1. INTRODUCAO




1.1 A espécie Klebsiella pneumoniae

Em 1885, Trevisan descreveu o0 género Klebsiella, designando-o em
homenagem ao microbiologista alemado, Edwin Klebs. Trevisan também foi
responsavel pela descricdo da espécie Klebsiella pneumoniae, em 1887 (J.
Martinez et al. 2004).

O género Klebsiella faz parte da familia Enterobacteriaceae. As células
apresentam formato de bacilo, sdo Gram-negativas, imodveis, oxidase-negativas,
anaerodbias facultativas e possuem capsula polissacaridica, que recobre toda a
célula e é considerada um importante fator de patogenicidade, responsavel pela
resisténcia das bactérias a diversos mecanismos de defesa do hospedeiro
(Podschun and Ullmann 1998).

De acordo com a classificacdo de @rskov, que se baseia em testes fenotipicos,

0 género Klebsiella compreende 5 espécies: Klebsiella pneumoniae, subdividida
em subsp. pneumoniae, subsp. ozaenae e subsp. rhinoscleromatis, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella planticola, Klebsiella terrigena e Klebsiella ornithinolytica
(Podschun and Ullmann 1998; Dworkin et al. 1992; J. Martinez et al. 2004).
As bactérias do género apresentam grande versatilidade, sendo ubiquas. Elas
podem ser encontradas na agua, no esgoto, no solo e associadas a plantas,
participando de diversos ciclos bio- e geoquimicos importantes, como na fixacao
de nitrogénio. Elas também podem colonizar mamiferos, incluindo os humanos e,
em algumas situacdes causar infec¢des (Podschun and Ullimann 1998).

Alguns fatores e caracteristicas sao apontados como determinantes da
patogenicidade destas bactérias: os antigenos capsulares, LPS, resisténcia ao
soro, adesinas e sideroforos, sdo considerados importantes na determinacao de
quadros clinicos graves (Podschun & Ullmann, 1998).

Esses bacilos expressam tipicamente dois tipos de antigenos em sua
superficie celular, um lipopolissacarideo (antigeno O) e um polissacarideo
capsular (antigeno K). A variabilidade estrutural desses antigenos é a base para a
classificacdo dos organismos em diferentes sorotipos, que apresentam diferencas

na viruléncia (Turton et al. 2008). Estudos mostraram associa¢do entre quadros
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clinicos graves e determinados sorotipos de K. pneumoniae, principalmente os
sorotipos capsulares K1 a K6. Hipermucoviscosidade também é uma caracteristica
observada em isolados causando infeccdes graves (Turton et al. 2008; Sylvain
Brisse et al. 2009; Dworkin et al. 1992; Chuang et al. 2006; C-P Fung et al. 2002;
Struve et al. 2005; Kabha et al. 1995; Simoons-Smit, Verweij-van Vught, and
MacLaren 1986).

1.2. O genoma de K. pneumoniae

Em 2008, foi publicada a sequéncia completa de um genoma de K.
pneumoniae, o isolado ambiental Kp342 que possui um cromossomo circular de
5.6 Mb e dois plasmideos de 91 e 187.9 Kb (Fouts et al. 2008). Dessa forma, a
complexidade genética e a versatilidade ecoldgica desta bactéria puderam ser
mais bem compreendidas O genoma completo de Kp342 foi comparado ao
genoma completo de MGH78578, um isolado clinico de K. pneumoniae (Fouts et
al. 2008).

A susceptibilidade a antimicrobianos e a patogenicidade de KP342 foram
testadas e comparadas a isolados clinicos da mesma espécie. O fenétipo de
multirresisténcia as principais familias de drogas utilizadas na clinica, incluindo [3-
lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas, e tetraciclina, apresentado por este
isolado esta relacionado as p-lactamases, bombas de efluxo e proteinas de
membrana externa, codificados no genoma deste organismo. Considerando o
estiio de vida deste isolado, supde-se que 0s mecanismos envolvidos na
resisténcia a antibidticos sdo mantidos na célula por razGes adicionais a
resisténcia antimicrobiana, como remocéao de substancias téxicas ou envolvimento
na resposta natural da bactéria a planta. Em relacdo ao potencial patogénico de
KP342, experimentos em camundongo mostraram que o isolado possui
capacidade de causar infec¢do pulmonar e no trato urinario, mas sua viruléncia é
reduzida. Em resumo, o estudo concluiu que, apesar de KP342 ser encontrada no
ambiente, vivendo em associagdo a plantas, este isolado tem o potencial de
provocar infeccao, além da multirresisténcia a antibioticos, devido a presenca de

um conjunto de genes associados a este fenoétipo (Fouts et al. 2008).
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Em 2009, o isolado NTUH-K2044, obtido de paciente com abscesso hepatico e
meningite, foi sequenciado e seu genoma comparado ao do isolado MGH78578,
obtido de um paciente com pneumonia, objetivando observar se diferencas no
contetdo génico poderiam estar relacionadas a diferentes tipos de infec¢do (Wu et
al.,2009). O estudo também realizou analise comparativa entre genomas de 15 K.
pneumoniae obtidas de infeccdes nosocomiais e adquiridas na comunidade,
utilizando o genoma de NTUH-K2044 como sonda.

As analises realizadas mostraram a presenca de assinaturas gendmicas
associadas a padrbes de infeccdo. Além de insercdo-delecdo, a identificacdo da
sequéncia de pro-fago associada a uma linhagem sugere que a transferéncia
lateral de genes pode ser um dos mecanismos evolutivos em K. pneumoniae (Wu
et al. 2009).

Em 2011, genomas completos de K. pneumoniae, apresentando diferentes
perfis de resisténcia a antibioticos foram estudados (V. Kumar, Sun, et al. 2011).
Utilizando listas curadas com mais de 400 genes de resisténcia foi possivel
identificar que o isolado multirresistente apresentava bombas de efluxo adicionais,
genes de pB-lactamases de espectro estendido e varios determinantes de
resisténcia a fluoroquinolonas adquiridos por transferéncia lateral que, como se
sabe, € um mecanismo-chave na evolucdo da resisténcia. Os isolados clinicos
apresentavam todos os trés mecanismos de resisténcia a drogas presentes em
bactérias Gram-negativas: aquisicdo de novos genes cataliticos, alteracdes nos
alvos das drogas e em proteinas de membrana, e a expressao diferencial de
genes especificos de bombas de efluxo. As andlises filogenéticas e do contetudo
génico mostram que a transferéncia lateral € um mecanismo-chave para a
aquisicdo de determinantes de resisténcia. Em resumo, as analises de genoma
completo permitiram uma melhor compreensdo dos mecanismos genéticos
envolvidos nas diferencas de susceptibilidade a drogas em K. pneumoniae, e uma
visdo geral da dinamica da diversidade genética e evolutiva desta espécie (V.
Kumar, Sun, et al. 2011).
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Figura 1.1 Mapa gendmico do cromossoma de K. pneumoniae NTUH-K2044 e plasmideo. De fora
para dentro, o primeiro e segundo circulos mostram as regides preditas codificantes de proteinas
das fitas + e -. As cores utilizadas correspondem as categorias funcionais COG
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/grace/fiew.cgi).O terceiro circulo mostra o conteddo GC. O
guarto circulo mostra transposases/transposons (azul), integrases/recombinases (verde) e
sequéncias de insercdo (vermelho). Os circulos cinco e seis correspondem as regides de tRNA e
rRNA, respectivamente. Fonte: (Wu et al, 2009)



1.3. Fatores determinantes de resisténcia aos antimicrobianos

Um microorganismo pode ser constitutivamente resistente a um determinado
antibiotico ou adquirir a resisténcia. A resisténcia intrinseca € a caracteristica inata
da bactéria a ser ndo-susceptivel a um determinado agente antimicrobiano, devido
a caracteristicas estruturais ou funcionais. Este fenotipo pode se dever a: falta de
afinidade do agente antimicrobiano pelo alvo na bactéria; inacessibilidade do
agente ao interior da célula; extrusdo do agente por exportadores ativos; ou
producgéo inata de enzimas que inativam a droga. Resisténcia adquirida ocorre
quando uma bactéria previamente sensivel a antibidticos desenvolve resisténcia,
podendo ser causada por mutacdes ou por aquisicdo de material genético novo.(P
M Hawkey 1998; Haeggman et al. 2004).

K. pneumoniae possui caracteristicas intrinsecas que a tornam naturalmente
resistente a algumas classes de antibidticos. A presenca constitutiva de genes de
B-lactamases como: blaspy, blackp € bla ey N0 cromossomo é responséavel por este
fendtipo. Estas B-lactamases de classe 2 conferem resisténcia a penicilina e
cefalosporina de espectro restrito (por exemplo cefalotina ou cefalexina) e
possuem a caracteristica de serem inibidas por acido clavulanico (Haeggman et al.
2004).

Outro mecanismo de resisténcia intrinseco sdo as bombas de efluxo que
impedem que o antibidtico tenha acesso ao seu alvo intracelular, bombeando-o
para fora da célula. A bomba de efluxo AcrAB esta envolvida na resisténcia a
quinolonas e a outros antimicrobianos, como B-lactamicos, aminoglicosideos,
tetraciclina e cloranfenicol. Expresséo reduzida ou ausente desta bomba, devido a
alteracOes na transcricdo de genes envolvidos na regulacdo e/ou expressao deste
sistema de efluxo, acarreta concentracdes inibitérias minimas (MICs) menores
(Hasdemir et al. 2004; Padilla et al. 2010). Recentemente, demonstrou-se que
este sistema também esta envolvido na resisténcia a peptideos antimicrobianos
produzidos pelo hospedeiro. Estes peptideos sdo considerados uma das primeiras

barreiras do sistema imune inato contra infec¢cdes. Dessa forma, AcrAB pode



desempenhar um papel importante nos estagios iniciais de infeccdo (Padilla et al.,
2010).

Resisténcia adquirida aos antibidticos pode ser acarretada por alteracdo na
permeabilidade da membrana celular, o que impede a acdo dos antibiéticos nas
células bacterianas. A resisténcia se deve a alteracfes nos genes que codificam
as proteinas da membrana externa (OMPs), como as porinas. OmpK35 e OmpK36
séo as principais porinas de membrana externa em K. pneumoniae que, quando
alteradas, levam ao aumento das MICs e até mesmo ao fendétipo de resisténcia as
cefalosporinas, carbapenemas e fluoroquinolonas (Rodriguez-Martinez et al. 2008;
Garcia-Fernandez et al. 2010; Y.-K. Tsai et al. 2011).

Mutacbes em genes envolvidos no metabolismo da célula e que séo alvo de
antibiéticos sédo outra fonte de resisténcia adquirida. Por exemplo, alelos mutados
dos genes gyr (DNA girase) e par (DNA topoisomerase), que sdo alvos das
quinolonas, geram fendtipos de ndo susceptibilidade a estas drogas. Estes
eventos, seguidos de selecdo das linhagens que se tornaram resistentes ao
antibiético, permitem a adaptacdo rapida das bactérias aos antimicrobianos e o
surgimento de bactérias multirresistentes, que ndo sdo susceptiveis a trés ou mais
classes de antibiéticos (P M Hawkey 1998; Tenover 2006).

A resisténcia adquirida também pode envolver a transferéncia lateral/horizontal
de genes codificadores de enzimas que metabolizam os antibibticos, que atuam
protegendo o alvo bacteriano do antibiético ou genes que codificam uma proteina
alternativa, incapaz de interagir com o antibiotico. A transferéncia dos genes pode
ocorrer por mecanismos classicos como conjugacao, transformacéo e transducéo.
A conjugacéao envolve a transferéncia de plasmideos entre duas células através do
seu contato direto. Plasmideos auto-transmissiveis codificam todas as funcfes
necessarias para a sua transferéncia e, em alguns casos, eles auxiliam na
transferéncia de DNA cromossomial e plasmideos mobilizaveis, os quais nao
possuem todas as funcdes necessarias para realizar a sua transferéncia entre
células. Bactérias carreando plasmideos auto-transmissiveis sao doadoras
potenciais. Embactérias Gram-negativas, essas células produzem uma estrutura
protéica denominada pilus, que estabelece a aproximacdo de duas células e o
contato de seus citoplasmas possibilitando que plasmideos possam ser

transferidos. Os plasmideos sdo moléculas de DNA fita-dupla auto-replicativas.
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Durante a conjugacao, essas fitas se separam e uma delas € transferida para a
célula receptora. As fitas simples de DNA servem como molde para a replicacao
de moléculas de DNA dupla-fita completas na célula doadora e na receptora. Os
plasmideos podem conter genes de resisténcia, e assim mobiliza-los quando da
sua transferéncia para outras bactérias ou para o cromossomo bacteriano (P M
Hawkey 1998; Snyder, L & Champness, W, 2003; Tenover 2006;). Dentro deste
contexto, os transposons, que sdo elementos genéticos moveis e capazes de
promoverem sua propria excisdo e insercdo em moléculas de DNA, possuem um
papel importante jA& que podem mover genes dos plasmideos para 0s

cromossomos, dando a eles uma maior estabilidade/fixacao.
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Figura 1.2: Mecanismos de transferéncia horizontal de genes. (retirado de

http://textbookofbacteriology.net/themicrobialworld/bactresanti.html).
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Outro elemento genético envolvido na resisténcia das bactérias aos antibioticos
sdo os integrons. Essas estruturas sdo capazes de inserir, excisar, rearranjar e
expressar genes através de um sistema de recombinacéo sitio-especifico. Neste
contexto 0s genes de resisténcia sdao chamados de cassetes génicos e se
caracterizam por serem integrados e expressos nestes elementos. O integron &
caracterizado por trés elementos principais: um gene que codifica uma integrase
(int), um sitio de recombinacao primario (attl) e um promotor (P.), que promove a
transcricdo dos cassetes génicos. A integrase catalisa a insercao e a excisao dos
cassetes génicos no integron. O cassete contém um Unico gene e uma repeticdo
invertida no terminal 3’, denominado sitio attC (ou 59 base-element), que funciona
como sequéncia de reconhecimento para a integrase. A integracdo desses
cassetes ocorre a jusante do promotor P¢, no sitio attl, permitindo a expressao dos
genes contidos nos cassetes (Mazel 2006).

Cinco classes de integron sdo conhecidas por seu papel na disseminacédo de
genes de resisténcia. Estas classes foram definidas com base na sequéncia das
integrases codificadas. Os integrons de classe 1, 2 s&o os principais envolvidos
com fenotipos de multirresisténcia a antibidticos. Integrons de classe 1 sé&o
encontrados extensivamente em isolados clinicos, e a maioria dos cassetes
génicos conhecidos pertence a essa classe. Os cassetes identificados podem
conferir resisténcia aos antibidticos das mais diversas classes incluindo -
lactamicos, aminoglicosideos, cloranfenicol, fluoroquinolonas e trimetoprim. Em
contraste, apenas 6 cassetes diferentes ja foram identificados em integrons de
classe 2. Supde-se que isso seja devido a perda de funcionalidade do gene que
codifica a integrase de classe 2. Ela possui uma mutacdo no codon 179, que
acarreta a producédo de uma proteina truncada, ndo-funcional (Mazel 2006).

Os integrons de classe 1, 2 e 3, conhecidos como de resisténcia, podem estar
associados a elementos genéticos moveis, como sequéncias de insercao (ISs),
transposons e plasmideos conjugativos, que servem como veiculos para a
transmissao de material genético, permitindo a disperséo dos genes de resisténcia
contidos nestas estruturas (Mazel 2006).

Bactériéfagos, virus capazes de infectar bactérias, também podem promover a

transferéncia de material genético em um processo denominado transducao.



Bactérias também sdo capazes de adquirir e incorporar segmentos de DNA do
ambiente. Esse processo, denominado transformacg&o, ocorre pela captacdo de
fragmentos de material genético de outras bactérias que sofreram lise e liberaram
seu conteldo genético no ambiente. Esse fendbmeno também é considerado
importante, principalmente no meio-ambiente, e provavelmente € o principal
mecanismo de dispersao de Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina, por
permitir a criacdo de genes em mosaico de proteinas ligadoras de penicilina
(PBP). Essas proteinas alteradas séo resistentes a penicilinas, tornando a bactéria
que as produzem resistente a essa classe de antibioticos (P M Hawkey 1998;

Tenover 2006).

1.4. Genes que conferem resisténcia aos B-lactamicos

As B-lactamases sdo as enzimas determinantes de resisténcia aos B-
lactamicos. Atualmente existem dois esquemas de classificagdo em uso, baseado
na estrutura molecular, classificacdo de Ambler (Ambler et al. 1991) ou na funcéo
destas enzimas, classificacdo de Bush-Jacob-Medeiros (Bush, G. A. Jacoby, and A.
A. Medeiros 1995). O esquema de Ambler é o mais usado e tem como base a
sequéncia de aminoacidos das enzimas, separando as B-lactamases em classe A,
B, C ou D. As enzimas de classe A, C e D utilizam um residuo serina para hidrolisar
o anel B-lactamico. J4 as enzimas de classe B sdo metalo-enzimas, que requerem
um ion zinco divalente para hidrélise do anel B-lactamico (Bush and G. A. Jacoby
2010). B-lactamases das quatro classes de Ambler ja foram relatadas em membros
da familia Enterobacteriaceae, inclusive em K. pneumoniae (L. F. Chen, Chopra, and
Kaye 2009).

