIA

3.1 Selecédo das amostras

De janeiro de 2010 a junho de 2014 foram recebidas no Laboratério de Pesquisa em
Infeccdo Hospitalar (LAPIH — 10C — FIOCRUZ) 5.211 amostras de K. pneumoniae
resistentes ou com resisténcia intermediéria aos carbapenemas. Dentre estas amostras, 3.968
eram positivas para KPC, 20 para NDM e 32 para OXA-48-like, detectadas através de PCR
realizado previamente. Estas amostras fazem parte da Colecdo de Culturas de Bactérias de
Origem Hospitalar (CCBH) e encontram-se preservadas em Agar BHI com glicerol
(armazenadas a -20° C) e foram enviadas voluntariamente pelos Laboratérios Centrais dos
estados de origem. Para este estudo, foi selecionado um total de 66 amostras: 32 amostras
positivas para KPC, 12 amostras positivas para NDM e 22 amostras positivas para OXA-48-
like.

O critério para a selecdo das amostras positivas para KPC foi a inclusdo de cepas
provenientes de onze estados brasileiros (Alagoas, Amazonas, Ceard, Distrito Federal,
Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro e Santa Catarina)
representantes dos principais clones (definidos por PFGE/MLST) presentes no periodo onde
observamos a grande disseminacdo de KPC em nosso pais (2010), a partir dos resultados
obtidos durante a dissertagdo de mestrado.

Da mesma forma, o critério para a selecdo das amostras positivas para NDM e OXA-
48-like foi a inclusdo de cepas provenientes do periodo onde observamos o inicio da
disseminacdo dessas carbapenemases em nosso pais, entre 2013 e julho de 2014, isoladas no
estado do Rio de Janeiro.

Um fluxograma com as metodologias realizadas neste estudo foi incluido no item

3.12, na pagina 69.
3.2 ldentificag@o das amostras de K. pneumoniae incluidas no estudo

Para a realizacdo dos experimentos incluidos neste trabalho, realizamos a confirmacéo
da identificagdo. As amostras foram retiradas do estoque e semeadas em meio seletivo
indicador Agar EMB (Oxoid) para a confirmagédo da pureza das culturas e incubadas a 37 °C
por 18 a 24 horas. A confirmacdo da espécie bacteriana foi realizada atraves da observacédo da

morfologia da coldnia (col6nias rosadas, com aspecto mucoide e centro negro na semeadura
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em agar EMB), a coloracdo das bactérias pela metodologia de Gram (bastonetes Gram-
negativos) e provas bioguimicas convencionais. Para os testes bioquimicos, foi utilizado o
meio de TSI para deteccdo da fermentacdo de carboidratos e produgdo de sulfato de
hidrogénio; meio de Citrato de Simmons (Oxoid) para a observacdo da capacidade de
utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono; meio de SIM (Oxoid) para a avaliacdo da
motilidade, producéo de indol e gas sulfidrico; foi avaliada também a capacidade de utilizac&o
de aminoacidos como a descarboxilacéo da lisina (Oxoid), ornitina (Oxoid) e arginina (Oxoid)
e agar base ureia que avalia a capacidade de degradar a ureia em duas moléculas de amonia

pela acdo da enzima urease (179, 180).

3.3 Detecgdo molecular dos genes codificadores de carbapenemases e identificacdo da

variante alélica
3.3.1 Extracao de DNA pela metodologia de Tiocianato de Guanidina

O Acido Desoxirribonucleico (DNA) total das amostras incluidas no estudo foi
extraido pelo método conhecido como tiocianato de guanidina, descrito por Caetano-Anolles
e Gresshoff em 1997 (181). O crescimento bacteriano das amostras incluidas no estudo foi
primeiramente semeado em meio agar nutriente (Oxoid) (incubacdo em estufa a 37° C). No
dia seguinte, uma colonia isolada foi semeada em 3 ml de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) e o
caldo foi submetido a agitacdo a 37°C por 12 horas. Deste crescimento, 1,5 ml foi transferido
para um microtubo tipo Eppendorf, e em seguida, centrifugado por 10 minutos (10000rpm).
As colbnias bacterianas formaram um pequeno sedimento ao fundo e o sobrenadante foi
descartado. Ao mesmo microtubo foram adicionados os 1,5 ml restantes do crescimento
bacteriano, seguido da etapa de centrifugagdo (10 minutos a 10000 rpm). O sobrenadante foi
novamente descartado. Ao sedimento formado foi adicionado 1 ml de solugéo salina (NaCl
0,9%), seguida de homogeneizacdo em vortex. Esta etapa foi repetida duas vezes, sendo
intercalada por 10 minutos de centrifugacdo (10000 rpm). O sedimento foi suspenso em 100
ul de tampédo TE (100mM Tris / 10mM EDTA). Em seguida, adicionou-se 500 pl da solugéo
de Tiocianato de Guanidina (5M tiocianato de guanidina, 0,1M de EDTA, sarcosil 0,5%),
realizou-se a homogeneizacao por inversdo e o tubo foi incubado por 5 minutos a -20°C. Apos
esta etapa, foram adicionados a mistura 250 pl de acetato de potéssio 5M (estocado a -20°C),
seguida de nova homogeneizagéo por inversdo, e posteriormente incubagdo por 5 minutos a -
20°C.
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Apds este periodo, foram adicionados a mistura 500 pl de solucdo de cloroformio-
alcool isoamilico, seguido da agitacdo em vortex até a completa homogeneizagdo. O resultado
desta etapa foi a obtencdo de uma solucdo de cor leitosa. Essa solucdo foi novamente
centrifugada por 10 minutos (10000 rpm), onde se pode obter uma solucdo trifasica.
Aproximadamente 750 ul da fase superior foram retirados e transferidos para um novo
microtubo tipo Eppendorf, que ja continha 380 ul de isopropanol. A mistura foi mantida em
freezer (-20°C) por 12 horas e na manhd seguinte, foi centrifugada por 10 minutos (10000
rpm). O sobrenadante foi desprezado e 0 DNA foi entdo mantido no fundo como um pequeno
sedimento. Ao sedimento, foi adicionado 150 pl de alcool 70%, seguido de centrifugacéo por
10 minutos (10000rpm). Esta etapa foi repetida duas vezes. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento foi mantido em temperatura ambiente para que todo o &lcool remanescente
evaporasse. O sedimento foi ressuspenso em 100 ul de tampédo TE, por 3h horas em estufa ou
banho-maria a 37°C. O DNA foi posteriormente mantido em freezer a — 20°C para a

realizacdo dos testes moleculares.

3.3.2 Deteccédo molecular dos genes codificadores das carbapenemases KPC, NDM
e OXA-48-like.

A deteccdo dos genes blakpc, blanpm € blaoxa-ss-iike Nas amostras de K. pneumoniae
incluidas no estudo foi realizada através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com a
utilizacdo dos iniciadores descritos na literatura, cujas sequencias estdo apresentadas na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Iniciadores especificos para a deteccdo dos genes blakpc, blanom € blaoxa-s-tike

utilizados nas reacoes de PCR.

Tamanho
Regido alvo Sequencia do iniciador (5> > 3°) do Referéncia
produto
bla KPC-F: TGTCACTGTATCGCCGTC 1011 ob Ygiti et al., 2001
KPC KPC-R:CTCAGTGCTCTACAGAAAAACC P (49)
blaon, NDM-F: GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 608 pb Nordmann et al.,
NDM-R: CGGAATGGCTCATCACGATC 2011 (48)
Do e OXA-48-F:- TTGGTGGCATCGATTATCGG 755 pb Poirel, et al., 2010
: OXA-48-R:GAGCACTTCTTTTGTGATGGC (97)

Para a realizacdo da reagédo de PCR num volume final de 25 pl, as quantidades e

concentragdes dos reagentes utilizados estdo na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Quantidades e concentracdes das reacdes de PCR para deteccdo de genes

codificadores das carbapenemases blakpc, blanpm € blaoxa-as-iike.

Reagente Quantidade (ul) Concentracgéao
DNA total 1l = 25ng/ ul
Agua Milli-Q 14,25 ul -
Tampéo PCR (GoTag Flexi-Promega) 5ul 5X
Iniciadores 1,25 pul de cada 20 pmoles/ ul
Desoxinocleotideos (ANTP) 0,5 ul 10 mM
Solucdo MgCI2 (GoTaq Flexi-Promega) 1,5 1,5mM
Taq DNA polymerase (GoTaq Flexi-Promega) 0,25 ul 5U/ ul

Para amplificacdo do gene blakpc, as condicBes de amplificacdo no equipamento
termociclador (Biorad) foram: um ciclo de 3 minutos a 94 °C para desnaturacdo inicial do
DNA, 35 ciclos de: 1 minuto a 94°C para desnaturagdo, 1 minuto a 50°C para ligagdo dos
iniciadores e 1 minuto a 72°C para extensdo da cadeia nucleotidica, seguidos de uma extensdo
final de 10 min a 72°C. Para o gene blanpm: 10 minutos a 94°C; 36 ciclos de amplificagdo: 30
segundos a 94°C, 40 segundos a 52°C, e 50 segundos a 72°C; seguido de 5 minutos a 72°C
para extensdo final. Para o gene blapxa-s7o, Utilizamos um ciclo de 5 minutos a 94 °C para
desnaturacdo inicial do DNA, 30 ciclos de: 1 minuto a 94°C; 1 minuto a 57°C e 1 minuto a

72°C, seguidos de uma extensdo final de 5 min a 72°C.

O resultado da reacdo de PCR, onde se esperou a amplificacdo dos genes alvo, foi
visualizado atraves de eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X
(EDTA 0,5M pH 8,0; Tris 1M pH 8,0; Acido Borico 0,035 M). A eletroforese foi realizada
com tampdo de corrida TBE 0,4X sob uma corrente de 130 Volts. Ap6s a corrida
eletroforética, o gel foi corado com brometo de etidio (0,5g/L), observado sob luz ultravioleta
em equipamento L-Pix EX- Loccus Biotecnologia, e fotografado utilizando o software Loccus

LPix Image EX (versdo 2.7).

3.3.3 ldentificacdo da variante alélica dos genes codificadores das carbapenemases
KPC NDM e OXA-48-like

Os produtos de PCR gerados foram purificados utilizando o kit comercial “GFX PCR
DNA Purification Kit” (GE Healthcare). Em seguida, foram sequenciados na Plataforma de

Sequenciamento DNA- PDTIS do Laboratério de Sequenciamento e Bioinformatica do 10C-
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FIOCRUZ que utiliza o sequenciador 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems). As
sequencias de DNA geradas foram analisadas com a ajuda do software Geneious (verséo
6.1.8). A andlise foi realizada comparando-se as sequencias obtidas nas amostras do estudo
com as sequencias dos genes codificadores de carbepenemases de referéncia depositados no
website http://www.lahey.org/studies/, que dispbe das classificacdes de beta-lactamases e das

sequencias nucleotidicas e aminoacidicas das mesmas.

3.4 Detecgdo das regides flanqueadoras dos genes codificadores de carbapenemases

(blaKpc e b|aND|\/|)

Na literatura, o gene blaxpc t€m sido associado ao transposon Tn4401 (54), o gene
blanpm a sequencia de inser¢do ISAbal25 e ao gene bleypp (48), entretanto, para o gene
blapxa-370, por ser uma descri¢do recente, ainda ndo existem iniciadores disponiveis na

literatura para amplificagdo do seu ambiente genético.

Assim, a detec¢do da regido flanqueadora dos genes codificadores de carbapenemases
(blakpc e blanpm) foi realizada através de reagdes de PCR, em todas as amostras produtoras
dessas carbapenemases (KPC=32 ¢ NDM=12) utilizando os iniciadores descritos na literatura.
Os iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 3.3. E importante salientar que nas
amostras positivas para blaxpc., a detecgdo do transposon Tn440! ja havia sido realizada

durante a dissertacdao de mestrado.
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Tabela 3.3: Iniciadores especificos utilizados para a detec¢do dos elementos genéticos mais
associados as carbapenemases blaxpc, blanpm € blaoxa-s-tike-

%Erzgteigtc,o Iniciadores utilizados EarTguntr; O Referéncia
blaec - F CTGTCTTGTCTCTCATGGCC 795 pb
blakec - R CCTCGCTGTGCTTGTCATCC
ISKpn6 - F GGCACGGCAAATGACTA 649 pb Naas et al.,
ISKpn6 -F  GAAGATGCCAAGGTCAATGC 2008 (54)
IR direita-F ~ ACGACCACGCACGCACAAAC 220 pb
Tn4401 IR direita-R  GCATCAAACGGAAGCAAAAG
(relacionado ao ISKpn7-F  TGACCCTGAGCGGCGAAAGC Kitchel et
bIaKpc) 703 pb al., 2009
ISKpn7-R  CACAGCGGCAGCAAGAAAGC (55)
TnpA -F GCGACCGGTCAGTTCCTTCT 198 pb
TnpA -R CACCTACACCACGACGAACC Naas et al.,
IR esquerda-F  TCACCGGCCCTCACCTTTGG 462 pb 2008 (54)
IR esquerda-R CTTAGCAAATGTGGTGAACG
ISAbal25 e ISAbal25ext ~ ACACCATTAGAGAAATTTGC
bleps. 1567 pb Poirel et al,
(relégiionad)o a0 bleMBL-R GGCGATGACAGCATCATCCG 2011 (48)
anDM

Para a realizagdo da reagdo de PCR num volume final de 25 pl, as quantidades e
concentracdes dos reagentes utilizados para amplificacdo dos genes estdo descritos na Tabela
3.4.

Tabela 3.4: Quantidades e concentragcdes das reacfes de PCR para deteccdo das regides
flanqueadoras dos genes blakpc € blanpm.

Reagente Quantidade (pl) Concentracao
DNA total 1wl = 25ng/ ul
Agua Milli-Q 9,5 ul -
MIX para PCR (JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™
i . . 12,5 w 5X
Reaction Mix — Sigma)
Iniciadores 1,0 ul 20 pmoles/ul

Para as condigfes de amplificagdo dos genes do Tn4401 foram utilizados 30 ciclos de
5 minutos a 94°C para desnaturagéo, 45 segundos a 55°C para anelamento e 45 segundos a

72°C para extenséo, seguidos de uma extensao final de 10 min a 72°C para a amplificacéo.

Para a amplificacdo da regido que contempla os genes 1ISAbal25 e bleyg, as condi¢des
de amplificacdo foram: 5 minutos a 95°C para desnaturacao inicial; seguida de 35 ciclos 1
minuto a 95°C, 1 minuto a 50°C, 1 minuto a 72°C, seguido de uma extenséo final a 72°C por

10 minutos.
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Apds a reacdo de PCR, os produtos de amplificados foram observados através de
eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X, sob uma corrente de 130
Volts. Apo6s a corrida eletroforética, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5g/L),
observados e fotografados sob luz ultravioleta em equipamento L-Pix EX- Loccus

Biotecnologia, utilizando o software Loccus LPix Image EX (versdo 2.7).
3.5 Determinacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.
3.5.1 Disco difuséo

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado em todas as amostras de
K. pneumoniae produtoras de carbapenemases selecionadas para o estudo (n=66). A partir de
cultura recente em agar nutriente (Oxoid), foram selecionadas de 1 a 2 coldnias isoladas de
cada amostra para obtencdo de uma suspensdo com turbidez equivalente ao padrdo 0,5 na
escala de MacFarland em solucdo salina (NaCl 0,9%). A suspensdo foi semeada através da
utilizacdo de swab estéril em toda a superficie do meio Mueller Hinton Agar (MHA; Oxoid)
para obtencédo de crescimento semi-confluente. Ap6s no maximo 15 minutos, foram aplicados
os discos de papel de filtro contendo os antimicrobianos selecionados (OXOID), mantendo-se
uma distancia de no minimo 2,5 cm entre os discos. Os seguintes antimicrobianos foram
testados: cefepime (30ug); ceftazidima (30ug); cefotaxima (5ug); piperacilina/ tazobactam
(110 pg); gentamicina (10ug); amicacina (30ug); ciprofloxacina (5ug), sulfametoxazole/
trimetoprima (25 ug) e fosfomicina/trometamol (200ug).

Apbs a aplicacdo dos discos contendo os antimicrobianos, as placas foram incubadas
em estufa a 35°C, por 16-18h, em aerobiose, segundo as recomendacdes do CLSI 2015 (182).
Apo6s esse periodo, os didmetros dos halos de inibi¢do obtidos foram avaliados para cada
antimicrobiano de acordo com o CLSI 2015 (183). Para controle do experimento, foram
utilizadas as amostras P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 35218 conforme

recomendacdes do CLSI.

3.5.2 Determinacdo da concentragdo inibitoria minima de carbapenemas,

tigeciclina e polimixina B.

A determinacdo da concentragdo inibitoria minima foi obtida para imipenem,
meropenem, polimixina B e tigeciclina através de Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia) para

todas as amostras incluidas no estudo (n=66).
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Para tal, a preparacdo das amostras e a semeadura em agar Mueller Hinton foram
efetuadas de acordo com o que foi estabelecido no tdpico anterior (3.4.1). Entretanto,
utilizamos fitas de Etest®, que possuem concentragdes distintas de cada antimicrobiano, que

possibilitam a determinacdo da concentracdo inibitoria minima para cada farmaco.

Como controle, foram utilizadas as amostras P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli
ATCC 35218 de acordo com as recomendagdes do CLSI 2015. Para interpretacdo dos
resultados dos carbapenemas, tigeciclina e polimixina B, utilizamos a Nota Técnica da
ANVISA N°. 01/2013 (184).

3.5.3 Andlise de perfil de multirresisténcia

Realizamos avaliacdo do perfil de multirresisténcia das amostras incluidas no estudo.
Agrupamos como ndo sensiveis aos antimicrobianos as amostras que apresentaram como
intermediarias e resistentes de acordo com os critérios do CLSI 2015 e Nota Técnica da
ANVISA N°. 01/2013. O critério de multirresisténcia utilizado foi o definido por Magiorakos
e colaboradores em 2012 (185), no qual é definida como multirresistente a enterobactéria com
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano em trés categorias a seguir: aminoglicosideos,
cefalosporinas de amplo espectro, penicilinas associadas a inibidores de beta-lactamases,
carbapenemas, fluoroquinolonas, inibidores da via do folato, glicilciclinas, acidos fosfonicos e

polimixinas com a base nos resultados obtidos no teste de difusdo em &gar e Etest®.
3.5.4 Analises estatisticas

Realizamos comparacdo entre susceptibilidade e ndo susceptibilidade aos
antimicrobianos entre as amostras de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases do tipo
KPC, NDM e OXA-48-like. Para tal, foi realizado o teste de Qui Quadrado, com correcdo de
Yates (quando necessario), ou o teste exato de Fisher (para comparacdes de menos de 40

amostras). O valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Para a comparacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) obtida para cada
antimicrobiano, realizamos o teste T de Student ndo pareado com corre¢do de Welch para
amostras que possuiram variancias diferentes. Consideramos como estatisticamente

significativo o valor de p menor ou igual a 0,05.
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3.6 Deteccdo dos genes codificadores de resisténcia

Foram realizadas reac0es de PCR para a deteccdo dos genes codificadores de beta-
lactamases (blasny, blatem € blactx-m), genes adquiridos codificadores de resisténcia a
quinolonas (qnrA, gnrB, qnrS), genes codificadores de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos [aac(3")-11a, aadA, aadB, aac(6')-1b] e metilases (armA, rmtA, rmtB, rmtC,
rmtD e npmA) nas amostras de K. pneumoniae (n=66). Os iniciadores utilizados foram
determinados em trabalhos cientificos publicados na literatura e estdo exemplificados na
Tabela 3.5.
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Tabela 3.5: Iniciadores especificos para a deteccdo dos genes de resisténcia utilizados nas reacdes de PCR.

