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RESUMO

Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL estdo frequentemente
envolvidas em infec¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). ESBL
séo capazes de hidrolisar todas as penicilinas, cefalosporinas de amplo
espectro e aztreonam, sendo os carbapenémicos o farmaco de escolha para
infeccbes por microrganismos produtores de ESBL. Porém, Klebsiella spp.
produtoras de carbapenemases tem se tornado cada vez mais frequentes.
Além disso, ja foi descrita, no Brasil, K. pneumoniae produtoras da 16S
RMTase, RmtD, uma enzima que confere resisténcia em nivel elevado para
todos os aminoglicosideos, tornando as opc¢Oes terapéuticas bastante
limitadas. O objetivo desse trabalho foi caracterizar genes de resisténcia
responsaveis pela producdo de ESBL, carbapenemases e 16S RMTases e
seu contexto genético em Klebsiella spp. produtoras de KPC isoladas de
amostras clinicas provenientes de hospitais do Estado de S&o Paulo. Cem
cepas de Klebsiella spp., isoladas de 2009 a 2011, previamente confirmadas
como produtoras de KPC, foram submetidas a PCR para deteccéo de blasnv,
blatem, blactx-m, blacrtx-m-15, blactx-m-2, blactx-wms, blaces-1, blavim, blame,
blaspm, blanowm, blaoxa- 48, armA, rmtA, rmtB rmtC e rmtD e sequenciamento
de DNA. Para as cepas negativas para 0s genes blasyy foram realizadas a
identificacdo de Klebsiella spp.a partir de provas bioquimicas, PCR Multiplex
para deteccdo dos genes blasyy, blaien e blagkp € sequenciamento dos
genes 16S rRNA e rpoB. Experimentos de transformacéo e clonagem foram
utilizados para a identificacdo de um novo gene de resisténcia aos
aminoglicosideos e plasmideos carreadores de genes de 16S RMTases
foram sequenciados. As cepas apresentaram resisténcia em nivel elevado
para a maioria dos antibiéticos testados. Em relacdo aos genes de
resisténcia, 80% das cepas foram positivas para os genes blacrx.m (61 CTX-
M-15, 7 CTX-M-2, 7 CTX-M-8 e 1 CTX-M-35). Duas cepas eram co-
produtoras de CTX-M-2 e CTX-M-15 e 2 co-produtoras de CTX-M-59 e CTX-
M-8. A presenca do gene blarem-1 ocorreu em 26%. Os genes blasnv foram
observados em 97% dos isolados (89 SHV-11, 1 SHV-1, 3 SHV-110 e 4
SHV-12). Todas as cepas foram caracterizadas como produtoras de KPC-2.
Das 3 cepas negativas para o blasyy, 2 foram confirmadas como K.
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae e 1 como K. variicola. Em
relacdo aos genes de 16S RMTases, 3 cepas apresentaram-se positivas
para RmtD. Uma nova 16S RMTase, presente em 4 cepas, foi caracterizada
e denominada RmtG. O sequenciamento dos plasmideos contendo os genes
de 16S RMTases mostrou associacdo com elementos moveis como ISCR2 e
IS26. A identificacdo de mecanismos de resisténcia € uma ferramenta (til
para determinar a epidemiologia dos genes de resisténcia produzidos por
Klebsiella spp. resistentes a diversas classes de antimicrobianos, o que pode
colaborar para a implantacdo de medidas efetivas no ambito hospitalar para
conter a disseminacao desses microrganismos.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae producing ESBLs are frequently involved in hospital
infections in intensive care unit (ICU). ESBLs are capable of hydrolyzing all
penicillins, cephalosporins and aztreonam. Carbapenems are considered the
agents of choice for treatment of infections caused by ESBL-producing
microorganisms. However, Klebsiella spp. producing carbapenemases has
become more frequent. Moreover, K. pneumoniae producing 16S RMTase,
RmtD, which confers high level resistance to aminoglycosides, have been
described in Brazil, limiting the therapeutical options. The aim of this study
was to characterize resistance genes responsible to the production of ESBL,
carbapenemases and 16S RMTases and their genetic context in Klebsiella
spp. producing KPC from hospitals at Sao Paulo State. A hundred K.
pneumoniae strains isolated in the period of 2009 and 2011 and previously
confirmed as KPC producers were subjected to PCR for the detection of
blashv, blatem, blactx-m, blactx-m-15, blactx-m2, blactx-m-s, blaces-1, blavim,
blaimp, blaspm, blanom, blaoxa-as, armA, rmtA, rmtB rmtC e rmtD and DNA
sequencing. Identification of Klebsiella spp. by biochemical tests, detection of
blashy, bla_en € blackp genes by Multiplex PCR and 16S rRNA gene and rpoB
sequencing was performed on blasyy negative isolates. Transformation and
genomic cloning were performed for the identification of a new
aminoglycosides resistance gene. Sequencing of plasmids carrying 16S
RMTases genes was performed. All strains showed high resistance levels for
most antibiotics tested. Our results showed a positivity of 80% for blactx-m (61
CTX-M-15, 7 CTX-M-2, 2, 7%7 CTX- M-8 and 1 CTX-M-35). Co-production
of CTX-M-2 e CTX-M-15 was observed in two strains and CTX-M-8 and
CTX-M-59 co-production were also found in two strains. The presence of
blatem-1 was observed in 26% of the strains. blasnv were observed in 97% of
the strains (89 SHV-11, 1 SHV-1, 3 SHV-110 and 4 SHV-12). All Klebsiella
spp. were characterized as KPC-2 producers. Of the three blasyy negative
strains, 2 were confirmed as K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae
and 1 was confirmed as K. variicola. Three isolates were positive for RmtD
and a new 16S rRNA methylase, found in 4 strains, was characterized and
denominated as RmtG. Sequencing of plasmids bearing 16S rRNA
methyltransferases genes showed an association with genetic mobile
elements such as ISCR2 and IS26. Identification of resistance mechanisms
in multidrug-resistant K. pneumoniae isolates will contribute in the
implementation of effective measures in the hospitals to contain the
dissemination of these microrganisms.
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1 INTRODUCAO

1.1 Klebsiella spp.

Klebsiella spp. sdo bacilos Gram-negativos, imoveis e pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, sdo microrganismos oportunistas que
acometem individuos imunocomprometidos que estdo hospitalizados e
sofrem por doencas debilitantes, sendo responsavel por altas taxas de
mortalidade. As sindromes clinicas mais frequentes sdo pneumonia,
infecgbes do trato urinério e de feridas, bacteremia, rinite crénica atrofica,
artrites, enterites, meningites em criancas e sepse. Infeccdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) sdo causadas principalmente por K.
pneumoniae, a espécie clinicamente mais importante do género Klebsiella
(Podschun & Ullmann, 1998; Scarpate & Cossatis, 2009).