1.4.1. B-lactamases da classe A

As enzimas dessa classe podem conferir resisténcia as penicilinas,
cefalosporinas e monobactam. Dentre elas, as [(-lactamases de espectro
estendido (ESBL) sdo de grande relevancia por conferir um amplo espectro de
resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, como ceftazidime e
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cefepime, ou aztreonam. Elas sdo caracterizadas por serem inibidas por &cido
clavulanico e tazobactam. Os genes bla-tgm, bla-spyv, bla-psg, bla-ctx apresentam
alta prevaléncia em Klebsiellae (Ambler et al. 1991; D M Livermore and D. F.
Brown 2001; Marra et al. 2006), sendo encontrados frequentemente associados
aos plasmideos (L. F. Chen et al. 2009). A maioria dos relatos de ESBLs, durante
os anos 90, dizia respeito a variantes de SHV e TEM, com excec¢do da América do
Sul, onde CTX-M-2 ocorria com maior prevaléncia (Peter M Hawkey and A. M.
Jones 2009). Com a virada do século houve uma mudanga nesse quadro, com
linhagens produtoras de CTX-M tornando-se dominantes na Europa e na Asia.
Atualmente, isolados produtores desta enzima sdo considerados endémicos na
maior parte da América do Sul, Europa e Asia (Cantén and Coque 2006; David M
Livermore et al. 2007). No Brasil, estudos demonstraram a alta prevaléncia do
gene blactx.v em diferentes clones de K. pneumoniae, provavelmente devido a
localizac&o destes genes em plasmideos e integrons de classe 1, o que permite a
transferéncia e expressao dos genes entre diferentes isolados de K. pneumoniae
(Tollentino et al. 2011; de Oliveira Garcia et al. 2008).

A familia KPC é um novo grupo de carbapenemases, recentemente
identificada, pertencente ao subgrupo 2f da classificacdo de Bush-Jacob-
Medeiros. Estas enzimas conferem resisténcia as carbapenemas, mas também
sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas e aztreonam (Sacha et al.
2009). O gene bla-xpc foi identificado pela primeira vez em um isolado de K.
pneumoniae, de um hospital na Carolina do Norte/EUA, resistente a carbapenema
(Yigit et al. 2001). Até o presente, 11 alelos de bla-kpc ja foram identificados em
outros membros da familia Enterobacteriaceae, em Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp (Sacha et al. 2009). A associacéo destes genes aos plasmideos

e transposons possibilita sua mobilizac&o e transferéncia para outras bactérias.

1.4.2. B-lactamases da classe B

As metalo-B-lactamases pertencem a classe B e conferem resisténcia a um
amplo espectro de B-lactamicos, inclusive carbapenemas, antibidticos de ultima
geracdo empregados no tratamento de infec¢cdes causadas por enterobactérias

produtoras de ESBLs. Essas enzimas, pertencentes ao grupo 3 da classificacéo de
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Bush-Jacob-Medeiros, sao susceptiveis ao EDTA mas ndo séo inibidas por acido
clavulanico ou tazobactam, além de ndo possuirem atividade contra
monobactamicos. A atividade contra B-lactamicos varia entre as diferentes enzimas,
e a especificidade de substrato pode variar, existindo enzimas de espectro restrito a
ampliado. Nove tipos de MBLs j& foram descritas e as familias IMP, VIM, SPM e
NDM possuem maior importancia clinica e epidemiolégica, tendo sido identificadas
em membros da familia Enterobacteriaceae e outros microorganismos gram-
negativos (Bush and G. A. Jacoby 2010; Sekowska et al. 2010).

As enzimas IMP e VIM possuem amplo espectro de atividade, conferindo

resisténcia a cefalosporinas e carbapenemas. As variantes destas familias ja foram
identificadas em membros da familia Enterobacteriaceae, e possuem uma
distribuicdo geogréfica definida, apesar da identificacdo de algumas variantes em
diferentes regides geograficas, o que evidencia seu potencial para disseminacdo
intercontinental. As variantes da familia VIM possuem alta afinidade por
carbapenemas e um espectro de acdo maior do que enzimas IMP, agindo sobre 6-a-
methoxy-penicilinas. A enzima SPM-1 foi descrita pela primeira vez em um isolado
de P. aeruginosa do Brasil (Toleman et al. 2002) e aparenta estar confinada a este
pais e a esta espécie. Seu espectro de acdo € amplo, agindo sobre carbapenemas,
cefalosporinas e penicilinas. A enzima NDM-1 foi identificada pela primeira vez em
um isolado de K. pneumoniae. Esta familia, que se encontra amplamente distribuida
em enterobactérias na india, tem sido identificada em diferentes regides geograficas,
sendo considerada uma MBL de importancia clinica e epidemioldgica (Cornaglia,
Giamarellou, and Rossolini 2011).
A associacdo entre MBLs e elementos genéticos mdlveis e mobilizaveis, como
plasmideos e integrons contribui para a disseminacdo destas enzimas, e explica a
identificacdo de um mesmo gene em plasmideos ou cromossoma de diferentes
isolados. A maioria dos genes encontra-se associado a integrons de classe 1, no
entanto, SPM-1 e NDM-1 encontram-se associados a sequéncias de insercéao,
capazes de mobilizar segmentos flanqueadores de DNA (Cornaglia et al. 2011).

1.4.3. B-lactamases da classe C

As B-lactamases de classe C conferem resisténcia as cefalosporinas e ndo séo

hidrolisadas por acido clavulanico ou tazobactam. Elas encontram-se codificadas
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no cromossomo de muitos membros da familia Enterobacteriaceae, no entanto, K.
pneumoniae nao possui este gene no cromossomo. Essas enzimas ja foram
encontradas associadas a plasmideos, mas sdo menos comuns do que ESBLs (G.
a Jacoby 2009). O gene DHA, deste grupo, j& foi encontrado em plasmideos de

isolados de K. pneumoniae (Empel et al. 2010)

1.4.4. B-lactamases da classe D

As B-lactamases de classe D séo representadas pela familia OXA,
frequentemente associada a integrons de classe 1. Elas séo caracterizadas por
serem fracamente inibidas por &cido clavulanico, embora sejam eficientemente
inibidas pro tazobactam. Essas enzimas conferem resisténcia as penicilinas,
oxacilina, ampicilina, carbenicilina e ticarcilina, assim como as cefalosporinas de
espectro limitado, como a cefalotina (Bush and G. A. Jacoby 2010). Apesar de
serem consideradas B-lactamases de espectro limitado, alguns alelos da familia
OXA podem apresentar um espectro maior de atividade, podendo conferir
resisténcia a cefalosporinas de espectro estendido e também a carbapenemas. Os
alelos OXA-48 e OXA-23 apresentam esse espectro maior de resisténcia e ja
foram observados em membros da familia Enterobacteriaceae, inclusive em
K.pneumoniae(Bush and G. A. Jacoby 2010; Cuzon et al. 2011).

1.5. Genes que conferem resisténcia aos aminoglicosideos

Aminoglicosideos sao antibiéticos com acdo bactericida. Eles agem
impedindo a sintese protéica bacteriana, através da sua ligacdo a subunidade 30S
ribossomal, e rompendo a integridade da membrana celular bacteriana. Essa
ligacdo impede que o ribossomo possa exercer sua funcdo na célula, prevenindo o
alongamento da cadeia polipeptidica e causando a terminacao precoce da sintese
de proteinas (Shakil et al. 2008).

Os mecanismos que contribuem para a resisténcia a aminoglicosideos
incluem reducdo do acumulo intracelular do antibittico, devido a mudangas na

permeabilidade de membrana ou presenca de bombas de efluxo, alteracao do alvo
13



ribossomal devido a mutacdes, metilagdo do sitio de ligacdo ao aminoglicosideo
ou modificacdo do antibiético por enzimas (Gad, Mohamed, and Ashour 2011).

A modificacdo enzimatica da molécula de aminoglicosideo € o principal
mecanismo de resisténcia em bactérias Gram-negativas e positivas, e pode
ocorrer por acetilacdo, adenilacdo ou fosforilagdo de sitios especificos do
antibiotico. As enzimas responsaveis por essas modificacbes Ssao
acetiltransferases (AAC), adenililtransferases (AAD) e fosfotransferases (APH)
(Gad et al. 2011).

Dentre os varios genes que codificam enzimas modificadoras de
aminoglicosideos, destaca-se o0 aac(6’)-1b, o qual confere resisténcia a amicacina,
gentamicina e tobramicina. Esse gene € o mais frequentemente identificado em
estudos e se apresenta amplamente distribuido em integrons de classe 1,
presentes em diversas espécies bacterianas, inclusive K. pneumoniae (Shaw et al.
1993; Centron and Roy 1998).

As adenililtransferases aadA e aadB também ja foram identificadas em
associacdo a integrons de classe 1 em membros da familia Enterobacteriaceae,
conferindo resisténcia a spectinomicina e estreptomicina (aadA); e gentamicina,

kanamicina e tobramicina (aadB) (White, Iver, and Rawlinson 2001).

1.6. Mecanismos de resisténcia ao trimetoprim

Trimetoprim € um antibidtico utilizado no tratamento de infec¢des urinérias,
entéricas, respiratérias e de pele, causadas por bactérias Gram-negativas, como
E. coli. Ele é um inibidor competitivo da dihidrofolato-redutase, uma enzima
essencial para todas as células vivas. Resisténcia ao antibidtico pode ser
acarretada por mutacdes na bactéria. Dependendo do local onde a mutacdo
ocorre, pode haver um aumento na produgcédo da enzima, caso ocorra na regiao
de regulacao desta, ou a producao de uma enzima com maior afinidade por seu
substrato. A perda mutacional da habilidade de metilar 4cido desoxiuridilico em
acido timidilico torna a bactéria dependente de um suprimento externo de timina.

Dessa forma, a enzima DHFR é aliviada do seu principal papel de regeneracéo
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de tetrahidrofolato, o qual é consumido no processo de metilagdo descrito
anteriormente (Huovinen et al. 1995).

O mecanismo de resisténcia mais freqiente a trimetoprim € a producdo de
enzimas codificadas por genes denominados dfr, que promovem modificacdes na
enzima-alvo dihidrofolato-redutase. Genes dfr podem ser encontrados no
cromossomo ou em plasmideos de diferentes espécies bacterianas. Esses genes
séo subdivididos em dois grupos principais, denominados dfrA e dfrB. Alelos do
gene dfrA ja foram descritos conferindo resisténcia a trimetoprim, estando
frequentemente associados a integrons de classe 1 presentes em
enterobactérias (Huovinen et al. 1995; White et al. 2001; Brolund et al. 2010).
Recentemente, um trabalho descreveu um novo cassete génico, designado
dfrA30, presente em um integron de classe 1 de um isolado de K. pneumoniae
ambiental (A. Kumar, Chakraborti, et al. 2011).

1.7. Mecanismos de resisténcia as quinolonas

Quinolonas foram desenvolvidas como potentes agentes antibactericidas no
inicio dos anos 60, sendo utilizadas para tratar infec¢cdes do trato urinario (ITU).
Desde entdo, novos compostos desta familia foram sintetizados e introduzidos no
mercado. Em especial as fluoroquinolonas, que apresentam um atomo fluorina na
posicdo 6 de sua molécula, possuem alta atividade contra bactérias Gram -
negativas. Quinolonas agem sobre a DNA girase e a topoisomerase 1V, enzimas
que controlam mudancgas conformacionais no DNA bacteriano. (Ruiz 2003).

Até recentemente, acreditava-se que a resisténcia as quinolonas, em
Enterobacteriaceae, era determinada apenas pelas mutacdes nos genes das
subunidades da DNA girase (gyrA e gyrB), e na topoisomerase IV (parC), levando
a substituicbes de aminoacidos, que podem acarretar mudancas no alvo das
quinolonas, impedindo a sua acdo. Contudo, a resisténcia a estes compostos
também pode ocorrer por impermeabilidade de membrana, devido a deficiéncia na
expressao de porinas, e/ou super-expressao de bombas de efluxo, que impedem o
acumulo do composto no interior da bactéria, impossibilitando sua agéo (Peter M

Hawkey and A. M. Jones 2009). A descoberta do gene gnr carreado por elementos
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moveis, como plasmideos e associados aos integrons, mudou a epidemiologia da
resisténcia as fluoroquinolonas. O produto deste gene protegeria as moléculas de
DNA girase e topoisomerase 1V, impedindo a acdo do antimicrobiano. Atualmente,
cinco tipos de qgnr ja foram descritos: gnrA, gnrB, qnrC e gnrD. A associagao
destes genes aos plasmideos permite sua transferéncia para outras bactérias.
Além destes genes, outros tipos de resisténcia a quinolona associada ao
plasmideo (PMQR) foram descritas. Uma variante de acetiltransferase,
denominada aac(6’)-lb-cr, possui espectro de acdo ndo apenas sobre
aminoglicosideos, mas também sobre ciprofloxacina e norfloxacina
(fluoroquinolonas). Os genes codificadores de bombas de efluxo gepA e ogxAB,
conferindo resisténcia as fluoroquinolonas também ja foram descritos em
plasmideos (Strahilevitz et al. 2009). Resisténcia as quinolonas devido a mutac¢des
em gyrA e parC, e a presenca de genes de resisténcia gnr ja foram observados

em isolados de K. pneumoniae no Brasil (Minarini et al. 2008).

1.8. Mecanismos de resisténcia a tetraciclinas

Tetraciclinas sdo antibioticos de amplo espectro, possuindo atividade
bacteriostatica contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Elas atuam nos
ribossomos bacterianos, ligando-se a eles e impedindo a ligacdo de aminoacil-
tRNA, bloqueando a sintese protéica (Thaker, Spanogiannopoulos, and Wright
2010).

Bactérias dispdem de diferentes mecanismos para evadir a acdo desses
antibioticos, incluindo: extrusdo da droga através de bombas de efluxo, producao
de proteinas protetoras de ribossomos (RPPs), reducdo da permeabilidade a
droga, mudanca do alvo e inativacdo enziméatica. Os dois primeiros mecanismos
sdo predominantes em ambiente clinico. A associacao destes genes a elementos
genéticos maveis, como plasmideos e transposons, permite que esses
mecanismos de resisténcia possam ser transferidos para outras espécies de
bactérias, tornando-as resistentes (Thaker et al. 2010; Speer, Shoemaker, and
Salyers 1992).
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A alteragdo de porinas, limitando o acesso do antibidtico ao citoplasma
bacteriano, ja foi observada em bactérias Gram-negativas. Este mecanismo
inespecifico pode levar a resisténcia cruzada a outras classes de antibioticos,
como B-lactamicos (C. C. Sanders et al. 1984; Speer et al. 1992; Thaker et al.
2010).

Desde a descoberta dos primeiros genes de resisténcia a tetracilina, a
nomenclatura destes genes sofreu modificagdes. O sistema baseava-se em uma
classificacdo por letra que se tornou pequeno frente ao nimero de novos genes
que foram descobertos. Dessa forma, introduziu-se um sistema alfa-numérico para
classificar os novos genes. Baseando-se em homologia de sequéncia nucleotidica
estes genes foram classificados em 41 grupos, dos quais 26 sdo bombas de
efluxo, 11 sdo RPPs e 2 sdo enzimas inativadoras. Além desses, outros
mecanismos existem como mutacdes pontuais e genes em mosaico, que nao
foram incluidos nesses grupos (Thaker et al. 2010).

Resisténcia devido a bomba de efluxo € o mecanismo mais bem-estudado e
comum de resisténcia a tetraciclinas. A maioria destas proteinas pertence a familia
MFS de transportadores integrais de membrana, e ja foram identificadas em
diversos géneros bacterianos. As classes A até E destes genes sdo encontradas
em membros da familia Enterobacteriaceae. (Thaker et al. 2010; Speer et al.
1992). A expressao das proteinas da familia MFS frequentemente é regulada por
um repressor da familia TetR. O gene tet(R) € um repressor, que blogueia a
transcricdo de genes de resisténcia tet na auséncia de tetraciclina. Quando o
antibiotico esta presente no citoplasma da bactéria, ele interage com a proteina
codificada pelo repressor, acarretando uma mudanca conformacional e
desreprimindo a transcricdo dos genes de resisténcia. Diversos membros da
familia tetR ja foram descritos como reguladores da expressdo de genes de
resisténcia a tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, ampicilina e estreptomicina
(Z. Yu et al. 2010).

Proteinas protetoras de ribossomos (RPPs) representam uma classe
amplamente distribuida de determinantes de resisténcia, que protegem o0s
ribossomos da acgao de tetraciclinas, impedindo sua ligacéo a eles. As classes dos
genes tet(M) e tet(O) sdo as mais prevalentes e bem estudadas deste grupo.

(Thaker et al. 2010; Speer et al. 1992).
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Inativagdo enzimatica € um mecanismo menos comum de resisténcia,
possuindo apenas trés membros descritos: tet(X), tet(34) e tet(37). tet(X) ja foi
observado em associacao a transposons em Bacterioides sp (Thaker et al., 2010).

1.9. Mecanismos de resisténcia ao cloranfenicol

Cloranfenicol é um potente agente bacteriostético, que age impedindo o
alongamento da cadeia peptidica através de sua ligacdo a subunidade 50S
ribossomal. Este antimicrobiano possui amplo espectro de acao, sendo eficiente
contra infec¢cdes causadas por organismos Gram- positivos, Gram- negativos,
aerdbios e anaerébios. Resisténcia ao cloranfenicol pode acontecer basicamente
por um de trés mecanismos: producdo de enzimas inativadoras, mudanca do alvo
ribossomal ou inacessibilidade do alvo, devido a mudanca de permeabilidade de
membrana ou producdo de sistemas de efluxo. O mecanismo mais comum é a
producdo de acetiltransferases (CATSs), codificadas pelo gene cat. Resisténcia
devido a mudancas no alvo ribossomal sdo raras, provavelmente porque podem
gerar alteracdes na funcdo do ribossomo, prejudicando seu funcionamento
(Schwarz et al. 2004).

