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RESUMO 

 

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) é uma enzima que confere 
resistência a todos os beta-lactâmicos incluindo os carbapenêmicos. Surtos 
de K. pneumoniae produtora de KPC foram primeiramente descritos em 
Nova York (2004) e se disseminaram, relatos indicam que estas bactérias 
produtoras de KPC são prevalentes no mundo. Em 2005, foi isolada pela 
primeira vez no Brasil uma cepa de Klebsiella pneumoniae produtora de 
KPC, e a partir de 2009 se disseminou para vários hospitais no Estado de 
São Paulo, assim como para outros Estados. O objetivo deste estudo foi 
analisar a diversidade genética de cepas de K. pneumoniae produtoras de 
KPC isoladas de vários hospitais do Estado de São Paulo através das 
técnicas de MLST e PFGE. Um total de 100 cepas de K. pneumoniae, 
provenientes de vários hospitais do Estado de São Paulo, encaminhadas ao 
Instituto Adolfo Lutz e previamente confirmadas em nosso laboratório como 
K. pneumoniae produtora de KPC foram selecionadas e submetidas às 
técnicas de PFGE e MLST. Foram detectados 13 perfis de PFGE, sendo o 
perfil A o mais dominante, encontrado em 61% dos isolados. O MLST 
apresentou 8 sequence type diferentes sendo o ST437 o mais predominante 
encontrado em 73% dos isolados, seguido pelo ST11 (11%), ST340 (7%), 
ST258 (3%), ST442 (2%) e ST101 (1%), também foram descritos 2 novos 
STs, o ST1044 e ST1046. Os dados de PFGE e MLST mostraram como as 
cepas se disseminaram tanto entre hospitais como entre cidades, 
aumentando a disseminação dos mecanismos de resistência presentes 
nesses isolados, como produção de ESBL, carbapenemase e metilases 16S 
rRNA. Os ST437, ST11, ST340 e ST258, pertencem ao mesmo complexo 
clonal denominado CC258 disseminado mundialmente e associado com a 
produção de KPC e CTX-M. Foi observada a predominância de um tipo de 
clone pertencendo ao ST437 e ao perfil A de PFGE em 59% dos isolados, o 
que pode sugerir uma certa correlação entre os dados de PFGE e MLST, no 
entanto houve casos em que dentro do mesmo ST foram observados perfis 
de PFGE diferentes e dentro do mesmo perfil de PFGE, ST diferentes.  

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase) is an enzyme that confers 
resistance to all beta-lactams, including carbapenems. Klebsiella 
pneumoniae-producing KPC causing nosocomial outbreaks were first 
reported in New York (2004) and nowadays this KPC-producing 
microorganism is disseminated worldwide. KPC-producing K. pneumoniae 
isolated in 2005 was first described in Brazil and from 2009 has spread 
through several hospitals in Sao Paulo State, as well as other states. The 
aim of this study was to evaluate the genetic diversity of KPC-producing K. 
pneumoniae isolates from several hospitals in Sao Paulo State performing 
MLST and PFGE to detect clonal spread within and among hospitals. A total 
of 100 isolates of K. pneumoniae from several hospitals in Sao Paulo State 
sent to Adolfo Lutz Institute and previously confirmed in our laboratory as 
KPC producers were selected and subjected to Pulsed Field Gel 
Eletrophoresis (PFGE) and Multi-Locus Sequence Typing (MLST). Eleven 
PFGE profiles were detected and the profile A was the prevalent, found in 
61% of the strains. MLST showed 8 different sequence types (ST) and the 
ST437 was predominant in 73% of the isolates, followed by ST11 (11%), 
ST340 (7%), ST258 (3%), ST442 (2%) E ST101 (1%) and two new STs were 
described, ST1044 and ST1046. PFGE and MLST data showed how strains 
are disseminated among hospitals and among cities increasing the 
dissemination of resistance mechanisms such as ESBL-producing, 
carbapenemases and 16S rRNA methylases. ST437, ST11, ST340 and 
ST258 belong to the same clonal complex denominated CC258 that are 
globally disseminated and associated with the production of KPC and CTX-
M. The prevalence of the clone belonging to ST437 and to the PFGE A 
profile was observed in 59% of the isolates. This may suggest a correlation 
between PFGE and MLST results, althought it was observed different PFGE 
profiles in the same ST and different ST in the same PFGE profile. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Klebsiella pneumoniae 

 

O gênero Klebsiella pertence à família Enterobacteriaceae, é um bacilo 

gram-negativo aeróbio facultativo, imóvel, não esporulado, com tamanho 

variando de 0,3 a 1 μ de diâmetro e 0,6 a 6μ de comprimento, podem formar 

cápsula mucóide polissacarídica devido a presença de antígenos K e têm 

como função proteção contra ação de bactericidas e fagocitose e ajudam na 

aderência (Martinez et al, 2004). Os micro-organismos deste gênero podem 

ser encontrados em quase todos os ambientes naturais, no entanto, podem 

ser isolados de indivíduos como portador assintomático ou causador de 

doença (Scarpate & Cossatis, 2009).  

As principais características bioquímicas da Klebsiella pneumoniae são: 

Voges-Proskauer positivo, produção de indol e H2S negativos, arginina e 

ornitina negativos e motilidade negativo, utilização de citrato positivo, 

produção de urease e descarboxilação de lisina positivos e apresentam 

colônias mucóides (Murray et al, 2003). 

Klebsiella pneumoniae pode ser saprófita em humanos, colonizando a 

nasofaringe e o trato intestinal, sendo que a taxa de indivíduos portadores 

varia de estudo para estudo, variando de 5-38% nas fezes e 1-6% na 

nasofaringe (Podschun & Ullmann, 1998). No ambiente hospitalar esta 

situação é bem diferente, a taxa de colonização aumenta para 77% nas 

fezes, 19% na nasofaringe. Esse aumento na taxa de colonização parece 

estar associado com o uso de antibióticos e ao tempo de internação 

(Podschun & Ullmann, 1998).  

É um patógeno oportunista, o principal alvo são indivíduos 

hospitalizados, imunodeprimidos ou que possuam uma doença de base e 

possui elevada prevalência entre os agentes patogênicos relacionados com 
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as infecções hospitalares podendo causar doença em qualquer sítio 

(Scarpate & Cossatis, 2009).  

Já foi demonstrado que pelo menos 80% dos pacientes com infecção por 

K. pneumoniae resistentes aos antimicrobianos tiveram infecções precedidas 

pela colonização do trato gastointestinal (Paterson & Bonomo, 2005). 

 Nas UTIs, K. pneumoniae é responsável por 14% das bacteremias 

primárias, 10% do total de infecções da corrente sanguínea, 29% dos casos 

de sepse, 45% das infecções de feridas, 6-8% das pneumonias comunitárias 

e 28% do total de todas as pneumonias (Paterson, et al, 2003). A 

importância desse patógeno no ambiente hospitalar é devido a capacidade 

de desenvolver mecanismos de resistência aos antimicrobianos, 

principalmente beta-lactamases. Livermore et al (2005) destacaram que 

entre os micro-organismos produtores de beta-lactamases de espectro 

estendido (ESBL), o gênero Klebsiella é o que produz a maior variedade 

dessas enzimas, o que pode ser explicado pelo fato destes serem bons 

vetores para plasmídeos ou por permitirem a evolução de genes que 

codificam ESBL mais rapidamente que outras Enterobacteriaceae e também 

à habilidade das K. pneumoniae produtoras de ESBL de escapar da 

atividade fagocítica dos polimorfonucleares neutrófilos. Já ocorreram 

diversos surtos causados por K. pneumoniae produtora de ESBL, 

inicialmente na Europa, nos EUA, na Ásia e na América do Sul. Os surtos 

causados por este micro-organismo produtor de ESBL geralmente decorrem 

de transferências de pacientes entre unidades de internação e/ou entre 

hospitais ou podem estar associados ao uso abusivo de β-lactâmicos que 

poderão exercer pressão seletiva favorecendo o crescimento de cepas 

produtoras de ESBL (Paterson, et al., 2003).  

Antimicrobianos do grupo dos carbapenêmicos são considerados 

como droga de escolha para o tratamento de infecções causadas por K. 

pneumoniae produtoras de ESBL. Desta forma a pressão exercida pelo uso 

excessivo deste tipo de antimicrobiano levou os micro-organismos a 

desenvolverem mecanismos de resistências aos carbapenêmicos, sendo a 

produção de carbapenemase o principal deles.  A produção de 
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carbapenemase por esses micro-organismos se tornou preocupação 

mundial. O isolamento de micro-organismos produtores de KPC (Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase), uma das principais carbapenemases, é uma 

preocupação no ambiente hospitalar, pois limitou ainda mais a escolha de 

antimicrobianos para o tratamento dessas infecções. A maioria dos 

produtores de carbapenemase são K. pneumoniae ou E. coli, e embora elas 

sejam mundialmente identificadas, existem algumas áreas endêmicas, como 

KPC nos Estados Unidos, Grécia e Israel (Nordmann et al, 2009), OXA-48 

no norte da África Turquia (Nordmann et al, 2011) e NDM na Índia 

subcontinental e possivelmente os Balcãs (Nordmann et al, 2009). 

 

 

1.2  Antimicrobianos 

 

Antibióticos ou antimicrobianos são substâncias químicas produzidas por 

micro-organismos ou de forma sintética, com capacidade de inibir ou matar 

micro-organismos (Rossi, 2005). São classificados nas seguintes classes: 

beta-lactâmicos, glicopeptídeos, aminoglicosídeos, macrolídeos, 

lincosamida, tetraciclinas, fenicol, quinolonas, sulfas e polimixinas, 

baseando-se no mecanismo de ação sobre a célula bacteriana e sua 

estrutura química, (Rossi, 2005). Entre estas classes, as mais utilizadas para 

o tratamento de infecções por Bacilo Gram-negativo (BGN) estão os beta-

lactâmicos, aminoglicosídeos, quinolonas e polimixina. 

 

 

1.2.1 Mecanismos de ação  

 

Os principais mecanismos de ação dos antimicrobianos são: efeito 

sobre a síntese da parede celular, inibição da síntese protéica, efeito sobre a 

estrutura e função da membrana celular, interferência na síntese do ácido 
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nucléico e atividade antimetabólica ou competitividade antagônica (Rossi, 

2005). 

Os antibióticos que tem efeito na parede celular, como os beta-

lactâmicos, se ligam as PBPs (proteínas ligadoras de penicilina). As PBPs 

são carboxipeptidases localizadas na membrana citoplasmática que atuam 

na etapa de estruturação do peptideoglicano, constituinte essencial da 

parede celular bacteriana (Spratt et al, 1988). Elas atuam como sítio alvo 

para a atividade dos beta-lactâmicos que se ligam as PBPs impedindo a 

formação da parede celular e causando a lise da célula bacteriana (Spratt et 

al, 1988). 

 Os que inibem a síntese protéica interagem com alvos específicos 

localizados no ribossomo, como os aminoglicosídes que se ligam ao sítio A 

(aminoacil) do 16S rRNA na subunidade 30S do ribossomo interferindo no 

processo de translocação inibindo a síntese protéica (Magnet & Blanchard, 

2005).  

 

 

1.2.2 Beta-lactâmicos 

 

O grupo dos beta-lactâmicos reúne alguns dos antimicrobianos mais 

importantes e mais utilizados na prática clínica para o tratamento de 

infecções hospitalares e comunitárias, pertencendo a esse grupo as 

penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos (Sanders & 

Sander, 1992). Todos esses antimicrobianos têm em comum a presença de 

um anel β-lactâmico na sua estrutura e a inibição da síntese da parede 

celular como principal mecanismo de ação (Rossi, 2005). 

Os micro-organismos desenvolveram diversos mecanismos de 

resistência aos beta-lactâmicos: perda ou expressão reduzida de porinas 

(cromossomais), alterações nas PBPs (cromossomais), super expressão de 

bombas de efluxo (cromossomais) e produção de beta-lactamases 

(cromossomais e/ou plasmidiais). 
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As porinas são responsáveis pela difusão de solutos hidrofílicos 

através da membrana externa e da saída de produtos não utilizados pela 

célula bacteriana (Nikaido, 1994), assim a diminuição ou perda da expressão 

dos genes que as codificam impede a entrada do antimicrobiano levando a 

uma diminuição da concentração interna da droga na célula bacteriana que 

pode conferir resistência aos beta-lactâmicos (Quinn et al, 1988). 

As bombas de efluxo são responsáveis pela expulsão de substâncias 

que poderiam destruir a bactéria era considerado um mecanismo intrínseco 

(Li et al, 1995; Piddock, 2006). No entanto já foi relatado esse mecanismo 

mediado por plasmídio (Rincón et al, 2014). 

A produção de beta-lactamases é o mecanismo de resistência mais 

comum para essa classe de antimicrobianos, principalmente em micro-

organismos Gram-negativos (Bush & Jacoby, 2010). Essas enzimas 

degradam o anel beta-lactâmico, inativando a ação do antibiótico sobre a 

parede celular. Os genes que determinam a produção das beta-lactamases 

podem estar localizados no cromossomo bacteriano ou em elementos 

móveis como os plasmídeos e transposons (Chroma et al, 2010). Esses 

elementos móveis podem facilmente se disseminar para outras bactérias em 

um hospital, carregando com eles os genes de resistência à maioria das 

classes de antimicrobianos (Bush et al, 2011) 

 

 

1.3  Beta-Lactamases 

 

 

1.3.1 Classificação das beta-lactamases 

 

Primeiramente, as beta-lactamases foram classificadas de acordo 

com a sequência de aminoácidos, como proposto por Ambler, que as 

separava em 4 classes denominadas de A a D. Nas classes A, C, e D estão 

o grupo das enzimas que possuem um aminoácido serina no centro ativo da 
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enzima e, na classe B, estão as enzimas que necessitam do zinco como 

cofator para atividade enzimática (Livermore, 1995). 

Uma outra classificação proposta por Bush, Jacoby e Medeiros (1995) 

separa as beta-lactamases em 4 grupos de acordo com o substrato da 

enzima e o perfil de inibição por inibidores de beta-lactamases. Revisada por 

Bush e Jacoby em 2010, a tabela 1 mostra como foram divididas as beta-

lactamases de acordo com as duas classificações. 
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Tabela 1 - Classificação das beta-lactamases segundo BJM (2010) e Ambler (1989) 

Classificação Bush,  
Jacoby, Medeiros (2010) 

Classificação  
Ambler (1989) Substrato Características Representantes 

Grupo funcional Subgrupo Classe Molecular 

1   C Cefalosporinas 

Resistência a todos os beta-
lactâmicos, exceto carbapenêmicos. 

Não são inibidas pelo ácido 
clavulânico 

AmpC (ACT-1,  
FOX, MIR-1,  
CMY-2, etc) 

2 Inibidas pelo Ácido Clavulânico 

 

2a A Penicilina 

 
Penicilases produzidas por 

Staphylococcus spp.  
e Enterococcus spp. Confere altos 
níveis de resistência a penicilina 

PC1 

2b A 
Penicilinas e 

cefalosporinas 
de 1ª e 2ª geração 

Beta-lactamases de espectro  
limitado de bactérias  

gram-negativas 

TEM-1, TEM-2, 
 SHV-1 

2be A 
Cefalosporinas de  
amplo espectro e 
monobactâmicos 

Beta-lactamases de espectro 
estendido 

ESBL (TEM-3,  
SHV-2, CTX-M15, PER-1, 

VEB, etc) 

2br A Penicilina 
Beta-lactamase resistentes aos  
inibidores de beta-lactamases 

TEM-30, SHV-10 

2ber A 
Cefalosporinas de  
amplo espectro e 
monobactâmicos 

 
Beta-lactamase de espectro  

estendido com relativa  
resistência a inibição por ácido 

clavulânico 

TEM-50 (CMT-1) 

2c A Carbenicilina 
Enzimas que hidrolizam a  

carbenicilina 
PSE-1, CARB-3 

2ce A 
Carbenicilina 
e cefepime 

Carbenicilase de amplo  
espectro com atividade contra 

cefepime e cefpirome 
RTG-4 

2d D Oxacilina 

 
Enzimas que hidrolizam a  

oxacilina, possuem pouco efeito 
contra carbenicilina e são 

levemente inibidas pelo ácido 
clavulânico 

 

OXA-1, OXA-10 

2de D 
Oxacilina e 

cefalosporinas de 
 amplo espectro 

Oxacilinases com espectro 
estendido que hidrolisam oxamino-

beta-lactâmicos mas não 
carbapenêmicos 

OXA-11, OXA-15 

2df D 
Oxacilina e 

carbapenêmicos 
Oxacilinases que hidrolisam 

carbapenêmicos 
OXA-23, OXA-48 

2e A 
Cefalosporinas de 
espectro estendido  

Cefalosporinases de espectro 
estendido que possuem pouca 

afinidade com aztreonam 
CepA 

2f A Carbapenêmicos 
Enzimas que hidrolisam  

carbapenêmicos 
KPC, IMI-1, SME,  

GES-3, GES-4 GES-5 

3 

3a B Carbapenêmicos 

Hidrólise de amplo espectro 
incluindo carbepenêmicos, 

cefalosporinas e penicilinas mas 
não monobactam 

IMP, VIM,  
SPM, IND, NDM 

3b B Carbapenêmicos 
Hidrolisa preferencialmente  

carbapenêmicos a cefalosporinas e 
penicilinas 

L1, CAU-1,  
GOB-1, FEZ-1, CphA, Sfh-

1 

4 NI  Desconhecido Desconhecido  

NI – Não inclui. Em destaque as principais beta-lactamases produzidas por BGN 



21 

 

1.3.2 Carbapenemases 

 

Os carbapenêmicos (imipenem, meropenem e ertapenem) são os 

antimicrobianos de escolha para o tratamento de infecções por 

enterobactérias resistentes aos antimicrobianos de primeira linha, ou seja, as 

produtoras de ESBL (Paterson, 2006). O crescente aumento no uso de 

carbapenêmicos se deve ao fato de BGN produtores de ESBL também 

apresentarem resistência a outras classes de antimicrobianos, tais como, 

aminoglicosídeos, quinolonas, sulfametoxasol-trimetoprim e tetraciclinas 

(Walsh, 2010).  