K. pneumoniae € a espécie em que se descreve producdo de ESBL
com maior frequéncia. Klebsiella é o género que produz a maior variedade
de enzimas do tipo ESBL, provavelmente pelo fato de serem bons vetores
para plasmideos ou por permitirem a evolucdo de genes que codificam
ESBL mais rapidamente que outras Enterobacteriaceae (Livermore, 1995). O
amplo uso de cefalosporina de terceira geracao é o maior fator de risco para
a emergéncia de K. pneumoniae produtora de betalactamases (Corréa &
Correa, 2001). As altas taxas de K. pneumoniae produtora de ESBL fizeram
com que os carbapenémicos fossem o principal farmaco de escolha para o
tratamento de infecgbes por este patdgeno. Porém, desde meados de 2000,
houve uma disseminacao de K. pneumoniae multirresistentes, produtoras de
carbapenemases KPC, codificadas por elementos moveis, limitando mais
ainda o tratamento (Tzouvelekis et al, 2012).

A andlise filogenética de isolados identificados como K. pneumoniae
demonstrou a existéncia de trés grupos filogenéticos principais: Kpl, Kpll e
Kplll baseados na analise das sequéncias dos genes gyrA e parC e,

posteriormente, pela associacdo com genes de betalactamase de classe A

20



cromossomais blasyy, blaokp € blagn, diretamente com cada um desses
grupos, respectivamente. Taxomicamente, K. pneumoniae compreende trés
subespécies: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp.
ozaenae e K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis inseridos no filogrupo
Kpl. Recentemente, foi proposto que os filogrupos Kpll e Kplll fossem
reclassificados como duas novas espécies: K. quasipneumoniae com as
subespécies K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kpll-A) e K.
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kpll-B) e K. variicola (Kplll).
Dessa forma, K. pneumoniae deve apenas ser usado para as cepas que
pertecam ao filogrupo Kpl. (Brisse et al, 2014).

Testes fenotipicos ndo sdo capazes de diferenciar de maneira eficaz
K. pneumoniae de K. quasipneumoniae e K. variicola, levando a uma
subestimacdo das infeccbes por K. variicola e K. quasipneumoniae por
serem erroneamente identificadas como K. pneumoniae. Nem mesmo a
espectrometria de massas € capaz de diferenciar essas espécies de
Klebsiella, sendo os métodos genotipicos uma forma mais confiavel de
diferenciac@o entre essas trés espécies (Brisse et al., 2004; Maatallah et al.,
2014; Fonseca et al., 2017; Long et al., 2017). As caracteristicas diferenciais
entre K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae, K. quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae, K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K.
pneumoniae subsp. ozaenae, K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis e K.
variicola estao listadas na tabela 1.

K. quasipneumoniae e K. variicola sao frequentemente associadas a
nichos agricolas e colonizando o trato gastrointestinal de animais e humanos
gue consomem esses alimentos. Ambas as espécies sdo capazes de causar
infeccbes em humanos, porém elas parecem ser menos patogénicas que as
espécies do filogrupo Kpl, sendo frequentemente associadas a colonizacao
(Holt et al.,, 2015; Long et al., 2017). Porém, a presenca de genes de
resisténcia em K. quasipneumoniae e K. variicola como KPC, NDM-1, SHV-
12, CTX-M-9, CTX-M-14 e CTX-M-15, ja foi descrita (Garza-Ramos et al,
2016; Zhang et al 2016; Aires et al., 2017; Long et al, 2017).
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Tabela 1 - Caracteristicas diferenciais aos filogrupos Kpl (K. pneumoniae
subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae e K. pneumoniae
Kpll (K.

quasipneumoniae e K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae) e Kplll

subsp. rhinoscleromatis), quasipneumoniae subsp.

(K. variicola)

K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae K. quasipneumoniae K. quasipneumoniae

subsp.
pneumoniae

subsp.
ozaenae

subsp.
rhinoscleromatis

subsp.
quasipenumoniae

subsp.
similipneumoniae

K. variicola

Hidrdlise da uréia

ONPG

Voges-Proskauer
Malonato
Descarboxilagdo da Lisina
Producdo de acido a partir de:
Adonitol

L-Sorbose

Utilizacdo de:
3-fenilpropionato
5-keto-D-gluconato (48h)
Acido tricarbalilico

+

+ o+ o+ o+

+

+ 4+ o+ o+

[N

+

+

+ 4+ o+ o+

+

+ 4+ o+ o+

(-): menos que 20% das cepas positivas; (+): mais que 80% das cepas positivas; d: entre 20 e 80% das cepas
positivas.
Fonte: Brisse et al, 2014

1.2 Resisténcia antimicrobiana a betalactamicos

Antibiéticos ou antimicrobianos séo substancias quimicas produzidas
por microrganismos ou de forma sintética, com capacidade de inibir ou matar
microrganismos. De acordo com a estrutura quimica e 0 mecanismo de agao
0s antimicrobianos sao divididos em diversas grupos: betalactamicos,
glicopeptideos, aminoglicosideos, macrolideos, lincosamida, tetraciclinas,
fenicol, quinolonas, sulfas e polimixinas (Rossi & Andreazzi, 2005;
Guimarées et al, 2010).

Os betalactamicos possuem em comum a presenca de um anel
betalactamico na sua estrutura e a inibicdo da sintese da parede celular
como principal mecanismo de acdo (Rossi & Andreazzi, 2005). Atuam
inibindo irreversivelmente a enzima transpeptidase, responsavel pela reacéo
de transpeptidacéo entre as cadeias de peptideoglicano da parede celular

bacteriana. A atividade desta enzima leva a formacao de ligacbes cruzadas
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entre as cadeias peptidicas da estrutura peptideoglicana, que confere a
parede celular uma estrutura rigida importante para a protecdo da célula
bacteriana contra as variagdes osmoticas do meio (Guimaraes et al, 2010).
O grupo dos betalactamicos possui amplo espectro de atividade
antibacteriana e retne alguns dos antimicrobianos mais importantes e mais
utiizados na pratica clinica para o tratamento de IRAS e infecgbes
comunitarias, pertencendo a esse grupo as penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos (Sanders & Sander, 1992).