CATs sao subdivididas em dois grupos principais (A e B) caracterizados por
diferencas na estrutura protéica. Diversos genes cat ja foram descritos e
observados em uma variedade de bactérias, sendo localizados em cromossomos,
transposons, integrons e plasmideos. CATs do subgrupo A-3 séo frequentemente
encontradas em plasmideos de membros da familia Enterobacteriaceae (Schwarz
et al. 2004).

A exportacdo de cloranfenicol para fora da célula bacteriana pode ser
mediada por transportadores especificos, que possuem espectro de acao limitado
a uma variedade de moléculas estruturalmente relacionadas, ou transportadores
multidroga, que possuem importante papel fisiol6gico para a célula, atuando na
excrecdo de compostos toxicos que, as vezes, podem incluir antimicrobianos.
Transportadores especificos ndo possuem uma funcdo conhecida na fisiologia da
célula, e produzem niveis mais elevados de resisténcia do que os transportadores

multidroga. Genes associados a esse mecanismos de resisténcia ja foram
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observados em bactérias clinicamente relevantes e em isolados ambientais,
podendo estar sendo carreados por elementos moveis, como plasmideos e

transposons (Schwarz et al. 2004).
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Tabela 1.1: Alvos dos antibiéticos e mecanismos de resisténcia antimicrobiana

Antibiotico alvo do antibidtico Mecanismos de Resisténcia
penicilinas formacédo de parede producéo de beta- bomba de
celular lactamase efluxo
formacédo de parede producéo de beta- bombade menorexpressio de
carbapenemas ;
celular lactamase efluxo porina
) formacédo de parede producéo de beta- bombade menorexpresséo de
cefalosporinas ;
celular lactamase efluxo porina
aztreonam formacédo de parede producéo de beta- bomba de
celular lactamase efluxo
) S . . bombade menorexpresséo de mod. de alvo
aminoglicosideos sintese protéica Aac, aad, aph ; A
efluxo porina ribossomal
inibidores daviado | gitose de ac. Félico dfr sul menorexpressaode oy 4o alvo DHFR
folato porina
) . I bombade menorexpressio de mod do alvo DNA
quinolonas DNA.girase/ replicacido gnr ; ;
efluxo porina girase
tetraciclina 30s rRNA!_smtese RPP, fet bomba de menor expressao de m_od_ de alvo
proteica efluxo porina ribossomal
) 50s rRNAJ sintese bombade menorexpresséo de
cloranfenicol - cat ;
proteica efluxo porina
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1.10. Epidemiologia de K. pneumoniae multirresistente

Por ser uma bactéria ubiqua, K. pneumoniae pode ser isolada de
diferentes substratos, podendo colonizar plantas e animais. Estudos, avaliando as
taxas de colonizacdo humana por bactérias mostram que, no caso do género
Klebsiella, as taxas de colonizagdo, de modo geral, apresentam-se mais altas em
ambiente hospitalar: individuos hospitalizados e funcionarios (Podschun and
Ullmann 1998; M. E. McBride et al. 1976; Blaschke et al. 2010).

Devido ao carater oportunista das infeccbes humanas causadas
por Klebsiella spp., que atinge, em especial, individuos imunocomprometidos, esta
bactéria possui potencial de causar altas taxas de morbidade e mortalidade. K.
pneumoniae e K. oxytoca sdo espécies prevalentes em infeccdes humanas,
sendo K. pneumoniae a espécie de maior importancia médica do género. As
infeccdes podem ser adquiridas na comunidade; no entanto, relatos de infeccbes
nosocomiais sao mais frequentes (Podschun and Ullmann 1998; Struve and K. A.
Krogfelt 2004).

A identificacdo de surtos, causados por linhagens do género Klebsiella,
multirresistentes a antibidticos tem crescido nos ultimos anos, atingindo UTIs e
alas pediatricas de hospitais localizados ao redor do mundo. Os critérios para
definicdo de multirresisténcia ndo sdo padronizados, podendo variar entre
diferentes estudos, mas em geral a multirresisténcia é caracterizada pela
resisténcia a trés ou mais classes de antibiéticos (Lichtenfels, Frankini, Paludo, &
Azevedo, 2008; Martins, Kuchenbecker, Pilger, Pagano, & Afonso L Barth, 2011;
Schwarz et al.,, 2010). A maioria dos surtos estd relacionada a linhagens
multirresistentes, frequentemente produtoras de [p-lactamases de espectro
estendido (ESBL), cujos genes sao encontrados geralmente em plasmideos. Com
isso, a possibilidade de disseminacao dessa resisténcia para outros organismos é
grande, principalmente entre membros da familia Enterobacteriaceae, levando
a emergéncia e disseminagdo das novas linhagens multirresistentes de K.
pneumoniae (Podschun and Ullmann 1998; de Oliveira Garcia et al. 2008; @.

Samuelsen et al. 2009).
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Surtos e epidemias sao definidos pelo espalhamento de clones, assim a
tipagem dos isolados € fundamental para a definicho destas situacdes. As
abordagens contemporaneas para a caracterizacdo de isolados de K.
pneumoniae, sdo: a determinacdo de perfis gendmicos por macro-restricdo e a
andlise da sequéncia de varios genes do genoma estavel da bactéria. A primeira
abordagem, conhecida como eletroforese em gel de campo pulsatil (PFGE), que
gera pulsotipos se aplica, principalmente aos estudos de surtos limitados no tempo
e no espaco (Richard V Goering 2010) enquanto a segunda, conhecida como
tipagem por sequenciamento de varios loci (MLST), aplica-se a caracterizacdo de
linhagens e complexos clonais. O esquema de MLST para K. pneumoniae envolve
a analise de 7 genes essenciais a espécie. A combinacédo das sequéncias destes
genes formam um perfil, denominado sequéncia-tipo (ST). Quando STs diferem
em apenas um alelo, diz-se que estes pertencem a um complexo clonal. Essa
técnica permite a caracterizacdo das relacdes entre isolados e produz dados nao
ambiguos que, através da utilizacdo de uma base de dados internacional, permite
a comparacdo de resultados obtidos por diferentes laboratérios (Diancourt et al.
2005). Dessa forma, a comparacédo dos STs permite estudos epidemioldgicos para
observar a distribuicdo de linhagens em diferentes partes do mundo. Com a
utilizacao dessa base de dados, pode-se observar a existéncia de um clone de K.
pneumoniae pandémico, do ST-258. Este ST foi descrito pela primeira vez em
2009, em isolados da Suécia e da Noruega (. Samuelsen et al. 2009). Desde
entdo, isolados pertencentes ao mesmo ST e aos STs pertencentes ao seu
complexo clonal, ja foram descritos nas Américas, na Europa e na Asia (Leavitt et
al. 2010; Toth et al. 2010; Baraniak et al. 2009; @. Samuelsen et al. 2009;
Mataseje et al. 2011; Andrade et al. 2011).

1.11. Justificativa:

Infec¢des hospitalares causadas por K. pneumoniae multirresistentes séao
um grave problema de saude publica que vem se tornando mais frequentes,
causando surtos e epidemias em diversos paises, inclusive no Brasil. A maioria

dos trabalhos relacionados a K. pneumoniae foca o estudo e a caracterizagdo de
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isolados clinicos multirresistentes, no entanto, esta bactéria € ubiqua no ambiente.
Bactérias ambientais podem atuar como reservatorios de genes de resisténcia, 0s
quais, carreados por elementos moéveis como o0s plasmideos, podem ser
transmitidos a outros microorganismos patogénicos presentes no ambiente.

Sendo assim, este projeto visa analisar geneticamente isolados ambientais
e clinicos de K. pneumoniae, a fim de caracterizar as populagdes presentes nestes
dois compartimentos e, também, buscar a associacdo de fendtipos de resisténcia

aos antimicrobianos aos genotipos.
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2. OBJETIVOS




2.1. Objetivo Geral

» Caracterizacdo genética de isolados clinicos e ambientais de K.

pneumoniae

2.2. Objetivos Especificos

> Determinar a clonalidade de isolados clinicos e ambientais de
K. pneumoniae

> Determinar o fendtipo de resisténcia dos isolados clinicos e
ambientais a diferentes classes de antimicrobianos.

> Caracterizar geneticamente a resisténcia dos isolados aos

antimicrobianos.
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3. MATERIAISE
METODOS




3.1 Meios de cultura e solugdes

A esterilizagdo de todos os meios de cultura foi realizada em autoclave a

120°C, 1 atm, por 15 minutos.

3.1.1.

3.1.2.

Meios de cultura

BHI (Brain Heart Infusion) (OXOID)- infusdo de solidos de cérebro de
bezerro (12,59); infusdo de solidos de coracdo de boi (5,09); proteose
peptona (10g); glicose (29); cloreto de sbédio (5g); fosfato de sédio dibasico
(2,59), pH 7,2 — 7,6. Os compostos foram dissolvidos em 1L de agua
destilada. Para o preparo do meio solido, adicionou-se 1,2% de agar
bacteriologico (OXOID).

Agar Mueller-Hinton (Difco)- infusdo de carne (300g); casaminoacidos
(17,5g); amido (1,59); Agar (17g). Os compostos foram dissolvidos em 1L
de agua destilada e a suspensao foi aquecida até a dissolugdo completa do
agar.

Solucdes

TAE 50X (Tris-Acetato-EDTA)(Eppendorf)- Tris-Acetato 2M; EDTA 0,05M,
pH 8,3

TBE 10X ultrapure (Tris-borato-EDTA) (USB)- Tris0,89M; acido borico
0,89M; EDTA 0,02M. Reconstituir para 200mL em agua Mili-Q.

EDTA 0,5M, pH 8,0- EDTA (186,1g). Ajustar para pH 8,0 com hidroxido de
sédio (~20g). Completar o volume com agua Mili-Q para 1L de solucao.
Autoclavar a 120°C por 20 minutos.

Solucéo de lise (PFGE)- cloreto de sédio 1M; Tris-HCI 6mM pH 7,6; EDTA
100mM pHB8,0; BRIJ-58 0,5%; desoxicolato 0,2%; sarcosina 0,5%; lisozima
1 mg/mL.

Solugéo ESP- EDTA 0,5M pH8,0; sarcosina 1%
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e Tampao PIV- cloreto de sédio 1M; Tris-HCI 20mM pH7,6
e Tampao TE- Tris-HCI 10mM pH8,0; EDTA 0,1mM pH8,0
e Salina 0,85% (p/v)- 0,859 de cloreto de sédio em 100mL de 4gua destilada.

Autoclavar a 120°C por 20 minutos.

3.2 Selecao de isolados bacterianos

Neste estudo foram incluidas 76 amostras K. pneumoniae de origem clinica
(KC=57) e ambiental (KE=19) recuperadas entre 2000 e 2010 (Tabela 3.1). Os
isolados clinicos foram coletados de diferentes pacientes internados em hospitais
de S&o Luis-MA, Rio de Janeiro-RJ e Manaus-AM. Os isolados ambientais foram
coletados em Manaus-AM (ambiente hospitalar) e Belém-PA (dgua de rio).

Estas amostras constituem todas as bactérias pertencentes a espécie K.
pneumoniae presentes na cole¢cdo de cultura do Laboratério de Genética
Molecular de Microorganismos do IOC/FIOCRUZ, e encontram-se estocadas em

freezer a -70°C.
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Tabela 3.1: Isolados de Klebsiella pneumoniae estudados

Isolado| Origem Fonte | Local | Ano Isolado | Origem | Fonte Local Ano
KC-01 Ma clinico| UFMA | 2000 KC-39 RJ clinico fale 2006
KC-02 Ma clinico | H.Alianca | 2000 KC-40 RJ clinico il 2006
KC-03 Ma clinico| HUPD |2000 KC-41 RJ clinico fale 2006
KC-04 Ma clinico| UDI 2000 KC-42 RJ clinico fale 2006
KC-05 Ma clinico| HSD |2000 KC-43 RJ clinico fale 2006
KC-06 Ma clinico| *** falel KC-44 Ma clinico il 2006
KC-07 Ma clinico| *** falele KC-45 Ma clinico falaied 2006
KC-08 Ma clinico | H.Alianga | *** KC-46 Ma clinico il 2006
KC-09 Ma clinico| HSD |2000 KC-47 Ma clinico fale 2006
KC-10 | ATCC10031 | *** faleie falele KC-48 Ma clinico falele 2006
KC-11 RJ clinico| *** |2005 KC-49 Ma clinico fale 2006
KC-12 RJ clinico| *** |2005 KC-50 | AM clinico wkx falale
KC-13 RJ clinico| *** |2005 KC-51| AM clinico wkx falale
KC-14 RJ clinico kel 2005 KC-52 AM clinico bkl bkl
KC-15 RJ clinico| *** |2005 KC-53| AM clinico falele falele
KC-16 RJ clinico| *** |2005 KC-54 RJ clinico falea 2010
KC-17 RJ clinico| *** |2005 KC-55 RJ clinico Hosp. Fed. Lagoa. 2010
KC-18 RJ clinico| *** |2005 KC-56 RJ clinico CEMERU/Santa Cruz 2010
KC-19 RJ clinico| *** |2005 KC-57 RJ clinico CEMERU/Santa Cruz 2010
KC-20 RJ clinico| *** |2005 KE-01 | AM |ambiental falea Fhx
KC-21 RJ clinico| *** |2005 KE-02 | AM |ambiental falea falea
KC-22 RJ clinico| *** |2005 KE-03 | AM |ambiental Fhx Fhx
KC-23 RJ clinico| *** |2005 KE-04 PA |ambiental | Rio Santana-Amazonas | 2003
KC-24 RJ clinico| *** |2005 KE-05 PA |ambiental | Rio Santana-Amazonas | 2003
KC-25 RJ clinico| *** |2005 KE-06 PA |ambiental | Rio Santana- Amazonas | 2003
KC-26 RJ clinico| *** |2005 KE-07 PA |ambiental | Rio Santana- Amazonas | 2003
KC-27 RJ clinico| *** |2005 KE-08 PA |ambiental | Rio Santana-Amazonas | 2003
KC-28 RJ clinico| *** |2005 KE-09 PA |ambiental | Rio guana- Amazonas 2003
KC-29 RJ clinico| *** |2005 KE-10 | AM |ambiental fale 2006
KC-30 RJ clinico| *** |2005 KE-11 | AM |ambiental Frk 2006
KC-31 RJ clinico| *** |2005 KE-12 | AM |ambiental Frk 2006
KC-32 RJ clinico| *** |2005 KE-13 | AM |ambiental Frk 2006
KC-33 RJ clinico| *** |2005 KE-14 | AM |ambiental falele 2006
KC-34 RJ clinico| *** |2005 KE-15| AM |ambiental Fhx 2006
KC-35 RJ clinico| *** |2005 KE-16 | AM |ambiental falele Fhx
KC-36 RJ clinico| *** |2005 KE-17 | AM |ambiental Hhx Hhx
KC-37 RJ clinico| *** |2006 KE-18 | AM |ambiental Hhx Hhx
KC-38 RJ clinico| *** |2006 KE-19 | AM |ambiental *hx Fkk
PA- Para ***: dados ndo disponiveis

AM- Amazonas

RJ- Rio de Janeiro
UFMA- Hospital Universitario do Maranh&o
HA- Hospital Alianca

HSD- Hospital S&o Domingos
HUPD- Hospital Universitario Presidente Dutra

UDI- Hospital UDI

29




3.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de disco-difusdo em &gar foi utilizado para determinar a
suscetibilidade in vitro dos isolados aos antimicrobianos, baseando-se nas
recomendacdes do CLSI/2010 (Clinical Laboratory Standards Institute). Uma
colonia fresca obtida em placa de meio BHI foi ressuspensa em solucao salina
0,85% estéril e sua turbidez ajustada de acordo com o padrdo 0,5 da escala de
McFarland. As bactérias foram inoculadas em placas de Mueller-Hinton, com o
auxilio de um swab estéril, para formar um tapete uniforme. Apds alguns
minutos foram aplicados os discos impregnados com antibiético (OXOID,
Basinstoke, UK). As culturas foram incubadas a 36°C por 18h. Os halos de
inibicdo do crescimento bacteriano foram medidos com auxilio de régua
milimetrada, e os isolados classificados como resistentes, suscetiveis ou
intermediarios de acordo com os pontos de corte definidos pelo CLSI. Os
isolados de K. pneumoniae foram definidos como multirresistentes quando se
observa resisténcia a pelo menos trés classes diferentes de antibidticos.

O perfil de suscetibilidade foi determinado para 0s seguintes
antimicrobianos: acido nalidixico, amicacina, amoxilina+acido clavulanico,
ampicilina, aztreonam, carbenicilina, cefalotina, cefepime, cefoxitina,
ceftazidime, ceftriaxona, ciprofloxacina, cloranfenicol, ertapenem, gentamicina,
imipenem, kanamicina, meropenem, norfloxacina, piperacilina,
piperacilina+tazobactan, streptomicina, sulfametoxazol+trimetoprim,
sulfonamida, tetraciclina, ticarcilina+acido clavulanico, tobramicina, trimetoprim.