Devido a pressão exercida pelo uso abusivo dos carbapenêmicos, os 

micro-organismos desenvolveram mecanismos de resistência à ação dos 

carbapenêmicos, como a produção de ESBL ou super expressão de AmpC 

associada à perda de porina e principalmente produção de carbapenemase 

(Livermore, 2012). 

Carbapenemases são beta-lactamases com a capacidade de 

hidrolisar a maioria dos beta-lactâmicos incluindo os carbapenêmicos 

(Cantón et al, 2012). A produção de carbapenemase tem aumentado 

significativamente no mundo todo, este fato pode ser devido a localização 

dos genes que codificam essas enzimas, eles se localizam geralmente em 

plasmídios, que são elementos móveis do DNA bacteriano e se disseminam 

rapidamente (Krisztina et al, 2011). O mais preocupante com relação aos 

plasmídios é que eles podem carregar mais de um tipo de mecanismo de 

resistência a outras classes de antimicrobianos. Desta forma a produção de 

carbapenemase pode vir acompanhada de outros tipos de mecanismos de 

resistência restringindo ainda mais as opções de tratamento (Cantón et al, 

2012; Nordmann & Poirel, 2012).  

De acordo com Ambler, as carbapenemases podem ser divididas em 

3 grupos conforme mostra a tabela 2. 
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Tabela 2 – Classificação das carbapenemases segundo Ambler 

Classificação 
de Ambler 

(1989) 
Características 

Representantes 

A 

Algumas são cromossomais (NmcA, Sme, IMI-1, SFC-1) outras 
plasmidiais (KPC, IMI-2, GES). Todas hidrolisam os 
carbapenêmicos e são parcialmente inibidas pelo ácido 
clavulânico. 
 

NmcA, Sme, IMI-1, 
 SFC-1,KPC, GES 

B 

Metalo carbapenemases, hidrolisam todos os beta-lactâmicos 
exceto aztreonam. Sua atividade é inibida por EDTA e não por 
ácido clavulânico. Os níveis de resistência aos carbapenêmicos 
variam muito 

VIM, IMP, NDM, 
SPM 

D Oxacilinases que hidrolisam carbapenêmicos 
OXA-23, OXA-40, 
 OXA-58, OXA-48   

 

O perfil de resistência desses micro-organismos depende de quais 

outras enzimas estão sendo produzidas juntamente com a carbapenemase, 

na maioria das vezes eles co-produzem ESBLs. 

O primeiro passo para a detecção de micro-organismos produtores de 

carbapenemases é baseado na análise do teste de sensibilidade. Dentre os 

carbapenêmicos, o ertapenem é o melhor marcador para produtores de 

carbapenemase, pois as CIM de ertapenem são geralmente maiores que os 

de imipenem e meropenem (Vading et al, 2010). A nota técnica da ANVISA 

recomenda que isolados com valores de CIM ≥ 0,5 mg/L para ertapenem 

merecem maiores investigações para a detecção de carbapenemase. Outra 

observação que deve ser feita nos testes de sensibilidade é a 

heterorresistência aos carbapenêmicos, característica de isolados 

produtores de KPC, este fenômeno pode ser detectado pela presença de 

subpopulações resistentes aos carbapenêmicos dentro do halo de inibição 

(Falagas et al, 2008). 

 Existem diversos testes fenotípicos para detecção de produtores de 

carbapenemases, porém nenhum deles possui 100% de sensibilidade e 

especificidade. Em 2013, a ANVISA lançou uma nota técnica para 

orientação das medidas de prevenção e controle de infecções por 

enterobactérias multirresistentes e recomenda o uso de teste fenotípico com 

inibidores para a detecção de carbapenemase. Neste teste utiliza-se o EDTA 

para a detecção de metalo-betalactamases, ácido fenilborônico para a 

detecção de KPC e cloxacilina para as AmpCs plasmidiais.  
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Técnicas moleculares continuam sendo os métodos padrão para a 

detecção de carbapenemases, principalmente através de PCR. Para um 

diagnóstico epidemiológico, pode ser feito sequenciamento do produto de 

PCR para a caracterização da carbapenemase (Naas et al, 2011). 

 

 

1.3.3 KPC 

 

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) é uma enzima que 

confere resistência a todos os beta-lactâmicos incluindo os carbapenêmicos. 

É classificada no grupo 2f de Bush e na Classe A de Ambler (Queenan, 

Bush, 2007). Foi relatada pela primeira vez em isolados da Carolina do Norte 

em 1996 (Yigit et al, 2001). Embora esta enzima seja encontrada 

principalmente em K. pneumoniae, a KPC já foi identificada em várias outras 

bactérias Gram-negativas, tais como Citrobacter freundii (Deshpande et al, 

2006; Rasheed et al, 2008), Enterobacter aerogenes (Bratu et al, 2005), 

Enterobacter cloacae (Bratu et al, 2005; Deshpande et al, 2006), 

Enterobacter gergoviae (Deshpande et al, 2006), Escherichia coli (Bratu et 

al, 2007; Navon et al, 2006), Klebsiella oxytoca (Yigit et al, 2003), 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 (Bratu et al, 2005; Woodford et al, 2004), contudo 

relatos indicam que estas bactérias produtoras de KPC estão disseminadas 

no mundo. A produção de KPC em Enterobacteriaceae foi identificada em 

pelo menos 39 Estados dos EUA (Center for Disease Control and Prevention 

2012), no Canadá (Pillai et al, 2009), Colômbia, (Mojica et al, 2012), 

Argentina (Pasteran et al, 2008), Reino Unido (Livermore et al, 2008), Irlanda 

(Roche et al, 2009), Espanha (Curiao et al, 2010), Portugal em água de rio 

(Poirel et al, 2012), França (Naas et al, 2005), Itália (Giani et al, 2009), 

Polônia (Baraniak et al ,2009), Grécia (Cuzon et al, 2008; Tegmark et al, 
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2007), Noruega e Suécia (Samuelsen et al, 2009), Finlândia (Österblad et al, 

2012), Israel (Kitchel et al, 2009; Navon-Venezia et al, 2009), Índia (Jones et 

al, 2009), China (Wei et al, 2007), Japão (Yamane, 2012), Austrália e Nova 

Zelândia (Price et al, 2013). A figura 1 mostra a situação epidemiológica da 

K. pneumoniae produtora de carbapenemase no mundo. (Price e al, 2013) 

 

 

Figura 1 – Epidemiologia de K. pneumoniae produtora de carbapenemase no 

mundo outras cabapenemases incluem VIM, OXA-48 ou NDM (Price et al, 

2013). 

 

No Brasil, a primeira publicação de Klebsiella pneumoniae produtora 

de KPC foi em 2009 em isolados de 2006 em Recife (Monteiro et al, 2009), 

no entanto publicação posterior mostrou que a KPC já estava no Brasil em 

2005, em isolados de São Paulo (Pavez et al, 2009). A produção de KPC já 

foi detectada no Rio de Janeiro (Peirano et al, 2009), Mato Grosso do Sul 

(Chang et al, 2013), Paraíba (Fehlberg et al, 2012), Porto Alegre, Brasília 

(Nicoletti et al, 2012) Espírito Santo, Minas Gerais, Goiás (Seki et al, 2011). 

Baseado no resultado do SENTRY (Gales et al, 2012) e nos outros achados 

pelo país, K. pneumoniae produtora de KPC-2 é endêmica no Brasil, com 
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descrição desses micro-organismos em surtos de infecção 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 água de rio (Oliveira et 

al, 2014). 

Já foram descritos 21 tipos de KPC (KPC-1 a KPC-22), sendo que 

KPC-1 e KPC-2 são considerados o mesmo tipo 

(http://www.lahey.org/studies/, acesso em 01/10/2014). O gene que codifica 

a KPC é o blaKPC mediado por plasmídeo e está localizado num transposon, 

Tn4401 (Naas et al, 2008), sendo que a facilidade de mobilidade deste 

mecanismo de resistência é uma grande preocupação, pois facilita a sua 

disseminação por entre as cepas (Kitchel et al, 2009). 

Em 2008 foi identificada na Suécia uma nova metalo-beta-lactamase, 

de uma paciente hospitalizada na Índia, esta nova enzima foi denominada 

NDM (New Delhi metalo-beta-lactamase (Yong et al, 2009). É uma 

carbapenemase de amplo espectro, com poder de hidrolisar todos os beta-

lactâmicos exceto o aztreonam, no entanto a maioria dos micro-organismos 

produtores de NDM também coproduzem outras beta-lactamases que 

hidrolisam o aztreonam, dessa forma esses micro-organismos são 

resistentes a todos os beta-lactâmicos (Shakil et al, 2011). Desde então esta 

enzima tem se tornado de grande importância mundial, pois além do seu alto 

poder de resistência o gene que a codifica está em um elemento móvel com 

grande capacidade de disseminação e seu padrão de disseminação é muito 

mais complexo e imprevisível quando comparado ao gene que codifica a 

KPC (Bonomo, 2011).  

Devido a essa capacidade de rápida disseminação, Patel & Bonomo 

(2013) acreditam que a NDM está prestes a se tornar a carbapenemase 

mais isolada no mundo, pois segundo Johnson & Woodford (2013), desde 

seu primeiro relato, ela já foi relatada em mais de 40 países ao redor do 

mundo. No Brasil ela foi primeiramente relatada em 2013 em isolados do Rio 

Grande do Sul de Providencia rettgeri (Carvalho-Assef et al, 2013).  

Outra carbapenemase que tem aumentado sua importância é a OXA-

48, pertencente à classe D de Ambler. As enzimas pertencentes a este 
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grupo são frequentemente encontradas nas espécies de Acinetobacter, no 

entanto a OXA-48 foi identificada somente em espécies da família 

Enterobacteriaceae (Poirel et al, 2012). Esta enzima hidroliza penicilinas e 

carbapenêmicos, mas não tem ação sobre cefalosporinas de espectro 

estendido, porém os isolados produtores de OXA-48 muitas vezes co-

produzem ESBLs tornando esses isolados resistentes a todos os beta-

lactâmicos (Poirel et al, 2012). Ela foi identificada pela primeira vez em um 

isolado de K. pneumoniae na Turquia em 2004 (Poirel et al, 2004) e a partir 

daí foi identificada também em outros micro-organismos, como Citrobacter 

freudii (Saïdani et al, 2012) e E. coli (Goren et al, 2011). Já foi relatada em 

diversos países como Bélgica (Glupczynski et al, 2012), França, Alemanha, 

Espanha, Holanda, Reino Unido e no norte da África (Nordmann et al, 2011). 

Relatos recentes indicam que Enterobacteriaceae produtoras de OXA-48 

são endêmicas na Turquia e em países do norte da África como Marrocos e 

Tunísia (Nordmann et al, 2011). A OXA-48 é a carbapenemase mais difícil 

de ser detectada fenotipicamente, desta forma sua verdadeira prevalência 

pode ser subestimada e sua taxa de mortalidade associada a infecções com 

produtores de OXA-48 é desconhecida (Nordmann et al, 2012). 

 

 

 

1.4  Epidemiologia molecular 

 

Para melhor caracterização das cepas e mapeamento da 

disseminação deste tipo de resistência é importante realizar a caracterização 

genotípica dessas cepas e determinar seu perfil e a distribuição dos clones. 

A tipagem de Multi Locus Sequence Type (MLST) é muito utilizada 

atualmente, pois permite a comparação dos “Sequence Type” ou sequência 

tipo (ST) com outras ao redor do mundo (Woodford et al, 2011). 

Em 2005, Diancourt et al, padronizaram a técnica de MLST para a 

tipagem epidemiológica de K. pneumoniae, utilizando 7 genes 

“housekeeping” e a partir da combinação gerada pelo sequenciamento 
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desses genes foi se dando nome às STs observadas, seguida do número 

(ST1, ST2, etc). Até o momento foram descritos 1677 STs 

(http://www.pasteur.fr/cgi-bin/genopole/PF8/mlstdbnet.pl?file=klebs_profiles. 

xml, acesso em 30/09/2014). 

 O MLST é indicado para estudos evolucionários e para comparação 

de isolados, mas pode não ser tão eficiente na análise de surtos (Van 

Belkum et al., 2007; Diancourt et al., 2010). Como resultado desta tipagem 

foram definidos os principais “Sequence Type” (ST) e complexos clonais 

(CCs) de importância em uma série de espécies, como por exemplo, K. 

pneumoniae ST258, associada com a produção de KPC e K. pneumoniae 

comunitária do CC23 associada com doença invasiva (Baraniak et al, 2009; 

Brisse et al, 2009; Kitchel et al, 2009; Samuelsen et al, 2009). A relação 

entre os vários STs e CCs pode ser feita e vista através dos diagramas do e-

BURST (http://eburst.mlst.net/, acesso em 25/02/2014). 

 O clone predominante no mundo é o ST258 e está associado à 

produção de KPC, mas não restrita a ela, pois já foi encontrado ST258 em 

cepas não produtoras de KPC em Israel (Adler et a, 2012). O ST258 foi 

primeiramente descrito em isolados da Noruega e Suécia, no entanto esses 

pacientes eram transferidos da Grécia e Israel (Samuelsen et al, 2009), a 

partir daí o ST258 têm sido descrito em diversos países como Estados 

Unidos (Kitchel et al, 2009), Canadá (Pillai et al, 2009), Itália (Giani et al, 

2009), Irlanda (Roche et al, 2009), Finlândia (Österblad et al, 2009), Polônia 

(Baraniak et al, 2009), Bélgica (Bogaerts et al, 2010), Dinamarca 

(Hammerum et el, 2010), Hungria (Tóth et el, 2010), Argentina (Gomez et al, 

2011), Colômbia, (Mojica et al, 2012).  

Outro ST que têm aumentado sua importância é o ST11, descrito pela 

primeira vez em 2005 por Diancourt et al. Este ST apresenta apenas um 

locus diferente do ST258 (gene tonB) e já foi associado com a produção de 

ESBL do tipo CTX-M15 na Hungria (Damjanova et al, 2008), Grécia 

(Voulgari et al, 2013), Hong Kong, Indonésia, Coréia do Sul, Malásia, 

Singapura, Tailândia (Lee et al, 2011), Turquia, Agentina, e Índia (Lascols e 

al, 2013). De acordo com Li et al (2011) o ST11 tem a capacidade de 
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capturar e acumular vários tipos de resistência, relataram também a co-

produção de KPC-2 e metilase 16s rRNA RmtB em isolados de um hospital 

na China e também houve outros relatos de co-produção como OXA-48 e 

CTX-M15 na Turquia e Argentina (Lascols et al, 2013), NDM-1 e CTX-M15 

na Índia (Lascols et al, 2013). O ST11 associado à produção de KPC 

também já foi relatado em Singapura (Balm et al, 2012), China (Qi et al, 

2011), Taiwan (Lee et al, 2012; Chiu et al, 2013), Argentina (Castanheira et 

al, 2012) e Polônia (Baraniak et al, 2009). 

No Brasil, já foram identificados diversos STs. Andrade et al (2011) 

identificaram pela primeira vez o ST258, associado a um surto em Ribeirão 

Preto (SP), além disso, também encontraram os ST11 e ST437 que são um 

locus variante do ST258 (tonB) em isolado de 2007 a 2009. No entanto, Seki 

et al (2011) descreveram o ST11 em isolados de 2006, o que mostra sua 

circulação aqui no Brasil antes mesmo do ST258 e mostraram 

predominância do ST437 em isolados do Rio de Janeiro. Em isolados de 

2010 além dos ST11 e ST437, também foi descrito o ST340 que também é 

um locus variante do ST258 (tonB) (Pereira et al, 2013). Os ST340 e ST437 

também foram observados em água de rio na cidade de São Paulo (Oliveira 

et al, 2014) mostrando a disseminação de um mesmo complexo clonal 

(CC258) composto pelos ST (11, 258, 437, 340) dentro do Brasil. A figura 2 

mostra a distribuição dos STs no Brasil segundo estudo de Pereira et al 

(2013). 
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Figura 2- Distribuição dos STs de Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC 

no Brasil segundo estudo de Pereira et al (2013). 

 

A eletroforese em campo pulsado (Pulsed field gel eletrophoresis – 

PFGE) é outro método utilizado para analisar esses clones, pois uma vez 

que todo o seu genoma será verificado é possível encontrar algumas 

diferenças entre as cepas pertencentes ao mesmo Sequence Type, no 

entanto não é um método reprodutivo, dificultando a comparação dos dados 

interlaboratoriais. 

Este método analisa padrões de macro restrição do DNA genômico 

através de duas etapas: digestão e migração do DNA genômico utilizando 

enzimas com baixa frequência de corte e a eletroforese. A eletroforese de 

campo pulsado é baseada na eletroforese convencional, no entanto o pulso 

elétrico muda periodicamente de direção e/ou intensidade. Este tipo de 

eletroforese consegue separar moléculas de DNA maiores que 12Mb 

enquanto que a eletroforese unidirecional consegue separar moléculas de no 

máximo 50 kb (Dijkshoorn et al, 2001). 