Os microrganismos podem ter resisténcia intrinseca, a qual € uma
resisténcia natural de determinadas espécies ou géneros bacterianos, ou
adquirida. A resisténcia adquirida pode ser cromossdmica, resultado de uma
mutacédo, ou transferida através de elementos moveis como os plasmideos.

Em relagdo aos betalactamicos, os microrganismos desenvolveram
diversos mecanismos de resisténcia, tais como, perda ou expressao
reduzida de porinas, alteracdes nas PBPs e super expressédo de bombas de
efluxo, e a resisténcia através da producdo de betalactamases. Essas
enzimas agem no anel betalactamico, degradando-o e, consequentemente,
inativando a acéo do antibiético sobre a parede celular. Quando codificadas
por genes localizados em elementos mdveis, as betalactamases podem
facilmente se disseminar, carregando com eles genes de resisténcia a
maioria das classes de antimicrobianos (Chroma et al, 2010; Bush et al,
2011).

1.3 Classificagcao das betalactamases

A classificacdo das betalactamases pode ser baseada nas suas
caracteristicas funcionais ou na estrutura primaria da enzima. A classificacdo
proposta por Ambler (1980) separa as betalactamases em 4 classes (A, B, C
e D) de acordo com a sequéncia de aminoacidos. As classes A, C e D
incluem enzimas que hidrolisam o betalactamico utilizando uma serina e, na

classe B, estdo as betalactamases que utilizam o ion zinco para facilitar a
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hidrélise do substrato (Bush & Jacoby, 2010).

Uma nova classificagéo funcional foi proposta, inicialmente, por Bush
(1989), expandida por Bush-Jacoby-Medeiros (1995) e, entédo, atualizada por
Bush-Jacoby em 2010. Nessa classificacdo, as betalactamases sé&o
separadas de acordo com sua habilidade em hidrolisar classes de beta-
lactamicos especificos e no seu perfil de inibicdo pelos inibidores de
betalactamases (acido clavulanico, sulbactam e tazobactam). O grupo 1 é
composto pelas cefalosporinases que ndo sao inibidas pelo &cido
clavulanico, denominadas AmpC e comumente encontradas no cromossomo
de algumas Enterobacteriaceae. O grupo 2 € composto pelas
betalactamases do tipo serina inibidas pelo &cido clavulanico e, inclui 12
subgrupos (2a, 2b, 2be, 2br, 2ber, 2c, 2ce, 2d, 2de, 2df, 2e, 2f). No grupo 3
estdo inseridas as metalo betalactamases (MBL) que hidrolisam penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos e séo inibidas pelo EDTA. O grupo 4
contém as penicilinases que ndo sao inibidas pelo acido clavulanico (Bush &
Jacoby, 2010) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Classificacéo das betalactamases de acordo com Ambler (1989) e Bush-Jacoby
(2010), no destaque em amarelo, encontram-se as principais betalactamases produzidas
por bacilos Gram-negativos. (Bush & Jacoby, 2010; atualizada)

Classificacéo Bush,
Jacoby, Medeiros (2010)

Classificacao
Ambler (1980)

Substrato

Caracteristicas

Representantes

Grupo funcional |Subgrupo| Classe Molecular
Resisténcia as cefalosporinas de 22 e
1 c Cefalosporinas 32 geracdo. N&o séo inibidas pelo acido (AEE (?:?VITY]-Z Fe?c);‘ MR,
P clavulanico ’
2 Inibidas pelo Acido Clavulanico
Penicilases produzidas por
22 A Penicilina Staphylococcus spp. eEnterococcus PC1
spp. Confere altos niveis de resisténcia
a penicilina
Penlcnma\_s e Betalactamases de gspectro limitado de TEM-1, TEM-2, SHV-1
2b A cefalosporinas bactérias
de 12 e 22 geragédo gram-negativas
Cefalosporinas de Betalactamases de espectro estendido =Sl (21,
2be A amplo espectro e P SHV-2, CTX-M15, PER-1,
monobactamicos VEB, etc)
2br A Penicilina Betalactamase resistentes aos TEM-30, SHV-10
inibidores de betalactamases
Cefalosporinas de Betalactamase de espectro estendido
2ber A amplo espectro e com relativa resisténcia a inibicéo por TEM-50 (CMT-1)
monobactamicos acido clavulanico
2 A Carbenicilina Enzimas que hidrolizam a carbenicilina PSE-1, CARB-3
Carbenicilina e cefepime Carbenicilase de amplo espectro com
2ce A P atividade contra cefepime e cefpirome RTG-4
Enzimas que hidrolizam a oxacilina,
possuem pouco efeito contra
2d D Oxacilina carbenicilina e sédo levemente inibidas OXA-1, OXA-10
pelo &cido clavulanico
Oaciinae | Omses o spect coendd
2de D cefalosporinas de Iactgmicos mas ndo carbapenémicos OXA-11, OXA-15
amplo espectro ! P
o D Oxamlln_a e Oxacilinases que tud_rollsam OXA-23, OXA-48
carbapenémicos carbapenémicos
Cefalosporinas de Cefalosporinases de espectro
2e A espectro estendido esterjd_ldo que possuem pouca CepA
afinidade com aztreonam
of A e - Enzimas que hidrolisam KPC, IMI-1, SME, GES-3,
p carbapenémicos GES-4 GES-5
Hidrélise de amplo espectro incluindo
o . carbepenémicos, cefalosporinas e IMP, VIM, SPM, IND,
3 B Carbapenémicos o =
penicilinas mas ndo monobactam NDM
3
Hidrolisa preferencialmente L1, CAU-1,
3b B Carbapenémicos carbapenémicos a cefalosporinas e | GOB-1, FEZ-1, CphA, Stfh-
penicilinas 1
4 NI Desconhecido Desconhecido
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131 ESBL

As ESBLs (Extended Spectrum Beta-lactamases) pertencem a
classe A de Ambler e ao grupo 2be na classificacdo de Bush-Jacoby (2010).
Essas betalactamases conferem resisténcia as cefalosporinas de amplo
espectro (ceftazidima, ceftriaxona e cefotaxima) e ao aztreonam e sé&o
inibidas pelo acido clavulanico. Os genes que codificam as ESBLs séo
frequentemente encontrados em elementos genéticos mobveis, como
plasmideos, transposons e integrons junto com genes que codificam
resisténcia aos aminoglicosideos e sulfametoxazol-trimetoprim (Paterson et
al, 2003; Silva & Lincopan, 2012). A maioria das ESBLs sdo derivadas das
betalactamases de espectro limitado TEM-1, TEM-2 e SHV-1, através de
mutacdes genéticas que alteram a sequéncia de aminoacidos que

determinam o sitio ativo dessas enzimas (Paterson et al, 2003).