A classificacéo e a sigla dos antibioticos utilizados neste estudo encontram-

se listados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Classificacao e sigla dos antibiéticos utilizados neste estudo

Classe subclasse Nome Sigla
Piperacilina PRL
Ampicilina AMP
B-lactamico Penicilina Carbenicilina CAR
Piperacilina-Tazobactan TZP
Amoxilina-Acido clavulanico AMC
Ticarcilina- Acido clavulanico  TIM
Meropenem MEM
B-lactamico Carbapenema Ertapenem ETP
Imipenem IPM
Cefalotina CEP
Cefoxitina FOX
B-lactamico Cefalosporina  Ceftazidime CAZ
Ceftriaxona CRO
Cefepime FEP
B-lactamico Monobactam Aztreonam ATM
- Gentamicina GEN
- Kanamicina KAN
Aminoglicosideo - Amicacina AMK
- Estreptomicina STR
- Tobramicina TOB
- Ciprofloxacina CIP
Quinolona - Norfloxacina NOR
- Acido Nalidixico NAL
Inibidores da via metabdlica do ) SuIfametc.)xazoI-Trimetoprim SXT
folato - Su.lfonaml.da SUL
- Trimetoprim TMP
Tetraciclina - Tetraciclina TCY
Fenicol - Cloranfenicol CHL
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3.3.1. Teste de Hodge modificado

O teste de Hodge (modificado em Carvalhaes et al. 2010) foi realizado
para verificar a producdo de enzimas carbapenemases pelos isolados de K.
pneumoniae resistentes a carbapenemas. Em resumo, uma coldnia fresca da
cepa E.coli ATCC 25922 sensivel a carbapenemas foi diluida em salina 0,85%
estéril até atingir a turbidez equivalente a escala 0.5 McFarland. Os isolados a
serem testados foram preparados da mesma forma até atingir a escala 3 de
McFarland. A cepa de E. coli foi semeada em uma placa de agar Mueller-
Hinton, de modo a formar um tapete uniforme. Um disco de ertapenem foi
colocado no centro da placa e os isolados a serem testados foram semeados
em linha reta, partindo da borda do disco de antibiético até a borda da placa.
Até quatro organismos foram testados em cada placa. As placas foram
incubadas a 36°C por 18h. O teste foi considerado positivo quando se observou
a formacgédo de uma endentacdo semelhante ao de um trevo de quatro folhas,
na intersec¢ao do organismo teste e da cepa controle de E. coli, dentro da zona
de inibicdo do antibidtico. Este fendbmeno ocorre devido a producdo pelo
organismo teste da enzima que degrada o antibiético, permitindo o crescimento
da cepa controle sensivel na zona de inibicdo. O teste de Hodge € definido
como negativo quando a cepa controle de E. coli ndo cresce na regiao do halo

de inibicao.

K. pneumoniae
Controle negativo

Disco de ertapenem

K. pneumoniae
Resultado negativo

K. pneumoniae
Resultado positivo

Figura 3.1: Resultado do Teste de Hodge modificado. A observacdo de uma
distorcdo do halo de inibicdo na regido entre o organismo-teste e a cepa

controle, formando uma indentacdo, € considerado resultado positivo.
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3.4 Extracdo de DNA pelo método de choque térmico

Os isolados bacterianos foram inoculados em 3 mL de caldo BHI e
incubados a 37°C por 12-18h em agitacdo. Um mL de cultura de cada amostra
foi transferido para tubos do tipo “Eppendorf’ e centrifugados a 3000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 500
pL de salina 0,85%, para ser centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Essa
etapa foi repetida mais uma vez. O precipitado foi entdo ressuspenso em agua
mili-Q estérii e a suspensdo submetida a banho-maria fervente
(aproximadamente 100°C) por 10 minutos, com subsequente congelamento a -
20°C. Esse material foi posteriormente descongelado a temperatura ambiente
e centrifugado rapidamente (1400 rpm por 15 segundos) para ser utilizado nas

reacoes de PCR.

3.5 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os iniciadores utilizados neste estudo estdo listados na Tabela 3.3.
Todos os iniciadores foram testados quanto a sua especificidade.

Para a amplificacdo de regibes especificas do genoma, a reacdo de
PCR foi realizada em um volume final de 50 pL. As reac¢fes individuais foram
compostas de agua mili-Q estéril, tampédo de reacdo 1X (Promega), 3 mM de
MgCl, (Promega), 0,2 mM de dNTP (ultrapure dNTP set [dATP, dCTP, dGTP,
dTTP]- Amersham), 200 ng de cada iniciador, 1,5 unidades da enzima Taq
DNA Polimerase (Promega) e 5 uL do DNA total, obtido por choque térmico.

A reacdo foi realizada nas seguintes condigfes: pré-desnaturagdo a 94°
por 5 minutos, seguida por 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C com duracgéo variando de acordo com o tamanho do alvo,
considerando a relacdo 1 minuto/1 kb. A amplificagéo pela reacéo de PCR foi
visualizada através de corrida de 10 pL do amplicon em gel de agarose a 1,5%
em TAE 1X.
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3.6 Identificacdo e caracterizacdo genética dos integrons

A técnica de PCR foi aplicada para obtencdo de amplicons
correspondentes ao gene da integrase e aos cassetes génicos do integron. Os
distintos amplicons correspondentes a estas regides foram sequenciados. Os
amplicons selecionados foram purificados e sequenciados utilizando “Big Dye
Terminator” (Applied Biosystems, Inc. Foster City, Calif) no sequenciador
automatico de DNA Applied Biosystems 377. Esta técnica ja esta padronizada
e vem sendo utilizada rotineiramente pelo laboratério de Genética Molecular de
Microorganismos, do IOC. As andlises das sequéncias foram realizadas com
auxilio dos pacotes de programas de analise de seqiéncias MEGA, BioEdit e
Lasergene.

3.7 Rastreamento de genes associados a resisténcia aos

antimicrobianos

Pela reacdo de PCR rastreamos a presenca de resisténcia em todos os
isolados, tendo como alvo 0s seguintes genes: blakpc, blayiv, blaogxa, blawe,
blasny, blarem, blactx.m, blaampc, blaper-1, blapsg, blapna, blarox, blages. Os

iniciadores utilizados estao listados na tabela 3.3.

3.8 Eletroforese em gel de agarose

Os géis foram preparados dissolvendo a agarose em tampao TAE 1X de
modo a obter uma concentracao final de 1,5 a 1,8%. As amostras e 1 uL (1 pg/
puL) de marcador de tamanho molecular (1 Kb ou 100 pb- Invitrogen) foram
aplicados individualmente em poc¢os formados com o auxilio de pente. A corrida
eletroforética foi realizada em tampdo TAE 1X com corrente de
aproximadamente 80 Volts por 45 a 90 minutos. Apés a corrida, o gel foi corado
em solucdo de brometo de etideo (0,5 pg/ pL), observado sob luz ultravioleta e

registrado em foto com equipamento VDS (Pharmacia-Biotech).
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Tabela 3.3: Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR e sequienciamento

Iniciadores Sequéncia nucleotidica (5'-3") Regiéo alvo Referéncia
INT1 f AAAACCGCCACTGCGCCGTTA gene da integrase classe 1 LGMM
INTLr GAAGACGGCTGCACTGAACG

INT2 f GCGTTTTATGTCTAACAGTCC gene da integrase classe 2 LGMM
INT2 r AAGTAGCATCAGTCCATCC

INF GGCATCCAAGCAGCAAG cassetes génicos LGMM
INB AAGCAGACTTGACCT

INF2 TGGGTGAGATAATGTGCATC cassetes génicos LGMM
INB2 TCGAGAGAGGATATGGAAGG

SHV F TCGGGCCGCGTAGGCATG alelos blagy, LGMM
SHV R AGCAGGGCGACAATCCCG

TEMg f AGAGTATGAGTATTCAACATT alelos blaem LGMM
TEMgr ATCTCAGCGATCTGTCTAT

GESf GCGTTTTGCAATGTGCTC alelos blages Endimiani et
GES CCAGTTTTCTCTCCAACAACC

OXAf TTGGTGGCATCGATTATCGG alelos blagy, Endimiani et
OXATr GAGCACTTCTTTTGTGATGGC

VIM f TTTGGTCGCATATCGCAACG alelos blayin, Endimiani et
VIM r CCATTCAGCCAGATCGGGCAT

IMP f GTTTATGTTCATACWTCG alelos blajy, Endimiani et
IMP r GGTTTAAYAAAACAACCAC

AMPC f ATCAAAACTGGCAGCCG alelos blagmpc Endimiani et
AMPC r GAGCCCGTTTTATGGACCCA

PSE f AATGGCAATCAGCGCTTCCC alelos blapse Endimiani et
PSE r GGGGCTTGATGCTCACTCCA

DHA f AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT alelos blagn, Endimiani et
DHAT CCGTACGCATACTGGCTTTGC

FOX f ATGCCAATTTCATTCACCAC alelos blajy Endimiani et
FOX'r ATKTGGAMGCCTTGAACTCG

CTXm f TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA alelos blacym Endimiani et
CTXmr CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

PER f ATGAATGTCATTATAAAAG alelos blape Endimiani et
PER r TTGGGCTTAGGGCAG

KPC f ATGTCACTGTATCGCCGTC alelos blakc Endimiani et
KPCr TTACTGCCCGTTAACGCC

KPC fseq ATGCGCTCTATCGGCGATACC alelos blakc Endimiani et
KPCrseq ATCGCCGATAGAGCGCATGAAG
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3.9 Analise de DNA cromossdmico através de eletroforese de

campo pulsado (PFGE)

A tipagem molecular de K. pneumoniae foi realizada através da técnica
de PFGE descrita por Tenover et al. (1995) modificada. O DNA cromossdmico
foi preparado pela técnica de lise in situ, em blocos de agarose. Em resumo,
uma aliquota de 500uL do crescimento bacteriano em fase exponencial foi
centrifugada e as células obtidas homogeneizadas em tampao PIV (NaCl 1M;
TRIS-HCI 10mM pH 7,6). Foi adicionada a suspensao de células, 500 pL de
agarose (2% em tampdao PIV) a 60° C e a mistura distribuida em moldes. Os
blocos foram, entéo, transferidos para tubos contendo 4mL de solugéo de lise
(NaCl 1M; TRIS-HCI 6mM pH 7,6; EDTA 100mM pH 8,0; BRIJ-58 0,5%;
desoxicolato 0,2%; sarcosina 0,5%) e incubados a 37° C por 18 horas. Em
seguida, o tampao de lise foi substituido pelo tampédo ESP (EDTA 0,5M pH 8,0;
sarcosina 1%) contendo 0,1 mg/mL de proteinase K e os blocos incubados a
50° C por 20 horas. Os blocos foram lavados 4 vezes por dia durante 6 dias
com tampéo TE (TRIS-HCI 10mM pH 8,0; EDTA 0.1mM pH 8,0) a 37° C e em
seguida, incubados com enzima de restricao (normalmente Spe I/ 20U) durante
24 h na temperatura recomendada. Os fragmentos de restricdo foram
separados em gel de agarose a 1,4% preparado em tampdo TBE (TRIS
44.5mM; Ac. borico 44,5mM; EDTA 1mM pH final 8,3) através da eletroforese
de campo pulsado, usando o sistema GENE NAVIGATOR (PHARMACIA -
BIOTECH). Ap6s a corrida os géis foram corados com brometo de etidio,

observados sob luz ultravioleta e fotografados para analises posteriores.
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- 1,532

- 1,091
EtBr stain 817
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Electric field alternates 120° every 90
seconds for 18 to 24 hours at 14° C

Figura 3.2: Esquema de eletroforese em gel de campo pulsatil (PFGE). A
esquerda, figura esquematica da cuba onde a eletroforese € realizada,
destacando as trés direcdes de migracdo dos fragmentos génicos. A direita,
uma representacdo do gel corado apds a corrida, mostrando os perfis de
macro-restricdo de trés isolados e o marcador de peso molecular. (Obtida de
http://picasaweb.google.com/Ih/photo/aPpkB16d8tBnB88WCZ2g64q).
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3.10 MLST

Fragmentos internos de sete genes conservados, espacados ao longo do
genoma bacteriano, foram sequenciados e analisados, de acordo com o
esquema descrito por Diancourt et al (2005). Cada alelo identificado possui
uma sequencia nucleotidica unica. Dessa forma, cada alelo difere dos outros
devido a, no minimo, uma alteracdo da sequéncia nucleotidica A definicdo das
sequéncias — tipo (ST) foi realizada no site:

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/Kpneumoniae.html

Os iniciadores utilizados foram os mesmos utilizados por Diancourt et al
(2005).

Locus Futative function of Primer sequence™® Size Location®
gene (bp)
ol Beta-subunit of RNA VIC3: GGC GAA ATG GCW GAG AACCA 501 4,771,502-4, 772,002
polymerase B
VICZ: GAG TCT TCG AAG TTG TAA CC
paped Glyceraldehyde 3- gapAlTI: TGA AAT ATG ACT CCA CTC ACG G 450 1,347 540-1,347,091

phosphate
dehydrogenase
gapAlEL: CTT CAG AAG CGG CTT TGA TGG CTT
mdh Malate mdh130: COC AAC TCG CTT CAG GTT CAG 477 4.004,0454,003,569
dehydrogenase
mdh&67: COG TTT TTC CCC AGC AGC AG
po Phosphoglucose pgilF: GAG AAA AAC CTG CCT GTA CTG CTG GC 432 4,831,0914,831,522
ispmerase
pgilR: CGC GOC ACG CTT TAT AGC GGT TAA T
peiZF(seq): CTG CTG GCG CTG ATC GGC AT
peiRiseq): TTA TAG CGG TTA ATC AGG COG T

phoE Phosphoporine E phoE604.1: ACC TAC CGC AAC ACC GAC TTC TTC GG 420 320,300-320,728
phoE6D4.2: TGA TCA GAA CTG GTA GGT GAT
infB Translation initiation infB1F: CTC GCT GCT GGA CTA TAT TCG 318 3,937 568-3,037 883
factor 2

infBIR: CGC TTT CAG CTC AAG AACTITC
infB2F(seq): ACT AAG GTT GCC TCC GGC GAA GC
tonB Periplasmic energy tonBIF: CTT TAT ACC TCG GTA CAT CAG GTT 414 2,394 251-2,394.664
transducer
tonB2R: ATT CGC CGG CTG RGC RGA GAG

Figura 3.3: Fragmentos génicos utilizados no esquema de MLST para K.
pneumoniae, funcdes dos genes, sequéncia dos iniciadores , tamanho do
fragmento amplificado e localizacdo no genoma da espécie. (tabela retirada de
Diancourt, et al., 2005).
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Enter sequences (DNA) below using copy and paste:

ARCCTGRAGTGGEGACGRAGITGEIGITGACGTI IGI TGCTIGAAGCARCCGGTATCTIC
CTGACCGACGRARCCGCTCETARACACATCACCGCIGECGCGARARARGTCGTICIG
ACTGGCCCGTCCRARGRCARCACTCCGATGTTCGTTCGCGGCGCTARCTTICGRCGET

GGCGCGEATGTAGT GCTGATCTCCGCGGGCETGECGCETAAGCCCEGCATGGATCGET
TCCGACCTGTTTAATGTGAATGCGEGTATCGTGAAGARCCTCGTGCAGCAGATTGCC
ARAACCTIGCCCGCAGGCCTGCATCGGCATTATCACCARCCCGETGRATACCACCGIG

GICGGECACCICGTTAAGCTATGATITCGECGECAGCEACTICGCCEICAGCGCAGCT
TACACCAGCICCGACCGTACCAACGATCAGRACCTGCTGECCCGCEGCCAGGETITICE
ARAGCGERAGCCTGEECGACCGECCTGRRARTATGACGCCARCARTATCTACCTIGGLG

ATGGTGGCGCCGGCCGATCTTGAGCCGCCTCCGGCGGCGCAGCCTGTCGTGGRGCCT
GTTGTTGRACCCGRACCTGAGCCGGAGCCAGRGGTAGCGCCTGRRCCGCCGRRAGRG
GCGCCGGTGGTGATCCATARACCGGARCCTARGCCGARGCCCARACCTRRRCCCRAG

GGCATGATCACCTICCTGGATACCCCGGGCCACGCCGCGTTTACCTCCATGCGTGET +
CGTGGCGCGCAGGCGACGGATATCGIGGTTCTGGTGGTGGCGGCAGACGACGGCGIG ~
ATGCCGCAGACTATCGRAGCTATCCAGCACGCTARAGCGGCGCAGGTACCGETGGTA

GAGTCCAACGGTAAGTATGTTGACCGTAACGGCCACGCGGTAGACTACCAGACTGGE
CCAATCATCTGGGGTGAGCCGGGCACCAACGGTCAGCACGCGTTCTACCAGCTGATC ~
CACCAGGGCACCARARTGGTACCGTGCGATTTCATCGCTCCGGCTATCACCCACARC

ACCCACTACGGTCGCGTATGTCCGATCGARACGCCTGAAGGTCCGRACATCGGICTG +
ATTRACTCCCTGICCGTGTACGCGCAGACCARCGAATATGGCTTCCTTIGAGACGCCE ~
TRTCGTRRAGTGACCARCGETGTGGTTACTGACGRRATTCACTACCTGTCTGCTATC

Home

PubhLST.org

mistdoNet software User guide

Figura 3.4:

=

Imagem da pagina do site de MLST para K.
pneumoniae. ApOs a comparacdo das sequéncias dos sete
fragmentos génicos contra a base de dados, o site mostra o alelo
identificado para cada I6cus génico
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4. RESULTADOS




4. Resultados:
Os resultados das andlises realizadas com os isolados clinicos e
ambientais sdo apresentados separadamente e na discussdo abordamos

alguns aspectos dos dois conjuntos.