A disseminação de um mesmo clone em vários hospitais do Estado 

de São Paulo observada pelo PFGE já foi descrita (Garcia et al, 2010; Naves 
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et al, 2011). No entanto, os dados sobre o ST predominante no Estado de 

São Paulo são escassos. Andrade et al (2011) descreveram o ST258 em 

duas cidades do Estado (n=53), sendo que em uma delas o ST258 foi 

relacionado com um surto. Em 2012, Nicoletti et al relacionaram os ST437 e 

ST11 aos isolados de São Paulo, assim como Castanheira et al (2012) que 

observaram o ST437 como maioria nos isolados de São Paulo estudados 

(n=12). Os estudos disponíveis sobre os clones circulantes no Estado de 

São Paulo apresentam número pequeno de isolados ou de apenas uma 

cidade do Estado.  

Sendo assim poderemos diferenciar os STs e analisar a disseminação 

dos clones intra e inter hospitalares no Estado de modo a colaborar com a 

complementação das informações sobre São Paulo, fornecendo subsídios 

para a contenção e prevenção da disseminação destas cepas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Analisar a diversidade genética de K. pneumoniae produtoras de KPC 

em amostras provenientes de colonização e/ou infecção hospitalar. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar a diversidade genética das cepas pelos métodos de: 

Multilocus Sequence Typing (MLST) e eletroforese de campo pulsado 

(PFGE);  

 Avaliar a associação dos perfis observados nas duas técnicas: MLST 

e PFGE. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Seleção das cepas para o estudo 

 

O Instituto Adolfo Lutz é um Laboratório de Saúde Pública, que, na área 

de Infecção Hospitalar, atende rotineiramente diversas instituições de saúde 

do Estado de São Paulo para confirmação de identificação bacteriana, perfis 

de sensibilidade aos antimicrobianos, fenótipos de resistência, confirmação 

da presença de blaKPC e tipagem molecular. No período de 2009 a 2011, 704 

cepas recebidas de 65 instituições de saúde do Estado de São Paulo foram 

confirmadas por PCR como K. pneumoniae multirresistentes e produtoras de 

KPC. Desse banco, foram selecionadas uma cepa de cada uma das 65 

instituições, e, de 22 instituições, mais de uma cepa foi selecionada, 

totalizando 100 isolados, sendo que os isolados selecionados foram de 

pacientes diferentes. Além disso, foi dada preferência para isolados de 

sangue e urina e apenas nos casos onde não havia cepas isoladas dessas 

fontes é que foram selecionadas cepas obtidas de secreções, ponta de 

cateter ou swab de vigilância (anal, axilar ou nasal). Os perfis de 

sensibilidade aos antimicrobianos foram obtidos pelo método de disco-

difusão e a leitura e interpretação foram feitas de acordo com o CLSI, 2013 e 

Nota Técnica 01/2013 da ANVISA. 

 

 

 

3.2 Extração de DNA 

 

O DNA genômico foi extraído conforme protocolo de choque térmico, 

para utilização no MLST, no qual aproximadamente ¼ de alçada (alça 

descartável de 10 µL) da massa bacteriana foi colocado em um microtubo 
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com 500µL de água ultrapura estéril. A suspensão foi então aquecida a 95ºC 

por 15min e posteriormente centrifugada por 15min, 13000 rpm, a 4ºC. O 

sobrenadante foi retirado e armazenado a -20ºC até o momento do uso.  

 

 

3.3 Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) 

 

A técnica de PFGE foi realizada no Instituto Adolfo Lutz, de acordo com 

protocolo do CDC, baseado no modificado por Gautom (1997).  

 

 

3.3.1 Preparo das Amostras 

 

As amostras foram semeadas em meio Tryptic Soy Agar (TSA) e 

incubadas por 16-18h a 35ºC. A partir do crescimento obtido foi feita uma 

suspensão bacteriana em tampão de suspensão celular (Anexo 1) com 

turbidez de 15% T medido em espectrofotômetro. 

Desta suspensão, foi aliquotado 200µL em um microtubo e acrescentado 

10µL de proteinase K (solução estoque de 20mg/mL) e 5µL de lisozima 

(solução estoque de 40mg/mL) e misturou-se gentilmente invertendo os 

tubos 5-6 vezes (concentração final de proteinase K e lisozima = 1mg/mL). 

Em seguida, foi adicionado 200µL de agarose (Anexo 1) em cada um dos 

tubos e após ser misturada a suspensão foi rapidamente distribuída em 

moldes para a formação dos blocos. Após a solidificação da agarose, os 

moldes foram colocados em um tubo Falcon contendo 5mL de tampão de 

lise celular (Anexo 1) e 25µL de proteinase K e incubados em agitador a 

54ºC, 120rpm por 2 horas. 

Após o período de lise, a solução foi retirada e em cada tubo foi 

adicionado aproximadamente 15mL de água ultrapura estéril pré aquecida a 
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50ºC e colocada novamente no agitador a 50ºC, 120rpm por 15 minutos. 

Este processo foi repetido por mais uma vez. Posteriormente, foi adicionado 

aproximadamente 15mL de TE (Anexo 1) pré aquecido a 50ºC e recolocados 

no agitador sob as mesmas condições, repetindo o mesmo processo por 

mais 3 vezes. No final das lavagens, foi adicionado 10mL de TE a 

temperatura ambiente e os blocos foram estocados a 4ºC até o momento da 

digestão. 

 

 

3.3.2 Digestão das amostras com enzima de restrição 

 

Os blocos foram cortados com uma lâmina em pedaços de 2mm de 

espessura e transferidos para um microtubo contendo o tampão da enzima e 

incubados em banho Maria a 37ºC por 10min. Foi preparada uma solução da 

enzima XbaI seguindo as instruções do fabricante (concentração final de 

enzima 50U/bloco) e após a incubação, os blocos foram colocados em 

microtubos com 100µL da solução da enzima e incubados em banho Maria a 

37ºC/16-18h. Decorrido o período de incubação a solução com a enzima foi 

retirada e substituída por 100µL de TBE 0,5x e as amostras foram mantidas 

a 4ºC até o momento da eletroforese. 

 

 

3.3.3 Preparo do gel e eletroforese  

 

Foi preparado 100mL de gel de agarose (Sigma) a 1% em TBE 0,5x e 

após sua solidificação, os blocos foram inseridos nos “pocinhos” do gel e 

posteriormente o gel foi selado com a mesma agarose para impedir a saída 

dos blocos durante a eletroforese. Foi utilizada a Salmonella Braenderup 

H9812 digerida com a enzima XbaI como marcador. A eletroforese foi 
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realizada em equipamento CHEF DR III a 6V/vm e temperatura de 14ºC, nos 

seguintes parâmetros: 

  

Tempo Inicial: 2,2s 

Tempo Final: 54,2s 

Tempo de Corrida: 19h 

 

Após a corrida o gel foi corado em brometo de etídio (0,5mg/mL) por 

30min e lavado 2 vezes com água destilada por 15min cada vez e 

observados no fotodocumentador (DNR – Bio imagins systems – Modelo 

MiniBis Pro). 

 

 

3.3.4 Análise dos dados 

 

Os perfis de restrição foram analisados pelo programa Bionumerics, 

versão 5.0 (Applied Maths, Kortrig, Bélgica). Foram construídos 

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 tolerância de 1,5% e as cepas que 

apresentaram similaridade maior ou igual a 80% foram consideradas 

pertencentes ao mesmo perfil. 

 

 

3.4 MLST 
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O protocolo utilizado para o MLST foi o descrito por Diancourt et al, 2005, 

no qual foram utilizadas as sequências de 7 genes "housekeping" (tonB, 

rpoB, mdh, pgi, phoE, infB, gapA) para a determinação do “Sequence type” 

(ST).  

 

 

3.4.1 Amplificação dos genes de interesse  

 

A primeira etapa da técnica consiste em amplificar os genes de interesse 

por PCR. Para cada gene, utilizou-se uma mistura de 30µL contendo 3,3µL 

de mix A (anexo1), 1,5µL de cada primer F e R (concentração inicial 10µM), 

1,5µL de Taq polimerase, 20,2µL de água e 2µL de DNA. Os primers 

utilizados estão descritos na tabela 3. As condições da reação estão 

descritas na tabela 4. A amplificação foi visualizada por eletroforese em gel 

de agarose 1% em TBE 0,5x nas seguintes condições: 120V por 45min. 
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Tabela 3 - Primers de PCR e sequenciamento utilizados para realização do 

MLST em relação a cada gene. 

Gene Função do gene Sequência dos primersa 

Tamanho do 

Fragmento (pb) 

rpoB sub-unidade beta do  VIC3: GGC GAA ATG GCW GAG AAC CA 980 

 

RNA polimerase B VIC2: GAG TCT TCG AAG TTG TAA CC 

 

    gapA Glyceraldeído 3-fosfato  gapA173: TGA AT ATG AT CCA CTC ACG G 467 

 

desidrogenase gapA181: CTT CAG AAG CGG CTT TGA TGG CTT 

 

    Mdh Malato  mdh130: CCC AAC TCG CTT CAG GTT CAG 758 

 

desidrogenase mdh867: CCG TTT TTC CCC AGC AGC AG 

 

    Pgi Fosfoglicose  pgi1.F: GAG AAA AAC CTG CCT GTA CTG CTG GC 650 

 

isomerase pgi1.R: CGC GCC ACG CTT TAT AGC GGT TAA T 

 

  

pgi2.F (seq): CTG CTG GCG CTG ATC GGC AT 

 

  

pgi2.R (seq): TTA TAG CGG TTA ATC AGG CCG T 

 

    phoE Fosfoporina B PhoE604.1: ACC TAC CGC AAC ACC GAC TTC TTC GG 420 

  

PhoE604.2: TGA TCA GAA CTG GTA GGT GAT 

 

    infB Fator 2 de início da  infB1F: CTC GCT GCT GGA CTA TAT TCG 450 

 

tradução infB1R: CGC TTT CAG CTC AAG AAC TTC 

 

  

infB2F (seq): ACT AAG GTT GCC TCC GGC GAA GC 

 

    tonB Transdutor de energia  tonB1F: CTT TTT CAG CTC AAG AAC TTC 515 

  periplasmática  tonB1R: ATT CGC CGG CTG RGC RGA GAG   

aOs primers da reação de Big Dye são os mesmo utilizados para o PCR, exceto quando indicados 

(Diancourt et al, 2005). 
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Tabela 4 – Condições de ciclagem no termociclador para cada gene 

Gene 

Denaturação  

Inicial 

N.º de 

ciclos Denaturação/Anelamento/Extensão 

Extensão 

Final Armazenamento 

tonB 94ºC/2min 35 94ºC/1min;45ºC/1min; 72ºC/2min 72ºC/2min 4ºC 

rpoB 94ºC/2min 35 94ºC/1min;50ºC/1min; 72ºC/2min 72ºC/2min 4ºC 

mdh 94ºC/2min 35 94ºC/1min;50ºC/1min; 72ºC/2min 72ºC/2min 4ºC 

pgi 94ºC/2min 35 94ºC/1min;50ºC/1min; 72ºC/2min 72ºC/2min 4ºC 

phoE 94ºC/2min 35 94ºC/1min;50ºC/1min; 72ºC/2min 72ºC/2min 4ºC 

infB 94ºC/2min 35 94ºC/1min;50ºC/1min; 72ºC/2min 72ºC/2min 4ºC 

gapA 94ºC/2min 35 94ºC/1min;60ºC/1min; 72ºC/2min 72ºC/2min 4ºC 

 

 

3.4.2 Purificação do produto de PCR 

 

A purificação do produto amplificado foi realizada por dois métodos: 

ExoSAP-IT e purificação com PEG (polietilenoglicol). No primeiro método, 

misturou-se 2µL de ExoSAP-IT com 5µL do produto amplificado e incubou-

se nas seguintes condições no termociclador: 37ºC por 15min seguido por 

80ºC por 15min e armazenou-se a 4ºC até o momento do uso. No segundo 

método, adicionou-se 30µL de produto amplificado e 40µL de solução 

20%PEG 8000 em 2,5M de Cloreto de Sódio em placa de 96 orifícios, 

homogeneizou-se em vortex e centrifugou-se por 1min a 4ºC 500xg. 

Incubou-se a temperatura ambiente por 1 hora. Após a incubação, 

centrifugou-se por 1h a 4ºC 2750xg. Retirou-se o sobrenadante e 

centrifugou-se invertido em papel filtro por 1min a 4ºC 500xg. Adicionou-se 

150µL de álcool etanol 70% gelado em cada um dos orifícios e centrifugou-

se por 10min a 4ºC 2750xg. Repetiram-se as etapas de retirada do 

sobrenadante e centrifugação invertida e adicionou-se mais uma vez 150µL 

de etanol 70% em cada reação. Repetiram-se novamente as etapas de 

retirada do sobrenadante e centrifugação invertida e adicionou-se 15µL de 

água ultra pura estéril, homogeneizou-se por vortex e centrifugou-se 

rapidamente. Armazenou-se a -20ºC até o momento do uso. 
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3.4.3 Reação com o Big Dye® 

 

A partir do produto amplificado purificado foi feita uma nova reação de 

PCR, utilizando-se o Big Dye®. Nesta etapa, foram feitos 2 mix para cada 

gene, um deles utilizando somente o primer F e o outro somente o primer R. 

Sendo assim, para cada amostra foram feitas 14 reações, duas para cada 

gene. Cada mix continha 0,875µL de água ultra pura estéril, 0,875µL do 

tampão do Big Dye®, 0,25µL de Big Dye® e 2µL de primer F ou R 

(concentração inicial 0,67µM) e 1µL da amostra purificada. Os primers 

utilizados nesta etapa estão descritos na tabela 3. As reações foram 

realizadas em placa de 96 poços e submetidas às seguintes condições do 

termociclador: denaturação inicial 96ºC por 1min seguida de 25 ciclos de 

96ºC/10s, 50ºC/5s e 60ºC/4min. A variação de temperatura foi de 1ºC por 

segundo em cada uma das etapas. O produto foi armazenado a 4ºC até a 

purificação. 

 

 

3.4.4 Purificação do produto do Big Dye® 

 

Na placa onde foi realizada a reação com o Big Dye®, adicionou-se 80µL 

da solução 1 (anexo1) e incubou-se em temperatura ambiente por 15min. 

Posteriormente centrifugou-se por 45min a 4ºC 2000xg, em seguida retirou-

se o excesso de sobrenadante e centrifugou-se invertido em papel filtro por 

1min a 4ºC 500xg. Adicionou-se em cada poço 150µL de etanol 70% e 

centrifugou-se por 10min a 4ºC 2000xg, repetiu-se a retirada do 

sobrenadante e centrifugação invertida e deixou-se secar por 5min, cobriu-

se com papel alumínio e armazenou-se a placa a -20ºC até o momento do 

sequenciamento. 
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3.4.5 Sequenciamento  

 

As reações de sequenciamento foram feitas pelo método de Sanger no 

equipamento Sequenciador Automático Applied 3010 XL segundo as 

instruções do fabricante. 

 

 

3.4.6 Análise dos dados 

 

As sequências obtidas foram pré-processadas pelo software “Seqman” e 

em seguida, a análise foi feita pelo site 

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html e, a 

combinação dos sete alelos deu origem ao Sequence Type (ST). No caso de 

novos STs, a nova combinação e/ou sequência foi encaminhada para o 

mesmo site para ser depositada no banco de dados. Para confirmação dos 

alelos o alinhamento foi feito pelo ClustalW (disponível em: 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e a construção dos grupos de 

similaridade foi feita pelo eBURSTv3 (disponível em: http://eburst.mlst.net/). 

Os complexos clonais foram definidos pela análise feita no eBURST, na qual 

foram colocados no mesmo grupo ou complexo clonal, os STs que 

compartilham 6 ou mais alelos idênticos com pelo menos um membro do 

grupo e o fundador primário do grupo, que dá nome ao complexo clonal, é o 

ST que difere em apenas um locus com o maior número de STs presentes 

no complexo. A Minimal Spanning Tree foi construída utilizando o software 

Bionumerics v.7.1. (Applied Maths, Kortrig, Bélgica). 
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4 RESULTADOS 

 

As amostras foram provenientes de 65 locais distribuídos por 18 

cidades do Estado de São Paulo conforme mostra a figura 3, a localização 

de cada cidade no mapa do Estado está mostrada na figura 4. As fontes de 

isolamento variaram, mas com predominância de urina seguida por sangue 

representando 75% dos isolados conforme figura 5. Todas as cepas foram 

produtoras de KPC-2. Os valores da CIM estão mostradas no anexo 3  

 
Figura 3- Número de amostras distribuídas pelas cidades do Estado de São 

Paulo dos 100 isolados de Klebsiella pneumoniae produtora de KPC 
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Figura 4 – Mapa do Estado de São Paulo mostrando as cidades das quais 

foram obtidas cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC. 

 

 
Figura 5 – Fonte de isolamento dos isolados de Klebsiella pneumoniae 

produtoras de KPC isoladas de diversos hospitais do Estado de São Paulo 

 

Os isolados apresentaram diversos perfis de resistência aos 

antimicrobianos testados, sendo que aos carbapenêmicos apresentaram os 

maiores índices de resistência. Todos os isolados foram resistentes ao 

ertapenem, 98% resistentes ao imipenem e 96% resistentes ao meropenem. 

Com relação às cefalosporinas, 97% foram resistentes a cefotaxima, 81% 

foram resistentes à ceftazidima, 71% ao cefepime. Já em relação ao 
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aztreonam, 99% das cepas apresentaram resistência. O perfil de resistência 

do isolados está representado na tabela 5. 