1311 SHV

O nome da enzima SHYV refere-se a variagao do sulthydryl (Sykes &
Bush, 1982; Jacoby, 1997). A primeira SHV de amplo espectro foi a SHV-2,
descrita em 1983 na Alemanha em isolados clinicos de K. pneumoniae, K.
ozaenae e Serratia marcescens. Essa nova variante se diferenciava da SHV-
1 por apenas um aminoacido, alterando-se o espectro de agédo dessa
betalactamase e criando uma afinidade por cefotaxima e ceftazidima durante
a hidrdlise (Barthélémy et al, 1988).

As ESBLs do tipo SHV logo se disseminaram e outras enzimas
derivadas foram descritas em K. pneumoniae e em outros membros da
familia Enterobacteriaceae. Os genes que codificam essas betalactamases
sao frequentemente encontrados em plasmideos autotransferiveis (Heritage
et al, 1999). Até o momento, foram descritos mais de 190 tipos de SHV de
restrito e amplo espectro

(ftp:/Mftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em
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29/09/2017) e estéo distribuidas por todo o mundo.

Na América do Sul, os primeiros relatos de organismos produtores de
ESBL e de enzimas do tipo SHV sdo de cepas produtoras de SHV-2 na
Argentina em 1988 e da primeira deteccdo de SHV-5 no Chile em 1989
(Gutmann et al, 1989; Paterson et al, 2003). Desde entdo, a SHV-5 esta
disseminada no mundo todo (Heritage et al, 1999). No Brasil, ja foram
identificadas SHV-2, SHV-4, SHV-5, SHV-12, SHV-27, SHV-28, SHV-31,
SHV-38 e SHV-40, SHV-45, SHV-55, SHV-108, SHV-122 (Sampaio & Gales,
2016).

Variantes de SHV de espectro restrito codificadas no cromossomo de
Klebsiella pneumoniae s&do consideradas betalactamases espécies-
especificas podendo auxiliar na identificacdo de Klebsiella spp. (Heggman et
al, 2004; Fonseca et al, 2017).

1312 TEM

A primeira enzima do tipo TEM foi uma betalactamase de espectro
restrito isolada de uma E. coli, em 1965, na Grécia, de uma paciente
chamada Temoneira o que deu origem a sua nomenclatura, TEM-1 (Datta &
Kontomichalou, 1965). A TEM-3 foi a primeira enzima do tipo TEM que
apresentava um fenétipo de ESBL. Foi descrita na Franca, em 1987, em um
isolado de K. pneumoniae, mediada por plasmideo e, primeiramente
denominada CTX-1, devido a sua atividade contra cefotaxima. Porém, o
sequenciamento do gene que codifica essa enzima mostrou sua relagdo com
a TEM-2, sendo denominada agora de TEM-3 (Sougakoff et al,1988; Harada
et al, 2008).

Betalactamases do tipo TEM séo principalmente encontradas em E.
coli e K. pneumoniae, mas ja foram encontradas em muitas outras espécies
(Bradford, 2001). Desde a primeira descricdo de uma enzima do tipo TEM,
mais de 220 tipos j& foram descritas, sendo na sua maioria de amplo

espectro de acao
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(ftp:/fftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em
29/09/2017). EBSL do tipo TEM ndo sao comuns no Brasil e apenas as
variantes TEM-116, TEM-15 e TEM-136 foram descritas no pais (Dropa et al,
2010; Dropa et al, 2015; Nogueira et al, 2015).

1313 CTX-M

A CTX-M é a ESBL mais encontrada na maior parte do mundo, sua
taxa de disseminacéo entre bactérias tem crescido drasticamente causando
surtos e infec¢des esporadicas (Bonnet, 2004; Carattoli, 2009). Em 1989, um
isolado clinico de E. coli que produzia uma ESBL ndo-TEM e nao-SHV foi
relatado. Essa enzima foi designada CTX-M-1, indicando sua acao hidrolitica
preferencialmente contra cefotaxima (Bauernfeind et al, 1990). Essas
betalactamases séo pouco relacionadas com as enzimas do tipo TEM e
SHV, e diferentemente desses tipos, que foram originadas a partir de
mutacdes na sequéncia de outras penicilinases, o gene que codifica a CTX-
M foi adquirido por uma transferéncia horizontal de bactérias do género
Kluyvera sp. (Bradford, 2001; Rossolini et al, 2008; Nasser & Sundsfjord,
2010). A associacdo de plasmideos que carreiam blacrx.w pertencendo ao
grupo de incompatibilidade IncF, IncN e IncK com algumas sequéncias de
insercao (IS), como ISEcpl e ISCRL1 torna a captura e mobilizacdo desses
genes eficiente entre os membros da familia Enterobacteriaceae. Essas ISs
podem, ainda, agir como potentes promotores para uma super-expressao do
blactx-m (Mathers et al, 2015).

As CTX-M podem ser subclassificadas em 5 grupos, a partir das
similaridades na sequéncia de aminoacidos. No grupo CTX-M-1 fazem parte
as enzimas CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15, CTX-M-
22, CTX-M-23, CTX-M-28 e FEC-1. O grupo CTX-M-2 compreende as
enzimas CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-20 e
Toho-1. No grupo CTX-M-8 € encontrada apenas uma enzima, a CTX-M-8.
O grupo CTX-M-9 é composto por CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-
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16, CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-27, CTX-M-24 e CTX-M-45. E
por fim, fazem parte do grupo CTX-M-25 apenas as enzimas CTX-M-25 e
CTX- M-26 (Bonnet, 2004).

