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RESUMO

Klebsiella pneumoniae pertence a familia Enterobacteriaceae. E um bacilo
Gram-negativo, oportunista e seus principais alvos séo individuos
hospitalizados e imunodeprimidos. O aumento da ocorréncia de K.
pneumoniae MDR (Multirresistentes) e XDR (Extensivamente resistentes) é
em decorréncia de multiplos fatores, tais como, disseminacdo de linhagens
genéticas multirresistentes, aquisicdo de plasmideos carreadores de genes
de resisténcia localizados em transposons bem-sucedidos. A luta contra o
desenvolvimento e disseminagéo da resisténcia aos antimicrobianos estava
mais focada nos cenarios hospitalar e de comunidade. No entanto,
recentemente, o meio ambiente também foi colocado como fonte e rota de
disseminacao da resisténcia aos antimicrobianos. A sequéncia tipo (ST) 437
de K. pneumoniae é a mais frequente entre os isolados brasileiros e
pertence ao complexo clonal (CC) 258, considerado de alto risco. Este ST
também foi relatado na &gua dos principais rios da cidade de Sao Paulo, o
rio Tieté e o rio Pinheiros. O objetivo deste estudo foi caracterizar o genoma
completo de trés cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC-2,
pertencentes ao ST437, sendo um isolado clinico e dois isolados do meio
ambiente, analisar seu resistoma, viruloma, verificar a estabilidade do
plasmideo carreador do gene blakrc2 e analisar o ambiente genético dos
genes blakpc-2 e blactx-m-15. As cepas foram resistentes e apresentaram CIM
em alto nivel para a maioria dos antimicrobianos testados e a analise pela
ferramenta ResFinder mostrou a presenca dos seguintes genes de
resisténcia aos  antimicrobianos:  aac(6')lb-cr  (resisténcia  aos
aminoglicosideos); blaoxa-1, blasnv-11, blactx-w-15 € blakec2 (resisténcia aos
betalactamicos); aac(6')lb-cr, ogxA e ogxB (resisténcia as quinolonas); fosA
(resisténcia a fosfomicina); mph(A) (resisténcia aos macrolideos); catB4
(resisténcia ao fenicol); sull (resisténcia a sulfonamida) e dfrA30 (resisténcia
ao trimetoprim). O gene blakrc-2 esta flanqueado pelas ISKpn7 e ISKpn6,
inserido no transposon Tn4401 isoforma b. O blacrx-m-15 esta flanqueado por
uma copia truncada da ISEcpl e uma copia também truncada da
transposase do Tn2. A jusante da transposase do Tn2 foi observada um
regido flanqueada por duas cépias de 1S26 que compreende os genes de
resisténcia blaoxa-1, aac(6’)-lb-cr5 e catB4. Foram observados também
plasmideos pertencentes aos grupos de incompatibilidade N, FIB e FIl.
Foram, também, detectados genes responsaveis por viruléncia, bombas de
efluxo, resisténcia a metais, metais pesados e resisténcia a amonio
quaternério. Foi observada estabilidade do plasmideo carreador do blakpc-2
por aproximadamente 100 geracdes. Podemos inferir que 0 mesmo tipo de
cepa presente nos isolados clinicos de hospitais, também esta presente no
meio ambiente. Este fato pode estar relacionado com a falta de legislacéo e
infra-estrutura para o tratamento do efluente antes de descarta-los levando a
contaminagdo dos rios, podendo atingir animais e seres humanos. Sendo
assim, é importante o conceito de Satde Unica (One Health), que une meio
ambiente, saude animal e salude humana no combate a disseminacdo de
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos.

Palavras-Chave: Meio ambiente, K. pneumoniae, Betalactamases, WGS



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae belonging to the Enterobacteriaceae family, is a
Gram-negative, opportunistic bacillus and its main targets are inpatients and
immunosuppressed individuals. The increase in the occurrence of K.
pneumoniae MDR (Multi-resistant) and XDR (Extensively resistant) is due to
multiple factors, such as dissemination of multiresistant genetic lines,
acquisition of plasmids carrying resistance genes located in successful
transposons. The fight against the development and spread of antimicrobial
resistance was more focused on hospital and community settings. However,
recently, the environment has also been placed as a source and route of
dissemination of antimicrobial resistance. K. pneumoniae belonging to
Sequence Type (ST) 437 is the most frequent among Brazilian isolates and
belongs to the clonal complex (CC) 258, considered to be a high risk clonal
group. This ST was also reported in the water of the main rivers in Sao Paulo
City, Tieté and Pinheiros Rivers. The aim of this study was to characterize
the complete genome of three strains of KPC-2-producing Klebsiella
pneumoniae belonging to ST437, one clinical isolate and two isolates from
the environment, to analyze its resistome, virulome, to verify the stability of
the plasmid carrying blaKPC-2 and to analyze the genetic environment of
blakpc-2 and blactx-m-15 genes. Samples were resistant and showed high MIC
for most of the antimicrobial agents tested. ResFinder analysis showed the
presence of the following resistance genes: aac(6')Ib-cr (aminoglycoside
resistance); blaoxa1, blasnv-11, blactxm1s and blakec2  (beta-lactam
resistance); aac(6')lb-cr, ogxA and ogxB (quinolone resistance); fosA
(fosfomycin resistance); mph(A) (macrolide resistance); catB (phenicol
resistance); sull (sulphonamide resistance) and dfrA30 (trimethoprim
resistance). blakec-2 gene is flanked by ISKpn7 and ISKpn6, inserted into
transposon Tn4401 isoform b. blactx-wm-15 is flanked by a truncated copy of
ISEcpl and a truncated copy of Tn2 transposase. Downstream of the Tn2
transposase was observed a multresistant region flanked by two copies of
IS26 comprising the blaoxa-1, aac(6')-lb-cr5 and catB4 resistance genes.
Plasmids belonging to incompatibility groups N, FIB and FIl were also
observed. Genes responsible for virulence, efflux pumps, resistance to
metals, heavy metals and resistance to quaternary ammonium were also
detected. Stability of the plasmid carrying blakec2 was observed for
approximately 100 generations. We can infer that the same type of strain
present in clinical isolates from hospitals is also present in the environment.
This fact can be related to the lack of legislation and infrastructure for the
treatment of the effluent before discarding them leading to the contamination
of the rivers, being able to reach animals and humans. Therefore, the
concept of One Health, which unites the environment, animal health and
human health in the fight against the spread of antimicrobial resistance
mechanisms, is important.

Keywords: Environment, K. pneumoniae, Beta-lactamases, WGS
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1 INTRODUCAO

1.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae pertence a familia Enterobacteriaceae, € um
bacilo Gram-negativo anaerdbio facultativo, imével, ndo esporulado, pode
formar capsula mucoide polissacaridica devido a presenca de antigenos K e
tém como funcédo protecdo contra acdo de bactericidas e fagocitose e
ajudam na aderéncia (Martinez et al., 2004).

Pode ser saproéfita em humanos e animais, colonizando a nasofaringe e o
trato intestinal, sendo que a taxa de individuos portadores varia de estudo
para estudo, variando de 5-38% nas fezes e 1-6% na nasofaringe (Podschun
e Ullmann, 1998). No ambiente hospitalar esta situacdo é bem diferente, a
taxa de colonizacdo aumenta para 77% nas fezes, 19% na nasofaringe e
42% nas maos. Esse aumento na taxa de colonizacdo parece estar
associado com o0 uso de antimicrobianos e ao tempo de internacéo
(Podschun e Ullimann, 1998).

E um micro-organismo oportunista e seus principais alvos s&o individuos
hospitalizados, imunodeprimidos. Possui elevada prevaléncia entre os micro-
organismos relacionados com as Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a
Saude (IRAS) podendo causar doenca em qualquer sitio (Scarpate e
Cossatis, 2009), sendo responsavel por pelo menos um terco de todas as
infeccbes causadas por Gram-negativos (Podschun e Ullmann, 1998).

Ja foi demonstrado que pelo menos 80% dos pacientes com infeccao por
K. pneumoniae resistentes aos antimicrobianos tiveram infeccdes precedidas
pela colonizacao do trato gastrointestinal (Paterson e Bonomo, 2005).

Sua importancia no ambiente hospitalar € devida a capacidade de
desenvolver mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos e também a
sua viruléncia. Representa um dos micro-organismos de maior preocupacao
envolvidos na resisténcia aos antimicrobianos e, junto com outros micro-

organismos multirresistentes (MDR) esta classificado no grupo ESKAPE,

21



que compreende 0sS  micro-organismos  Enterococcus  faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp, que tém causado a maior
parte das infec¢cdes em hospitais em todo mundo (Boucher et al., 2009).

Livermore, 1995 destacou que, entre 0s micro-organismos produtores de
betalactamases de espectro ampliado (ESBL), o género Klebsiella é o que
produz a maior variedade dessas enzimas, o que pode ser explicado pelo
fato destes serem bons vetores para plasmideos ou por permitirem a
evolugcdo de genes que codificam ESBL mais rapidamente que outras
Enterobacteriaceae e também a habilidade das K. pneumoniae produtoras
de ESBL de escapar da atividade fagocitica dos polimorfonucleares
neutrofilos.

Além da produgdo de ESBL, observou-se o aumento da producgéo de
outra enzima pelas K. pneumoniae que confere resisténcia a todos os
betalactamicos incluindo os carbapenémicos e recebeu 0 nome de KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase), relatada pela primeira vez em
isolados da Carolina do Norte em 1996 (Yigit et al., 2001).

De acordo com dados da rede de vigilancia européia de resisténcia aos
antimicrobianos, de 2005 a 2015, as taxas de K. pneumoniae nao-
suscetiveis as cefalosporinas de terceira geracdo, carbapenémicos e
aminoglicosideos sdo mais altas quando comparadas com as taxas de E.
coli ndo—suscetiveis (http://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx, acesso
em 10/05/2018).

Devido a pressdo seletiva causada pelo uso de antimicrobianos, o
resistoma da K. pneumoniae, ou seja, a colecdo de genes que conferem
resisténcia aos antimicrobianos, evolui constantemente podendo acumular
diversos genes de resisténcia aos antimicrobianos em seu contexto genético
levando a evolugao de clones MDR e XDR (Navon-Venezia et al., 2017). O
aumento mundial da ocorréncia de K. pneumoniae MDR e XDR é em
decorréncia de mudltiplos fatores, tais como, disseminacdo de linhagens

genéticas multirresistentes (Woodford et al., 2011), aquisicdo de plasmideos
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carreadores de genes de resisténcia e aquisicdo de genes de resisténcia
localizados em transposons bem-sucedidos (Navon-Venezia et al., 2017).

K. pneumoniae € considerada, hoje, uma fonte mundial de disseminagéo
da resisténcia aos carbapenémicos, devido a facilidade de transmissdo dos
plasmideos que carreiam esse tipo de resisténcia para outros micro-
organismos. A disseminacdo de plasmideos carreadores de blagssL €
carbapenemases e a aquisicdo destes, € uma ameaca para a transformacéo
de um micro-organismo em MDR ou XDR (Navon-Venezia et al., 2017).

Existem clones de K. pneumoniae considerados de alto risco. Clones de
alto risco séo definidos por isolados pertencentes ao mesmo sequence type
(ST) de acordo com o esquema do Multi Locus Sequence Type (MLST) que,
no entanto, ja foram isolados em diferentes partes do mundo em periodos
diferentes. Estes clones devem ser identificados, monitorados e controlados.
O critério utilizado para definicdo de clones de alto risco em K. pneumoniae
foi um clone que causou pelo menos 4 surtos reconhecidos e que ja foi
reportado em mais de 10 paises (Navon-Venezia et al., 2017). Dessa forma,
Navon-Venezia e colaboradores (2017) identificaram 9 clones de alto risco
que pertencem a 6 complexos clonais: CC258 (ST258, ST11 e ST512),
CC15 (ST14 e ST15), CC47 (ST47), CC37 (ST37), CC101 (ST101), CC17
(ST17). O principal complexo clonal é o CC258, responsavel por 68% de
todos os surtos relatados, tendo como principais causadores os ST258,
ST11l e STH512.

O sucesso internacional de disseminacdo do ST258 nado esta
totalmente esclarecido. Deleo e colaboradores (2014) tentaram explicar este
fato através do sequenciamento do genoma completo deste ST e
comparando com outros STs, que resultou na descricdo de uma regiao de
divergéncia que incluia genes envolvidos na sintese de capsula
polissacaridica. Esta regido parecia estar relacionada com eventos de
recombinacdo de DNA sugerindo que esta regido contribuiria para o0 sucesso
de K. pneumoniae ST258. Outro estudo feito por Chmelnitsky e
colaboradores (2013) comparou os genes presentes em K. pneumoniae

pertencentes ao ST58 e também do CC258 com outros STs. Os autores
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identificaram um grupo de 17 genes unicos e ubiquos ao CC258 e outro
grupo de 19 genes Unico ao ST258. A maioria das proteinas codificadas por
esses genes pertence a dois grupos funcionais: motilidade e secrecao
celular e reparacéo e modificagdo do DNA. Sendo assim, eles sugeriram que
estes genes podem estar relacionados com o0 grande sucesso da
disseminagéo deste ST e dos STs presentes em seu complexo clonal.

No Brasil, 0 ST258 foi considerado o mais frequente por Andrade e
colaboradores (2011). Estudos publicados posteriormente (Seki et al., 2011;
Pereira et al., 2013) mostraram que o clone predominante no Brasil pertence
ao ST437 que, assim como o ST258, pertence ao CC258 e esta associado a
producdo de KPC-2 (Andrade et al., 2011; Seki et al., 2011; Pereira et al.,
2013). A predominancia do ST437 néo foi explicada por nenhum estudo até
0 momento, mas pode ser devido a adaptacdo da KPC-2 no Brasil e a
coproducao da KPC-2 com outras ESBLS, como a CTX-M.

O ST437 foi primeiramente descrito em isolados do Brasil em 2011 por
Seki et al, em isolados de 2007 a 2009, dos Estados do Rio de Janeiro e
Espirito Santo. No mesmo ano foi descrito também por Andrade et al. (2011)
em isolado do Rio de Janeiro do ano de 2009. Em seu estudo, Seki et al.
(2011) concluiram que o ST437 era o mais frequente entre os isolados
brasileiros, o que se comprovou por estudos posteriores, como o de Pereira
et al. (2013) que descreveram este ST em isolados de Santa Catarina,
Espirito Santo, Cear& e Rio de Janeiro e o estudo de Fehlberg et al. (2012)
em isolados da Paraiba. Braun et al. (2018), relataram a ocorréncia do
ST437 em isolados de 2009 a 2014, relacionado com resisténcia a
polimixina B em Séo Paulo. Foi também relatado em Porto Alegre (Dalmolin
et al., 2018).

O ST437 também foi relatado na agua dos principais rios da cidade de
Séo Paulo, o rio Tieté e o rio Pinheiros (Oliveira et al., 2014). Oliveira et al.
(2014) detectaram, além do ST437, o ST340, também pertencente ao
CC258, na a4gua do Rio Tieté, demonstrando como estes STs podem sair do
ambiente hospitalar e chegar ao meio ambiente facilitando sua

disseminagéo.
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N&o havia relato do ST437 fora do Brasil. No entanto, Oteo e
colaboradores (2013), relataram a ocorréncia deste ST em um isolado na
Espanha associado com a producdo de OXA-245, Seara et al. (2015)
relataram, na Espanha, um surto de K. pneumoniae pertencente ao ST437
associado com a producdo de NDM-7 e posteriormente, Novovi¢ et al.
(2017), relataram um isolado na Sérvia associado com OXA-48 e CTX-M-15.

Nenhum destes relatos foram relacionados com internacao prévia no Brasil.

1.2 Fatores de viruléncia

Viruléncia é a capacidade relativa de um micro-organismo causar dano
ao hospedeiro, pois 0 processo que leva a uma infecgdo ou doenga possui
varios componentes. Fatores de viruléncia sdo metabdlitos ou estruturas
bacterianas utilizadas no desenvolvimento do processo infeccioso que
permitem que o micro-organismo entre, replique, dissemine e persista no
hospedeiro, seja por mecanismos de destruicdo ou escape do sistema
imunolégico (Taddei & Martinez, 2015).

Em K. pneumoniae foram identificados quatro principais tipos de fatores
de viruléncia que contribuem para sua patogenicidade, tais como, antigenos
capsulares, fimbrias (pili), lipopolissacarideos e producdo de sideroforos,
descritos na Figura 1 (Podschun e Ullmann, 1998).
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]

Capsula Sideroforos
(77 sorotipos)

Figura 1 - Representacdo esquematica dos principais fatores de

viruléncia em K. pneumoniae (adaptado de Podschun e Ullmann, 1998).

1.2.1 Antigenos Capsulares

Um dos principais fatores de viruléncia de K. pneumoniae € a
producdo de capsula polissacaridea (CPS), que tem como funcao,
resisténcia ao soro e protecdo contra fagocitose. A producdo da CPS é
impulsionada principalmente pela expressdo de genes localizados em um
locus chamado cps, e a estrutura resultante é usada para distinguir entre
diferentes sorotipos (tipos K) (Podschun e Ullmann, 1998; Ramos et al.,
2012). A estrutura consiste em quatro a seis aclUcares e, muitas vezes,
contém também &cidos urbnicos (como componentes carregados
negativamente), podendo ser classificado em 77 tipos sorolégicos
(Podschun e Ullmann, 1998).

Existem diferencas no grau de viruléncia conferido pelos diferentes
tipos de capsula de K. pneumoniae, dependendo do contedudo de manose
e/ou ramnose da CPS. Cepas expressando os antigenos K1 e K2 foram
especialmente virulentos em um modelo de peritonite em camundongos,
enquanto isolados de outros sorotipos mostraram pouca ou nenhuma
viruléncia. Ja em lesdes de pele induzidas experimentalmente em

camundongos, cepas dos sorotipos K1, K2, K4 e K5 foram mais virulentas
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que aquelas que expressam outros tipos de cédpsula (Podschun e Ullmann,
1998). A sintese da CPS ocorre, inicialmente, no lado citoplasmatico da
membrana interna e a montagem das repeticdes de acgUcares sao ligadas
pela atividade de glicosiltransferases especificas (GTs). Estes sao invertidos
atravées da membrana interna pela acdo da proteina Wzx e sofrem
polimerizacdo pela acdo da proteina Wzy. O controle de polimerizacdo e
translocacdo do polimero nascente para a superficie da célula ocorre com o
coordenado da acdo das proteinas Wza, Wzb e Wzc (Whitfield e Paiment,
2003).

A variacdo do tipo K tem sido associada a presenca ou auséncia de
genes particulares no locus cps. O locus cps tem uma estrutura de mosaico,
com um grupo de seis genes conservados (galF, orf2, wzi, wza, wzb e wzc)
na por¢cado 5’ (Brisse et al.,, 2013). Sendo assim, Brisse e colaboradores
(2013) desenvolveram um método que realiza o sequenciamento do wzi, que
codifica uma proteina de membrana externa envolvida na ligacédo da capsula
a superficie celular, como um método simples e rapido para a predi¢cdo do
tipo K e conseguiu predizer em 94% dos isolados. Pan et al., 2015, utilizam o

sequenciamento do gene wzc para determinacéo do tipo K.

1.2.2 Fimbrias

As fimbrias ou pili sdo apéndices formados por proteinas em forma de
bastdo, sdo as estruturas adesivas mais encontradas nas bactérias Gram-
negativas e sao responsaveis pela adesdo do micro-organismo nas mucosas
do hospedeiro (Taddei & Martinez, 2015).

Pelo menos 4 tipos de fimbrias ja foram caracterizados em K.
pneumoniae, fimbria tipo 1, tipo 3, Kpc e adesina KPF-28. Foi descrita no
cromossomo de K. pneumoniae uma regido conservada codificadora de
fimbria que é composta pelos genes regulatérios mrkHIJ, o cluster

mrkABCDF de fimbria tipo 3, os genes de codificacdo de fimbria tipo 1
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fimBEAICDFGHK e uma regido de quatro genes entre os clusters de fimbria
tipo 3 e 1 (Struve et al., 2009).

As fimbrias tipo 1 séo finas, rigidas, adesivas, semelhantes a fios na
membrana externa, em comparagao com E. coli, o cluster do gene fim de K.
pneumoniae possui um gene fimK que atua como regulador transcricional e
pode se ligar especificamente a um promotor a jusante de fimA para
estimular sua transcricdo (Wang et al., 2013; Li et al., 2014). As fimbrias tipo
1 de K. pneumoniae estendem-se além da cpsula e participam da adeséo
bacteriana a estruturas contendo manose de células hospedeiras ou em
matrizes extracelulares através da adesina fimH (Rosen et al., 2008). As
fimbrias tipo 1 de K. pneumoniae sdo essenciais para o estabelecimento
inicial da infec¢cdo do trato urinario, no entanto, ndo tém efeito sobre a
capacidade de colonizar o intestino ou infectar o pulmé&o (Li et al., 2014).

As fimbrias tipo 3 de K. pneumoniae possuem de 2 a 4 nm de largura e
0,5 a 2 um de comprimento. O gene mrkA codifica a subunidade fimbrial,
gue é polimerizada para formar o eixo fimbrial helicoidal. A subunidade com
capacidade de se ligar as moléculas de colageno, € codificada pelo gene
mrkD. Os genes mrkB, mrkC e mrkF s&@o responsaveis pela montagem e
estabilizacdo da fimbria (Li et al, 2014).

As fimbrias do tipo Kpc sdo codificadas pelo operon kpcABCD, e estédo
altamente associadas a K. pneumoniae hipermucosa sendo responsaveis
pela formagéo de biofilme (Li et al, 2014).

KPF-28 é uma fimbria longa, fina e flexivel, com 4 a 5 nm de diametro e
0,5 a 2 mm de comprimento, e 0 gene estrutural da subunidade principal do
KPF-28 esta localizado num plasmideo R transferivel que codifica a B-
lactamase CAZ-5/SHV-4. Nao foi observada expressdo da KPF-28 em
transconjugantes de E. coli contendo apenas o plasmideo codificador de
CAZ-5/SHV-4, desta forma, pode-se inferir que um ou mais fatores
codificados pelo cromossomo de K. pneumoniae Sdo necessarios para
promover a expressao do KPF-28 (Di Martino et al., 1996). As fimbrias KPF-

28 contribuem para a adesao de K. pneumoniae a linhagens celulares Caco-
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2 humanas, indicando que as essas fimbrias podem ser um fator de

colonizagdo dentro do intestino de mamiferos (Li et al., 2014).

1.2.3 Lipopolissacarideos

A endotoxina mais estudada é o lipopolissacarideo (LPS) presente na
membrana externa de E. coli e outros membros da familia
Enterobacteriaceae (Piazza et al., 2015).

O LPS compreende trés partes: o lipideo A altamente conservado e
hidrofébico ancorado na membrana externa; o antigeno O altamente variavel
como o componente mais externo do LPS; e o polissacarideo do ndcleo ou
cerne que liga os antigenos A e O-lipidico (Li et al., 2014).

O antigeno O consiste em uma variedade de residuos oligossacarideos
que recobrem a superficie da célula protegendo-a da acdo de substancias
hidrofébicas, como a bile e contribui para a resisténcia contra morte pela
acao do sistema complemento. Ja foram descritos pelo menos 9 grupos de
antigenos O em K. pneumoniae (01, 02, O2ac, 03, 04, 05, 07, 08 e 012).
O antigeno O é sintetizado a partir do produto dos genes do cluster wb, que
inclui, os genes wzm, wzt, wbbM, gIf, wbbN e wbbO. O1 é o sorotipo mais
comum em isolados clinicos de K. pneumoniae (Li et al., 2014).

O cerne consiste de um pequeno numero de aclUcares comuns a
praticamente todas as enterobactérias. Dois tipos (Tipo 1 e tipo 2) j& foram
caracterizados em K. pneumoniae 0s quais sao sintetizados pelo produto de
2 diferentes clusters do gene wa, compostos por 11 genes, hldD, waaF,
waaC, waal, waaQ, wabG, wabH, orf10, waaA, waaE e coaD comuns aos
dois tipos e 2 genes que diferem entre os tipos, o tipo 1 possui 0s genes
wabl e wabJ e o tipo 2 os genes wabK e wabM. O tipo 1 apresenta uma
maior viruléncia do que o tipo 2 em modelos de murinos infectados via
intraperitoneal (Li et al., 2014).

A parte toxica do LPS é o lipideo A, que € um glicolipideo composto de
dissacarideos, aos quais se encontram ligados acidos graxos de cadeia

curta e grupos fosfatos (Piazza et al., 2015). O lipideo A é sintetizado no
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citoplasma por enzimas conservadas, transportado pelo sistema ABC MsbA
e ancorado na membrana externa. Durante 0 seu transporte podem ocorrer
modificacdes em sua estrutura devido a estimulo do ambiente o que leva na
mudanca no seu nivel de viruléncia. ModificacGes no lipideo A contribui para
resisténcia defesas do sistema imune, especialmente resisténcia a peptideos

antibacterianos (Li et al, 2014).

1.2.4 Sideré6foros

O ferro € um elemento essencial para todos os organismos vivos, ele
auxilia em muitos processos importantes como respiracdo e sintese de
ribonucleotideos. No entanto, o ferro ndo esta prontamente disponivel em
ambientes aquaticos, terrestres ou em hospedeiros animais. Devido a isto,
diversas estratégias sao utilizadas pelos micro-organismos para obtencéo de
ferro livre ou em compostos complexos, entre elas a producéo de sideréforos
(Taddei & Martinez, 2015).

Os sideréforos sdo compostos de baixo peso molecular, marcados por
uma grande afinidade por Felll, podem ser divididos em dois grupos
principais, os fenolatos e os hidroxamatos. Estes compostos formam
complexos soltveis com Felll, os quais sdo absorvidos por receptores da
membrana externa. S&o expressos apenas em meio restrito de ferro (Taddei
& Martinez, 2015).

No grupo dos fenolatos a enterobactina € um membro classico, presente
em quase todas as enterobactérias, € produto dos genes entA-G e também
0s genes adicionais fep e fes. No grupo dos hidroxamatos a aerobactina é
produzida por diversos membros das enterobactérias, sua expressao é
regulada pelos genes fur, iucA-D e iutA (Taddei & Martinez, 2015).

Em K. pneumoniae ja foram descritos outros mecanismos de aquisi¢ao

de ferro, conforme mostra a Tabela 1 (Li et al, 2014)
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Tabela 1 - Sistemas de aquisicéo de ferro em K. pneumoniae NTUH-K2044.

Categoria Sistema Substrato Nome do gene
Feo Feo Fe?* feoABC
Transporte ABC Sit Fe?" SitABCD
Kfu Fe®" kfuABCD
Fec Citrato férrico fecBDEA
Yiu Desconhecido yiuABC
Baseado em hemdforos Hmu Hemina/Hemoproteina hmuRSTUV
Baseado em sidero6foros Fep-Ent Enterobactina fepA-entE
fes-entF
fepDGC
ybdA
fepB
entCEBA
Fhu Ferricromo fhuABCD
IroA Salmocelina iroN
iroBCD
iroBCDN
luc Aerobactina iucABCD-iutA
llha de alta patogenicidade Yersiniabactina ybtPQXS

ybtA-irp2-irpl-ybtUTE-fyuA

Fonte: Li et al, 2014

1.3 Antimicrobianos

Antibiéticos ou antimicrobianos sao substancias quimicas produzidas por
micro-organismos ou de forma sintética, com capacidade de inibir ou matar
micro-organismos (Rossi & Andreazzi, 2005). Sao classificados
principalmente nas seguintes classes: betalactamicos, glicopeptideos,
aminoglicosideos, macrolideos, lincosamida, tetraciclinas, fenicol,
quinolonas, sulfas e polimixinas, baseando-se no mecanismo de ag&o sobre
a célula bacteriana e sua estrutura quimica, (Rossi & Andreazzi, 2005). As
classes mais utilizadas para o tratamento de infec¢cdes por Bacilos Gram-
negativos (BGN) sdo betalactamicos, aminoglicosideos, quinolonas e

polimixinas.
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1.3.1 Mecanismo de agéo

Os principais mecanismos de acdo dos antimicrobianos sao: efeito
sobre a sintese da parede celular, inibicdo da sintese protéica, efeito sobre a
estrutura e fungcdo da membrana celular, interferéncia na sintese do acido
nucléico e atividade antimetabodlica ou competitividade antagbnica (Rossi &

Andreazzi, 2005), conforme Figura 2.

g-actamicos Polimixinas
Glicopeptideos Daptomicina

Cor / Parecde Celutar

= o e _Membrana Calular

adl -l W 5
< o £ Proteina
. 5 &
‘ f = A ) Aminoglicosideos
Trimetoprim THF & e \ oY 5 Tetraciclinas
\ . i1 Glicilciclinas
R | 8
e o R S : RNAM 305 505 Macrolideos
\ 4 3 DNA Ribossomo /£ Estreptograminas
@ PABA ST ; Cloranfenicol
Pt Lincosaminas

. x
PABA = Acido Paraamnobenzoico \
DMF = Dihicrofolato Oxazolidinonas

THF = Tetrahidrofolato

DNA= Acido Desoxiridonucieco

RNAM=ALCo Ribonuciéico Mensagero Quinolonas
RNAt=Acido Ribonuckdico Transportador Nitrolmidazdlicon
RNArsAzido Riboauchkéico Ribosshmico

Figura 2 - Principais mecanismos de acdo dos antimicrobianos na célula
bacteriana. Fonte: ANVISA, 2007.