Tabela 5 – Perfil de resistência aos antimicrobianos dos isolados de 

Klebsiella pneumoniae produtora de KPC 

Cepas (n) Perfil de resistência 

19 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc 

17 TZ,CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, TM 

9 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, GM, TM 

7 TZ,CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, PO, TM 

7 TZ,CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, PO, TM 

6 CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, GM, TM 

5 TZ, CT, AT, ETP, IP, MP, PTc 

3 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, GM 

3 TZ, CT, AT, ETP, IP, MP, PTc, GM, TM 

3 CT, AT, ETP, IP, MP, PTc, TM 

2 TZ, CT, AT, ETP, IP, MP 

2 TZ, CT, AT, ETP, IP, MP, PTc, GM, PO, TM 

2 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, TM 

2 AT, ETP, IP, MP 

1 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, TGC, TM 

1 CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc 

1 CT, AT, ETP, IP,MP, PTc 

1 TZ, CT, ETP, IP, MP 

1 TZ, CT, AT, ETP, IP, MP, PTc, TM 

1 TZ, CT, AT, ETP, IP, MP, PTc, GM 

1 AT, ETP, IP, MP, PTc, GM 

1 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, ,MP 

1 TZ, CT, PM, AT, ETP, MP, PTc, GM, TM 

1 CT, ETP, IP, MP 

1 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, GM, TGC 

1 TZ, CT, PM, AT, ETP, PTc 

1 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, TGC 

1 CT, AT, ETP, IP,MP, PTc, GM, TGC, TM 

1 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, PTc, TM 

1 CT, AT, ETP, PTc 

1 CT, AT, ETP, IP, MP, PTc, PO, TM 

1 TZ, CT, AT, ETP, IP, MP, TM 

1 CT, AT, ETP, IP, MP 

1 TZ, CT, AT, ETP, IP, TGC, TM 
TZ: ceftazidima; CT: cefotaxima; PM: cefepime; AT: aztreonam; ETP: ertpenem; IP: imipenem; MP: 

meropenem; PTc: piperaciclina-tazobactam; GM: gentamicina; TGC: tigeciclina; PO: polimixina B; TM: 

tobramicina 
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4.1 PFGE 

 

 

Foram observados 13 perfis, sendo 5 deles únicos. O perfil A foi o 

predominante, 69% dos isolados, seguido pelo B (9%), C (4%), D (3%), E 

(3%), F (3%), G (2%) e H (2%) conforme figura 6. Os perfis foram 

divididos em subtipos, sendo que no mesmo subtipo estão apenas os 

isolados com 100% de similaridade, sendo assim, o perfil A foi dividido 

em 41 subtipos (A1 a A41), B em 6 subtipos (B1 a B6), C em 4 subtipos 

(C1 a C4), D, E e F em 3 subtipos (D1 a D3; E1 a E3; F1 a F3) e G e H 

em 2 (G1 e G2; H1 e H2). A distribuição dos perfis entre as cidades está 

demonstrada na figura 7.  

A distribuição desses perfis e a similaridade entre os isolados está 

representada nos dendrogramas da figura 8 e 9. O dendrograma 

completo está representado no anexo 5.  

 

Figura 6 – Perfis de restrição de PFGE dos 100 isolados de Klebsiella 

pneumoniae produtoras de KPC isoladas de diversos hospitais do Estado de 

São Paulo 
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Figura 7- Distribuição dos perfis de restrição de PFGE de 100 cepas de K. 

pneumoniae produtoras de KPC entre as diferentes cidades 

 

Com relação a distribuição dos clones intra hospitalar, 24 dos 65 locais 

(36,4%) apresentaram mais de um subtipo de PFGE, conforme mostra a 

figura 9. A tabela 6 mostra os subtipos presentes nesses hospitais. 

 



46 

 

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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Figura 8 – Dendrograma mostrando o perfil A de PFGE das cepas de Klebsiella pneumoniae 

isoladas de pacientes de diversos hospitais do Estado de São Paulo, digeridas com a 

enzima de restrição XbaI com base no coeficiente de similaridade de Dice com tolerância de 

1,5%. Ao lado do dendrograma está indicado da esquerda para direita o número da 

amostra, a data do isolamento, o número do hospital, ST, perfil de PFGE, cidade, fonte de 

isolamento e subtipo de PFGE. 
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Figura 9 – Dendrograma indicando os outros perfis de PFGE observados nas cepas 

de Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC isoladas de pacientes de diversos 

hospitais do Estado de São Paulo, digeridas com a enzima de restrição XbaI com 

base no coeficiente de similaridade de Dice com tolerância de 1,5%. Ao lado do 

dendrograma está indicado da esquerda para direita o número da amostra, a data 

do isolamento, o número do hospital, ST, perfil de PFGE, cidade, fonte de 

isolamento e subtipo de PFGE. 
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Figura 10 – Hospitais que apresentaram mais de um subtipo de perfil de restrição 

de PFGE entre os 100 isolados de K. pneumoniae produtoras de KPC. 

 

Tabela 6 – Subtipos de perfis de restrição de PFGE observados nos hospitais com 

2 ou mais subtipos 

Hospital   Subtipos 
  6 C2 C3    

7 A9 A14 A16 A21 A23 

11 A10 G1 
   12 A15 A26 A28 

  13 A11 A34 
   16 A28 A32 
   17 A18 ÚNICO  
   21 A30 A31 A33 

  22 A18 A19 
   23 A3 A28 A29 

  25 A28 A31 
   28 B3 B4 
   31 A36 A38 
   32 A14 A40 
   34 A39 C1 
   35 A12 A35 
   40 A20 A22 
   43 A14 A28 
   45 A17 A20 
   46 B4 ÚNICO  
   47 A37 A41 D1 

  51 A4 B6 C4 ÚNICO 
 61 A14 A24 

   65 A7 A26       

 

2 Subtipos de PFGE 3 Subtipos de PFGE 4 Subtipos de PFGE 5 Subtipos de PFGE 
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Com relação a distribuição inter hospitalar, dos 69 subtipos observados, 

15 foram observados em mais de um hospital. A figura 10 mostra a 

distribuição desses perfis por número de hospitais observados. E a tabela 7 

em quais hospitais esses subtipos foram observados.  

Relacionando-se os subtipos observados com as cidades, dos 69 

subtipos, 7 foram observados em mais de uma cidade conforme mostram a 

figura 11. 

0

1

2

3

4

5

6

A9 A14 A15 A16 A18 A20 A22 A24 A26 A28 A30 A31 A36 A40 B4

Subtipos de PFGE

6 Hospitais

5 Hospitais

4 Hospitais

3 Hospitais

2 Hospitais

 

Figura 11 - Número de hospitais com o mesmo subtipo perfis de restrição 

de PFGE entre os 100 isolados de K. pneumoniae produtoras de KPC. 

 

Tabela 7 – Subtipos de perfis de restrição de PFGE e hospitais nos quais 

eles foram detectados 

Subtipo   Hospitais    

A9 7 26 30 
   A14 7 32 43 55 61 

 A15 10 12 48 
   A16 7 57 

    A18 4 17 22 54 
  A20 14 37 40 45 
  A22 40 63 

    A24 56 61 
    A26 12 65 
    A28 9 12 16 23 25 43 

A30 1 21 
    A31 21 25 41 

   A36 5 31 
    A40 32 33 
    B4 28 46         
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Figura 12 – Mapa das cidades que apresentaram o mesmo subtipo de 

perfis de restrição de PFGE 

 

4.2 MLST 

 

A figura 13 mostra a “population snapshot” do STs de K. pneumoniae até 

agora descritos, esta figura representa a similaridade entre todos os STs e 

também é possível observar onde se localizam os STs detectados no 

estudo. 
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Figura 13 – “Population snapshot” dos STs de K. pneumoniae descritos até o momento, em destaque a localização dos STs 

detectados neste estudo. 
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Os resultados obtidos (Figura 14) mostraram predominância do ST437 

(73%) seguido pelo ST11 (11%), ST340 (7%) e ST258 (3%). Estes STs 

pertencem ao mesmo complexo clonal 258 (CC258), conforme figura 15 e se 

diferem apenas por um locus, ou seja, dos sete genes que formam o ST, 

somente um deles é diferente, no caso o gene tonB e. O ST 101 embora 

pertença ao mesmo complexo clonal, não é muito similar aos STs 

observados no estudo que pertencem a este CC, pois se diferencia em cinco 

dos sete locus. Foram observados também o ST442 (2%) e 2 novos STs, 

ST1044 e ST1046, depositados no banco de dados do site 

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

tabela 8 mostra as combinações dos genes que deram origem aos STs. A 

distribuição dos STs nas cidades estudadas está representada na Figura 16. 

 

 

Figura 14 – Porcentagem dos STs observados nas cepas de K. pneumoniae 

produtora de KPC isoladas no Estado de São Paulo. 
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Figura 15 – Diagrama construído no programa eBURST v3 mostrando a similaridade entre os STs e formação dos complexos 

clonais. Na figura está representado o grupo 1 que é composto por 575 STs sendo o ST 258 o “predicted founder” e em 

destaque os STs observados no presente estudo. 
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Tabela 8 – Combinações dos 7 genes “housekeeping” que deram origem 

aos STs de K. pneumoniae produtoras de KPC. 

  GENES 

ST gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB 

11 3 3 1 1 1 1 4 

258 3 3 1 1 1 1 79 

340 3 3 1 1 1 1 18 

437 3 3 1 1 1 1 31 

101 2 6 1 5 4 1 6 

442 10 20 2 1 9 11 14 

1044 18 22 18 90 142 13 192 

1046 18 20 18 90 142 13 192 

 

 

 

Figura 16 - STs observados nas cepas de K. pneumoniae produtoras de 

KPC entre as diversas cidades do Estado de São Paulo. 

 

A figura 17 mostra a relação entre os resultados de PFGE e MLST, 

pode-se observar a predominância do ST437com perfil de PFGE A, 

entretanto também é possível visualizar que dentro de um mesmo ST foi 

encontrado mais de um perfil de PFGE. 
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Figura 17 – Minimal Spanning Tree dos 100 isolados de K. pneumoniae 

produtoras de KPC representando a relação entre os dados de PFGE e 

MLST, na qual os círculos representam os STs e as cores o perfil de PFGE 

(software Bionumerics v.7.1). 

 

 

4.3 Distribuição Geográfica dos isolados 

 

Os isolados foram provenientes de 65 instituições (Figura 18) distribuídas 

por 18 cidades do Estado de São Paulo. A distribuição dos perfis de PFGE e 

MLST por cidade está demonstrada nas figuras 19 e 20, respectivamente.  
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Figura 18 – Distribuição das 65 instituições pelas 18 cidades do Estado de 

São Paulo mostrando o local de onde os isolados de K. pneumoniae 

produtora de KPC foram obtidos. Destaque para a região metropolitana de 

São Paulo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 - Distribuição dos perfis de restrição de PFGE dos isolados de K. 

pneumoniae produtoras de KPC pelas cidades do Estado de São Paulo 

participantes do estudo. Destaque para a região metropolitana de São Paulo. 
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Figura 20 - Distribuição dos STs dos isolados de K. pneumoniae produtoras 

de KPC pelas cidades do Estado de São Paulo participantes do estudo. 

Destaque para a região metropolitana de São Paulo. 
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5 DISCUSSÃO 

Klebsiella pneumoniae é um patógeno oportunista e seus principais alvos 

são indivíduos hospitalizados, imunodeprimidos ou que possuam uma 

doença de base e, são altamente prevalentes entre os agentes patogênicos 

relacionados com as infecções hospitalares podendo causar doença em 

qualquer sítio (Scarpate & Cossatis, 2009).  

A importância desse patógeno no ambiente hospitalar é devido a grande 

capacidade de desenvolver mecanismos de resistência aos antimicrobianos, 

principalmente beta-lactamases. Já foi demonstrado que pelo menos 80% 

dos pacientes com infecção por K. pneumoniae resistentes aos 

antimicrobianos tiveram infecções precedidas pela colonização do trato 

gastrointestinal (Paterson & Bonomo, 2005). 

Livermore et al (2005) destacaram que entre os micro-organismos 

produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) o gênero 

Klebsiella é o que produz a maior variedade dessas enzimas, o que pode ser 

explicado pelo fato destes serem bons vetores para plasmídeos ou por 

permitirem a evolução de genes que codificam ESBL mais rapidamente que 

outras Enterobacteriaceae. 

As técnicas de PFGE e MLST permite a comparação dos isolados, de 

modo a classificá-los em clones, perfis, subtipos ou “sequence types” e 

dessa forma verificar qual o clone mais predominante, o que este clone 

coproduz em termos de mecanismos de resistência aos antimicrobianos 

para então desenvolver formas de controlar a disseminação desta cepa.           

Os resultados obtidos mostraram a predominância do ST437 (73%) 

seguido pelo ST11 (11%), ST340 (7%), ST258 (3%), ST442 e ST1044 (2%) 

e ST1046 e ST101 (1%). Os ST437, ST11, ST340 e ST258, pertencem ao 

mesmo complexo clonal denominado CC258. O ST258 teve sua primeira 

descrição em 2009 em isolados da Noruega e Suécia, no entanto, estes 

isolados eram de pacientes previamente hospitalizados na Grécia e Israel 

(Samuelsen et al, 2009). Estudos seguintes mostraram a disseminação 

desse ST para outros países da Europa como Itália (Giani et al, 2009), 

Irlanda (Roche et al, 2009), Finlândia (Österblad etal, 2009), Polônia 
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(Baranakiak et al, 2009), Bélgica (Bogaerts et al, 2010), Dinamarca 

(Hammerum et al, 2010) e Hungria (Tóth et al, 2010). A primeira descrição 

deste ST fora da Europa foi nos EUA, no entanto, entre os isolados 

americanos havia 1 isolado de Israel, mostrando que a provável origem 

deste ST seria Israel ou Grécia. O ST 258 é considerado um clone de 

sucesso, pois, além da Europa e EUA, foi relatado também no México 

(Rodríguez-Zulueta et al, 2013), Argentina (Gome et al, 2011), Colômbia 

(Mojica et al, 2012), Brasil (Andrade et al, 2011), Coréia (Yoo et al, 2013), 

República Tcheca (Hrabák et al, 2013), Hong Kong (Ho et al, 2011).  

O ST258 está altamente correlacionado com a produção de KPC e 

mundialmente disseminado (Kitchel et al, 2009; Hkabák et al,2013; 

Samuelsen et al, 2009; Rodríguez-Zulueta et al, 2013; Jain et al, 2013; Yoo 

et al,2013), Porém, também já foi relacionado com cepas KPC negativas 

(Adler et al, 2012). Além da KPC, este ST também foi associado com a 

produção de CTX-M-2 (Adler et al, 2012). 

O sucesso internacional de disseminação deste ST não está 

totalmente esclarecido. DeLeo et al (2014) tentaram explicar este fato 

através do sequenciamento do genoma completo deste ST e comparando 

com outros STs, que resultou na descrição de uma região de divergência 

que incluia genes envolvidos na síntese de cápsula polissacarídica, esta 

região parecia estar relacionada com eventos de recombinação de DNA 

sugerindo que esta região contribuiria para o sucesso da K. pneumoniae 

ST258. Outro estudo feito por Chmelnitsky et al (2013) compararam os 

genes presentes em K. pneumoniae pertencentes ao ST58 e também do 

CC258 com outros STs. Os autores identificaram um grupo de 17 genes 

únicos e ubíquos ao CC258 e outro grupo de 19 genes único ao ST258. A 

maioria das proteínas codificadas por esses genes pertence a dois grupos 

funcionais: motilidade e secreção celular e reparação e modificação do DNA. 

Sendo assim, eles sugeriram que estes genes podem estar relacionados 

com o grande sucesso da disseminação deste ST e dos STs presentes em 

seu complexo clonal. 
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No Brasil o ST258 foi considerado o mais frequente por Andrade et al 

(2011). Estudos publicados posteriormente (Seki et al, 2011; Pereira et al, 

2013) mostraram que o clone predominante no Brasil é o ST437, que é um 

locus diferente do ST258 e pertence ao mesmo complexo clonal. Nosso 

estudo demonstrou que 3% das cepas pertencia ao ST258, concordando 

com os estudos mais recentes (Seki et al, 2011; Pereira et al, 2013) que 

indicam a predominância do ST437. Este ST, assim como o ST258 está 

associado à produção de KPC-2 (Seki et al, 2011; Andrade et al, 2011; 

Pereira et al, 2013), sendo esta associação também observada no presente 

estudo. A predominância do ST437 não foi explicada por nenhum estudo até 

o momento, mas pode ser devido à adaptação da KPC-2 no Brasil e a 

coprodução 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 

Espírito 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) concluíram 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, 

Espírito Santo, Ceará e Rio de Janeiro e o estudo de Fehlberg et al (2012) 

em isolados da Paraíba. Os dados sobre os STs do Estado de São Paulo 

são escassos. Andrade et al (2011) descreveram o ST258 em duas cidades 

do Estado (n=53), sendo que em uma delas o ST258 foi relacionado com um 

surto. Em 2012, Nicoletti et al relacionaram os ST437 e ST11 aos isolados 

do Estado de São Paulo, assim como Castanheira et al (2012) que 

observaram o ST437 como maioria nos isolados do Estado de São Paulo 

estudados (n=12). Os estudos disponíveis sobre os clones circulantes no 

Estado de São Paulo apresentam número pequeno de isolados ou são 

provenientes de apenas uma cidade do Estado; o nosso estudo avaliou um 

número maior de amostras e com distribuição em diversas cidades de São 

Paulo. O ST437 foi encontrado em 73% dos isolados, em 14 das 18 cidades 

estudadas e em 48 das 65 instituições presentes no estudo. 
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Este ST também foi relatado na água dos principais rios da cidade de 

São Paulo, o rio Tietê e o rio Pinheiros (Oliveira et al, 2014). Este estudo de 

Oliveira et al (2014) detectou além do ST437, o ST340 na água do Rio Tietê. 