As enzimas do tipo CTX-M séo predominantes na América do Sul,
Espanha e Leste Europeu. Em 1989, houve um surto na Argentina de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium multi-resistente produtora de CTX-
M-2, tornando essa variante a mais descrita na Ameérica do Sul, com relatos
de cepas produtoras de CTX-M-2 no Paraguai, Uruguai e Brasil (Poupart et
al, 1991; Radice et al, 2002). de Oliveira Garcia et al (2008) descreveram,
em um hospital do Estado de S&o Paulo, um surto de K. pneumoniae
multiclonal produtoras de CTX-M-2 e de uma nova variante, a CTX-M-59. No
Brasil, ja foram identificadas as CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-8,
CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-28, CTX-M-59, CTX-74,
CTX-M-75 e CTX-M-131, sendo a CTX-M-2 a enzima mais predominante e
também detectada em um maior nimero de espécies de Enterobacteriaceae
(Sampaio & Gales, 2016).

A variante CTX-M-8 foi descrita no Brasil em cepas de E. cloacae, E.
aerogenes e Citrobacter amalonaticus. Essa variante ndo era diretamente
relacionada com as outras CTX-M ja descritas, compartilhando de 80 a 88%
de identidade, originando um novo grupo dessa enzima, denominado CTX-
M-8 (Bonnet et al, 2000)

A CTX-M-15 é a enzima mais prevalente no mundo, ela é codificada
por um gene localizado no plasmideo IncF que é fortemente adaptavel as
Enterobacteriaceae, e geralmente estd associada a outros genes de
resisténcia como blatem-1, blaoxa-1 € aac(6)-1b-cr. A causa da disseminacao
do gene blactx-m1s pode ser devida a forte associacdo do plasmideo IncF
com E. coli ST131 que estd globalmente disseminada (Carattoli, 2009;
Livermore, 2012b). Plasmideos IncF carregando o gene blacrx-m-15 ndo séo
exclusivos desse clone e ja foram identificados em outros STs de E.coli, em
Shigella sonnei, S. enterica e K. pneumoniae (Coque et al, 2008; Hrabak et
al, 2008; Diestra et al, 2009). No Brasil, Tollentino et al (2011) descreveram

a primeira deteccdo do gene blactx-v-15 em cepas de K. pneumoniae isoladas
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de 2005 a 2007.

1.3.1.4 Outras ESBLs

Pseudomonas Extended Resistance (PER) foi primeiramente
detectada na Turquia em uma cepa de P. aeruginosa. A PER-2 compartilha
86% de homologia com a PER-1 e foi descoberta em um isolado de S.
enterica serovar Typhimurium em Buenos Aires (Bauernfeind et al, 1996;
Paterson & Bonomo, 2005). A PER-1 € encontrada quase que
exclusivamente na Turquia enquanto a PER-2 tem sido encontrada quase
exclusivamente na América do Sul (Bradford, 2001).

A VEB (Vietham Extended Spectrum Beta-lactamase) foi

primeiramente encontrada em 1996 em um isolado de E. coli de uma crianca
do Vietnd que foi hospitalizada na Franca. O gene blaves-1 € considerado
‘emergente” e tem sido identificado em varias espécies de
Enterobacteriaceae e em ndo-fermentadores em diversos paises (Girlich et
al, 2001; Poirel et al, 2006; Adams et al, 2008; Aragon et al, 2008; Lahaoui et
al, 2011).

BES (Brazil Extended Spectrum) é uma ESBL descrita pela primeira
vez no Brasil, em Serratia marcescens, isolada em um hospital do Rio de
Janeiro em 1996. Assim com as CTX-M, a BES-1 é uma ESBL com uma
forte atividade hidrolitica sobre a cefotaxima induzindo a uma maior
resisténcia a este farmaco que a ceftazidima (Bonnet et al, 2000).

Enzimas do tipo GES (Guiana Extended Espectrum) s&o codificadas
por genes localizados em plasmideos e, a primeira variante descrita dessa
enzima, a GES-1, foi encontrada na Franca em 1998, em K. pneumoniae,
isolada de um paciente hospitalizado previamente na Guiana Francesa
(Poirel et al, 2000). A GES-2, identificada em P. aeruginosa na Africa do Sul,
se diferencia da GES-1 por uma Uunica substituicio de aminoacido
ganhando, assim, a capacidade de hidrolisar os carbapenémicos (Poirel et

al, 2001). Essa substituicdo de aminoacido foi identificada também na GES-

30



4, GES-5 e GES-6 que sdo consideradas carbapenemases. Assim como a
GES-1, as variantes GES-3, GES-7, GES-8, GES-9, GES-11 e GES-13 séo
classificadas como ESBL (Bonnin et al, 2011; Frase, 2011). Betalactamases
do tipo GES tém sido identificadas no mundo todo e, no Brasil, ja foram
descritos GES-1, GES-5 e GES-7 em P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli
(Pellegrino et al, 2006; Fonseca et al, 2007; Queenan & Bush, 2007; Dropa
et al, 2009; Picao et al, 2009; Picéo et al, 2010).

1.3.2 Carbapenemases

Os carbapenémicos sao os farmacos de escolha para o tratamento
de infeccBes sérias causadas por enterobactérias produtoras de ESBL
(Paterson, 2006). A resisténcia a esses antimicrobianos pode ser dada pela
super expressdo de AmpC ou ESBL associada a perda de porina,
principalmente em Enterobacter e Klebsiella ou pela producdo de
carbapenemases, descritas principalmente em Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa e A. baumannii (Livermore et al, 2012a).