Os betalactamicos tém efeito na parede celular, se ligam nas PBPs
(proteinas ligadoras de penicilina) impedindo a formacg&o da parede celular e
causando a lise da célula bacteriana (Spratt, 1988). Os aminoglicosideos
impedem a sintese protéica através da ligacdo ao sitio A (aminoacil) do 16S
rRNA na subunidade 30S do ribossomo interferindo no processo de
translocacdo (Magnet e Blanchard, 2005). As quinolonas tem como alvo as
topoisomerases, levando ao bloqueio da replicacdo do DNA (Rossi &

Andreazzi, 2005). As polimixinas causam ruptura na integridade da
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membrana celular pela ligacdo no lipopolissacarideo (LPS), deslocando
competitivamente os ions célcio e magnésio (Falagas e Kasiakou, 2005).

1.3.2 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

Os micro-organismos desenvolveram mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos ao longo do tempo, estes mecanismos podem ser
intrinsecos ou adquiridos. Os mecanismos intrinsecos sao naturais de cada
espécie e, podem até ser utilizados na identificacdo da espécie bacteriana. E
os adquiridos podem ser por mutacdo ou transmissdo de material genético
externo (Rossi & Andreazzi, 2005).

As mutacdes sdo alteracfes na estrutura quimica ou estrutural do DNA
cromossOmico e podem ser espontaneas ou induzidas. As mutacdes
espontaneas ocorrem devido a um erro durante o processo de replicagdo do
DNA ou por interferéncia de agentes ambientais e as induzidas pela acao
deliberada na qual o organismo € exposto a acdo um agente genotoxico
(Rossi & Andreazzi, 2005; Padilla & Costa, 2015).

A transmissdo do material genético pode ocorrer por diferentes modos:
conjugacéo, transducéo, transformacao. Na conjugacao, o material genético
é transferido de uma célula para outra havendo, necessariamente, contato
entre as células bacterianas, esse contato é realizado através da formacao
do pili sexual. J4 na transducdo o material genético é transferido entre
células mediado por um virus (bacteriéfago). Na transformacédo o DNA livre
no meio é tomado pela célula e ndo existe contato entre a célula doadora e a
receptora (Rossi & Andreazzi, 2005; Padilla & Costa, 2015).

Os principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos que 0s
micro-organismos desenvolveram sao: alteracdo na permeabilidade da
membrana, sistema de efluxo, alteracdo genética do alvo e acado enzimatica,

conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
desenvolvidos pelos micro-organismos. Fonte: www.futurelearn.com/courses

/bact erial-genomes-bioinformatics

1.3.2.1 Resisténcia aos betalactamicos.

Os micro-organismos desenvolveram diversos mecanismos de
resisténcia aos betalactamicos: perda ou expressdo reduzida de porinas
(cromossomais), alteracbes nas PBPs (cromossomais), superexpressao de
bombas de efluxo (cromossomais e/ou plasmidiais) e producdo de
betalactamases (cromossomais e/ou plasmidiais).

As porinas séo responsaveis pela difusdo de solutos hidrofilicos
através da membrana externa e da saida de produtos ndo utilizados pela
célula bacteriana (Nikaido, 1994), assim a diminuicdo ou perda da expressao
dos genes que as codificam impede a entrada do antimicrobiano levando a
uma diminuicdo da concentracdo interna da droga na ceélula bacteriana que
pode conferir resisténcia aos betalactamicos (Quinn et al., 1988).

Os sistemas de efluxo sao responsaveis pela expulsdo de substancias

que poderiam destruir a bactéria. Esse era considerado um mecanismo
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intrinseco (Li et al., 1995; Piddock, 2006). No entanto ja foi relatado esse
mecanismo mediado por plasmideo (Rincén et al., 2014).

A producdo de betalactamases € 0 mecanismo de resisténcia mais
comum para essa classe de antimicrobianos, principalmente em micro-
organismos Gram-negativos (Bush e Jacoby, 2010). Essas enzimas
degradam o anel betalactamico, inativando a acéo do antimicrobiano sobre a
parede celular. Os genes que determinam a producdo das betalactamases
podem estar localizados no cromossomo bacteriano ou em elementos
mabveis como os plasmideos e transposons (Chroma e Kolar, 2010). Esses
elementos méveis podem facilmente se disseminar para outras bactérias em
um hospital, carregando com eles os genes de resisténcia a maioria das
classes de antimicrobianos (Bush et al., 2011).

Primeiramente, as betalactamases foram classificadas de acordo com
a sequéncia de aminoacidos, como proposto por Ambler, que as separava
em 4 classes denominadas de A a D. Nas classes A,C, e D estdo o grupo
das enzimas que possuem um aminoacido serina no centro ativo da enzima
e, na classe B, estédo as enzimas que necessitam do zinco como cofator para
atividade enzimatica (Livermore, 1995).

Outra classificacdo proposta por Bush et al. (1995) separa as
betalactamases em 4 grupos de acordo com o substrato da enzima e o perfil
de inibicdo por inibidores de betalactamases. Revisada por Bush e Jacoby
em 2010, a Tabela 2 mostra como foram divididas as betalactamases de
acordo com as duas classificacoes.
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Tabela 2 - Classificacao das betalactamases segundo Bush e Jacob (2010) e

Ambler (1980)

Classificagédo Bush,

Jacoby, Medeiros (2010)

Classificagédo

Ambler (1980)

Grupo

funcional Subgrupo

Classe
Molecular

Substrato

Caracteristicas

Penicilases produzidas por
Staphylococcus spp. e

Representantes

2a A Penicilina PC1
Enterococcus spp. Confere altos
niveis de resisténcia a penicilina
Penicilinas e Betalactamases de espectro
2b A cefalosporinas de 12 limitado de bactérias Gram- TEM-1, TEM-2, SHV-1

e 22 geracado

negativas

. Betalactamase resistentes aos
2br A Penicilina inibidores de beta-lactamases TEM-30, SHV-10
Cefalosporinas de Betalactamase de espectro
2ber A amplo estendido e ampliado com relativa resisténcia TEM-50 (CMT-1)
monobactamicos a inibicéo por &cido clavulanico
2¢ A Carbenicilina Enzimas que hidrolizam a PSE-1, CARB-3
carbenicilina !
2 o Carbenicilase de amplo espectro
2ce A Ca:;l;siglci::il]r;a e com atividade contra cefepime e RTG-4
P cefpirome
Enzimas que hidrolizam a
oxacilina, possuem pouco efeito
2d D Oxacilina contra carbenicilina e séo OXA-1, OXA-10
levemente inibidas pelo acido
clavulanico
oucinae | Oclinases com et
2de D cefalosporinas de P < : OXA-11, OXA-15
amplo espectro betalactammo; mas nao
carbapenémicos
Cefalosporinas de Cefalosporinases de espectro
2e A h ampliado que possuem pouca CepA
espectro estendido afinidade com aztreonam
3
Hidrolisa preferencialmente
3b B Carbapenémicos carbapenémicos a cefalosporinas téz?f%lhp?%?ﬂ-ll
e penicilinas » CPNA,
4 NI Desconhecido Desconhecido

NI — N&o inclui. Em destaque as principais betalactamases produzidas por BGN



1.3.2.1.1 CTX-M

A CTX-M é a ESBL mais encontrada na maior parte do mundo. Ela foi
primeiramente reportada na segunda metade da década de 80 e sua taxa de
disseminacgéo entre bactérias tem crescido drasticamente causando surtos e
infeccbes esporadicas (Bonnet, 2004; Carattoli, 2009). Foi relatada pela
primeira vez em 1989, em um isolado clinico de E. coli e foi designada CTX-
M-1 indicando sua acdo hidrolitica preferencialmente contra cefotaxima
(Bauernfeind, 1990), originada a partir de uma transferéncia horizontal de
bactérias do género Kluyvera spp (Rossolini et al., 2008; Naseer e
Sundsfjord, 2011).

Organismos produtores da enzima CTX-M sdo resistentes a
cefotaxima e ceftriaxona, mas susceptivel a ceftazidima. Porém, alguns
membros da familia da CTX-M demonstraram uma alta taxa de atividade
hidrolitica para todas as cefalosporinas, devido mutacfes especificas (Bush,
2010).

As CTX-M podem ser subclassificadas a partir das similaridades na
sequéncia de aminoéacidos. Elas foram agrupadas em 5 grandes grupos:
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25 (Bonnet, 2004) (Tabela
3).

Tabela 3 — Classificacdo das CTX-M em grupos (Bonnet et al, 2004).

Grupo CTX-M Exemplos

CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15,
CTX-M-22, CTX-M-23, CTX-M-28 e FEC-1

CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-4L, CTXM-5, CTX-M-6,

Grupo 1

Grupo 2 CTX-M-7, CTX-M-20, CTX-M-59 e Toho-1
Grupo 8 CTX-M-8

CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17,
Grupo 9

CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-27, CTX-M-24 e CTX-M-45
Grupo 25 CTX-M-25 e CTX-M-26
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A CTX-M é predominante no Leste Europeu, Espanha e América do
Sul, sendo a variante CTX-M-15 mais prevalente no mundo (Livermore,
2012). A variante CTX-M-2 € a mais descrita ha América do Sul, com relatos
na Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil (Poupart et al., 1991; Radice et al.,
2002).

No Brasil, Tollentino et al. (2011) descreveram a primeira detec¢ao do
gene blactx-w-15 em cepas de K. pneumoniae isoladas de 2005 a 2007, no
entanto ja foram identificadas também as variantes CTX-M-1, CTX-M-2,
CTX-M-3, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-28,
CTX-M-59, CTX-M-74, CTX-M-75 e CTX-M-131. A variante CTX-M-2 é a
predominante no Brasil e também detectada em um maior nimero de
espécies da Ordem Enterobacterales (Sampaio e Gales, 2016).

A associacao de plasmideos que carreiam blactx-m pertencendo aos
grupos de incompatibilidade IncF, IncN e IncK torna a captura e mobilizacao
desses genes eficiente entre os membros da Ordem Enterobacterales. O
sucesso da disseminacdo das CTX-M-15 esta relacionado ao contexto
genético no qual ela se encontra. O gene blactxm-15 € carreado, na sua
maioria, pelo plasmideo IncF e geralmente esta associado a outros genes de
resisténcia como blatem-1, blaoxa-1 € aac(6)-1b-cr. A causa da disseminacéo
do gene blactx-m-15 pode ser devida a forte associacdo do plasmideo IncF
com E. coli ST131 que estd globalmente disseminado (Carattoli, 2009;
Livermore, 2012).

Diferentes elementos genéticos estdo envolvidos na aquisicdo do
blactx-m, incluindo sequéncias de inser¢cdo ISCR1 e ISEcpl e elementos
relacionados a fagos (Poirel et al., 2008). A ISEcpl, esta associada com as
enzimas do grupo CTX-M-1, CTX-M-2 e CTX-M-9 e atuam como potentes
promotoras para uma super-expressdo do blactx-m (Poirel et al., 2008;
Mathers et al., 2015).

O ambiente genético do blactx-m-15 normalmente consiste em uma
ISEcpl 48pb a montante do gene blactx-m15 € a ORF477 a jusante, este
arranjo pode ou nado estar flanqueado por uma 1S26 (Boyd et al., 2004;

Canton e Coque, 2006; Eckert et al., 2006). A Figura 4 mostra os diferentes
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arranjos do contexto genético do blactx-m-15, sendo que o tamanho da

insercao da ISEcpl e a presenca ou ndo da 1S26 é o que normalmente varia.

[a)

ISEcp1 l Bl 1y 15 ORF &77
4Ebp

by

1526 ISEcp1 blo e wae ORF 477

(1224 bp}
48bp

(<)

1525 I5Ecp1 ] S ORF 477
{545 bp)

ISEcpl
(24 bp)
(d)

trph 1526 l Bloymas ORF 477

(e &Bbp

1526 ISEcp1 BlOcmas ORF 477
(203 bp)

()

1526 ISEcp1 [ [ T ORF 477

(437 bp)

(gl

1526 ISEcpl blocremas ORF 477
{257 bp)

&8 bp
Figura 4 - Representacdo esquematica de 7 ambientes genéticos do blacrx-
m-15. O esquema “a”, corresponde ao prevalente mundial, o esquema “b”, “c”,
“e-g”, foram descritos no estudo de (Dhaniji et al., 2011) e o esquema “d” foi

descrito no estudo de (Woodford et al., 2009).
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1.3.2.1.2 KPC

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) € uma enzima que
confere resisténcia a todos os betalactamicos incluindo os carbapenémicos.
E uma serino betalactamase, classificada no grupo 2f de Bush e na Classe A
de Ambler (Queenan e Bush, 2007). Foi relatada pela primeira vez em
isolados da Carolina do Norte obtidos em 1996 (Yigit et al.,, 2001). Embora
esta enzima seja encontrada principalmente em K. pneumoniae, a KPC ja foi
identificada em varias outras bactérias Gram-negativas, tais como
Citrobacter freundii (Deshpande et al., 2006; Rasheed et al., 2008),
Enterobacter spp (Bratu et al., 2005; Deshpande et al., 2006), Escherichia
coli (Navon-Venezia et al., 2006; Bratu et al., 2007), Salmonella enterica
(Miriagou et al., 2003), Serratia marcescens (Deshpande et al, 2006) e
outras Enterobacteriaceae, além de Pseudomonas aeruginosa (Villegas et
al., 2007) e Acinetobacter baumannii (Robledo et al., 2010).

Surtos de K. pneumoniae associados a KPC foram primeiramente
descritos em Nova York (Woodford et al., 2004; Bratu et al., 2005), contudo
relatos indicam que estas bactérias produtoras de KPC estdo disseminadas
no mundo. A producdo de KPC em Enterobacteriaceae foi identificada no
Canada (Pillai et al., 2009), Colédmbia (Mojica et al., 2012), Argentina
(Pasteran et al., 2008), Reino Unido (Woodford et al., 2008), Irlanda (Roche
et al., 2009), Espanha (Curiao et al., 2010), Portugal em agua de rio (Poirel
et al.,, 2012), Franca (Naas et al., 2005), Italia (Giani et al., 2009), Polénia
(Baraniak et al., 2009), Grécia (Cuzon et al., 2008), Noruega e Suécia
(Tegmark Wisell et al., 2007; Samuelsen et al., 2009), Finlandia (Osterblad et
al., 2012), Israel (Kitchel et al., 2009; Navon-Venezia et al., 2009), india
(Jones et al., 2009), China (Wei et al., 2007), Japao (Yamane, 2012),
Australia e Nova Zelandia (Munoz-Price et al., 2013).

No Brasil, a primeira publicacdo de K. pneumoniae produtora de KPC
foi em 2009 em isolados de 2006 em Recife (Monteiro et al.,, 2009), no
entanto, publicacdo posterior mostrou que a KPC j4 estava no Brasil em
2005, em isolados de Séo Paulo (Pavez et al., 2009). A producéo de KPC ja
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foi detectada no Rio de Janeiro (Peirano et al., 2009), Mato Grosso do Sul
(Chang et al., 2013), Paraiba (Fehlberg et al., 2012), Rio Grande do Sul,
Distrito Federal (Nicoletti et al., 2012), Espirito Santo, Minas Gerais e Goias
(Seki et al., 2011). Baseado no resultado do SENTRY (Gales et al., 2012) e
nos outros achados pelo pais, K. pneumoniae produtora de KPC-2 é
endémica no Brasil, com descricdo desses micro-organismos em surtos de
infeccdo hospitalar (Abboud et al, 2011; Garcia DO, 2010; Naves et al, 2011;
Pereira et al, 2011), em esgoto de hospital (Chagas et al., 2011) e agua de
rio urbano (Oliveira et al., 2014). A facilidade de mobilidade deste
mecanismo de resisténcia € uma grande preocupacao, pois facilita a sua
disseminacéao por entre as cepas (Kitchel et al., 2009).

Ja foram descritos 24 tipos de KPC (KPC-1 a KPC-24), sendo que
apos curadoria as variantes KPC-1, KPC-9, KPC-20 e KPC-23 foram
removidas do banco, restando entdo, 20 tipos diferentes de KPC
(ftp:/Mftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em
28/03/2018).

O gene que codifica a KPC é o blakec e ja foi relatado em diversos
tipos de plasmideos, como, IncF, Incl2, IncX, IncA/C, IncR (Garcia-
Fernandez et al., 2012; Pitout et al., 2015; Navon-Venezia et al., 2017).
Plasmideos dos tipos IncR, IncN e IncX3 estdo em um grande espectro de
hospedeiros e séo frequentemente associados com a transferéncia
horizontal de blakrc por conjugagéo para outras Enterobacteriaceae (Navon-
Venezia et al, 2017).

O blakec estd normalmente localizado num transposon Tn4401, de
aproximadamente 10 kb, formado por uma transposase, resolvase, o blakpec
e duas sequéncias de insercdo ISKpn6 e ISKpn7, como demonstrado na
Figura 5 (Naas et al., 2008). Este transposon ja se disseminou para
diferentes plasmideos conjugativos. O blakec ja foi descrito em outros
contextos genéticos chamados de ndo-Tn4401 e geralmente tem sequéncias
parciais da ISKpn6 (Shen et al., 2009).

Existem, até o momento, cinco isoformas do Tn4401, que se diferem

por delecbes (68-255 pb) a montante do gene blakpc. Isoforma (a), delecéo
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de 99 pb; (b) sem delecéo; (c) delecdo de 215 pb; (d) delecdo de 68 pb; (e)
delecdo de 255 pb (Chen et al., 2014a) (Figura 5). A isoforma do Tn4401
esta associada com diferentes plasmideos. Tn4401a est4 relacionado com
blakrc-3 carreado por plasmideos IncFllk2 (Leavitt et al., 2010; Garcia-
Ferndndez et al., 2012; Chen et al.,, 2014b), enquanto que a isoforma
Tn4401b esta associada com IncN e a isoforma Tn4401d com IncFIA (Chen
et al., 2013; Chen et al., 2014c; Chen et al., 2014a).

Tn4401b
| 1

KPC =x - -

IRL  trpR trpA ISKpn?

- =
blagc ; ISKpn6  IRR

A99-bp in Tnd401a
A215-bp in Tn4401¢
A68-bp in Tn4401d
A255-bp in Tn4401e

Figura 5 - Representacdo do Tn4401 e suas isoformas levando a diferentes
contextos genéticos do blakrc-2. Os genes estdo representados por flechas e
as sequéncias de repeticao invertida (IRL e IRR) estdo representadas por
triangulos nas pontas da sequéncia (Lee et al., 2016).

1.3.2.2 Resisténcia aos aminoglicosideos

A resisténcia aos aminoglicosideos pode ocorrer através de diversos
mecanismos, tais como, modificacdo do sitio de acdo do antimicrobiano,
aumento do efluxo, diminuicdo da permeabilidade da membrana
citoplasmatica e modificacao/inativacdo enzimatica (Wachino e Arakawa,
2012).

Em Enterobacteriaceae 0 mecanismo mais comum € a modificacdo
estrutural do aminoglicosideo por trés tipos de enzimas modificadoras de
amonoglicosideos (EMAs), estas enzimas promovem a ligagdo ao
aminoglicosideo de um grupo adenil (aminoglicosideo nucleotidiltransferase
ou adeniltransferase — ANT), fosforil (aminoglicosideo fosfotransferase -
APH) ou acetil (aminoglicosideo acetiltransferase - AAC), que resulta na

reducdo da afinidade do antimicrobiano a subunidade 30S do ribossomo
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(Giedraitiené et al., 2011). Cada enzima leva a resisténcia a um tipo
diferente de aminoglicosideo, uma mesma enzima néo confere resisténcia a
todos os aminoglicosideos. A Tabela 4 descreve o fendtipo de resisténcia de

cada umas das enzimas modificadoras.

Tabela 4 - Fendtipos de resisténcia detectados de acordo com a producao
das enzimas modificadoras de aminoglicosideos (Shaw et al., 1993).

GM SIS ™ AK DBK NTL NEO SM
APH(3')-la S S S S S S R S
Fosfo-transferases (APHs)
APH(3")-Vla S S S S S S R S
AAC(3)-la R R S S S S S S
Acetil-transferases (AACs) AAC(3)-1la R R R S R R S S
AAC(6')-1b s R R R R R S S

ANT(2")-1a R R R S R S S S
Nucleotidil- transferases (ANTs)

ANT(3")-la S S S S S S S R
GM: gentamicina; SIS: sisomicina; TM: tobramicina; AK: amicacina; DBK: dibecacina NTL: netilmicina; NEO: neomicina; SM:

estreptomicina. R: Resistente; S: Sensivel

Os genes responsaveis pela codificacdo dessas enzimas estao
normalmente localizados em plasmideos e integrons e, frequentemente séo
transferidos por transposons e outros elementos moveis junto com outros
genes de resisténcia (Giedraitiene et al, 2011). Devido a esta mobilidade, um
mesmo micro-organismo pode expressar mais de um tipo de enzima
modificadora ao mesmo tempo, 0 que pode levar a resisténcia a todos os
aminoglicosideos, no entanto essa resisténcia € considerada de baixo nivel.

Um outro tipo de enzima foi detectado em bactérias Gram-negativas,
as metiltransferases 16S rRNA, que promovem a ligacdo de um grupo metil
no 16S rRNA na subunidade 30S do ribossomo e diferentemente das
enzimas modificadoras, confere resisténcia em alto nivel a maioria dos
aminoglicosideos de importancia clinica, como gentamicina, tobramicina e
amicacina (Zhou et al., 2010; Garneau-Tsodikova e Labby, 2016). Até o
momento, ja foram descritos dez tipos de metiltransferases 16S rRNA:
ArmA, NmpA, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtE, RmtF, RmtG e RmtH
(Galimand et al., 2003; Yokoyama et al., 2003; Doi et al., 2004; Wachino et
al., 2006; Doi et al., 2007; Wachino et al., 2007; Davis et al., 2010; Galimand
et al., 2012; Bueno et al., 2013; O'Hara et al., 2013). Resisténcia aos
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aminoglicosideos € frequentemente acompanhada com co-resisténcia a
betalactamicos e fluorquinolonas, devido a presenca de outros genes de
resisténcia ou, no caso da EMA aac(6’)-Ib-cr que sozinha confere resisténcia
aos aminoglicosideos tobramicina, amicacina e kanamicina e as

fluorquinolonas ciprofloxacina e norfloxacina (Schultsz e Geerlings, 2012).

1.3.2.3 Resisténcia as quinolonas

Os mecanismos de resisténcia as quinolonas incluem: alteracdo de
permeabilidade, hiperexpressdo de bombas de efluxo, alteragdes do sitio de
acado (topoisomerases), resisténcia mediada por plasmideos e alteracéo
enzimatica da molécula do antimicrobiano (ANVISA, 2007).

Um dos principais mecanismos de resisténcia as quinolonas sao
alteracdes no sitio de ligacdo do antimicrobiano com a DNA-girase, devido a
mutacdes em uma regido especifica do gene gyrA, entre os aminoacidos 67
e 106, denominada Regido Determinante de Resisténcia a Quinolona
(QRDR). Podem ocorrer também mutacdes no gene gyrB e nos genes parC
e parE, subunidades das topoisomerases IV (Giraud et al., 2006).

Mudancas na permeabilidade celular incluem perda da porina
OmpK36 e superexpressdo da bomba de efluxo AcrAB (Martinez-Martinez et
al., 1998; Mazzariol et al., 2002). Outra importante bomba de efluxo
envolvida na resisténcia as quinolonas € a OgxAB, originalmente descrita no
cromossomo, mas que ja foi relacionada com resisténcia mediada por
plasmideo (Wong et al., 2015).

Outro grupo de genes que conferem resisténcia as quinolonas, sdo os
genes gnr, que codificam uma familia de proteinas que protegem fisicamente
a DNA girase e as topoisomerases IV da acdo das quinolonas, sdo genes
mais comumente carreados em plasmideos, mas também séo localizados no
cromossomo de algumas espécies como Citrobacter spp, S. maltophilia e S.

marcescens (Navon-Venezia et al, 2017).
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1.3.2.4 Resisténcia as polimixinas

O mecanismo de resisténcia as polimixinas mais comum é a modificacao
do sitio de ligacdo do antimicrobiano, acionado por um mecanismo
cromossémico chamado de sistema de modificacdo do LPS. Este sistema é
ativado devido a mutacdo em diversos genes como IpxM e ramA,
responsavel pela maturacdo do lipideo A (Clements et al., 2007), pbgP,
pmrE, pmrC, pagP, responsaveis pela neutralizacdo do lipideo A
(Mitrophanov et al., 2008; Llobet et al., 2011) e phoPQ, pmrA e pmdD,
envolvidos na modificacdo do LPS (Navon-Venezia et al, 2017). Mutacdes
em outros dois genes cromossbmicos regulatérios levando a
superexpressao do gene pmrB e desativacdo do gene mrgB, também levam
a resisténcia as polimixinas (Jayol et al., 2014; Poirel et al., 2015).

Recentemente, foi relatado na China um mecanismo de resisténcia a
polimixinas mediado por plasmideos, o gene mcr-1 codifica uma enzima que
modifica o lipideo A, levando a uma resisténcia em baixo nivel as polimixinas
(Liu et al., 2016).

1.4 Elementos modveis

A transferéncia de material genético através da transmisséo horizontal é
0 mecanismo mais eficiente na disseminacéo dos genes de resisténcia. Esta
transmissdo sO € possivel devido aos elementos genéticos moéveis como
plasmideos, transposons (Toleman e Walsh, 2011).

Os elementos moéveis podem ser divididos em dois grupos: i) 0s que se
mobilizam de uma célula para outra, como plasmideos e bacteriéfagos e ii)
0s que podem se mobilizar dentro de uma mesma célula, podendo se
transferir de um sitio a outro do DNA, assim como de uma molécula de DNA
para outra, por exemplo, de um plasmideo a outro ou de um plasmideo para
o cromossomo, fazendo parte deste grupo os transposons, sequéncias de
insercao (IS), integrons e cassetes genéticos (Bennett, 2008; Siguier et al.,
2014).
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1.4.1 Plasmideos

Plasmideos sdo elementos extracromossémicos com a capacidade de
replicagcdo autdbnoma, constituidos por uma molécula de DNA fita dupla
circular. Possuem uma origem de replicacao analoga a oriC cromoss6mica e
devido a essa capacidade de replicacdo sado também considerados
replicons. Seu tamanho pode variar de 10 até mais de 200 kb e também
podem ser multicGpias ou copia Unica (Zaha et al, 1996).

Por definicdo, os plasmideos ndo possuem genes essenciais para o
crescimento de células hospedeiras sob condicbes de ndo stress, mas
possuem sistemas que garantem sua replicacdo autdbnoma controlando
também o numero de copias e garantindo a estabilidade durante a divisao
celular. A maioria dos plasmideos confere fendétipos positivamente
selecionaveis pela presenca de genes de resisténcia antimicrobiana. Os
plasmideos evoluem como parte integrante do genoma bacteriano,
fornecendo genes de resisténcia que podem ser facilmente trocados entre
bactérias de diferentes origens e fontes por conjugagéo (Carattoli, 2011).

Os plasmideos podem ser colocados em 2 grandes grupos, 0S
plasmideos conjugativos e nao-conjugativos. Os plasmideos conjugativos
tém a capacidade de se transferir de uma célula bacteriana para outra,
devido a presenca de genes adicionais chamados genes de transferéncia ou
genes tra. Os plasmideos conjugativos podem, também, facilitar a
transferéncia de outras moléculas de DNA, podendo ser outros plasmideos
(ndo conjugativos) co-residente na mesma célula (Zaha et al, 1996).