4.1. Isolados clinicos

41.1 Resisténcia a antibiéticos

A susceptibilidade dos 57 isolados clinicos foi avaliada pelo método de
disco-difusdo, sendo utilizadas 9 classes de antimicrobianos. Foram
observados 26 diferentes perfis de resisténcia (PR), resultantes da combinagé&o
das resisténcias as classes de antimicrobianos testadas. De acordo com o
critério de definicdo de multirresisténcia, adotado neste estudo, os perfis de
resisténcia PR-05 a PR-26 correspondem aos multirresistentes (MDR).

A relacéo dos perfis de resisténcia observados encontra-se na figura 4.1,
e a relacdo de isolados pertencentes a cada perfil na tabela 4.1.

Dos 57 isolados clinicos, 67% sdo MDR. Resisténcia a carbenicilina e &
combinag¢do amoxicilina-acido clavulanico, ambos antibiéticos da classe das
penicilinas, foi observada em todos os isolados. De modo geral, os isolados
mostraram-se mais susceptiveis as carbapenemas, onde nenhum isolado
apresentou perfil de resisténcia ao imipenem.

Dezenove por cento (19%) dos isolados apresentaram resisténcia ao
ertapenem e/ou meropenem. A deteccdo fenotipica da producdo de
carbapenemase, através do teste de Hodge modificado, foi realizada para
estes isolados. Trés isolados, KC-55, KC-56 e KC-57, foram positivos neste

teste ou seja, produziriam carbapenemases.
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10 -

N2 de isolados

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Perfis de resisténcia (PR)

M Penicilina M Carbapenema M Cefalosporina W Aminoglicosideo M Quinolona ®IVF = Monobactam  ® Tetraciclina Cloranfenicol

Figura 4.1: Perfis de resisténcia dos isolados clinicos, segundo a classe de antimicrobianos utilizada. Em ordem numérica, os perfis PR-05 a
PR-26 correspondem a MDRs.
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Tabela 4.1: Relacao de isolados clinicos e seus perfis de resisténcia

Perfil de Resisténcia (PR)

Isolados

Resisténcia a(s) classe(s) de antimicrobiano(s):

KC-01, KC-02, KC-03, KC-17, KC-21, KC-

PR-01 Penicilina
33, KC-35, KC-49, KC-50, KC-51, KC-52

PR-02 KC-09, KC-16 Penicilina, IVF

PR-03 KC-04, KC-14, KC-30, KC-53 Penicilina, Aminoglicosideo

PR-04 KC-11, KC-27 Penicilina, Carbapenema

PR-05 KC-26 Penicilina, Aminoglicosideo, IVF

PR-06 KC-10, KC-23 Penicilina, Aminoglicosideo, Quinolona

PR-07 KC-12 Penicilina, Cefalosporina, IVF

PR-08 KC-54 Penicilina, Cefalosporina, Quinolona

PR-09 KC-06 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, IVF

PR-10 KC-34 Penicilina, Cefalosporina, IVF, Cloranfenicol

PR-11 KC-45, KC-19 Penicilina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Tetraciclina

PR-12 KC-07 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, IVF, Cloranfenicol

PR-13 KC-08 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, IVF, Monobactam

PR-14 KC-41 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, Monobactam

PR-15 KC-38 Penicilina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Tetraciclina, Cloranfenicol

PR-16 KC-29 Penicilina, Carbapenema, Cefalosporina, Quinolona, IVF, Cloranfenicol

PR-17 KC-05 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, IVF, Tetraciclina, Cloranfenicol

PR-18 KC-42 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, Tetraciclina, Cloranfenicol

PR-19 KC-36, KC-43 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Monobactam

PR-20 KC-44, KC-46 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Tetraciclina

PR-21 KC-13 Penicilina, Carbapenema, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Tetraciclina,

PR-22 KC-40 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Monobactam, Cloranfenicol

PR-23 KC-37 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Tetraciclina, Cloranfenicol

PR-24 KC-22, KC-56, KC-57 Penicilina, Carbapenema, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Monobactam, Tetraciclina

PR-25 KC-18, KC-24, KC-25, KC-28, KC-31, KC- Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Monobactam, Tetraciclina, Cloranfenicol
32, KC-39, KC-47

PR-26 KC-15, KC-20. KC-55, KC-48 Penicilina, Carbapenema, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona, IVF, Monobactam, Tetraciclina,

Cloranfenicol
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A analise dos perfis de resisténcia obtidos, em relacdo a origem dos
isolados, mostrou a existéncia de perfis compartiihados entre os estados
(Figura 4.2).

Dentre os isolados do estado do Amazonas foram identificados apenas
dois perfis, PR-01 e PR-03, nenhum deles multirresistentes. Estes perfis
também foram identificados entre os isolados do RJ e do MA.

Para os isolados do estado do Maranhao foram identificados 11 perfis de
resisténcia, sendo dois compartilhados entre os trés estados (PR-01 e PR-03),
4 compartilhados apenas com o RJ (PR-02, PR-11, PR-25, PR-26) e 5 perfis
anicos do MA (PR-09, PR-12, PR-13, PR-17 e PR-20). Apenas os perfis PR-01,
PR-03 e PR-02, identificados em 6 isolados do MA, néo correspondem a perfis
de multirresisténcia. Dessa forma, observou-se que a maioria destes isolados
sédo MDR (60%).

Figura 4.2: Diagrama relacionando os Perfis de Resisténcia (PRS)
identificados em cada estado. Os PRs presentes na interseccao entre circulos

sao perfis compartilhados entre os estados.
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Dentre os isolados do Maranh&o, seis foram obtidos no ano 2000 e seis
no ano de 2006. A analise temporal dos perfis obtidos para estes isolados
mostrou que, de um modo geral, os isolados de 2000 nao s&o multirresistentes,
enquanto os isolados de 2006 sdo MDR. Resisténcia as classes de
carbapenemas, quinolonas e ao aztreonam so6 foi identificada em isolados de
2006. PR-01 foi o unico perfil identificado em ambos os anos, demonstrando a
permanéncia de isolados ndo-MDR, resistentes apenas a classe das
penicilinas, em ambiente hospitalar. O grafico da figura 4.3 mostra a
prevaléncia das resisténcias a cada classe de antimicrobianos, nos anos de
2000 e 2006.

Percentual de isolados resistentes

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%
30%
20%
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0%

Classes de antibidticos

M Maranhdo sfano (N=3) B Maranhao 2000 (N=6) B Maranhdo 2006 (N=6)

Figura 4.3: Prevaléncia das resisténcias a cada classe de antibidticos, por ano

de isolamento, de isolados do MA
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Os isolados do RJ apresentaram o maior numero de perfis de resisténcia. Dos
26 PRs identificados nos isolados clinicos, 21 PRs foram observados nos
isolados do RJ, sendo 14 Unicos deste estado. Dentre estes perfis, apenas PR-
01, PR-02, PR-03 e PR-04, identificados em nove isolados, ndo sdo MDR. Os
outros 17 PRs correspondem a MDRs. Estes isolados foram obtidos em, 2005
(26 isolados), 2006 (7 isolados) e 2010 (4 isolados). O gréfico abaixo (figura
4.4) mostra a prevaléncia dos PRs, nos anos de 2005, 2006 e 2010.

Percentual de isolados resistentes

Classes de antibidticos

M Rio de Janeiro 2005 (N=26) B Rio de Janeiro 2006 (N=7) M Rio de Janeiro 2010 (N=4)

Figura 4.4: Prevaléncia das resisténcias a cada classe de antibiéticos, por ano

de isolamento, dos isolados do RJ.
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Quatro geracdes de cefalosporinas foram testadas no teste de disco-
difusdo. Analisando os resultados referentes a cada geracéo, observou-se que,
de modo geral, os isolados do RJ mostraram-se menos susceptiveis a essa
classe, em comparacéo aos isolados do MA. Nehnum isolado do AM de origem
clinica apresentou resisténcia a qualquer uma das cefalosporinas testadas. . A
figura 4.5 mostra os percentuais de resisténcia as diferentes geragbes de
cefalosporinas, observados para os isolados do RJ e do MA

Os isolados do ano 2000 do MA mostraram-se resistentes apenas a
cefalotina, enquanto os isolados do ano 2006 do mesmo estado apresentaram
resisténcia as quatro geracdes testadas. Cefalotina e cefoxitina foram os
antibiéticos com maior percentual de resisténcia para os isolados de 2006 (67%
e 50% respectivamente). Os trés isolados do MA sem informacdo de ano
apresentaram resisténcia apenas a cefalotina (100%) e a ceftazidime (33%).

Resisténcia as quatro geracdes de cefalosporina testadas foi observada
para os isolados do RJ obtidos de 2005, 2006 e 2010. Cefalotina apresentou o
maior percentual de resisténcia para isolados de 2005 (54%) e 2006 (86%)
deste estado. Os isolados do ano de 2010 apresentaram maior percentual de
resisténcia a cefepime (100%), o que sugere um maior percentual de isolados
ESBL presentes em anos mais recentes .

Analisando os percentuais de resisténcia a cada geracdo, € possivel
observar valores semelhantes de resisténcia para cefepime e ceftriaxona, em

isolados obtidos no mesmo ano e estado.
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Figura 4.5: Prevaléncia de resisténcia a cada geracao de cefalosporina dos isolados do RJ e do MA.
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41.2 Diversidade Genética

A diversidade genética dos isolados foi determinada pelo perfil alélico de
07 genes do genoma basico da K. pneumoniae aplicando a técnica de MLST.
Dentre os 57 isolados clinicos foram caracterizadas 32 sequéncias-tipo (ST),
sendo 19 STs conhecidas e 13 STs novas, ou seja, que apresentavam um alelo
novo ou uma nova combinacéo de alelos. As STs novas foram identificados por
letra.

Até o momento, 688 STs diferentes ja foram caracterizados e estdo no
banco de dados de MLST para K. pneumoniae
(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/Kpneumoniae.html).

A identificacdo de 13 STs novas, em nhossa amostra, mostra a
heterogeneidade e/ou a pouca representatividade do banco de dados, em
relacéo a esta espécie. O perfil alélico de nossos isolados esta na tabela 4.2.

A correlacdo entre os resultados de MLST e a localizagdo geogréfica
(estado da federacdo) de onde os isolados foram obtidos mostrou que né&o
temos uma ST epidémica no pais ou seja, as STs estdo circulando
regionalmente. No entanto mesmas STs foram identificadas circulando em
ambientes hospitalares, em diferentes anos, no estado do RJ, o que indica a
persisténcia de STs nestes ambientes. Isolados das ST-11, ST-16 e ST-327
foram identificados nos anos de 2005 e 2006. Isolados com a nova ST-A foram
identificados em 2005, 2006 e 2010, o que sugere a persisténcia deste ST, pelo
menos ha cinco anos, em ambiente hospitalar do RJ. Isolados que possuem a

mesma ST no MA sé foram identificados no ano de 2006 (Tabela 4.3).
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Tabela 4.2: Perfis de alelos que definem as sequéncias-tipo (ST) identificadas nos

isolados clinicos.

: : N° de

ST gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB isolados
15 1 1 1 1 1 1 1 01
M 1 1 1 1 1 1 * 01
Q 1 1 1 1 1 17 1 01
16 2 1 2 1 4 4 4 04
23 2 1 1 1 9 4 12 01
37 2 9 2 1 13 1 16 02
423 2 9 2 65 13 1 16 03
129 2 20 23 1 1 1 19 02
200 2 1 2 1 12 1 68 01
244 2 5 1 1 1 1 24 01
299 2 10 1 1 56 24 31 01
327 2 1 1 1 10 1 19 02
502 2 53 3 1 10 4 18 01
E 2 1 1 1 1 7 4 01
G 2 1 11 1 10 10 35 01
R 2 1 1 8 10 4 61 01
11 3 3 1 1 1 1 4 08
437 3 3 1 1 1 1 31 03
B 3 3 1 1 1 1 26 03
w 3 1 1 1 3 * 1 01
A 4 1 1 1 7 1 22 04
D 4 5 * 1 9 1 25 02
86 9 4 2 1 1 1 27 01
442 10 20 2 1 9 11 14 01
H 10 7 2 2 3 * 4 01
347 16 24 21 27 47 22 67 01
360 16 24 21 53 47 17 67 02
J 16 24 * 27 47 22 * 01
F 18 22 26 61 *f 20 * 01
I 18 22 26 * * * 99 01
528 32 5 1 1 9 4 18 01
664 52 1 20 2 1 1 47 01

N° alelos 13 11 11 09 13 13 24
* alelo novo
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Dentre as STs identificadas, foi observada a presenca de STs
pertencentes a um mesmo complexo clonal, ou seja, que apresentavam pelo
menos 6 dos sete alelos idénticos. Os recursos do site para analises de dados

de MLST (http://pubmlst.org) permitiu que os perfis alélicos fossem agrupados

na figura 4.5. Trés complexos clonais foram identificados. O complexo clonal 11
(ccll), contém as STs 11 e 437 e a ST pandémica 258. Todos os isolados
pertencentes a essas STs séo oriundos de hospitais do estado do Rio de
Janeiro. A nova ST, denominada ST-B, identificada em trés isolados do Ma, do
ano de 2006, também faz parte deste complexo, pois € variante de locus Unico
da ST-11. Outro complexo clonal retne as STs 37 e 423, com amostras do RJ,
isoladas em 2005, e amostras do Ma, isoladas em 2006, respectivamente. Trés
isolados de 2005 do RJ (ST-15, ST-M e ST-Q) também constituem um mesmo
complexo clonal. A identificacdo de STs do mesmo complexo em estados de

diferentes regides sugere um padréo epidémico no pais.
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Figura 4.6: Agrupamento das amostras pertencentes aos complexos
clonais, utilizando Minimum Spanning Tree algorithm. STs B e 423 ocorrem no

Maranhao, os demais no Rio de Janeiro.
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Tabela 4.3: Sequéncias-tipo (ST) identificadas nos isolados clinicos, separadas por

estado e ano de isolamento.

MLST Origem do Ano de isolamento
200 AM Fkk
347 AM Fkk
360 AM Fxk
23 Ma 2000
299 Ma 2000

E Ma 2000
Ma 2000

I Ma 2000
423 Ma 2006
B Ma 2006
244 Ma ekl
G Ma Fkx
H Ma Fkk
11 RJ 2005
11 RJ 2006
15 RJ 2005
16 RJ 2005
16 RJ 2006
37 RJ 2005
129 RJ 2005
327 RJ 2005
327 RJ 2006
437 RJ 2010
442 RJ 2005
502 RJ 2005
528 RJ 2005
664 RJ 2005
A RJ 2005
A RJ 2006
A RJ 2010
D RJ 2005
J RJ 2005
M RJ 2005
Q RJ 2005
R RJ 2005
W RJ 2005
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A distribuicdo mundial das STs identificadas neste estudo foi analisada
utilizando as informacdes presentes no banco de dados do MLST, e mostrou a
existéncia de STs pandémicos, identificados em paises das Américas, Europa,
Africa e Asia. S3o0 elas: ST11, ST23, ST37, ST423 e ST437. As STs 23 e 37
ainda ndo haviam sido descritas no Brasil. Dessa forma, este é o primeiro
relato da presenca destas STs pandémicas no Brasil. Dezessete isolados

foram identificados como pertencentes a STs pandémicas (Tabela 4.5).

Tabela 4.4: Sequéncias-tipo com distribuicdo global e regibes onde ja foram

identificadas.
MLST N° de isolados ] o
. - Paises com ocorréncia
(ST) identificados neste estudo
Brasil, China, Coréia, Espanha,
11 8 Franca, Grécia, Holanda,
Hungria, Republica Tcheca, india
Bélgica, Cingapura, Espanha, Franca,
23 1 Holanda, Indonésia,
Taiwan
5 Africa, Alemanha, Coréia, Espanha,
37 EUA, Filipinas, Italia
3 o . .
423 Africa, Brasil, Espanha, Filipinas
3 . :
437 Brasil, Indonésia, Noruega
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Os isolados de ST idénticas foram analisados por PFGE, para
determinar a clonalidade dos mesmos. Foram identificados 29 diferentes perfis
de macro-restricdo pela técnica de PFGE. Entre isolados de mesma ST
observou-se perfis de macro-restricdo clonais ou relacionados, mas também

perfis ndo relacionados (Tabela 4.4).

Tabela 4.5: Resultados de MLST e PFGE dos isolados clinicos

Isolado Origem MLST PFGE Isolado Origem  MLST PFGE
KC-45 Ma 423 N KC-17 RJ 16 D
KC-48 Ma 423 N1 KC-23 RJ 16 E
KC-49 Ma 423 N KC-31 RJ 16 F1
KC-50 AM 360 M1 KC-38 RJ 16 F
KC-51 AM 360 M KC-12 RJ 37 G
KC-44 Ma B S KC-21 RJ 37 H
KC-46 Ma B R KC-26 RJ 129 I
KC-47 Ma B R1 KC-27 RJ 129 J
KC-15 RJ 11 A KC-32 RJ 327 K
KC-18 RJ 11 A2 KC-42 RJ 327 L
KC-24 RJ 11 A KC-55 RJ 437 0]
KC-25 RJ 11 B KC-56 RJ 437 P
KC-28 RJ 11 C KC-57 RJ 437 P1
KC-37 RJ 11 A KC-36 RJ A Q
KC-39 RJ 11 Al KC-41 RJ A Q1
KC-40 RJ 11 A KC-43 RJ A Q
KC-34 RJ D T KC-54 RJ A Q2
KC-35 RJ D T1
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Figura 4.7: Perfis de macro-restricdo obtidos no PFGE, utilizando a enzima
XbA. Perfis de macro-restricdo clonais possuem até trés bandas de diferenca
Isolados com perfis de macro-restricdo clonais pertencem a mesma sequéncia-
tipo(ST), identificada na foto.
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4.1.3 Identificacdo de elementos genéticos relacionados a

resisténcia

4.1.3.1 Presencade integrons

A pesquisa pela presenca de integron de classe 1 e 2 foi realizada
através da PCR. Quatorze (14) isolados apresentaram resultados positivos
para a presenca da integrase de classe 1. Gene da integrase de classe 2

nao foi detectado em nenhum isolado.