As carbapenemases sao enzimas capazes de hidrolisar a maioria
dos betalactamicos, incluindo os carbapenémicos, e estao presentes em trés
das quatros classes de betalactamases de Ambler. As carbapenemases da
Classe A de Ambler podem ser codificadas no cromossomo (NmcA, Sme,
IMI-1, SFC-1) ou no plasmideo (KPC, IMI-2, GES). As carbapenemases da
classe B sdo as metalo betalactamases e, estdo inclusas nesse grupo,
principalmente, as enzimas IMP (Imipenemase), VIM (Verona imipenemase),
NDM (New Delhi Metallo-beta-lactamase) e a SPM (Sao Paulo Metallo-beta-
lactmase). Sdo membros das carbapenemases da Classe D de Ambler os
guatro subtipos OXA-23, OXA-40, OXA-58 e OXA-143, praticamente
restritas a Acinetobacter spp., e a enzima OXA-48 encontrada em
Enterobacteriaceae, principalmente em K. pneumoniae (Nordmann et al,
2011).
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1321 KPC

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) € uma serina
betalactamase, pertencente a classe A de Ambler e ao grupo 2f de Bush.
Essa enzima tem a capacidade de hidrolisar a maioria dos betalactamicos,
principalmente os carbapenémicos (Bush, 2010). Foi primeiramente isolada
na Carolina do Norte em 1996 e, a principio, estava confinada na regido de
Nova lorgue e Pensilvania nos Estados Unidos e, em poucos anos se
disseminou pelo pais (Walther Rasmussen & Hoiby, 2007; Quale, 2008;
Nordmann et al, 2011). Na Europa, diferentes variantes de KPCs (KPC-2,
KPC-3 e KPC-4) tém sido descritas (Cantén et al, 2012). Na América do Sul,
a disseminacdao foi primeiramente relatada na Coldmbia em 2006 (Villegas et
al, 2006), e entdo na Argentina (Pasteran et al, 2008).

No Brasil, K. pneumoniae produtora de KPC foi primeiramente
detectada em 2005, na cidade de Sdo Paulo, e outras cepas produtoras
dessa betalactamase também foram isoladas no Recife em 2006 e no Rio de
Janeiro em 2007 (Monteiro et al, 2009; Pavez et al, 2009; Peirano et al,
2009). Essa enzima também foi identificada em P. aeruginosa, na Colémbia,
mostrando uma disseminacdo dessa enzima em nao-enterobactérias
(Villegas et al, 2007). Estao descritos 24 tipos de KPC, sendo que, no Brasil,
as KPCs identificadas até o momento sdo do tipo KPC-2, considerada
equivalente a KPC-1
(ftp:/fitp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em
29/09/2017).

Abboud et al (2011) descreveram um surto, envolvendo um Unico
clone de K. pneumoniae produtora de KPC, em 22 pacientes de um hospital
publico em S&o Paulo. Desde a sua deteccao, em 2009, esse agente néao foi
erradicado. Garcia et al (2010) e Naves et al (2011) descreveram a
disseminagdo de um mesmo clone em varios hospitais do Estado de Séo
Paulo observado por eletroforese de campo pulsado. K. pneumoniae
produtoras de KPC tém sido detectadas em diversos sequence types (STs),

porém com uma alta predominéancia de isolados produtores dessa enzima no
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mundo todo pertencendo ao clone ST 258 (Tzouvelekis et al, 2012). Os
genes blakrc estdo localizados em um transposon do tipo Tn3, o Tn4401,
que possui a capacidade de se inserir em diversos plasmideos de bactérias
Gram- negativas. Por essa razdo, KPC constitui importante mecanismo de
resisténcia mundial, sendo observada a sua rapida disseminacéo por varios
paises (Kitchel et al, 2009; Arnold et al, 2011).

1.3.2.2 Metalo betalactamases

Metalo betalactamases pertencem a classe B de Ambler e 3 de
Bush-Jacoby (2010). Conferem resisténcia a todos os betalactamicos exceto
monobactam, e n&o sao inibidos pelos inibidores de betalactamases, e sim
por agentes quelantes como EDTA e acido mercaptopropiénico. As MBLs
possuem uma forte atividade de carbapenemase e sua atividade contra os
outros betalactamicos varia entre os diferentes tipos de enzimas (Cornaglia
et al, 2011).

A carbapenemase IMP foi a primeira metalo betalactamase a ser
descrita em 1988 em uma cepa de P. aeruginosa no Japao. Até o momento
58 variantes de blave foram identificadas
(ftp:/Mftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em
21/08/2017) em diversos paises (Cornaglia et al, 2011). No Brasil, Freire et
al (2016) descreveram um surto prolongado, em transplantados renais, de E.
gergoviae resistente aos carbapenémicos produtoras de IMP-1, entre o0s
anos de 2009 e 2014. Além da IMP-1, ja foram descritas no Brasil, as
variantes IMP-16 em uma cepa de P. aeruginosa e IMP-10 em isolados de
A. baumannii e de S. marcescens co-produtoras de KPC-2 (Mendes et al,
2004; Cayb et al, 2015; Silva et al, 2015).

A Sao Paulo Metallo-beta-lactamase (SPM) foi primeiramente
descrita em uma cepa de P. aeruginosa isolada em 1997 de uma paciente
em S&o Paulo, Brasil, se tornando endémica em hospitais de todo o pais
(Toleman et al, 2002; Gales et al, 2003; Pellegrino et al, 2006; Martins et al,
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2007). P. aeruginosa produtoras de SPM-1 podem exibir uma resisténcia
adicional & maioria dos aminoglicosideos mediado pela metiltransferase
RmtD gerando fendtipos multirresistentes (Doi et al, 2007a; Fontes et al,
2011).

VIM-1 (Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase) foi
primeiramente descrita em Verona, na Italia, em 1997 em P. aeruginosa
(Lauretti et al, 1999). A enzima VIM-2 é a variante mais encontrada e esta
disseminada por diversos paises nos cinco continentes e, no Brasil, a VIM-2
foi detectada em hospitais de Sdo Paulo em cepas de P. aeruginosa e P.
fluorescens (Sader et al, 2005a, Sader et al, 2005b; Maltezou, 2009; Franco
et al, 2010).

New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM) foi primeiramente
identificada em 2008, na Suécia, em um paciente previamente hospitalizado
na india (Yong et al., 2009). Diferente dos genes que codificam outras
carbapenemases, o blanom-1 N80 esta associado com um Unico clone, sendo
identificado, na sua maioria, em E. coli e K. pneumoniae e, em menor
escala, em outras espécies de enterobactérias.

Os plasmideos que carreiam esse gene sao diversos e podem
carrear outros genes de resisttncia como carbapenemases,
cefalosporinases, ESBL, metiltransferases 16S RNA e genes de resisténcia
a macrolideos, rifampicina e sulfametozoxazol, limitando muito as opc¢des de
tratamento. Muitos produtores de NDM-1 sdo sensiveis apenas a tigeciclina
e colistina (Kumarasamy et al, 2010; Cornaglia et al, 2011; Nordmann et
2011).