Os genes tra estdo organizados em trés operons: traM, traJ e traYZ,
que juntos ocupam 33 kb do plasmideo. Os genes traA-G sao necessarios
para realizacdo do contato célula-célula e os genes traMYDIZ realizam a
transferéncia do DNA. A regulacdo da transcricdo desses operons € a
funcdo dos produtos dos genes finO, finP e traJ (Zaha et al, 1996).

Outra classificacdo foi proposta por Datta e Hedges (1971) e se
baseia na estabilidade dos plasmideos durante a conjugacao, um fenémeno

chamado incompatibilidade de plasmideo (Inc). Plasmideos com o mesmo
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controle de replicagdo sdo “incompativeis”, enquanto que plasmideos com
diferente controle e replicacdo sdo “compativeis”. Dessa forma, dois
plasmideos pertencentes ao mesmo grupo Inc ndo podem ser propagados
de forma estavel na mesma célula (Datta e Hughes, 1983; Couturier et al.,
1988).

Carattoli et al. (2005), desenvolveram um método de tipagem baseado
em PCR que classificava os plasmideos em 18 grupos de incompatibilidade
ou “Inc types”: FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1, L/IM, N, P, W, T, A/IC, K, B/O, X, Y,
F e FIIA, que representava a maioria dos “Inc types” circulando entre as
Enterobacteriaceae.

Mais recentemente, devido as novas tecnologias como
sequenciamento do genoma completo e sequenciamento de plasmideos,
novos replicons foram identificados e Carattoli e colaboradores (2014),
criaram uma nova ferramenta para deteccdo in silico dos grupos de
incompatibilidade a partir de dados de sequenciamento, chamada
PlasmidFinder, e também a tipagem in silico de plasmideo pela técnica de
PMLST (Multi Locus Sequence Type) para os grupos de incompatibilidade F,
HI1, HI2, 11 e N.

A capacidade de reconhecer e categorizar plasmideos em grupos
com base em sua relacdo filogenética pode ser util para analisar sua
distribuicdo na natureza, o relacionamento com a célula hospedeira e
descobrir sua origem evolutiva (Denap e Hergenrother, 2005).

Carattoli (2009), associou o grupo de incompatiblidade com genes de
resisténcia a antimicrobianos em plasmideos de Enterobacteriaceae, a

Tabela 5 mostra essa associacao.
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Tabela 5 - Principais grupos de incompatibilidade associados a genes de
resisténcia em Enterobacteriaceae resistentes a antimicrobianos, isolados
em todo o mundo de humanos e animais (Navon-Venezia et al, 2017).

Replicon N° de plasmideos Genes de resisténcia Espécies
aac(6')lb-cr, blacmy-2, blacrxm-1-2-3-9-14-15-24-27, blapra-1, E. aerogenes, E, cloacae, E. coli,
F 331 blasyy.2.5.12,,blatems, armA, rmtB, gepA, qepA2, K. pneumoniae, S. enterica,
gnrAl, gnrB2, gnrB4, gnrB6, qnrB19, gnrS1 S. marcescens, S. sonnei

bla bl bl bl C. freundii, C. koseri, E. cloacae, E. coli,

cMY-2-4, DlacTxM-2-3-14-15-56, Dla sHv-2-5-12,-D1a TEM-3-21-24, . L

AlC 317 bl bl bl A rmiB AL K. oxytoca, K. pneumoniae, P. mirabilis,
aiMp-4-8-13, Dldvime4, Dldves-1, aIMA, MBS, gnn P. stuartii, S. enterica, S. marcescens

C. amalonaticus, C. freudii,E. aerogenes, E.
aac(6)lb-cr, blacrxmi-1542, blasuys, blatems1o, blaivpsa- cloacae, E. coli, K. oxytoca, K. pneumoniae, M.

s armA, gnrAl, gnrB1, gnrB2, gnrB4, gnrS1 morganii, P. mirabilis, S. enterica, S. flexneri, S.
marcescens

LM 270

aac(6)lb-cr, blacwy-2, blactm1-2-3.9-14-1524-27, blapna,
12 146 blaspvos12, € blatew.1, armA, rmtB, gepA, qepA2, E. coli, K.pneumoniae, S.enterica, S. sonnei
gnrAl, gnrB2, gnrB4, gnrB6, qnrB19, gnrS1

R %0 blacwmy-2.7-21, blacrxm1-2-39-14-15-24, blaspv-12, blatemi-a- C. youngae, E. cloacae, E. coli,
52, blayim.1, amA, rmtB, mph, gnrAl K. pneumoniae, S. enterica
blactxm-1-3-15-32-40, blakpc-2, blayimi, armA, gnrA3, I ) .
N 70 CTXM-1-3:15-32-40 Kpc-2 VML q E. coli, K. ascorbata, K.pneumoniae, S.enterica

qnrB2, gnrB19, gnrS1

1.4.1.1 Plasmideos envolvidos na resisténcia aos antimicrobianos em
K. pneumoniae

A resisténcia aos antimicrobianos em K. pneumoniae tem sido
atribuida, em sua maioria, a aquisicdo de plasmideos conjugativos (Navon-
Venezia et al, 2017). Os estudos iniciais de tipagem bacteriana de K.
pneumoniae ST258, ndo eram capazes de definir os grupos de
incompatibilidade dos plasmideos, devido as limitacbes do método baseado
na técnica de PCR (Carattoli et al., 2005). No entanto, com o advento das
novas técnicas de sequenciamento do genoma completo, foi possivel obter a
sequéncia completa dos plasmideos de K. pneumoniae, e estas analises
demonstraram uma nova série de plasmideos, carreando novos tipos de
‘replicons” ainda nao descritos. Estes novos tipos de plasmideos estdo
relacionados com a familia IncF. (Navon-Venezia et al, 2017).

Plasmideos do grupo IncF ja foram descritos em diversas espécies de
Enterobacteriaceae, possuem um tamanho de 60-200 kb, baixo numero de

copias, carreiam replicons relacionados com Fll e estdo frequentemente

48



associados com genes de viruléncia (Navon-Venezia et al, 2017). Replicons
Fll caracterizam uma familia grande e heterogénea de plasmideos, a familia
IncFll, que pode ser subcategorizada, baseada em PCR e sequenciamento,
em grupos especificos: FIl (Escherichia coli), Flls (Salmonella), Fiiy
(Yersinia) e FlIk (Klebsiella) (Villa et al., 2010).

Navon-Venezia e colaboradores (2017), analisaram 306 sequéncias
de plasmideos de K. pneumoniae disponiveis no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e o tipo de replicon mais frequente foi o FlIk
(53%), sendo o replicon FIB o mais associado a este. Dois tipos de replicons
FIB foram observados com maior frequéncia nos plasmideos de K.
pneumoniae, chamados FIBpkpoiL € FIBpkpn, estes dois plasmideos sao
comumente encontrados nos genomas do complexo clonal 258 (CG258).

Estes plasmideos ndo estdo restritos ao ambiente hospitalar,
recentemente foi relatado um plasmideo derivado do pKPNS, isolado de uma
estacdo de tratamento de esgoto municipal em Israel, carreando o gene de
resisténcia a quinolona gnrB (Kaplan et al., 2015). No Brasil, (Dropa et al.,
2016), isolaram plasmideo carreador de blacrx-m-15 INCFIB de uma estacao
de tratamento de 4gua em S&o Paulo. Estes dados sugerem que o meio
ambiente pode ser um possivel reservatério de genes de resisténcia aos

antimicrobianos com impacto clinico significante.

1.4.2 Sequéncias de insercéo e Transposons

Sequéncias de insercao (IS) bacterianas sdo o tipo mais simples de
elemento movel, sdo consideradas pequenas (<2500 pb) com uma
organizacdo genética simples e capazes de se inserir em multiplos sitios
alvo. As IS possuem uma Open read frame (ORF) que codifica apenas
proteinas envolvidas na sua mobilidade, as transposases, e geralmente séo
delimitadas por duas repeti¢cdes invertidas (IR) (Mahillon e Chandler, 1998).

O processo de transposicao é basicamente um processo de “copia/cola”
ou “recorta/cola”, dependendo da IS envolvida. Quando uma IS se transpde,

o sitio alvo de insercédo no hospedeiro se duplica gerando uma sequéncia de
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repeticdo direta (DR) com um tamanho caracteristico de geralmente 2-14 pb.
Sequéncias de inser¢cdo podem se integrar em uma variedade de sitios do
genoma do hospedeiro, podendo ser encontradas em cromossomo ou
plasmideo e podem variar seu numero de coOpias. Duas coOpias de uma
mesma IS ou de duas IS relacionadas podem se inserir em cada lado de um
gene e captura-lo como parte de um transposon podendo, entdo, mover-se
como uma unidade. As ISs podem, ainda, fornecer promotores que levam a
expressao dos genes capturados (Mahillon e Chandler, 1998).

Transposons sao um conjunto de segmentos lineares de DNA
capazes de mudar de posicdo dentro do genoma, por exemplo, de um
plasmideo para outro ou de um plasmideo para o cromosomo. Esse
processo de transposicdo € considerado uma das principais causas de
rearranjo do DNA bacteriano (Zaha et al, 1996).

Possuem caracteristicas comuns na sua estrutura como: repeticoes
terminais, que sdo sequéncias de nucleotideos similares na sua
extremidade, carreiam genes que codificam enzimas capazes de transporta-
los, criam, ao se inserir no DNA, pequenas duplicagcbes no sitio alvo da
insercdo, chamadas repeticdes diretas e existem em cépias mdultiplas no
genoma. A Figura 6, demonstra a estrutura basica de um transposon, seu

processo de transposi¢ao de forma simplificada e os tipos de repeticoes.
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A Transposon

Genes paratransposi¢do
L |

k Repetigdes Terminais}

A A

TACGT

Sitio alvoda DNA gendmico do
inser¢do hospedeiro
Transposon
| _______ATGCA | ATGCA
TACGT TACGT

[

Repeticdes Diretas do DNA alvo J

B
Repeticoes terminais DIRETAS
ACTGATTC ACTGATTC
TGACTAAG TGACTAAG
— — >
Repeticoes terminais INVERTIDAS
ACTGATTC CTTAGTCA
TGACTAAG GAATCAGT
— .-

Figura 6 - Estrutura esquemética de um transposon e 0 processo de
transposicao de forma simplificada (A) e os tipos de repeticdes terminais (B)
(Zaha et al, 1996).

A diferenca entre um transposon e uma IS esta na quantidade de
informagédo contida na estrutura. As IS possuem apenas a informacao
estritamente necesséria para promover sua propria transposicdo e nao
possuem nenhuma informacdo genética adicional, enquanto que o
transposon constitui uma classe mais complexa, contendo além das

informacdes para sua mobilizacdo, material genético adicional né&o



relacionado a transposicdo, como por exemplo, genes de resisténcia aos
antimicrobianos (Zaha et al, 1996).

Muitos transposons séo flanqueados por IS e a presenca ou nao
dessas IS classificam os transposons em Classe | ou compostos e Classe |l
ou complexos. Os de classe | podem ser esquematizados com uma “regiéo
central” que contém os genes codificantes ndo relacionados com a
transposicao, e dois “modulos” que flanqueiam essa regido central, esses
modulos sao IS. Essas IS codificam as atividades de transposicdo e servem
como sitio de ligagdo para a transposase e podem se encontrar na mesma
orientacao (repeticdes terminais diretas) ou invertidas (repeticdes invertidas).
As IS que flanqueiam transposon podem ser idénticas ou divergirem, e um
anico médulo pode ser capaz de transpor toda a estrutura, dessa forma nao
€ estritamente necessario que os dois “moédulos” sejam funcionais. Os
transposons de classe Il ndo possuem os médulos IS, mas possuem em sua
regido central genes para sua propria transposicdo e também para
resisténcia aos antimicrobianos e sao flanqueados por sequéncias invertidas
repetidas (IR). Possuem, além do gene que codifica a transposase, um gene
que codifica uma resolvase, cuja fungdo é “resolver’ a estrutura de
cointegrado que se forma durante a replicacdo desses transposons. Os
transposons de classe Il sdo mais frequentemente encontrados em
plasmideos (Padilla & Costa, 2015; Zaha et al, 1996). A Figura 7 representa
os tipos de transposons.

Existem também transposons que sao capazes de se transferir de
uma célula para outra sem a ajuda de plasmideos, em um processo que
exige contato célula-célula. Esse tipo de transposon € chamado transposon
conjugativo, ele é importante na disseminacdo da resisténcia multipla em
Streptococcus e, possivelmente em outras bactérias Gram-positivas (Padilla
& Costa, 2015).
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A IS1

| —
/ Transposase \
Repeticdo terminal Repeticdo terminal
invertida invertida
B Tn1681
| || || ||
1S1 Enterotoxina 1S1
C Tn3
| I I ||
/ Transposase Resolvase blargy. \
Repeti¢do terminal Repeti¢do terminal
invertida invertida

Figura 7 - Representacdo esquemética de uma IS (A), um transposon de
classe | ou composto (B) e um transposon complexo ou classe Il (C) (Zaha
et al, 1996).

1.4.3 Cassetes genéticos e Integrons

Cassetes genéticos consistem em 2 componentes funcionais, um gene e
um sitio de recombinacdo chamado elemento base-59 (59-be) ou attC.
Esses elementos podem existir de duas formas: uma molécula circular livre
sem a capacidade de se replicar ou em um integron através do sitio attC
(Recchia e Hall, 1997; Partridge et al., 2009).

Séo eficientes em acumular genes de resisténcia aos antimicrobianos,
diversas combinacdes de cassetes génicos ja foram descritas, assim como
multiplas copias em um mesmo integron. Diferentes genes tiveram sucesso
em sua disseminacéo utilizando esta rota (Recchia e Hall, 1997).

Integrons sdo pequenos sistemas genéticos modulares moveis

envolvidos na aquisicdo e disseminacdo de genes de resisténcia aos
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antimicrobianos entre bactérias Gram-negativas, principalmente em
Enterobacteriaceae (Padilla & Costa, 2015). Sdo capazes de capturar e
mobilizar genes contidos em cassetes genéticos. Sao constituidos por dois
segmentos de DNA conservados, que flanqueam uma regido central na qual
0s cassetes genéticos serdo inseridos. O seguimento 5 codifica uma
recombinase sitio-especifica (integrase) intl, um sitio adjacente attl, que é
reconhecido pela integrase para a integracdo dos cassetes de resisténcia e
promotores que asseguram a expressdo do cassete. A integrase é
responsavel pela inser¢cdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos que
se localizam a jusante do promotor. O seguimento 3’ carreia o gene sul, que
confere resisténcia a sulfanilamida, e duas ORFs com funcbes ainda
desconhecidas (Padilla & Costa, 2015).

Os integrons podem ser divididos em dois grupos: os integrons de
resisténcia (RI) e os superintegrons (SI). Os integrons de resisténcia
transportam principalmente cassetes de genes que codificam a resisténcia
contra antimicrobianos e desinfetantes, e podem estar localizados no
cromossomo ou em plasmideos. Ja os superintegrons estao localizados no
cromossomo e contém cassetes com uma variedade de funcgbes (Fluit e
Schmitz, 2004).

As classes 1,2 e 3 de integrons possuem o0 segmento 5’ conservado, com
0S genes intl e att. No entanto, o seguimento 3’ pode variar. O integron de
classe 1, contém 3 ORFs: gacAl (resisténcia a compostos de amoénio
quaternario), sull (resisténcia a sulfonamidas) e a ORF5 com funcéo
desconhecida. Ja o integron de classe 2, possui genes tns, responsaveis
pela mobilidade e o seguimento 3’ dos integrons de classe 3 ainda nao
foram caracterizados (Radstrom et al., 1994). A Figura 8 mostra as
estruturas de integrons de classe 1 e 2.
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Figura 8 - Exemplos de estruturas de integron classe 1 (A) e integrons classe
2 (B) (Nandi et al., 2004).

Foram identificadas cinco classes diferentes de integrons, baseadas

na sequéncia da integrase codificada (40% —58% de identidade). As classes

1,2 e 3 ja estdo claramente descritas na literatura, enquanto as classes 4 e 5

ndo estdo claramente descritas e estdo relacionadas a resisténcia ao

trimetoprim em espécies de Vibrio (Mazel, 2006).

Os integrons de classe 1 sdo os mais disseminados e clinicamente

importantes, sdo detectados em 22% a 59% dos isolados clinicos Gram-

negativos e também ja foram, ocasionalmente, identificados em bactérias

gram-positivas (Mazel, 2006). Devido a sua importancia, constituem o

principal modelo experimental de integron.

1.5 Sistemas de efluxo e perda de porina

1.5.1 Sistemas de efluxo

Em Enterobacteriaceae, a permeabilidade da membrana € um processo

chave quando relacionado ao nivel de susceptibilidade aos antimicrobianos,

7z

pois € o primeiro contato do antimicrobiano com a célula bacteriana.

Modificacbes do envelope bacteriano diminuindo a producdo de porina ou

aumentando a expressdo de sistemas de bomba de efluxo sédo os
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mecanismos frequentemente associados a resisténcia aos antimicrobianos,
além de atuarem em conjunto com outros mecanismos de resisténcia, o que
favorece o surgimento de fenétipos MDR (Davin-Regli et al., 2008).

Algumas espécies bacterianas sdo naturalmente resistentes a classes
inteiras de antimicrobianos devido a este tipo de mecanismo, que limita a
difusdo do antimicrobiano ou que diminuem concentracdo intracelular de
antimicrobianos especificos, como, por exemplo, espécies de E. coli, K.
pneumoniae e K. aerogenes resistentes a macrolideos (Davin-Regli et al.,
2008).

A permeabilidade da membrana pode ser modificada por uma diminuigéo
ou perda de porinas. Essas duas respostas limitam o0 acesso aos
antimicrobianos para o0 alvo a niveis abaixo da dose efetiva requerida.
Alternativamente ou conjuntamente, a expressdo de bombas de efluxo
expulsa o agente antimicrobiano da célula antes dele poder atingir o seu sitio
alvo e reduz muito a eficiéncia do mesmo (Davin-Regli et al., 2008).

Um dos principais sistemas de efluxo envolvido no fenétipo MDR € o
sistema de efluxo de multiplas drogas AcrAB que € codificado pelo operon
acrRAB. Neste operon, o gene acrR codifica o repressor de acrAB, enquanto
acrA e acrB codificam uma lipoproteina periplasméatica, ancorada a
membrana interna, que liga as membranas externas e internas e uma
proteina de membrana integral com 12 hélices transversais da membrana,
localizadas na membrana citoplasmética, respectivamente. O acrB se
conecta com o TolC, uma proteina da membrana externa. A bomba de
efluxo AcrAB-TolC é capaz de transportar uma gama diversificada de
compostos com similaridade quimica e, conseqguentemente, confere
resisténcia a um amplo espectro de antimicrobianos (Padilla et al., 2010).

Outros genes, pertencentes a familia de reguladores AraC também tém
como funcédo induzir o funcionamento da bomba AcrAB-TolC, tais como,
marA, sox, sdi, fis e rob, rarA sendo o marA o principal deles.

O locus mar (multipla resisténcia a antimicrobianos) é um operon
continuo com duas unidades marC e marRAB separadas pelo marO. O gene

marR codifica um repressor que age impedindo a expresséo da cascata sob
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condicbes ndo estressantes. O marA codifica um ativador de transcricdo
que atua na origem da cascata genética desencadeando inumeros
mecanismos de MDR pela simultanea reducéo do influxo (permeabilidade) e
aumento do efluxo e marB codifica uma pequena proteina da membrana
interna com func&o desconhecida (Davin-Regli et al., 2008).

SoxS é o efetor da resposta global dos genes soxRS. SoxS exibe cerca
de 50% de homologia com marA e o fendtipo induzido por soxS é
semelhante ao induzido por marA (Davin-Regli et al., 2008).

Rob regula os genes envolvidos na resisténcia a antimicrobianos,
solventes e metais pesados. Excesso na expresséo de rob em E. coli produz
tanto maior tolerdncia a solventes organicos como baixa resisténcia a
multiplos agentes antimicrobianos, devido ao aumento da expressdo de
AcrAB. Em contraste, com marA e soxS, rob é constitutivamente expresso, e
apenas sua supressao confere um fenétipo MDR. Foi recentemente
mostrado que marA e soxS suprimem a transcricdo de rob in vivo e in vitro
(Michan et al., 2002; Schneiders e Levy, 2006; Davin-Regli et al., 2008).

Outra bomba chamada AcrEF também tem um amplo intervalo de
substrato, semelhante ao AcrAB, no entanto, em contraste com acrAB, o
nivel de expressdo de acrEF é muito baixo devido a repressdo por uma
proteina semelhante a histona, H-NS. O gene acrS (anteriormente envR)
esta localizado a montante de acrE e codifica um repressor desta bomba
(Hirakawa et al., 2008).

RarA (regulador da resisténcia a antimicrobianos A) é uma proteina
codificada pelo gene rarA e sua superexpressao resulta em um fendétipo de
resisténcia a mdultiplos antimicrobianos que requer uma bomba de efluxo
AcrAB funcional, mas é independente dos outros reguladores de AraC e
estudos sugerem gue a superexpressao de rarA aumenta a bomba de efluxo
de ogxAB (Veleba et al., 2012).

A bomba de efluxo OgxAB, um determinante da resisténcia a quinolona
mediada por plasmideo (“plasmid-mediated quinolone resistance” - PMQR),
tem se tornado cada vez mais prevalente entre 0os membros das

Enterobacteriaceae na ultima década (Wong et al., 2015). No momento da
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sua descoberta, os genes que codificam esta bomba estavam localizados
em um plasmideo conjugativo designado pOLA52 e contribui para a
resisténcia fenotipica ao acido nalidixico e cloranfenicol e suscetibilidade
reduzida a ciprofloxacina em E. coli (Hansen et al., 2007). Um conjunto de
genes correspondentes que compartiihou 99% de homologia de
nucleotideos com o operon ogxAB em pOLA52, incluindo um gene ogxR que
era geneticamente idéntico ao elemento orf68 transmitido pelo plasmideo foi,
posteriormente, detectado no genoma de K. pneumoniae, que ndo exibiu
fenotipicamente resisténcia a acido nalidixico ou cloranfenicol (Yuan et al.,
2012). Mais recentemente, Bialek-Davenet et al. (2015), mostraram que
mutacdes no gene ogxR induziram a superexpressdo de ogxAB e rarA.
Estes achados inferem que um gene ogxR mutado € necessario para induzir
superexpressao de OQxAB e conferir resisténcia cruzada a quinolona e

cloranfenicol em K. pneumoniae.

1.5.2 Perda de porina

O envelope celular de bactérias Gram-negativas consiste em trés
camadas: a membrana externa, o peptidoglicano e a membrana interna.
Porinas estdo na membrana externa e agem como canais de proteina cheios
de &gua que permite o transporte de pequenas moléculas hidrofilicas como,
ferro, nutrientes, e antimicrobianos, incluindo betalactamicos, do exterior
para o interior da célula. Porinas também servem como receptores para
fagos e bacteriocinas e, em conjunto com peptidoglicano e
lipopolissacarideo (LPS), tém um papel estrutural significativo mantendo a
integridade das células (Tsai et al., 2011).

Em K. pneumoniae existem duas principais porinas, OmpK35 e
OmpK36, que sdo homologas as porinas descritas em E. coli OmpF e
OmpC, respectivamente. Clinicamente, a maioria das cepas de K.
pneumoniae produtoras de ESBL expressam apenas OmpK36, enquanto a
maioria dos isolados de K. pneumoniae que néo produzem ESBLS sintetizam

as duas porinas, OmpK35 e OmpK36 (Hernandez-Allés et al., 1999).
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A auséncia de OmpK35 pode ser um dos fatores que contribui para a
resisténcia aos antimicrobianos em K. pneumoinae produtoras de ESBL e
esta hipotese foi apoiada por Palasubramaniam et al. (2009). Estudos
também revelaram que a associacdo de ESBL ou beta-lactamase AmpC
com perda de porina pode levar a resisténcia ou susceptibilidade reduzida a
carbapenémicos em K. pneumoniae (Mena et al., 2006; Wang et al., 2009;
Skurnik et al., 2010).

1.6 Resisténcia a metais, metais pesados e aménios quaternarios

Metais sdo definidos por elementos quimicos capazes de conduzir a
eletricidade e o calor, que apresentam um brilho caracteristico e que, a
excepgdo do mercurio, sdo soélidos a temperatura ambiente. Podem estar em
sua forma pura ou em ligas. A maioria dos organismos vivos sO precisa de
alguns poucos metais e em doses muito pequenas, por isso sdo chamados
de micronutrientes. Estes metais tornam-se toxicos e perigosos quando
ultrapassam determinadas concentragdes-limite. Os metais pesados sdo um
grupo de metais com densidade maior que 5 g/cm3. Eles persistem na
natureza e consequentemente tendem a se acumular nas cadeias
alimentares. Alguns metais pesados como niquel, ferro, cobre e zinco séo
essenciais para as reacdes metabdlicas e sdo necessarios para 0sS
organismos. Outros como mercurio, prata e cadmio ndo tém papel biol6gico
e sdo prejudiciais aos organismos, mesmo em concentracdes muito baixas
(Lima De Silva et al., 2012).

Muitas bactérias possuem mecanismos genéticos especificos de
resisténcia a metais toxicos. No meio ambiente, metais podem selecionar
essas variantes resistentes de maneira similar a selecdo de cepas
resistentes a antimicrobianos. De fato, € relativamente comum a associacéo
de resisténcia a metais e antimicrobianos ja que ambos o0s genes de
resisténcia estdo frequentemente localizados em elementos genéticos
moveis (Foster, 1983; Mcintosh et al., 2008). Consequentemente, pode-se

inferir que a presséao seletiva exercida pelos metais pesados possa contribuir
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para a co-selecdo indireta da resisténcia aos antimicrobianos,
particularmente em ambientes contaminados com os dois elementos (Lima
De Silva et al, 2012). Diversos genes sao responsaveis pela resisténcia aos
metais e metais pesados. Cada metal ou metal pesado possui um gene
relacionado a resisténcia, sendo eles: ars (arsénio), cadC (cadmio), nik e rcn
(niquel), rcn (cobalto), teh (telurito), fet (ferro), mer (mercario), pco (cobre),
sil (prata) e pbr (chumbo) (BacMet; Institut Pasteur).

Devido a emergéncia de micro-organismos multirresistentes, biocidas,
como desinfetantes e antisépticos, estdo sendo amplamente utilizados para
melhorar os padrbes de controle de infecgdo em hospitais (Roméao et al.,
2011). No entanto, uma preocupacdo especial € a de que o uso continuo
destes produtos possa levar ao surgimento de resisténcia ou
susceptibilidade reduzida a estes tipos de compostos. Um dos tipos de
compostos utilizados sdo os compostos de amonios quaternarios.

Os compostos de amonio quaternario, também conhecidos como
“QACs”, sdo sais de amébnio com alguns ou com todos os atomos de
hidrogénio do ion NH#* substituidos por grupos alquilo ou arilo. QACs, que
contém cloreto de benzalconio, sdao amplamente utilizados e sé&o
empregados como antissépticos para feridas e peles e como desinfetantes
em hospitais (Kicken et al., 2000). Possuem bom poder bactericida,
especialmente frente as bactérias Gram-positivas, sendo pouco eficientes
contra as Gram-negativas, no entanto, seu efeito contra bactérias Gram-
negativas pode ser potencializado por meio do uso de EDTA, pois este
possui efeito quelante para alguns compostos da parede celular, facilitando a
penetracdo do amdnio quaternario por meio da membrana celular (Portal de
Seguranca alimentar, 2018).

J& foi demonstrado anteriormente que a expressao de sistemas de efluxo
€ um dos principais mecanismos de resisténcia aos biocidas (Paulsen et al.,
1993; Poole, 2005). K. pneumoniae, assim como outras bactérias Gram-
negativas, pode possuir genes que Sa80 responsaveis por esse tipo de
resisténcia, como, cepA, gackE e qacEAT1 (Paulsen et al., 1993; Kazama et

al., 1998; Kucken et al., 2000). Os sistemas de efluxo de biocidas em Gram-
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negativas sdo geralmente codificadas pelo cromossomo, com excecao dos
genes qack, gacEA1, gacF e gacG que sao associados a elementos moveis.
Essa talvez seja uma possivel explicacdo para a ampla distribuicdo entre as
bactérias Gram-negativas dos genes gacE, especialmente qacEA1, que esta

relacionado a extremidade 3’ de integrons de classe | (Poole, 2005).