4.1.3.2 Deteccao e caracterizacdo de cassetes génicos associados a
integrons

A presenca de cassetes génicos associados aos integrons de classe 1,
foi determinada pela amplificagdo da regido varidvel onde os cassetes estédo
inseridos. Dos 14 isolados positivos para integrase de classe 1, 11 (78,6%)
foram positivos para a presenca de cassetes génicos. Os amplicons
correspondentes apresentaram tamanhos que variavam entre 450 a 800 pb.

O sequénciamento dos amplicons INF-INB foi realizado, para verificar os
cassetes génicos presentes nestes isolados. Cinco cassetes génicos distintos
foram identificados, incluindo genes que conferem resisténcia aos
aminoglicosideos e ao trimetoprim.

Seis isolados apresentaram um mesmo arranjo génico, Composto por um
cassete de 400pb, denominado aac(6’)-Ib seguido de uma orf de 350 pb. Essa
6’-N-adenililtransferase estd associada a resisténcia aos aminoglicosideos
(gentamicina, tobramicina, amicacina) (Shaw et al. 1993; Centrén and Roy
1998). Nenhuma identidade relevante foi atribuida a orf encontrada, indicando
tratar-se de uma nova orf denominada orfl. Um segundo arranjo génico,
semelhante a este, foi identificado em um isolado, no entanto, o cassete de
resisténcia aos aminoglicosideos era o alelo aac(6’)-1q, descrito pela primeira
vez em um isolado de K. pneumoniae multirresistente na Argentina (Centron
and Roy 1998).
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Outro cassete conferindo resisténcia aos aminoglicosideos também foi
identificado em dois isolados: uma nucleotidiltransferase denominada aadA2,
de aproximadamente 800pb.

Trés isolados apresentaram um integron possuindo um cassete de
500pb, o qual confere resisténcia a trimetoprim. KC-55 e KC-56 apresentavam
0 alelo dfrA-30 e o isolado KC-39 o alelo dfrA-25.

A tabela 4.6 resume os resultados apresentados para os dezessete

isolados de STs pandémicas.

4.1.3.3 Pesquisa por genes de resisténcia a B-lactamicos

Dezessete isolados apresentaram resisténcia a pelo menos uma classe
de B-lactdmicos. Para investigar se esta resisténcia estava associada a
presenca de genes de B-lactamases, reagdes de PCR foram realizadas tendo
como alvo os varios genes bla.

Todos os isolados foram positivos para a presenca dos genes blasyy €
blatem. Trés isolados apresentaram reacao positiva para a presenca do gene
blakpc. Os genes blappa, blaoxa, € blacrx foram identificados em um isolado,

cada.

4.1.4 Associacao de resisténcia a presenca de integron

Foi observada relagéo entre a resisténcia dos isolados e os cassetes
génicos presentes nos integrons identificados nos mesmos.

Os sete isolados carreando integrons de classe 1 com o0s cassetes
génicos aac(6)-lg, aac(6)-lb apresentaram fenotipo de resisténcia a
gentamicina, kanamicina e tobramicina. Da mesma forma, os dois isolados
carreando os genes dfrA-25 dfrA-30 apresentaram resisténcia ao trimetoprim.
KC-45 e KC-57, que possuem o cassete aadA2, ndo apresentaram perfil de

susceptibilidade a estreptomicina, apesar de serem resistentes a outros

antibioticos da classe dos aminoglicosideos.
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4.1.5 Associacdo de fendtipo de resisténcia e presenca de genes

de resisténcia

De modo geral, houve correlagdo entre o fenétipo de resisténcia aos -
lactamicos e a presenca dos genes identificados. Todos os isolados foram
resistentes a classe das penicilinas, que estaria associado a presenca do gene
blasyy com os alelos 11 (16 isolados) e 36 (1 isolado), que é constitutivo de K.
pneumoniae, ou do gene blargyw, que também confere resisténcia as penicilinas.
O gene blaspy-11 confere resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de espectro
restrito, enquanto o alelo 36 codifica uma enzima ESBL, conferindo resisténcia
as penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e ao aztreonam. Com exce¢ao
de quatro isolados, resisténcia as cefalosporinas foi observada em todos os
isolados.

Os genes blapua-1 € blapxas foram identificados no isolado KC-39. O
primeiro confere resisténcia as cefalosporinas, e o segundo a oxacilina e
carbenicilina. Fenotipo de resisténcia a carbenicilina, cefalotina, cefoxitina e
ceftazidime foi observado neste isolado.

O gene blacrx-m-2, que confere resisténcia as cefalosporinas de espectro
estendido e ao aztreonam, foi encontrado no isolado KC-45. No entanto, esse
isolado apresenta susceptibilidade a estas duas classes de antibidticos.

O gene blakpc, foi identificado em KC-55, KC-56 e KC-57. Este gene

confere fendtipo de resisténcia as carbapenemas, penicilinas,

cefalosporinas e ao aztreonam, e foi observada nos trés isolados.
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Tabela 4.6: Caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos isolados de STs pandémicos.

Isolado

Int1 VR1 Genes de Resisténcia Perfil de Resisténcia MLST PFGE

KC-15  + aac(6)-Ig, orf-1 SHV-11, TEM-1 MDR 11 A
KC-24  + aac(6)-Ib, orf-1 SHV-11, TEM-1 MDR 11 A
KC-25 + aac(6)-Ib, orf-1 SHV-11, TEM-1 MDR 11 A
KC-37  + aac(6)-Ib, orf-1 SHV-11, TEM-1 MDR 11 A
KC-40  + aac(6)-Ib, orf-1 SHV-11, TEM-1 MDR 11 A
KC-39 + dfrA25 SHV-11, TEM-1, DHA-1, OXA-3 MDR 1 Al
KC-18 - - SHV-11, TEM-15 MDR 1 A2
KC-28  + aac(6)-Ib, orf-1 SHV-11, TEM-1 MDR 11 B
KC-04 - - SHV-11, TEM-1 NAO-MDR 23 C
KC-12  + - SHV-36, TEM-1 MDR 37 G
KC-21 - - SHV-11, TEM-1 NAO-MDR 37 H
KC-48  + - SHV-11, TEM-1 MDR 423 N
KC-49  + - SHV-11, TEM-1 NAO-MDR 423 N1
KC-45 + aadA2 SHV-11, TEM-1, CTX-M-2 MDR 423 N2
KC-55  + aac(6)-Ib, orf-1, dfrA30 SHV-11, TEM-1, KPC-2 MDR 437

KC-56  + dfrA30 SHV-11, TEM-1, KPC-2 MDR 437 P
KC-57 + aadA2 SHV-11, TEM-1, KPC-2 MDR 437 P1

Intl- integrase de classe 1
VR1- regido variavel do integron de classe 1

MDR- multirresistente
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4.1.6 Correlacéo entre os isolados clonais no PFGE

Dentre o0s oito isolados pertencentes ao ST11, cinco
apresentaram perfil idéntico através da técnica de PFGE. A analise da
regido variavel dos integrons encontrados nestes isolados revelou a
presenca do arranjo aac(6’)-Ib-orf-1 em quatro isolados e do arranjo
aac(6’)-1g-orf-1 em um quinto isolado. O perfil de resisténcia aos
antibioticos destes isolados também foi semelhante, concordando com
os resultados de PFGE, que mostra a clonalidade entre esses isolados.
Observando o ano de seu isolamento, foi constatado que esses clones
estavam presentes em dois anos distintos, 2005 (KC-15, KC-24 e KC-
25) e 2006 (KC-37 e KC-40).

Os isolados KC-12 e KC-21, pertencentes ao ST-37,
apresentaram perfis distintos de macro-restricdo. Seus perfis de
resisténcia aos antibiéticos concordam com estes resultados, visto que
KC-21 foi resistente apenas a penicilinas, enquanto KC-12 foi resistente
as penicilinas, as cefalosporinas e a combinacdo sulfametoxazol-
trimetoprim. O gene SHV-36 foi identificado em KC-12, enquanto o alelo
SHV de KC-21 néo era codificante de uma enzima ESBL.

Dos trés isolados pertencentes ao ST-437, KC-56 e KC-57
apresentaram perfis relacionados de macro-restricdo. Seus perfis de
resisténcia foram o mesmo (PR-24). KC-55 apresentou o PR-26. Os trés
isolados foram positivos para a presenca de integron de classe 1, mas
carreavam cassetes distintos. Esses trés isolados apresentaram
resisténcia as carbapenemas e apresentaram resultado positivo no teste
de Hodge modificado. A identificacdo do gene KC-2 nestes isolados
corrobora estes resultados. KC-55 apresentava dois integrons de classe
1, e um deles possuia 0 mesmo arranjo encontrado nos isolados KC-25,
KC-37 e KC-40 (ST-11), o que poderia indicar a transferéncia lateral
deste integron entre isolados diferentes. Interessantemente, estes
isolados pertencem ao mesmo complexo clonal.

Os isolados KC-45, KC-48 e KC-49, pertencentes ao ST423,
apresentaram perfis relacionados pela técnica de PFGE. Diferencas de 2
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bandas entre os perfis foram observadas. KC-45 e KC-49 apresentaram
resultados positivos para a integrase de classe 1, no entanto, apenas
KC-45 foi positiva para a reacao de amplificacdo da regido variavel. Este
isolado apresentava o cassete aadA2. Os perfis de resisténcia aos
antibioticos foram distintos entre estes isolados.

A transferéncia lateral de genes poderia explicar perfis de macro-
restricdo distintos entre isolados de mesma ST, pois a técnica de PFGE
€ mais discriminatéria e avalia a clonalidade entre isolados baseando-se
no perfil de macro-restricdo de todo o genoma contido em um

microorganismo, incluindo plasmideos e integrons.

4.2. Isolados ambientais

421 Resisténcia a antibidticos

A susceptibilidade dos 19 isolados ambientais foi avaliada e foram
observados 7 diferentes perfis de resisténcia (PR), em relacdo as classes de
antimicrobianos testadas. Os isolados com perfis de resisténcia PR-05 a PRO7
sdo multirresistentes (MDR).

A relacéo dos perfis de resisténcia observados se encontra na figura 4.7,
e a relacao de isolados pertencentes a cada perfil na tabela 4.7.

Dos 19 isolados ambientais testados, quatro apresentaram perfil de
multirresisténcia a antibiéticos. Todos os isolados apresentaram resisténcia a
combinagdo amoxicilina-acido clavulanico e dezoito isolados também

apresentaram perfil de resisténcia a carbenicilina e a ampicilina. Nenhum

isolado apresentou resisténcia as carbapenemas e a cefoxitina.
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N° de isolados
[ T e o L S - ¥ B A B |

T T T T T I/
3 4 5 6 7

1 2
Perfil de Resisténcia (PR)
M Penicilina M Cefalosporina
M Aminoglicosideo M Quinolona
M Inibidor da via metabdlica do folato M Tetraciclina

M Cloranfenicol

Figura 4.8: Perfis de resisténcia de isolados ambientais, segundo a classe de
antimicrobianos utilizada. Em ordem numérica, os perfis PR-05, PR-06 e PR-07

correspondem a perfis de multirresisténcia.
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Tabela 4.7: Relacao dos isolados ambientais e seus perfis de resisténcia

Perfil de Resisténcia (PR) Isolado Resisténcia a(s) classe(s) de antimicrobiano(s):
PR-01 KE-01, KE-08, KE-10, KE-11, KE-16, KE-19 Penicilina
PR-02 KE-04, KE-05, KE-06, KE-07, KE-12, KE-17, KE-18 Penicilina, IVF
PR-03 KE-14 Penicilina, Cefalosporina
PR-04 KE-03 Penicilina, Aminoglicosideo
PR-05 KE-09 Penicilina, IVF, Tetraciclina
PR-06 KE-13, KE-15 Penicilina, Cefalosporina, Aminoglicosideo, Quinolona
PR-07 KE-02 Penicilina, IVF, Tetraciclina, Cloranfenicol
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Os isolados ambientais foram obtidos de dois estados brasileiros,
Amazonas (13 isolados) e Para (6 isolados). A analise dos perfis obtidos, em
relacdo a origem dos isolados, mostrou a existéncia de perfis de resisténcia
compartilhados entre os estados. A figura 4.8 mostra um diagrama com o0s
perfis identificados, relacionando os estados onde foram identificados.

Os isolados do AM apresentaram-se mais resistentes que os isolados do
PA, com trés dos quatro isolados MDR. Resisténcia as classes de
cefalosporinas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas foi observada apenas em
isolados do AM da mesma forma que resisténcia a piperacilina e a combinacao
ticarcilina-acido clavulanico. Dos 7 perfis de resisténcia identificados nos
isolados ambientais, 6 eram do AM. Em relagdo a estes perfis, € possivel
subdividir os isolados ambientais em trés grupos. O primeiro, de 5 isolados,
resistentes apenas as penicilinas, o segundo, de 4 isolados, com resisténcia as
cefalosporinas, aos aminoglicosideos e as fluoroquinolonas, e um terceiro
grupo, de 4 isolados, que apresentou resisténcia a classe de inibidores da via
metabdlica do folato.

Para os isolados do PA foram identificados trés diferentes perfis de
resisténcia, PR-01 e PR-02, compartilhados com isolados do AM, e PR-05,
perfil exclusivo de um isolado do PA, o uUnico isolado MDR deste grupo. Com
excecdo de um isolado, resisténcia aos inibidores da via metabdlica do folato

foi observada nos isolados deste estado.
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PR-03
PR-04
PR-06
PR-07

Figura 4.9: Diagrama relacionando os Perfis de Resisténcia (PRS)
identificados em cada estado. Os PRs presentes na interseccdo entre

circulos indica os perfis compartilhados entre as diferentes regides.

4.2.2 Presenca de elementos genéticos associados a resisténcia

Pesquisou-se a presenca das integrases de classe 1 e 2 para os
isolados ambientais. Nenhum isolado apresentou resultado positivo para a
presenca de integrase de classe 1. Foi detectada a presenca de integrase de
classe 2 em 2 isolados para os quais foi realizada a amplificacdo da regiao
variavel do integron de classe 2. O isolado KE-12 apresentou a regido variavel
do integron vazia, ou seja, sem a presenca de cassetes génicos, e o isolado
KE-13 apresentou dois cassetes, sat e aadA, que conferem resisténcia a
estreptomicina e aos aminoglicosideos, respectivamente.

A pesquisa pela presenca de genes de resisténcia também foi realizada
para os isolados MDR. Resultado positivo apenas para o gene blasyy, foi obtido
em todos os isolados. Este gene confere resisténcia as penicilinas, cujo

fenétipo foi observado no antibiograma.
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A tabela abaixo (4.8) lista os resultados obtidos para a pesquisa de

genes de resisténcia nos isolados MDR.
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Tabela 4.8: Resultados da pesquisa por elementos genéticos associados a resisténcia nos isolados ambientais multirresistentes

Isolado Perfil de resisténcia (classes) Inélegsrgg 1de In(t)tlagggg Se VR2 Rcésir']signdc?a
KE-02  penicilina, IVF, tetraciclina, cloranfenicol - - - SHV

KE-09  penicilina, IVF, tetraciclina - - - SHV

KE-13  penicilina, aminoglicosideo, quinolona, cefalosporina - + sat-2, aadAl SHV, TEM
KE-15  penicilinas - - - SHV

VR2- regido variavel do integron de classe 2
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423 Diversidade Genética

Os 19 isolados ambientais foram analisados pela técnica de MLST.
Foram identificadas 13 sequéncias-tipo (ST) para os isolados ambientais,
sendo 2 STs conhecidas e 11 STs novas. A presenca de STs novas em 89,5%
destes isolados aponta para a diversidade da espécie no ambiente. O novo ST-
C, identificado em dois isolados do AM, é uma variante de locus unico do
ST244, pertencendo ao mesmo complexo clonal deste. Este ST foi identificado
em um isolado clinico do MA. As ST-315 e ST-281, identificadas nesse grupo,
j& haviam sido associadas a isolados da Holanda e EUA, respectivamente.

A andlise regional e temporal dos resultados de MLST mostrou que 0s
isolados de mesma ST encontravam-se na mesma regido geografica, e foram
isolados no mesmo ano.

Os isolados ambientais também foram analisados pela técnica de PFGE.
Todos os isolados de mesma ST apresentaram perfis de macro-restricdo
clonais. A correlacéo entre PFGE e os perfis de resisténcia aos antibioticos dos
isolados clonais mostrou que os resultados foram, de modo geral,
concordantes. Isolados de mesmo perfil de macro-restricdo apresentaram
fendtipo de resisténcia as mesmas classes de antimicrobianos. A presenca de
isolados de mesmo ST com perfis diferentes de resisténcia aos antimicrobianos
pode ser explicada por transferéncia lateral de elementos genéticos carreando
genes de resisténcia, ou alteracbes genéticas que levem a mudancas na
expressao de porinas e bombas de efluxo.