NDM-1 foi descrita pela primeira vez na América do Sul em 2012,
em uma cepa de Providencia rettgeri no Uruguai, seguido de um surto de K.
pneumoniae produtora de NDM-1, na Colémbia, e de uma cepa de A.
baumanni produtor desta MBL no Paraguai (PAHO/WHO, 2014; Escobar et
al, 2013). No Brasil, o primeiro relato da NDM-1 ocorreu em 2013, em Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, também em P. rettgeri (Carvalho-Assef et al,
2013). Um estudo retrospectivo, feito no mesmo hospital em Porto Alegre,

mostrou a presenca de uma cepa de Enterobacter hormaechei produtora de
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NDM-1 isolada em setembro de 2012 (Carvalho-Assef et al, 2014). Um alerta
foi enviado pela ANVISA, em dezembro de 2013, sobre a detecgdo de NDM-
1 produzida por Acinetobacter radioresistens em amostra de swab retal de
um paciente no hospital de Santo André. Desde a primeira descricdo da
NDM em Porto Alegre, a deteccdo dessa enzima no Brasil tem se tornado
emergente, especialmente nas regides Sul e Sudeste. Na cidade de S&o
Paulo, a NDM foi primeiramente detectada em P. rettgeri mostrando a
necessidade de medidas para a prevencao da disseminacdo de bactérias

produtoras dessa enzima no Brasil (Carmo Junior et al, 2015).

1323 OXA-48

Apesar das betalactamases do tipo OXA serem frequentemente
encontradas em Acinetobacter, a OXA-48 é encontrada exclusivamente em
Enterobacteriaceae. Essa enzima, que apresenta aproximadamente 50% de
semelhanca na sequéncia de aminoacidos em relacdo as outras OXAs, foi
primeiramente relatada em 2001, em uma cepa de K. pneumoniae,
resistente aos carbapenémicos na Turquia (Poirel et al, 2004). A
disseminacao do gene blaoxa-ss, principalmente em K. pneumoniae, tem sido
observada em paises do Oriente Médio e Norte da Africa e em alguns paises
europeus (Poirel et al, 2012a). Uma caracteristica dessa enzima é que ela
hidrolisa fracamente os carbapenémicos e cefalosporinas de amplo
espectro, no entanto, muitas cepas produtoras de OXA-48 co-produzem
ESBLs (principalmente CTX-M-15 ou SHV-12), tornando estes isolados
resistentes a todos os betalactamicos disponiveis (Nordmann et al, 2012;
Poirel et al, 2012b). Sua atividade n&o é inibida por acido clavulanico ou
EDTA, podendo ser inibida in vitro pelo NaCl (Nordmann, 2013). No Brasil,
uma variante da OXA-48, a OXA-370, foi descrita em uma cepa de E.
hormaechei isolada, em 2013, de um paciente internado na UTI de um
hospital de Porto Alegre (Sampaio et al, 2014). Pereira et al (2015)
mostraram a presenca da OXA-370 em diferentes espécies de
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Enterobacteriaceae no Rio de Janeiro, sugerindo a necessidade de
investigagdo dessa enzima.

O gene blaoxa-4s parece ter origem no cromossomo da Shewanella
sp., encontrada em sedimentos de rios e lagos e eventualmente isolada de
amostras clinicas. Esse gene ja foi identificado em diversos STs, tanto de E.
coli como de K. pneumoniae e em outros géneros, porém ha uma
associacdo desta carbapenemase com isolados de K. pneumoniae
pertencentes ao ST395 (Patel & Bonomo, 2013).

1.4 Deteccdao fenotipica das betalactamases

Um dos primeiros testes fenotipicos confirmatdrios para a detecgéo
de ESBL descritos foi o de disco aproximacao. Este teste consiste em
colocar um disco contendo uma cefalosporina e um contendo &cido
clavulanico, 30 mm separados um do outro em uma placa de agar Mueller
Hinton. O aumento ou distorcdo da zona de diametro ao redor do disco
contendo a cefalosporina (chamada zona fantasma) indica a presenca de
uma ESBL (Jarlier et al, 1988).

Para a deteccdo de carbapenemases, existem diversos testes
fenotipicos, porém, nenhum deles possui 100% de sensibilidade e
especificidade. O Teste de Hodge Modificado funciona bem para a detecc¢ao
de KPC e OXA-48, mas nao é sensivel para a deteccdo de NDM. No Brasil,
esta técnica ndao é recomendada pela ANVISA, pois pode dar resultados
falso-positivos em isolados produtores de ESBL associados com perda de
porina ou super-expressdo de AmpC (Carvalhaes et al., 2010)

Para a deteccdo de OXA-48, nenhum dos testes citados é adequado
e, resisténcia em nivel elevado para temocilina (CIM = 64 mg/L) e
piperacilina- tazobactam, associado a sensibilidade reduzida ou resisténcia a
pelo menos um carbapenémico pode indicar a presenca de um produtor de
OXA-48 (Glupczynszi et al, 2012). Recentemente, Ote et al (2015)

desenvolveram um ensaio imunocromatografico (OXA-48 K-SeT® Coris
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BioConcept, Gembloux, Belgium) para a deteccéo rapida de OXA-48 e suas
variantes, a partir de uma suspensao com colonias bacterianas, baseado em
anticorpos monoclonais gerados por imunizagdo em camundongos. A
capacidade de deteccdo de cepas produtoras de OXA-48 diretamente de
amostras de sangue e urina também foi destacada em alguns estudos
(Wareham et al, 2016; Pasteran et al, 2016). O OKN K-SeT (Coris
BioConcept) é uma variagdo multiplex deste ensaio imunocromatografico
para a deteccdo de OXA-48 e suas variantes, NDM e KPC em um so teste
diretamente de culturas bacterianas (Glupczynszi et al, 2017).

No Brasil, apés a deteccdo dos primeiros casos de microrganismos
produtores de NDM-1 em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu o0s critérios
diagnosticos para deteccdo de carbapenemases a fim de que todos os
laboratérios no Brasil utilizem os mesmos procedimentos e critérios
interpretativos. O fluxograma para a deteccdo das carbapenemases esta
descrito na NOTA TECNICA N° 01/2013, ANVISA. Para as cepas com
resultado de halo de inibicdo com didmetro < 22 mm ou com CIM = 2 pg/mL
para imipenem e/ou meropenem, € com halo de inibicdo com diametros < 24
mm, ou CIM = 1 ug/mL para ertapenem deverdo ser feitos os testes de
inibidores e potenciadores de betalactamases com discos de meropenem e
imipenem com e sem adicdo de EDTA, cloxacilina (CLOXA) e &cido
fenilbordnico (AFB).