Temperatura de

Classe do e e . R . Tamanho do A
- . i nelamen Referénci
antimicrobianc Gene alvo Sequencia do iniciador (5° > 3°) produto (pb) ane aP CeRto da eferéncias
ola CTX-M-F: ATGTGCAGYAACCAGTAARGTKATGGC £930h E0°C Mulvey et al.,2003
CTX-M CTX-M-R:TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG p (186)
. SHV-F: TTATCTCCCTGTTAGCCACC R Hasman et al., 2005
Beta-lactamicos blasyv SHV-R: GATTTGCTGATTTCGCTCGG 797pb 60°C (187)
ola TEM-F: GCGGAACCCCTATTTG 8590h 60°C Hasman et al., 2005
TEM TEM-R: ACCAATGCTTAATCAGTGAG P (187)
A OnrAm-F: AGAGGATTTCTCACGCCAGG £30 oD caoC Cattoir et al, 2007
q OnrAm-R: TGCCAGGCACAGATCTTGAC P (188)
. OnrBm-F: GGMATHGAAATTCGCCACTGC R Cattoir et al, 2007
Quinolonas qnrB OnrBm-R: TTTGCYGYYCGCCAGTCGAAC 264 pb 54°C (188)
1S OnrSm-F: GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428 0D . Cattoir et al, 2007
q QnrSm-F: TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG P (188)
. aac(3)-lla-F: CGCTAAACTCCGTTACC R Melano et al, 2003
aac(3')-lla aac(3)-11a-R:. TAGCACTGAGCAAAGCC 255 pb 55°C (189)
~adA aadA-F: ATGAGGGAAGCGGTGATCGC 295 ob . Enne et al, 2006
aadA-R: TCTTCCAACTGATCTGCGCG P (190)
2adB-R:CGTCATGGAGGAGTTGGACT R )
aadB B R COCAAGACCTCAACETTTTE 252 pb 55°C Diaz et al, 2004 (191)
. aac(6)-1b-F- TTGCGATGCTCTATGAGTGG R Warburg et al, 2012
aac(6’)-1b 2ac(6)-Ib-F:=CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 482 pb 55°C (192)
rA armA-F: TATGGGGGTCTTACTATTCTGCCTAT 513 ob 45°C Fritsche et al, 2008
Aminoalicosid armA-R: TCTTCCATTCCCTTCTCCTTT p (193)
oglicosideos A rmtA-F: CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 634 ob 45°C Fritsche et al, 2008
'MtA-R: TTTGCTTCCATGCCCTTGCC p (193)
i rmtB-F: TCAACGATGCCCTCACCTC 439 ob 45°C Fritsche et al, 2008
MtB-R: GCAGGGCAAAGGTAAAATCC p (193)
e MtC-F:GCCAAAGTACTCACAAGTGG 251 ob 45°C Fritsche et al, 2008
MtC-R:CTCAGATCTGACCCAACAAG p (193)
rmtD rmtD-F:CAGCGAACTGAAGGAAAAAC 729 pb 45°C Castanheira et.
rmtD-R: CAGCACGTAAAACAGCTC p al., 2008 (194)
npmA npmA-F: CTCAAAGGAACAAAGACGG 640 pb 45°C Fritsche et al, 2008

npmA-R:GAAACATGGCCAGAAACTC

(193)
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Para a realizacdo da reacdo de PCR num volume final de 25 pL, as quantidades e
concentragdes dos reagentes utilizados foram as mesmas utilizadas para amplificacdo dos
genes codificadores de carbapenemases (topico 3.3.2).

Para amplificacdo dos genes, utilizamos um ciclo inicial de cinco minutos a 94 °C, 30
ciclos de: 1 minuto a 94°C para desnaturacdo, 1 minuto na temperatura de anelamento
sinalizada na Tabela 3.5 e 1 minuto a 72°C para extensdo da cadeia nucleotidica, seguidos de
uma extensdo final de 10 min a 72°C. Apds a amplificacdo por PCR, os produtos gerados
foram observados através de eletroforese em gel de agarose 1,5% (Invitrogen) em TBE 0,4X,
sob uma corrente de 130 Volts. Apos a eletroforese, os géis foram corados com brometo de
etidio (0,5¢/L), observados e fotografados sob luz ultravioleta em equipamento L-Pix EX-
Loccus Biotecnologia, utilizando o software Loccus LPix Image EX (verséo 2.7).

Realizamos comparacao estatistica entre os genes relacionados a resisténcia entre as
amostras de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases, conforme exemplificado no
topico 3.5.4.

3.7 Detecc¢do dos genes relacionados a viruléncia

Foram pesquisados nas amostras de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases
(n=66) através de PCR, utilizando iniciadores descritos na literatura, genes envolvidos na
producdo de fimbrias e adesinas (mrkD, cf29a, fimH e ycfM); transporte de ferro e sider6foros
(kfu, IroN, ybtS, entB); responsavel pelo fen6tipo mucoso (magA); e metabolismo da alantoina

(allS) que esté envolvida na absorcdo do nitrogénio.

A realizacdo PCR num volume final de 25 pl, contou com mesmas quantidades e
concentracdes dos reagentes utilizados para amplificacdo dos genes codificadores de
carbapenemases (topico 3.3.1).

Na PCR, utilizamos um ciclo inicial de cinco minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos
de: 1 minuto a 94°C para desnaturacdo, 1 minuto na temperatura de anelamento informada na
Tabela 3.6 e 1 minuto a 72°C para extensdo da cadeia nucleotidica, sequidos de uma extenséo
final de 5 min a 72°C.
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Tabela 3.6: Iniciadores utilizados para busca de genes de viruléncia nas amostras de K.

pneumoniae produtoras de carbapenemases.

Tamanho

Regido . - , , do TEf]) 615 Byt
e Sequencia do iniciador (5° —> 3°) produto anccialamento Referéncia
(pb) a PCR
i MKD-L TAT(TIC)G(GITCTT AATGGCGCTGG o 50°C Brisse et al,
mrkD-2: TAATCGTACGTCAGGTTAAAGA(C/T)C 2009 (158)
293 cf29a-F: GACTCTGATTGCACTGGCTGTG 826 pb 51°C Brisse et al,
cf29a-F: GTTATAAGTTACTGCCACGTTC 2009 (158)
fimH-f: GCTCTGGCCGATAC(C/T)AC(C/G)ACGG Brisse et al
fimH fimH-R:GC(G/A)(AIT)A(G/IA) TAA 423 pb 55°C 2000 (156)
CG(T/C)GCCTGGAACGG
cfM-F:CGATTGAGCATCAGGATCAG o Lafeuille et al,
yetM s VCIM-R.GTTGGTGCGGTTGTTCAC 161 pb 50°C 2013(195)
" kfu-F: GAAGTGACGCTGTTTCTGGC 797 pb s5°C Ma et al., 2005
kfu-R: TTTCGTGTGGCCAGTGACTC (196)
roN IroN-F: GCATAGGCGGATACGAACAT 656 pb 50°C Yu etal, 2008
Iron-R: CACAGGGCAATTGCTTACCT (197)
biS ybtS-F: CAAAAATGGGCGGTGGATTC 484 pb 59°C Batchman et
y ybtS-R: CCTGACGGAACATAAACGAGCG P al, 2011(198)
entB entB-F: CGCCCAGCCGAAAGAGCAGA 508 pb 55°C Lafeuille et al,
entB-R: CATCGGCACCGAATCCAGAC 2013(195)
magA-F:GGT GCT CTT TAC ATC ATT GC . Fang et al,
magA maSA-R:GCA ATG GCC ATT TGC GTT AG 1280 pb 50°C 2004 (163)
alls allS-F: CCG TTA GGC AAT CCA GAC 1090 pb 49°C Chou et al.,
allS-R: TCT GAT TTA (A/T)CC CAC ATT 2004 (166)

Apos a amplificacdo por PCR, os produtos de amplificagdo obtidos foram observados
através de eletroforese em gel de agarose 1,5% (Invitrogen) em TBE 0,4X, sob uma corrente
de 130 Volts. Apos a corrida de eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio
(0,5g/L), observados e fotografados sob luz ultravioleta em equipamento L-Pix EX- Loccus
Biotecnologia, utilizando o software Loccus LPix Image EX (versdo 2.7).

Realizamos também comparacdo estatistica entre 0s genes relacionados a viruléncia
entre as amostras de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases, conforme exemplificado

no topico 3.5.4.
3.8 Analise do polimorfismo genético através de PFGE.

Através de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) (199), realizamos a andlise
do polimorfismo genético de todas as amostras de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemases incluidas no estudo. Vale ressaltar que nas amostras positivas para KPC

(n=32) esta técnica ja havia sido realizada durante a dissertagdo de mestrado.
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Para a extracdo de DNA, as amostras foram semeadas em agar nutriente em tubo
(Oxoid), e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apo6s a incubacdo, foi realizada suspensédo
bacteriana, adicionando 01 ml de BSC (EDTA 0,5M pH 8.0, TRIS-HCI 1M pH 8) até que a
suspensdo alcancasse 0 padréo de turvacao 3 da escala de Mac Farland. Em seguida, 200 ul da
suspensdo foram transferidos para um microtubo tipo Eppendorf contendo 5 pl de proteinase
K (50 mg/ ul - Sigma). A suspensdo, foram adicionados 200 pl de agarose 1% (0,1 g de
agarose low melting [Seaken gold], 0,5 ml de SDS 1%, 9,4 ml de TE [TRIS-HCI 10 mM pH
8.0, EDTA 0,1 MM pH 8.0]). A mistura foi rapidamente homogeneizada e distribuida nos

moldes especificos, produzidos pelo fabricante do equipamento (BioRad).

Apos a solidificacdo dos blocos de agarose contendo DNA bacteriano, que ocorreu em
geladeira por 05 minutos, os mesmos foram transferidos para tubos Falcon (15 ml) contendo 2
ml de solucdo de lise (NaCl 1M, TRIS-HCI 6 mM pH 7.6, EDTA100mM pH 8.0, BRIJ-58
0,5%, desoxicolato 0,2%, sarcosina 0,5%, lisozima 1 mg/ml) e 5 pl de proteinase K (50 mg/
ul). Os tubos tipo Falcon foram incubados a 50°C por 2 horas. Ap6s a incubacdo, foram
realizadas trés lavagens com 10 ml de agua milli Q a 50°C por 15 minutos e uma vez com 7
ml de Tampao TE a 50°C por 15 minutos. Apos as etapas de lavagem, os blocos de agarose
estdo prontos para utilizacdo. Os blocos de agarose foram armazenados em geladeira (4°C) em

2ml de tampéo TE.

Um pedaco correspondente a terco de um bloco de agarose foi transferido para um
microtubo tipo Eppendorf para a realizacdo da digestdo enzimatica. Uma solucdo tampao da
enzima Xbal foi preparada (90 pl de agua esterilizada e 10 pl de solugdo tampéo da enzima —
Roche), foi adicionada ao microtubo que continha um pedago do bloco de agarose e em
seguida, incubada a 4°C por 30 minutos. Em seguida, os blocos de agarose foram tratados

com a enzima de restricdo Xbal (20U) (Roche) por 3 horas a 37°C.

Para a corrida eletroforética, foi preparado um gel de agarose 1,1% (Seaken gold), em
TBE 0,4X (TRIS 44,5 mM, &cido borico 44,5 mM, EDTA 1mM pH 8.3). A separacdo dos
fragmentos ocorreu através de eletroforese em gel de campo pulsado, utilizando o sistema
CHEF-DRIII (BioRad, Richmond, EUA). As seguintes condi¢des para a eletroforese foram
utilizadas: tempo de pulso crescente de 0,5 a 35 segundos, por 15 horas a 6V/cm, na
temperatura de 13°C. Para padronizagdo e para facilitar a comparacdo dos geis gerados,
foram utilizados padrdes de peso molecular Lambda DNA Ladder Pulse (50-1000 Kb -

Sigma) em cada corrida.
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Apds a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5¢/L),
visualizados e fotografados sob luz ultravioleta utilizando-se ferramenta de fotodocumentacgao
Lpix EX- Loccus Biotecnologia e fotografado utilizando o software Loccus LPix Image EX

(versédo 2.7).

As andlises dos géis e a confeccdo do dendrograma foram realizadas através do
software GelCompar Il (versdo 1.50, Applied Maths, KortrijK, Belgium). Os agrupamentos
foram realizados utilizando o coeficiente de Dice, e os valores de otimizagédo e tolerancia
utilizados para analise foram fornecidos pelo proprio programa, através de ferramenta

especifica para esta analise.
3.9 Anélise do polimorfismo genético através de MLST
3.9.1 Amplificagdo por PCR

Realizamos a técnica da Multilocus sequence typing em pelo menos um representante
de cada clone definido por PFGE das amostras produtoras de carbapenemases. Vale ressaltar
que nas amostras positivas para KPC a avaliacdo por MLST ja havia sido realizada durante a
dissertagdo de mestrado. Os iniciadores utilizados nas reagdes foram descritos por Diancourt

et al, 2005 (171) e estdo exemplificados na tabela abaixo.
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Tabela 3.7: Iniciadores especificos utilizados nas reaces de PCR para a deteccdo dos genes

incluidos no esquema de MLST de K. pneumoniae.

Gene » - Tamanho
Iniciadores utilizados do
alvo
produto
(OB F:Vic30F: GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGAAATGGC
poB WGAGAACCA 1075 pb
(OB R:Vic20R: TTGTGAGCGGATAACAATTTCGAGTCTTCGAAGT
TGTAACC
gap GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAAATATGACT
gapA F:gapAl730F: CCACTCACGG 662 pb
gap TTGTGAGCGGATAACAATTTCCTTCAGAAGCGGC
R:gapA1810R: TTTGATGGCTT
mdh GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA
mdh F:mdh1300F: CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 756 pb
mdh TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCGTTTTTCCCCA
R:mdh8670R: GCAGCAG
ogi F:pgi1FoF: GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGAGAAAAACCT
ngi GCCTGTACTGCTGGC 566 pb
0gi R:pgi1ROR: TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCGCCACGCTTT
ATAGCGGTTAAT
F:photh600E4. Lop: GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAACCTACCGCAAC
ACCGACTTCTTCGG
phoE OhoE 602 pb
R:phoE604.20R TTGTGAGCGGATAACAATTTCTGATCAGAACTGG
) TAGGTGAT
infB GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTCGCTGCTGGA
infB F:infB1FoF: CTATATTCG 462 pb
infB TTGTGAGCGGATAACAATTTC
R:infB1RoR: CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
tonB GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTTTATACCTCG
tonB F:tonB1FoF: GTACATCAGGTT 539pb
tonB TTGTGAGCGGATAACAATTTCATTCGCCGGCTGR
R:tonB2RoR: GCRGAGAG

Para a realizacdo da reagdo de PCR num volume final de 25 pl, as quantidades e
concentracdes dos reagentes utilizados para amplificagdo dos genes do esquema de MLST

estdo na tabela abaixo.
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Tabela 3.8: Quantidades e concentracGes das reacdes de PCR para deteccdo de genes do

esquema de MLST.

Reagente Quantidade (pl) Concentracao
DNA total 1l 25ng/ul
Agua Milli-Q 9,5l -
MIX para PCR (JumpStartT.M REDTaq® 12,5 pl 5
ReadyMix™ Reaction Mix — Sigma)
Iniciadores 1,0 ul 20 pmoles/ul

Para as condicdes de amplificacdo dos genes, realizamos um ciclo inicial de 2 minutos
para desnaturagdo a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C para desnaturacédo, 01
minuto a 50°C para ligacéo dos iniciadores e 30 segundos a 72° C para extenséo, seguidos de

uma extensao final de 05 minutos.

Apbs a reacdo de PCR, os produtos de amplificacdo gerados foram observados através
de eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X, sob uma corrente de 130
Volts. Apos a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5¢/L), observados
e fotografados sob luz ultravioleta em equipamento L-Pix EX- Loccus Biotecnologia,

utilizando o software Loccus LPix Image EX (versdo 2.7).
3.9.2 Sequenciamento

Os produtos da reacdo de PCR foram purificados através do kit “GtX PCR DNA
Purification Kit” (GE Healthcare). Para o sequenciamento, foram utilizados iniciadores
universais para sequenciamento, descritos no esquema de MLST de K. pneumoniae, conforme
tabela abaixo (106).

Tabela 3.9: Iniciadores especificos utilizados nas reacdes de sequenciamento no esquema de
MLST de K. pneumoniae.

Genes alvo Iniciadores utilizados
Genes incluidos no esquema de F:primer oF: GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA
MLST (iniciadores de
sequenciamento universal) R:primer oR: TTGTGAGCGGATAACAATTTC

Os produtos purificados foram sequenciados no sequenciador 3730 DNA Analyser

(Applied Biosystems), na Plataforma de Sequenciamento DNA- PDTIS do Laboratdrio de
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Sequenciamento e Bioinformatica do IOC- FIOCRUZ. A anélise da qualidade das sequencias
obtidas foi realizada com auxilio do software Phred (versdo 19.0), onde somente as
sequencias que obtiveram escore >20 foram individualmente analisadas. Para a andlise da

composicao das sequencias obtidas, o software Geneious (versdo 6.1.8) foi utilizado.

Posteriormente, essas sequencias foram comparadas com as sequencias ja disponiveis
no banco de dados de MLST de K. pneumoniae, para a determinacéo de cada um dos nimeros
de alelo e consequentemente a discriminacdo de cada ST, com a ajuda do website
http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html. ~ Utilizando o software Eburst

(disponivel em http://eburst.mlst.net/), avaliamos a relacdo filogenética entre os ST
observados. Para tal, consideramos amostras pertencentes ao mesmo Complexo Clonal
aquelas que apresentaram diferenca em apenas um alelo do MLST.

3.10Analise plasmidial

A deteccdo dos plasmidios carreadores dos genes codificadores das carbapenemases
(blakpc, blanpm € blapxa-as-ike) fol realizada em pelo menos um representante de cada clone
definido por PFGE/MLST. Devido a disponibilidade das técnicas no laboratério e a boa
reprodutibilidade entre as técnicas de extragdo plasmidial utilizadas, realizamos a extragdo
plasmidial utilizando duas metodologias: extracdo pelo método de Kado e Liu nas amostras
positivas para KPC e o método S1 nuclease nas amostras positivas para blaoxa-as-iike € blanpm.
Entretanto, nas amostras onde ndo foi possivel visualizar plasmidios através da técnica de S1
nuclease, realizou-se a tentativa de visualizagdio com a metodologia de Kado e Liu. E
importante salientar que nas amostras positivas para KPC a detec¢do do gene carreador de

blakpc-2ja havia sido realizada durante a dissertagdo de mestrado.

Para a realizacdo da metodologia de extracdo plasmidial por Kado e Liu em 1981
(200), as amostras foram semeadas em placa de agar Mueller Hinton (Oxoid), e foram
incubadas por 18-24 horas a 37°C. Uma pequena porcdo das colbnias foi retirada com o
auxilio de uma agulha bacteriologica estéril e foi em seguida suspensa em microtubos
contendo 200 pL de solucéo de lise com pH ajustado (SDS 0,1M; TRIS 0,05M; pH12,6). Essa
solugéo foi entdo incubada em banho-maria a 55°C por 01 hora. A cada 20 minutos de
incubacdo no banho, realizamos homogeneizagdo por inversdo para haver completa mistura
entre a bactéria e a solugéo de lise. Apos o periodo determinado (01 hora), as amostras foram
retiradas do banho-maria e foi adicionado 200 pL de fenol-cloroférmio ndo tamponado (1:1).

Esta mistura foi homogeneizada até que se tornasse de coloragdo esbranquicada e em seguida,
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foi centrifugada por 15 minutos (13.000 rpm). O sobrenadante transltcido foi cuidadosamente

transferido para outro microtubo.

Para realizacdo da corrida eletroforética, foi adicionado em cada uma das amostras, o
tampé&o de corrida azul de bromocresol (0,2 volumes), misturando com movimentos circulares
e suaves. Esta mistura foi depositada nos pocos do gel de agarose (0,8%) (Invitrogen) e em
sequida este gel foi submetido a ensaio de eletroforese em tampdo TAE 1x (Tris-Acetato
40mM; EDTA 1mM; pH8,0), com corrente de 50 volts por 2 horas e meia. O gel foi em
seguida corado com brometo de etidio (0,5g/1) por 30 minutos e depois fotografado sobre luz
UV, utilizando o equipamento L-Pix EX- Loccus Biotecnologia, utilizando o software de

obtencdo de imagens Loccus LPix Image EX (versdo 2.7).

Para a realizacdo de extracdo plasmidial através da metodologia de S1 nuclease (201),
utilizamos primeiramente a mesma extracdo de DNA total utilizada no tépico de PFGE
(eletroforese em gel de campo pulsado — topico 3.8). Para a realizacdo da digestdo enzimatica,
um pedaco correspondente a um terco de um bloco de agarose foi transferido para um
microtubo tipo Eppendorf. O bloco de agarose contendo DNA gendmico foi exposto a uma
solucdo tampao (5uL do tampdo do fabricante da enzima com 45 pL de dgua destilada) por 30
minutos. Em seguida, os blocos de agarose foram tratados com a enzima de restricdo S1
nuclease (2U) (Promega), que tem a capacidade de linearizar os plasmidios, por 3 horas a
37°C.

Para a corrida eletroforética, foi preparado gel de agarose 0,8% (Seaken gold), em
TBE 0,4X (TRIS 44,5 mM, &cido borico 44,5 mM, EDTA 1mM pH 8.3). A separacdo dos
fragmentos ocorreu através de eletroforese em gel de campo pulsado, utilizando o sistema
CHEF-DRIII (BioRad, Richmond, EUA), utilizando as seguintes condi¢des de corrida: tempo

de pulso crescente de 0,5 a 35 segundos, por 14 horas a 6V/cm, na temperatura de 13°C.