1.7 Resisténcia antimicrobiana no meio ambiente

Resisténcia aos antimicrobianos € a causa de centenas de milhares de
mortes anualmente e tende a aumentar ainda mais. Devido a isso, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu a resisténcia aos
antimicrobianos como uma das maiores ameacas mundiais a saude (WHO,
2017). A OMS divulgou uma lista com o0s principais patdgenos que
necessitam de novos antimicrobianos, esta lista esta demonstrada na Tabela
6.

Tabela 6 - Lista de micro-organismos que sao prioridade para a OMS em
relacdo ao descobrimento de novos antimicrobianos

Micro-organismo Resisténcia a antibiodticos
Prioridade 1: Critico
Acinetobacter baumanni Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Enterobacteriaceae Carbapenémicos, produtoras de ESBL
Prioridade 2: Alta
Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina, vancomicina intermediario e resistente
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp. Fluorquinolonas
Salmonellae Fluorquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas, Fluorquinolona
Prioridade 3: Médio
Streptococcus pneumoniae Nado-suscetivel a penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp. Fluorquinolona
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Convencionalmente, a luta contra o desenvolvimento e disseminacao da
resisténcia aos antimicrobianos estava mais focada nos cenarios hospitalar e
de comunidade. No entanto, recentemente, o ambiente também foi colocado
como fonte e rota de disseminacao da resisténcia aos antimicrobianos, mas
nosso conhecimento ainda é limitado (Martinez, 2008; Wright, 2010).

A OMS prop6s uma estratégia para o combate a resisténcia aos
antimicrobianos chamada “One-Health” (Saude Unica), que consiste em uma
abordagem para projetar e implementar programas, politicas, legislacdo e
pesquisa em que varios setores se comunicam e trabalham juntos para
alcancar melhores resultados de saude publica (WHO, 2017). Aumentar o
conhecimento sobre os fatores ambientais que conduzem a resisténcia pode
nos permitir construir modelos de como a resisténcia surge e se dissemina
(Bengtsson-Palme et al., 2018).

Novos fatores de resisténcia aos antimicrobianos podem,
potencialmente, emergir em qualquer lugar, a qualquer momento. O nimero
surpreendente de células bacterianas na Terra, estimado em cerca de 10%°
(Kallmeyer et al., 2012), fornece uma imensa variabilidade genética e
oportunidades para mutacdes, rearranjos e transferéncia horizontal de
genes.

A transferéncia horizontal de genes é vital para a disseminacédo de
novos (e conhecidos) genes de resisténcia, pois permite que a resisténcia se
expanda para além de clones especificos. Quanto a mobilizacéo de fatores
de resisténcia, a transferéncia de genes entre bactérias pode, em teoria,
ocorrer em qualquer lugar. No entanto, para que os genes de resisténcia
sejam transferidos horizontalmente de bactérias ambientais para bactérias
patogénicas, eles precisam, pelo menos temporariamente, compartilhar o
mesmo habitat (Bengtsson-Palme et al, 2018).

A grande maioria dos fatores de resisténcia existentes, incluindo
agueles ainda nao descritos, é pouco provavel de ser encontrada em
patdgenos e comensais humanos, mas seria esperado que estivesse
presente em bactérias ambientais (Allen et al., 2010). As bactérias que néo

estdo tipicamente associadas ao microbioma humano podem ter a
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oportunidade de interagir com espécies associadas ao ser humano em
vérias configuragbes. Uma possibilidade € a de que bactérias ambientais
possam estar presentes, transitoriamente, no microbioma humano, apés
interacdo com animais selvagens, ingestao de alimentos crus ou ingestao de
agua contaminada (Allen et al., 2010; De Boeck et al., 2012; Ghaly et al.,
2017).

Um patdégeno (ou comensal) que adquire um fator de resisténcia de uma
bactéria ambiental, mas € erradicado antes que possa retornar a um
hospedeiro humano, nunca causa problemas de resisténcia clinica. Somente
aqueles que voltam a seus hospedeiros podem causar ameacas a saude
humana. Estacfes de tratamento de esgoto sdo um ambiente propicio para
interacdo de diferentes espécies bacterianas, e também podem apresentar
condi¢Oes suficientes para selecéo de resisténcia (Rizzo et al., 2013). Outros
meios que podem servir como locais interessantes para a transferéncia de
resisténcia podem ser encontrados na agricultura - particularmente entre
animais (Allen, 2014; Bengtsson-Palme et al.,, 2018), corpos d'agua
(Baquero et al.,, 2008; Lupo et al., 2012), e a cadeia de abastecimento
alimentar (Rolain, 2013; Bengtsson-Palme et al., 2018). Todos esses
ambientes tém em comum o fato de que as vias de exposicdo ao homem
ap6s uma potencial transferéncia podem ser relativamente mais curtas
(Bengtsson-Palme et al, 2018).

Por outro lado, transferéncia de fatores de resisténcia de patégenos
humanos para bactérias ambientais é possivel, permitindo que bactérias
associadas a humanos usem populacdes bacterianas ambientais como
reservatorios para genes de resisténcia que podem ser novamente
recrutados para o corpo humano (Baquero et al., 2008; Martinez, 2008).

A razdo mais urgente para estudar a resisténcia aos antimicrobianos no
ambiente € obter mais informacdes sobre a saude, riscos para humanos e
animais domésticos que muitas vezes dependem de antimicrobianos
eficazes. Esse conhecimento pode, entdo, idealmente, ser usado para
projetar intervencdes que possam impedir ou retardar o recrutamento de

fatores de resisténcia a patdogenos de bactérias ambientais e reduzir a
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disseminagdo ambiental de patégenos resistentes (Bengtsson-Palme et al,
2018).

No Brasil ndo existe a obrigatoriedade de o hospital tratar o seu efluente
antes de descarta-lo na rede de esgoto, e as regulamentacdes sanitarias
existentes ndo foram desenvolvidas considerando a resisténcia
antimicrobiana (Picdo et al, 2013). N&o foi prevista na legislagdo parametros
para a quantificacdo de antimicrobianos nos efluentes descartados pelos

hospitais ou a eliminacao destes nas estacdes de tratamento de esgoto.

1.8 Interacdo da resisténcia aos antimicrobianos entre o ambiente, o
hospital e animais

As rotas de transmissdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos
passam por todos os nichos do planeta. Assim como o ambiente, os animais
também tém um papel importante nessa cadeia de eventos. Os animais
também podem servir como hospedeiros intermediarios para bactérias
resistentes, e sdo um outro tipo de reservatério para a transferéncia de
resisténcia a patdogenos humanos (Allen et al.,, 2010). Ja foram descritos
genes de resisténcia aos antimicrobianos em diversas espécies de animais,
como pinguim (Sellera et al., 2018), bezerro e vaca leiteira (Sartori et al.,
2017), porcos e galinhas (Hong et al., 2018), passaros de vida livre (Krawiec
et al., 2017) e morcegos e animais de pecuaria (Benavides et al., 2018). Os
animais de consumo também servem como fonte de genes de resisténcia
para os humanos, tendo sido descritos em diversos alimentos, como frango,
carne de porco, queijo, carnes e frutos do mar (Fernandes et al., 2017; Hong
et al., 2018; Jans et al., 2018; Ledina et al., 2018). A Figura 9, demonstra
essa interacdo em K. pneumoniae MDR e XDR.
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Figura 9 - Surgimento e disseminac¢do de K. pneumoniae MDR e XDR e
genes de resisténcia aos antimicrobianos (Navon-Venezia et al, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
o Caracterizar o genoma completo, de trés cepas de Klebsiella
pneumoniae produtoras de KPC-2, pertencentes ao ST437, sendo um
isolado clinico e dois isolados do meio ambiente.
2.2 Objetivo Especifico

¢ Realizar tipagem molecular pela técnica de PFGE

e Identificar e comparar o resistoma de cada isolado e comparar com o

fenotipico;

¢ Identificar o viruloma e presenca de plasmideos de cada isolado;

e Identificar genes responsaveis pela resisténcia a metais e metais

pesados, amonios quaternarios e sistemas de efluxo;

¢ |dentificar o ambiente genético dos genes blakec e blactx-m-15;

e Analisar e comparar o plasmideo completo que carreia 0s genes

blakpc € blacTtx-m-15 de cada isolado;

e Analisar cada genoma separadamente e compara-los, de modo a

entender seus mecanismos de resisténcia a antimicrobianos
e Verificar possiveis alteracbes que possam ter ocorrido no genoma

desses micro-organismos para melhor adaptacdo ao seu ambiente:

hospitalar ou meio ambiente.

66



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem

Foram estudadas 3 cepas de K pneumoniae produtoras de KPC-2 e
pertencentes ao ST437, sendo um isolado do Rio Tieté (Kp196,TIET-4200),
o0 segundo isolado do Rio Pinheiros (Kpl48, PINH-4900), ambos
pertencentes ao estudo de Oliveira et al, 2014, e o terceiro isolado
(Kp314/11) de um hospital localizado préximo ao ponto de coleta dos
isolados dos rios, caracterizado por Francisco (2014). As trés cepas
estudadas foram isoladas na cidade de Sdo Paulo no ano de 2011 e se
encontram geograficamente distribuidas conforme Figura 10.

O rio Tieté nasce a uma altitude de 1.030 metros da Serra do Mar, no
municipio paulista de Salesopolis. O Tieté atravessa a Regido Metropolitana
de Séo Paulo e segue para o interior do Estado, desaguando posteriormente
no rio Parana, num percurso de quase 1.100 km (DAEE, 2018).

O langamento de esgotos industriais inicia-se a 45 km da nascente na
cidade de Mogi das Cruzes. Na zona metropolitana o rio encontra o maior
complexo urbano-industrial do pais, e conhece um de seus trechos mais
poluidos, a foz do Tamanduatei (DAEE, 2018).

O rio Pinheiros € um curso de agua que banha a cidade de S&o Paulo.
Nasce do encontro do rio Guarapiranga com o rio Grande e desagua no rio
Tieté. Possui cerca de 25 quildmetros de extensdo. O rio Pinheiros e sua
bacia sdo alvo de 290 industrias e dejetos de 400 mil familias, sendo
enquadrado na Classe n° 4 pelo Decreto Estadual n° 10.755/77, tendo como
referéncia a classificacdo conceituada pelo Decreto Estadual n°® 8.468/76.
Isso significa que a agua é totalmente poluida e s6 pode ser destinada a

navegacao e a harmonia paisagistica (DAEE, 2018)
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Figura 10 - Distancia em Km do hospital do qual foi selecionada a cepa de K.
pneumoniae produtora de KPC-2 pertencente ao ST437 até os pontos de
coleta das cepas provenientes dos Rios Tieté e Pinheiros do estudo de
Oliveira e colaboradores (2014).

3.2 Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A determinacgéo da CIM para os antimicrobianos ceftazidima, cefotaxima
com e sem &cido clavulanico, aztreonam, cefepime, ertapenem, meropenem,
imipenem com e sem EDTA, ticarciclina-acido clavulanico, tigeciclina,
tetraciclina, gentamicina, tobramicina, amicacina, cloranfenicol,
ciprofloxacina, levofloxacina, acido nalidixico e sulfametoxazol-trimetoprim
foi realizada pelo método de fitas gradientes de concentracdo de
antimicrobianos (E-test®, AB Biodisk, Suécia) e a CIM para polimixina B foi
determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo.

A leitura e interpretacdo dos testes foram realizadas de acordo com o
CLSI 2018 e, para os antimicrobianos aztreonam, cefepime, ceftazidima,
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ertapenem, polimixina B e tigeciclina foram utilizados os pontos de corte do
EUCAST, segundo recomendacédo da Nota Técnica (NT) 01/2013 da Anvisa.
Como controle de qualidade foram incluidas nos testes de sensibilidade a
cepa ATCC (American Type Cultura Collection) de E. coli ATCC 25922.

3.2.1 E-test®

Para o E-test®, foi preparada uma suspensado de coldnias isoladas em
solucdo de NaCl 0,85% na escala 0,5 de McFarland (obtida através do
densitdmetro Densicheck Plus — Biomérieux). A suspensdo foi entdo
semeada em agar Mueller-Hinton e as tiras de E-test® foram aplicadas. As

placas foram incubadas a 35+2°C por 16-20 horas.

3.2.2 Microdiluicdo em caldo

Para a determinacéo da CIM da Polimixina B, foram distribuidos 50uL de
caldo Mueller-Hinton cétion-ajustado (CMHCA) (Difco), utilizando um
pipetador multicanal, em cada cavidade de uma placa de poliestireno com
fundo em “U”, exceto nas cavidades da coluna 12, nas quais foram
dispensados 100uL de caldo com a concentracdo 2x maior que a maxima
testada para o antimicrobiano. Para esse teste foi preparada, em tubo estéril,
uma solu¢do de Polimixina B (solugdo mae 10.000 pg/mL) em CMHCA na
concentracédo de 128 pg/mL, para que fosse testada nas concentracdes de
0,125 até 64 pg/mL. Foram feitas diluicbes seriadas, partindo da coluna 12
até a coluna 3.

As suspensfes bacterianas foram ajustadas na escala 0,5 McFarland
(conc ~ 1,5x108 UFC/mL), e diluidas 1:100, adicionando 2970 puL de CMHCA
e 30 pL da suspensdo bacteriana em canaletas estéreis. Em seguida, foram
dispensados 50 pL da suspenséao diluida, a partir da coluna 2 até a coluna
12. Ao final dessa etapa, as concentragdes iniciais de antimicrobianos foram

diluidas 1:2, alcancando as concentracdes desejadas para o teste. A
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concentracdo final de bactérias foi de 50 x 10° UFC/mL (5 x 104
UFC/cavidade).

A coluna 1 foi utilizada como controle de esterilidade do teste, e foi
acrescentado apenas CMHCA, e a coluna 2 como controle de crescimento
bacteriano acrescentando a suspensao bacteriana em CMHCA. A linha A foi
utilizada com a suspensado bacteriana da cepa de E. coli ATCC 25922. As

placas foram incubadas a 35°C por 16 a 20 horas.

3.3 Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)

A técnica de PFGE foi realizada de acordo com protocolo do CDC,

baseado no modificado por Gautom (1997).

3.3.1 Preparo das Amostras

Os isolados bacterianos foram semeados em meio Tryptic Soy Agar
(TSA) e incubadas por 16-18h a 35°C. A partir do crescimento obtido foi feita
uma suspenséo bacteriana em tampéo de suspensao celular (Anexo 2) com
turbidez de 15% T medido em espectrofotdmetro.

Desta suspensao, foi aliquotado 200 uL em um microtubo e acrescentado
proteinase K e lisozima e misturou-se gentilmente invertendo os tubos 5-6
vezes (concentracdo final de proteinase K e lisozima = 1 mg/mL). Em
seguida, foi adicionado 200 uL de agarose (Anexo 2) em cada um dos tubos
e apos ser misturada a suspensao foi rapidamente distribuida em moldes
para a formacdo dos blocos. Ap6s a solidificacdo da agarose, os moldes
foram colocados em um tubo Falcon contendo 5 mL de tampé&o de lise
celular (Anexo 2) e 25 uL de proteinase K e incubados em agitador a 54°C,
120 rpm por 2 horas.

Apds o periodo de lise, a solugdo foi retirada e em cada tubo foi
adicionado aproximadamente 15 mL de agua ultrapura estéril pré-aquecida a
50°C e colocada novamente no agitador a 50°C, 120 rpm por 15 minutos.

Este processo foi repetido por mais uma vez. Posteriormente, foi adicionado
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aproximadamente 15 mL de TE (Anexo 2) pré-aquecido a 50°C e
recolocados no agitador sob as mesmas condi¢cbes, repetindo 0 mesmo
processo por mais 3 vezes. No final das lavagens, foi adicionado 10 mL de
TE a temperatura ambiente e os blocos foram estocados a 4°C até o

momento da digestéo.

3.3.2 Digestdo das amostras com enzima de restricao

Os blocos foram cortados com uma lamina em pedacos de 2 mm de
espessura e transferidos para um microtubo contendo o tampé&o da enzima e
incubados em banho Maria a 37°C por 10 min. Foi preparada uma solucéo
da enzima Xbal seguindo as instru¢des do fabricante (concentracao final de
enzima 50 U/bloco) e ap6s a incubacgdo, os blocos foram colocados em
microtubos com 100 pL da solucdo da enzima e incubados em banho Maria
a 37°C/16-18 h. Decorrido o periodo de incubacédo a solucdo com a enzima
foi retirada e substituida por 100 pL de TBE 0,5x e as amostras foram

mantidas a 4°C até o momento da eletroforese.

3.3.3 Preparo do gel e eletroforese

Foi preparado 100 mL de gel de agarose (SeaKem® Gold) a 1% em TBE
0,5x e apoés sua solidificacdo, os blocos foram inseridos nos “pocinhos” do
gel e posteriormente o gel foi selado com a mesma agarose para impedir a
saida dos blocos durante a eletroforese. Foi utilizada a Salmonella
Braenderup H9812 digerida com a enzima Xbal como marcador. A
eletroforese foi realizada em equipamento CHEF DR Il (BioRad) a 6 V/icm e
temperatura de 14°C, nos seguintes parametros:

Tempo Inicial: 2,2 s

Tempo Final: 54,2 s
Tempo de Corrida: 19 h

71



Apés a corrida o gel foi corado em brometo de etidio (0,5 mg/mL) por 30
min e descorado 2 vezes com agua destilada por 15 min cada vez e
observados no fotodocumentador (DNR — Bio imagins systems — Modelo
MiniBis Pro).

3.3.4 Analise dos dados

Os perfis de restricdo foram analisados pelo programa Bionumerics,
versdo 7.5 (Applied Maths, Kortrig, Bélgica). Foram construidos
dendrogramas para analisar a proximidade genética entre os isolados de K.
pneumoniae, utilizando-se “Unweighted pair group method with arithmetic
mean” (UPGMA). Os perfis de PFGE foram determinados com base no
coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,0% e as cepas que
apresentaram similaridade maior ou igual a 80% foram consideradas

pertencentes ao mesmo perfil.
3.4 S1 Nuclease - PFGE
3.4.1 Preparo das Amostras
As amostras foram preparadas da mesma maneira que para o PFGE,
com excecao da turbidez que, para a S1 nuclease, foi de de 4% a 5% T

medido em espectrofotbmetro e a quantidade de lisozima adicionada a

suspensao foi de 10 pL (solucdo estoque de 40 mg/mL).

3.4.2 Digestéo dos plugs com a enzima S1 nuclease

Os plugs foram cortados em espessura de 2,0 mm e tratados com S1

nuclease de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

S1 nuclease (Promega): conc original = 80 U/uL

Para cada plug— 0,5 pL de S1 nuclease =40 U
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8 uL de 10X buffer
91,5 pL de &gua ultrapura

Os plugs foram digeridos por 1 hora a 37°C em banho maria. Apos o
tempo decorrido, a solucdo com enzima foi retirada e substituida por 200 L

de ES Buffer 1% (anexo 2) e os tubos foram deixados no gelo por 1 h.

3.4.3 Eletroforese em Campo Pulsado

Para eletroforese foi utilizado gel de agarose (SeaKem® Gold) a 1% em
TBE 0,5x e o procedimento foi o mesmo utilizado no PFGE. Foi utilizado
como marcador o Lambda Ladder PFG Marker (Biolabs). A eletroforese foi
realizada em equipamento CHEF DR Ill a 6 V/ivm e temperatura de 14°C,

nos seguintes parametros:

Tempo Inicial: 1,0 s
Tempo Final: 40,0 s
Tempo de Corrida: 17 h

Apés a corrida o gel foi corado em brometo de etidio (0,5 mg/mL) por 30
min e descorado 2 vezes com agua destilada por 15 min cada vez e
observado no fotodocumentador (DNR — Bio imagins systems — Modelo
MiniBis Pro). O tamanho dos plasmideos foi determinado programa
Bionumerics, versdo 7.5 (Applied Maths, Kortrig, Bélgica), com curva de

calibracao feita pelo modelo logarithmic dependence cubic spline fit.
3.5 Extracao do DNA plasmidial
Os plasmideos foram extraidos pelo kit Wizard® Plus Minipreps DNA

Purification System (Promega, USA) segundo a orientacao do fabricante e,

posteriormente, foi realizada eletroforese em gel de agarose (0,8%)
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realizada a 90 V por 2 horas e 30 minutos para confirmacéo da presenca dos
plasmideos extraidos.

3.6 Experimentos de transformacéo

Para os experimentos de transformacdo foram preparadas células
competentes de E. coli DH10B de acordo com o protocolo de Barbas Il et al,
(2001). Para a eletroporagéao, misturou-se em uma cubeta de eletroporacdo
de 1 mm, 50 pL de E. coli eletrocompetente com 20 pyL da extracdo de
plasmideo e a cubeta foi colocada no gelo por 1 min. Foi, entdo, selecionado
0 modo Ecl do eletroporador (E. coli cubeta 0,1cm — voltagem 1,8 kV) e,
apos remover qualquer gelo ou agua da parte externa da cubeta, foi aplicado
o pulso elétrico. Imediatamente apos o choque a solucdo foi transferida para
um tubo contendo 400 pL de SOC (temperatura ambiente) (anexo 2) e
incubada a 37°C por no minimo 90 minutos. ApOs esse periodo, 100 pL da
cultura foi semeada em placas de Petri de 90 x 15 mm contendo 20 mL de
TSA com ampicilina (concentracdo final 50ug/mL). A placa foi incubada a
37°C/ON. As colbnias transformantes foram selecionadas posteriormente
com ertapenem e cefotaxima para selecdo dos plasmideos que carreiam o
blakec-2 € Dblactx-m-15, respectivamente, e as colbnias resistentes foram
submetidas a PCR com primers especificos para a confirmacdo da presenca
dos genes de resisténcia a antimicrobianos blakpc-2 (Rasheed et al, 2008) e
blactx-m-15 (Muzaheed et al, 2008).

3.7 Extracdo do DNA gendmico e plasmidial para biblioteca genémica

O DNA genbmico foi extraido com o Pure Link Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen) e os plasmideos pelo kit Wizard® Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega, USA). Posteriormente, foi realizada a
medicdo da concentracdo (ng/uL) e a relacdo 260/280 e 260/230 das
amostras extraidas para verificacdo da qualidade de DNA em

espectrofotometro (Eppendorf BioEspectrometer), além da eletroforese em
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gel de agarose (0,8%) feita a 90 volts por 2 horas e 30 minutos para
confirmacgéo da presenca do DNA e auséncia de RNA. As amostras com
concentracdo maior que 0,2 ng/uL, relacdo 260/280 entre 1,8 e 2,0 e
260/230 maior que 2 foram consideradas aptas para realizacdo da

construcéo da biblioteca gendmica.

3.8 Montagem da biblioteca gendmica e sequenciamento

3.8.1 Plataforma Illumina com sistema MiSeq

Para o preparo da biblioteca genémica foram utilizados os equipamentos
do Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP) do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo e realizada pela equipe
do CEFAP.

Primeiramente, foi realizada a quantificacdo do DNA por fluorescéncia
pelo Qubit 2.0. A seguir, foi realizada a etapa de fragmentacdo do DNA por
quebra enzimatica e ligacao dos adaptadores e barcodes com o Kit Nextera
XT (lllumina). Para checar a distribuicdo do tamanho da biblioteca foi
utilizado o Agilent Technology 2100 Bioanalizer.

Em seguida, a biblioteca foi sequenciada pelo Sistema Miseq (lllumina)

utilizando-se o kit MiSeq reagent v.3 600 ciclos (Illumina)
3.8.2 Plataforma Illumina com sistema NextSeq

A biblioteca gendémica foi preparada da mesma maneira que 0 sistema
Miseq, no entanto, o kit utilizado para o sequenciamento foi o NextSeq High
Output 300 ciclos (lllumina).

3.9 Montagem dos plasmideos

Apds o sequenciamento, as sequéncias com qualidade PHRED = 20

foram submetidas ao montador A5-miseq e ao Software Geneious v9. Os
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contigs obtidos foram alinhados contra o genoma de referéncia da E. coli str.
K12 substr. DH10B (numero de acesso NC 010473), as reads nao
mapeadas foram montadas de novo. Para a geracdao de um scaffold
preliminar e o fechamento dos gaps remanescentes foi realizado o
fechamento de gaps in silico proposto por Cerdeira et al. (2011). A
sequéncia final teve sequéncias degeneradas de N adicionadas a suas
extremidades 5’ e 3’, a fim de estender in silico até sua circularizacédo, de
acordo com o proposto por Cerdeira et al. 2011.

A sequéncia completa do plasmideo foi anotada pela ferramenta RAST e,
entdo, foi feita uma curadoria manual utilizando o banco de dados do BLAST
e do UNIPROT. Para confirmacdo dos genes de resisténcia aos
antimicrobianos foi utilizada a ferramenta on line ResFinder (Zankari et al.,
2012), e para determinagdo do grupo de incompatibilidade utilizou-se a
ferramenta PlasmidFinder (Carattoli et al., 2014). As regibes contendo
elementos méveis foram identificadas pela ferramenta ISFinder. Para analise
da possivel funcédo das proteinas hipotéticas, utilizou-se o banco de dados
do Protein BLAST e do InterPro e para a construcdo das figuras de
comparacao foi utilizado o programa EasyFig.

3.10 Montagem do cromossomo

Apds o0 sequenciamento, as reads com qualidade PHRED = 20 foram
analisadas com diferentes montadores. As reads das amostras KP148,
PINH-4900 e KP196, TIET-4200 foram submetidas ao montador A5-MiSeq e
ao Software Geneious v. R9 (Biomatters Ltd, New Zealand), utilizando-se a
estratégia de novo. As reads da amostra Kp314/11 foram submetidas
apenas ao montador Velvet v1.2.10 do Software Geneious v.R9 também se
utilizando a estratégia de novo.

Apds a montagem, 0s contigs pertencentes ao plasmideo que carreia o
gene blakpc foram retirados, pois ja haviam sido depositados no Genbank, e

0S contigs restantes foram anotados com a ferramenta NCBI Prokaryotic
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Genome Annotation Pipeline v.3.2 e depositados no banco de dados do
NCBI.

Para confirmacédo da identificacdo bacteriana, identificacdo dos genes de
resisténcia a metais pesados, viruléncia e sistemas de efluxo foi utilizado o
banco de dados do Instituto Pasteur. Para deteccdo de genes de resisténcia
a metais e biocidas antibacterianos foi utilizado o banco de dados do BacMet
(Pal et al., 2014).

Para identificacdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos foi
utilizada a ferramenta on line ResFinder 3.0 (Zankari et al., 2012), e para
determinacdo dos grupos de incompatibilidade dos plasmideos presentes
em cada isolado, utilizou-se a ferramenta PlasmidFinder 1.3 (Carattoli et al.,
2014).

3.11 Teste de estabilidade do plasmideo que carreia o blakpc-2

O experimento foi realizado com base na técnica de contagem de
coldnias descrita por Menart et al., 2003. As 3 cepas do estudo foram
submetidas ao experimento em triplicata.

A partir do crescimento ON em LB agar de 1 colonia da cepa
carreadora do plasmideo, foi escolhida 1 colénia e incubada em 5 mL de
caldo LB com ertapenem (1 pg/mL) a 37°C com agitagdo (110 rpm) por 24 h
para garantir 100% da presenca do plasmideo. Este crescimento foi
considerado o caldo TO. Uma aliquota de 4,9 uL foi transferida do
crescimento TO para 5 mL de LB sem ertapenem e incubada a 37°C com
agitacao (110 rpm) por 24 h. Este procedimento foi repetido dez vezes. A
cada nova transferéncia de meio, de TO a T10, uma aliquota de 100 uL foi
submetida a uma diluicdo seriada de 10! até 10 e a partir das diluicdes 10-°
e 10 foram utilizados 100 uL para semeadura de cultura em &agar LB
contendo ou nédo ertapenem (1ug/mL) e posterior contagem das colbnias.

Das colbnias provenientes dos caldos TO, T5 e T10 da placa sem
antimicrobiano, 50 colbnias foram ressemeadas em placas com e sem

ertapenem (1pg/mL) para confirmacado da presenca ou ndo dos plasmideos.

77



Em caso de n&o crescimento da col6nia na placa com ertapenem, a
colonia correspondente na placa sem ertapenem foi submetida a PCR para

confirmacéo da perda do plasmideo.