Este estudo demonstra como estes STs podem sair do ambiente hospitalar e 

chegar ao meio ambiente facilitando sua disseminação. Comparando-se 

geograficamente os pontos de coleta nos rios utilizados no estudo de 

Oliveira et al (2014) com a localização dos hospitais do nosso estudo, feitos 

pelo google maps e plotados no mapa pelo programa “Engine Lite”, 

verificamos evidências de que possivelmente vários deles podem ter 

contaminado a água dos rios. Isso nos leva a uma preocupação sobre como 

é feito o tratamento e o despejo desse tipo de efluente, e se os hospitais têm 

essa preocupação ou algum tipo de plano para evitar a circulação de micro-

organismos multirresistentes no meio ambiente. 

Não havia relato do ST437 fora do Brasil, no entanto, Oteo et al 

(2013), relataram a ocorrência deste ST em um isolado da região de Málaga 

na Espanha associado com a produção de OXA-245. 

O segundo ST mais frequente foi o ST11, descrito pela primeira vez 

por Diancourt et al (2005), durante a padronização do MLST. Entretanto tem 

aumentado sua importância mundial nos últimos anos sendo associado a 

diversos surtos e a coprodução de diversos mecanismos de resistência (Li et 

al 2011) de disseminação internacional. Já foi relatado na Hungria 

(Damjanova et al, 2008), Grécia (Voulgari et al 2013), Hong Kong, Indonésia, 

Coréia do Sul, Malásia, Singapura e Tailândia (Lee et al 2011), Turquia, 

Argentina e Índia (Lascols et al 2013), China (Qi et al, 2011), Taiwan (Lee et 

al, 2012; Chiu et al, 2013), Polônia (Baranakiak et al 2009), Espanha (Pena 

et al, 2014), Austrália (Shomas et al, 2014), Líbia (Lafeuille et al, 2013), Nova 

Zelândia (Williamson et al, 2012), Suécia, Reino Unido (Giske et al, 2012) e 

República Tcheca (Chudácková et al, 2010). No Brasil, Andrade et al (2011) 

foram os primeiros a relatar a presença do ST11 em isolados de 2009 da 

cidade de Ribeirão Preto em São Paulo e Seki et al (2011) também 

relataram este ST nos Estados de Pernambuco e Minas Gerais em isolados 

de 2006, provando sua presença no Brasil antes mesmo do ST258.  
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O ST11 está associado com a produção de CTX-M-15 (Damjanova et 

al, 2008; Voulgari et al, 2013; Lee et al, 2011; Lascols et al, 2013), KPC-2 (Li 

et al 2011; Balm et al, 2012; Qi et al, 2011; Lee et al, 2012; Chiu et al, 2013; 

Castanheira et al, 2012; Baranakiak et al, 2009), OXA-48 (Lascols et al, 

2013), NDM-1 (Lascols et al, 2013) e RmtB (Li et al, 2012). Este ST tem a 

capacidade de capturar e acumular vários mecanismos de resistência, 

segundo Li et al (2012) e já foi relatada a coprodução de RmtB e KPC-2 (Li 

et al, 2011), OXA-48 e CTX-M-15 e NDM-1 e CTX-M-15 (Lascols et al, 

2013).  

 Outro ST descrito em nosso estudo foi o ST340, que foi o terceiro 

mais predominante, e como já mencionado pertence ao mesmo complexo 

clonal que os ST258, ST437 e ST11. Foi depositado no banco de dados em 

2009 por Naas Thierry (http://www.pasteur.fr/cgibin/genopole/PF8/mlstdbnet. 

pl?file=klebs_profiles.xml&page=profileinfo&st=340, acesso em 04/10/2014), 

no entanto, não foi relacionado com nenhuma publicação, mas 

provavelmente sua origem seja européia. Já foi relatado em isolados de 

Omã (Poirel et al, 2011), Grécia (Giakkoupi et al, 2011), Canadá (Peirano et 

al, 2011), Espanha (Sánchez-Romero et al, 2011), Coréia (Kim et al, 2013), 

Itália (Donati et al, 2014), Filipinas e Tailândia (Lee et al, 2011). No Brasil, 

sua primeira descrição foi feita por Pereira et al (2013) em isolados do 

Espírito Santo, Distrito Federal, Alagoas e Piauí. Neste estudo foi relatada 

sua presença em 3 cidades do Estado de São Paulo (São Paulo, Santo 

André e São Bernardo do Campo) e em 7 instituições diferentes, estando 

entre os STs mais predominantes no país, mais importante que o ST258. 

O ST340 foi correlacionado com diversos mecanismos de resistência, 

como KPC-2  (Oliveira et al, 2014; Pereira et al, 2013; Giakkoupi et al, 2011), 

NDM-1 (Kim et al, 2013; Peirano et al, 2013; Poirel et al, 2011); CTX-M-15 

(Peirano et al, 2013; Lee et al, 2011; Oliveira et al, 2014); VIM-1 (Sánchez-

Romero et al, 2011), OXA-1 e ArmA (Poirel et al, 2011) e foi o terceiro ST 

mais frequente em nosso estudo. Também foi descrito por Oliveira et al 

(2014) na água do Rio Titê. 
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O ST442 foi relatado somente no Brasil por Seki et al (2011) em um 

isolado do Estado de Goiás, nenhuma descrição deste ST foi relatada desde 

então. Contudo, neste estudo foram observados 2 isolados pertencentes a 

este ST, também correlacionados com a produção de KPC-2 assim como o 

isolado de Goiás. 

O ST101 foi encontrado em apenas um isolado deste estudo, no 

entanto já foi descrito no Brasil por Seki et al (2011) em isolado do Rio de 

Janeiro e em outros países como República Tcheca (Hrabák et al, 2009), 

Espanha (Pitarti et al, 2011; Pena et al, 2014), Itália (Mammina et al, 2012; 

Frasson et al, 2012; Mezzatesta et al, 2013), Finlândia (Österblad et al, 

2011), Coréia (Lee et al, 2012), Taiwan (Ma et al, 2013), França (Marcade et 

al, 2013; Potron et al 2013), Grécia (Poulou et al, 2013), Tailândia (Lee et al, 

2011) Tunísia, Suiça, África do Sul, Marrocos (Potron et al, 2013) e no Japão 

em paciente que havia viajado para o Egito e Turquia (Hashimoto et al, 

2014).  

Este ST foi correlacionado com a produção de diversos mecanismos 

de resistência, principalmente KPC-2 (Seki et al, 2011; Frasson et al, 2012; 

Mezzatesta et al, 2013; Pena et al, 2014), CTX-M-15 (Lee et al, 2011, Pitarti 

et al, 2011, Potron et al, 2013) e a família OXA (OXA-48, OXA-1 e OXA181) 

(Hashimoto et al, 2014; Pitarti et al 2011; Potron et al, 2013; Österblad et al, 

2011), mas também com outras beta-lactamases como CTX-M-14 

(Hashimoto et al, 2014; Lee et al, 2012) e SHV-12 (Hrabák et al 2009) e a 

metilases 16s rRNA ArmA (Mezzatesta et al, 2013).  

Os ST1044 e ST1046 foram descritos pela primeira vez neste estudo 

e se diferenciam entre si apenas por um locus (infB) e foram relacionados 

com a produção de KPC-2 e não têm relação com o CC258. 

Portanto, o estudo observou a predominância do ST437 no Estado de 

São Paulo, sendo que este foi associado à produção de KPC-2, podendo ser 

a adaptação da KPC-2 no Brasil, uma possível explicação para a mudança 

de frequência quando comparado ao cenário mundial, no qual o ST258 é o 

mais disseminado e o clone de maior sucesso. O ST437, assim como os 
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ST11 e ST340, está muito relacionado com o ST258 pertencendo ao mesmo 

complexo clonal 258.  

Alguns autores não utilizam mais o termo CC258 e sim CC11 

multirresistente (Oliveira et al, 2014; Pereira et al, 2013, D’Andrea et al, 

2013, Lee et al, 2011), devido ao aumento da importância deste ST e sua 

relação com diversos mecanismos de resistência. Entretanto, optamos por 

continuar com o termo CC258, devido aos resultados da análise do 

eBURST. Recentemente, uma nova nomenclatura foi sugerida por Bialek-

Davenet et al (2014). Neste estudo, os autores utilizam uma nova técnica 

chamada “Core Genome MLST” (cgMLST), na qual são analisados 634 

genes e são definidos grupos clonais (GC), que seriam mais discriminatórios 

que os complexos clonais. Os autores exemplificaram STs que pertenciam 

ao mesmo complexo clonal de acordo com o MLST, mas em diferentes 

grupos clonais quando analisados pelo cgMLST. Foi determinada a definição 

de GC como sendo o grupo de STs que apresentam menos de 100 

incompatibilidades alélicas com pelo menos um ST do grupo, ou seja, que 

apresentem menos de 14,4% de diferença entre os 694 alelos. Dos STs 

presentes no nosso estudo, foram analisados por este método, no estudo de 

Bialek-Davenet et al (2014), os ST258, ST340 e ST11, e estes foram 

agrupados no GC258. O ST437 não foi analisado por este método, mas 

devido a similaridade deste com os ST258, ST340 e ST11, é provável que 

ele também se enquadre no GC258. A não inclusão do ST437 no estudo 

realizado por Bialek-Davenet et al (2014) deve-se ao fato da presença deste 

ST ser praticamente restrita ao Brasil. Foi proposta também uma nova 

ferramenta de bioinformática para análise desta nova técnica, além de 

relacionar virulência, resistência antimicrobiana e MLST a estes grupos 

clonais. Esta ferramenta e banco de dados, chamado BIGSdb-Kp substituiu 

o antigo site de análise do MLST http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/P 

F8/mlst/primers_Kpneumoniae.html pelo novo http://bigsdb.web.pasteur.fr/kl 

ebsiella/klebsiella.html.  

Outra técnica utilizada para a comparação dos isolados foi o PFGE, 

que analisa padrões de macro restrição do DNA genômico. Neste estudo, 
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foram identificados 13 perfis de PFGE sendo 5 deles únicos. O perfil A foi o 

predominante, encontrado em 69% dos isolados e em 13 das 18 cidades 

estudadas e em 46 das 65 instituições presentes no estudo, demonstrando 

similaridade entre as cepas circulantes no Estado. Dentro do perfil A foram 

identificados 41 subtipos, estes com 100% de similaridade e o subtipo A28 

foi o mais frequente (6 isolados), encontrado em 4 cidades (Diadema, 

Guarulhos, Santo André e São Paulo) e em 6 instituições diferentes. Estes 

dados mostram como as cepas se disseminam tanto entre hospitais como 

entre cidades, aumentando a disseminação dos mecanismos de resistência 

presentes nesses isolados, como produção de ESBL, carbapenemase e 

outros mecanismos de resistência a outras classes de antimicrobianos como 

aminoglicosídeos.  

Andrade et al (2011) estudaram isolados da cidade de Franca e 

Ribeirão Preto no Estado de São Paulo do período de 2007 a 2009 e 

identificaram um perfil de PFGE predominante que também foi denominado 

de A (KpA) e foi relacionado com os ST258, ST11 e ST340. Nos isolados da 

cidade de Ribeirão Preto deste estudo foram observados 4 perfis diferentes 

de PFGE (B, C, D e H), porém relacionados com os ST258, ST11 e ST340, 

os mesmos STs descritos por Andrade et al (2011). O perfil A descrito por 

Andrade et al (2011) pode ser o mesmo encontrado neste estudo, no 

entanto, devido ao uso de diferentes protocolos para a realização do PFGE 

não é possível dizer se os perfis estão ou não correlacionados pela técnica 

do PFGE, mas ao compararmos os resultados do MLST podemos dizer que 

estes isolados podem estar correlacionados, visto que o ST258 foi 

encontrado somente em duas cidades, Ribeirão Preto e São Paulo. Tóth et 

al (2010) também correlacionaram os ST258 e ST11 como pertencentes ao 

mesmo padrão de PFGE em isolados da Hungria. 

Com relação aos outros perfis encontrados, o perfil B (9 isolados) foi 

encontrado em 3 cidades (Ribeirão Preto, São José dos Campos e São 

Paulo), 6 instituições e relacionado a 2 STs (ST437 e ST258), com 

predominância do ST437. O perfil C (4 isolados) foi encontrado em 2 cidades 

(Ribeirão Preto e São Paulo) e em 3 instituições diferentes, porém associado 
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apenas ao ST11. O perfil D (3 isolados), foi descrito em 2 cidades (São 

Paulo e Piracicaba) e em 3 instituições, no entanto, foi relacionado com 2 

STs novos (ST1044 e ST1046) que foram descritos pela primeira vez neste 

estudo e depositados no banco de dados do Instituto Pasteur 

(www.pasteur.fr/cgi-bin/genopole/PF8/mlstdbnet.pl?file=klebs_profiles.xml). 

O perfil E (3 isolados) foi encontrado em 3 cidades (Santos, Piracicaba e 

Taubaté), em 3 instituições e foi relacionado com 2 STs (ST437 e ST442). O 

perfil F foi descrito em 3 cidades (Barueri, São Paulo e Guarulhos) e foi 

relacionado com ST437 e ST11. O perfil G (2 isolados) foi descrito em 2 

cidades (São Paulo e São Caetano do Sul) e relacionado com os ST437 e 

ST11 e o H foi descrito apenas em São Paulo, em duas instituições 

diferentes e também relacionado com 2 STs diferentes (ST11 e ST340). Os 

perfis considerados únicos se relacionaram com os ST437, ST11 e ST101, 

sendo que o perfil associado ao ST101 foi o mais distante, apresentando 

menos de 60% de similaridade com todos os outros isolados.  

Os resultados de PFGE apresentaram pouca correlação com os 

resultados de MLST, pois em muitos casos, o mesmo ST foi observado em 

perfis de PFGE diferentes e dentro do mesmo perfil de PFGE, STs 

diferentes. Desta forma, não se pode assumir que dentro de um mesmo 

perfil de PFGE também está representado um único ST. Este fato é devido a 

diferença das duas técnicas, pois elas têm objetivos e métodos diferentes, o 

MLST analisa apenas 7 genes, enquanto que o PFGE analisa todo o DNA 

bacteriano. Desta forma, o PFGE diferenciou mais as cepas (11 perfis) 

comparado ao MLST (8 STs). 

O PFGE é uma técnica utilizada para a comparação de padrões de 

restrição e consegue mostrar, por exemplo, se no caso de um surto a 

mesma cepa colonizou todos os pacientes, porém não é uma técnica 

reproduzível entre os laboratórios e seus resultados não podem ser 

comparados, pois, não existe um protocolo padrão para K. pneumoniae 

como existe para outros microorganismos (Rede Pulsenet). Desta forma, 

nem sempre a mesma enzima é utilizada ou o mesmo tipo de extração é 

feito e até mesmo a diferença entre os equipamentos de eletroforese e os 
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insumos utilizados podem interferir na análise dos resultados. A vantagem 

do MLST sobre o PFGE é a questão da reprodutibilidade, pois conseguimos 

comparar os resultados obtidos neste estudo com todo o cenário mundial de 

distribuição, predominância e mudanças nos STs circulantes, o que não foi 

possível com o PFGE, pois só conseguimos comparar os nossos isolados 

entre si. 
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6 CONCLUSÃO 

 Foi observada grande diversidade de clones nas amostras de K. 

pneumoniae produtoras de KPC circulantes no Estado de São Paulo. 

Embora um clone tenha sido predominate (ST437 e perfil de PFGE 

A) presente em 60% das amostras, outros clones também 

foram observados. 

 

 As sequências tipo encontradas foram ST437, ST11, ST340, ST258, 

ST442, ST101 e foram descritas 2 novas STs, a ST1044 e ST1046, 

sendo o ST437 o predominante, encontrado em 73% dos isolados. 

Já o PFGE resultou em 13 perfil, sendo 5 deles únicos. O perfil A foi o 

mais predominante em 69% dos isolados.  