Para a avaliagdo do tamanho dos plasmidios, todos os géis foram corridos com
marcadores de peso molecular especificos: nos geis de corrida da metodologia de Kado e Liu,
utilizamos o Supercoiled DNA Ladder (New England BiolLabs) e nos géis de corrida
utilizando S1 nuclease, utilizamos o Lambda DNA Ladder Pulse (50-1000 Kb - Sigma). Apds
a corrida, utilizamos o software Loccus Lablmage 1D (versdo 4.1) para calcular o tamanho
das bandas dos plasmidios. Este software realiza este calculo com base no padrao de migragédo

e no tamanho dos marcadores de peso molecular utilizados.
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3.10.1 Hibridizacdo com sonda do gene codificador das carbapenemase (blakpc,

blanpm € blaoxa-4s-ike)

Esta metodologia visa elucidar se os genes codificadores de carbapenemases estavam
localizados em plasmidios nas amostras. A técnica utilizada foi a descrita por Sambrook &
Russell em 2001 (202) e baseia-se na transferéncia de DNA contido em gel de agarose para
membranas de nylon e a posterior hibridizacdo dessas membranas com sondas marcadas com
digoxigenina. As sondas foram confeccionas por PCR, usando como DNA molde os genes de
referéncia para codificacdo das carbapenemases, e utilizando também, além dos
desoxinocleotideos usuais, um nucleotideo marcado com digoxigenina, 11-dUTP (Roche).

O primeiro passo foi a realizacdo da metodologia extracdo plasmidial, como descrita
no topico anterior. De posse do gel contendo os plasmidios, realizamos a transferéncia do
DNA do gel para a membrana Hybond N+ (Amershan) através do equipamento VacuGene™
XL Vacuum Blotting System (GE Healthcare). Este sistema é composto de uma bomba de
vacuo (mantido a uma pressdo de 50 mbar durante a transferéncia) e um aparato onde o gel e
a membrana sdo dispostos. Durante a transferéncia, o gel foi inicialmente tratado com a
solucdo de depurinagdo (HCI 0,25 M) por 10 minutos. Apds a remocdo desta solucdo foi
adicionado ao gel a solugdo de desnaturacdo (NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 N), também por 10
minutos. Essa solucdo foi também retirada e adicionou-se a solucdo de neutralizacdo (Tris-
HCI 0,5 M pH 8,0 e NaCl 1,5 M) por 10 min. Por Gltimo, apds a retirada da Gltima solucéo,
foi adicionado SSC 20 X (NaCl 3,0M; Citrato de s6dio 0,3M), de modo a cobrir toda a
superficie do gel, por 2 horas. Depois da etapa de transferéncia, a membrana foi exposta por
aproximadamente 20 segundos a radiacdo ultravioleta (UV Crosslinker, Hoefer) para fixacdo

dos fragmentos de DNA. A membrana foi secada e guardada para utilizagdo posterior.

Apbs a transferéncia, as membranas foram incubadas em 10 ml solucdo de pré-
hibridizacdo [5X SSC, 2% agente bloqueador (Roche), 0,1% N-laurilsarcosil, 0,02% SDS]
durante 1 hora a 62°C sob agitacdo, no forno de hibridizacdo (Techne hybridiser HB-1D,
Techne , Cambridge, U.K.). Um volume de 50 pL da sonda marcada preparada anteriormente
foi desnaturado por fervura durante 10 minutos, seguido de banho de gelo por cinco minutos.
ApoOs a etapa de pré-hibridizagdo, a solucéo foi retirada e adicionou-se ao frasco 10 ml de
solucdo de hibridizagdo (10 ml solucdo de pré-hibridizagdo acrescida de 50uL da sonda
desnaturada). A hibridizac&o ocorreu no forno de hibridizagéo, a 62° C por 12 horas.
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No dia seguinte, as membranas foram lavadas com solugéo de baixa estringéncia (2X
SSC, 0,1% SDS) por duas vezes durante 5 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. Em
sequida, foram lavadas por duas vezes com solucdo de alta estringéncia (0,1X SSC; 0,1%

SDS) a 62°C com agitacdo por 15 minutos.

Ap0s as etapas de lavagem, a membrana foi lavada em tampédo 1 (100 mM Tris-HCI
pH 7,5; 150 mM NaCl). Esta etapa foi seguida da incubacao por 30 minutos da membrana em
tampéo 2 (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% agente bloqueador), sob agitagéo.
Realizou-se tratamento da membrana com 25 ml de solugéo de anticorpo (25 ml tampéo 1 e
5uL de anticorpo contra DIG conjugado a fosfatase alcalina - Roche), por 30 minutos sob
agitacdo. Apos a marcacdo com anticorpo, a membrana foi lavada por duas vezes com tampao

1 por 10 minutos sob agitacao.

Para revelacdo, a membrana foi equilibrada por 2 minutos em tampéo 3 (100 mM Tris-
base; 100 mM NaCl; 50mM MgCl,, pH 9,5). Em seguida, foram adicionados a membrana 15
ml da solucdo de revelacdo NBT (Nitro blue tetrazolium chloride - Roche) mantido a 37° C
ao abrigo de luz. O resultado pode ser observado de 2-24 horas apds a adicdo do agente

revelador. As membranas foram secas em estufa e guardadas em local seco ao abrigo de luz.

3.11 Sequenciamento genémico

Foram selecionadas 11 amostras produtoras de carbapenemases a partir dos resultados
obtidos para as metodologias de tipagem (PFGE e MLST) para a realizacdo do
sequenciamento genémico: cinco amostras positivas para blakpc (CCBH5623, CCBH5745,
CCBH5982, CCBH6306, CCBH6707), trés amostras positivas para blagxa-as-ike
(CCBH13796, CCBH14119, CCBH14393) e trés amostras positivas para blanpm
(CCBH13327, CCBH15949, CCBH16302). Devido a disponibilidade de verbas e a boa
reprodutibilidade entre as técnicas de sequenciamento utilizadas, realizamos o

sequenciamento utilizando duas metodologias: 454 da Roche e Illumina MiSeq.

Com o sequenciamento gendmico pesquisamos outros genes de viruléncia e resisténcia
que ndo puderem ser investigados através de PCR além de realizar analise da regido
flanqueadora dos principais genes de resisténcia descritos. Objetivamos também realizar
analise filogendmica das amostras com o intuito de comparar com o0s resultados obtidos no
MLST.
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3.11.1 Sequenciamento gendmico utilizando a plataforma 454 (Roche)

Duas (CCBH5623 e CCBH5982) das cinco amostras positivas para KPC foram
submetidas ao sequenciamento gendmico utilizando a plataforma 454 GS FLX Titanium

(Roche) no Instituto Evandro Chagas — Centro de Inovacdes Tecnoldgicas (Belém-Pard).

O DNA para sequenciamento de genoma completo foi extraido com o auxilio do
equipamento MagNa Pure (Roche), utilizando o Kit MagNA Pure LC DNA Isolation Kit IlI.
A biblioteca génica foi preparada utilizando-se o Kit GS FLX Titanium Rapid Library
Preparation. Apo0s a realizacdo da biblioteca de fragmentos foi realizada a PCR emulséo
(emPCR) para titulacéo utilizando o kit GS FLX Titanium SV emPCR Kit (Lib-L) seguida da
realizacdo da emPCR para sequenciamento com o kit GS FLX Titanium LV emPCR Kit (Lib-
L). O sequenciamento das amostras no equipamento 454 GS FLX Titanium (Roche) foi

realizado utilizando-se o kit GS FLX Titanium Sequencing Kit XL+.

As sequencias obtidas foram podadas e filtradas atraveés de um escore Phred > 20. A
montagem de novo dos dois genomas foi realizada através do montador Newbler (2.9). A
anotacdo dos contigs obtidos foi feita através da anotacdo automatica utilizando a plataforma
RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology - http://rast.nmpdr.org/) e as analises

individuais dos contigs foi realizada através do software Geneious (6.1.8).
3.11.2 Sequenciamento genémico utilizando a plataforma MiSeq (Illumina)

As demais amostras foram submetidas ao sequenciamento genémico utilizando a
plataforma MiSeq (lllumina) no Departamento de Bioquimica, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ), Rio de Janeiro.

O DNA gendmico das amostras foi extraido usando o kit QlAamp Blood DNA Mini
Kit (Qiagen, Alemanha). As bibliotecas génicas foram preparadas com o Nextera XT DNA
Library Preparation Kit (lllumina Inc, EUA) de acordo com as instru¢bes do fabricante. O
DNA total foi sequenciado no sistema Illumina MiSeq utilizando o kit MiSeq Reagent v.2
500 cycles Kit.

As sequencias obtidas foram podadas e filtradas através de um escore Phred > 20. A
montagem de novo dos genomas foi realizada através do montador A5-MiSeq pipeline (203).
A anotacdo dos contigs obtidos foi feita através da anotagdo automética utilizando a

plataforma RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology - http://rast.nmpdr.org/) e

as analises individuais dos contigs foi realizada através do software Geneious (6.1.8).
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3.11.3 Anadlise de genes de resisténcia adquirida através das Plataformas
ResFinder e do banco de dados do Instituto Pasteur BIGSdb-Kp.

Os contigs obtidos foram submetidos para analise na plataforma ResFinder
(https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/), que identifica genes de resisténcia
antimicrobiana adquiridos em sequencias de DNA de bactérias. Os genes identificados através
desta plataforma estdo relacionados a resisténcia a: aminoglicosideos, beta-lactamases,
polimixinas, fosfomicinas, &cido fusidico, macrolideos, lincosaminas, estreptrograminas,
fenicois, fluoroquinolonas, nitroimidazol, oxazolidinonas, rifampicina, sulfonamidas,

tetraciclinas, trimetoprima e glicopeptideos.

Os contigs foram submetidos também a comparagdo com o banco de dados do Instituto
Pasteur  (http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.ntml).  Neste  banco, estéo
depositados genes de resisténcia a beta-lactdmicos, aminoglicosideos e quinolonas.
Sequencias génicas de resisténcia a metais pesados pbrABCR, pcoABCDERS, silCERS, e

terWXY também estdo incluidos nesse banco de dados.

3.11.4 Andlise da regido flanqueadora dos principais genes de resisténcia

adquiridos observados

Os contigs que continham os principais genes de resisténcia observados foram
avaliados individualmente utilizando o software Geneious (6.1.8). A anotacdo dessas regides
foi feita através da plataforma RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology -

http://rast.nmpdr.org/) e curadoria manual, através de buscas utilizando BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool - http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi).

3.11.5 Andlise de mutacdes em genes relacionados a resisténcia a quinolonas,
tigeciclina, e fosfomicina

Foi realizada pesquisa de mutac@es, utilizando o software Geneious (v. 6.1.8)
relacionadas a resisténcia a quinolonas, nas proteinas geradas pelos genes gyrA, gyrB, parC e
parE, comparando as sequencias das amostras sequenciadas com aquelas disponiveis no
banco de dados originarias de amostras sensiveis (129). Foram pesquisados também genes
associados a resisténcia a esta classe que ndo puderam ser investigados através de PCR: norA,

gepA, gnrC, gnrD, ogxA e ogxB (129).

Buscamos mutacfes nas proteinas originarias dos genes codificadores da bomba de

efluxo AcrAB-TolC (acrA, acrB e tolC) e reguladores dessas bombas de efluxo relacionados
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a resisténcia a tigeciclina (acrR, marA, marR, ramA, ramR, rarR, rob, rpsJ, soxR e soxS)
comparando as sequencias das amostras sequenciadas com aquelas disponiveis no banco de
dados originarias de amostras sensiveis, além de investigar a presenca do gene tetX, também

relacionada a resisténcia a esse antimicrobiano (155).

Foi realizada também busca de mutacGes em genes relacionados a resisténcia a
fosfomicina: glpT, murA e uhpT em comparagdo com sequencias de amostras de referéncia
sensiveis, além de termos pesquisado a presenca dos genes fosA, fosA3, fosB, fosC2 e fosX

também associados a resisténcia a esse antimicrobiano (144).
3.11.6 Analise dos genes relacionados a sintese das porinas

Foi realizada avaliagdo dos genes codificadores das porinas OmpK35 e OmKp36 para
pesquisa de mutacOes utilizando o software Geneious (v. 6.1.8). Comparamos as sequencias

encontradas nas amostras deste estudo com as sequencias disponibilizadas no banco de dados.
3.11.7 Analise da presenca de genes de viruléncia

Os contigs foram submetidos a comparacdo com o banco de dados do Instituto Pasteur
BIGSdb-Kp (http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) (177). Neste banco, estéo
depositados 0s seguintes genes de viruléncia: rmpA e rmpA2 (reguladores do fendtipo
mucoide); kvgAS (sistema de dois componentes, encontrados em amostras virulentas do
CG43); o cluster mrkABCDF (codificante de fimbrias), kfuABC (relacionado ao transporte de
erro); allS (cluster alantoina), iucABCDiutA (aerobactina); ybt (yersiniabactina); mcc
(microcina E492) e clb (colibactina). Realizamos busca nos genomas também dos genes
pesquisados através das reacdes de PCR que ndo estdo incluidos no banco de dados (tépico
3.7).

3.11.8 Andlise da relacdo filogenética entre as amostras produtoras de

carbapenemases

Realizamos anéalise filogenética utilizando o software disponivel on-line CSI
Phylogeny 1.1 (https://cge.cbs.dtu.dk//services/CSIPhylogeny/), que é uma plataforma que
filtra, avalia e faz a validacdo dos SNP, inferindo filogenia, comparando-se com uma amostra
de referéncia. E uma plataforma que foi desenvolvida para realizacdo de analises filogenéticas
utilizando genomas obtidos através de diferentes plataformas de sequenciamento genémico
(204).
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3.12 Fluxograma da metodologia
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4, RESULTADOS
4.1 Amostras bacterianas

As 66 amostras incluidas no estudo foram confirmadas como pertencentes a espécie K.
pneumoniae através dos testes bioquimicos realizados. Os materiais clinicos mais frequentes
dentre essas amostras produtoras das carbapenemases KPC, NDM e OXA-48-like isoladas no
periodo de 2010 a 2014 foram: swab retal (36,3%), sangue (26,8%,) e urina (17,9%). As
amostras produtoras de KPC foram originarias de onze estados brasileiros e selecionadas a
partir da dissertacdo de mestrado enquanto que as amostras produtoras de OXA-48-like e

NDM foram provenientes do Rio de Janeiro (Tabela 4.1).

A confirmacédo da presenca dos genes codificadores de carbapenemases previamente
identificados pela equipe da rotina do laboratério de Pesquisa em Infeccdo Hospitalar foi
realizada através de PCR. Todas as amostras possuiram o0s genes codificadores de

carbapenemases informados anteriormente (blaxpc =32, blanpm=12, blaoxa-4s-iike=22).

A identificacdo da variante alélica dos genes blakpc, blanpm € blaoxa-ss-ike TOi
realizada através de sequenciamento do produto de PCR obtido de todas as 66 amostras
incluidas no estudo. Todas as amostras positivas para KPC apresentaram a variante alélica
blakpc-2, as amostras positivas para NDM apresentaram a variante alélica blaxpw-1 € as

amostras positivas para OXA-48-like apresentaram a variante alélica blapxa-s7o.
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Tabela 4.1: Espécimes clinicos e estados de origem das 66 amostras de K. pneumoniae produtores de carbapenemases.

NUmero de amostras isoladas nos Estados — Regides Geograficas

Espécimes
CFI)inicos Norte e Nordeste Sudeste e Sul Centro- Oeste Total n(%)
AL AM CE PE MA MG ES RJ SC DF GO
Catéter 1 )
e (KPO) 1 (KPC); 1 (NDM) 1(KPC) | 2 (KPC) 6(8,9)
Liquidos
abdominais 1 (KPC) 1(14)
Liquor 1 (NDM) 1(1.4)
Urina 1(KPC) | 1 (KPC) (Kf,c) 1 (KPC) 1(:%3_); 12(((3NXDA,\'A4)8' 2 (KPC) | 1(KPC) | 12(17.9)
Sangue (Kéc) 2 (KPC) | 3 (KPC) 1(KPC) | 1 (KPC); 4 (NDM) 5(KPC) | 1(KPC) | 18(26.,8)
Secrecbes
do trato .
respiratbrio 1 (OXA-48-like) 1(KPC) | 1(kPC) | 4(59)
inferior
Swab retal 20 (O)Eﬁ;l&-)llke); 4 24 (36,3)
1
ND (KPC) 1(1,4)
Total:n(%) | 1(14) | 1(14) | 344) | 469 | 114 | 229 | 314) 37 (56,0) 1(1,4) | 10049 | 3@4) | 66(100)
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4.2 Detecgdo das regides flanqueadoras dos genes codificadores de carbapenemases

(blakpc-2 € blanpm-1)

A pesquisa do ambiente genético onde 0s genes blakpc-2 € blanpm-2 estdo inseridos foi
realizada nas 32 amostras positivas para blakpc., € nas 12 amostras positivas para blanpm-1
incluidas no estudo. Em todas as amostras foi possivel amplificar as sequencias tnpA e
ISKpn6, caracterizando a estrutura parcial do transposon Tn4401. Em nenhuma das amostras
obtivemos amplificacdo das sequencias invertidas repetitivas IR. Em 84,3% (27/32) das
amostras foi possivel obter amplificacdo por PCR da regido da sequencia de insercdo ISKpn7
(703 pb) que caracteriza a isoforma b deste transposon.

Em relacdo ao gene blanpm-1, todas as amostras amplificaram uma regido de 1567pb
correspondente a sequencia de inser¢do ISAbal25, ao gene blaypm-1 € a0 gene bleys.
(relacionado a resisténcia a bleomicina). Assim, em todas as amostras foi possivel observar a

associacdo dessa carbapenemase com o ambiente genético descrito na literatura.

4.3 Determinacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

4.3.1 Difusdo em agar

Classificamos como resistentes as amostras classificadas como intermediarias e
resistentes nos testes aplicados. Através do teste de difusdo em agar, foram observados altos
percentuais de resisténcia aos antimicrobianos testados de acordo com os critérios do CLSI
2015 (Tabela 4.2).

Em relacdo ao perfil de resisténcia global de todas as amostras incluidas no estudo
(n=66), observamos alta resisténcia aos beta-lactamicos testados [cefotaxima (98,4%),
cefepime (96,9%), ceftazidima (95,4%), piperacilina/tazobactam (100%)]. O menor
percentual de resisténcia observado foi a fosfomicina/trometamol (22,7%). 93,9% das
amostras foram resistentes a ciprofloxacina e 87,8% a sulfametoxazole/trimetoprima. Em
relacdo aos aminoglicosideos testados, 63,6% das amostras foi resistente a gentamicina e

68,1% a amicacina.

As amostras positivas para blakpc, (n=32) foram 100% resistentes a
piperacilina/tazobactam e mais de 90% das amostras foram resistentes a cefotaxima,

cefepime, ceftazidima. Em relagdo as outras classes de antimicrobianos, 96% foram
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resistentes a ciprofloxacina, 84% a sulfametoxazole/trimetoprima, 65,2% a gentamicina e

amicacina; e 21% a fosfomicina/trometamol.

Se tratando das amostras positivas para blanpm: (n=12), observamos 100% de
resisténcia a todos os beta-lactamicos testados. Em relacdo aos aminoglicosideos, observamos
75% de resisténcia a gentamicina e 25% a amicacina. 75% das amostras foram resistentes a
sulfametoxazole/trimetoprima e a  ciprofloxacina, e  8,3%  resistentes a

fosfomicina/trometamol.

Dentre as amostras positivas para blapxa-szo (n=22), observamos 100% de resisténcia a
todos os beta-lactamicos testados. Observamos também 100% de resisténcia a ciprofloxacina,
sulfametoxazole/trimetoprima, enquanto 95,5% foram resistentes a amicacina, 54%

gentamicina e 31% a fosfomicina/trometamol.

Através da analise estatistica, observamos que em relacdo a amicacina, os diferentes
percentuais de resisténcia observados (amostras positivas para blakpc., = 65,2%; blanpm-
1=25%; blaoxa-370=95,5%) foram estatisticamente significativos entre os grupos [blakpc-2 €
blanpm-1 (p= 0,0151); blanpm-1 € blaoxa-s7o (p= 0,000016) e blakec2 € blaoxasn (p=
0,009579)]. Em relacdo a ciprofloxacina, os percentuais observados também foram relevantes
[blakpc € blanpw-r (p= 0,0245) e blanpms € blaoxas7o (p=0,03676)]. Ja, frente a
sulfametoxazole/trimetoprima, observamos diferenca significativa entre as amostras positivas

para blanpm-1 € blapxa-37o (p=0,0368).

4.3.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima frente a carbapenemas,

tigeciclina e polimixina B

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima através de Etest mostrou altos
niveis de resisténcia aos carbapenemas de acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI
2015 e resisténcia variavel a polimixina B e tigeciclina de acordo com os critérios da Nota
Técnica N°01/2013 da ANVISA entre as amostras produtoras de carbapenemases (Tabela
4.2).