3.12 Hibridacdo com sonda marcada para deteccdo do plasmideo
carreador do blacrtx-m-15

Os géis dos testes de PFGE pela enzima S1 foram fotografados e
utilizados para transferéncia do DNA a membrana de Nylon®. A metodologia
foi realizada por vacuo, em maquina de succdo através do tratamento
manual com tampdes de depurinacdo, desnaturacdo e neutralizacdo. Apoés a
transferéncia a membrana foi submetida ao processo de hibridagdo com
sonda marcada para o gene blactx-w-1s pelos kits Biotin DecaLabel DNA
Labeling (Thermo Scientific) e outro kit DIG DNA Labeling and Detection
(Roche, Alemanha), segundo recomendacdes do fabricante. Apds a
hibridacdo overnight em 42 °C, a membrana foi lavada e foi realizada a
deteccdo segundo o protocolo de cada kit. A descricdo completa do
protocolo de hibridacdo por ambos os kits, bem como as solucdes utilizadas

estao descritas no anexo 4.
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4 RESULTADOS

4.1 Concentracao Inibitéria Minima

As cepas foram resistentes e apresentaram CIM em alto nivel para a
maioria dos antimicrobianos testados. A cepa Kp148, PINH-4900 foi sensivel
apenas para gentamicina, amicacina e tigeciclina, a cepa Kp196, TIET-4200
foi sensivel para gentamicina, amicacina, tigeciclina e polimixina B e a cepa
clinica Kp314/11 foi sensivel para gentamicina, amicacina, tigeciclina,
cloranfenicol e polimixina B. A Figura 11 apresenta os valores de CIM para

cada antimicrobiano de cada cepa.
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Figura 11 - Resultado do teste de CIM para as cepas do estudo. “A”
representa o resultado para os betalactdmicos, “B” aminoglicosideos, “C”
quinolonas e “D” outras classes de antimicrobianos. CAZ (ceftazidima); CTX
(cefotaxima); FEP (cefepime); AT (aztreonam); ERT (ertapenem); IMI
(imipenem); MER (meropenem); GEN (gentamicina); TOB (tobramicina); AK
(amicacina); CIP (ciprofloxacina); LEV (levofloxacina); NA (acido nalidixico);
TLC (ticarcilina-acido clavulanico); CLO (cloranfenicol); TET (tetraciclina);
SXT (sulfametoxazol-trimetoprim); TGC (tigeciclina); PO (polimixina B).
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4.2 PFGE

A técnica de PFGE demonstrou que as cepas pertencem ao mesmo
grupo clonal, apresentando mais de 80% de similaridade entre elas, sendo
gue as cepas isoladas dos rios apresentaram 93,3% de similaridade entre
elas. No entanto, por ndo apresentarem 100% de similaridade, foram
consideradas como subtipos diferentes. O dendrograma representado na

Figura 12 mostra essa comparacao.
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Figura 12 - Dendrograma mostrando o perfil de PFGE das cepas de

Kp148, PINH-4900

w

Kp196, TIET-4200

Kp 314/11

Klebsiella pneumoniae, digeridas com a enzima de restricdo Xbal com base

no coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,0%.
4.3 S1 Nuclease - PFGE

A técnica de S1 nuclease-PFGE demonstrou a presenca e tamanho dos
plasmideos em cada cepa. As cepas Kpl48, PINH-4900 e KP314/11

possuem 3 plasmideos e a cepa Kp196, TIET-4200 possui 4, com tamanhos

préximos, conforme a Figura 13.
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Figura 13 - Plasmideos observados nas cepas de K. pneumoniae, apos
digestdo com a enzima S1 nuclease e eletroforese em campo pulsado com
marcador Lambda Ladder PFGE (M). O tamanho dos plasmideos foi
determinado pelo software bionumerics 7.5, com curva de calibracao feita

pelo modelo logarithmic dependence cubic spline fit.

Foi realizada também a comparacdo da cepa selvagem com a cepa
transformada para o gene blakec2, a fim de se determinar qual dos
plasmideos carreia 0 gene blakec-2. A Figura 14 mostra esta comparacao e
em destaque o plasmideo carreador do blakpc-2. A cepa Kpl96, TIET-4200
nao esta representada na figura pois apés diversas tentativas nao obtivemos

cepas transformadas para o blakpc-2.
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Figura 14 — Comparacdo dos plasmideos das cepas selvagens (Kpl48 e
Kp314) com as respectivas cepas transformadas para o gene blakpc-2
(Kp1l48TF1 e Kp314TF1) de K. pneumoniae, apds digestdo com a enzima
S1 nuclease e eletroforese em campo pulsado com marcador Lambda
Ladder PFGE (M).

4.4 Sequenciamento completo e analise dos plasmideos que carreiam o

gene blakpc-2
Foram sequenciados os plasmideos que carreiam o gene blakpc-2 das 3

cepas do estudo, sendo que os plasmideos de blakrc-2 das cepas Kpl48,
PINH-4900 e KP314/11 foram sequenciados a partir de uma E. coli DH10B
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transformada e o plasmideo da cepa Kpl196, TIET-4200 foi recuperado do
DNA total e montado por referéncia a partir das sequéncias dos outros dois
plasmideos. Os trés plasmideos pertencem ao grupo de incompatibilidade N
(IncN). O gene blakrc-2 esté flanqueado pelas ISKpn7 e ISKpn6, inserido no
transposon Tn4401 isoforma b. A Tabela 7 mostra as principais informacdes

de cada um deles.

Tabela 7 —Informacdes gerais dos plasmideos carreadores do blakpc-2

sequenciados

Cepa Plasmideo Tamanho (pb) Cobertura NOmero de acesso
Kp148, PINH-4900 pKP148, PINH-4900(1) 52536 17303,1 KX062091
Kp196, TIET-4200 pKp196, TIET-4200 55902 54,9 KX397572

Kp314 pKp314/11a 54609 12401,3 KX276209

O plasmideo pKP148, PINH-4900(1) conttm 68 ORFs (“Open Read
Frame”) (Figura 15), o pKP196, TIET-4200 76 ORFs (Figura 16) e o
pKp314/11la 63 ORFs (Figura 17). Possuem a mesma composi¢do génica
em relacdo a regido de transferéncia e estabilidade durante a conjugacédo. A
regido de transferéncia € composta por 14 genes tra (A-G, I-O) e a
estabilidade durante a conjugacao é conferida pelos genes stbABC.

O plasmideo pKP196, TIET-4200 possui menor cobertura quando
comparado aos outros dois plasmideos porque foi obtido a partir do
sequenciamento do DNA total da cepa KP196, TIET-4200, enquanto que 0s
plasmideos pKP148, PINH-4900(1) e pKp314/11a foram obtidos a partir de

cepas transformadas e a extracdo de plasmideo foi sequenciada.
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Figura 15 - Estrutura do plasmideo IncN pKP148, PINH-4900(1) que carreia o gene blakpc-2. Os circulos internos na cor
magenta e amarelo indicam o conteido G+C. Em destaque a estrutura do Tn4401 onde esté inserido o gene blakpc-2

84



- ’ 10000
A \\\\\\\\\‘ ",

%

®
(7
",

mlﬂl///////////////

=K. pneumoniae KP196-TIET-420
pKP 196-TIET-4200
55902 bp

N
m“““wﬁ»

%

kT

NI

40000

a

\
S

15000

2
M,

B Genes de resisténcia a antimicrobianos
Genes de replicagdo, estabilidade e conjugagdo
[l Elementos genéticos moveis

B Proteinas hipotéticas

% [ Outros genes

30000 25000 N

e s
e & S
// \\

// ~

. Tn4401 b

I 1
3+ topA  —@QblOGEE— istB - istA - tpA = tpR Y

ISKpn6 ISKpn7

Figura 16 - Estrutura do plasmideo IncN pKP196, TIET-4200 que carreia o gene blakpc-2. Os circulos internos na cor magenta
e amarelo indicam o conteddo G+C. Em destaque a estrutura do Tn4401 onde esté inserido o gene blakpc-2.
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Figura 17 - Estrutura do plasmideo IncN pKp314/1la que carreia o gene blakpec-2. Os circulos internos na cor magenta e
amarelo indicam o conteudo G+C. Em destaque a estrutura do Tn4401 onde estd inserido o gene blakpc-2.
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Com relagdo aos elementos moveis, os 3 plasmideos contém o
Tn4401 isoforma b, composto pela thpR, tnpA, ISKpn7 (formada pelos genes
istA e istB), blakec-2 € ISKpn6 (formada por uma transposase). Também
possuem a IS903B e a IS1, ambas compostas por uma transposase. O
plasmideo pKp196, TIET-4200 também possui a ISR1 formada pelos genes
insA e insB e uma transposase. A comparacdo dos plasmideos esta
demonstrada na Figura 18.

Foi realizada também uma analise da possivel funcédo das proteinas
hipotéticas, visto que se pode observar pela Figura 18 que algumas das
diferencas entre os plasmideos estd exatamente na presenca ou auséncia
destas proteinas. No entanto, nao foi possivel identificar a funcédo de grande
parte delas. O plasmideo pKp196, TIET-4200, possui 2 proteinas hipotéticas
com funcgéo relacionada a recombinacéo de DNA em uma regido divergente,
que nos outros dois corresponde a regido da proteina ResP, que tem funcéo
de DNA-invertase. O anexo 3 mostra todas as proteinas hipotéticas
identificadas nos plasmideos carreadores de blakec2 das trés cepas do

estudo e sua possivel fungéo.
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Figura 18 - Alinhamento dos 3 plasmideos pKP148, PINH-4900(1), pKP196, TIET-4200 e pKp314/11a. As areas sombreadas de azul
indicam regides com um alto grau de homologia. As ORFs estédo representadas por flechas, coloridas de acordo com suas fungdes.
Flechas amarelas indicam genes de transferéncia, estabilidade e acessorios da conjugacéo. As flechas vermelhas indicam os genes
de resisténcia a antimicrobianos, flechas verdes representam os elementos moveis, flechas cinzas indicam genes que codificam
proteinas hipotéticas com funcéo desconhecida e flechas laranja indicam outros genes.
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4.5 Teste de estabilidade plasmidial

O teste de estabilidade demonstrou que o plasmideo que carreia o gene
blakec2 € estavel, pois permaneceu na célula bacteriana mesmo apoés
aproximadamente 100 geragdes. A Figura 19 mostra a contagem de col6nias
nas placas com e sem ertapenem, € possivel observar que a curva
representada pelas placas com ertapenem (vermelha) esta sempre muito
proxima ou acima da curva das placas sem ertapenem (preta),
demonstrando a manutencao do plasmideo na célula e por consequéncia a

resisténcia ao ertapenem.
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Figura 19 - Representacdo do numero de col6nias nas placas contendo meio
de cultura com e sem ertapenem ao longo dos dias TO, T3, T5 e T10 na
diluicdo 10°. A - cepa KP148, PINH-4900. B - cepa KP196, TIET-4200 e C -
cepa KP314/11.
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A Figura 20, mostra as 50 colbnias re-semeadas nos tempos TO, T5 e
T10. Foi possivel observar que no tempo T10 houve 2 coldnias (Kpl148
colénia 26 e Kpl96 colbénia 33) que ndo cresceram na placa contendo
ertapenem, indicando uma possivel perda do plasmideo que carreia o blakpc-
2nas cepas KP148, PINH-4900 e KP196, TIET-4200, ambas isoladas de rio.

Kp148,PINH-4900 Kp196, TIET-4200 Kp148,PINH-4900 Kp196, TIET-4200

Placa com Placa sem Placa com Placa sem Placa com Placa sem
Ertapenem Ertapenem Ertapenem Ertapenem

Placa com Placa sem
Ertapenem Ertapenem Ertapenem Ertapenem

Kp314-11

Placa com Placa sem

Ertapenem Ertapenem

Placa com
Ertapenem

Placa sem
Ertapenem

TO T5

Kp148,PINH-4900 Kp196, TIET-4200

Placa com Placa sem ETER ] Placa sem
Ertapenem Ertapenem Ertapenem Ertapenem

L
® e
a W2
v o
*7
4

N

Kp314-11

Placa com
Ertapenem

Placa sem
Ertapenem

T10

Figura 20 - Teste de estabilidade plasmidial. 50 col6nias de cada isolado
foram re-semeadas em placas com e sem ertapenem para verificagao da
presenca ou ndo do plasmideo que carreia blakpc-2 nos tempos TO, T5 e

T10. No tempo T10, o circulo vermelho destaca a possivel perda do gene.
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A perda do gene blakrc-2 foi confirmada por PCR e foi realizada provas
bioquimicas e PCR para o gene blastv para confirmar identificagdo como K.
pneumoniae (Figuras 21 e 22).

B 196, KPC+  Controle
' negativo

1000pb
900pb
800pb

700pb
600pb
500pb

400pb
300pb

200pb

RERL R

100pb

Figura 21 — PCR confirmando a auséncia do blakpc-2 nas colonias 26 da
cepa Kpl48-PINH,4900 e 33 da cepa Kpl96-TIET,4200 da placa sem
ertapenem do tempo T10.

Figura 22 - PCR confirmando a presenca do blasnv nas colbnias 26 da cepa

Kp148-PINH,4900 e 33 da cepa Kpl96-TIET,4200 da placa sem ertapenem
do tempo T10.
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Apés andlise de PFGE e S1-PFGE (Figura 23) destas colbnias, foram
identificadas diferencas que indicam uma possivel contaminagdo por outra

K. pneumoniae.

291 kb
242,5 kb
194 kb

145,5 kb
97 kb

48,5 kb

1- Kp148; 2 — Kp148 col26; 3 — Kp196;
4 —Kp196 col33

Figura 23 — PFGE com a enzima Xbal e Sl-nuclease PFGE das cepas
Kpl48 e Kpl96 e das respectivas colbnias Kpl48 colonia 26 e Kpl96
colbnia 33.

4.6 Analise do ambiente genético dos plasmideos carreadores do

blacTx-m-15

Ndo foi possivel realizar a montagem completa do plasmideo
carreador do gene blactxm1s, pois 0S contigs apresentavam muitas
sequéncias de insercao, principalmente 1S26, e devido a estas varias regides
de repeticao, ficaram alguns gaps grandes impossibilitando a circularizacéo
do plasmideo, devido a metodologia utilizada. O ambiente genético do
blactx-m-15 foi recuperado a partir do sequenciamento do DNA total das
cepas do estudo.

O blacrx-m-15 das trés cepas do estudo estd flanqueado por uma coépia

truncada da ISEcpl 48 pb a montante do gene blactxwm-1s € a proteina
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WbuC, de funcdo desconhecida, a jusante, seguido por uma transposase
Tn2 truncada em ambos os lados. Este arranjo AISEcpl-blactx-m-15-wbuC-
AtnpA esté flanqueado por duas cépias completas da 1S26. ApGs a segunda
cOpia da 1S26 vem um regido de multirresisténcia composta pelos genes
aac(6’)-1b-cr, blaoxa-1 e catB4, essa regido esta também flanqueada por duas
copias de 1S26, sendo que a ultima copia de I1S26 se sobrepde ao catB4 em
107 pb, conforme mostra a Figura 24. Foi realizada também a técnica de
hibridizagdo com sonda marcada para o blacrx-m-1s para determinacdo de
qual era o plasmideo carreador deste gene. No entanto ndo foi possivel

obter a visualizacdo das bandas na membrana.
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Figura 24 - Alinhamento do ambiente genético do blactx-m-15s das trés cepas KP148, PINH-4900, KP196, TIET-4200 e
Kp314/11. As areas sombreadas de azul indicam regiées com um alto grau de homologia. As ORFs estdo representadas por
flechas, coloridas de acordo com suas funcdes. As flechas vermelhas indicam os genes de resisténcia, flechas verdes
representam os elementos méveis e flechas laranja indicam genes com outras fungdes.
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Foi realizada também comparacédo do ambiente genético do blacTx-m-
15 da cepa Kp314/11 com outros ambientes genéticos descritos em cepas
brasileiras isoladas de fontes animais, vegetais e ambientais. Foram
selecionadas, pelo banco de dados do Genbank, as seguintes cepas para
comparacao: K. pneumoniae RUC232 isolada de rucula (MG84173), E. coli
REP215 isolada de repolho (MG844172), K. pneumoniae 606B
(LYMZ01000041) e E. coli 181 (KX452374) isoladas de porco e K.
pneumoniae FSP1271/09 (KT001476) e E. coli FSP1314/09 (KT001477)
isoladas de estacdo de tratamento de esgoto. Foi possivel observar que a
ISEcpl estava 48 pb a montante do blactx-m-1s em todos os ambientes
genéticos analisados. Nao foi possivel analisar a presenca da 1S26 e da
tnpA do Tn2 em todos os arranjos devido a falta desta informac&o nos

depdsitos. A Figura 25 mostra essa comparagao.
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Figura 25 - Alinhamento do ambiente genético do blactxm1s da cepa

Kp314/11 com outros ambientes genéticos descritos no Brasil. As areas

sombreadas de azul indicam regides com um alto grau de homologia. As

ORFs estado representadas por flechas, coloridas de acordo com suas

fungbes. As flechas vermelhas indicam os genes de resisténcia, flechas

verdes representam os elementos moveis e flechas laranja indicam genes

com outras funcdes.
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4.7 Andlise do genoma

O MLST das amostras foi confirmado como ST437 pelo MLSTFinder e o
tipo capsular foi confirmado como KL36 pelo site do Instituto Pasteur.

A anotagdo do genoma da cepa KP148, PINH-4900 resultou em 5.549
genes codificadores de proteina, 121 genes codificadores de RNA (81
tRNAs, 28 rRNAs e 12 ncRNASs) e 159 pseudogenes. A cepa KP196, TIET-
4200 teve como resultado 5.506 genes codificadores de proteinas, 121
genes codificadores de RNA (80 tRNAs, 29 rRNAs e 12 ncRNAs) e 154
pseudogenes, enquanto que a cepa clinica Kp314/11 apresentou 5.525
genes codificadores de proteina, 75 genes codificadores de RNA (59 tRNAs,
3 rRNAs e 13 ncRNASs) e 272 pseudogenes. A Tabela 8 apresenta os dados

gerais do sequenciamento das amostras.

Tabela 8 - Numero de reads, cobertura, contigs gerados, tamanho (pb),
contetdo GC e numero de acesso das cepas de Klebsiella pneumoniae

sequenciadas.

Contigs Tamanho Conteudo Numero de

Cepa Reads  Cobertura
gerados (pb) GC acesso
Kp148, PINH-4900 1.463.504 78 53 5.464.058 57,4 LZCY00000000
Kp196, TIET-4200 1.024.364 54 95 5.437.723 57,4 LZCZ00000000
Kp314/11 11.865.174  635,6 375 5.319.218 57.3 MAOPO00000000

As 3 cepas analisadas apresentaram resisténcia a diversas classes de
antimicrobianos, sendo consideradas XDR. Além da producdo de KPC e
CTX-M-15 foram identificados diversos outros genes responsaveis pela
resisténcia aos antimicrobianos e também muta¢ées cromossomais. E
importante destacar que o perfil dos genes de resisténcia aos
antimicrobianos observados é praticamente igual, mudando apenas alguns

genes, conforme Tabela 9, que mostra 0s genes de resisténcia aos
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antimicrobianos identificados pelo ResFinder e as mutacdes em genes

cromossomais que levam a resisténcia aos antimicrobianos.

Tabela 9 - Identificacdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos
observados através da ferramenta Resfinder e mutacées cromossomais das

cepas de Klebsiella pneumoniae sequenciadas.

Classe de
o . Kp148, PINH-4900 Kpl196, TIET-4200 Kp314/11
antimicrobianos

Aminoglicosideos aph(3)-la, aac(6')lb-cr aph(3')-la, aac(6')lb-cr  aac(6')lb-cr e aadA2

. blaoxa-1, blasHv-11, blaoxa-1, blashv-11, blaoxa-1, blashv-11,
Betalactamicos
blacTx-m-15 € blakpc-2 blacTx-m-15 € blakpc-2 blacTx-m-15, € blakpc-2
aac(6')Ib-cr, ogxA, aac(6')lb-cr, ogxA, aac(6')lb-cr, ogxA,
Fluorquinolonas oqgxB, mutagédo gyrA e ogxB mutagdo gyrAe ogxB, mutacdo gyrA e
parC parC parC
Fosfomicina fosAKP fosAKP fosAKP
Macrolideos mph(A) mph(A) mph(A)
Fenicol catAl e catB4 catB4 catB4
Sulfonamidas sull sull sull
Tetraciclinas tet(A) - tet(A)
Polimixina B mgrB truncado - -
Trimetoprim dfrA30 dfrA30 dfrA30

Foi identificada uma mutacdo nos genes gyrA e parC, houve troca da
Tirosina pela Isoleucina no cédon 83 no gyrA e troca da Serina pela
Isoleucina no cédon 80 no parC. A comparacéo das cepas do estudo com a
cepa K. pneumoniae MGM75878, que ndo possui mutacdo nesses genes, foi
feita pelo clustal Omega e esta demonstrada no anexo 5.

A resisténcia a polimixina B na cepa KP148, TIET-4900 é devido a um
evento de insercdo que truncou o gene mgrB. A Figura 26, mostra o
ambiente genético do mgrB das cepas do estudo e a insercdo da ISEcl1 que
truncou o mrgB, restando apenas 40pb na porg¢do 3' do gene mgrB o que

levou a resisténcia em alto nivel para polimixina B (32 pg/mL).
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Figura 26 - Alinhamento do ambiente genético do mgrB das trés cepas do
estudo KP148, PINH-4900, KP196, TIET-4200 e Kp314/11. As é&reas
sombreadas de azul indicam regides com um alto grau de homologia. As
ORFs estado representadas por flechas, coloridas de acordo com suas
funcdes. Flechas vermelhas indicam o mgrB, flechas verdes indicam
elementos méveis, flechas cinzas indicam genes que codificam proteinas
hipotéticas com funcdo desconhecida e flechas laranja indicam outros

genes.

Embora o Resfinder tenha identificado o gene fosA, a porcentagem de
identidade foi de 99,27% para as trés cepas do estudo. Foi feita entdo, uma
analise mais detalhada da sequéncia do gene e comparada com as
sequéncias ja depositadas, e apdés comparacao, este gene foi identificado na
verdade como fosAKP, mais semelhante com o fosA6, conforme mostra a

Figura 27.
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Figura 27 — Arvore construida com o software Geneious utilizando-se o
método de neighbor-joining para comparacdo das sequéncias de fosA
depositadas no Genbank. Entre parénteses estd o numero de acesso de

cada isolado.

A identificacdo dos genes de resisténcia a metais pesados, viruléncia e
sistema de efluxo reforcaram a similaridade desses 3 isolados, que
apresentaram 0s mesmos genes, exceto por uma diferenca no gene mrkD

conforme Tabela 10.

100



Tabela 10 - Identificacdo dos genes do sistema de efluxo, resisténcia a
metais e metais pesados, Resisténcia a desinfetantes, antissépticos e

compostos de amoénio quaternario, porinas e viruléncia das cepas de

Klebsiella pneumoniae sequenciadas.

Genes

Kp148, PINH-4900

Kp196, TIET-4200

Kp314/11

Sistema de efluxo

Resisténcia a metais
e metais pesados

Resisténcia a
desinfetantes,
antisépticos

acrABR, envR, fis,
marAR, 0gxABR,
rarA,rob, sdiA, soxRS

pcoABCDERS, silCRS,
arsBHD, cadC,corA,
nikABCDE, rcnAB,
tehAB

mdtABCNO
gacAEEAl

acrABR, envR, fis,
marAR, 0gxABR,
rarA,rob, sdiA, soxRS

pcoABCDERS, silCRS,
arsBHDR, cadC,corA,
nikABCDE, rcnAB,
tehAB

mdtABCNO
gacAEEAl

acrABR, envR, fis,
marAR, 0gxABR,
rarA,rob, sdiA, soxRS

pcoABCDERS, silCRS,
arsBHDR, cadC,corA,
nikABCDE, rcnAB,
tehAB

mdtABCNO
gacAEEAl

e compostos de
amonio quaternario

Porinas ompK35 e ompK36 ompK35 e ompK36 ompK35 e ompK36

Viruléncia mrkABCD*FHIJ mrkABCD*FHIJ mrkABCDFHIJ

pco: resisténcia ao cobre; sil: resisténcia a prata; ars: resisténcia ao arsénico; cad:
resisténcia ao cadmio; cor: resisténcia ao magnésio, cobalto, niquel e manganés; nik:
resisténcia ao niquel; rcn: resisténcia ao cobalto e niquel; teh: resisténcia ao telurito; mdit:
resisténcia a SDS, deoxicolato e benzalbbnio; gac: resisténcia aos compostos de amdnios

guaternarios; mrk: formacéao de biofilme. * Muta¢éo no gene mrkD

Uma andlise mais detalhada das sequéncias do gene mrkD revelou que
as cepas KP148,PINH-4900 e KP196,TIET-4200 possuem o mrkD, no
entanto, ha uma troca de nucleotideo G—T na posicdo 326 no isolado
KP148,PINH-4900 e uma troca de G—A na posicdo 326 no isolado
KP196,TIET-4200 o que levou a alteracdo 109(Gly—Val) no isolado
KP148,PINH-4900 e 109 (Gly—Asp) no isolado KP196,TIET-4200. A Figura
28 mostra o ambiente genético do mrkD nas trés cepas do estudo. No anexo
6 pode-se observar a comparacao feita pelo clustal Omega da sequéncia de

nucleotideos e de proteinas do mrkD nos isolados do estudo.
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Figura 28 - Alinhamento do ambiente genético do mrkD das trés cepas do
estudo KP148, PINH-4900, KP196, TIET-4200 e Kp314/11. As areas
sombreadas de azul indicam regides com um alto grau de homologia. As
ORFs estado representadas por flechas, coloridas de acordo com suas
funcdes. Flechas rosas indicam genes de viruléncia, flechas magentas
indicam mutacdo no mrkD, flechas cinzas indicam genes que codificam
proteinas hipotéticas com funcdo desconhecida e flechas laranja indicam

outros genes.

A identificacdo da presenca de plasmideos pelo PlasmidFinder também
demonstrou como a composicdo génica dessas amostras sdo parecidas,
elas apresentaram os mesmos grupos de incompatibilidade. A Tabela 11
apresenta os grupos de incompatibilidade (Inc type) dos plasmideos

observados nas amostras.

Tabela 11 — Grupos de incompatibilidade (Inc) observados nas amostras de

Klebsiella pneumoniae sequenciadas

Cepa Grupos de incompatibilidade
Kp148, PINH-4900 IncFIB(pQil), IncFII(K), IncFIB(K) e IncN
Kp196, TIET-4200 IncFIB(pQIl), IncFII(K), IncFIB(K) e IncN

Kp314/11 IncFIB(pQiIl), IncFII(K), IncFIB(K) e IncN
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A andlise completa dos genomas mostrou uma grande similaridade.
Fazendo-se uma comparacéo geral, eles podem ser considerados similares.
A Figura 29, reune todas as informacfes em relacdo aos genes procurados
nos bancos de dados. A Figura 30, mostra a comparacao dos trés genomas
em relacdo a cepa Klebsiella pneumoniae 30684NJST258 2, indicada para
comparacgdes do Complexo Clonal 258. As falhas nos circulos dos isolados
do estudo indicam as diferencas em relacdo a referéncia, sendo assim as
trés cepas do estudo apresentam as mesmas diferencas em relacdo a
referéncia exceto pela falha por volta dos 4000 kb que existe apenas no
isolado KP314/11.
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Figura 29 — Comparacao das trés cepas do estudo em relacdo a composicao génica referente a resisténcia a antimicrobianos,
viruléncia, sistemas de efluxo, resisténcia a metais e metais pesados, resisténcia a desinfetantes e composto Qac. O
retangulo preto indica presencga do gene e 0 espac¢o em branco indica auséncia do gene. * Indica auséncia do mrkD devido a

mutacdo. O dendrograma representa a similaridade dos isolados pela técnica de PFGE, conforme ja demonstrado.
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K. Pneumoniae 30684NJST258
m Kp148, PINH-4900
m Kp196, TIET-4200
= Kp314/11

Figura 30 — Comparacéao feita pelo BRIG (Blast Ring) do genoma das trés
cepas do estudo com a Klebsiella pneumoniae 30684NJST258 2. De dentro
para fora estdo representados o conteido GC nos 2 primeiros circulos, a
cepa de referéncia 30684NJST258 2 representada pelo circulo rosa, KP148,
PINH-4900 pelo circulo azul escuro, KP196, TIET-4200 pelo circulo verde e

Kp314/11 pelo circulo azul claro.
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5 DISCUSSAO

Convencionalmente, a luta contra o desenvolvimento e disseminacao da
resisténcia aos antimicrobianos esteve mais focada nos cenarios hospitalar e
de comunidade. No entanto, recentemente, o meio ambiente também foi
colocado como fonte e rota de disseminacdo da resisténcia aos
antimicrobianos (Martinez, 2008; Wright, 2010).