 

 A predominância do clone ST437-A sugere uma certa correlação 

entre os dados de PFGE e MLST, no entanto, houve casos em que 

dentro do mesmo ST foram encontrados perfis de PFGE diferentes e 

dentro do mesmo perfil de PFGE, STs diferentes. O PFGE e o MLST 

são técnicas complementares, sendo utilizadas e analisadas 

dependendo do objetivo proposto.  
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Anexo 1 – Aprovação do Comitê de Ética de Pesquisa - CEPIAL 
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Anexo 2 – Tampões e Soluções 

 

Amplificação dos genes de interesse para o MLST 

Mix A 

 900µL Denvil Buffer (10x PCR Buffer, 15mM MgCl2) 

 90µL DNTP New England Biosystems 

 

Purificação do produto do Big Dye® 

Solução 1 

 0,3mL 3M NaOAc (pH 5,3) 

 6.25 mL Etanol 95% 

 1,45 mL Água Mili-Q estéril 

 

Reagentes utilizados no PFGE 

Tris 1 M, pH 8,0 

 Tris base  121,1g 

 H2O dest  800 mL 

 HCl  42 mL 

 H2O Ultra pura q.s.p  1000 mL 

Autoclavar 

 

EDTA 0,5M, pH 8,0 

 EDTA  93,06g 

 H2O dest.  300 mL 

 Ajustar pH  10 g de NaOH 

 H2O Ultra pura q.s.p.  500 mL 
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Autoclavar  

 

Tampão TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) 

 Tris 1 M pH 8,0  10 mL 

 EDTA 0,5 M pH 8,0  2 mL 

 H2O Ultra pura estéril q.s.p.  1000 mL 

 

Tampão de Suspensão Celular - Cell Suspension Buffer – CSB (100 mM 

Tris, 100 mM EDTA, pH 8,0) 

 Tris 1 M ph 8,0  10 mL 

 EDTA 0,5 M pH 8,0 20 mL 

 H2O Ultra pura estéril q.s.p.  100 mL 

 

Tampão de lise celular – Cell Lysis Buffer – CLB (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 

pH 8,0, 10% sarcosil) 

 Tris 1 M pH 8.0  25 mL 

 EDTA 0,5 M pH 8,0  50 mL 

 Sarcosil 10%  50 mL 

 H2O Ultra pura estéril q.s.p.  500 mL 

  

Agarose para plug 

  1,2g  pulsed field certified agarose - ultra pure DNA grade agarose 

(Bio-Rad – cat 162-0137) 

 100mL TE 

 

Agarose para eletroforese 

  1,0g  agarose pulsed field electrophoresis: running gel (Sigma – 

A-2929) 

 100mL H2O ultra pura 
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Tampão Tris Borato (TBE) 

a) TBE 5 x [ ] 

Àcido bórico   27,5 g 

Tris base   54,0 g 

EDTA 0,5 M pH 8,0   20 mL 

H2O Ultra pura estéril q.s.p.  1000 mL 

 

b) TBE 10 x [ ] 

Ãcido bórico   55 g  

Tris base   108,0 g 

EDTA 0,5 M pH 8,0   40 mL 

H2O Ultra pura estéril q.s.p.  1000 mL 

 

Proteinase K 

Solução estoque 20 mg/mL 

Pesar 0,06 g de Proteinase K para 3 mL de água Ultra pura estéril. Estocar 

no freezer – 20o C da seguinte maneira: 5 microtubos com alíquota de 100 

µL e o restante em alíquotas de 400 µL. Descongelar e usar somente o 

necessário. 

 

Lisozima 

Pesar 0,04 g de Lisozima para 1mL de água Ultra pura estéril. Estocar no 

freezer – 20o C em microtubo com alíquota de 100 µL. 
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Anexo 3 – Perfil de resistência através da determinação da CIM pela técnica de E-test®, de Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC isoladas de 

hospitais do Estado de São Paulo no período de 2009 a 2011.  
 

Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CT PM AT ETP IP MP PTc GM TGC PO TM AK 

143/09 3 Santo André Urina 06/09 6 I 2 I 1,5 S 24 R >32 R 4 R >32 R 32 I 1 S 1,5 I 2 S 6 I 
 

202/09 43 São Paulo Sangue 09/09 128 R >256 R 64 R >256 R >32 R 24 R 4 R >256 R 0,5 S 2 I 1,5 S 8 I 
 

259/09 17 Taboão da Serra Urina 11/09 8 I 64 R 64 R 48 R >32 R >32 R >32 R >256 R 8 I 0,125 S 1,5 S 12 I 
 

260/09 43 São Paulo Urina 11/09 128 R >256 R 64 R >256 R 4 R 4 R 4 R >256 R 0,5 S 2 I 1,5 S 8 I 
 

278/09 7 São Paulo Urina 12/09 >256 R >256 R 32 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 1 S 1 S 1,5 S 8 I 
 

97/10 16 Guarulhos Sangue 06/10 12 I 64 R 6 S 64 R >32 R 6 R >32 R >256 R 2 S 3 I 0,5 S 1 S 
 

98/10 7 São Paulo Sangue 06/10 128 R >256 R 64 R >256 R >32 R 8 R 8 R 128 R 1 S 2 I 0,5 S 8 I 
 

166/10 17 Taboão da Serra Sangue 07/10 96 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 2 S 2 I 0,5 S 24 R 
 

266/10 27 Barueri Sangue 09/10 12 I >256 R >256 R 128 R >32 R >32 R >32 R >256 R 96 R 1 S 0,75 S 24 R 
 

281/10 12 Diadema Sangue 10/10 8 I 8 R 12 I 64 R >32 R 12 R 8 R 128 R 8 I 1 S 1,5 S 24 R 
 

295/10 49 São Bernardo do Campo Secreção Traqueal 10/10 48 R >256 R 32 R >256 R >32 R 4 R 8 R >256 R 2 S 2 I 1 S 24 R 
 

337/10 51 Ribeirão Preto Secreção de ferida 11/10 >256 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 3 S 1 S 0,19 S 24 R 
 

364/10 34 São Paulo Urina 11/10 12 I >256 R 256 R 256 R >32 R 12 R >32 R >256 R 64 R 0,75 S 0,38 S 24 R 
 

368/10 39 Jundiaí Não Informado 11/10 12 I 64 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R >256 R 0,75 S 0,38 S >256 R >256 R 

370/10 53 Santos Não Informado 11/10 32 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 0,5 S 0,38 S 0,38 S 1 S 
 

392/10 54 São Paulo Sangue 11/10 >256 R >256 R 4 S 6 I >32 R >32 R >32 R 12 S 0,5 S 2 I 0,25 S 12 I 
 

403/10 16 Guarulhos Urina 12/10 64 R >256 R 256 R 256 R >32 R 16 R >32 R 256 R 2 S 2 I 0,5 S 16 R 
 

411/10 32 São Paulo  Swab axilar 12/10 >256 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 2 S 1 S 0,38 S 16 R 
 

414/10 31 Jundiaí Urina 12/10 >256 R >256 R >256 R >256 R 16 R 16 R 4 R >256 R 1,5 S 1,5 I 0,5 S 12 I 
 

416/10 51 Ribeirão Preto Urina 12/10 >256 R 256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 3 S 1 S 0,5 S 24 R 
 

419/10 23 Santo André Urina 12/10 96 R >256 R >256 R 256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 1,5 S 1 S 8 R 16 R 
 

427/10 46 São José dos Campos Urina 12/10 >256 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 1,5 S 1 S 0,5 S 16 R 
 

                CONTINUA  
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Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CT PM AT ETP IP MP PTc GM TGC PO TM AK 

453/10 7 São Paulo Urina 12/10 128 R >256 R 48 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 0,75 S 2 I 0,5 S 12 I 
 

32/11 63 São Paulo Urina 01/11 16 R >256 R 16 I 128 R >32 R >32 R >32 R 48 I 1,5 S 0,25 S 0,5 S 6 I 
 

35/11 62 São Paulo Urina 01/11 16 R >256 R 16 I >256 R >32 R >32 R 16 R >256 R 1 S 2 I 0,5 S 12 I 
 

55/11 12 Diadema Sangue 01/11 >32 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 2 S 1 S 2 S 16 R 
 

64/11 34 São Paulo Secreção Traqueal 01/11 128 R >256 R 128 R >256 R >32 R 16 R >32 R >256 R >256 R 1 S 0,5 S >256 R >256 R 

84/11 50 Piracicaba Secreção Traqueal 01/11 >256 R >256 R 32 R >256 R >32 R 16 R >32 R >256 R >256 R 0,125 S 0,5 S >256 R >256 R 

92/11 25 Santo André Secreção Traqueal 01/11 192 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 1 S 2 I 12 R 24 R 
 

107/11 37 Piracicaba Urina 01/11 192 R >256 R 32 R >256 R >32 R >32 R 8 R 96 I 0,75 S 0,5 S 0,25 S 16 R 
 

108/11 30 São Bernardo do Campo Secreção Traqueal 01/11 >256 R 32 R 3 S 32 R >32 R >32 R >32 R 64 I 0,5 S 2 I 1,5 S 1,5 S 
 

111/11 14 Piracicaba Sangue 01/11 128 R >256 R 32 R >256 R 12 R 12 R >32 R 256 R 0,75 S 1 S 1 S 16 R 
 

122/11 31 Jundiaí Sangue 02/11 16 R 12 R 6 S 64 R >32 R >32 R >32 R 256 R 1 S 2 I 1 S 16 R 
 

137/11 7 São Paulo Sangue 02/11 >256 R >256 R 48 R >256 R >32 R 8 R >32 R >256 R 0,5 S 0,75 S 0,25 S 12 I 
 

143/11 45 Piracicaba Sangue 02/11 96 R >256 R 32 R >256 R 3 R >32 R >32 R >256 R 0,5 S 1 S 0,5 S 12 I 
 

145/11 47 Piracicaba Secreção Retal 02/11 32 R 32 R 12 I 256 R >32 R >32 R 32 R >256 R >256 R 0,125 S 32 R >256 R >256 R 

170/11 47 Piracicaba Urina 02/11 16 R >256 R 12 I 96 R >32 R >32 R >32 R >256 R 0,5 S 0,38 S 0,38 S 1 S 
 

180/11 42 São José dos Campos Urina 02/11 8 I 2 I 8 S 128 R 8 R >32 R >32 R 256 R 192 R 1 S 0,38 S 128 R 
 

189/11 22 São Caetano do Sul Urina 02/11 6 I 6 R 6 S >256 R >32 R 16 R 4 R 256 R 1 S 0,5 S 0,19 S 24 R 
 

192/11 10 Cubatão Urina 02/11 48 R >256 R 24 I >256 R >32 R >32 R 12 R >256 R 0,5 S 0,38 S 0,19 S 12 I 
 

194/11 56 São Paulo Urina 02/11 16 R >256 R 6 S 256 R >32 R >32 R 12 R 192 R 0,38 S 0,75 S 0,19 S 0,38 S 
 

197/11 4 São Caetano do Sul Secreção Traqueal 02/11 48 R >256 R 48 R 256 R >32 R >32 R 4 R 96 I 0,75 S 1 S 0,25 S 16 R 
 

208/11 45 Piracicaba Não Informado 03/11 64 R >256 R 24 I >256 R 4 R 4 R 4 R 256 R 0,5 S 0,38 S 0,094 S 12 I 
 

216/11 7 São Paulo Sangue 03/11 8 I >256 R 3 S 24 R >32 R >32 R 4 R 128 R 0,75 S 1 S 0,25 S 16 R 
 

228/11 58 São Paulo Urina 03/11 48 R >256 R 32 R >256 R >32 R >32 R 4 R 64 I 0,75 S 1 S 0,25 S 12 I 
 

230/11 6 Ribeirão Preto Urina 03/11 48 R 128 R 48 R 256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 64 R 0,19 S 0,125 S 8 I 
 

232/11 57 São Paulo Secreção 03/11 >256 R >256 R 64 R >256 R >32 R >32 R 32 R >256 R 1,5 S 1 S 0,19 S 12 I 
 

                CONTINUA  
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Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CT PM AT ETP IP MP PTc GM TGC PO TM AK 

233/11 55 São Paulo Urina 03/11 >256 R >256 R 96 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 1 S 1,5 I 0,125 S 12 I 
 

237/11 46 São José dos Campos Urina 03/11 48 R 256 R 32 R >256 R >32 R 24 R >32 R >256 R 64 R 0,75 S 0,125 S 16 R 
 

253/11 26 Campinas Swab anal 03/11 8 I 256 R >256 R 256 R >32 R >32 R >32 R >256 R >256 R 0,25 S 0,25 S >256 R >256 R 

276/11 61 São Paulo Sangue 03/11 3 S 256 R 6 S 6 I >32 R >32 R 4 R 24 I 0,38 S 1,5 I 0,5 S 8 I 
 

277/11 61 São Paulo Urina 03/11 >256 R >256 R >256 R >256 R 8 R 4 R 12 R >256 R 2 S 2 I 32 R 24 R 
 

314/11 35 São Paulo Sangue 03/11 >256 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 2 S 2 I <0,064 S 12 I 
 

326/11 23 Santo André Sangue 04/11 64 R >256 R 32 R >256 R >32 R 8 R 8 R >256 R 64 R 8 R 0,19 S 8 I 
 

337/11 1 São Paulo Urina 04/11 >256 R >256 R 48 R >256 R 24 R 8 R 8 R >256 R 1,5 S 8 R 0,19 S 16 R 
 

354/11 40 Rio Claro Urina 04/11 >256 R >256 R 32 R >256 R >32 R 3 I 2 I 192 R 1,5 S 0,5 S 0,25 S 6 I 
 

365/11 8 São Paulo Sangue 04/11 128 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 1,5 S 3 I 2 S 16 R 
 

366/11 48 Cubatão Urina 04/11 192 R >256 R 128 R >256 R >32 R 4 R 12 R 192 R 1,5 S 4 R 0,75 S 12 I 
 

404/11 28 São José dos Campos Sangue 05/11 48 R >256 R 16 I >256 R >32 R 4 R 6 R 256 R 48 R 2 I 0,75 S 16 R 
 

416/11 6 Ribeirão Preto Urina 05/11 24 R 32 R 8 S >256 R >32 R 16 R >32 R >256 R >256 R 0,75 S 1 S 32 R 
 

417/11 51 Ribeirão Preto Não Informado 05/11 >256 R 256 R 192 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 12 I 2 I 32 R 24 R 
 

419/11 29 Guarulhos Sangue 05/11 6 I 32 R 64 R >256 R >32 R 6 R >32 R >256 R >256 R 1 S 1 S 96 R 
 

425/11 28 São José dos Campos Ponta de catéter 05/11 128 R >256 R 48 R >256 R 16 R 3 I 4 R >256 R >256 R 3 I 0,38 S >256 R >256 R 

428/11 28 São José dos Campos Urina 05/11 128 R >256 R 32 R >256 R >32 R 4 R 4 R >256 R 128 R 3 I 2 S 64 R 
 

467/11 22 São Caetano do Sul Sangue 05/11 128 R >256 R 64 R >256 R 12 R >32 R 8 R >256 R 1 S 2 I 1,5 S 12 I 
 

483/11 44 São José dos Campos Urina 05/11 256 R >256 R >256 R >256 R >32 R 8 R 24 R >256 R 1,5 S 0,5 S 0,5 S 1,5 S 
 

488/11 52 São Paulo Swab Vigilância 05/11 4 S 8 R 4 S 24 R 8 R 6 R 4 R >256 R 128 R 4 R 1,5 S 32 R 
 

492/11 19 São Paulo Sangue 05/11 24 R 128 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 12 I 0,38 S 0,5 S 24 R 
 

493/11 13 São Paulo Urina 05/11 96 R 256 R 32 R >256 R >32 R 4 R 0,5 S 256 R 1,5 S 2 I 1,5 S 16 R 
 

513/11 65 São Bernardo do Campo Urina 06/11 96 R >256 R 64 R >256 R 8 R >32 R 8 R 256 R 2 S 1 S 0,75 S 16 R 
 

515/11 51 São Paulo Urina 06/11 32 R >256 R 16 I >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 1 S 0,75 S 0,5 S 0,5 S 
 

531/11 41 São José do Rio Preto LCR 06/11 >256 R >256 R 64 R >256 R 32 R 32 R >32 R >256 R 2 S 2 I 1,5 S 16 R 
 

                CONTINUA  
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Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CT PM AT ETP IP MP PTc GM TGC PO TM AK 

534/11 5 São Paulo Não Informado 06/11 >256 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 3 S 1,5 I 1 S 24 R 
 

538/11 12 Diadema Urina 06/11 128 R >256 R >256 R >256 R >32 R 32 R >32 R >256 R 2 S 1,5 I 1 S 8 I 
 

576/11 40 Piracicaba Não Informado 06/11 256 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 >256 R 1,5 I 0,5 S >256 R >256 R 

635/11 11 São Paulo Sangue 06/11 16 R 128 R 24 I 128 R >32 R >32 R >32 R >256 R 64 R 1 S 0,38 S 32 R 
 

641/11 11 São Paulo Urina 06/11 12 I 4 R 6 S 192 R >32 R 2 I 1 S 256 R 1 S 0,5 S 0,5 S 1 S 
 

671/11 59 São Paulo Urina 06/11 256 R >256 R 48 R >256 R 12 R >32 R 4 R >256 R 32 R 0,38 S 0,75 S 4 S 
 

672/11 60 São Paulo Urina 06/11 12 I 8 R 8 S >256 R 32 R 4 R >32 R >256 R 6 I 0,38 S 4 R 24 R 
 

705/11 21 São Paulo Urina 07/11 256 R >256 R 48 R >256 R 24 R 32 R 32 R >256 R 1 S 1,5 I 1,5 S 12 I 
 

720/11 36 São Paulo Urina 07/11 256 R >256 R 128 R >256 R 16 R 4 R 4 R >256 R 64 R 0,38 S 0,75 S 6 I 
 

740/11 24 São Paulo Sangue 07/11 24 R >256 R 32 R 128 R 6 R 32 R >32 R >256 R 256 R 2 I 0,38 S 32 R 
 

749/11 13 São Paulo Urina 07/11 64 R >256 R 24 I >256 R >32 R 8 R >32 R 48 I 0,75 S 2 I 0,38 S 16 R 
 

750/11 35 São Paulo Urina 07/11 6 I 128 R 3 S 48 R 16 R 16 R 4 R 96 I 1,5 S 2 I 1 S 1 S 
 

754/11 33 São Paulo Secreção Traqueal 07/11 128 R >256 R 32 R >256 R 8 R 16 R 4 R >256 R 1,5 S 3 I 1,5 S 12 I 
 

768/11 32 São Paulo Secreção axilar 07/11 192 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R 3 S 2 I 16 R 32 R 
 

771/11 51 Ribeirão Preto Urina 07/11 >256 R 256 R 16 I >256 R 12 R 32 R 16 R >256 R 96 R 1,5 I 12 R 32 R 
 