Dentre todas as amostras produtoras de carbapenemases 0s percentuais de resisténcia
foram: 98,5% para meropenem; 96,9% para imipenem; 68,1% para tigeciclina; e 6,0% para
polimixina B. As CIMs, foram para estes antimicrobianos foram respectivamente: 16.0 pg/ml;

24 pg/ml; 1.5 pg/ml; 0.75 pg/mil.
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Dentre as amostras positivas para blakpc.2, 0bservamos 96,8% de amostras resistentes
a imipenem e meropenem, com CIMsy de >32.0 ug/ml para todos os carbapenemas. Para
tigeciclina, 62,5% foram resistentes com CIMsy =1.5 pg/ml. Frente & polimixina B, 3,1%

foram resistentes com CIMso = 0.75 pg/ml.

Nas amostras positivas para blanpm-1, observamos 100% resistentes a imipenem e
meropenem (CIMso = 32ug/ml para meropenem e 24.0 pg/ml para imipenem). 8,3% das
amostras foram resistentes a polimixina B (CIMsy = 0.5 pg/ml) e 33,3% resistentes a

tigeciclina (CIMso = 1.0 pg/ml).

Dentre as amostras positivas para blaoxa-szo, observamos 100% de amostras
resistentes a meropenem e 95,4% resistentes a imipenem. A CIMsy foi 2.0 pg/ml para
imipenem e 6.0 pg/ml para meropenem. 95,4% das amostras foram resistentes a tigeciclina
(CIMsp = 1.5 pg/ml) e 9,0% resistentes a polimixina B (CIMsp = 1.5 pg/ml).

Através da analise estatistica, observamos que o maior percentual de resisténcia a
tigeciclina das amostras positivas para blaoxa-s7o foi estatisticamente significativo quando
comparado com as amostras positivas para blakpc» € blanpm-1 [blanom-1 € blaoxaszo (p=
0,0002); blakpc-2 € blaoxa-370 (p= 0,00530)].

Em relagdo a comparacédo da variacdo das CIM, observamos que as amostras positivas
para blapxa-370 Obtiveram menores concentracdes inibitdrias minimas frente a meropenem e
imipenem quando comparadas as amostras positivas para blakpc, € blanpm-1 [para
meropenem: blanpm-1 € blaoxa-370 (p=0,046), blakpc-2 € blapxa-370 (p=0,0001); para imipenem:

bIaNDM_1 e b|ao)(A_37o (p:0,0234), b|aKpc_2 e b|ao)(A_37o (p:0,0001)].
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Tabela 4.2: Susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases através do método de difusdo em agar

e concentracao inibitoria minima através do Etest.

Difusdo em Agar Concentracao Inibitéria Minima (Etest)
Perfil de Resisténcia* - N(%0) Meropenem Imipenem Tigeciclina Polimixina B
resist.
R CIM R CIM R NS CIM
CTX FEP CAZ PTZ GEN AK CIP SXT FOT NGO o Var. NOO o Var. N(%) CIMg, Var. NGO o Var.
Produgio | 3L 30 29 32 21 212 31° 27 7 31 050-| 31 10- 20f 050-] 1 0.25 -
de KP S 32.0 - 15 : 075 =,
eKPC-2 | (96,9) (938) (906) (1000) (652) (652) (969) (844) (219) | (96,8) 32.0° | (96,8) 32.0° | (62,5) 1201 (31) 16.0
~ a b c f
Proglégao 12 12 12 12 9 3 9 9 1 12 0s0.| 12 o 10- 4 L, 03 1 b 038
NDM-1 | (100,0) (100,0) (100,0) (100,0) (750) (250) (750) (750) (83) |(100,0) 3201 (100,0) ' 32.0° | (333) ’ 80 | 83) ’ 3.0
Produgdo | 22 22 22 22 12 212 220 22¢ 7 22 21 21 X 2 .
de OXA- 60 15 20 O75- 15 L0 15 050
370 | (100,0) (100,0) (100,0) (100,0) (545) (955) (100,0) (100,0) (31,8) | (100,0) 32.0%| (95,4) 32.0° | (95,4) 80 | (9,0 4.0
65 64 63 66 42 45 62 58 15 65 | 64 i 45 | 6 .
TOTAL 160 92 200 075 15 038 075 0%
(98,4) (96,9) (954) (100,0) (63,6) (681) (939) (87.8) (22,7) | (984) 320 | (96,9) 320 | (68,1) 120 | (6,0) 16

Legenda: CTX: cefotaxima; FEP: cefepime; CAZ: ceftazidima; PTZ: piperacilina/tazobactam; GEN: gentamicina; AK: amicacina; CIP: ciprofloxacina; SXT:

sulfametoxazole/trimetoprima; FOT: fosfomicina/trometamol; R: resisténcia; CIM: concentragdo inibitéria minima; Var.: variacdo da concentra¢do inibitéria minima; *:

classificamos como resistentes as amostras classificadas como intermediarias e resistentes nos testes.

Para nivel de significancia de 95%:
% Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blagpc., € blayom.: (p= 0,0151); blaypwm.: € blagxa-azo (p= 0,000016) e blakpc., € blapxaszo (P= 0,009579).

b Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaxpc., € blanpm-1 (p= 0,0245) e blanpm.: € blagxa-s70 (p=0,03676).
¢ Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaypm-1 € blagxa-azo (p= 0,0368).

d Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaypm.1 € blaoxa-z70 (p=0,046) € blakpc.» € blagxa-370 (p=0,0001).

¢ Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaypm.1 € blaoxa-azo (p=0,0234) e blakpc.» € blagxa-a7o (p=0,0001).
f Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaypm.1 € blagxa-370 (p= 0,0002) e blakpc.» € blagxa-s70 (p= 0,0053).
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4.3.3 Anélise de perfil de multirresisténcia

Realizamos a analise do perfil de multirresisténcia de acordo com o0s critérios
estabelecidos por Magiorakos et al, 2012 (185), conforme descrito na metodologia (topico
3.5.3). Os antimicrobianos testados foram categorizados em nove classes. Neste critério, a
amostra € considerada multirresistente quando apresenta resisténcia a trés categorias de

antimicrobianos.

Observamos ao todo 14 perfis distintos de multirresisténcia sendo todas as amostras
incluidas neste trabalho consideradas multirresistentes. Uma amostra positiva para blanpm-1
foi resistente a somente trés categorias enquanto nove amostras (sete positivas para blapxa-s7o
e duas para blakpc.2) foram resistentes a oito das nove classes de antimicrobianos testadas,
sendo sensivel somente a polimixina B. Trés amostras (uma positiva para blakpc» € duas
positivas para blapxa-370) foram resistentes também a oito classes, sendo sensiveis somente a
fosfomicina. Observamos também que todas as amostras resistentes a polimixina B foram

sensiveis a fosfomicina/trometamol.

O perfil de multirresisténcia mais encontrado entre todas as amostras produtoras de
carbapenemases foi a resisténcia a todas as classes, com exce¢do de polimixina B e
fosfomicina, sendo responsavel por 43,9%. Este perfil foi mais frequente também entre as
amostras positivas para blakpc» € blaoxa-3s7o (43,8% e 54,5% respectivamente). Entre as
amostras positivas para blanpm-1, 0 perfil mais encontrado foi a resisténcia a todas as classes,
com excecdo da polimixina B, tigeciclina e fosfomicina (n=6, 50%). Os perfis de

multirresisténcia observados estdo disponibilizados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3: Perfis de multirresisténcia aos antimicrobianos observados nas amostras de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases segundo o

critério de Magiorakos e colaboradores (2012) (185).

Antimicrobianos
Beta-lactamicos (03 classes) Demais classes (06 classes) N (%) N (%) N (%)
s | cotanplo o | _pe | SO | amosra | et )
apresentando esbectro Selielis beta.— Aminoglic. sintese Qe | Cetltel B . FosfﬁﬁiCO pos:;:\;as poslafll’\z;as poslafll’\z;as amostras
resisténcia lactamase do folato blawor. blamys. bl
MEM |/ KPC-2 OXA-370 NDM-1
CTX/CAZ/FEP IMP PTZ AK/GN SXT CIP TIG PB FOT
8 NS NS NS NS NS NS NS S NS 2 (6,3) 7 (3L,8) - 9 (13,6)
8 NS NS NS NS NS NS NS NS S 1 (3,1 2 (9,1) 3 (4,5)
7 NS NS NS NS NS NS NS S S 14 (43,8) | 12 (54,5) 3 (25,0) 29 (43)9)
7 NS NS NS NS NS NS S S NS 1 (3,1 - - 1 (1,5)
7 S NS NS NS NS NS NS S NS 1 (31 - - 1 (1,5
7 NS NS NS S NS NS NS S NS 1 (3,1 - - 1 (1,5)
6 NS NS NS NS NS NS S S S 6 (188) | 1 (4,5 6 (50,0 13 (19,6)
5 NS NS NS NS S NS S S S 2 (6,3) - - 2 (3,0
5 NS NS NS S NS NS S S S 1 (3,1 - - 1 (1,5)
5 NS NS NS S S NS NS S S 1 31 - - 1 (1,5
5 NS NS NS S S NS S S NS 1 (3,1 - - 1 (1,5)
5 NS NS NS S S S NS NS S - - 1 (8,3) 1 (1,5)
4 NS NS NS S S S S S NS 1 (3,1 - 1 (8,3) 2 (3,0
3 NS NS NS S S S S S S - - 1 (0,0 1 (1,5)
Legenda: CTX: cefotaxima; FEP: cefepime; CAZ: ceftazidima; PTZ: piperacilina/tazobactam; GEN: gentamicina; AK: amicacina; CIP: ciprofloxacina; SXT:

sulfametoxazole/trimetoprima; FOT: fosfomicina/trometamol; PB: polimixina B; TIG: tigeciclina; NS: Nao suscetivel; S: sensivel.
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4.4 Deteccdo dos genes codificadores de beta-lactamases

Dentre todas as amostras incluidas no estudo, observamos altos percentuais de
positividade para os genes blactx-m (n= 51; 77,2%), blasyy (n=63; 95,4%), blatem (n= 59;
89,5%).

O gene blasyy foi encontrado em mais de 91% das amostras produtoras de
carbapenemases. O gene blatgm foi encontrado em todas as amostras positivas para blakpc-, €
blanpm-1 tendo sido observado em 68,1% (n=15) das amostras positivas para blapxa-so.
Assim, observamos um valor de p significativo na comparacdo da deteccdo de blargm nas
amostras positivas para blapxa-37o quando comparamos com as amostras positivas para blakec-

2 € blanpm-1 (p=0,00062 e p=0,0317 respectivamente).

As amostras positivas para blapgxaszo tiveram também o maior percentual de
positividade para blactx-m (N=20; 90,9%) e blasyy (n=22; 100%). As amostras positivas para
blakpc2 € blanpm-1 apresentaram os seguintes percentuais de positividade respectivamente:
blactx-m (n=22; 68,7%) e blasyy (n=30; 93,7%); blactx-m (n=9; 75%) e blasuy (n=11; 91,6%)
(Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Percentual de deteccdo de genes codificadores das beta-lactamases blactx-m,
blasyy € blatem nas amostras produtoras de carbapenemases do tipo KPC, NDM e OXA-370.

Fendtipo de resisténcia aos carbapenemas Total amostras
Amostras Amostras Amostras rodutoras de
Beta-lactamases positivas para positivas para positivas para cgrbapenemase
blakpc.» (N=32) blanpms (N=12)  blagxa sz (N=22) (n=66)
blacTx.m (%0) 22 (68,7%) 9 (75%) 20 (90,9%) 51 (77,2%)
blasv(%0) 30 (93,7%) 11 (91,6%) 22 (100%) 63 (95,4%)
blarem(%0) 32 (100%0)* 12 (100%0)* 15 (68,1%0)* 59 (89,5%)

Para nivel de significancia de 95%o:
# Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaypwm.1 & blagxa-s7o (p= 0,0317); blakec.»
e bIaOXA_370 (p:0,00062)

Observamos associacdo de genes codificadores de beta-lactamases em todas as
amostras sendo a associacdo de blasyy, blactx-m € blargm @ mais encontrada, presente em
66,6% das amostras, seguida da presenca de blasyy e blargm presente em 17,9% das amostras
(Tabela 4.5).
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Tabela 4.5: Perfil de deteccdo das beta-lactamases blactx-m, blasyyv € blatem nas amostras
produtoras de carbapenemases do tipo KPC, NDM e OXA-370.

Fenotipo de resisténcia aos carbapenemas
Total amostras

Perfil de deteccéo de beta- Amc_)s_tras Amc_)s_tras A_mostras produtoras de
lactamases positivas positivas positivas para carbapenemase
para blakpc, para blaypm-1 blaoxa-s7o (n=66)
(n=32) (n=12) (n=22)
blacrxw (+).blasav (+)blarew (+) 21 (656%) 9 (75%) 14 (636%) 44 (66,6%)
bIaCTx.M (+),b|aSHV (+),b|aTEM (') - - 6 (27,2%) 6 (8,9%)
blacrxm (+).blagay ().blarem (+) 1 (3,2%) - - 1 (1,4%)
blacrxm (),blasay (+).blarem (+) 9 (28,1%) 2 (16,6%) 1 (4,5%) 12 (17,9%)
bIaCTx_M ('),bIaSHV (+),b|aTEM (') - - 1 (4,5%) 1 (1,4%)
blactx-m (-), blasny (-),blarem (+) 1(3,2%) 1(8,3%) - 2 (2,9%)

4.5 Deteccdo dos genes codificadores de resisténcia a aminoglicosideos

Dentre os genes codificadores de metilases, somente um foi encontrado: o gene rmtB
foi detectado na amostra CCBH14393 positiva para blaoxa-szo. Em relacdo aos genes
codificadores de enzimas modificadoras de aminoglicosideos, o gene aadB ndo foi observado
em nenhuma amostra. A presenca do gene aadA foi mais frequente nas amostras positivas
para blanpm-1 quando comparadas as amostras positivas para blakec2 (p= 0,018) e blaoxa-370
(p=0,0003).

O gene aac(6’)-1b foi 0 mais encontrado nas amostras positivas para blakpc.2 (93,75%)
e nas amostras positivas para blaoxa-szo (100%), enquanto que o aac(3")-lla foi o mais
observado entre as amostras positivas para blanpm-1 (91,6%). A deteccdo de aac(3")-1la foi
significativamente menor nas amostras positivas para blaoxa-szo em relacdo as demais
[blanpm-1 € blapxa-370 (p=0,00001) e blakpc-2 € blaoxa-s70 (p= 0,000066)] (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6: Percentual de deteccdo de genes relacionados a resisténcia a aminoglicosideos
aac(3’)-lla, aadA e aac(6')-1b nas amostras produtoras de carbapenemases do tipo KPC,

NDM e OXA-370.

Fenotipo de resisténcia aos carbapenemas Total amostras
Resisténcia a Amostras Amostras Amostras produtoras de
aminoglicosideos positivas para positivas para positivas para  carbapenemase
blakpc., (N=32) blanpm-1 (N=12) blagxa-sr (N=22) (n=66)
aadA 14 (43,7%)* 10 (83,3%)% 4 (18,1%)? 28 (42,4%)
aac(3)-1la 22 (68,7%)" 11 (91,6%)" 3 (13,6%)° 36 (54,5%)
aac(6")-1b 30 (93,75%) 10 (83,3%) 22 (100%) 62 (93,9%)

Para nivel de significancia de 95%:

® Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blagpc., € blaypm.1(p= 0,018); blaypw.: €
blaoxa-a70 (P=0,0003).

b Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaypm.: € blaoxaszo (p= 0,00001) e
bIaKpc.z [ bIaOXA.370 (p: 0,000066)

Observamos associacdo de genes codificadores de aminoglicosideos em todas as
amostras, sendo a associa¢do de todas as enzimas a mais observada (30,3% das amostras),
seguida da presenca de apenas aac(6’)-1b em 34,3% das amostras (Tabela 4.7).

Tabela 4.7: Perfil de deteccdo de genes relacionados a resisténcia a aminoglicosideos
aac(3)-lla, aadA, aac(6')-1b e rmtB nas amostras produtoras de carbapenemases do tipo

KPC, NDM e OXA-370.

Fenotipo de resisténcia aos carbapenemas
Total amostras

Perfil de detecgéo de Amostras Amostras
genes de resisténcia a positivas para positivas para A_mostras AEENIIESCE
aminoglicosideos bla bla positivas para  carbapenemase
oy o blapxa-s7 (N=22) (n=66)
(n=32) (n=13)
aadA(+), aac(3')-lla (+),
aac(6)-1b(-), rmtB(-) 1 3.1%) ' ' 1 {45%)
agﬁ(ﬁ;))@e(ifggr)mlt?(() ) 3 (9.3%) i 3 (13,6%) 6 (9,0%)
i 1% - 105
aadA("), aac(3’)-11a (+), 10 (31,2%) 1(7,6%) 1 (4,5%) 12 (18,1%)

aac(6')-1b(+), rmtB(-)

aadA(-), aac(3")-lla(+), 0 0
aac(6")-1b(+), rmtB(+) ] ) 1(.5%) L L5%)

om0 10 - 26

aadA (-), aac(3')- l1a (), 7 (21,8%) ; 16 (72,7%) 23 (34,3%)

aac(6')-1b(+), rmtB(-)
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4.6 Deteccdo dos genes codificadores de resisténcia a quinolonas

Os trés genes de resisténcia a quinolonas pesquisados foram encontrados entre as
amostras testadas, sendo os percentuais observados: 56,0% para gnrB (n=37); 53,0% para
gnrS (n=35) e 17,9% para gnrA (n=12).

Dentre as amostras positivas para blakpc-2, 0bservamos a deteccao de gnrB em 93,7%,
gnrS em 78,1% e qnrA em 15,6% das amostras. Dentre as amostras positivas para blanpm-1,
observamos varidveis percentuais de deteccdo desses genes, com maior positividade para o

gene gnrS (66,6%). Nenhuma amostra positiva para blapxa-37o foi positiva também para gnrB.

Através do teste estatistico, observamos que a presenca do gene gnrB foi
significativamente maior nas amostras positivas para blakpc, quando comparadas com as
amostras positivas para blanpm-1 (p= 0,00422905) e blapgxa-370 (p= 0,00000000001), enquanto
que o gene gnrS foi significativamente menos encontrado nas amostras positivas para blapxa-
370 que as demais [blanpm-1 € blapxaszo (p= 0,0009094) e blakpc. € blaoxas (p=
0,00000061)] (Tabela 4.8).

Tabela 4.8: Percentual de deteccdo de genes relacionados a resisténcia a quinolonas gnrA,

gnrB e gnrS nas amostras produtoras de carbapenemases do tipo KPC, NDM e OXA-370.

Fendtipo de resisténcia aos carbapenemas Total amostras
Resisténcia a Amostras Amostras Amostras produtoras de
quinolonas positivas para positivas para positivas para  carbapenemase
bIaKpc.2 (n:32) bIaNDm.l (n:12) blao)(A.370 (n=22) (n:66)
qnrA (%) 5 (15,6%) 5 (38,4%) 2 (9,0%) 12 (17,9%)
qnrB(%) 30 (93,7%)* 7 (58,3%)° - (0%)? 37 (56,0%)
qnrs(%) 25 (78,1%)° 8 (66,6%0)° 2 (9,0%)" 35 (53,0%)

Para nivel de significancia de 95%:

? Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para de blakpc., € blaypw.: (p= 0,00422905);
blaypm-1 € blaOXA_370 (p=0,0001472) e blaKpc_z e blaOXA_37o (p= 0,00000000001)

b Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaypm.: € blaoxazz (p= 0,0009094) e
bIaKpC_z e bIaOXA_370 (p: 0,00000061)

Observamos associa¢do de genes codificadores de resisténcia a quinolonas em 49
amostras (74,2%), sendo a associacdo de gnrB e qnrS a mais encontrada, presente em 36,3%
das amostras. Em 19 amostras (37,3%) nao foi detectado nenhum dos genes gnr pesquisados
(Tabela 4.9).
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Tabela 4.9: Perfil de deteccdo de genes relacionados a resisténcia a quinolonas gnrA, gqnrB e

gnrS nas amostras produtoras de carbapenemases do tipo KPC, NDM e OXA-370.