A OMS propds uma estratégia para o combate a resisténcia aos
antimicrobianos chamada “One-Health” (Satde Unica), que consiste em uma
abordagem para projetar e implementar programas, politicas, legislacdo e
pesquisa em que varios setores se comunicam e trabalham juntos para
alcancar melhores resultados de saude publica (WHO, 2017). Aumentar o
conhecimento sobre os fatores ambientais que conduzem a resisténcia pode
nos permitir construir modelos de como a resisténcia surge e se dissemina
(Bengtsson-Palme et al., 2018). Sendo assim, é importante conhecer o que
estd circulando tanto no ambiente hospitalar como no meio ambiente e
entender como funciona essa dinamica hospital - meio ambiente.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram uma grande
semelhanca entre o isolado clinico e os isolados do meio ambiente. Os
dados do PFGE agruparam as cepas no mesmo clone, as duas cepas do rio
apresentaram semelhanca de 93,3% e a cepa clinica apresentou
semelhanca de 89,7% com as cepas do rio, e a quantidade de plasmideos e
os tamanhos desses plasmideos observados pela Sl-nuclease-PFGE
também foram semelhantes. Com relacdo aos resultados da CIM, as trés
cepas foram consideradas XDR, pois apresentaram resisténcia a um ou
mais antimicrobianos em quase todas categorias (exceto uma ou duas)
(Magiorakos et al, 2012). Cepas de K. pneumoniae XDR ja foram relatadas
em hospitais dos Estados Unidos (Krapp et al., 2018), Grécia (Bathoorn et
al., 2016), China (Bi et al., 2016), Taiwan (Huang et al., 2018), Espanha
(Hernandez et al., 2018) e Brasil (Aires et al., 2017). No Brasil cepas de K.
pneumoniae MDR foram relatadas em diversos tipos diferentes de agua, tais

como, agua de lago (Nascimento et al, 2017), praia (Montezzi et al, 2014),
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estacdo de tratamento de esgoto (Dropa et al, 2016), estacao de tratamento
de esgoto hospitalar (Prado et al., 2007) e rio (Oliveira et al., 2014).

As cepas deste estudo, foram caracterizadas como ST437, pertencentes
ao CC258, prevalente mundialmente. Este complexo clonal é responséavel
por 68% dos surtos no mundo (Navon-Venezia et al., 2017). O ST437 é SLV
(single locus variante) do ST258, assim como de outro importante ST do
CC258, o ST11. A maioria dos membros do CC258 sdo XDR, devido aos
seus multiplos genes de resisténcia aos antimicrobianos (Navon-Venezia et
al., 2017).

No Brasil, j& foram identificados diversos STs. Andrade et al (2011)
identificaram pela primeira vez o ST258, associado a um surto em Ribeirdo
Preto (SP), além disso, também encontraram os ST11 e ST437 em isolado
de 2007 a 2009. No entanto, Seki et al (2011) descreveram o ST11l em
isolados de 2006, o que mostra sua circulagdo aqui no Brasil antes mesmo
do ST258 e mostraram predominancia do ST437 em isolados do Rio de
Janeiro. Em isolados de 2010, além dos ST11 e ST437, também foi descrito
0 ST340 que também é SLV do ST258 (Pereira et al, 2013). Os ST340 e
ST437 também foram observados em agua de rio na cidade de S&o Paulo
(Oliveira et al, 2014) mostrando a disseminagcdo de um mesmo complexo
clonal (CC258) composto pelos ST (11, 258, 437, 340) dentro do Brasil.

Seki et al. (2011), relataram a predominancia do ST437 em isolados do
Rio de Janeiro. Dados ainda ndo publicados também mostram a
predominancia deste ST no Estado de S&o Paulo no periodo de 2009 a
2011, em que de 100 isolados clinicos nao clonais, 73% pertenciam a este
ST (Francisco, 2014).

O sucesso internacional de disseminagcdo do ST258 nao esta totalmente
esclarecido. DelLeo et al (2014) tentaram explicar este fato através do
sequenciamento do genoma completo deste ST e comparando com outros
STs, que resultou na descricdo de uma regido de divergéncia que incluia
genes envolvidos na sintese de capsula polissacaridica, esta regido parecia
estar relacionada com eventos de recombinacéo de DNA sugerindo que esta
regido contribuiria para o sucesso da K. pneumoniae ST258. Outro estudo
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feito por Chmelnitsky et al (2013) compararam 0s genes presentes em K.
pneumoniae pertencentes ao ST258 e também do CC258 com outros STSs.
Os autores identificaram um grupo de 17 genes unicos e ubiquos ao CC258
e outro grupo de 19 genes unicos ao ST258. A maioria das proteinas
codificadas por esses genes pertence a dois grupos funcionais: motilidade e
secrecdo celular e reparacdo e modificacdo do DNA. Sendo assim, eles
sugeriram que estes genes podem estar relacionados com o grande sucesso
da disseminacéo deste ST e dos STs presentes em seu complexo clonal.

Sequenciamento de genoma completo e dados de epidemiologia
molecular revelaram que a disseminac¢do global do ST258 ocorreu apés a
aquisicdo do plasmideo carreador do blakec. Cepas de K. pneumoniae
ST258 foram relatadas com plasmideos carreadores do blakpc-2 em mais de
90% de todos os casos (Navon-Venezia et al., 2017).

Cepas carreadoras de blakpc tém sido relatadas em todos os continentes,
sendo blakrc-2 e blakrcs 0s mais frequentes e altamente envolvidos em
surtos hospitalares em muitos paises (Mathers et al., 2015). Possiveis
explicacBes para a rapida disseminacao desse gene é a sua localizagdo em
uma grande variedade de plasmideos variando em tamanho, natureza e
estrutura. Além de seu contexto genético em associacdo com o elemento
moével Tn4401 que também contribui para a disseminacdo efetiva desse
gene entre diferentes tipos de Enterobacteriaceae (Naas et al., 2008).
Enterobacteriaceae com blakec sdo frequentemente resistentes a multiplas
classes de antimicrobianos, tais como os aminoglicosideos, fluoroquinolonas
e sulfametoxazol-trimetoprim. Os plasmideos carreadores do blakec2 das
cepas deste estudo pertencem ao IncN. Estes resultados ja foram
observados no estudo de Navon-Venezia (2017), que correlacionaram o
blakec-2 carreado por plasmideos IncN, ndo somente em K. pneumoniae,
como também em E. coli e S. enterica.

Plasmideos pertencentes ao grupo de incompatibilidade IncN foram
descritos como uma preocupacao de saude humana, pois foram detectados
em amostras clinicas. No entanto, além disso, eles também foram

encontrados em ambientes associados a animais, tais como estadbulos ou
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matadouros (Bortolaia et al., 2010), carne de porco (Johnson et al., 2007),
porcos e trabalhadores de fazenda (Moodley e Guardabassi, 2009) e
efluente de estacdo de tratamento de aguas residuais (Eikmeyer et al.,
2012). Plasmideos IncN carreiam genes que conferem resisténcia a uma
variedade de antimicrobianos, especialmente carbapenémicos e
cefalosporinas de terceira geracdo (Eikmeyer et al., 2012). J& foram
descritos em K. pneumoniae, K. oxytoca e E. coli em todo o mundo, por
exemplo, nos EUA (Gootz et al., 2009), China (Shen et al., 2008), Alemanha
(Cullik et al., 2010), Espanha (Diestra et al. 2009; Novais et al., 2007), Itélia
(Bortolaia et al., 2010; Carattoli et al., 2010), Dinamarca (Moodley e
Guardabassi, 2009) e Brasil (Pérez-Chaparro et al., 2014). Também ja foram
descritos plasmideos IncN carreadores de NDM (Poirel et al., 2011). No
Brasil, plasmideo IncN carreador de blakrc foi relatado no Rio de Janeiro em
K. pneumoniae ST437 (Andrade et al., 2011) e em Enterobacter hormaechei
(Pereira et al., 2015).

Eikmeyer e colaboradores (2012), compararam diversos plasmideos
pertencentes ao IncN isolados de diferentes micro-organismos de diferentes
fontes, tanto clinica como ambiental e animal. Eles observaram que
plasmideos IncN possuem a capacidade de carrear uma diversidade de
genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos. Esta enorme variedade
de genes de resisténcia aos antimicrobianos conferidos pelos plasmideos
IncN demonstra que os plasmideos desse grupo de incompatibilidade séo
vetores apropriados para incorporacdo de diferentes transposons,
sequéncias de insercdo e integrons com cassetes génicos codificadores de
genes de resisténcia aos antimicrobianos. Por conseguinte, os plasmideos
IncN devem ser considerados elementos importantes para a disseminagao
de genes de resisténcia a antimicrobianos clinicamente relevantes.

Os plasmideos possuem um conjunto de genes comuns que
desempenham func¢des na replicagéo, transferéncia conjugativa, estabilidade
e controle do plasmideo e sdo agrupados em modulos funcionais (Eikmeyer
et al., 2012).
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A replicacdo de plasmideos IncN requer a proteina de replicacdo RepA.
Foi mostrado que em plasmideos IncN o repA interage com iterons
localizados upstream e downstream do gene repA (Papp e lyer,1995). Todos
os trés plasmideos sequenciados neste estudo possuem o gene repA com
sequéncias nucleotidicas idénticas.

Os plasmideos pKp148, PINH-4900, pKP196, TIET-4200 e pKp314/11a,
possuem a mesma arquitetura plasmidial compreendida por 2 regides
envolvidas na transferéncia conjugativa de DNA plasmidial. A primeira é
composta por 11 genes (traGFOENDCBAML) e suas proteinas representam
componentes estruturais do pilus sexual, fatores envolvidos no
processamento de subunidades e biogénese do pilus, componentes do canal
localizado na membrana interna e externa e proteinas que tém como funcao
fornecer energia para o processo de transporte de DNA, biogénese de pilus
e dos componentes do canal (Eikmeyer et al., 2012). Também fazem parte
dessa regido, os genes reguladores korA e korB (Moré et al., 1996), o gene
de exclusdo de entrada eex (Pohlman et al., 1994), a endonuclease nuc
(Pohiman et al., 1993) e o kikA (Hengen et al., 1992; Holcik e lyer, 1996;
Rodriguez et al., 1995). A segunda regido possui trés proteinas codificadas
pelos genes tral, traJ e traK que tém como funcéao replicacéo e transferéncia
de DNA e o gene fipA localizado a jusante do tral, que tem fungcdo na
inibicdo de plasmideos IncP (Santini e Stanisich, 1998). Além dessas
regibes, outros genes também foram comuns aos trés plasmideos, como a
endonuclease ecoRIl, os genes stbABC responsaveis pela estabilidade
durante a conjugacao (Paterson et al., 1999), os genes mucA e umuC que
tem relacdo com a mutagenicidade (Clerch et al., 1996) e os genes ardBKR
que formam um sistema de antirestricdo de DNA (Belogurov et al., 1993).
Essa estrutura plasmidial € comum entre os plasmideos do grupo IncN,
todos os plasmideos IncN descritos no estudo de Eikmeyer e colaboradores
(2012) possuem os mesmos genes descritos na estrutura dos plasmideos
deste estudo. Esses resultados nos levam a sugerir que, devido a
diversidade das origens do plasmideo IncN e aos varios genes de

resisténcia identificados em plasmideos IncN ha a necessidade de

110



compreender a disseminacdo destes plasmideos, que circulam entre
domicilios particulares, clinicas, pecuéaria e, finalmente, estacbes de
tratamento de aguas residuais que coletam o esgoto de todos esses locais
(Eykmeyer et al, 2012). Além disso, os plasmideos IncN possuem uma
estrutura conservada, com capacidade de adquirir diversos elementos
mabveis como transposons e IS carreadores de genes de resisténcia aos
antimicrobianos assim como grande capacidade de disseminacdo para
diversos hospedeiros em diversas fontes, sendo ela, clinica, animal ou
ambiental.

O gene blakpc ja foi relatado em diversos tipos de plasmideos, como,
IncF, Incl2, IncX, IncA/C, IncR (Garcia-Fernandez et al., 2012; Pitout et al.,
2015; Navon-Venezia et al., 2017). Plasmideos dos tipos IncR, IncN e IncX3
estdo em um grande espectro de hospedeiros e sdo frequentemente
associados com a transferéncia horizontal de blakrc por conjugacédo para
outras Enterobacteriaceae (Navon-Venezia et al, 2017).

O blakrc-2 das cepas deste estudo esta flanqueado pelas ISKpn7 a
montante e ISKpn6 a jusante, inserido em um Tn4401 isoforma b. O Tn4401
tem aproximadamente 10kb e é formado por uma resolvase, seguida por
uma transposase, ISKpn7, blakec-2 € ISKpn6. Esse transposon ja foi descrito
em diversos tipos de plasmideos que sdo, normalmente, conjugativos (Lee
et al., 2016). Existem cinco isoformas do Tn4401, que variam de acordo com
delecdes (68-255pb) entre a ISKpn7 e o blakrc, e estas isoformas, em
alguns casos, estdo relacionadas ao tipo de blakec e ao tipo de plasmideo. A
isoforma a esta relacionada ao blakecs carreado por plasmideos IncFllkz
(Leavitt et al., 2010; Garcia-Fernandez et al., 2012; Chen et al., 2014b), a
isoforma b esta associada a plasmideos IncN e a isoforma d a plasmideos
IncFIA (Chen et al., 2013; Chen et al., 2014a,c). O blaxpc ja foi descrito em
outros contextos genéticos chamados de n&o-Tn4401 e geralmente tem
sequéncias parciais da ISKpn6 (Shen et al., 2009).

Neste estudo, foi realizado também o teste de estabilidade do plasmideo
carreador do blakec-2, € 0 plasmideo se manteve estavel na célula bacteriana

mesmo apos aproximadamente 100 geracdes. Nossos resultados
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corroboram o estudo de Di Luca e colaboradores (2017), que analisaram a
estabilidade e o0 custo biolégico para manuntencdo de plasmideos
carreadores de carbapenemases em E. coli. No estudo de Di Luca et al
(2017), o plasmideo carreador do blakec2 Se manteve estavel mesmo apos
aproximadamente 312 geragfes e o custo biolégico para manuntencédo do
mesmo foi considerado de baixo a moderado. Adicionando-se a estabilidade
e 0 baixo custo biolégico ao fato deste plasmideo ser facilmente transferido
horizontalmente para outras espécies bacterianas, estes resultados séo
preocupantes, pois podem indicar um grande potencial para uma maior
disseminacdo e estabelecimento do plasmideo carreador do blakpc-2 ndo
somente em K. pneumoniae como em outras Enterobacteriaceae, e no caso
do nosso estudo, ndo ficar restrito somente ao ambiente hospitalar, e
também se disseminar para o0 meio ambiente.

Além do baixo custo energético, outros fatores podem influenciar na
estabilidade e manutencdo do plasmideo. Cottell e colaboradores (2014),
analisaram seis fatores que poderiam contribuir para o sucesso do
plasmideo pCT carreador do blactx-m-14: uma regido codificadora de um
sistema toxina-antitoxina (pndACB), operons envolvidos na conjugacao
(locus tra e pil), gene de recombinase (rci), fator sigma 70 e um gene
envolvido na divisdo plasmidial (parB). A inativagdo do blacTx-m-14 ndo teve
efeito no plasmideo ou no hospedeiro na auséncia de pressao seletiva pelo
antimicrobiano e nenhum dos fatores estudados alteraram a estabilidade do
plasmideo. Eles concluiram que o sucesso de um plasmideo ndo esta
apenas em um fator, e sim na combinacdo de diversos fatores como uma
conjugacao eficiente, permitindo uma maior disseminacdo para outras
espécies e a estabilidade em diversos hospedeiros (devido, em parte, a
presenca de numerosos genes envolvidos na estabilidade do plasmideo).
Outra questdo levantada por eles € devido ao fato de que a redugédo da
pressdo seletiva por antimicrobianos, nem sempre reduzira o numero de
bactérias transportando esses plasmideos carreadores de genes de
resisténcia aos antimicrobianos e a reexposicdo aos antimicrobianos

provavelmente pode amplificar o nimero de cepas resistentes. O estudo de
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Stevenson et al (2017), analisou como a frequéncia de pulsos positivos de
selecdo afetava a dindmica de plasmideos resistentes a mercario e seus
resultados sugeriram que variacbes temporais no ambiente de selecéo,
como aqueles criados durante o tratamento com antimicrobianos, podem
ajudar a explicar a estabilidade de plasmideos carreadores de resisténcia
aos antimicrobianos.

N&o foi possivel montar todo o plasmideo carreador do blactx-w-15. Esta
dificuldade na montagem de plasmideos foi devida ao tipo de
sequenciamento utilizado de “short reads”, pois outras tecnologias como o
PacBio RS Il single-molecule real-time (SMRT) e o MinlON possibilitam o
sequenciamento de reads muito maiores que diminuem o problema das
regides de repeticdo (Rhoads et al., 20115; Lu et al., 2016).

O blactx-m-15 € carreado, na sua maioria, por plasmideos IncF e
geralmente estda associado a outros genes de resisténcia. A causa da
disseminagdo do blactx-m1s pode ser devida a forte associagdo de
plasmideos IncF com E. coli ST131 que estd globalmente disseminado
(Carattoli, 2009; Livermore, 2012).

A andlise dos contigs pertencentes ao plasmideo carreador do blacTx-
v-15 aliada com a andlise do gel de S1-PFGE das cepas deste estudo
indicam que ele pertence ao IncFIB, estes resultados concordam com o
descrito na literatura (Carattoli, 2009; Livermore, 2012; Zurfluh et al., 2015).
Ja foram descritos plasmideos carreadores do blacrx-m-1s com multireplicons,
no estudo de Zuhfluh e colaboradores (2015), a maioria dos plasmideos
carreadores de blacrx-v-15 eram IncF, com uma combinag&o de multireplicons
dos tipos IncFll, IncFIA e IncFIB.

Diferentes elementos genéticos estao envolvidos na aquisicdo do blactx-wm,
incluindo sequéncias de insercdo ISCR1 e ISEcpl e elementos relacionados
a fagos (Poirel et al., 2008). A ISEcpl, esta associada com as enzimas do
grupo CTX-M-1, CTX-M-2 e CTX-M-9 e atuam como potentes promotoras
para uma super-expressdo do blacrtx-m (Poirel et al., 2008; Mathers et al.,
2015).
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O ambiente genético de blactx-v-15 normalmente consiste em uma ISEcpl
48 pb a montante e a ORF477 a jusante, este arranjo pode ou nao estar
flanqueado por uma 1S26 (Boyd et al., 2004; Canton e Coque, 2006; Eckert
et al., 2006).

O ambiente genético do blacTx-m-15 descrito neste estudo (1S26-AISEcpl-
blactx-m-15-wbuC) & semelhante aos descritos por Dhanji e colaboradores
(2011) e Woodford e colaboradores (2009), diferenciando-se apenas pelo
local onde a ISEcpl é truncada. Zong et al, 2015, também descreveram o
mesmo contexto genético para o blacrx-w-15 em plasmideos Incl1.

O blactx-m-3, que aparentemente deu origem ao blactx-m-15, parece ter sido
capturado do cromossomo de Kluyvera ascorbata pela insercédo da ISEcpl
(Rodriguez et al., 2004). ISEcpl é delimitada por repeti¢cdes invertidas de 14
pb (IRL e IRR) e pode ser promotora para a expressao de genes adjacentes
(Poirel et al., 2003, 2005). Poirel e colaboradores (2003) sugeriram que 0
blactx-m possuiam sequéncias promotoras de baixa intensidade em Kluyvera
spp. que nao permitem um alto nivel de sua expressao. Ja dentre espécies
receptoras, como E. coli, K. pneumoniae e S. enterica serovar Typhimurium,
sequéncias semelhantes a ISEcpl podem promover maior nivel de
expressédo do blacrx-m localizado no plasmideo.

No Brasil, Dropa et al, (2016), descreveram o contexto genético do blactx-
m-15 em isolados de estacdo de tratamento de agua de esgoto e também
observaram associagdo com blacrx-m-15 € a ISEcpl e 1S26.

Devido a inativacao da ISEcpl, a provavel mobilizadora do blactx-m-15 nas
cepas do estudo é a IS26. A sequéncia de insercdo I1S26 tem um importante
papel na disseminacdo de genes de resisténcia em bactérias Gram-
negativas, estando associada com genes que conferem resisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos (Harmer e Hall, 2015). A 1S26 forma
uma co-integracdo entre a molécula de DNA a qual pertence e a molécula
alvo resultando em duas copias de 1S26 em cada extremidade entre as duas
moléculas participantes (lida et al, 1984).

As trés cepas do estudo apresentaram 0 mesmo contexto genético para o

blactx-m-15, € comparando-se com 0s outros contextos ja descritos € possivel
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inferir que existe uma frequente transferéncia horizontal de plasmideos
codificadores de ESBL tanto inter como intra-especifica, o que leva a uma
grande disseminacdo deste tipo de resisténcia para todos os nichos do
planeta, dificultando o tratamento de infeccbes tanto humanas como
animais.

A andlise do resistoma das cepas mostrou a grande capacidade da K.
pneumoniae em agrupar diversos mecanismos de resisténcia. Foram
observados genes de resisténcia aos antimicrobianos de nove classes
diferentes, sendo elas, aminoglicosideos, betalactamicos, fluorquinolonas,
fosfomicina, macrolideos, fenicol, sulfonamidas, tetraciclinas e trimetoprim,
além da insercdo cromossdmica no gene mgrB que levou a resisténcia a
polimixina B na cepa Kp148, PINH-4900.

As cepas Kpl48, PINH-4900 e Kpl96,TIET-4299, possuem a fosfo-
transferase aph(3’)-la que confere resisténcia em baixo nivel apenas para
neomicina (Shaw et al., 1993) e a cepa Kp314/11 possui a adenil-transferase
aadA2 que confere resisténcia a estreptomicina e espectinomicina (Bito et al,
1994), estes antimicrobianos ndo foram testados, pois ndo sdo comuns no
tratamento de infec¢cdes por BGN. Todas as cepas do estudo possuem a
acetil-transferase aac(6’)-lIb-cr, que confere resisténcia em baixo nivel a
tobramicina, amicacina, dibercacina e netilmicina (Shaw et al., 1993), mas
fenotipicamente sé apresentaram resisténcia a tobramicina. Este fendtipo
pode ser explicado pois, de acordo com estudo de Bremmer et al, (2014),
cepas que possuem a acetil-transferase aac(6’)-lb-cr podem se manter
susceptiveis a amicacina e isto pode ser devido a eficiéncia da amicacina
em se proteger da acao das transferases. A amicacina é o Unico entre os
aminoglicosideos em que uma cadeia lateral protege o antimicrobiano da
maioria dos AMEs (Mingeot-Leclercq et al., 1999).

Os genes de resisténcia aos betalactamicos, fluorquinolonas, fosfomicina,
macrolideos, sulfonamidas e trimetoprim foram iguais nas trés cepas do
estudo.

Com relacdo a resisténcia as fluorquinolonas, além de genes de

resisténcia adquiridos também foram observadas a bomba de efluxo ogxAB
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e mutacdes nos genes gyrA e parC nas trés cepas do estudo. A bomba de
efluxo ogxAB € frequentemente relatada em K. pneumoniae e outras
Enterobacteriaceae, tanto cromossémicas como plasmidiais (Hansen et al.,
2007; Yuan et al., 2012; Bialek-Davenet et al.,2015; Wong et al., 2015). Ja
com relacdo as mutacdes, gyrA possui uma regido chamada de QRDR entre
0s aminoacidos 67 e 106, que pode possuir diversas mutacdes que levam a
resisténcia as quinolonas (Giraud et al., 2006). As cepas deste estudo
apresentaram mutacdo no cédon 83 o que corrobora com os estudos
descritos (Giraud et al, 2006; Fu et al., 2013). A mutacdo em parC foi no
coédon 80 nas trés cepas do estudo, e esta de acordo com o descrito em
outros estudos (Giraud et al., 2006; Al-Marzooq et al., 2014).

No estudo de Al-Marzoor et al., (2014), foi observado um aumento no
valor da CIM de ciprofloxacina correlacionado com o nudmero de
determinantes de resisténcia a fluorquinolonas. As cepas com Unico
determinante de resisténcia a fluorquinolona (um uUnico gene PMQR -
plasmid-mediated quinolone resistance (qnr ou aac(6’)-Ib-cr) ou uma Unica
mutacdo gyrA83) demonstraram CIM para ciprofloxacina menores que 0s
isolados expressando dois determinantes da resisténcia incluindo dois genes
PMQR ou um PMQR mais uma unica mutacdo gyrA83. Resultados
semelhantes também foram observados no estudo de Ruiz e colaboradoes
(2012). Tanto a cepa clinica como as cepas isoladas de rio apresentaram
CIM para ciprofloxacina maior que 32 pg/mL, isto indica que os efeitos dos
diferentes determinantes de resisténcia tem efeito cumulativo na CIM para
ciprofloxacina, uma vez que nas cepas deste estudo foram observados além
de uma resisténcia mediada por plasmideo (aac(6’)-lb-cr) , mutacdes em
dois genes (gyrA e parC) mais o sistema de efluxo (ogqxAB).

O gene de resisténcia a fosfomicina observado nas trés cepas do estudo,
foi classificado como fosAXP semelhante ao fosA6.

O fosA esta frequentemente presente no cromossomo de muitos Gram-
negativos, incluindo Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e Serratia
marcescens, e confere resisténcia intrinsica a fosfomicina (Ito et al., 2017).

No estudo de Ito e colaboradores (2017), foram analisados 1631 genomas
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de K. pneumoniae e fosA foi identificado em 99,7% dos genomas
analisados.

Guo et al., (2016) descreveram fosA6 mediado por plasmideo em um
isolado de E. coli produtor de CTX-M-2 em amostras de urina de um hospital
dos EUA. De acordo com uma pesquisa no BLASTN, este gene é
amplamente distribuido em cromossomos de K. pneumoniae. Dados de
analises de sequéncias adjacentes indicam que o gene pode ser mobilizado
a partir de cromossomos de K. pneumoniae para plasmideos de E. coli
através de elementos moveis 1S10 (Yang et al., 2017).

A nomenclatura para FosA tem baixa consisténcia, provavelmente devido
a diversidade da familia de enzimas, e também em parte devido a
ambiguidade em relacdo a origem e localizacdo de fosA, por exemplo,
intrinseca versus adquirida e cromossémica versus mediada por plasmideo.
Tanto do ponto de vista clinico quanto do “One Health”, as enzimas FosA
preocupam, pois podem ser adquiridas por espécies que ndo possuem 0O
gene fosA intrinseco (Ito et al.,2017).

A partir destas informacoes, Ito e colaboradores (2017) propuseram uma
nova nomenclatura na qual os genes fosA adquiridos continuem seguindo a
numeracao sequencial, até o momento foram descritos 7 (fosAl até fosA7) e
o fosA intrinseco venha acompanhado das inicias do micro-organismo
correspondente, por exemplo, fosAK® em K. pneumoniae e fosASM em S.
marcescens.

A cepa KP148,TIET-4900 foi a Unica cepa do estudo que apresentou
resisténcia a polimixina B, esta resisténcia é devido a um evento de insercéo
que truncou 0 mgrB. A insercdo de um elemento movel truncando o mgrB ja
foi relatada em diversos estudos (Cannatelli et al., 2013; Cheng et al., 2015;
Giani et al., 2015; Poirel et al., 2015; Mavroidi et al., 2016). A ISEcll,
elemento movel que truncou o mgrB na cepa deste estudo, pertence a
familia 1S3 e foi descrita em plasmideo de Enterobacter cloacae (nimero de
acesso AF342826).

Estudos relacionaram essa insercdo no gene mgrB com a IS5-like
(Cannatelli et al., 2013; Cheng et al., 2015; Poirel et al., 2015; Mavroidi et al.,
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2016), IS10R (Cheng et al., 2015), ISKpn13 (Poirel et al., 2015), ISKpn14
(Poirel et al., 2015; Mavroidi ert al., 2016) e ISKpn26 (Giani et al., 2015). A
ISEcI1 foi associada com o contexto genético do gene mcr-8, em uma cepa
de K. pneumoniae da China (Wang et al, 2018), mas até 0 momento nao foi
associada a insercdo no mgrB.