779/11 47 Piracicaba Urina 07/11 128 R >256 R 32 R >256 R 32 R 16 R 8 R >256 R 1 S 0,75 S 1 S 12 I 
 

815/11 15 São Paulo Ponta de catéter 08/11 16 R >256 R 192 R 192 R >32 R >32 R >32 R >256 R 2 S 1 S 0,75 S 16 R 
 

831/11 23 Santo André Urina 08/11 128 R >256 R 32 R >256 R >32 R 8 R 4 R 256 R 2 S 1 S 6 R 24 R 
 

848/11 21 São Paulo Urina 08/11 192 R >256 R 48 R >256 R >32 R 4 R >32 R >256 R 1,5 S 2 I 1 S 12 I 
 

857/11 9 São Paulo Aspirado Traqueal 08/11 128 R >256 R 48 R >256 R 2 R 16 R >32 R >256 R 1 S 3 I 1 S 16 R 
 

867/11 2 São Caetano do Sul Urina 08/11 12 I >256 R 64 R 96 R >32 R >32 R 32 R >256 R 64 R 0,75 S 0,5 S 16 R 
 

870/11 65 São Bernardo do Campo Sangue 08/11 >256 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R >256 R 1 S 0,5 S 16 R 
 

886/11 21 São Paulo Urina 08/11 4 S 2 I 3 S 32 R 16 R 4 R 8 R 48 I 1 S 1,5 I 0,75 S 1,5 S 
 

892/11 18 São Paulo Sangue 08/11 96 R >256 R >256 R >256 R >32 R 8 R 16 R 128 R 1,5 S 2 I 1 S 24 R 
 

917/11 64 São José dos Campos Urina 08/11 24 R >256 R 24 I 128 R >32 R 4 R 2 I 48 I 1 S 4 R 0,38 S 16 R 
 

                CONTINUA  
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Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CT PM AT ETP IP MP PTc GM TGC PO TM AK 

918/11 25 Santo André Urina 08/11 128 R >256 R 64 R >256 R >32 R 4 R 4 R >256 R 2 S 2 I 24 R 16 R 
 

922/11 38 Taubaté Urina 08/11 >256 R >256 R >256 R >256 R >32 R >32 R >32 R >256 R >256 R 0,19 S 0,5 S >256 R >256 R 

1194/11 20 São Paulo Ponta de catéter 11/11 192 R >256 R 48 R >256 R 8 R 8 R 4 R >256 R >256 R 0,75 S 0,5 S >256 R >256 R 

ETP – ertapenem; IP – imipenem; IP/IPI – imipenem/imipenem com EDTA; MP – meropenem; GM – gentamicina; TGC – tigeciclina; PO – polimixina B; TM – tobramicina; AK – 

amicacina.
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Anexo 4 - Resultados de MLST, perfis e subtipos de PFGE das amostras de 

Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC isoladas de hospitais do Estado de São 

Paulo no período de 2009 a 2011.  

Cepas Hospital Cidade 
Fonte de 

isolamento 
Data 

PFGE 
Subtipo 

PFGE 
Perfil 

MLST 

143/09 3 Santo André Urina 06/09 A25 A 437 

202/09 43 São Paulo Sangue 09/09 A28 A 437 

259/09 17 Taboão da Serra Urina 11/09 ÚNICO  ÚNICO  437 

260/09 43 São Paulo Urina 11/09 A14 A 437 

278/09 7 São Paulo Urina 12/09 A14 A 437 

97/10 16 Guarulhos Sangue 06/10 A32 A 437 

98/10 7 São Paulo Sangue 06/10 A9 A 437 

166/10 17 Taboão da Serra Sangue 07/10 A18 A 437 

266/10 27 Barueri Sangue 09/10 F1 F 11 

281/10 12 Diadema Sangue 10/10 A26 A 437 

295/10 49 São Bernardo do Campo Secreção Traqueal 10/10 ÚNICO  ÚNICO  437 

337/10 51 Ribeirão Preto Secreção de ferida 11/10 B6 B 258 

364/10 34 São Paulo Urina 11/10 C1 C 11 

368/10 39 Jundiaí Não Informado 11/10 A6 A 11 

370/10 53 Santos Não Informado 11/10 E3 E 437 

392/10 54 São Paulo Sangue 11/10 A18 A 437 

403/10 16 Guarulhos Urina 12/10 A28 A 437 

411/10 32 São Paulo  Swab axilar 12/10 A14 A 258 

414/10 31 Jundiaí Urina 12/10 A38 A 437 

416/10 51 Ribeirão Preto Urina 12/10 ÚNICO  ÚNICO  11 

419/10 23 Santo André Urina 12/10 A29 A 437 

427/10 46 São José dos Campos Urina 12/10 ÚNICO  ÚNICO  437 

453/10 7 São Paulo Urina 12/10 A16 A 437 

32/11 63 São Paulo Urina 01/11 A22 A 437 

35/11 62 São Paulo Urina 01/11 A27 A 437 

55/11 12 Diadema Sangue 01/11 A28 A 437 

64/11 34 São Paulo Secreção Traqueal 01/11 A39 A 437 

84/11 50 Piracicaba Secreção Traqueal 01/11 E1 E 442 

92/11 25 Santo André Secreção Traqueal 01/11 A28 A 437 

107/11 37 Piracicaba Urina 01/11 A20 A 437 

108/11 30 São Bernardo do Campo Secreção Traqueal 01/11 A9 A 437 

111/11 14 Piracicaba Sangue 01/11 A20 A 437 

122/11 31 Jundiaí Sangue 02/11 A36 A 437 

137/11 7 São Paulo Sangue 02/11 A21 A 437 

143/11 45 Piracicaba Sangue 02/11 A20 A 437 

    
  

Continua 
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Cepas Hospital Cidade 
Fonte de 

isolamento 
Data 

PFGE 
Subtipo 

PFGE 
Perfil 

MLST 

145/11 47 Piracicaba Secreção Retal 02/11 D1 D 1046 

170/11 47 Piracicaba Urina 02/11 A37 A 437 

180/11 42 São José dos Campos Urina 02/11 B1 B 437 

189/11 22 São Caetano do Sul Urina 02/11 A18 A 437 

192/11 10 Cubatão Urina 02/11 A15 A 437 

194/11 56 São Paulo Urina 02/11 A24 A 437 

197/11 4 São Caetano do Sul Secreção Traqueal 02/11 A18 A 437 

208/11 45 Piracicaba Não Informado 03/11 A17 A 437 

216/11 7 São Paulo Sangue 03/11 A23 A 437 

228/11 58 São Paulo Urina 03/11 A7 A 437 

230/11 6 Ribeirão Preto Urina 03/11 C3 C 11 

232/11 57 São Paulo Secreção 03/11 A16 A 437 

233/11 55 São Paulo Urina 03/11 A14 A 437 

237/11 46 São José dos Campos Urina 03/11 B4 B 437 

253/11 26 Campinas Swab anal 03/11 A17 A 11 

276/11 61 São Paulo Sangue 03/11 A14 A 437 

277/11 61 São Paulo Urina 03/11 A24 A 437 

314/11 35 São Paulo Sangue 03/11 A12 A 437 

326/11 23 Santo André Sangue 04/11 A1 A 340 

337/11 1 São Paulo Urina 04/11 A30 A 437 

354/11 40 Rio Claro Urina 04/11 A22 A 437 

365/11 8 São Paulo Sangue 04/11 A13 A 437 

366/11 48 Cubatão Urina 04/11 A15 A 437 

404/11 28 São José dos Campos Sangue 05/11 B4 B 437 

416/11 6 Ribeirão Preto Urina 05/11 C2 C 11 

417/11 51 Ribeirão Preto Não Informado 05/11 B6 B 258 

419/11 29 Guarulhos Sangue 05/11 F3 F 437 

425/11 28 São José dos Campos Ponta de catéter 05/11 B4 B 437 

428/11 28 São José dos Campos Urina 05/11 B3 B 437 

467/11 22 São Caetano do Sul Sangue 05/11 A19 A 437 

483/11 44 São José dos Campos Urina 05/11 ÚNICO  ÚNICO  101 

488/11 52 São Paulo Swab Vigilância 05/11 F2 F 11 

492/11 19 São Paulo Sangue 05/11 D2 D 1044 

493/11 13 São Paulo Urina 05/11 A11 A 437 

513/11 65 São Bernardo do Campo Urina 06/11 A26 A 437 

515/11 51 São Paulo Urina 06/11 A8 A 340 

531/11 41 São José do Rio Preto LCR 06/11 A31 A 437 

    
  

Continua 
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Cepas Hospital Cidade 
Fonte de 

isolamento 
Data 

PFGE 
Subtipo 

PFGE 
Perfil 

MLST 

534/11 5 São Paulo Não Informado 06/11 A36 A 437 

538/11 12 Diadema Urina 06/11 A15 A 437 

576/11 40 Piracicaba Não Informado 06/11 A20 A 437 

635/11 11 São Paulo Sangue 06/11 G1 G 437 

641/11 11 São Paulo Urina 06/11 A10 A 437 

671/11 59 São Paulo Urina 06/11 A3 A 340 

672/11 60 São Paulo Urina 06/11 D3 D 1044 

705/11 21 São Paulo Urina 07/11 A33 A 437 

720/11 36 São Paulo Urina 07/11 A4 A 340 

740/11 24 São Paulo Sangue 07/11 H1 H 11 

749/11 13 São Paulo Urina 07/11 A34 A 437 

750/11 35 São Paulo Urina 07/11 A35 A 437 

754/11 33 São Paulo Secreção Traqueal 07/11 A40 A 437 

768/11 32 São Paulo Secreção axilar 07/11 A40 A 437 

771/11 51 Ribeirão Preto Urina 07/11 C4 C 11 

779/11 47 Piracicaba Urina 07/11 A41 A 437 

815/11 15 São Paulo Ponta de catéter 08/11 H2 H 340 

831/11 23 Santo André Urina 08/11 A28 A 437 

848/11 21 São Paulo Urina 08/11 A30 A 437 

857/11 9 São Paulo Aspirado Traqueal 08/11 A28 A 437 

867/11 2 São Caetano do Sul Urina 08/11 G2 G 11 

870/11 65 São Bernardo do Campo Sangue 08/11 A2 A 340 

886/11 21 São Paulo Urina 08/11 A31 A 437 

892/11 18 São Paulo Sangue 08/11 B5 B 437 

917/11 64 São José dos Campos Urina 08/11 B2 B 437 

918/11 25 Santo André Urina 08/11 A31 A 437 

922/11 38 Taubaté Urina 08/11 E2 E 442 

1194/11 20 São Paulo Ponta de catéter 11/11 A5 A 340 
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

XbaI

10
0

95908580757065

93.3

96.6

91.5

93.8

84.6

88

82.6

100

96.6

95.8

96.3

93.3

100

100

96.8

100

95.9

95.2

100

98.3

94.3

92.9

100

96.3

100

96.3

94.4

91.9

100

96.3

100

94.8

89.8

88

100

96.3

100

93.3

100

93.8

92.2

96.3

94.6

91.3

100

96.3

95.2

94.2

89.3

86.3

100

88.9

83

81.1

97

95.4

100

92.3

85.9

100

84.6

77.6

76.4

90.3

92.9

79.7

74.1

78.3

73.5

89.7

84.8

73.1

93.3

96.8

88.4

93.8

90

78.4

90.9

86.9

75.8

71.5

66.9

60.5

XbaI

Key

326/11

870/11

671/11

720/11

1194/11

368/10

228/11

515/11

108/11

253/11

98/10

641/11

493/11

314/11

365/11

233/11

411/10

260/09

276/11

278/09

192/11

366/11

538/11

232/11

453/10

208/11

166/10

189/11

197/11

392/10

467/11

107/11

111/11

143/11

576/11

137/11

32/11

354/11

216/11

194/11

277/11

143/09

281/10

513/11

35/11

202/09

403/10

55/11

831/11

857/11

92/11

419/10

337/11

848/11

531/11

886/11

918/11

97/10

705/11

749/11

750/11

122/11

534/11

170/11

414/10

64/11

754/11

768/11

779/11

180/11

917/11

428/11

237/11

404/11

425/11

892/11

337/10

417/11

427/10

635/11

867/11

740/11

815/11

295/10

416/10

266/10

488/11

419/11

364/10

416/11

230/11

771/11

145/11

492/11

672/11

84/11

922/11

370/10

259/09

483/11

Data

04/11

08/11

06/11

07/11

11/11

11/10

03/11

06/11

01/11

03/11

06/10

06/11

05/11

03/11

04/11

03/11

12/10

11/09

03/11

12/09

02/11

04/11

06/11

03/11

12/10

03/11

07/10

02/11

02/11

11/10

05/11

01/11

01/11

02/11

06/11

02/11

01/11

04/11

03/11

02/11

03/11

06/09

10/10

06/11

01/11

09/09

12/10

01/11

08/11

08/11

01/11

12/10

04/11

08/11

06/11

08/11

08/11

06/10

07/11

07/11

07/11

02/11

06/11

02/11

12/10

01/11

07/11

07/11

07/11

02/11

08/11

05/11

03/11

05/11

05/11

08/11

11/10

05/11

12/10

06/11

08/11

07/11

08/11

10/10

12/10

09/10

05/11

05/11

11/10

05/11

03/11

07/11

02/11

05/11

06/11

01/11

08/11

11/10

11/09

05/11

Hospital

23

65

59

36

20

39

58

51

30

26

7

11

13

35

8

55

32

43

61

7

10

48

12

57

7

45

17

22

4

54

22

37

14

45

40

7

63

40

7

56

61

3

12

65

62

43

16

12

23

9

25

23

1

21

41

21

25

16

21

13

35

31

5

47

31

34

33

32

47

42

64

28

46

28

28

18

51

51

46

11

2

24

15

49

51

27

52

29

34

6

6

51

47

19

60

50

38

53

17

44

MLST

340

340

340

340

340

11

437

340

437

11

437

437

437

437

437

437

258

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

437

258

258

437

437

11

11

340

437

11

11

11

437

11

11

11

11

1046

1044

1044

442

442

437

437

101

PFGE

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

B

B

B

B

B

B

B

B

B

Único

G

G

H

H

Único

Único

F

F

F

C

C

C

C

D

D

D

E

E

E

Único

Único

Cidade

Santo André

São Bernardo do Campo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

Jundiaí

São Paulo

São Paulo

São Bernardo do Campo

Campinas

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

Cubatão

Cubatão

Diadema

São Paulo

São Paulo

Piracicaba

Taboão da Serra

São Caetano do Sul

São Caetano do Sul

São Paulo

São Caetano do Sul

Piracicaba

Piracicaba

Piracicaba

Piracicaba

São Paulo

São Paulo

Rio Claro

São Paulo

São Paulo

São Paulo

Santo André

Diadema

São Bernardo do Campo

São Paulo

São Paulo

Guarulhos

Diadema

Santo André

São Paulo

Santo André

Santo André

São Paulo

São Paulo

São José do Rio Preto

São Paulo

Santo André

Guarulhos

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

São Paulo

Piracicaba

Jundiaí

São Paulo

São Paulo

São Paulo

Piracicaba

São José dos Campos

São José dos Campos

São José dos Campos

São José dos Campos

São José dos Campos

São José dos Campos

São Paulo

Ribeirão Preto

Ribeirão Preto

São José dos Campos

São Paulo

São Caetano do Sul

São Paulo

São Paulo

São Bernardo do Campo

Ribeirão Preto

Barueri

São Paulo

Guarulhos

São Paulo

Ribeirão Preto

Ribeirão Preto

Ribeirão Preto

Piracicaba

São Paulo

São Paulo

Piracicaba

Taubaté

Santos

Taboão da Serra

São José dos Campos

Fonte de isolamento

Sangue

Sangue

Urina

Urina

Ponta de cateter

Não informado

Urina

Urina

Secreção traqueal

Swab anal

Sangue

Urina

Urina

Sangue

Sangue

Urina

Swab axilar

Urina

Sangue

Urina

Urina

Urina

Urina

Secreção

Urina

Não informado

Sangue

Urina

Secreção traqueal

Sangue

Sangue

Urina

Sangue

Sangue

Não informado

Sangue

Urina

Urina

Sangue

Urina

Urina

Urina

Sangue

Urina

Urina

Sangue

Urina

Sangue

Urina

Aspirado traqueal

Secreção traqueal

Urina

Urina

Urina

Líquor

Urina

Urina

Sangue

Urina

Urina

Urina

Sangue

Não informado

Urina

Urina

Secreção traqueal

Secreção traqueal

Secreção axilar

Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Sangue

Ponta de cateter

Sangue

Secreção de ferida

Nao informado

Urina

Sangue

Urina

Sangue

Ponta de cateter

Secreção traqueal

Urina

Sangue

Swab vigilância

Sangue

Urina

Urina

Urina

Urina

Secreção retal

Sangue

Urina

Secreção traqueal

Urina

Não informado

Urina

Urina

Subtipo PFGE

A1

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

A9

A9

A10

A11

A12

A13

A14

A14

A14

A14

A14

A15

A15

A15

A16

A16

A17

A18

A18

A18

A18

A19

A20

A20

A20

A20

A21

A22

A22

A23

A24

A24

A25

A26

A26

A27

A28

A28

A28

A28

A28

A28

A29

A30

A30

A31

A31

A31

A32

A33

A34

A35

A36

A36

A37

A38

A39

A40

A40

A41

B1

B2

B3

B4

B4

B4

B5

B6

B6

Único

G1

G2

H1

H2

Único

Único

F1

F2

F3

C1

C2

C3

C4

D1

D2

D3

E1

E2

E3

Único

Único

Anexo 5 – Dendrograma indicando a diversidade genética entre as cepas de 

Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes de diversos hospitais do Estado de 

São Paulo, digeridas com a enzima de restrição XbaI com base no coeficiente de 

similaridade de Dice com tolerância de 1,5%. Ao lado do dendrograma está 

indicado da esquerda para direita o número da amostra, a data do isolamento, o 

número do hospital, ST, perfil de PFGE, cidade, fonte de isolamento e subtipo de 

PFGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



105 

 

 

 

 

Anexo 6 – Artigo 1 publicado no periódico Antimicrobial Agents and 

Chemotherapy 

Coproduction of 16S rRNA                    
Methyltransferase RmtD or RmtG with  

            KPC-2 and CTX-M Group
                                                 Extended-Spectrum β-Lactamases in
                                                 Klebsiella pneumoniae 
 

Maria Fernanda C. Bueno, Gabriela R. Francisco, Jessica A. 
O'Hara, Doroti de Oliveira Garcia and Yohei Doi 

Antimicrob. Agents Chemother. 2013, 57(5):2397. DOI: 

10.1128/AAC.02108-12. 