Fendtipo de resisténcia aos carbapenemas

Total amostras

Perfil de deteccdio de genes ~ A\mostras AMESLTES AMOStras — yroqutoras de
de resisténcia a quinolonas ~ Positivas  positivas para  positivas para 5 rpyanenemase
para blakec-» blanom-1 blaoxa-s70 (n=66)
(n=32) (n=12) (n=22)
gnrA (+),gnrB (+), gnrS (+) 4 (12,5%) 2 (16,6%) - 6 (9,0%)
gnrA (+),gnrB (-), gnrS (+) - 1 (8,3%) - 1(1,5%)
gnrA (+),gnrB (=), gnrS () 1 (3,2%) 2 (16,6%) 2 (9,0%) 5 (7,5%)
gnrA (-),gnrB (+), gnrS (+) 21 (65,6%) 3 (25%) - 24 (36,3%)
gnrA (-),qnrB (+), gnrS () 5 (15,6%) 2 (16,6%) - 7 (10,6%)
gnrA (-),qnrB (-), gnrS (+) - 2 (16,6%) 2 (9,0%) 4 (6,0%)
gnrA (-),qnrB (-), gnrS (-) 1 (3,2%) - 18 (81,8%) 19 (28,7%)

4.7 Deteccdo dos genes relacionados a viruléncia

Os genes entB, fimH e ycfM foram detectados em todas amostras estudadas, ja 0s

genes cf29a, IroN e magA ndo foram encontrados. Os demais genes foram descritos em
percentuais variaveis (Tabela 4.10).

Observamos diferencas estatisticas significativas em relacdo a deteccdo dos genes kfu
e ybtS. O gene kfu foi mais observado nas amostras positivas para blanpm-1 quando
comparadas as demais amostras [blakpc-2 € blanpm-1 (p= 0,00032688); blanpm-1 € blaoxa-370
(p= 0,0002118)]. Em relacdo ao gene ybtS, este foi mais encontrado nas amostras positivas

para blakpc.2, quando comparamos com as amostras positivas para blapgxa-z7o (p=0,00019).
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Tabela 4.10: Percentual de deteccdo de genes relacionados a viruléncia nas amostras

produtoras de carbapenemases do tipo KPC, NDM e OXA-370.

Fenotipo de resisténcia aos carbapenemas

Total amostras

Genes de viruléncia A_n_105tras Amt_)s_tras A_mostras produtoras de
positivas para  positivas positivas para carbapenemase
blakpc-2 para blanpm-1 blaoxa-s7o (n=66)
(n=32) (n=12) (n=22)
produciode KD 30(937%) 12 (100%) 22 (100%) 64 (96,9%)
fimbrias e cf29a - (0%) - (0%) - (0%) - (0%)
adesinas fimH 32 (100%) 12 (100%) 22 (100%) 66 (100%)
ycfM 32 (100%) 12 (100%) 22 (100%) 66 (100%)
Transporte de —X 4(125%)° 8 (66,6%)° 1 (4,5%)° 13 (19,6%)
forro 6 IroN - (0%) - (0%) - (0%) _ - (0%)
siderdforos ybtS 17 (53,2%) 2 (16,6%) 1 (4,5%) 20 (30,3%)
entB 32 (100%) 12 (100%) 22 (100%) 66 (100%)
Frﬁﬂggfg magA - (0%) - (0%) - (0%) - (0%)
Metabollsmo—yis 2 (6,25%) 1(8,3%) - (0%) 3 (4,4%)

Para nivel de significancia de 95%:

# Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blagpc., € blagxa-s7o (p= 0,00032); blaypw-
1€ bIaOXA.370 (p: 0,00021)

® Diferenca estatisticamente significativa entre amostras positivas para blaxec., € blaoxa.s70 (p=0,00019).

4.8 Analise do polimorfismo genético através de PFGE

Foi observado um total de 30 grupos clonais nas amostras positivas para
carbapenemases, sendo 21 grupos clonais nas amostras positivas para blakpc., (n=32), sete
grupos clonais nas amostras positivas para blanpm-1 (n=12) e dois grupos clonais nas amostras
positivas para blaoxaszo (n=22). Ndo observamos amostras com o0s mesmos perfis de
fragmentacdo por PFGE produtoras de diferentes carbapenemases. Consideramos como
pertencentes ao mesmo grupo clonal amostras com no minimo 80% de similaridade, com

auxilio do software GelCompar Il (versdo 1.50), utilizando o coeficiente de Dice.

Dentre as amostras positivas para blakpc-2, 0s grupos clonais mais frequentes foram
KPC_C (n=8; 25%), KPC_Q (n=3; 9,3%), KPC_A (n=2; 6,25%) e KPC_B (n=2; 6,25%).
Vale ressaltar que ndo observamos um grande numero de clones prevalentes se tratando das
amostras positivas para blakpc., Visto que as amostras incluidas neste trabalho foram

selecionadas a partir da dissertacdo de mestrado. Ja entre as amostras positivas para blanpm-1,

83



0 grupo clonal mais encontrado foi NDM_A (n=5; 41,64%). Entre as amostras positivas para
blaoxa-370, 95,4% pertenceram ao clone OXA-370_A (n=21).

Abaixo podemos observar o dendrograma gerado através do software GelCompar Il

com um representante de cada grupo clonal (Figura 4.1).
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. ) Grupo Estado e nUimerode Numero
PRoEs R MRS IR PFGE2 clonal ST amostras do grupo clonal total

' ' ' : : : : KPC_F 138 GO(=1) 1
KPC_L 759 PE(n=1) 1

KPC_Q 340  DF(n=1) 1

_‘ NDM_E 365  RJ(n=1) 1

KPC_C 11 CE(n=1); PE(n=1):RJ(n=1);DF(n=4);GO(n=1) 8

KPC_E 25  DF(n=1) 1

— KPC_D 17 ES(n=1) 1

NDM_A 37 RJ(n=5) 5

1 KPC_P 839  DF(n=1) 1
— KPC_G 323 MG(n=1) 1
OXA370.A 16 RJ(n=21) 21

— NDM_G 1803 RJ(n=2) 2

NDM_B 138 RJ(n=1) 1

KPC_H 755  DF(n=1) 1

15 — KPC_R 840  GO(n=1) 1
NDM_C 323 RJ(n=1) 1

KPC_J 757 CE(m=1) 1

_| KPC_S 841 AM(n=1) 1

NDM_D 340  RJ(n=1) 1

KPC_K 758 MA(M=1) 1

— KPC_M 760  RJ(n=1) 1
T KPC_B 13 PE(n=1); MG(n=1) 2
—] KPC_A 437  CE(n=1); SC(n=1) 2
KPC_O 838  DF(n=1) 1

KPC_N 837  DF(n=1) 1

OXA-370_B 1041 RJ(n=1) 1

KPC_T 842  ES(n=1) 1

— KPC_I 756 RJ(n=1) 1
KPC_U 855  PE(n=1) 1

— NDM_F 1588 RJ(n=1) 1

Figura 4.1: Dendrograma representativo dos 30 perfis de fragmentacdo de DNA cromossomal encontrados nas 66 amostras de K. pneumoniae

produtoras das carbapenemases blakpc-2, blanpm-1 € blaoxa-370, Obtido através do software GelCompar |l.
85



4.9 Analise do polimorfismo genético atraves de MLST.

A partir da analise da tipagem genética por PFGE, foi selecionado pelo menos um
representante de cada clone para serem processadas pelo MLST para a defini¢cao do “sequence
type”, totalizando 48 amostras (KPC=32; NDM=12 e OXA-370=4) (Tabela 4.11). Vale
ressaltar que selecionamos apenas quatro amostras positivas para blaoxa-s7o (trés pertencentes
ao grupo clonal OXA-370_ A e uma do grupo clonal OXA-370 B) devido a grande
similaridade através do PFGE das 22 amostras classificadas como OXA-370_A (Tabela 4.11).

Observamos 30 grupos clonais por PFGE e 27 sequence types diferentes através do
MLST. Esta diferenca ocorreu porque os grupos clonais KPC_F e NDM_B foram
classificados como ST138; os grupos clonais KPC_G e NDM_C foram classificados como
ST323; e KPC_Q e NDM_D foram classificados como ST340. Estes grupos clonais, apesar
de serem classificados como pertencentes ao mesmo ST, apresentaram perfis de fragmentacao
de DNA cromossdmico distintos como € possivel observar na Figura 4.1. Informacdes

referentes a analise de MLST podem ser observadas na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11: Distribuicao dos perfis clonais em relacdo aos sequence types das 67 amostras

de K. pneumoniae produtores de carbapenemases.

Perfil de Perfil cc ST Perfil alélico N° de
resisténcia PFGE gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB amostras
KPC_A 11 437 3 3 1 1 1 1 31 2
KPC B - 13 2 3 1 1 10 1 19 2
KPC_C 11 11 3 3 1 1 1 1 4 8
KPC D 16-17 17 2 1 1 1 4 4 4 1
KPC_E - 25 2 1 1 1 10 4 13 1
KPC F - 138 18 22 26 23 31 13 49 1
KPC G - 323 2 1 1 1 09 1 93 1
KPC H - 755 4 1 1 1 25 1 35 1
KPC | - 756 2 9 1 1 13 1 10 1
'gg';?;f/r:: KPC J 11 757 3 3 1 1 1 1 2 1
ara KPC K  758-840-1041 758 2 1 1 1 7 1 19 1
blage, _KPCL - 759 2 1 1 6 7 1 4 1
KPC M - 760 2 1 71 1 4 3 18 1
KPC N - 837 29 24 21 27 44 22 175 1
KPC O - 838 16 24 21 49 47 22 176 1
KPC P - 839 3 1 1 1 09 4 177 1
KPC Q 11 340 3 3 1 1 1 1 18 3
KPC R 758-840-1041 840 2 1 1 1 7 1 9 1
KPC S - 841 18 15 64 59 11 13 51 1
KPC T - 842 18 67 26 63 142 1 169 1
KPC U 11 855 3 3 1 1 1 1 26 1
NDM_A - 37 2 9 2 1 13 1 16 5
NDM_B - 138 18 22 26 23 31 13 49 1
Apg;‘i’;f/rfss NDM C - 323 2 1 1 1 9 EE 1
ara NDM_D 11 340 3 3 1 1 1 1 18 1
blaggy, _NDM_E - 365 16 18 57 62 76 22 104 1
NDM _F - 1588 2 6 1 3 10 1 56 2
NDM_G - 1803 18 22 161 22 11 13 192 1
Amostras - OXA- 16-17 % 2 1 2 1 4 4 4 3

positivas 370 A

para OXA-

blaoxa a7 370 B 758-840-1041 1041 2 1 1 1 7 1 22

[y

Com a ajuda do software Eburst disponivel on line (http://eburst.mlst.net/), avaliamos
a relacdo filogenética entre os sequence types. Considerando amostras pertencentes ao mesmo
Complexo Clonal aquelas que apresentaram diferenca em apenas um alelo do MLST,
observamos trés complexos clonais entre os 27 ST descritos, 0 CC11, CC16-17 e CC758-840-
1041.

Dentre as amostras testadas, 16 pertenciam ao CC11, sendo 15 positivas para blakpc-2
pertencentes aos sequence types ST11, ST340, ST437, ST757, ST855 e uma positiva para
blanpm-1 do ST340. O CC16-17 contemplou uma amostra positiva para blakpc2 (ST17) e trés
amostras positivas para blapxa-370 (ST16). Ja o CC758-840-1041, foi formado por duas
amostras positivas para blakpc, (ST758 e ST840) e uma positiva para blaoxa-s7o (ST1041)
(Figura 4.2).
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Figura 4.2: Figura produzida pelo software Eburst, apresentando a relacdo ancestral dos 27
sequence types encontrados e os trés complexos clonais: CC11, o CC16-17 e o CC758-840-
1041.

4.10 ldentificacdo dos plasmidios carreadores dos genes codificadores de

carbapenemases

Realizamos a metodologia de extracdo plasmidial, corrida em gel de agarose,
transferéncia para membrana e hibridizacdo dos plasmidios com as sondas para detec¢do dos
genes codificadores de carbapenemases (blakpc-2, blanom-1 € blaoxa-370) em 48 amostras,
sendo ao menos um representante de cada grupo clonal definido por PFGE/MLST (KPC=32;
NDM=12; OXA-370=4). A extracdo dos plasmidios foi realizada através da metodologia de
Kado e Liu nas amostras positivas para blakpc., durante a dissertacdo de mestrado, S1
nuclease nas amostras positivas para blapxa-3s7o € ambas as técnicas nas amostras positivas

para blanpm-1.

Nas amostras positivas para blakec2, conseguimos observar marcacdo com a sonda
blakpc, em 31 amostras (96%), com excecdo da amostra CCBH6030 (grupo clonal
KPC_D/ST17). Na amostra negativa, a técnica de S1 nuclease foi realizada, porém sem éxito.
Os plasmidios marcados com a sonda blakpc-2 apresentaram tamanho entre de 58 e 2kb, sendo
que 41,9% (13/31) deles tiveram o tamanho aproximado de 40kb. Em sete amostras o gene

blakpc-2 foi observado em mais de uma banda de plasmidio (Tabela 4.12).

Nas amostras positivas para blanpm-1, SO conseguimos observar a marcagdo dos

plasmidios em uma amostra, CCBH13327, num plasmidio de 190 kb. Nas demais amostras,
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apesar de terem sido tentadas ambas as técnicas de extracdo plasmidial (Kado e Liu; e S1

nuclease), nao foi possivel identificar os plasmidios possivelmente carreadores do gene
b|aNDM-1 (Tabela 4.12).

Nas amostras positivas para blapxa-37o, 0Observamos marcacdo em plasmidios nas 04

amostras avaliadas (trés amostras do ST16 e uma amostra do ST1041). Na amostra
CCBH13796 (ST1041), encontramos um plasmidio de 50 kb. Na amostra CCBH13791,

pertencente ao ST16, encontramos marcacdo num plasmidio de 117kb. Nas duas outras

amostras do mesmo ST (CCBH14393 e CCBH14420) observamos marcacdo em um

plasmidio de 25kb (Tabela 4.12).

Tabela 4.12: Plasmidios carreadores dos genes blakpc-2, blanpm-1 € blaoxa-37o das 48 amostras

em que a extragdo plasmidial e hibridizag&o foram realizadas.

Hibridizacao
Pe.l‘fil d? Amostra ST CC Sonda Sonda
resisténcia Sonda blagpc blaxon; blaox s
CCBH5623 437 11 40kb - -
CCBH5625 755 - 40kb - -
CCBH5641 340 11 20kb e 13kb - -
CCBH5658 11 11 60kb - -
CCBH5659 138 - 60kb - -
CCBH5745 340 11 40kb - -
CCBHS5788 13 - 5kb - -
CCBH5982 11 11 40kb - -
CCBH5991 11 11 40kb - -
CCBH6010 837 - 44kb - -
CCBH6030 17 16-17 ND - -
CCBH6091 756 - 40kb - -
CCBH6209 11 11 40kb - -
Amostras CCBH6298 838 - 40kb - -
positivas para  CCBH6306 839 - 40kb - -
blakec-2 CCBH6354 757 11 39kb - -
CCBH6366 437 11 40kb - -
CCBH6370 11 11 48kb, 25kb e 3kb - -
CCBH6428 323 - 58kb e 6kb - -
CCBH6511 840 758-840-1041 10kb - -
CCBH6524 758 758-840-1041 40kb - -
CCBH6527 855 11 21kb, 7kb e 3kb - -
CCBH6530 13 - 39kb - -
CCBH6556 340 11 50kb, 15kb e 6kb - -
CCBH6566 841 - 6kb - -
CCBH6603 842 - 40kb - -
CCBH6633 11 11 43kb - -
CCBH6707 25 - 33kb - -
CCBH6740 11 11 15kb, 7kb e 5kb - -
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Perfil de Hibridizacao

resisténcia EATITRIF U e Sonda blaypc Sonda Sonda
blanpwm blagxa-am
Amostras CCBH6742 759 - 46kbélfl)5kb € - -
positivas para "~ cCcpHg798 11 11 5kb - -
blakpc.-
CCBH6806 760 ; 40kb ; R
CCBH13327 323 ; ; 190kb R
CCBHI5668 37 ; ; ND R
CCBHI5669 37 ; ; ND R
CCBHI5779 365 - - ND -
CCBH15948 37 ; ] ND -
Amostras CCBHI5949 37 ] ] ND R
positivas para
blanonss CCBH16046 1588 ; ; ND R
CCBH16047 340 11 ; ND R
CCBH16302 138 - - ND -
CCBH16328 1588 ; - ND R
CCBH16385 1803 ; ] ND -
CCBH16528 37 ] ] ND -
CCBHI13791 16 16-17 ] ; 117kb
Amostras  CCBHI3796 1041 758-840-1041 ; ; 50kb
pof)'lg(‘)’ii z‘:ra CCBHI4393 16 16-17 - - 25kb
CCBH14420 16 16-17 - - 25kb

Legenda: ND: ndo determinado.

4.11 Andlise do sequenciamento gendmico

Com o objetivo de investigar mais profundamente as bactérias produtoras de
carbapenemases selecionamos 11 amostras para a realizacdo do sequenciamento genémico:
cinco positivas para blakpc2, [CCBH5623 — ST437 (CC11); CCBH5745 — ST340 (CC11);
CCBH5982 — ST11 (CC11); CCBH6306 — ST839; CCBH6707 — ST25] sendo trés amostras
provenientes do CC11, o mais importante mundialmente se tratando de amostras positivas
para blakpc-2; trés amostras positivas para blapxa-z7o (CCBH13796 — ST1041, CCBH14119 —
ST16, CCBH14393 — ST16) correspondentes aos dois sequence types encontrados nas
amostras de OXA-370 em nosso trabalho; trés amostras positivas para blanpm-1 (CCBH13327
— ST323; CCBH15949 — ST37, CCBH16302 — ST138), uma correlacionada ao sequence type

mais observado dentre as amostras positivas para blaypm-1 € duas amostras de outros ST.

Devido a disponibilidade de verbas e a boa reprodutibilidade entre as técnicas de
sequenciamento utilizadas, realizamos o sequenciamento utilizando duas metodologias: 454
da Roche (duas amostras positivas para blakpc2: CCBH5623 — ST437 e CCBH5982 — ST11)
e Illumina MiSeq (demais amostras). As montagens dos genomas sequenciados pela
plataforma 454 da Roche foram realizadas através do Newbler, enquanto as montagens dos

90



dados do Illumina foram realizadas com o software A5-MiSeq pipeline. As informacdes das

corridas e das montagens dos genomas podem ser observadas na

Tabela 4.13.

A amostra CCBH13796 positiva para blaoxa-z7o do ST1041 apresentou os parametros
de corrida e de montagem do genoma diferente das demais amostras (

Tabela 4.13). Dessa forma, realizamos uma avaliacdo do genoma da amostra através

das plataformas KmerFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/servicessfKmerFinder/, que realiza a

predicdo da espécie através da utilizagdo de um algoritmo especifico) e SpeciesFinder

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/SpeciesFinder/ , que realiza a predicdo da espécie utilizando

os dados do 16S do genoma). Esta amostra foi considerada como K. pneumoniae pelos dois
métodos de predicdo mas que continha também DNA proveniente de Burkholderia sp.
Acreditamos que esta amostra tenha sido contaminada durante a preparacdo para 0
sequenciamento gendmico que foi realizado posteriormente as demais metodologias. Por esta
amostra ser representativa do unico clone diferente encontrado positivo para blapxa-a7o,
decidimos manté-la em nossas analises, utilizando esta amostra somente na pesquisa de genes

relacionados e ja descritos em amostras de K. pneumoniae.
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Tabela 4.13: Caracteristicas das corridas de sequenciamento e da montagem dos genomas das 11 amostras produtoras de carbapenemases.

Nmero total Tamanho Tamanho  Sequencias

Perfilde — pmostra s Metodo Reads de bases médiodas | 28NN Copertira CO“te;’ do Contigs N5y go maior codificadoras RNA
resisténcia seq. geradas do genoma GC (%) gerados . .
geradas reads geradas contig de proteinas
CCBH5623 437 (R‘;if]e) 106.857 121.933012  676pb 5543078 21X  57.3% 81 203700 560.490 5362 90
CCBH5745 340 |, MISEU 3104622  563.502.381 289pb 5870.155 95X  56.9% 71 220.445 516.965 5708 119
posgr';’as CCBH5982 11 (R‘Liﬁe) 134075  85.183.936 667pb 5706.127 14X  57.2% 104 145821 435763 5574 85
blakec-, MiSeq
CCBHG306 839 . il 2335042 665614319 285 pb 5495411 121X  57.4% 98 195563 371.307 5214 123
CCBH6707 25 (Mﬁ?ga) 2675.928  762.225.440 285 pb 5643638 135X  57.1% 48 273291 505.892 5389 111
CCBH13327 323 , MiSed 1407108  334.997.634 226 pb 6.023.847 55X  56.6% 106  133.213 598.663 5722 99
po;;[:;/as CCBH15949 37 (||'\|/|ulr?1?r?a) 3.238.938 944.147564  291pb 5800512 162X  56.6% 72 326590 584.148 5538 117
blanom-1 MiSeq
CCBH16302 138 . il 3552084 1036061615 290 pb 6.039.753 171X  56.9% 74 281436 1.006522 5833 116
CCBH13796 1041 , MISed 3161190  915.989.996 289pb  13.139.197 69X  61.8% 3280  7.889  788.823 12948 187
posgr';’as CCBH14119 16 (II'\I/luIr?l?r?a) 2.952.490 860.748.748 291 pb 5639.872 152X  57.1% 73 262182 576.005 5431 117
blagxa-a7o MiSeq
CCBH14393 16 . i 3.066.638  882.460.427 287 pb 5791.080 152X  57.0% 92 290378 712.448 5570 104

Legenda: Método seq.: método de sequenciamento.
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4.11.1 Analise de genes de resisténcia adquiridos

Realizamos a pesquisa de genes de resisténcia adquiridos que causam resisténcia a
beta-lactdmicos, quinolonas, aminoglicosideos e outros antimicrobianos associados a K.
pneumoniae através das plataformas disponiveis online ResFinder e BIGSdb-Kp. Os genes de
resisténcia encontrados estdo demostrados na Tabela 4.14.
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Tabela 4.14: Caracteristicas das amostras e genes de resisténcia encontrados no Sequenciamento Genémico.