As cepas deste estudo apresentaram o tipo capsular KL36, nao
pertencendo aos grupos considerados virulentos (K1, K2, K4 e K5)
(Podschun e Ullimann, 1998). A cepa clinica Kp314/11 apresentou 0 operon
mrkABCDFHIJ, responsavel pela sintese de fimbria tipo 3 (Li et al., 2014),
enquanto que as cepas isoladas do rio apresentaram mutacdo no gene
mrkD, que liga a subunidade fimbrial as moléculas de colageno (Li et al.,
2014). Ja foram descritas muta¢Bes no gene mrkD (Sebghati e Clegg, 1999;
Stahlhut et al., 2013). No entanto, sdo necessarios estudos mais profundos
para verificar se a mutacdo observada nas cepas deste estudo afeta a
funcdo e impedem a formacéao da fimbria.

N&o podemos afirmar que as cepas do estudo sdo pouco virulentas
devido aos poucos genes relacionados a viruléncia, pois elas apresentam
muitas proteinas hipotéticas que podem ter sua funcéo relacionadas a
viruléncia.

As trés cepas do estudo apresentaram genes de resisténcia a metais e
metais pesados, tais como, resisténcia a cobre (pco), prata (sil), arsénico
(ars), cadmio (cad), magnésio, cobalto, zindo e manganés (nik e rcn) e
telurito (teh). Muitas bactérias possuem mecanismos genéticos especificos
de resisténcia a metais toxicos. No meio ambiente, metais podem selecionar
essas Vvariantes resistentes de maneira similar a selecdo de cepas
resistentes a antimicrobianos. De fato, é relativamente comum a associa¢cao
de resisténcia a metais e antimicrobianos jA que ambos os genes de
resisténcia estdo frequentemente localizados em elementos genéticos
moveis (Foster, 1983; Mcintosh et al., 2008). Consequentemente, pode-se
inferir que a presséo seletiva exercida pelos metais pesados possa contribuir

para a co-selecdo indireta da resisténcia aos antimicrobianos,
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particularmente em ambientes contaminados com os dois elementos (Lima
De Silva et al, 2012).

Além de genes de resisténcia a metais e metais pesados, as cepas do
estudo também apresentaram genes de resisténcia a desinfetantes,
antissépticos e compostos de amonio quaternario. Os genes mdtABC ou
yegMNO, no estudo de Nichino e Yamaguchi (2001), elevaram as CIM dos
antimicrobianos acido nalidixico, norfloxacina, novobiocina e fosfomicina e
também dos compostos benzaconio (utilizado como antisséptico e
bactericida), SDS (Dodecil sulfato de s6dio — que possibilita a lise do DNA) e
desoxicolato (bactericida).

Outro importante grupo de genes observados nas cepas deste estudo foi
o gac (A, E e AE1). Ja foi demonstrado anteriormente que a expressao de
sistemas de efluxo € um dos principais mecanismos de resisténcia aos
biocidas (Paulsen et al., 1993; Poole, 2005). K. pneumoniae, assim como
outras bactérias Gram-negativas, pode possuir genes que Sao responsaveis
por esse tipo de resisténcia, como gackE e gacEA1 (Paulsen et al., 1993;
Kazama et al., 1998; Kucken et al., 2000). Os sistemas de efluxo de biocidas
em Gram-negativas sao geralmente codificados pelo cromossomo, com
excecdo dos genes qack, gacEA1, que sao associados a elementos moveis.
Essa talvez seja uma possivel explicacdo para a ampla distribuicdo entre as
bactérias Gram-negativas dos genes gacE, especialmente gacEA1, que esta
relacionado a extremidade 3’ de integrons de classe 1 (Poole, 2005).

As trés cepas do estudo foram semelhantes em relacdo as caracteristicas
analisadas, como o resistoma, viruloma e tipos de plasmideos. Este fato
gera uma preocupacao, pois o0 mesmo tipo de cepa presente nos isolados
clinicos de hospitais, também estéo presentes no meio ambiente.

Este estudo utilizou-se de técnicas de sequenciamento de genoma
completo para comparar cepas multirresistentes isoladas de diferentes
fontes, meio ambiente e ambiente hospitalar, e mostrou a semelhanca
existente entre elas. Essas semelhancas sobressaltam um problema maior
do que o previsto para 0 contexto hospitalar, onde a multirresisténcia é

considerada um sério problema de saude humana. O hospital ndo esta
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isolado do meio ambiente e o efluente gerado acaba por ser despejado na
rede de esgoto que chega entdo até os rios sem tratamento prévio, ou
guando tratado ndo prevé a eliminacdo de bactérias multirresistentes ou
residuos de antimicrobianos. Este estudo nos deu evidéncias de que esse
este cenario € real e pode ser utilizado para informar as autoridades
competentes que criem uma nova legislacdo que prevé esse tipo de
tratamento para o efluente hospitalar, diminuindo a contaminacéo dos rios e

do meio ambiente no sentido geral.
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6 CONCLUSOES

- As trés cepas do estudo apresentaram resistoma similar, diferenciando-se
apenas pela presenca de genes relacionados a resisténcia aos

aminoglicosideos, tetraciclina e polimixina B.

- Foi identificado apenas o operon mrk relacionado a viruléncia

- Foram identificados os genes de resisténcia a metais e metais pesados,
resisténcia a cobre (pco), prata (sil), arsénico (ars), cadmio (cad), magnésio,
cobalto, zindo e manganés (nik e rcn) e telurito (teh) e os genes de

resisténcia a amonios quaternarios gacAEAE1 e mdtABC.

- Os grupos de incompatibilidade dos plasmideos das trés cepas do estudo

foram iguais, sendo eles, IncN, IncFIB e IncFlII.

- O plasmideo carreador do gene blakpc-2 pertence ao IncN e esté inserido
em um transposon Tn4401 isoforma b. Foi observada estabilidade deste

plasmideo por aproximadamente 100 geragdes.

- O ambiente genético do blacTtx-w-15 mostrou uma associagdo com ISEcpl
inativa e 1S26 (transposon composto completo)

- Nao foram observadas diferencas significantes no genoma da cepa clinica

em relacdo as cepas isoladas do rio que indiguem uma maior adaptacéo ao

seu ambiente, hospitalar ou meio ambiente.
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ANEXOS

Anexo 1 — Aprovacdo do Comité de Etica de Pesquisa

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Etica em Pesquisa - CEPIAL
Av. Dr. Arnaldo, 355 — Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859 e-mail: cepial®ial.sp.gov.br

S#o Paulo, 17 de fevereiro de 2012.

Protocolo: 008/2012
Registro CEPIAL n° 045/2011 de 05/12/11
1° Parecer — Protocolo n® 094/2011 de 20/12/11 .

Projeto de Pesquisa: ‘“Caracterizagéo de genes de resisténcia em K. pneumoniae
produtoras de KPC isoladas de diversos hospitais do Estado de S#@o Paulo”.

Pesquisador Respdnséveli Doroti de Oliveira Garcia
Instituig@o: Instituto Adolfo Lutz - IAL

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL analisou ¢
deliberou em reunifio de 16 de fevereiro de 2012, de-acordo com a Resolugsio CNS n° 196

de 10 de outubro de 1996 e resolugdes complementares, o projeto na categoria
APROVADO.

Em conformidade com o item IX. 2 da Resolugsio- CNS n° 196/1996 - cabe ao
pesquisador: a)desenvolver o projeto conforme ' delineado; b)elaborar e apresentar os
relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento;
d)manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e)encaminhar os

_resultados para publicagfio, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao
pessoal técnico participante do projeto; Djustificar, perante o CEP, interrupg¢fo do projeto
ou a ndo publicagfio dos resultados.

‘Os relatérios parciais dever#io ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir do

" ,inicio da pesquisa.

2 .

Trata-se de estudo com cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC isoladas,
depositadas e catalogadas no Nicleo de Colecdo de Microrganismos do Centro de
Procedimentos Interdisciplinares do Instituto Adolfo Lutz, com declaragdo expressa do
responsdvel técnico pelo repositério, e ndo envolve dados secunddrios e/ou material bioldgico
de humanos, dos quais foram obtidas.

= . Hé declaracdo expressa da pesquisadora responsdvel, Doroti de Oliveira Garcia, no que

- “se refere ao cumprimento das Normas de Biosseguranca Internacionais da IATA para. o

transporte das cepas, a partir do IAL ao Laboratério na Faculdade de Medicina da

Universidade de Pittsburgh, PA, EUA, sob responsabilidade do Professor Assistente Yohei
Doi, o qual declarou colaborar nas etapas propostas no projeto.

Hé declaracdo expressa do diretor geral do IAL, Dr. Alberto José da Silva Duarte, de
ciéncia e concorddncia com o projeto.
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Etica'em Pesquisa - CEPIAL
Av. Dr. Arnaldo, 355 — Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859 e-mail: cepial@ial.sp.gov.br

A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, em projeto similar, declarou ndo
ser concernente a apreciagdo ética & luz da Resolugdo CNS 196/1996.

A aplicagdo da Resolugdo CNS 196/1996 e resolucdes complementares no estudo com
cepas de microrganismos, isoladas de material biolégico humano, depositadas e catalogadas em
repositério institucional, para as quais ndo hé qualquer relagdo direta ou indireta com seres
humanos, é uma questdo a se compreender perfeitamente.

O CEPIAL deverd reunir-se com a CONEP para enunciar decisivamente o procedimento
de andlise de projetos de pesquisa com cepas de microrganismos isoladas, depositadas e
catalogadas. :

O CEPIAL aprova o projeto de pesquisa e ndo encaminhard para a CONEP nesse caso
especifico.

M/{JQ‘;A ALl r

Luz Marina Trgjillo ' ;

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL

12 via - Coordenador

2® via - Diretor Geral do TAL
3% via - CEPIAL

LMT/dvmp

163



Anexo 2 — Tampdes, solugdes e meios utilizados
- Para PFGE:

Tris 1 M, pH 8,0

e Tris base 121,19

e H20 dest 800 mL

e HCI 42 mL

e H20 ultrapurag.s.p 1000 mL
Autoclavar

EDTA 0,5M, pH 8,0

e EDTA 93,069
e H20 dest. 300 mL
e Ajustar pH +10 g de NaOH
e H20 ultrapura g.s.p. 500 mL
Autoclavar

Tampéao TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0)
e Trisl1MpHS8,0 10 mL
e EDTAO0,5MpHB3,0 2 mL

e H20 ultrapura estéril g.s.p. 1000 mL

Tampéo de Suspenséo Celular - Cell Suspension Buffer — CSB (100 mM
Tris, 100 mM EDTA, pH 8,0)

e Tris1Mph8,0 10 mL

e EDTAO0,5MpH 8,0 20 mL

e H20 ultrapura estéril g.s.p. 100 mL

Tampéo de lise celular — Cell Lysis Buffer — CLB (50 mM Tris, 50 mM EDTA,
pH 8.0, 10% sarcosil)

e Tris1MpHS8.0 25 mL

e EDTAO0,5MpHS8,0 50 mL
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e Sarcosil 10% 50 mL
e H20 ultrapura estéril g.s.p. 500 mL

Agarose para plug

e 1,29 pulsed field certified agarose - ultra pure DNA grade agarose
(Bio-Rad — cat 162-0137)
e 100mL TE

Agarose para eletroforese

e 1,0g agarose (SeaKem® Gold)
e 100mL H20 ultra pura

Tampao Tris Borato (TBE)

a) TBE5x[]

Acido bérico 2759

Tris base 54,09

EDTA 0,5M pH 8,0 20 mL

H20 ultrapura estéril g.s.p. 1000 mL

b) TBE10x[]

Acido bérico 55

Tris base 108,0 g

EDTA 0,5M pH 8,0 40 mL

H20 ultrapura estéril g.s.p. 1000 mL

Proteinase K

Solucéo estoque 20 mg/mL

Pesar 0,06 g de Proteinase K para 3 mL de agua Ultrapura estéril. Estocar
no freezer — 20° C da seguinte maneira: 5 microtubos com aliquota de 100
pL e o restante em aliquotas de 400 pL. Descongelar e usar somente o

necessario.
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Lisozima
Pesar 0,04 g de Lisozima para 1mL de 4gua Ultrapura estéril. Estocar no

freezer — 20° C em microtubo com aliquota de 100 pL.
- Para S1 Nuclease-PFGE
ES Buffer 1%

100mL de EDTA 0,5M

10g sarcosil

Estocar no freezer — 20° C

- Para transformacdao por eletroporacéo

SOoC

0,5% de extrato de levedura
2% de triptona

10 mM de NacCl

2,5 mM de KCI

10 mM de MgClI2

10 mM de MgSO4

20 mM de glicose (adicionada apos autoclavagem da solucao)
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Anexo 3 — Andlise da possivel fungdo das proteinas hipotéticas anotadas

nos 3 plasmideos carreadores do blakpc-2.

Proteinas hipotéticas identificadas no plasmideo pKP148, PINH-4900 e sua

possivel funcéo.

Plasmideo Protéina Inicio (pb)  Final (pb)  Tamanho (pb) Orientagdo Fung¢do
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 705 920 216 reverse Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 4414 4638 225 reverse Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 7118 7477 360 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética ~ 8039 8371 333 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 8706 8963 258 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 9177 9617 441 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 10025 10180 156 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 10206 10364 159 reverse Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 10371 10715 345 reverse Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 18918 19319 402 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900  Proteina Hipotética 19309 19665 357 forward unrs::;:?n;e('j?ioi'g‘:::i
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 19920 20234 315 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 41710 42054 345 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 42401 42712 312 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 44480 44686 207 forward Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 48703 49638 936 reverse Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 51712 51888 177 reverse Indeterminada
KPC_KP148, PINH-4900 Proteina Hipotética 52138 52272 135 forward Indeterminada
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possivel funcéo.

Proteinas hipotéticas identificadas no plasmideo pKP196, TIET-4200 e sua

Plasmideo Protéina Inicio (pb)  Final (pb) Tamanho (pb) Orientagao Fungdo
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 5931 6050 120 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 7001 7360 360 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 7922 8254 333 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 8589 8846 258 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 8826 8939 114 reverse Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 10168 10281 114 reverse Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 10402 10842 441 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 11250 11405 156 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 11431 11589 159 reverse Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 11596 11940 345 reverse Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 21200 21601 402 forward Indeterminada

p . laci .
KPC_KP196, TIET-4200  Proteina Hipotética 21591 21947 357 forward roteinarelacionadaa
quercetina dioxigenase
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 22202 22516 315 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 43992 44336 345 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 44683 44994 312 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 46762 46968 207 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200  Proteina Hipotética 50271 50480 210 forward Recombinagso e
ligagdo de DNA
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 50515 50820 306 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 50817 51011 195 forward Indeterminada
R binacs
KPC_KP196, TIET-4200  Proteina Hipotética 51017 51448 432 forward ecombinacdo e
ligagdo de DNA
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 51445 51597 153 forward Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 51594 52499 906 reverse Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 54603 54779 177 reverse Indeterminada
KPC_KP196, TIET-4200 Proteina Hipotética 55065 55874 810 reverse Indeterminada
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Proteinas hipotéticas identificadas no plasmideo pKP314/11a sua possivel

funcéo.
Plasmideo Protéina Inicio (pb)  Final (pb)  Tamanho (pb) Orientagdo Fungdo
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 705 920 216 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 981 1196 216 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 5931 6050 120 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 7001 7360 360 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 7922 8254 333 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 8589 8846 258 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 8826 8939 114 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 8923 9138 216 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 9409 9540 132 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 10168 10281 114 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 11253 11408 156 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 11434 11592 159 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 11599 11943 345 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 13693 13902 210 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 20146 20547 402 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 20537 20893 357 forward | Proteiné relz?ci(?nada
a quercetina dioxigenase

KPC_Kp314 Proteina Hipotética 21148 21462 315 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 42938 43282 345 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 43629 43940 312 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 45708 45914 207 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 49780 49935 156 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 49932 50837 906 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 52941 53117 177 reverse Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 53382 53501 120 forward Indeterminada
KPC_Kp314 Proteina Hipotética 53507 54565 1,059 reverse Indeterminada
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Anexo 4 — Protocolo de Hibridagao por sonda marcada

Foi realizada a técnica de hibridacdo com dois kits, sendo um deles
Biotin DecalLabel DNA Labeling (Thermo Scientific) e outro kit DIG DNA
Labeling and Detection (Roche, Alemanha). As etapas de PCR e purificacao
do produto de PCR, S1-Nuclease PFGE, transferéncia, hibridagéo e lavagem
foi igual para ambos os kits, sendo somente a preparacdo da sonda e a

deteccao diferentes.

PCR e purificagdo do produto de PCR

1. Realizou-se 10 reacbes (volume final = 50 pL) de PCR utilizando os
primers para detecgéo de blacrx-m-15 (Muzaheed et al, 2008).

2. Juntou-se os volumes de todas as 10 reagdes e adicionou-se 50 pL (0,1
volume) de acetato de sddio 3M e 1,1 mL (2 volumes) de etanol 100% frio.

3. Misturou-se por inversao e manteve-se a — 20°C por 18-24 h

4. Centrifugou-se a 12.000 rpm por 30 minutos a 4°C.

5. Desprezou-se o sobrenadante e lavou-se o sedimento com 1000uL etanol
70% resfriado previamente. Centrifugou-se novamente como descrito acima
6. Deixou-se 0 sedimento secar a temperatura ambiente.

7. Ressuspender em 500 pL de tampado TE. Estocou-se a — 20 °C até o

momento do uso

Preparo da sonda

Kit Thermo Scientific

1. Adicionou-se os seguintes componentes em um eppendorf de 1,5 mL: 10
uL do DNA molde, 10 uL Decanucleotideo em 5x Reaction Buffer e 24 uL de

agua, nuclease-free. Agitou-se em voértex e centrifugou-se em

microcentrifuga (Spin) por 3-5 segundos.
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. Incubou-se o tubo em banho-maria fervente por 5-10 minutos e esfriou-se
no gelo. Centrifugou-se (Spin) rapidamente.

. Adicionou-se 0s seguintes componentes no mesmo tubo: 5 uL de Biotin
Labeling Mix e 1 pL Klenow fragment, exo- (5u).

. Agitou-se o tubo e centrifugou-se em microcentrifuga (Spin) por 3-5
segundos. Incubou-se por 20 hora a 37°C.

. Parou-se a reacéo pela adicdo de 1uL de EDTA 0,5 M, pH 8,0.

O DNA marcado é usado diretamente para a hibridacdo ou estocado a -20°C

até o momento do uso.

Kit Roche

. Adicionou-se 15 pL de DNA molde em um eppendorf e colocou-se em
banho maria fervente por 10 min, esfriou-se em banho de gelo e
adicionou-se 0s seguintes componentes 2 pJyL da mistura de
hexanucleotideos (vial 5), 2 uL de dNTP (vial 6) e 1 pL da enzima Klenow
(vial 7).

. Centrifugou-se em microcentrifuga (Spin) por 3-5 segundos e colocou-se

em banho maria a 37 °C por 18 h.

3. Parou-se a reacéo pela adicdo de 2 pL de EDTA 0,2 M.

. Adicionou-se 2,5 pL de cloreto de lito 4 M e 70 pL de etanol frio.
Misturou-se por inverséo e deixou-se a -20 °C overnight.

. Cetrifugou-se a 12.000 rpm por 15 min e lavou-se o sedimento com 100
uL de etanol frio. Repetiu-se a centrifugacdo conforme descrito
anteriormente.

. Desprezou-se 0 sobrenadante e deixou-se secar completamente a
temperatura ambiente. Adicionou-se 50 pL de tampéo TE+SDS 0,1% e

estocou-se a -20 °C até o momento do uso.
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Transferéncia para membrana de nylon

1. Cortou-se a membrana de acordo com o molde e tratou-se com agua

destilada, aproximadamente 5 minutos.

2. Umedeceu-se a membrana com solugéao 20X SSC.

3. Umedeceu-se com 4gua a tela de suporte do equipamento VACU-Gene.

4. Colocou-se no equipamento: a tela de suporte umidificada, a membrana e

a mascara plastica e fechou-se o equipamento.

5. Colocou-se o gel sobre a membrana.

6. Ligou-se a bomba a vacuo e ajustou-se a pressao para 50 mbar

7. Cobriu-se o gel com 250 mL de solucéao HCI 0,25 M e deixou-se por 15

minutos.

8. Removeu-se essa solucéo e cobriu-se o gel com 300 mL de solugao

desnaturacao por 15 minutos.

9. Removeu-se essa solucédo e cobriu-se o gel com 300 mL de solucdo

neutralizadora por 15 minutos.

10. Removeu-se a solugéo e cobriu-se o gel com solugao 20X SSC. Iniciou-
se a transferéncia (60 minutos).

11. Desligou-se a bomba a vacuo

12. Corou-se o gel com brometo de etideo por 20 minutos e descorou-se por
20 minutos.

13. Visualizou-se, no fotodocumentador de géis, se as bandas foram
efetivamente transferidas para a membrana (ndo deve aparecer bandas,
ou aparecer bem fracas).

14. Fixou-se o DNA a membrana utilizando o equipamento “Stratalinker” —
1.200 pJ.

15. Enrolou-se a membrana, deixando o DNA voltado para cima e colocar na

garrafa de hibridac&o. Estocou-se na geladeira até 0 momento do uso.
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Hibridagcéo

Tampao de hibridacéo (para uma membrana)

10 mL de formamidda

5 mL de 20X SSC

4 mL de solucéo bloqueadora 10% (Blocking solution do kit de deteccéo)
0,2 mL de N-laurilsarcosina 10%

0,04 mL de SDS 10%

0,76 mL de H20O destilada

Pré-hibridacéo

1. Umedeceu-se a membrana com 20 mL de tampéo 2 X SSC.
2. Colocou-se 10 mL de tampao de hibridacdo no fundo do tubo contendo a

membrana e incubar no forno de hibridacdo a 42 °C por 2 h.

Hibridacéo

3. Desnaturou-se 50 pL de sonda marcada (colocou-se em agua fervente
por 10 minutos e esfriou-se em banho de gelo).

4. Adicionou-se a sonda desnaturada em 10 mL do tampdao de hibridacéo.
5. Substituiu-se a solugéo de pré-hibridacao pela solucdo contendo a sonda
desnaturada.

6. Deixou-se no forno de hibridagéo por 18-20 h a 42 °C.

LAVAGEM

1. Lavou-se a membrana 2 vezes com 50mL 2X SSC, SDS 0,1%. Realizou-
se cada lavagem por 5 minutos em temperatura ambiente.

2. Lavou-se a membrana 2 vezes com SSC 0,5X, SDS 0,1%. Realizou-se

cada lavagem por 15 minutos a 68°C.
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3. Removeu-se o0 excesso de liquido da membrana colocando-a brevemente

em papel de filtro.

Deteccéo

Kit Thermo Scientific

1. Lavou-se a membrana em 30 mL de Blocking/washing buffer por 5
minutos em temperatura ambiente em plataforma de agitacdo, com
moderada agitacao.

2. Blogueou-se a membrana em 30 mL de Blocking Solution por 30 minutos
em temperatura ambiente com moderada agitacao.

3. Preparou-se 20 mL de Streptavidina conjugada com fosfatase alcalina
diluida.

4. Incubou-se a membrana em 20 mL de estreptavidina conjugada com
fosfatase alcalina por 30 minutos em temperatura ambiente com moderada
agitacao.

5. Lavou-se a membrana em temperatura ambiente com moderada agitacao
com 60 mL de Blocking/washing buffer por 15 minutos. Descartou-se a
solucéo e repetiu-se a lavagem mais uma vez com Blocking/washing buffer.
7. Colocou-se com 20 mL de Detection buffer por 10 minutos e descartou-se
a solucgao.

8. Colocou-se 10 mL de Substrate Solution recém-preparada, em
temperatura ambiente no escuro e deixou-se overnight.

9. Para parar a reacao lavou-se a membrana com agua Milli-Q

Kit Roche

1. Preparou-se 100 mL do tampéo2 e reservou-se 10 mL. Incubou-se a
membrana em 90 mL do tampéao 2 por 30 min a 25 °C.

2. Desprezou-se a solucéo e incubou-se a membrana por 30 min em 10 mL

do tampéo 2 acrescido de 2 uL do conjugado anti-DIG-AP
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3. Desprezou-se essa solucdo e lavou-se 2 vezes a membrana com 50 mL
de tampé&o de lavagem por 15 min

4. Retirou-se a membrana do tubo e colocou-se em recipiente de vidro limpo

5. Equilibrou-se a membrana com 20 mL de tampéao 3 + MgCl2 por 4-5 min

6. Adicionou-se a solucao reveladora preparada anteriormente e manteve-se
a membrana em local escuro. Checou-se a cada 30-60 min.

7. Interrompeu-se a reacao lavando-se a membrana com TE pH 8,0

Solugdes e tampdes utilizados

Transferéncia

Solugéo de NaCl1,5M 87,66 g
desnaturacao
NaOH 0,5 M 20,00 g
H20 ultrapura estéril 1.000 mL

Autoclavar a 121°/15 minutos

Solucéo de NaCl1,5M 87,66 g
neutralizacéo _
Tris-base 1 M 1211 g
H20 ultrapura estéril 1.000 mL

Ajustar pH para 8,0 com aprox. 32 mL de HCI fumegante. Autoclavar a
121°C/15 minutos. Estavel por 6 meses em temperatura ambiente.

20 X SSC NaCl 3 M 175,329
Na3 citrate 2H.O 0,3 M 88,2 g
H20 ultrapura estéril 1.000 mL

Ajustar o pH para 7,0 com acido citrico (1 gota). Autoclavar a 121°/15 min.

HCI 0,25 M HCI 21,55 mL
H20 ultrapura estéril 1.000 mL

Obs: colocar primeiro a agua
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Tampao 1 NaCl 150 mM 8,76 g
Acido Maléico 100mM 11,6 g
H20 Milli Q 1000 mL

Ajustar o pH para 7,5 com lentilhas de NaOH. Autoclavar a 121°/15
minutos.

Solugéo bloqueadora Tampéo 1 200 mL
Bloqueador (kit) 20 g

Estavel por 6 meses a -20 °C e 2 semanas a 4 °C

Tampéo 2 Tampéo 1 90 mL
Solucéo Bloqueadora 10 mL

Estavel por 6 meses a -20 °C e 2 semanas a 4 °C

Tampéao 3 NaCl 100 mM 584¢g
Tris-Base 100 mM 12,12 g
H20 Milli Q 950 mL

Ajustar o pH para 9,5 com gotas de HCI5 N
Aliquotar 190 mL em 5 frascos. Autoclavar a 121°/15 minutos.