A tabela 4.9 lista os isolados ambientais e seus resultados de MLST,

antibiograma e PFGE.
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Tabela 4.9: Resultados fenotipicos e genéticos dos isolados ambientais

Perfil de Resisténcia

Origem Ano Isolado MLST PFGE
(PR)

AM #*  KE-19 PR-01 281

AM % KE-01 PR-01 C U
AM %  KE-03 PR-04 C U
AM *x KE-16 PR-01 L Y
AM o KE-17 PR-02 L Y
AM % KE-18 PR-02 L Y
AM ¥k KE-02 PR-07 N

AM 2006 KE-10 PR-01 0] X
AM 2006 KE-11 PR-01 0] X1
AM 2006 KE-12 PR-02 P

AM 2006 KE-13 PR-06 vV

AM 2006 KE-14 PR-03 X

AM 2006 KE-15 PR-06 z

PA 2003 KE-07 PR-02 315

PA 2003 KE-04 PR-02 S Z
PA 2003 KE-05 PR-02 S

PA 2003 KE-06 PR-02 S

PA 2003 KE-08 PR-01 T

PA 2003 KE-09 PR-05 U
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4.3. Comparacdo dos resultados de isolados clinicos e ambientais do
AM

Os isolados do AM foram obtidos de fonte clinica e ambiental, em quatro
periodos distintos. As quatro amostras clinicas foram obtidas em um mesmo
periodo, mas nado existe informacdo sobre o ano de isolamento. Os isolados
ambientais foram recebidos em trés periodos distintos: KE-01, KE-02 e KE-03
foram recebidas em um periodo anterior ao ano de 2006, os isolados KE-10 a
KE-15 (6 isolados) foram recebidos no ano 2006 e os isolados KE-16 a KE-19
(4 isolados) foram recebidos apds o ano 2006.

A analise dos resultados do antibiograma mostrou que os isolados
ambientais apresentaram resisténcia a mais classes de antibioticos do que os
isolados clinicos. Resistencia apenas a penicilina e a aminoglicosideos foi
observada nos isolados clinicos. Os isolados ambientais apresentaram
resisténcia a essas duas classes e também as classes cefalosporina,
quinolonas, inibidores da via metabdlica do folato (sulfonamidas), tetraciclina e
cloranfenicol. A figura 4.10 mostra os percentuais de resisténcia as diferentes
classes de antibioticos dos isolados clinicos e ambientais, separados por
periodo de recebimento.

Os isolados do ano 2006 apresentaram 0s maiores percentuais de
resisténcia. Além disso, resisténcia a cefalosporinas e a quinolonas sé foi
observada nesse grupo de isolados. Esse grupo de isolados ambientais foi
obtido de amostras de lavado de méo. A identificacdo de isolados com fenotipo
de resisténcia a essas classes de antibidticos € mais uma evidencia que as
maos podem atuar como veiculos de transmissdo de patdgenos resistentes a
antibiéticos.

Analisando os resultados de MLST, observou-se que , com excessao de
KE-19 (ST281), todos os isolados ambientais do MA apresentaram ST novo.
No grupo de isolados clinicos, todos apresentaram STs existentes no banco de
dados de MLST. A tabela 4.10 resume os resultados de MLST e antibiograma

dos isolados do AM.
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90% A
80% A
70% A
60% -
50% A
40% A
30% A
20% A
10% -

0%

Percentual de isolados resistentes

——

s/ano (N=4) s/fano 1 (N=3) 2006 (N=6) s/ano 2 (N=4)

Clinicas- AM Ambientais- AM
Classes de antibidticos

B Peniciclinas ® Cefalosporina B Aminoglicosideos M Quinolona IVF  m Tetraciclina ™ Cloranfenicol

Figura 4.10: Percentual de resisténcia dos isolados clinicos e ambientais do AM, separados

por fonte e periodo de isolamento.
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Tabela 4.10: Resultados de antibiograma e MLST dos isolados do AM

Isolado | Origem |Fonte | Ano Perfil de Resisténcia MLST | PFGE
KC-50 AM C *** | penicilina 360 M1
KC-51 AM C *** | penicilina 360 M
KC-52 AM C *** | penicilina 347 -
KC-53 AM C *** | penicilina, aminoglicosideo 200 -
KE-01 AM A *** | penicilina C U
KE-02 AM A *** | penicilina, IVF, tetraciclina, cloranfenicol N -
KE-03 AM A *** | penicilina, aminoglicosideo C U
KE-10 AM A 2006 | penicilina O X
KE-11 AM A 2006 | penicilina O X1
KE-12 AM A 2006 | penicilina, aminoglicosideo P -
KE-13 AM A 2006 pepicilina, cefalosporina, aminoglicosideo, Vv i
guinolona
KE-14 AM A 2006 | penicilina, cefalosporina X -
KE-15 AM A 2006 pepicilina, cefalosporina, aminoglicosideo, ~ i
quinolona

KE-16 AM A *** | penicilina L V
KE-17 AM A *** | penicilina, IVF L V
KE-18 AM A *** | penicilina, IVF L V
KE-19 AM A *** | penicilina 281 -
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4.4, Construcéo da arvore filogenética

Com o intuito de definir as relacdes genéticas entre os isolados de K.
pneumoniae utilizados neste estudo, as sequéncias nucleotidicas dos sete
fragmentos génicos utilizados nas analises de MLST foram concatenadas para
através de sua analise estabelecermos uma relagdo genética entre os isolados.
A analise utilizou o método de NJ (Figura 4.9). Foram incluidos 44 isolados
clinicos e ambientais, representantes das STs identificadas. Sequéncias
concatenadas dos 7 genes de Klebsiella ozaenae, Klebsiella rhinoscleromatis
(subespécies de K. pneumoniae) e Klebsiella variicola, obtidas do banco de
sequéncias de MLST, foram incluidas na analise.

A arvore do MLST apresenta uma topologia composta por trés grupos: o
principal grupo (K. pneumoniae e as subespécies K. ozaenae e K.
rhinoscleromatis); um segundo grupo (isolados clinicos e ambientais dos
estados do Maranhdo, Pard e Amazonas), apresentando STs com perfil alélico
novo; e um terceiro grupo relacionado a espécie K. variicola. A populacéo de K.
pneumoniae € geneticamente homogénea, com isolados clinicos e ambientais
de diferentes anos de isolamento e regides geograficas, MDR ou ndo-MDR,
constituindo um Unico e coeso grupo. N&ao € possivel evidenciar agrupamentos
de isolados clinicos, 0 que evidenciaria a especializacdo dos mesmos como
linhagens patogénicas. A similaridade entre as sequéncias do grupo de K.
pneumoniae mostrou que todos os isolados apresentam mais de 99% de
similaridade nos genes estudados. A similaridade entre isolados de grupos
diferentes apresentou valores entre 95% e 96%. As sequéncias agrupadas com
a espécie K. variicola, apresentam mais de 99% de similaridade entre si, 0 que

sugere que os isolados seriam da espécie K. variicola.
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Figura 4.11: Arvore genética dos genes gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB e tonB concatenados, baseada

no método de distancia NJ. O modelo de corre¢éo utilizado foi Kimura-2-parametros.
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5. DISCUSSAO




A resisténcia das bactérias aos antibidticos sdo uma questdo de
particular importancia dentro do contexto mundial, visto 0os surtos e as
epidemias causados por bactérias multirresistentes a antibiéticos e produtoras
de PB-lactamases. (Arnoni, Berezin, & Martino, 2007; Kumar et al., 2011;
Woodford, Turton, & Livermore, 2011). O Brasil e outros paises da América
Latina, em geral, apresentam maiores prevaléncias de patdgenos resistentes
do que Europa e EUA, principalmente bacilos Gram-negativos néao-
fermentadores e enterobactérias produtoras de ESBL (Rossi 2011; Rossi et al.
2008; Lima-Bittencourt et al. 2007; Dropa et al. 2009). Nossos resultados
mostrando que 67% dos isolados clinicos de K. pneumoniae apresentam perfil
de multirresisténcia a antimicrobianos é mais uma evidéncia neste sentido.

Programas de vigilancia de patégenos emergentes e de resisténcia
antimicrobiana existentes em diversos paises contribuem para o
reconhecimento de tendéncias espaciais e temporais da resisténcia
antimicrobiana para o0s principais patdogenos causadores de infeccdes
nosocomiais e adquiridas na comunidade. Dentre eles, destaca-se 0 SENTRY
como um dos programas que analisa isolados dos cinco continentes. Na
América Latina, diversos centros participam deste programa, incluindo
instituicGes no Brasil (Colombo et al. 2009). Os resultados da andlise de
isolados obtidos entre 1997 e 2001 mostram que a resisténcia em bactérias
Gram-negativas € maior na América Latina do que na América do Norte e na
Europa. Ademais a prevaléncia de enterobactérias produtoras de ESBL € maior
no Brasil do que em qualquer outra regido estudada (Helio S Sader et al. 2004).
Em relag&o aos isolados de 1997 a 2000, obtidos de pacientes com infec¢ao do
trato wurinario , o programa SENTRY mostrou que Klebsiella spp
multirresistente, mas susceptivel as carbapenemas, € o segundo género
presente em pacientes de UTI, sendo as infec¢cdes por E. coli as mais
prevalentes. A comparacdo dos perfis de susceptibilidade ao longo do tempo
mostrou que houve redugdo da susceptibilidade a cefepime, aztreonam,
ceftriaxona, gentamicina e sulfametoxazol-trimetoprim no curto periodo de
1997-1999 para 2000 (GALES et al., 2002).

Em nossa casuistica esta tendéncia também foi observada. Aumento na

resisténcia as varias classes de antibioticos entre isolados do MA e do RJ
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obtidos ao longo de uma década mostrou, de uma forma geral, uma associacao
positiva com os isolados atuais.

Resisténcia a classe das penicilinas foi observada em 100% das nossas
amostras, provavelmente devido a presenca constitutiva do gene bla.syy na
espécie (Fevre et al. 2005; Heeggman et al. 2004). Os alelos SHV-11 e SHV-36
foram identificados em 94% e 6% dos isolados. O alelo SHV-11 é identificado
com frequéncia em K. pneumoniae. Um estudo com 17 isolados produtores de
KPC-2, obtidos nos 5 continentes, incluindo o Brasil, mostrou que 68,7% dos
isolados possuiam o alelo SHV-11 (Cuzon 2010). Outro estudo, avaliando a
prevaléncia de alelos de SHV em isolados de K. pneumoniae de diferentes
fontes, em Recife, mostrou que SHV-1 e SHV-11 eram os mais frequentes
(Veras et al. 2011). O alelo SHV-36, observado pela primeira vez no Brasil, no
presente estudo, ja foi identificado em Klebsiella spp.em Portugal e nos EUA
(Munday et al. 2004; E. Machado et al. 2007).

Em relacdo aos genes de beta-lactamases adquiridos por transferéncia

lateral, o gene blatgm foi 0 mais prevalente em nossas amostras, sendo o alelo
blatem-1 prevalente em 94% dos isolados. Este € o alelo mais freqiientemente
encontrado no mundo tendo sido observado em 81,3% dos isolados de K.
pneumoniae produtora de KPC-2 (Cuzon 2010). Um estudo realizado com 64
isolados da familia Enterobacteriaceae de hospitais de Sdo Paulo e do Rio de
Janeiro, caracterizou a presenca de blatgm.; em todos os isolados de K.
pneumoniae estudados (89% da amostragem) (Andrade et al. 2011). O alelo
blatem-15, identificado em um de nossos isolados (RJ, 2005) é pela primeira vez
descrito na América Latina. Ele ja foi observado em bactérias da familia
Enterobacteriaceae na Tunisia, Italia e Eslovaquia (Caccamo et al.,, 2007
Chouchani et al., 2007; Melano et al., 2006; Segatore et al., 2004).
Os genes blapya1 € blapxas estdo presentes em apenas um de nossos
isolados, obtido no RJ em 2006. DHA-1 ja foi descrito em K. pneumoniae e E.
coli na Europa, Asia, e América Latina, inclusive no Brasil (Sougakoff & Jarlier,
2000; Mata et al., 2011; Yoon et al.,, 2011). OXA-3 ja foi observado em P.
aeruginosa de varios paises (Sanschagrin, Couture, and R. C. Levesque 1995;
Gallant et al. 2005).
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O gene CTX-M-2, identificado no isolado KC-45, ja foi identificado em
isolados de K. pneumoniae no Brasil (Lopes et al. 2010), inclusive em um surto
gue atingiu a ala neonatal de um hospital de S&o Paulo em 2008 (de Oliveira
Garcia et al. 2008). Atualmente, isolados produtores desta enzima sao
considerados endémicos na maior parte da América do Sul, Europa e Asia
(Canton and Coque 2006; David M Livermore et al. 2007). No Brasil, estudos
demonstraram a alta prevaléncia do gene blacrx.m2 em clones de K.
pneumoniae. A localizacéo destes genes em plasmideos e integrons de classe
1 provavelmente determinam sua ampla disseminacédo (Climaco, Minarini, & da
Costa Darini, 2010; Lopes et al.,, 2010; de Oliveira Garcia et al., 2008;
Tollentino et al., 2011). Apesar da identificacdo do gene CTX-M-2 em KC-45,
este isolado apresentou perfil de susceptibilidade as cefalosporinas de espectro
estendido e ao aztreonam. Essa observacdo sugere que o gene identificado
possivelmente ndo estd sendo expresso. A expressao do gene CTX pode ser
modulada por elementos IS inseridos a montante do gene. Um trabalho
publicado em 2002, por Cao et al. mostrou o envolvimento do elemento ISEcpl
na transcricdo do gene CTX-M-17 de um isolado de K. pneumoniae (Cao,
Lambert & courvalin, 2002). Outro trabalho, publicado em 2003, mostrou o
envolvimento do elemento ISEcp1B na expressao e mobilizagdo do gene CTX-
M-19, contribuindo para a sua alta expresséo na bactéria (Poirel, Decoussser &
Nordmann, 2003).

Resisténcia a classe das carbapenemas foi observada em 14% dos
isolados, percentual maior que dados da literatura, que mostram uma alta
susceptibilidade de isolados de K. pneumoniae a essa classe de antibidticos. O
programa TEST, realizado com Gram-positivos e negativos entre 2004-2007,
procurou avaliar a resisténcia aos antimicrobianos na América Latina e a
susceptibilidade a tigerciclina, comparando-a aos antimicrobianos utilizados
rotineiramente na clinica. Trinta e trés centros de onze paises, incluindo o
Brasil, participaram do estudo. Os resultados para a familia Enterobacteriaceae
mostraram que imipenem e tigerciclina foram os antibiéticos mais ativos contra
estes microorganismos, com 99,2% e 96,2% de susceptibilidade, assim como
para K. pneumoniae e E. coli produtoras de ESBL (Rossi et al. 2008). Outro

estudo, realizado em 2008, parte do programa de vigilancia SMART europeu,
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mostrou que mais de 90% das K pneumoniae apresentavam-se susceptiveis a
ertapenem e imipenem (Hawser et al. 2011). No entanto, os relatos crescentes
de patdégenos apresentando resisténcia adquirida a essa classe de
antimicrobianos tém ocorrido no mundo, particularmente devido a emergéncia e
disseminacgéo do gene KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) (Sacha et
al. 2009; Geffen et al. 2010; Zavascki et al. 2010).

Em nosso trabalho 27% dos isolados resistentes as carbapenemas
foram positivos para o gene blakpc. Nos demais oito isolados apresentando
resisténcia a carbapenemas ndo foi identificada a presenca de genes
especificos associados ao fendtipo. A resisténcia completa a carbapenemas
envolve ndo s6 a producgdo destas enzimas mas também outros mecanismos,
como reducdo da permeabilidade de membrana externa ao antimicrobiano
(NORDMANN et al., 2009; YIGIT et al., 2001). A super-expressao de sistemas
de efluxo também contribui para este fenétipo de resisténcia (Nordmann et al.
2009). O aumento da expressédo de bombas de efluxo como mecanismo de
resisténcia a carbapenemas ja foi observado em P. aeruginosa (Xian-Zhi and
Hiroshi 2009). A alteracdo na expressao de porinas ompK35 e ompK36 é um
mecanismo envolvido na resisténcia carbapenemas, podendo acarretar
aumento de MICs para meropenem em K. pneumoniae (Y.-K. Tsai et al. 2011).
A producdo de uma variante de ompK36 foi relacionada a resisténcia a
ertapenem e susceptibilidade reduzida a meropenem (Garcia-Fernandez et al.
2010). A alteracdo da permeabilidade a carbapenemas e/ou redugcédo do
acumulo intracelular do antibiético na célula bacteriana sdo mecanismos que
podem estar envolvidos no fenétipo de resisténcia a carbapenemas.

Os isolados KC-55, KC-56 e KC-57 apresentavam o gene KPC-2. Esta
enzima, pertencente a classe A de Ambler de [B-lactamases, € capaz de
hidrolisar carbapenemas, penicilinas, cefalosporinas e aztreonam. De fato,
resisténcia a estas classes de antibioticos foi observada nos trés isolados,
indicando que este gene possa estar envolvido no fenétipo MDR. Esta enzima
foi observada pela primeira vez em K. pneumoniae isolada na Carolina do
Norte (EUA) (Yigit et al. 2001). Desde entdo, variantes desta foram relatadas
em varios paises e géneros de bactérias. A disseminacdo do gene da enzima

KPC é atribuida a sua associacdo a plasmideos e transposons (Naas et al.
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2008). Além disso, tem-se observado a disseminacao de clones dentro de um
pais, ou entre paises. Atualmente existem 10 enzimas pertencentes a familia
KPC, no entanto, um re-sequenciamento da KPC-1 mostrou que esta € idéntica
a KPC-2 (Nordmann et al. 2009). KC-1/2 e KC-3 sédo as carbapenemases mais
prevalentes em enterobactérias (Nordmann et al. 2009; Sacha et al. 2009). K.
pneumoniae isoladas em 2006, no Brasil, ja carreavam o gene KPC-2
(Monteiro et al. 2009). Estudo avaliando as relacdes genéticas entre 57
isolados produtores de KPC-2, obtidos de 5 estados brasileiros mostrou a
predominéancia de um clone no Brasil, pertencente ao ST437 (Seki et al. 2011).
Os trés isolados KPC-2 positivos de nosso estudo pertencem ao ST-437, que
pertence ao complexo clonal 243, que é pandémico.