Amb. Genes de resisténcia adquiridos encontrados no sequenciamento gendémico
Material ~ Susc. aos carbapenem. Genes de Genes de Genes de Genes de resisténcia a outros antimicrobianos
Amostra ST e VA o o
Clinico ATB resisténcia a beta- resisténcia a resisténcia a - - -
Transp  Plas lactamicos aminoglicosideos quinolonas Fos Sulf MSL Fenic Tetrac Rif  Trim
blakpc.-; blacTx.m.1s; qnrB1; aac(6")Ib- tet(D);
5623 437 Sangue AK, PB Tn4401b 40kb  blagyy.11; blatem.1; aac(6")Ib-cr; aacC2 e fosA sull mphA catB3 tet(R), - dfrA30
cr; 0gxA; ogxB
bIaOXA_l tet(A)
5745 340  Urina  AK,FOT,PB Tndd0lb 40kb b'aKP%IZéb'aCTX'M'“; StrA; strB; aacC2 ogxA; 0gxB  fosA sul2 - - - - -
SHV-11
O AK, FOT, TIG, blakpc.2; blasuy-1; aac(3)-lia; . ] ]
c% 5982 11 Sangue PB Tn4401 b 40kb blareus: blaoyas aadA;aac(6)- Ib 0QxA; 0ogxB fosA sull mphA catAl dfrA12
= FEP,CAZ,
6306 839 Sangue GN,AK, Tn4401 b 40kb blakpc.o; blagyy.1 - 0QgXxA; ogxB fosA - - - tet(D) - -
SXT,TIG, PB
ISKpn6 e blakec.2; blacrx-m-s; sull:
6707 25 Urina FOT, PB tnpA 33kb  blagyy-11: blatem.1; aac(6')-1b; aadA 0QgxA; 0gxB fosA sul2’ - cmlAl - - dfrA15
blagxa-e
bla ; bla ; .
Swab ISAba 190k NDM-Ly B FCTXM2 aac(3)-lia; aac(6')-  qnrAl; ogxA; dfrA16
13327 323 retal FOT, PB 125 b blasyy-ge: blarem-1s; Iq;aadA2 00xB fosA  sull - catAl tet(D) arr-5 -dfrA8
blacare-2
I blanom-1; blacTxm.1s;
= NDM-1, CTX-M-15» v _~r- . ' _
S 15949 37 Sague  FOTPB 108 ND  blaguy.y blarey; 200 )0l 226(3) qgf_Bjdf:_cgl'Bb fosA sul2 - catB3 - . dfrAl4
= bIaOXA-l ) ’ ) ’
bla ; bla ;
Swab ISAba NDM-1 9CTX-M-15 qac(6")Ib-cr; aac(3)-  qnrB1; aac(6')lb-
16302 138 retal AK, FOT, PB 125 ND bIaTEt,\),;_é, blaoxa-1: lia: strB: strA cr: 0gXA; 00XB fosA  sul2 - catB3 - - dfrAl4
OKP-B
13796 1041 ASPrado Ly roT pB ND  50kp Pldoxasoblacrima oacayfia-aac)-Ib ogxA;ogxB  fosA sull - - tetd) - -
traqueal blagyy.101; blarem.1
g Swab GN, FOT, TIG, blapgxa-a7o; blacTx.m.  @ac(6')lb-cr; aadA2; aac(6")Ib-cr; )
§. 14119 16 retal PB ND ND 5 blagy.1 blagkas  aph(3)-la; ant(3)-la 0GXA; 0GxB fosA sull mphA catB3 NEG dfrA12
(3? Swab blaoxa-z7o; DlacTw. aai?gglet)nlc(: ;te:g\ﬁi\? aac(6")Ib-cr; sull;
14393 16 retal FOT, PB ND 25kb  4s5; blagpy.a; blarem.s: aacA4; aac(3)-lid; 0gXA; 00xB fosA sul2 mphA catB3 tet(G) arr-3 dfrAl2

blaoxa-1; blapxa-

StrA, strB; rmtB

Legenda: Susc. aos ATB: susceptibilidade aos antimicrobianos; Transp: transposon; Plasm: plasmidio; Aminoglic.: aminoglicosideos; Fos: fosfomicinas; Sulf: sulfonamidas; MLS : macrolideos,
lincosaminas e estreptrograminas; Fenic.: fenicois; Tetrac.: tetraciclinas; Rif.:rifampicinas; Trim.: trimetoprima; WT: proteina sem mutacdo; AK: amicacina; PB: polimixina B; FOT:
fosfomicina/trometamol; TIG: tigeciclina; FEP: cefepime; CAZ: ceftazidima; GN: gentamicina; SXT: sulfametoxazole/trimetoprima.
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4.11.1.1 Avaliacdo do ambiente genético dos genes de resisténcia.

A avaliacdo do ambiente genético dos genes codificadores de carbapenemases (blakec,
blanom € blaoxa-s70), de resisténcia mais significativos epidemiologicamente encontrados
[blacTx-m; aac(6')Ib-cr; gnr, rmtB], bem como nos genes encontrados em todas as amostras
testadas (ogxA, ogxB e fosA) foi realizada a partir da analise minuciosa da anota¢do dos

contigs (usando a plataforma de anotacéo automatica RAST e avaliagdo junto ao BLAST).

4.11.1.1.1 Ambiente genético dos genes codificadores de

carbapenemases blaxpc, blanom € blaoxa-37o

Nas amostras CCBH5623 (ST437) e CCBH5982 (ST11), o gene blakpc., foi
encontrado em contigs de 50.627 pb e 50.454 pb respectivamente, tamanho similar aos
plasmidios  experimentalmente encontrados (aproximadamente 40kb). Realizando
comparagOes no BLAST, observamos que estes contigs apresentaram 99% de identidade com
o plasmidio pKPC_FCF3/SP de 54,6 kb, isolado em 2009 de uma amostra de K. pneumoniae
do ST442, obtida de uma hemocultura em Sdo Paulo (Numero de acesso GenBank:

CP004367.2). Neste plasmidio, 0 gene blakpc-2 encontra-se associado ao Tn4401 isoforma b.

Comparando-se a sequencia dos contigs com o plasmidio do banco de dados, a
amostra CCBH5623 apresentou uma delecdo de 3.979 pb e a amostra CCBH5982 de 4.153 pb
na regido que codifica o gene secA (funcdo desconhecida) e uma proteina hipoteética. A figura

representativa da estrutura do plasmidio das amostras encontra-se a seguir.
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Figura 4.3: Figura representativa do plasmidio carreador do gene blakpc., nas amostras
CCBH5623 e CCBH5982. Assinalado em uma elipse vermelha estd a regido do transposon
Tn4401 e em destaque na parte inferior da imagem, encontra-se a regido com delecdo em

comparacao com o plasmidio pKPC_FCF3/SP.

Na amostra CCBH5745 (ST340), o gene blakpc-, foi encontrado em contigs de 53.565
pb e experimentalmente obteve um plasmidio de aproximadamente 40kb. Apos analise do
BLAST observamos que esta amostra apresentou também 99% de identidade com o plasmidio
pKPC_FCF3/SP isolado em Séo Paulo. Observamos mutac6es pontuais silenciosas (que nao
modificaram a sequencia primaria das proteinas codificadas) em genes de transposases mas
encontramos uma inser¢do de uma adenina provocando alteragéo no quadro de leitura do gene

secA, cuja funcéo é desconhecida.

Na amostra CCBH6306 (ST839), cujo plasmidio experimentalmente também
apresentou aproximadamente 40kb, observamos o gene blakpc-2 num contig de 50.170 pb.

Assim como as demais amostras, apresentou identidade de 99% com o plasmidio
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pKPC_FCF3/SP. Entretanto, observamos algumas diferencas na estrutura: trés delecdes (uma
de 74 nucleotideos upstream do gene resP, uma dele¢do de 370 nucleotideos downstream do
gene repA e uma delecdo de 3993 nucleotideos contemplando diferentes genes). Assim como
no plasmidio da amostra CCBH5745, observamos uma insercdo de uma adenina provocando
alteracdo no quadro de leitura do gene secA de funcéo desconhecida. A imagem representativa

do plasmidio pode ser observada abaixo (Figura 4.4).

1 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 3,993

12,062 12,561 13,061 13,561 14,061 14,561 15,061 15,561 16,054
—- e — - — T — s |

\ ccgD CDS ‘—ccgc CDS——hypothetical protein CDIS—% hypothetical protein CDS hypothetical protein CDS
minor silk ampullate protein CDS  hypothetical protein CDS  hypothetical protein CDS hypothetical protein CDS

Delecio encontrada
na amostra
CCBH6306 quando
comparada ao
plasmidio
pKPC_FCF3/SP

Tn4401

isoformab

Delegdode

Plasml’dio 370nt
carreador do
gene blagp-,na

amostra
CCBH6306

=

Figura 4.4: Figura representativa do plasmidio carreador do gene blakpc., na amostra
CCBH6306. Assinalado em uma elipse vermelha esta a regido do transposon Tn4401 e em
destaque na parte superior da imagem, encontra-se a regido com delecdo em comparagdo com
o0 plasmidio pKPC_FCF3/SP.

O gene blakpc-2 foi encontrado na amostra CCBH6707 (ST25) num contig de 46759
pb, tamanho similar ao encontrado experimentalmente (aproximadamente 33kb). Realizando
uma busca com o BLAST, observamos 99% de identidade com o plasmidio pKP13d, isolado

de uma K. pneumoniae do ST442 (cepa Kp13) e obtida de hemocultura em Londrina, Parana
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em 2009. Em comparacdo com este plasmidio, a amostra CCBH6707 apresentou uma

insercdo de 1.364 nucleotideos, codificando duas transposases (Figura 4.5).

source Klebsiella pneumeniae subsp. pneumoniae Kp13

Plasmidio carreador do

gene blaypc, na amostra
CCBH6707

Insercao encontrada
quando comparado
com a sequencia do
plasmidio pKP13d

—SlEN T — D —
transposase

Figura 4.5: Figura representativa do plasmidio carreador do gene blakpc, na amostra

CCBHG6707. Assinalado em uma elipse vermelha esta a regido de insercdo em comparacgéo

com o plasmidio pKP13d.
Nesta amostra, 0 gene blakpc-, esta associado upstream a ISKpn6, e por uma resolvase
do transposon Tn3-like (KP0599). Abaixo, podemos observar a figura representativa do

ambiente do gene codificador de KPC-2 nesta amostra (Figura 4.6).
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ISKpn6 Tn3-like

T, T,
v KICA — [orC- KPOG?OZ_T— blagpc, -HP— KP05699 — KP05720 —— parA -
CGC/G l
i IRR of Tn3

GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCA

500 nt

Figura 4.6: Figura representativa da regido flanqueadora do gene blakpc., na amostra
CCBHG6707. Imagem adaptada de Ramos e colaboradores, 2014 (205).

Nas amostras CCBH13327 e CCBH15949, o gene blanpm-1 foi encontrado em contigs
de 6.400 pb e 5.948 pb, respectivamente. Realizando comparac6es no BLAST, observamos
que estes contigs apresentaram 99% de identidade com uma regido do plasmidio pEc2A
isolado de uma E. coli produtora de NDM-1 recuperada de swab retal e isolada no Rio de
Janeiro em agosto de 2013 (NUmero de acesso GenBank: KR822247). Nestas amostras, 0
gene blanpw-1 estava associado ao Tn3000 que contem os genes ISAbal25 e bleyg. além de
outros elementos genéticos. A estrutura deste elemento genético esta sinalizada abaixo
(Figura 4.7).

groEL gene truncated at 3' by insertion of IS3000 tat TDS bIeMjL CDS/bIaNDM-1 CcDSs

tnpA IS3000 CDS : tnpA IS3000 CDS
| l
groES CDS ‘

cutA1 CDS trpF CDIS ISAba125 truncated at 5' by isertion of IS3000

Figura 4.7: Figura representativa do Tn3000, ambiente genético do gene blanpm-1 Nas
amostras CCBH13327 e CCBH15949.

Na amostra CCBH16302, o gene blanpm-1 também esteve associado ao Tn3000
entretanto em um contig maior de 11.143 pb. Esse contig apresentou 99% de identidade com
o0 plasmidio pNDM15-1091 isolado de uma Providencia rettgeri (NUumero de acesso
GenBank: CP012903.1). Alem da presenca do transposon neste contig observamos também o
gene gnrB1, relacionado a resisténcia a quinolonas. A estrutura do contig onde o blanpm-1 foi
encontrado na amostra CCBH16302 pode ser observada abaixo (Figura 4.8).
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groEL gene truncated at 3' by insertion of IS3000 blaNDM-1

1 | {npA 1S3000 CDS W ~t
tnpAI CDS qnrB1 groES CD : bleMBL CEIg ISAba125-delta
yghA CDS pspF CDS cutA1 CDS  trpF CDS tnpA IS3000 CDS

Figura 4.8: Figura representativa do contig carreador do gene blaxpm-1 € gnrB1 na amostra
CCBH16302.

J& nas amostras positivas para blapxa-s70 (CCBH13796, CCBH14119 e CCBH14393),
0 gene blapxasz foi encontrado em contigs de 4.899 pb, 3.531 pb e 5.502 pb,
respectivamente. Realizando comparacbes no BLAST, observamos que estes contigs
apresentaram similaridade com uma regidao do plasmidio p87F-2, isolado de um Enterobacter
hormaechei no Rio Grande do Sul, primeira amostra a ser reportada a presenca desse gene
(NUmero de acesso GenBank: KJ488943.1). Nestas amostras, 0 gene blaoxa-s7o €stava
flanqueado upstream por uma transposase da familia Tn3 truncada pela sequencia de insercédo
IS5075-like e downstream por uma transposase da familia Tn4 truncada por uma IS15-like. A

estrutura deste elemento genético esta sinalizada abaixo (Figura 4.9).

tnpA gene - IS5075-like | \ | blaOXA-370 CDS

blaOXA-370 regulatory, blaOXA-370 regulatory’
tnpA gene; truncated at the 5' TnpA,; truncated at 5' by insertion of IS15-like IS

Figura 4.9: Figura representativa do ambiente genético do gene blaoxa-s70 encontrado nas
amostras CCBH13796, CCBH14119 e CCBH14393.

Além da analise do ambiente genético do gene codificador da OXA-370, realizamos
comparacOes entre as 10 sequencias distintas de genes da familia blaoxa-ss-iike disponiveis no
GenBank. Realizamos esta analise pelo fato desta enzima ter sido descrita recentemente e seu
perfil de hidrélise frente aos beta-lactamicos ndo estar muito bem estabelecido na literatura.
Para avaliar se as diferencas a nivel proteico encontradas seriam consideradas deletérias ou
neutras, ou seja, se provavelmente afetariam ou ndo a funcédo da enzima quando comparada a
sequencia da OXA-48, utilizamos a plataforma on-line Provean

(http://provean.jcvi.org/index.php). Esta ferramenta tem a funcdo de prever se uma

substituicdo de aminoacido, inser¢bes ou delecdes terdo impacto sobre a fungdo bioldgica da
proteina.
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Observamos que em algumas amostras as mutacdes encontradas foram preditas como
possivelmente deletérias pelo software Provean: a delecdo na enzima OXA-163
(211,YSTRIEP,YDT); as trocas de valina por alanina na posi¢do 45 e troca de um &cido
aspartico por uma glicina na posi¢cdo 154 na enzima OXA-199 (V45A, D154G); mudanca de
um &cido glutdmico para tirosina na posicdo 125 da enzima OXA-245 (E125Y), bem como a
delecdo na enzima OXA-247(211,YSTRIEP,SNT), na mesma regido da delecdo encontrada
na enzima OXA-163. De acordo com a literatura, as enzimas que possuem um perfil de
hidrolise menor frente aos carbapenemas quando comparadas a enzima OXA-48 sdo as
enzimas OXA-163 e OXA-247, que apresentaram delecfes nas mesmas regides da enzima
classificadas como possivelmente deletérias pelo software Provean. As mutagdes encontradas,
bem como a predicdo do software Provean estdo na Tabela 4.15.

Tabela 4.15: Diferencas a nivel proteico encontradas nas enzimas da familia OXA-48-like

Perfil hidrélise frente aos beta-lactamicos de

Enzima Mutacao comparada com a OXA-48 .
acordo com a literatura

OXA-162 T213A Semelhante a OXA-48

Pouca atividade efetiva contra carbapenemas;
OXA-163 21LYSTRIEP,YDT* perfil de hidrolise similar a enziman) ESBL
OXA-181 T104A, N110D, E168Q , S117A Semelhante a OXA-48
OXA-199 H38Y, V45A* D154G* Semelhante a OXA-48
OXA-204 98,QT,HR Semelhante a OXA-48
OXA-232 T104A, N110D, E168Q , S117A, R214S Semelhante a OXA-48
OXA-244 R214G Semelhante a OXA-48
OXA-245 E125Y* Semelhante a OXA-48
OXA-247 211,YSTRIEP,SNT* Pouca atividade efetiva contra carbapenemas
OXA-370 S212E Nao estabelecido

Legenda= *: mutagdo predita como deletéria pelo software Provean.
4.11.1.1.2 Ambiente genético dos genes blactx-m

O gene blacrx-m-15 foi encontrado em seis amostras: duas positivas para blakpc-2
(CCBH5623 e CCBH5745), duas positivas para blanpm-1 (CCBH15949 e CCBH16302) e
duas amostras positivas para blapxa-s7o (CCBH14119 e CCBH14393). Nas duas amostras
positivas para blanpm-1 € na amostra CCBH5745 (positiva para blakpc-2), esse gene foi
encontrado associado a ISEcpl em um contig de aproximadamente 11kb, albergando também
0s genes blargv-1 (codificador de beta-lactamase), strA e strB (codificadores de resisténcia a
aminoglicosideos) e sul2 (resisténcia a sulfonamidas). Nas demais amostras, observamos
somente parte da estrutura (transposase tnpA downstream da ISECpl e blactx-m-15). A
imagem representativa do ambiente genético do blacrtx.m-15 dessas amostras estd abaixo

(Figura 4.10).
101



TnpA CDS - ISEcp1 trrnsposase Tnoj CDS TnpA] CDS  strA fene

SRR —Jd—)- —  e—
gene-YJ4 trrAgere-3 NP pep— e
blaCTX-M-15 gene blaTEM-1 gene strB gene sul2 gene

Figura 4.10: Figura representativa do ambiente genético dos genes blactx-m-1s, blatem-1, StrA,
strB e sul 2 encontrado nas amostras CCBH15949, CCBH16302 e CCBH5745.

Na amostra CCBH13327, o gene blacrx-m-2 foi encontrado em um contig de 4.805 pb,
associado a uma transposase putativa e gackE (Figura 4.11). J& o gene blactx-m-s foi
encontrado na amostra CCBH6707 num contig de 2.722 pb associado aos elementos
genéticos 1S26 e 1S10 (Figura 4.12).

putative transposase CDS blaCTX-M-2 gack CDS

Figura 4.11: Figura representativa do ambiente genético do gene blacrtx.m-2 na amostra
CCBH13327.

blaCTX-M-8 CDS

tnpA CDS
Figura 4.12: Figura representativa do ambiente genético do gene blactx.ms na amostra
CCBH6707.

4.11.1.1.1 Ambiente genético do gene rmtB

A Unica metilase encontrada no nosso trabalho foi a rmtB, descrita na amostra positiva
para blapxa-370 CCBH14393. Esse gene foi descrito em um contig de 9.312 pb associado ao
gene blatem.1, tet(A) e a transposases dos elementos ISCR15b e ISCR1. A estrutura do

ambiente genético deste gene esta descrita abaixo (Figura 4.13).
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transposase CDS ISCR1 tnpA IS91 family

| I I Z
Na+/H+-exchanging protein CDS rloEL CDS Tet(A[) CDS Tetracycline resistance repressor CDS
blaTEM CDS ISCR15b transposase CDS putative LysR-type transcriptional regulator CDS

Figura 4.13: Figura representativa do ambiente genético do gene rmtB na amostra
CCBH14393.