Na hora do uso: adicionar 10 mL de solucao de MgClz 1M. Estavel por 6
meses em temperatura ambiente

Tampéo de lavagem Tampéo 1 1000 mL
Tween 20 3 mL

N&ao autoclavar

Solucéo reveladora Tampéo 3 10 mL

NBT 45 pL

X fosfatase 35 uL
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Anexo 5 — Andlise do clustal Omega comparando as sequéncias do gene

gyrA e parC das cepas do estudo com a K. pneumoniae MGH78578.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

gyrAl4s
gyrAloe
gyrA3l4
gyrAMGH78578

gyrAlds
gyrAlos
gyrA3lsd
gyrAMGH78578

gyrAl4ds
gyrAloe
gyrA3ls
gyrAMGH78578

gyrAl4s
gyrAlo6
gyrA3l4
gyrAMGH78578

gyrAl4s
gyrAlo6
gyra3lsd
gyrAMGH78578

gyrAl4s
gyrAl96
gyrA3lsd
gyrAMGH78578

MSDLAREITPVNIEEELKNSYLDYAMSVIVGRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMNVLGNDIN
MSDLAREITPVNIEEELKNSYLDYAMSVIVGRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMNVLGNDIWN
MSDLAREITPVNIEEELKNSYLDYAMSVIVGRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMNVLGNDIWN
MSDLAREITPVNIEEELKNSYLDYAMSVIVGRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMNVLGNDIN

EXXEFEXEIEEX XXX XXAFEXERIEXIF XXX ERIREX XXX XXX ERXXREREXF RSN

KAYKKSARVVGDVIGKYHPHGPIAVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSIDGDSAAAM
KAYKKSARVVGDVIGKYHPHGPIAVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSIDGDSAAAM
KAYKKSARVVGDVIGKYHPHGPIAVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSIDGDSAAAM
KAYKKSARVVGDVIGKYHPHGPYRVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSIDGDSAAAM

EXXXXXXEXEXXXXEXEXERR EXEXX XX EX XXX XXX XXFXXEIEXX XXX REER

RYTEIRLAKIAHELMADLEKETVDFVDNYDGTERIPDVMPTKIPNLLVNGASGIAVGMAT
RYTEIRLAKIAHELMADLEKETVDFVDNYDGTERIPDVMPTKIPNLLVNGASGIAVGMAT
RYTEIRLAKIAHELMADLEKETVDFVDNYDGTERIPDVMPTKIPNLLVNGASGIAVGMAT
RYTEIRLAKIAHELMADLEKETVDFVDNYDGTERIPDVMPTKIPNLLVNGASGIAVGMAT

EXXXX XX EXEXAXFEXIXXXI XX EIXIA XA XXX XXX XXX FEXEI XXX XX EXEXRRRER

NIPPHNLTEVINGCLAYVDDEDISIEGLMAHIPGPDFPTAATIINGRRGIEEAYRTGRGKV
NIPPHNLTEVINGCLAYVDDEDISIEGLMAHIPGPDFPTAAIINGRRGIEEAYRTGRGKV
NIPPHNLTEVINGCLAYVDDEDISIEGLMAHIPGPDFPTAATINGRRGIEEAYRTGRGKV
NIPPHNLTEVINGCLAYVDDEDISIEGLMAHIPGPDFPTAAIINGRRGIEEAYRTGRGKV

EXEEXEFER XXX LA EREIX XXX XX ELERIELXFEXERXEEE XX ERERXEXFERERT XN

YIRARAEVEVDAKSGRETIIVHEIPYQVNKARLIEKIAELVKEKRVEGISALRDESDKDG
YIRARAEVEVDAKSGRETIIVHEIPYQVNKARLIEKIAELVKEKRVEGISALRDESDKDG
YIRARAEVEVDAKSGRETIIVHEIPYQVNKARLIEKIAELVKEKRVEGISALRDESDKDG
YIRARAEVEVDAKSGRETIIVHEIPYQVNKARLIEKIAELVKEKRVEGISALRDESDKDG

EXEEE XX XX XXX IR ERF XXX XXX XXX ERXEA IR ERI XA RA XX LR RXLERERX RSN

MRIVIEVKRDAVGEVVLNNLYSQTQLQVSFGINMVALHHGQPKIMNLKDIIAAFVRHRRE
MRIVIEVKRDAVGEVVLNNLYSQTQLQVSFGINMVALHHGQPKIMNLKDIIAAFVRHRRE
MRIVIEVKRDAVGEVVLNNLYSQTQLQVSFGINMVALHHGQPKIMNLKDITAAFVRHRRE
MRIVIEVKRDAVGEVVLNNLYSQTQLQVSFGINMVALHHGQPKIMNLKDITAAFVRHRRE

EXEFXX XX EXEXFXXIEXXXF XX XXX XX XXX XX A XX XXX XFEXXEXXXXEXIEXRRRER

177

120
120
120
120

189
130
130
130

300
309
300
300

360
360
360



gyrA148 VVTRRTIFELRKARDRAHILEALAVALANIDPIIELIRRAPTPAEAKTALVAQAKDLGNV 420
gyrA196 VVTRRTIFELRKARDRAHILEALAVALANIDPIIELIRRAPTPAEAKTALVAQAWDLGNY 420
gyrA314 VVTRRTIFELRKARDRAHILEALAVALANIDPIIELIRRAPTPAEAKTALVAQAHDLGNY 420
gyrAMGH78578 VVTRRTIFELRKARDRAHILEALAVALANIDPIIELIRRAPTPAEAKTALVAQAWDLGNY 420
EXXERX XX LR XX XXX EX LR AR LRI R L XX AR EEA XD EXERERA LR XXX ERXNRR RN
gyrA148 AAMLERAGDDAARPEHLEPEFGVRDGKYYLTEQQAQATLDLRLQKLTGLEHEKLLDEYKE 480
gyrA196 AAMLERAGDDAARPEVLEPEFGVRDGKYYLTEQQAQATLDLRLQKLTGLEHEKLLDEYKE 480
gyrA314 AAMLERAGDDAARPEVLEPEFGVRDGKYYLTEQQAQATLDLRLQKLTGLEHEKLLDEYKE 480
gyrAMGH78578 AAMLERAGDDAARPEVILEPEFGVRDGKYYLTEQQAQATLDLRLQKLTGLEHEKLLDEYKE 480
ERXEEE XA LR LA R XXX LI IEA LR ERERRERERIXXR IR RN
gyrA148 LLEQIAEL LHILGSADRLMEVIREELELIRDQFGDERRTEITANSADINIEDLINQEDW 540
gyrA196 LLEQIAELLHILGSADRLMEVIREELELIRDQFGDERRTEITANSADINIEDLINQEDW 540
gyrA314 LLEQIAELLHILGSADRLMEVIREEL ELIRDQFGDERRTEITANSADINIEDLINQEDW 540
gyrAMGH78578 LLEQIAELLHILGSADRLMEVIREELELIRDQFGDERRTEI TANSADINIEDLINQEDW 540
LR 2 e 2 e S e e e e el e e e S e et
gyrA148 VTLSHQGYVKYQPLTDYEAQRRGGKGKSAARIKEEDF IDRLLVANTHDTILCFSSRGRLY 600
gyrA196 VTLSHQGYVKYQPLTDYEAQRRGGKGKSAARTKEEDF IDRLLVANTHOTILCFSSRGRLY 600
gyrA314 VTLSHQGYVKYQPLTDYEAQRRGGKGKSAARIKEEDF IDRLLVANTHDTILCFSSRGRLY 600
gyrAMGH78578 VTLSHQGYVKYQPLTDYEAQRRGGKGKSAARTKEEDF IDRLLVANTHOTILCFSSRGRLY 600
AR R AN RN A AN AR AKX EL A AT LA L ER IR RN
gyrA148 WMKVYQLPEASRGARGRPIVNLLPLEADERI TAILPVREYEEGVNVFMATASGTVKKTAL 660
gyrA196 WMKVYQLPEASRGARGRPIVNLLPLEADERI TAILPVREYEEGVNVFMATASGTVKKTAL 660
gyrA314 WMKVYQLPEASRGARGRPIVNLLPLEADERI TAILPVREYEEGVNVFMATASGTVKKTAL 660
gyrAMGH78578 WMKVYQLPEASRGARGRPIVNLLPLEADERI TAILPVREYEEGVNVFMATASGTVKKTAL 660
EXEEX XX ET A XXX IR XA XL EFERER XXX XXX A AL ERIIRREREXF R RS
gyrA148 TEFSRPRSAGI IAVNLNEGDE L IGVDLTSGQDEVMLF SAAGKVVRFKEDAVRAMGRTATG 720
gyrA196 TEFSRPRSAGITAVNLNEGDELIGVDL TSGQDEVMLFSAAGKVVRFKEDAVRAMGRTATG 720
gyrA314 TEFSRPRSAGITAVNLNEGDELIGVDL TSGQDEVMLFSAAGKVVRFKEDAVRAVGRTATG 720
gyrAlGH78578 TEFSRPRSAGITAVNLNEGDELIGVDL TSGQDEVMLFSAAGKVVRFKEDAVRAMGRTATG 720
L R S et et e Sttt S P e e R 2
gyrA148 VRGIKLAENDSVVSLIIPRGEGAILTVTQNGYGKRTAAAEYPTKSRATQGVISIKVTERN 780
gyrA196 VRGIKLAENDSVVSLIIPRGEGAILTVTQNGYGKRTARAEYPTKSRATQGVISIKVTERN 780
gyrA314 VRGIKLAENDSVVSLIIPRGEGAILTVTQNGYGKRTAAAEYPTKSRATQGVISIKVTERN 780
gyrAMGH78578 VRGIKLAENDSVVSLIIPRGEGAILTVTQNGYGKRTARAEYPTKSRATQGVISIKVTERN 780
EXEERE XA E X IR ER LRI AR LRI AR XA AR XA RN RR
gyrA148 GSVWGAVQVDDCDQIMMI TDAGTLVRTRVSEVSIVGRNTQGVILIRTAEDENVVGLQRVA 840
gyrA196 GSVVGAVQVDOCDQIMMITDAGTLVRTRVSEVSIVGRNTQGVILIRTAEDENVVGLQRVA 840
gyrA314 GSVVGAVQVDDCDQIMMITDAGTLVRTRVSEVSIVGRNTQGVILIRTAEDENVVGLQRVA 840
gyrANGH78578 GSVVGAVQVDDCDQIMMITDAGTLVRTRVSEVSIVGRNTQGVILIRTAEDENVVGLQRVA 849
EXEEX XX EREEX XXX ERILELEAEXFEFIEXERILXA XXX ERERXXL XXX EXE R RS
gyrA148 EPVDDEELDAIDGSAAEGDDDIAPEADTODDIAEDEE 877
gyrA196 EPVDDEELDAIDGSAAEGDDDIAPEADTDDDIAEDEE 877
gyrA314 EPVDDEELDAIDGSAAEGDDDIAPEADTODDIAEDEE 877
gyrAMGH78578 EPVDDEELDAIDGSAAEGDDDIAPEADTDDDIAEDEE 877

EXEXXEXEX XXX XXEXXXAXXXXEXXEXEREXRRERR

Andlise do clustal Omega comparando as sequéncias do gene gyrA das
cepas do estudo com a K. pneumoniae MGH78578. Em destaque a

mutagao 83(Tyr—lle).
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CLUSTAL 0{1.2.4) multiple sequence alignment

ParC_MGH78573
Par{_148
Par{_196
Par{_314

ParC_MGH78573
ParC_148
ParC_196
ParC_314

Par{_MGH78578
Par{_148
ParC_19&6
Par{_314

ParC_MGHT78578
ParC_1l48
ParC_196
ParC_314

Par{_MGH78578
Par{_148
ParC_19&6
Par{_314

ParC_MGHT78578
ParC_1l48
ParC_196
Parl_314

MSDMAERLALHEFTEMAYLNYSMYVIMDRALPFIGDGLEPVORRIVY AMSELGLNASAKF
MSDMAERLALHEFTENAY LNYSMYVIMDRALPFIGDGLEKPVORRIVY AMSELGLNASAKF
MSDMAERLALHEFTENAY LNYSMYVIMDRALPFIGDGLEKPVQRRIVY AMSELGLMNASAKF
MSDMAERLALHEFTENAY LNYSMYVIMDRALPFIGDGLEPVQRRIVY AMSELGLNASAKF

R L e e

KKSARTVGDVLGKYHPHEDS
KESARTVGDVLGKYHPHGEDT
KESARTWGDVLGKYHPHEDT
KESARTWGDVLGKYHPHEDT

o s oo e o o ofe o o R o o ok e R

CYEAMVLMAQPFSYRYPLVDGQGNWGAPDDPES FAAMRY
CYEAMVLMAQPFSYRYPLVDGQGNWGAPDDPES FAAMRY
CYEAMVLMAQPF SYRYP LVDGQGNWGAPDDPKS FAAMRY
CYEAMVLMAQPF SYRYP LVDGQGNWGAPDDPKS FAAMRY

FRmEEERRRkREREERR R R Rk R R Rk R R s Rk RR

TESRLSKYAELLLSELGQGTVDWVPNFDGT LQEPKMLPARLPNILLNGTTGIAVGMATDI
TESRLESKYAELLLSELGQGTYVDWVPNFDGT LQEPKMLPARLPNILLNGTTGIAVGMATDI
TESRLESKYAELLLSELGQGTVIMWVPNFDGT LQEPKMLPARLPNILLNGTTGLAVGMATDI
TESRLSKYAELLLSELGQGTVIMWVPNFDGT LQEPKMLPARLPNILLNGTTGIAVGMATDI

R L e e

PPHMNLREVAKAATITLIEQPETTLDELLDIVQGPDFPTEAELIITSRAEIRKIVQNGRGSVR
PPHMNLREVAKAATTLIEQPETTLDELLDIVQGPDFPTEAEIITSRAEIRKIVQNGRGSVR
PPHMNLREVAKAATTLIEQPETTLDELLDIVQGPDFPTEAEIITSRAEIRKIVQNGRGSVR
PPHMNLREVAKAATTLIEQPETTLDELLDIVQGPDFPTEAEIITSRAEIRKIVQNGRGSVR

e e b e e e e e e b b

MRAVIWS KEDGAVVISALPHOVSGAKVLEQIAAQMRNKKLPMVDDLRDESDHENPTRLVIV
MRAVWS KEDGAVVISALPHOVSGAKVLEQIAAQMRNEKLPMVDDLRDESDHENPTRLVIV
MRAVWS KEDGAVVISALPHOVSGAKVLEQIAAQMRNEKLPMVDDLRDESDHENPTRLVIV
MRAVWS KEDGAVYISALPHOVSGAKYLEQIAAQMRNEKLPMVDDLRDESDHENPTRLVIV

B kb kbbb ko kb e e e e

PRSMRVDMEQVMMHLFATTOLEKSYRINLNMIGLDGRPAVKNLLEILSEWLVFRROTVRR
PRSMRVDMEQVMMHLFATTDOLEKSYRINLNMIGLDGRPAVKNLLEILSEWLVFRROTVRR
PRSMRVDMEQVMMHLFATTDOLEKSYRINLNMIGLDGRPAVKNLLEILSEWLVFRROTVRR
PRSMRVDMEQVMMHLFATTDOLEKSYRINLNMIGLDGRPAVKNLLEILSEWLVFRROTVRR

e e b e e e e e e b b
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Be
BE
e
e

128
128
128
128

18&
18&
18&
18&

24
24
24
24

3ee
3ee
3ee
Jee

3p@
3o
3o
3o



Par{_MGH73578
Par{_148
ParC_1%6
ParC_314

Par{_MGH7E8578
Par{_148
FarC_l96
ParC_314

ParC_MGH7E578
ParC_148
FarC_l96
ParC_314

ParC_MGH7E578
ParC_148
FarC_l96
ParC_314

ParC_MGH7E578
ParC_148
FarC_196
ParC_314

ParC_MGH7E578
ParC_148
FarC_196
ParC_314

Par{_MGOHT7E578
ParC_148
Par{_196
ParC_314

Andlise do clustal Omega comparando as sequéncias do gene parC das

RLMHRLEKVLKRLHILEGLLVAFLNIDEVIEIIRTEDEPKPALMSRFGISETQAEAILEL
RLMHRLEKVLKRLHILEGLLVAFLNIDEVIEIIRTEDEPKPALMSRFGISETQAEAILEL
RLMHRLEKVLKRLHILEGLLVAFLNIDEVIEIIRTEDEPKPALMSRFGISETQAEAILEL
RLMHRLEKVLKRLHILEGLLVAFLNIDEVIEIIRTEDEPKPALMSRFGISETQAEAILEL

B e

KLRHLAKLEEMKIRGEQSELEKERDQLOAI LASERKMNNLLKKELQADADAFGDDRRSPL
KLRHLAKLEEMKIRGEQSELEKERDQLOAI LASERKMNNLLKKELQADADAFGDDRRSPL
KLRHLAKLEEMKIRGEQSELEKERDQLOQAI LASERKMNNLLKKELQADADAFGDDRRSPL
KLRHLAKLEEMKIRGEQSELEKERDQLOQAI LASERKMNNLLKKELQADADAFGDDRRSPL

B e e e

HEREEAKAMSEHDMLPSEPVT IVLSQMGWVRSAKGHDIDAQGLSYKAGDSWKASAKGK SN
HEREEAKAMSEHDMLPSEPVT IVLSQMGWVRSAKGHDIDAQGLSYKAGDSWKASAKGK SN
HEREEAKAMSEHDMLPSEPVT IVLSQMGWVRSAKGHDIDAQGLSYKAGDSWKASAKGK SN
HEREEAKAMSEHDMLPSEPVT IVLSQMGWVRSAKGHDIDAQGLSYKAGDSWKASAKGK SN

B e e e

QPVVFIDTTGRSYAIDPITLPSARGOGEPLTGKLTLPPGATVEHMLMESDDQKLLMASDA
QPVVFIDTTGRSYAIDPITLPSARGOGEPLTGKLTLPPGATVEHMLMESDDQKLLMASDA
QPVVFIDTTGRSYAIDPITLPSARGOGEPLTGKLTLPPGATVEHMLMESDDQKLLMASDA
QPVVFIDTTGRSYAIDPITLPSARGOGERPLTGKLTLPPGATVEHMLMESDDQKL LMASDA

B e LR e e

GYGFVCTFNDLVARNRAGKALITLPDNAHVMPPLYVIEDESDMLLAITAAGRMLMFPYSDL
GYGFVCTFNDLVARNRAGKALITLPDNAHVMPPLYVIEDESDMLLAITAAGRMLMFPYSDL
GYGFVCTFNDLVARNRAGKALITLPDNAHVMPPLYVIEDESDMLLAITAAGRMLMFPYSDL
GYGFVCTFNDLVARNRAGKALITLPDNAHVMPPLYVIEDESDMLLAITAAGRMLMFPYSDL

B e LR e e

POLSKGKGNKIISTIPAAEARAGODGLAHLFVLPPOSTLTIHVGKREIKLRPEELQKVTGE
POLSKGKGNKIISTIPAAEARAGODGLAHLFVLPPOSTLTIHVGKREIKLRPEELQKVTGE
POLSKGKGNKIISTIPAAEARAGODGLAHLFVLPPOSTLTIHVGKREIKLRPEELQKVTGE
POLSKGKGNKIISTIPAAEARAGODGLAHLFVLPPOSTLTIHVGKREIKLRPEELQKVTGE

B e T s

RGRRGSLMRGLOKIDRVEIDSPRRAAAGDSEE 752
RGRRGSLMRGLOKIDRVEIDSPRRAAAGDSEE 752
RGRRGSLMRGLOKIDRVEIDSPRRAAAGDSEE 752
RGRRGSLMRGLOKIDRVEIDSPRRAAAGDSEE 752

o she o e R o o ok e TR R o o o e o o o ook R ok ok R

cepas do estudo com a K. pneumoniae MGH78578. Em destaque a

mutagao 80(Ser—lle).
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428
428
428
428

458
458
438
438

548
548
548
548

G
G
G
Ge

68
68
68
68

7@
7@
7@
7@



Anexo 6 — Analise do clustal Omega comparando as sequéncias do gene mrkD dos isolados do estudo.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

ATGTCGCTGAGGAAATTACTAACGCTTTTTATCGTCTTAATGGCGCTGGGAACCACCTCG
ATGTCGCTGAGGAAATTACTAACGCTTTTTATCGTCTTAATGGCGCTGGGAACCACCTCG
ATGTCGCTGAGGAAATTACTAACGCTTTTTATCGTCTTAATGGCGCTGGGAACCACCTCG

B e b b

TCCTGGGCCTCCTGTACGCGTCTCTCATCGCCAACGGTGATGCTGGACATGGTGGTGGGC
TCCTGGGCCTCCTGTACGCGTCTCTCATCGCCAACGGTGATGCTGGACATGGTGGTGGGC
TCCTGGGCCTCCTGTACGCGTCTCTCATCGCCAACGGTGATGCTGGACATGGTGGTGGGC

b e T T T

AGGGTGGTGGTGCCCCCGGATCTGCCGGTGGGCTCGGTGATCCTTACCCGCGACTGGACG
AGGGTGGTGGTGCCCCCGGATCTGCCGGTGGGCTCGGTGATCCTTACCCGCGACTGGACG
AGGGTGGTGGTGCCCCCGGATCTGCCGGTGGGCTCGGTGATCCTTACCCGCGACTGGACG

e et

ATGAGCGCTCCCGGCGGGGCAAGCTATCGCTGTACTTCCGGCACCAACCGCTTTGCGGCG
ATGAGCGCTCCCGGCGGGGCAAGCTATCGCTGTACTTCCGGCACCAACCGCTTTGCGGCG
ATGAGCGCTCCCGGCGGGGCAAGCTATCGCTGTACTTCCGGCACCAACCGCTTTGCGGCG

B e e

AAGATCGTGTCGCCAGGGGCCACGGACCTTGGAAATAAAATCTACTCCACCAACGTGCCG
AAGATCGTGTCGCCAGGGGCCACGGACCTTGGAAATAAAATCTACTCCACCAACGTGCCG
AAGATCGTGTCGCCAGGGGCCACGGACCTTGGAAATAARATCTACTCCACCAACGTGCCG

B e e e

GGAATCGGCATGCGTTTCAGCCGCRTEGGCGCAACGGTAAATATCGTCTATCCCGACGTC
GGAATCGGCATGCGTTTCAGCCGCRATGGCGCAACGGTAAATATCGTCTATCCCGACGTC
GGAATCGGCATGCGTTTCAGCCGCHGEGGCGCAACGGTAAATATCGTCTATCCCGACGTC

EEEXEAEE XXX LR ERR AR RS A

TTTTCGTCCCGGGTATATAACACCACCAACTATTCCCTCGAAGGGTCGCGCTTTACGCTG
TTTTCGTCCCGGGTATATAACACCACCAACTATTCCCTCGAAGGGTCGCGCTTTACGCTG
TTTTCGTCCCGGGTATATAACACCACCAACTATTCCCTCGAAGGGTCGCGCTTTACGCTG

B e et

CAGATTATCAAAACCGCGGCAACCACCGGCAGCGGCACCCTGGCGGCGGGTAAGTACACC
CAGATTATCAAAACCGCGGCAACCACCGGCAGCGGCACCCTGGCGGCGGGTAAGTACACC
CAGATTATCAAAACCGCGGCAACCACCGGCAGCGGCACCCTGGCGGCGGGTAAGTACACC

B b T e T e

6@

6e

120

120

180
180
13e

240
240
240

360
360
360

420
420
420

480
480
430

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

mrkD_148
mrkD_196
mrkD_314

TCCTACGACTGGGAGAGCGGCGGTAACCCGATCCTCGARACCTATCTGAGCGCCAACGCC
TCCTACGACTGGGAGAGCGGCGGTAACCCGATCCTCGARACCTATCTGAGCGCCAACGCC
TCCTACGACTGGGAGAGCGGCGGTAACCCGATCCTCGARACCTATCTGAGCGCCAACGCC

A 3K 56 56 O 5 3 5 3% O 56 36 56 5 50 3 S R R R R R

ATCACCGTGGTCTCGCCCTCCTGTTCGGTGCTGAGCGGGAAAAATATGAATGTCGATGTG
ATCACCGTGGTCTCGCCCTCCTGTTCGGTGCTGAGCGGGAAAAATATGAATGTCGATGTG
ATCACCGTGGTCTCGCCCTCCTGTTCGGTGCTGAGCGGGAAAAATATGAATGTCGATGTG

B e e T

GGTTCCATCCGGCGCACCGACCTGAAAGGGGTCGGCACCACCGCCGGCGGGAAGGATTTT
GGTTCCATCCGGCGCACCGACCTGAAAGGGGTCGGCACCACCGCCGGCGGGAAGGATTTT
GGTTCCATCCGGCGCACCGACCTGAAAGGGGTCGGCACCACCGCCGGCGGGAAGGATTTT

B e T T

AATATCGACCTGCAGTGCAGCGGCGGCCTGAGTGAAACGGGATATGCCAACATTAGCACC
AATATCGACCTGCAGTGCAGCGGCGGCCTGAGTGAAACGGGATATGCCAACATTAGCACC
AATATCGACCTGCAGTGCAGCGGCGGCCTGAGTGAAACGGGATATGCCAACATTAGCACC

B T T e e T T

TCGTTCTCCGGTACCCTGGCCACCAGCACTACCGCTACCATGGGCGCCTTGCTGAATGAA
TCGTTCTCCGGTACCCTGGCCACCAGCACTACCGCTACCATGGGCGCCTTGCTGAATGAA
TCGTTCTCCGGTACCCTGGCCACCAGCACTACCGCTACCATGGGCGCCTTGCTGAATGAA

B T T T e e

AAAGCCGGCAGCGGGATGGCGAAAGGCATTGGCATCCAGGTGCTGAAGGATGGCTCCCCG
AAAGCCGGCAGCGGGATGGCGAAAGGCATTGGCATCCAGGTGCTGAAGGATGGCTCCCCG
AAAGCCGGCAGCGGGATGGCGAAAGGCATTGGCATCCAGGTGCTGAAGGATGGCTCCCCG

e T e e

CTGCAGTTTAATAAGAAATACACCGTCGGCCGCTTGAATAATCAGGAGACCCGCTACATC
CTGCAGTTTAATAAGAAATACACCGTCGGCCGCTTGAATAATCAGGAGACCCGCTACATC
CTGCAGTTTAATAAGAAATACACCGTCGGCCGCTTGAATAATCAGGAGACCCGCTACATC

B T T e e T T T T

ACCATACCGCTGCACGCGCGTTTTTATCAGTATGGCCCGACGACCAGCACCGGCGAGGTG
ACCATACCGCTGCACGCGCGTTTTTATCAGTATGGCCCGACGACCAGCACCGGCGAGGTG
ACCATACCGCTGCACGCGCGTTTTTATCAGTATGGCCCGACGACCAGCACCGGCGAGGTG

B e et

GAGTCGCATATGATCTTTAACCTGACGTACGATTAA 996
GAGTCGCATATGATCTTTAACCTGACGTACGATTAA 996
GAGTCGCATATGATCTTTAACCTGACGTACGATTAA 996

AR EE AR XA A AR AR AR AR XA ERRER LR R R

540
540
542

600
620
622

660
660
660

720
720
720

78@
780
78@

840
840
840

900
900
900

960
960
960

Comparacéo da sequéncia de nucleotideos do mrkD dos trés isolados do estudo feita pelo Clustal Omega. Em destaque a

troca de nucleotideos na posicéo 326.
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mrkD_143 MSLRKLLTLFIVLMALGTTSSWASCTRLSSPTVMLDMVVGRVVVPPDLPVGSVILTRDWT 60

mrkD_196 MSLRKLLTLFIVLMALGTTSSWASCTRLSSPTVMLDMVVGRVVVPPDLPVGSVILTRDWT 60

mrkD_314 MSLRKLLTLFIVLMALGTTSSWASCTRLSSPTVMLDMVWGRVWVVPPDLPVGSVILTRDWT 6¢
EE R R Rt e e e e e e e e e e

mrkD_143 MSAPGGASYRCTSGTNRFAAKIVSPGATDLGNKIYSTNVPGIGMRFS TVNIVYPDV 120

mrkD_196 MSAPGGASYRCTSGTNRFAAKIVSPGATDLGNKIYSTNVPGIGMRFS TVNIVYPDV 120

mrkD_314 MSAPGGASYRCTSGTNRFAAKIVSPGATDLGNKIYSTNVPGIGMRFS TVNIVYPDV 120
EXEEEE R AR LR R XXX XXX ERERR X EXXRXTERERN

mrkD_143 FSSRVYNTTNYSLEGSRFTLQIIKTAATTGSGTLAAGKYTSYDWESGGNPILETYLSANA 130

mrkD_196 FSSRVYNTTNYSLEGSRFTLQIIKTAATTGSGTLAAGKYTSYDWESGGNPILETYLSANA 1380

mrkD_314 FSSRVYNTTNYSLEGSRFTLQIIKTAATTGSGTLAAGKYTSYDWESGGNPILETYLSANA 180
EXEXEREEAE IR R A IR ER IR XX LRI LRI RS

mrkD_143 ITWSPSCSVLSGKNMNVDVGSIRRTDLKGVGTTAGGKDFNIDLQCSGGLSETGYANIST 249

mrkD_196 ITWSPSCSVLSGKNMNVDVGSIRRTDLKGVGTTAGGKDFNIDLQCSGGLSETGYANIST 249

mrkD_314 ITWSPSCSVLSGKNMNVDVGSIRRTDLKGVGTTAGGKDFNIDLQCSGGLSETGYANIST 249
EE Rt e e e e e e e b

mrkD_143 SFSGTLATSTTATMGALLNEKAGSGMAKGIGIQVLKDGSPLQFNKKYTVGRLNNQETRYI 300

mrkD_196 SFSGTLATSTTATMGALLNEKAGSGMAKGIGIQVLKDGSPLQFNKKYTVGRLNNQETRYI 300

mrkD_314 SFSGTLATSTTATMGALLNEKAGSGMAKGIGIQVLKDGSPLQFNKKYTVGRLNNQETRYI 300
AR AR F AR ERIF IR RIS IR EEA RS AR REI XA R RSN

mrkD_1438 TIPLHARFYQYGPTTSTGEVESHMIFNLTYD 331

mrkD_196 TIPLHARFYQYGPTTSTGEVESHMIFNLTYD 331

mrkD_314 TIPLHARFYQYGPTTSTGEVESHMIFNLTYD 331

EEEXER XXX XXX LRI RAEX XXX ERE SR

Comparacdo da sequéncia de aminoacidos do mrkD dos trés isolados do
estudo feita pelo Clustal Omega. Em destaque a troca de aminoacido na
posicéo 109.
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