A presenca de integron de classe 1 em 82,4% dos isolados das STs
pandémicas corrobora dados da literatura, que mostram uma alta incidéncia de
integron de classe 1 na familia Enterobacteriaceae (White et al. 2001; Frank et
al. 2007).

A caracterizacdo molecular dos integrons revelou a ocorréncia de seis
distintos cassetes génicos entre nossos isolados, incluindo quatro diferentes
categorias de genes aac, aad, dfr e orf-1. Os cassetes mais prevalentes
correspondem a genes de resisténcia aos aminoglicosideos e ao trimetoprim.
Esses resultados corroboram dados da literatura, que mostram uma
predominédncia de cassetes conferindo resisténcia a essas classes de
antibiéticos em integron de classe 1 de enterobactérias. Dentre isolados da
familia Enterobacteriaceae obtidos entre 1999 e 2000 na Australia, 53% foram
positivos para a presenca de integron de classe 1 e os cassetes génicos aad e
dfr foram os mais prevalentes (White et al. 2001). A caracterizacdo dos
cassetes génicos presentes em bactérias Gram-negativas isoladas da urina e
resistentes ao trimetoprim, na Suécia, revelou apenas a presenca de dfr e aad
(M Grape et al. 2005).

Os cassetes de resisténcia aos aminoglicosideos encontrados em nosso
trabalho foram aadA2, aac(6’)-1g e aac(6’)-1Ib sendo o ultimo o mais frequente.
Sete isolados pertencentes ao mesmo complexo clonal, seis pertencentes ao
ST-11 e um pertencente ao ST-437, apresentavam o0 mesmo arranjo de genes

aac(6’)-1b-orf-1. Este mesmo arranjo foi identificado em integrons de classe 1
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de Salmonella enterica isolados no Brasil, entre 1999-2003, de diferentes
fontes, incluindo humanos, animais e produtos alimenticios (Peirano et al.
2006). Um isolado de ST-11 também apresentou um arranjo semelhante a
esse, composto por aac(6)-1g seguido da mesma orf-1. O cassete aac(6)-lq foi
descrito pela primeira vez em um isolado de K. pneumoniae multirresistente da
Argentina (Centron and Roy 1998). O cassete encontrava-se em um integron
de classe 1 presente em um plasmideo conjugativo de 50Kb.

O cassete aadA2, identificado em KC-45 e KC-57, € um dos mais
frequentemente encontrados em integrons de classe 1. Apesar de
estreptomicina e espectinomicina n&o serem rotineiramente usados ha
terapéutica, cassetes aadA sdo abundantes, o0 que mostra que a
descontinuacdo do uso de um antibiético ndo leva a eliminacdo imediata dos
genes que conferem resisténcia a ele (White et al. 2001).

Dois cassetes codificando genes de resisténcia ao trimetoprim foram
identificados, dfrA25 e dfrA30. dfrA25 foi descrito pela primeira vez em 2006,
em S. agona no Brasil (Agersg, Peirano, and Aarestrup 2006). Posteriormente,
dfrA25 foi identificado em integrons de classe 1 em K. pneumoniae e E. coli
resistentes a quinolonas no Brasil (Minarini et al. 2008). O cassete dfrA30 foi
descrito pela primeira vez em um isolado de K. pneumoniae ambiental, obtido
de amostra de agua do rio Mahananba, na india. O isolado era multirresistente,
oligotréfico facultativo, e o novo cassete descrito foi apontado como
responsavel pela resisténcia do isolado ao trimetoprim (Kumar ET AL., 2011). A
identificacdo deste cassete em isolados obtidos de fontes distintas (ambiental e
clinica) mostra que isolados ambientais podem ser reservatorios de genes de
resisténcia.

Enquanto, alguns isolados de casos clinicos carreavam integron de
classe 1, foi identificado dentre as K. pneumoniae ambientais a presenca de
integron de classe 2. Este é um achado inédito na literatura. A regido variavel
deste elemento na amostra KE-12 apresentava a composicao: sat-2-aadAl que
€ parte do arranjo canénico dfrAl-sat-2-aadAl (Dubois et al. 2007). Ja o outro
isolado apresentava apenas a integrase de classe 2. A maioria dos genes da
integrase de classe 2 possuem uma mutacdo, que leva a producdo de uma

enzima nao-funcional (Mazel 2006), assim a variabilidade de cassete génicos
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neste integron € muito reduzida em relacdo aos integrons de classe 1. O
isolado mostrou-se resistente a todos os aminoglicosideos testados, incluindo
estreptomicina, provavelmente devido a presenca dos cassetes sat e aadA.

Isolados resistentes a quinolona, a tetraciclina e ao cloranfenicol foram
identificados. No entanto, ndo foram encontrados elementos genéticos
relacionados a resisténcia as quinolonas, a tetraciclina e ao cloranfenicol.
Essas resisténcias podem ser devido a genes néo identificados neste estudo
ou a mecanismos nao-especificos como bombas de efluxo e baixa expressao
de porinas. Esses mecanismos ja foram associados a resisténcia a essas
classes de antibidticos em isolados de K. pneumoniae e outras enterobactérias
(Hasdemir et al. 2004; Xian-Zhi and Hiroshi 2009; H. B. Kim et al. 2009; Padilla
et al. 2010).

Um trabalho recente, realizado por Kumar et al. (2011), comparou 0
genoma completo de isolados de K. pneumoniae com diferentes perfis de
resisténcia. O isolado multirresistente apresentava bombas de efluxo
adicionais, que estariam contribuindo para este fenétipo. Mutacdes nos genes
gyrA e parC poderiam estar contribuindo para a alta resisténcia do isolado a
fluoroquinolonas (V. Kumar, Sun, et al. 2011). Essas mutagdes sao um dos
principais mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas, levando a
substituicGes de aminoacidos no alvo destes antibidticos. Essas alteracdes na
proteina impedem que o antibidtico possa se ligar ao seu alvo e impedir a
replicacdo da bactéria. Os oito isolados de ST11 apresentaram resisténcia a
todas as quinolonas testadas, 0 que sugere que esse tipo de mutacdo possa
estar envolvida neste perfil.

A caracterizacdo genética dos isolados clinicos e ambientais foi
realizada através da abordagem de MLST, sendo encontradas 45 STs, das
quais 24 STs sao novas, possuindo alelos ou uma combinacdo alélica ainda
nao observada, de acordo com o banco de dados online de MLST para K.
pneumoniae. Dos 76 isolados presentes neste estudo, 51,3% possuem uma ST
nova o que evidenciaria a diversidade desta espécie no Brasil, principalmente
no ambiente.

A analise por MLST e sua resolucdo em uma arvore filogenética

evidenciou a presenca de um clado agrupando a maioria de nossos isolados.
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Brisse et al. (2009) determinou a estrutura genética populacional de K.
pneumoniae. Para isso, isolados obtidos de diferentes fontes, anos e regides
geograficas foram analisados utilizando MLST. A populacéo foi caracterizada
por apresentar uma baixa divergéncia nucleotidica nos genes ortélogos o que
aponta para uma emergéncia recente desta populacdo, e portanto sua natureza
clonal (Sylvain Brisse et al. 2009). Assim como em nossas andlises, Brisse et
al. (2009) incluiu as subespécies K. pneumoniae subsp. ozaenae e K.
pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. A determinacdo destas subespécies
baseia-se em testes bioguimicos. No entanto, as analises mostraram que as
mesmas seriam clones de K. pneumoniae. Essa observacdo corrobora os
resultados obtidos por nds estudo, onde ambas as subespécies encontram-se
dentro de um mesmo clado com K. pneumoniae.

STs identificadas neste estudo sdo epidemiologicamente relevantes ja
que encontram-se disseminadas em diferentes paises ao redor do mundo,
possuindo potencial pandémico. De particular importancia séo as STs 437 e 11,
gue junto com a ST258 definem um complexo clonal. ST-258 é considerado um
clone pandémico, ja descrito em isolados de K. pneumoniae das Américas, da
Europa, da Asia, e associado a disseminacdo do gene blaxc nestas regides.
Sua descricdo no Brasil ocorreu pela primeira vez em 2011, em isolados de K.
pneumoniae produtores de KC-2, de Ribeirdo Preto (SP) (Andrade et al. 2011).
Os clones ST-11 e ST-437 ja foram descritos em isolados do Brasil, estando
distribuidos principalmente na regido sudeste do pais (Andrade et al. 2011;
Seki et al. 2011). De fato, todos os isolados de ST-11 e ST-437 deste estudo
foram obtidos de hospitais no RJ. Diferentes estudos utilizando MLST para
caracterizar a relacdo entre isolados de K. pneumoniae frequentemente
reportam clones pertencentes ao ccll entre seus isolados (Andrade et al.,
2011; Hrabak et al., 2009; Kitchel et al., 2009; Lee et al., 2011; Oteo et al.,
2009; Qi et al.,, 2011). Dessa forma, este complexo clonal encontra-se
distribuido mundialmente, sendo predominante no Brasil e em diferentes paises
europeus e asiaticos.

Outro complexo clonal importante identificado € cc37. Dois isolados de
ST-37 e trés isolados de ST-423 foram identificados neste estudo. O clone ST-

37 ja foi identificado em diversos paises da América do Norte, Africa, Asia e
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Europa, estando relacionado a resisténcia a colistina na Coréia do Sul (Suh et
al. 2010), a amostra carreando o gene DHA-1 em um hospital na Espanha
(Diestra et al. 2010), e a um clone resistente a ertapenem Italia (Garcia-
Fernandez et al. 2010). Os dois isolados de ST37 do presente estudo
apresentavam perfis distintos de PFGE e de susceptibilidade aos
antimicrobianos: KC-12 sendo MDR e KC-21 apenas resistente as penicilinas.
KC-12 apresentava o gene SHV-36, codificante de ESBL, sendo resistente as
penicilinas, as cefalosporinas e a combinacdo sulfametoxazol-trimetoprim.
Isolados pertencentes a ST-423 ja foram identificados na Africa, Brasil,
Espanha e Filipinas, de acordo com dados do banco de MLST para K.
pneumoniae. No entanto, o Unico trabalho publicado mencionando este ST &
um estudo de produtores de KPC-2 no Brasil (Seki et al. 2011). Os isolados séo
de diferentes fontes no Rio de Janeiro, no ano de 2008 e possuiam
caracteristica de multirresisténcia a antibiéticos e presenca da carbapenemase
do tipo KPC-2. Em nosso estudo fica claro que a ST-423 tem caracteristicas de
surto ja que circulava também no Maranhdo em 2006.

ST-23 é outra com potencial epidémico, apesar de ter sido identificado
em um unico isolado clinico, ndo MDR, do Maranhd@o em 2000. Esta ST ja foi
descrita na Franca e no Japdo, causando abcesso hepatico (Qi et al. 2011;
Decré et al. 2011; Harada et al. 2011). Os isolados destes estudos eram MDR
e apresentavam fatores de viruléncia. Este clone também ja foi observado na
China, em isolados produtores de KPC-2 (Qi et al. 2011), e em isolados da
Espanha, Bélgica, Franca e Holanda, obtidos de fontes clinicas e de animais,
nem sempre associados a infeccdo grave (Sylvain Brisse et al. 2009). Dessa
forma, a aquisicdo de resisténcia e a transferéncia lateral de genes podem ser

apontadas como mecanismos importantes na evolucédo dentro das STs.
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6. CONCLUSOES




O fendtipo de resisténcia as multiplas drogas prevalece nos

isolados clinicos do Rio de Janeiro ao longo do tempo

O fendtipo de resisténcia as multiplas drogas ndo prevalece nos
isolados clinicos do Maranh&o obtidos no ano 2000, exceto pelo

isolado que carreia integron de classe 1.

A maioria dos isolados ambientais ndo apresenta fenétipo de
resisténcia as multiplas drogas nem carreia elementos genéticos

associados a resisténcia

Existe uma linhagem prevalente de K.pneumoniae circulando nas

regides estudas

STs pertencentes a complexos clonais com distribuicdo global
estdo circulando em diferentes regides geograficas do Brasil
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8. ANEXO




Tabela Anexa: Informacdes e resultados dos isolados clinicos e ambientais utilizados

estudo.

Isolado Origem Fonte Ano Perfil de Resisténcia MLST PFGE
KC-01 MA clinica 2000 PR-01 E rkk
KC-02 MA clinica 2000 PR-01 F bl
KC-03 MA clinica 2000 PR-01 299 rkk
KC-04 MA clinica 2000 PR-03 23 bl
KC-05 MA clinica 2000 PR-17 rkk rkk
KC-06 MA clinica rrk PR-09 G bl
KC-07 MA clinica Fkk PR-12 H Fkk
KC-08 MA clinica rrk PR-13 244 bl
KC-09 MA clinica 2000 PR-02 I rkk
KC'lO *k% *k% *k% PR_06 86 *k%
KC-11 RJ clinica 2005 PR-04 W ok
KC-12 RJ clinica 2005 PR-07 37 G
KC-13 RJ clinica 2005 PR-21 15 *kk
KC-14 RJ clinica 2005 PR-03 J rxk
KC-15 RJ clinica 2005 PR-26 11 A
KC-16 RJ clinica 2005 PR-02 528 bl
KC-17 RJ clinica 2005 PR-01 16 D
KC-18 RJ clinica 2005 PR-25 11 A2
KC-19 RJ clinica 2005 PR-11 Q ek
KC-20 RJ clinica 2005 PR-26 442 rkk
KC-21 RJ clinica 2005 PR-01 37 H
KC-22 RJ clinica 2005 PR-24 664 rkk
KC-23 RJ clinica 2005 PR-06 16 E
KC-24 RJ clinica 2005 PR-25 11 A
KC-25 RJ clinica 2005 PR-25 11 A
KC-26 RJ clinica 2005 PR-05 129 I
KC-27 RJ clinica 2005 PR-04 129 J
KC-28 RJ clinica 2005 PR-25 11 B
KC-29 RJ clinica 2005 PR-16 M ok
KC-30 RJ clinica 2005 PR-03 502 rkk
KC-31 RJ clinica 2005 PR-25 16 F1
KC-32 RJ clinica 2005 PR-25 327 K
KC-33 RJ clinica 2005 PR-01 R ok
KC-34 RJ clinica 2005 PR-10 D T
KC-35 RJ clinica 2005 PR-01 D T1
KC-36 RJ clinica 2005 PR-19 A Q
KC-37 RJ clinica 2006 PR-23 11 A
KC-38 RJ clinica 2006 PR-15 16 F
KC-39 RJ clinica 2006 PR-25 11 Al
KC-40 RJ clinica 2006 PR-22 11 A
KC-41 RJ clinica 2006 PR-14 A Q1
KC-42 RJ clinica 2006 PR-18 327 L
KC-43 RJ clinica 2006 PR-19 A Q
KC-44 MA clinica 2006 PR-20 B S
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Isolado Origem Fonte Ano Perfil de Resisténcia MLST PFGE

KC-45 MA clinica 2006 PR-11 423 N
KC-46 MA clinica 2006 PR-20 B R
KC-47 MA clinica 2006 PR-25 B R1
KC-48 MA clinica 2006 PR-26 423 N1
KC-49 MA clinica 2006 PR-01 423 N
KC-50 AM clinica *kk PR-01 360 M1
KC-51 AM clinica *xk PR-01 360 M
KC-52 AM clinica *kk PR-01 347 rkk
KC-53 AM clinica *xk PR-03 200 rxk
KC-54 RJ clinica 2010 PR-08 A Q2
KC-55 RJ clinica 2010 PR-26 437 O
KC-56 RJ clinica 2010 PR-24 437 P
KC-57 RJ clinica 2010 PR-24 437 P1
KE-01 AM ambiental  *** PR-01 C U
KE-02 AM  ambiental *** PR-07 N rxk
KE-03 AM ambiental  *** PR-04 C U
KE-04 PA  ambiental 2003 PR-02 S Z
KE-05 PA ambiental 2003 PR-02 S A
KE-06 PA  ambiental 2003 PR-02 S Z
KE-07 PA  ambiental 2003 PR-02 315 rkk
KE-08 PA  ambiental 2003 PR-01 T rxk
KE-09 PA ambiental 2003 PR-05 U il
KE-10 AM  ambiental 2006 PR-01 (0] X
KE-11 AM ambiental 2006 PR-01 O X1
KE-12 AM ambiental 2006 PR-02 P ok
KE-13 AM  ambiental 2006 PR-06 \% *kk
KE-14 AM ambiental 2006 PR-03 X ok
KE-15 AM  ambiental 2006 PR-06 4 *kk
KE-16 AM  ambiental *** PR-01 L \%
KE-17 AM ambiental  *** PR-02 L \
KE-18 AM  ambiental *** PR-02 L \%
KE-19 AM ambiental  *** PR-01 281 ok
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