4.11.1.1.1 Ambiente genético do gene aac(6’)-1b-cr

O gene aac(6)-1b-cr, que confere resisténcia concomitantemente a aminoglicosideos e
quinolonas, foi encontrado também em cinco amostras: uma positiva para blakpc-2
(CCBH5623), duas positivas para blaypm-1 (CCBH15949 e CCBH16302) e duas amostras
positivas para blapxa-37o (CCBH14119 e CCBH14393). Nessas as amostras, esse gene foi
encontrado na mesma estrutura genética que apresenta similaridade com o plasmidio pHg da
amostra K. pneumoniae ATCC BAA-2146, produtora de NDM-1 pertencente ao ST11 e
isolada nos Estados Unidos em 2010 (Numero de acesso GenBank: CP006662.2). Neste
plasmidio, observamos a sequencia de insercdo 1S26 associada a cassetes Qgénicos
codificadores de outros genes de resisténcia: blapxa-1 (beta-lactamase) e catB3 (resisténcia a

fenicois). A imagem representativa dessa regido esta na Figura 4.14.

Intearon cassette oxa1l attC Integron cassette aacA4 attC
- <
mobile element
g blaOXA-1 aac(6")-Ib-cr CDS

Transposase CDS

Figura 4.14: Figura representativa do ambiente genético dos genes aac(6’)-1b-cr; blapxa-1 €
catB3 nas amostras CCBH5623, CCBH15949, CCBH16302, CCBH14119 e CCBH14393.

A amostra CCBH14393 apresentou 0 gene aac(6’)-1b-cr em dois contigs: na estrutura
supracitada e também numa regido similar a uma regido de integron. Nesta regido,
encontramos 0s cassetes génicos codificadores dos genes aac(6’)-1b-cr e arr-3 associados
com a regido 3°CS conservada do integron completa (que alberga os genes gacEdeltal e sull)

entretanto, ndo observamos o gene da integrase nessa estrutura (Figura 4.15).
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» qacEdeltal gene

Figura 4.15: Figura representativa do ambiente genético dos genes aac(6’)-1b-cr; arr-3;
gacEdeltal e sull na amostra CCBH14393.

4.11.1.1.2 Ambiente genético dos genes gnr

O gene gnrB1 foi encontrado nas amostras CCBH5623, CCBH15949 e CCBH16302,
e 0 gene gnrAl, na amostra CCBH13327. Na amostra CCBH16302, o gene gnrB1 foi
encontrado na mesma estrutura genética do gene blanpm1 (Figura 4.8). Na amostra
CCBH5623, 0 gene gnrB1 estava associado ao operon Psp (ativador transcricional) (Figura
4.16) e na amostra CCBH15949, também ao gene Psp e a transposases (Figura 4.17). Ja o
gene gnrAl estava associado aos genes ampR e gacEdeltal (Figura 4.18).

Psp operon transcriptional activator CDS gnrB1 CDS

Figura 4.16: Figura representativa do ambiente genético do gene qnrBl na amostra
CCBH5623.

' transposase Tn3 CDS 7z qnrB1 g | .

Psp operon transcriptional activator CDS dehydrogenase CDS transposase CDS
Figura 4.17: Figura representativa do ambiente genético do gene gnrBl na amostra
CCBH15949.

gnrA1 gene ampR gene |

gacEdeltal gene
Figura 4.18: Figura representativa do ambiente genético do gene gnrAl na amostra
CCBH13327.

4.11.1.1.3 Ambiente genético dos genes ogxA e ogxB

Os genes ogxA e ogxB foram encontrados em todas as amostras sequenciadas incluidas
no trabalho, bem como o gene codificador de seu regulador ogxR e de seu ativador rarA. Os
genes ogxA e ogxB codificam a bomba de efluxo OgxAB envolvida na resisténcia a
quinolonas mas também descrita associada a resisténcia a beta-lactamicos, tigeciclina e

cloranfenicol. Além de ter sido detectada em todas as amostras, esta bomba foi localizada no
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mesmo ambiente genético. A analise do BLAST na regido de 11kb proxima a bomba apontou
para 99% de identidade com regides de cromossomo de outras K. pneumoniae do banco de
dados, incluindo amostras produtoras de KPC-2 e NDM-1 (Ndmeros de acesso
GenBank: CP011989.1 e CP006659.2). O ambiente desta bomba esta descrito na imagem
abaixo (Figura 4.19).

HTH-type transcriptional regulator DmIR Agmatinase (EC 3.5.3.11) CDS
] | oqxB CDS | |
rarA gene oQgxA CDS ogxR Xylose isomerase-like TIM barrel
NAD(P)H-flavin oxidoreductase CDS Transcriptional regulator GbuR CDS

Figura 4.19: Figura representativa do ambiente genético dos genes ogxA e ogxB em todas as
amostras incluidas no estudo.

4.11.1.1.4 Ambiente genético dos genes fosA

O gene fosA, que tem sido associado a resisténcia a fosfomicina, também foi
encontrado em todas as amostras sequenciadas incluidas no estudo. Nas amostras positivas
para blakpc, (CCBH5623, CCBH5745, CCBH5982 e CCBH6306) e nas amostras positivas
para blanpm-1 (CCBH13327 e CCBH15949) este gene foi encontrado na mesma regido do
genoma que apresentou identidade de 99% com o cromossomo da K. pneumoniae ATCC
BAA-2146 multirresistente produtora de NDM-1 pertencente ao ST11 coletada em 2010 nos
Estados Unidos (Accession number: CP006659.2). A amostra positiva para blakpc-2
CCBHG6707 apresentou estrutura semelhante, mas devido a uma delecdo, o gene upstream,

codificador de regulador de transcricéo, esta truncado.

Nas amostras positivas para blapxa-3zo (CCBH14119 e CCBH14393) e na amostra
positiva para blanpm-1 (CCBH16302) este gene foi flanqueado downstream por uma enzima
codificadora de sistema Tipo 1 de restricdo. Ja na amostra CCBH14796, positiva para blanpw-
1, ha regido downstream ao gene observamos uma proteina hipotética. A imagem

representativa das regides onde o fosA foi encontrado esta abaixo (Figura 4.20).
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Amostras:

KPC: 5623, 5745,

5982 e 6306
NAD(P)H TR Fos TR TR Secretion PTN

NDM: 13327 e
15949 ABC transport

KPC: 6707 ~ NAD(P)H TR Fos " TR TR Secretion PTN

OXA-370: 14119 - :
e 14393 NAD(P)H TR Fos Type | restriction-modification system

NDM: 16302 ABC transport

OXA-370: 13796 ~ NAD(P)H TR Fos o hypothetical protein TR
el
fosA

Figura 4.20: Figura representativa do ambiente genético do gene fosA nas amostras. Na area
do retangulo vermelho, esta sinalizado o gene fosA observado nas amostras. Legenda: TR:
transcriptional regulator; ABC transport: ABC transporter; NAD(P)H: NAD(P)H

oxidoreductase; Secretion PTN: putative secretion protein.

4.11.2 Analise de mutac6es em genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos

Realizamos pesquisa de mutacdes observadas nas proteinas relacionadas a resisténcia a
quinolonas, tigeciclina, fosfomicina, regulador da bomba OgxAB (gene ogxR); e genes

codificadores das porinas.
4.11.2.1 Mutacdes relacionadas a resisténcia a quinolonas

Realizamos pesquisa de mutagdes na regido determinante de resisténcia as quinolonas
(quinolone resistance determining region - QRDR) nas proteinas codificadas pelos genes
gyrA, gyrB, parC, parE. Encontramos mutac6es relacionadas a resisténcia a esta classe em
GyrA, ParC e ParE. As amostras CCBH5623, CCBH5745 e CCBH 5982, que sdo positivas
para blakpc.2 pertencentes ao Complexo Clonal 11, apresentaram as mesmas mutacGes em
GyrA (S83I) e em ParC (S81I) assim como as amostras CCBH14119 e CCBH14393 do ST16
positivas para blapxa-s7zo (GyrA - S83F e D87N; ParC — E84K; ParE — S459T). A amostra
CCBH13796 apresentou duas mutagdes em GyrA: S83I; D87N.

Nas amostras CCBH6306 e CCBH6707 (positivas para blakpc.2); CCBH13327,
CCBH15949 e CCBH16302 (positivas para blaypm-1) ndo observamos nenhuma mutacao. As

mutacgdes encontradas estdo exemplificadas na Tabela 4.16.
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Tabela 4.16: MutacOes encontradas nas proteinas codificadas pelos genes alvo das
quinolonas (gyrA, parC e parE).

Mutagdes nas proteinas alvo das

Perfil de resisténcia Amostra ST quinolonas
GyrA ParC ParE
CCBH5623 437 S83l S80I WT
N CCBH5745 340 S83l S8ol WT
Amos"aglng('i"as Pard —ccBHs9s2 11 s83l S80I WT
CCBH6306 839 WT WT WT
CCBHG6707 25 WT WT WT
. CCBH13327 323 WT WT WT
Amos”flgsj:_'l"as Para ~"cCBH15949 37 WT WT WT
CCBH16302 138 WT WT WT
CCBH13796 1041  S83I; D87N WT WT

Amostrsls positivas para  CCBH14119 16  S83F; D87N E84K S459T
Aoxa-
OXASTO CCBH14393 16  S83F; D87TN  E84K  S459T

Legenda= WT: nenhuma mutacéo encontrada.

4.11.2.2 Mutac0es relacionadas a resisténcia a tigeciclina

Realizamos pesquisa de mutacBes observadas nas proteinas geradas pelos genes
codificadores da bomba de efluxo AcrAB-TolC (acrA, acrB e tolC) e reguladores dessa
bomba de efluxo (acrR, marA, marR, ramA, ramR, rob, rpsJ, soxR e soxS), visto que esta
bomba tem sido relacionada a resisténcia a tigeciclina e também a outros antimicrobianos.
Comparamos as sequencias das amostras com a sequencia da amostra de K. pneumoniae
MGHT78578, sensivel a esse antimicrobiano, depositada no GenBank (NUmero de acesso
GenBank: CP000647.1). Avaliamos também a presenca do gene tetX, que tem sido associado

com resisténcia a tigeciclina.

Para avaliar se as mutacdes encontradas seriam deletérias ou neutras, utilizamos a

plataforma on-line Provean (http://provean.jcvi.org/index.php) que é uma ferramenta que

prevé se uma substituicdo de aminoacido, insercdes ou delecdes terdo impacto sobre a funcao

bioldgica da proteina.

O gene tetX néo foi detectado nas amostras e ndo encontramos mutagdes no gene rpsJ.
Na amostra CCBH5623, positiva para blaxpc2 € resistente a tigeciclina (CIM=4.0 pg/ml)

encontramos mutagdes possivelmente deletérias de acordo com o Provean em RamA (acido
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aspartico para glicina na posicdo 27 - D27G) e RamR (troca de um triptofano por stop codon

na posicao 95 - W95stop).

Na amostra CCBH16302, resistente a tigeciclina (CIM=8.0 pg/ml) e positiva para
blanpm-1 Observamos trés mutagdes consideradas possivelmente deletérias: uma insercdo de
sete aminodcidos em AcrB (LTISWLA), mutacdo com troca de uma serina para tirosina na
posicdo 81 do TolC (S81Y) e uma troca de treonina para asparagina na posi¢do 132 do Rob
(T132A).

A amostra CCBH13796 apresentou duas mutacGes possivelmente deletérias: uma
delecdo de uma guanina na posicao 69 a nivel nucleotidico no gene acrR gerou alteracdo do
quadro de leitura da proteina e um stop codon prematuro na posicdo 93. Essa amostra foi

resistente a tigeciclina (CIM=4.0 pg/ml) e positiva para blapxa-37o.

Nas demais amostras, as mutacdes observadas ndo foram consideradas deletérias pelo
software Provean. As mutacdes observadas e as predi¢fes do software estdo demonstradas nas
tabelas a seguir (Tabela 4.17 e Tabela 4.18).
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Tabela 4.17: Mutacbes nas proteinas da bomba de efluxo AcrAB-TolC associada a

resisténcia a tigeciclina e outros antimicrobianos comparando-se com a amostra de referéncia

MGH78578.

Mutac6es nas proteinas da bomba de efluxo AcrAB-TolC

Perfil de CIM Susc.

Amostra ST

comparando-se com a amostra de referéncia MGH78578

resisténcia TIG TIG

ACrA AcrB

TolC

CCBH5623 437 4.0 R  A188T WT

N75T; 184V; E205G;
N253G: S273N; S278T;
1280V; S284R; S286N;
H291_N292del; N293T;
Q295L; Q296A; Q298N;
N300S; A302N

Amostras CCBH5745 340 1.5 | A188T WT

positivas
para

N75T; 184V; E205G;
N253G: S273N; S278T;
1280V; S284R; S286N;
H291_N292del; N293T;
Q295L; Q296A; Q298N;
N300S; A302N

blakpc.,

CCBH5982 11 0.75 S  Al88T WT

N75T; 184V; E205G;
N253G; S273N; S278T;
1280V; S284R; S286N;
H291_N292del; N293T;
Q295L; Q296A; Q298N;
N300S; A302N

CCBH6306 839 0.5 S WT WT

WT

CCBH6707 25 WT WT

T482N

CCBH13327 323 15 | WT WT

WT

CCBH15949 37 2.0

A188T WT

N75T; 184V; E205G;
N253G; S273N; S278T;
1280V; S284R; S286N;
H291_N292del; N293T;
Q295L; Q296A; Q298N;
N300S; A302N

Amostras
positivas
para

1235V; F281Y; A648G; E682Q;
blanpm-1

1728V; L824M; A841S; FIO17L,
S1036T; D1038S; 11039M;
E1040V; H1041T,; S1042P;
H1043V; Q1044F; V1045A,
E1046T; H1047P; H1048lI,
H1048_H1048delinsLTISWLA*

S257A;

CCBH16302 1301V

138 8.0

P

N75T; N76S; Y78F,
S81Y*; N82K; G83D;
184Q; T114A,; N223D;
N228S; S273D; S275N;
1280V; T283N; S284R;
T290S; H291T; N292S;
N293_Y297del; N300A;
A3021; Q306K; N310S;
A320M; T322N; V436l;

V474M; T482_Q483insT;
Q483M

Amostras
positivas
para
blapxa-s7o

CCBH13796 1041 WT WT

N75T; 184V; E205G;
N253G; S273N; S278T;
1280V; S284R; S286N;

DEL291; N293T,; Q295L,;
Q296A; Q298N; N300S;
A302N

CCBH14119 16 1.0 S WT WT

WT

CCBH14393 16 2.0 | WT WT

WT

Legenda= WT: nenhuma mutagdo encontrada; CIM TIG: concentracéo inibitéria minima frente & tigeciclina em

pg/ml; S: sensivel; I: intermediéria; R: resistente; *: mutacdo predita como deletéria pelo software Provean.
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Tabela 4.18: Mutacgdes nas proteinas reguladoras da bomba de efluxo AcrAB-TolC associada a resisténcia a tigeciclina e outros antimicrobianos

comparando-se com a amostra de referéncia MGH78578.

MutacGes nas proteinas reguladoras da bomba de efluxo AcrAB-TolC associada a resisténcia a tigeciclina

Perfil de CiM Susc. e outros antimicrobianos comparando-se com a amostra de referéncia MGH78578
: - Amostra ST P
resisténcia TIG TIG
AcrR MarA MarR RamA RamR Rob SoxR SoxS
CCBH5623 437 4 R WT WT E85K D27G* W095stop™* WT WT WT
Amostras CCBH5745 340 1.5 | WT WT E85K WT WT WT WT WT
positivas para CCBH5982 11 0.75 S WT WT E85K WT WT WT WT WT
blakec- CCBH6306 839 0.5 S wWT WT WT wWT wWT WT WT wWT
CCBH6707 25 1.5 | WT WT WT WT 1141T WT WT WT
CCBH13327 323 15 | WT WT WT WT WT WT WT WT
Amostras
positivas para CCBH15949 37 2 | WT WT WT WT Al9V WT WT WT
blanow-1 1131V;
Y114F; V165l e N125_N125 T132A*; 126V;
CCBH16302 138 8 R S215P delinsNCC WT Q99L H186N P135T: D142E R29K
H213N
Delecdo
Amostras CCBH13796 1041 4 R Nucleotided G139 wT wT wT wT wT wT wT
positivas para L93stop*
blaoxa-a70 CCBH14119 16 S WT WT WT WT 1141T WT WT WT
CCBH14393 16 | WT WT WT WT WT WT WT WT

Legenda= WT: nenhuma mutagdo encontrada; CIM TIG: concentracdo inibitéria minima frente a tigeciclina em pg/ml; S: sensivel; I: intermediéria; R: resistente; *: mutacdo predita

como deletéria pelo software Provean.
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4.11.2.3 Mutagdes nos reguladores da bomba OgxAB

De forma geral, a bomba OgxAB tem sido descrita associada & resisténcia a
fluoroquinolonas, cloranfenicol, beta-lactamicos e a tigeciclina. Realizamos pesquisa de
mutacdes na proteina originaria do gene ogxR, que codifica o repressor da bomba de efluxo
OQgxAB e na proteina originaria de rarA, que tem sido descrito como ativador dessa bomba. A
superexpressdo e mutagdes em RarA tem sido associadas principalmente a resisténcia a
tigeciclina. Todas as 11 amostras sequenciadas possuiram o genes 0gxA, ogxB, seu repressor
ogXR (upstream do gene ogxB) e seu ativador rarA (downstream do gene ogxA) como €

possivel observar na Figura 4.19.

Observamos duas mutacfes preditas como possivelmente deletérias pelo software
Provean em OgxR: mutacdo V130A (troca de uma valina por alanina) nas amostras do CC11
positivas para blakpc, (CCBH5623, CCBH5745 e CCBH5982) e insercdo de oito residuos
LGRNGSIH na amostra CCBH13327, positiva para blanpm-1.

Em RarA, observamos mutacGes preditas como deletérias na amostra CCBH16302
positiva para blaypm-1 (Stop codon na posicdo 119) e alteragdo de uma glutamina por uma
arginina na posicdo 96 da amostra CCBH13796 positiva para blaoxa-s7o. As mutacdes

observadas e as predi¢des de acordo com o software Provean estdo descritas na (Tabela 4.19).

Tabela 4.19: Mutacdes nas proteinas codificadas pelos gene 0gxR e rarA comparando-se com
a amostra de referéncia MGH78578

Pe.rf'AI d? Amostra ST OgxR RarA
resistencia
CCBH5623 437 V130A*; H159 H159delinsALIIFW WT
Amostras  cCBH5745 340 V130A* WT
posgr';’as CCBH5982 11 V130A* WT
blagee, _CCBH6306 839 WT WT
CCBH6707 25 WT WT
Amostras CCBH13327 323 T58_T58d6|inSTLGRNGS|H* WT
positivas CCBH15949 37 WT WT
para . : . :
blayey, CCBH16302 138 D95E; V137L QIR K82 t'gg}f viiz
Amostras CCBH13796 1041 WT Q96R*
positivas  CCBH14119 16 WT V112A
ara
b|aF;XA_37O CCBH14393 16 WT V112A

Legenda= WT: nenhuma mutagao encontrada; *: mutacdo predita como deletéria pelo software Provean.
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4.11.2.4 Mutagdes relacionadas a resisténcia a fosfomicina

Realizamos pesquisa de mutacOes observadas nas proteinas codificadas pelos genes
relacionados a resisténcia a fosfomicina (murA, glpT, uhpT), comparando as sequencias das
amostras produtoras de carbapenemases com a amostra de referéncia K. pneumoniae
MGH78578 (Numero de acesso GenBank: CP000647.1) que é sensivel a esse antimicrobiano.
Comparamos as mutagcdes encontradas com a amostra MGH78578, suscetivel a esse
antimicrobiano e utilizamos a plataforma on-line Provean (http://provean.jcvi.org/index.php)

para avaliar se as mutacOes descritas seriam deletérias ou neutras.

N&o observamos mutacGes consideradas possivelmente deletérias em nenhuma das

amostras. As mutacgdes encontradas estdo na Tabela 4.20.