Published Ahead of Print 4 March 2013. 

 

Updated information and services can be found at: 

http://aac.asm.org/content/57/5/2397 

 

 

 

REFERENCES 

These include: 

 

This article cites 27 articles, 17 of which can be accessed free

at: http://aac.asm.org/content/57/5/2397#ref-list-1

CONTENT ALERTS Receive: RSS Feeds, eTOCs, free email alerts (when new

articles cite this article), more»

 

Information about commercial reprint orders: http://journals.asm.org/site/misc/reprints.xhtml 

To subscribe to to another ASM Journal go to: http://journals.asm.org/site/subscriptions/ 

 

 



May 2013   Volume 57   Number 5 Antimicrobial Agents and Chemotherapy   p. 2397–2400 aac.asm.org    2397 
 

T 

D
o

w
n

lo
a
d

e
d

 fro
m

 h
ttp

://a
a
c
.a

s
m

.o
rg

/ o
n
 A

u
g
u

s
t 2

1
, 2

0
1

3
 b

y
 P

O
N

T
IF

Ã
ƒ
ï¿

½
C

IA
 U

N
IV

E
R

S
ID

A
D

E
 C

A
T

Ã
ƒ

â
€

œ
L

IC
A

 D
E

 S
Ã

ƒ
Æ

’O
 P

A
U

L
O

 

 
 

Coproduction  of 16S rRNA Methyltransferase RmtD or RmtG with 
KPC-2 and CTX-M Group Extended-Spectrum    -Lactamases in 
Klebsiella pneumoniae 

Maria Fernanda C. Bueno,a,b Gabriela  R. Francisco,a,b  Jessica A. O’Hara,b  Doroti de Oliveira Garcia,a  Yohei Doib 

Enteric Diseases and Infections by Special Pathogens Laboratory, Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, Brazila; Division of Infectious Diseases, University of Pittsburgh School of 

Medicine, Pittsburgh, Pennsylvania, USAb
 

 

Eight Klebsiella pneumoniae clinical strains with high-level aminoglycoside resistance were collected from eight hospitals in São 

Paulo State, Brazil, in 2010 and 2011. Three of them produced an RmtD group 16S rRNA methyltransferase, RmtD1 or RmtD2. Five 

strains were found to produce a novel 16S rRNA methyltransferase, designated RmtG, which shared 57 to 58% amino acid identity 

with RmtD1 and RmtD2. Seven strains coproduced KPC-2 with or without various CTX-M group extended-spectrum beta-lactamases, 

while the remaining strain coproduced CTX-M-2. 

 

he production of 16S rRNA methyltransferases (16S-RMTases) has 
emerged as a mechanism of high-level aminoglycoside re- sistance 
among Gram-negative pathogens in the last decade (1). Eight 
groups of such enzymes have been reported to date. Seven of them 
(ArmA and RmtA through RmtF) confer high-level resis- tance to 
4,6-disubstituted deoxystreptamine (DOS) aminoglyco- sides, 
including gentamicin, tobramycin, and amikacin, by post- 
transcriptional methylation of position N7 at residue G1405 of16S 
rRNA (1–3). N7 G1405 16S-RMTases have a global distribu- tion and 
are often coproduced with carbapenamases or extended- spectrum   
-lactamases (ESBLs). The other 16S-RMTase, NpmA, confers high-
level resistance to 4,6-disubstituted DOS aminogly- cosides, as well 
as 4,5-disubstituted DOS aminoglycosides, such as neomycin. NpmA 
has been shown to methylate position N1 at residue A1408 and has 
only been found in a single Escherichia coli strain in Japan (4). 

Worldwide, ArmA and RmtB are the most commonly en- 
countered 16S-RMTases, having been identified in Enterobac- 
teriaceae, as well as Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter 
baumannii (1).  The epidemiology appears to  be distinct in 
South America, however, where RmtD, which includes the two 
closely related enzymes RmtD1 and  RmtD2, predominates. 
RmtD1 was initially identified in P. aeruginosa clinical strains 
which were collected from hospitals in São Paulo, Brazil, in 
2005 (5). The majority of these strains coproduced SPM-1 me- 
tallo-  -lactamase (6). RmtD1 was then identified in multiple 
species of Enterobacteriaceae from Brazil, Argentina, and Chile (7). 
Subsequently, RmtD2 was reported  in Enterobacter and 
Citrobacter spp. from Argentina as the first variant of RmtD, 
differing from RmtD1 by nine amino acids (8). 

The present study was conducted  to investigate the 16S- 
RMTase contents  among aminoglycoside-resistant Klebsiella 
pneumoniae clinical strains collected at Instituto Adolfo Lutz 
(IAL) from hospitals across the state of São Paulo. IAL serves as a 
state reference laboratory and receives multidrug-resistant 
Gram-negative pathogens on an ongoing basis. In 2010 and 
2011, eight K. pneumoniae strains with high-level resistance to 
amikacin, gentamicin, and tobramycin (MIC of    256   g/ml) 
were identified, all collected from different hospitals in São 
Paulo State. The sources of the strains included tracheal aspi- 

rate (2), rectal swab (2), bone (1), catheter tip (1), urine (1), 
and unknown (1) samples (Table 1). 

We first screened for known 16S-RMTase genes as described 
previously (9). Three strains were positive for rmtD. Sequencing of 
the full structural genes identified them as rmtD1 (1 strain) or 
rmtD2 (2 strains). The other strains were negative for any of the 
previously reported genes. One of these five strains without a 
known 16S-RMTase gene, K. pneumoniae 350/10, was selected for 
further investigation. The genomic DNA of K. pneumoniae 350/10 was 
extracted, digested with HindIII (New England BioLabs, Ips- wich, 
MA), and ligated with vector pBC-SK(  ) (Agilent Technol- ogies, Santa 
Clara, CA). Electrocompetent Escherichia coli DH10B was transformed 
with this genomic library, and transformants were selected on 
tryptic soy agar (TSA) plates containing chlor- amphenicol (30   
g/ml) and gentamicin (50   g/ml). This proce- dure yielded several 
colonies, all of which grew readily on TSA plates containing 100   
g/ml of arbekacin, a phenotype suggestive of 16S-RMTase 
production  (9). The recombinant plasmid har- bored by one of 
these transformants (pKp350/10H3) was then fully sequenced. The 
sequencing revealed the presence of a 1.6-kb insert, which 
contained two overlapping open reading frames. The first open 
reading frame was partial and corresponded to a 252-amino-acid 
sequence showing 76% identity with a putative tRNA 
ribosyltransferase reported  upstream  from  rmtD1  and rmtD2 (8, 
10). The second open reading frame overlapped the first one by 
eight nucleotides and corresponded to a 264-amino-acid 
sequence, which showed 58% and 57% identity with RmtD1 and 
RmtD2, respectively, 36% with RmtA, RmtB2, and RmtF, 35% with 
RmtB1, 29% with RmtE, 23% with RmtC, and 22% with ArmA. This 
open reading frame encoded a novel 16S-RMTase, which was 
designated RmtG (Fig. 1 and 2). Given the relative 
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Bueno et al. 

TABLE 1 Aminoglycoside susceptibilities of the K. pneumoniae clinical strains and E. coli experimental strains 

MIC (  g/ml) of a:

 

Strain                                          Origin 

 

GEN    TOB    AMK   ABK    NEO    APR   CAZ     CTX     FEP      ETP   MEM 

 

16S-RMTase     -Lactamase              ST      Inc typeb

 

K. pneumoniae 64/11 Tracheal aspirate  256  256  256  256  256 8 128  256 128  32  32 rmtD1 KPC-2, CTX-M-15 437 N, A/C 
K. pneumoniae 368/10 Unknown  256  256  256  256 128 8 12 64  256  32  32 rmtD2 KPC-2 11 A/C 
K. pneumoniae 253/11 Rectal swab  256  256  256  256 32 8 8 256  256  32  32 rmtD2 KPC-2 11 A/C 
K. pneumoniae 145/11 Rectal swab  256  256  256  256 16 4 32 32 12  32 32 rmtG KPC-2, CTX-M-59, 1046 N, L/M 

              TEM-1   K. pneumoniae 1194/11 Catheter tip  256  256  256  256 16 4 192  256 48 8 4 rmtG KPC-2, CTX-M-15, 340 ND 

              TEM-1   K. pneumoniae 350/10 Bone  256  256  256  256 4 8 16 256 96 4 4 rmtG CTX-M-2, TEM-1 442 ND 
K. pneumoniae 84/11 Tracheal aspirate  256  256  256  256 16 2  256  256 32  32  32 rmtG KPC-2, CTX-M-59, 442 N, L/M 

              TEM-1   K. pneumoniae 922/11 Urine  256  256  256  256 16 8  256  256  256  32  32 rmtG KPC-2, CTX-M-2, 442 N, A/C 

              
TEM-1 

  E. coli DH10B(pKp350/10H3) 
 

 256  256  256  256 2 4 
     

rmtG 
   E. coli DH10B(prmtG) 

 
 256  256  256  256 2 4 

     
rmtG 

   E. coli DH10B(pKp84/11) 
 

 256  256  256  256 2 8 
     

rmtG CTX-M-59 
 

N 
E. coli DH10B[pBC-SK(  )] 

 
1 0.5 2 1 2 8 

         E. coli DH10B 
 

1 1 2 1 4 4 
         

a The MICs of aminoglycosides were determined by the agar dilution method. The MICs of cephalosporins and carbapenems were determined by Etest (bioMérieux, Hazelwood, 

MO). GEN, gentamicin; TOB, tobramycin; AMK, amikacin; ABK, arbekacin; NEO, neomycin; APR, apramycin; CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime; FEP, cefepime; ETP, 

ertapenem; MEM, meropenem. 

b ND, not determined. 

 

sequence similarity between RmtG and the RmtD proteins, as well as 

an analogous alignment observed with a putative tRNA ribo- 

syltransferase gene located upstream from rmtD1 and rmtD2, it 

appears likely that these 16S-RMTases originated from closely re- 

lated but as-yet-unidentified nonpathogenic species. The G   C 

content  of rmtG (60%) was also similar to that of rmtD1 and 

rmtD2 (59%). 

We then amplified the rmtG structural  gene by PCR using 

primers rmtG-F-XbaI (5=-GCTCTAGAATGCGTGATCCGTTG TTT-3=) and 

rmtG-R-BamHI (5=-GCGGATCCTCATTCAGATT 

CCCGATG-3=) (the restriction sites are underlined). The product was 

digested with XbaI and BamHI, ligated with pBC-SK(  ), and used to 

transform E. coli DH10B. The recombinant plasmid from a colony 

which grew on a TSA plate containing chloramphenicol and 

gentamicin (prmtG) was found to contain rmtG, which was 

confirmed to be intact by sequencing. E. coli DH10B(prmtG) dis- 

played high-level resistance to 4,6-disubstituted DOS aminogly- 

cosides but not 4,5-disubstituted DOS ones (Table 1). We there- 

fore speculate that RmtG is an N7 G1405 16S-RMTase (1). 

We then designed detection primers rmtG-F (5=-AAATACCG
 

 

FIG 1 Amino acid alignment of RmtG with RmtD1 and RmtD2, the 16S-RMTase group with the highest similarity with RmtG (produced with Clustal W 
[http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/]). Part of the nucleotide sequence preceding rmtG is also shown, with the    10 and    35 regions of the 
putative promoter and potential ribosomal binding site (RBS) underlined.

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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16S rRNA Methyltransferase  RmtG in K. pneumoniae 

 

 

FIG 2 Dendrogram of confirmed and putative acquired N7 G1405 16S- RMTases. 

The dendrogram  was generated using the tools available at http: 

//www.phylogeny.fr (27). GenBank protein sequence accession numbers are as follows: 

ArmA, AAP50754.1; RmtA, BAD12551.1; RmtB1, BAC81971.1; RmtB2, AFC75738.1; RmtC, 

BAE48305.1; RmtD1, ABJ53409.1; RmtD2, ADW66527.1; RmtE, ADA63498.1; RmtF, 

AFJ11385.1. The numbers represent branch support values. The scale bar shows length in 

proportional difference. 

CGATGTGTGTCC-3=) and rmtG-R (5=-ACACGGCATCTGTTT CTTCC-3=) 

to screen the four remaining K. pneumoniae strains, which were 

negative for known 16S-RMTase genes. The PCR con- ditions were the 

following: initial denaturation at 95°C for 2 min; 30 cycles at 95°C for 

30 s, 55°C for 30 s, and 72°C for 60 s; and final incubation for 7 min at 

72°C. The results showed that they were all positive for the presence 

of rmtG. Sequencing of the entire genes confirmed them as 

identical to the originally identified rmtG from K. pneumoniae 

350/10. Furthermore, the upstream sequence of rmtG was 

identical for all five strains for the 0.7-kb region cap- tured in 

pKp350/10H3. Of the five RmtG-producing K. pneumoniae strains, 

transfer of rmtG by transformation  to  E. coli DH10B was 

successful only for K. pneumoniae 84/11(pKp84/11), suggesting a 

plasmidic location of rmtG for this strain. rmtG was cotransferred 

with blaCTX-M-59 but not blaKPC-2. Transfer of rmtG to E. coli J53 by broth 

mating was not successful for any of the five strains despite repeated 

attempts. We therefore conducted pulsed- field gel electrophoresis 

(PFGE) of S1 nuclease-treated genomic DNA (11). This was 

followed by DNA hybridization using an rmtG-specific probe and 

methodology described previously (12). As shown in Fig. 3, the size 

of pKp84/11 was estimated to be approximately 200 kb. While 

they did not transfer to E. coli, the 

rmtG genes in the other four K. pneumoniae strains also appeared to 
be carried on plasmids, which ranged in size between 200 and 400 
kb. Replicon typing using a previously described method (13) 
revealed pKp84/11 to be an IncN plasmid (Table 1). However, two of 
the rmtG-harboring K. pneumoniae strains were negative for any 

replicon, including IncN, based on this protocol. 

K. pneumoniae strains producing various ESBLs and, more 
recently, KPCs (Klebsiella pneumoniae Carbapenemases), are 
reported  from  Brazil (14–19). We screened the  eight 16S- 
RMTase-producing strains for KPC, CTX-M, SHV, and TEM group   
-lactamases by PCR and sequencing as described pre- viously 
(20). All but one strain were found to harbor blaKPC-2. In addition,  
six strains carried blaCTX-M  (blaCTX-M-2, blaCTX-M-59, or blaCTX-M-15) (Table 
1). KPC-producing K. pneumoniae strains in Brazil are predominantly 
clonal complex 258 (CC258), which in- cludes sequence types (STs) 
such as ST11, ST258, and ST437 (16,21). We determined the STs of 
the eight clinical strains using the standard protocol (22). The strains 
producing RmtD1 and RmtD2 belonged to ST11 or ST437 (Table 1). 
One of the RmtG-produc- ing strains belonged to ST340, which is 
also part of CC258. The other four strains belonged to ST442 or 
ST1046. ST442 was re- ported in a clinical strain which was 
recovered from blood in the state of Goiás in Brazil in 2009 (21). 
ST1046 is a double-locus variant of ST961, which was recently 
registered as an environmen- tal strain from Portugal. Therefore, 
the rmtD alleles were likely acquired by global epidemic strains 
from other Enterobacteraceae species or P. aeruginosa, whereas the 
strains carrying rmtG ap- peared to be of a more-local origin. 
Coproduction of KPC and 16S-RMTase has been reported for ArmA 
and RmtB in K. pneumoniae and Enterobacter cloacae (23–25). RmtG 
is thus the third 16S-RMTase to be described in KPC-producing 
Enterobacteria- ceae. The production of 16S-RMTase by KPC-
producing K. pneu- moniae could further limit the treatment  
options for infection caused by this organism, the majority of 
which otherwise remain susceptible to one or more 
aminoglycosides, gentamicin in partic- ular (26). 

Nucleotide sequence accession number. The sequence re- 
ported in this work has been deposited to the GenBank under 
accession number JX486113.

 

 

FIG 3 (A) PFGE of S1 nuclease-digested plasmids. (B) DNA hybridization with rmtG-specific probe. Lanes M, marker; lanes 1, strain 145/11; lanes 2, strain 

1194/11; lanes 3, strain 350/10; lanes 4, strain 84/11; lanes 5, strain 922/11; lanes 6, E. coli DH10B transformant of strain 84/11.

http://www.phylogeny.fr/
http://www.phylogeny.fr/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=JX486113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=JX486113
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