Tabela 4.20: Mutacbes nas proteinas codificadas pelos genes relacionados a resisténcia a
polimixina comparando-se com a amostra de referéncia MGH78578

Mutac0es nas proteinas codificadas pelos genes relacionados

Perfil de Amostra Susc.  a resisténcia a fosfomicina comparando-se com a amostra de
resisténcia FOT referéncia MGH78578
GlpT MurA UhpT
CCBH5623 NS WT WT A462T
Amostras CCBH5745 S WT WT A462T
positivas para CCBH5982 S WT WT A462T
blakpc.» CCBH6306 NS WT WT A462T
CCBH6707 S WT WT A462T
Amostras CCBH13327 S WT WT A462T
positivas para CCBH15949 S WT WT A462T
blanpm-1 CCBH16302 S E23971(§626z)(\33£|1529v 81488';’13068’ V4341, Ad62T
Amostras CCBH13796 S WT WT A462T
positivas para CCBH14119 S WT WT A462T
blaoxa-s7 CCBH14393 S WT WT A462T

Legenda= WT: nenhuma mutacédo encontrada; Susc. FOT: susceptibilidade a fosfomicina; NS: ndo suscetivel; S:
suscetivel.

4.11.2.5 Mutagdes nos genes codificadores de porinas

Pesquisamos mutagOes nas porinas OmpK35 e OmpK36 comparando as sequencias
das amostras produtoras de carbapenemases com as sequencias definidas como porinas
selvagens (sem mutagdes) em artigos da literatura (NUmero de acesso GenBank: AJ011501 -
OmpK35; Z33506 - OmpK36) (206, 207). Também avaliamos se as mutacfes sao
classificadas como possivelmente deletérias de acordo com o software Provean comparando-
as com as sequencias selvagens das proteinas. As sequencias encontradas em nossas amostras

e as diferengas quando comparadas com essas sequencias de referéncia estdo na (Tabela 4.21).

112



Encontramos mutacGes preditas como possivelmente deletérias através do software
Provean em todas as amostras sequenciadas. Nas amostras positivas para blakpc do CC11
(CCBH5623, CCBH5745 e CCBH5982) e na amostra CCBH15949, positiva para blanpm-1,
observamos a OmpK35 selvagem. A OmpK36 dessas amostras possui duas mutacdes
consideradas possivelmente deletérias quando comparadas a porina selvagem: uma insercédo
de trés residuos na posicéo 184 (183,A,ALSP) e troca dos residuos treonina e acido aspartico

por leucina e glicina na posigéo 222 (222,TD,LG).

A amostra CCBH6306 apresentou mutacfes possivelmente deletérias na OmpK36:
uma insercdo de trés residuos na posicao 184 (183,A,ALSP), troca dos residuos treonina e
acido aspartico por leucina e glicina na posi¢do 222 (222,TD,LG), troca de uma asparagina
por um acido aspartico na posicao 272 (N272D), a mudanca de um &cido aspartico por uma
asparagina na posi¢cdo 302 (D302N) e uma troca de um asparagina e glicina por oito residuos
na posicao 304 (QNNFTGVN).

Na amostra CCBH6707 observamos que a inser¢do de uma citosina na posi¢ao 1609
do gene que codifica a porina OmpK36 gerou alteracdo do frame de leitura, causando um stop

codon prematuro na posicdo 22 (A22stop).

Na amostra CCBH13327, positiva para blanpm-1, Observamos diferencas nos 33
primeiros residuos da OmpK36. A primeira metionina, que é o cédon de iniciacdo de leitura,
foi encontrada 33 nucleotideos ap6s a metionina que da inicio a transcri¢do na sequencia da
porina selvagem, gerando provavelmente uma proteina deficiente em 33 aminoéacidos. Esta
mutacdo, diferentemente das demais encontradas nessa amostra, foi predita como

possivelmente deletéria pelo software Provean.

Na amostra CCBH16302, positiva para blaxpm-1, 0bservamos na OmpK35 a insercéo
de uma lisina e uma glutamina no lugar de um &cido glutdmico na posicdo 257
(E257delinsKQ) bem como a insercdo de uma alanina na posi¢cdo 338 no lugar de um &cido

aspartico (D338A). Ambas as mutacdes foram preditas como possivelmente deletérias.

Na amostra CCBH13796 observamos as seguintes mutacfes possivelmente deletérias
na OmpK36: uma insercdo de trés residuos na posicdo 184 (183,A,ALSP), a troca dos
residuos treonina e acido aspartico por leucina e glicina na posigdo 222 (222,TD,LG) e um

stop codon na posicao 279 (E279stop).
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Nas amostras CCBH14119 e CCBH14393, observamos as mesmas mutacdes. Na

OmpK35, foi detectado um stop cédon prematuro na posi¢do 172 (Q172stop) e na OmpK36

trés mutacBes possivelmente deletérias foram preditas: uma inser¢do de um acido aspartico na

posicdo 135 (D135delinsDD), uma troca de uma alanina e leucina por um triptofano e serina

na posicdo 190, além da troca de uma asparagina por acido glutdmico e arginina na posicéo

304.

Tabela 4.21: Mutacgdes encontradas nas porinas OmpK35 e OmpK36.

Perfil de

Mutacbes na
OmpK35 em

Mutacdes na OmpK36 em comparagédo com Porina WT

o Amostra ST comparagao com
resisténcia Porina WT (Z233506)
(AJ011501)
D49S; L59V, 183 A, ALSP*; G189T; F198Y; V202L;
CCBH5623 437 wWT F207Y; A217S, 222,TD,LG*; 227Q,SK; L229A; E232R;
H235N; A280V; N304E; 345 RS,HN
D49S; L59V, 183,A,ALSP*; G189T; F198Y; V202L;
CCBH5745 340 WT F207Y; A217S, 222, TD,LG*; 227Q,SK; L229A; E232R;
H235N; A280V; N304E; 345,RS,HN
Amostras D49S; L59V, 183,A,ALSP*; G189T; F198Y; V202L;
positivaspara  ccpHsegy 11 WT F207Y; A217S, 222, TD,LG*; 227Q,SK; L229A; E232R;
blakec-2 H235N; A280V: N304E; 345,RS,HN
D49S; L59V; V178P; 183,A, ALSP*; G189T; F198Y;
V202L; F207Y; A217S; 222, TD,LG*; 226, NQ,NSK;
CCBHE306 839 E132K L229A; E232R; H235N; N272D*; A280V; D302N*;
304,NG,QNNFTGVN*; D340E; S342D; S346K
CCBH6707 25 WT Insercdo de nucleotideo C1609 = frameshift; A22stop*
M1_D33del*; L34M; A183T; L184del; T192G; Y201F;
CCBH13327 323 WT N221H; L225N; 230,SKLAL,RLDK; L307I; 1315L;
D344E;269,AGSL,FSGNGESDSIS; 346D; H349R; N350R
D49S; L59V, 183,A,ALSP*; G189T; F198Y; VV202L;
CCBH15949 37 WT F207Y; A217S, 222, TD,LG*; 227Q,SK; L229A; E232R;
Amostras H235N; A280V; N304E; 345 RS,HN
positivas para I74T; T93P; A182S;
R184H; S211G;
blanpw-1 1241V:
E257delinsKQ™: D49S; L59V; L191Q; 217,AN,SH; Q227N; L229V;
CCBH16302 138 ) K E232N; H235N; A280V
D258G; H250Y; N304E; S346N
S296A; A298G; '
1311V; D338A*;
K341R; A342E
D49S; L59V, 183 A, ALSP*; G189T; F198Y; V202L;
CCBH13796 1041 wWT F207Y; A217S, 222,TD,LG*; 227Q,SK; L229A; E232R;
H235N; E279stop*A280V; N304E; 345 RS,HN
Amostras D49S; L59V; 135,D,DD*; 190,AL,WS*; V202L; F207W;
positivas para CCBH14119 16 Q172stop* 217, AN,SH; D224E; 227,QLLL,SVPA; E232R; H235N;
blaoxa.s70 T254S; A280V; 304,N,ER*;D340E; $342D; S346K
D49S; L59V; 135,D,DD*; 190,AL,WS*; V202L; F207W;
CCBH14393 16 Q172stop* 217,AN,SH; D224E; 227,QLLL,SVPA; E232R; H235N;

T254S; A280V; 304,N,ER*; D340E; S342D; S346K

Legenda= WT: nenhuma mutagdo encontrada; *: mutagéo predita como deletéria pelo software Provean.

Na Tabela 4.22 é possivel observar todas as mutagBes preditas como deletérias pelo

software Provean encontradas nas 11 amostras produtoras de carbapenemases sequenciadas.
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Tabela 4.22: Mutagdes encontradas nas proteinas codificadas pelos genes alvo das quinolonas, bomba de efluxo, reguladores de bomba de efluxo e
porinas preditas como deletérias de acordo com o software Provean.

Codificadores da

Susc. aos Mat. cartg rget)ﬁem Pm;ﬂ?fg.iﬁg das Bomba de Efluxo Reguladores de bombas de efluxo Porinas
Amostra ST ATB e AcrAB-TolC
Transp Plas GyrA ParC ParE AcrB TolC AcrR RamA RamR Rob RarA OgxR OmpK35 OmpK36
Tn4401 Wo5 183,A,ALSP;
5623 437 AK, PB Sangue b 40kb S83l S80I - - D27G stop - V130A - 222 TD.LG
AK, FOT, . Tn4401 183,A ALSP;
5745 340 PB Urina b 40kb S83l S80I - - - - - - - - V130A - 222 TD,LG
AK, FOT, Tn4401 183,A,ALSP;
5 5982 11 TIG, PB Sangue b 40kb S83I S80I - - - - - - - - V130A - 222 TD.LG
g 183,A,ALSP;
‘;f FEP, CAZ, 222,TD,LG;
GN,AK, Tn4401 N272D;
6306 839 SXTTIG, Sangue b 40kb - - - - - - - - - - - - D302\
PB 304,NG,QNNF
TGVN;
6707 25  FOT,PB Urina  SKPM6aaiy - - - - - - - - - - - - A22stop
e tnpA
T58_T58
13327 323 FOT,PB  Swab retal ISléga ll?bo - - - - - - - - - - delinsTLG - M1_D33del
iy RNGSIH
3 ISAba 183,A,ALSP;
(3,? 15949 37 FOT, PB Sangue 125 ND - - - - - - - - - - - - zzé,fD,LGY
AK, FOT, ISAba H1048delins R119 E257delins
16302 138 PB Swab retal 125 ND - - - LTISWLA S81Y - - - T132A stop - KQ: D338A -
183,A,ALSP;
AK, FOT, Asp. S83l; L93 S J
13796 1041 PB traqueal ND 50kb D8N - - - - stop - - - Q96R - - 2%522,;;3,LG,
e stop
& ] 135,D,DD;
£ 14119 16 SNFOT b ND OND O S8R pgak sasoT - ; - ; - - ; ; Qi72stop  190,ALWS:
o TIG, PB D87N
& ) 304,N,ER;
- S83F,; 135,D,DD;
14393 16 FOT,PB  Swabretal ND  25kb oo  EBAK  S459T - - - - - - - - Q172stop  190,AL,WS;
304,N,ER;
Legenda: Susc. aos ATB: susceptibilidade aos antimicrobianos; Mat. Clinico: material clinico; Transp: transposon; Plasm: plasmidio; Asp.: aspirado
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4.11.3 Genes relacionados a viruléncia

Pesquisamos genes de viruléncia através de comparagdo com o banco de dados do
Instituto Pasteur BIGSdb-Kp e busca individual dos genes detectados através de PCR que ndo

estdo incluidos no banco. Os genes encontrados estdo descritos na Tabela 4.23.

Tabela 4.23: Genes de viruléncia encontrados nas amostras produtoras de carbapenemases.

Perfil de Material Genes de viruléncia

resistncia Amostra Clinico Susc. aos ATB ST encontrados no sequenciamento
gendmico
CCBH5623 Sangue AK, PB 437 entB, fimH, ycfM, mrk cluster
CCBH5745  Urina AK, FOT, PB 340 ©MB fimH, ycfM, mrk cluster,
Amostras ybtS
positivas para CCBH5982 Sangue  AK, FOT, TIG, PB 11 entB, fimH, ycfM, mrk cluster
blakpc > FEP,CAZ, GN,AK, entB, fimH, ycfM, mrk cluster,
CCBH6306 Sangue SXTTIG. PB 839 alls, ybts
CCBH6707 Urina FOT, PB 25 entB, fimH, ycfM, mrk cluster
CCBH13327 Swab retal FOT, PB 323 entB, fimH, ycfM, mrk cluster
Amostras entB, fimH, ycfM, mrk cluster,
positivas para CCBH15949 Sangue FOT, PB 37 KFUABC
blanpwm- -
Now-L CCBH16302 Swabretal  AK,FOT,PB 138 °ntB.fimH, y;‘;'l\g mrk cluster,
Amostras CCBH13796 '?‘;\%'SZ‘;? AK, FOT, PB 1041 entB, fimH, ycfM, mrk cluster
posllgvas para CCBH14119 Swabretal GN, FOT, TIG, PB 16 entB, fimH, ycfM, mrk cluster
OXASTO CCBH14393 Swab retal FOT, PB 16 entB, fimH, ycfM, mrk cluster

4.11.4 Andlise da relacdo filogenética entre as amostras produtoras de

carbapenemases

A andlise filogenética foi realizada utilizando o software disponivel na rede CSI
Phylogeny 1.1 (https://cge.cbs.dtu.dk//services/CSIPhylogeny/). Realizamos a analise com as
11 amostras incluidas no sequenciamento genémico, incluindo com grupo externo a cepa
CAV1099 da espécie Klebsiella oxytoca (NUmero de acesso GenBank: NZ_CP011597.1).

A filogenia é inferida por esta metodologia a partir da comparacdo das amostras com
0s SNP de uma cepa de referéncia. Utilizamos como amostra de referéncia o cromossomo da
cepa de K. pneumoniae MGH78578 (NUmero de acesso GenBank: CP000647.1). Decidimos
manter a amostra possivelmente contaminada (CCBH13796) nesta andlise visto que o
software avalia somente regides presentes no genoma de referéncia, comparando os SNP e

inferindo a distancia entre elas.
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Nas analises de mutagdes em genes associados a resisténcia, observamos que a amostra
CCBH16302 apresentou varias muta¢fes quando comparada a amostra MGH78578. Atraves
de analises de BLAST com as sequencias de DNA codificadoras das proteinas estudadas,
observamos que esta amostra apresentava identidade em torno de 95% a 100% com diferentes
genes de uma amostra do banco de dados: Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae cepa
HKUOPLC (Numero de acesso GenBank: CP012300.1). Este genoma foi depositado no
banco de dados em 2015 e a amostra de K. pneumoniae foi proveniente de fezes de panda
gigante, isolada em Hong Kong. Dessa forma, decidimos também incluir essa amostra em

nossa analise filogenética para compara-las.

As amostras pertencentes ao CC11 positivas para blakpc.2 sequenciadas (CCBH5623,
CCBH5745 e CCBH5982) ficaram agrupadas na arvore, assim como as amostras
CCBH14393 e CCBH14119, positivas para blaoxa-37o0 pertencentes ao ST16, corroborando 0s
resultados do MLST.

As amostras CCBH6707 (positiva para blakpc-2) € a amostra CCBH13327 (positiva
para blanpm-1) também ficaram agrupadas na arvore. Elas foram designadas como ST25 e
ST323 respectivamente através do MLST e compartilham quatro dos sete genes do esquema

(gapA, infB, mdh e pgi).

A amostra CCBH16302 ficou agrupada com a amostra HKUOPLC, proveniente de
fezes de panda de Hong Kong. Elas foram consideradas proximas entre si, mas distantes das

demais amostras. A arvore filogenética obtida pode ser observada a seguir (Figura 4.21).
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Figura 4.21: Arvore filogenética das amostras produtoras de carbapenemase em comparacio com outras amostras produzida através do software CSI Phylogeny.
Sinalizadas e agrupadas em verde encontram-se as amostras positivas para blapxa.a7. Sinalizadas e agrupadas em vermelho, encontram-se as amostras positivas para
blakpc... Sinalizadas em azul estdo as amostras positivas para blaypm.1. Agrupadas com um retangulo pontilhado estdo as amostras que compartilham quatro dos sete

genes do esquema de MLST.



5.  DISCUSSAO

O fendbmeno da resisténcia bacteriana, principalmente em infec¢des hospitalares, é
atualmente um grande problema de saude publica. Neste cenario, bactérias Gram-negativas
multirresistentes tem apresentado destaque. Amostras de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemases multirresistentes tem sido cada dia mais isoladas em todo mundo,
apresentando grande importancia epidemioldgica (208). As carbapenemases mais
frequentemente associadas a K. pneumoniae na atualidade tem sido as do tipo KPC, NDM e
OXA-48-like (46).

Assim, para este estudo, foram selecionadas 66 amostras (32 amostras positivas para
blakpc2, 12 amostras positivas para blanpm-1 € 22 amostras positivas para blapxa-ss-like). O
critério para a selecdo das amostras positivas para blaxpc-» foi a inclusdo de cepas da Colegéo
de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar (CCBH) representantes dos principais clones
(definidos por MLST) presentes no periodo onde observamos a grande disseminacao de KPC
em nosso pais (2010), a partir dos resultados obtidos durante a dissertacdo de mestrado. Ja
para as amostras positivas para blanpm-1 € blaoxa-s-ike, 0 Critério foi a inclusdo de cepas
provenientes do periodo onde observamos o inicio da disseminacdo dessas carbapenemases
em nosso pais, entre 2013 e julho de 2014, isoladas no estado do Rio de Janeiro. Desejamos
com essa selecdo observar e comparar as principais diferencas e semelhangas entre cepas de

K. pneumoniae carreando as carbapenemases de maior importancia clinica na atualidade.

Nas amostras de nosso trabalho, encontramos as variantes alélicas blakpc.2, blanpm-1 €
blapxa-370. No Brasil, até 0 momento, somente essas variantes desses genes foram descritas,
sendo dois relatos publicados da variante blapxa-s7o: um no Rio Grande do Sul, em E.
hormaechei (115) e outro do nosso trabalho com amostras do Rio de Janeiro (K. pneumoniae,
E. cloacae e E.aerogenes) (116), entretanto diferentes relatos de KPC-2 (67, 75) e NDM-1
tem sido descritos (90-93).

K. pneumoniae produtoras de carbapenemases tém sido associadas a diferentes tipos
de infeccbes, mas também a colonizagdo. Entre as amostras selecionadas para nosso estudo,
36% das amostras (90% das amostras positivas para blapxa-37o € 33,3% das amostras positivas
para blanpwm-1) foram isoladas a partir de swabs retais. O Laboratorio de Pesquisa em Infec¢do
Hospitalar (LAPIH), que recebe usualmente amostras bacterianas resistentes para
identificacdo dos mecanismos de resisténcia, recebeu entre 2010 e junho de 2014, periodo de
nosso estudo, 5.211 amostras de K. pneumoniae. Dentre elas, 28% das 3.968 amostras
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positivas para blaxpc, foram originarias de swab retal e 30% das 20 das amostras positivas
para blanpm-1 foram deste mesmo material clinico. Se tratando das amostras positivas para
blaoxa-s-like, ODSErVamos um percentual mais expressivo, sendo isoladas de swab retal 71%

das 32 amostras.

A maior deteccdo de genes blaoxa-ss-iike €M K. pneumoniae provenientes de swab retal
condiz com o estudo realizado por Potron e colaboradores (2013). Neste trabalho eles
avaliaram enterobactérias produtoras de OXA-48-like isoladas num periodo de 2001 a 2011
de diversos paises do norte da Africa, Mediterraneo e Europa. Foi observado que 62,6% das
amostras produtoras de OXA-48 pertenciam a espécie K. pneumoniae, sendo 30,8% isoladas
de swab retal (104). Vale ressaltar que as amostras positivas para blakpc., foram selecionadas
a partir da dissertacdo de mestrado, onde ndo foram incluidas amostras oriundas deste

material clinico.

As amostras positivas para blakpc-2 (n=32) foram isoladas de onze estados de todas as
cinco regides geograficas do nosso pais (Alagoas, Amazonas, Ceard, Distrito Federal, Espirito
Santo, Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro e Santa Catarina). Ja as amostras
positivas para blanpm-1 € blaoxa-370 foram isoladas do Rio de Janeiro. Dessa forma, os dois
estados com o maior nimero de amostras foram Rio de Janeiro - RJ (56%, 37 amostras -
NDM-1=12; OXA-370=22 e KPC-2=4) e Distrito Federal - DF (14,9%; KPC-2=10).

Acreditamos que o nimero expressivo de amostras recebidas do Rio de Janeiro seja
devido a localizacdo do LAPIH na cidade do Rio de Janeiro. Em relagdo ao Distrito Federal, o
grande nimero de amostras positivas para blakpc-, recebidas foi devido a surtos ocorridos em
hospitais dessa localidade no periodo do estudo. A Secretaria de Saide do DF registrou 18
Obitos e 108 casos de infecgdes em 2010 (209). Dessa forma, foi expedido um documento
com orientacdes sobre 0 manejo de surtos de bactérias multirresistentes produtoras de
carbapenemases que incluiam cuidados com o paciente e refor¢co nas medidas de controle de
infeccdo (210). A ANVISA expediu uma nota técnica (NT 01/2010) (211) visando medidas
para identificacdo e deteccdo desse mecanismo d