1.5 Aminoglicosideos

Aminoglicosideos sdo moléculas hidrofilicas, formadas por um grupo
amino ligado a um ou mais acucares atraves de ligacbes pseudoglicosidicas.
Os aminoglicosideos séo classificados de acordo com a posicao do
grupo amino nas classes estruturais: 2-deoxiestreptamina 4,6-dissubstituido
(4,6-DOS), composta pela kanamicina e pelos aminoglicosideos de maior

importdncia clinica, gentamicina, tobramicina e amicacina; 2-
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deoxiestreptamina  4,5-dissubstituido  (4,5-DOS) que compreende a
neomicina e paromomicina; 2-deoxiestreptamina 4-monossubstituido,
composta pela apramicina e um dltimo grupo composto pelo
aminoglicosideo estreptomicina que ndo se encaixam em nenhuma das
outras classes. (Savic et al, 2009; Doi et al, 2016). Os aminoglicosideos se
ligam ao sitio A (sitio Aminoacil) do 16S rRNA na subunidade 30S do
ribossomo, interferindo no processo de translocacdo e, consequentemente
inibindo a sintese proteica (Magnet & Blanchard, 2005; Ramirez &Tolmaski,
2010).

A estreptomicina foi descoberta em 1943, isolada de Streptomyces
griseus, sendo o primeiro antibidtico com efeito contra Mycobacterium
tuberculosis. Desde entdo, muitos outros aminoglicosideos produzidos por
diversos actinomicetos foram descobertos. Os aminoglicosideos séo efetivos
contra varios bacilos Gram-negativos, estafilococos, micobactérias e alguns
estreptococos, sendo, na maioria das vezes, utilizados em combinacdo com
um betalactamico, aumentando o efeito bactericida. A familia dos
aminoglicosideos inclui um grande numero de compostos e com isso,
aumentou também, o nimero de mecanismos de resisténcia desenvolvidos
pelos microrganismos (Magnet & Blanchard, 2005; Ramirez &Tolmaski,
2010).

1.5.1 Resisténcia aos aminoglicosideos

A resisténcia aos aminoglicosideos pode ocorrer através de diversos
mecanismos como modificacao/inativacdo enzimatica dos aminoglicosideos,
modificacdo do sitio de ligacdo do farmaco, diminuicdo da permeabilidade da
membrana citoplasmatica e aumento do efluxo do farmaco (Wachino &
Arakawa, 2012). O mecanismo de resisténcia mais comum em
Enterobacteriaceae € a modificacdo estrutural do aminoglicosideo por trés
tipos especificos de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAS):

aminoglicosideo acetiltransferases (AAC), aminoglicosideo fosfotransferases
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(APH) e aminoglicosideo nucleotidiltransferases ou adenililtransferases
(ANT). Estas enzimas sao principalmente codificadas por genes carreados
em plasmideos, integrons e, muitas vezes, transferidas por transposons e
outros elementos maoveis, geralmente junto com outros genes de resisténcia.
A inativacdo nesse tipo de resisténcia é feita pela ligacdo ao aminoglicosideo
de um grupo adenilil, fosforil ou acetil, reduzindo a afinidade do antibiético e
impedindo sua ligacdo a subunidade 30S do ribossomo (Giedraitiene et al,
2011). E possivel que mais de uma enzima esteja sendo expressa ao
mesmo tempo, 0 que pode tornar 0s microrganismos resistentes a todos 0s
aminoglicosideos (Tabela 3). Recentemente, um novo mecanismo de
resisténcia aos aminoglicosideos foi detectado em bactérias Gram-
negativas, as metiltransferases 16S rRNA. Diferente das enzimas
modificadoras de aminoglicosideos que variam nos seus substratos
especificos e, geralmente, conferem uma resisténcia em nivel mais baixo, as
metiltransferases 16S rRNA conferem uma resisténcia em nivel elevado para
a maioria dos aminoglicosideos de importancia clinica, como a amicacina,
tobramicina e gentamicina (Zhou et al, 2010; Garneau-Tsodikova & Labby,
2015).

Tabela 3 - Fendtipos de resisténcia detectados de acordo com a producéo

das enzimas modificadoras de aminoglicosideos.

GM SIS ™ AK | DBK | NTL| NEO | SM
Fosfo-transferases (APHs) APH(3')-la R S S S S S R S
APHE)-VIa | s | s | s | s | s | s | RrR | s
AAC(3)-la R R S S S S S S
Acetil-transferases (AACs)
AAC(3)-lla R | R|R|S|R|R| S| s
AAC(6')-1b s | R | R|R|R|R| S| s
Nucleotidil- transferases ANT(2")-la R R R S R S S S
(ANTS) ANT(3")-la S S S S S S S R

GM: gentamicina; SIS: sisomicina; TM: tobramicina; AK: amicacina; DBK: dibecacina NTL: netilmicina; NEO:
neomicina; SM: estreptomicina. R: Resistente; S: Sensivel
Fonte: Shaw et al, 1993
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1.6 Metiltransferases 16S rRNA

Os antibidticos da classe dos aminoglicosideos s&do produzidos
naturalmente por Actinomycetos como Streptomyces spp. € Micromonospora
spp. [Esses microrganismos sdo intrinsicamente resistentes aos
aminoglicosideos que produzem, através da protecdo, pela metilagdo, do
16S rRNA na subunidade 30S do ribossomo pela producdo de
metiltransferases 16S rRNA. Foram identificados dois sitios de metilacdo no
16S rRNA, que levam a diferentes fendétipos de resisténcia. Assim, as
metiltransferases foram subclassificadas em dois grupos, as N7-G1405 16S-
RMTases e as N1-A1408 16S-RMTases, dependendo da posicdo do
nucleotideo a ser modificado no sitio A do 16S rRNA (Figura 1). As N1-
A1408 16S-RMTases sao produzidas pelos microrganismos produtores de
istamicina, Streptomyces tenjimariensis e atuam no nucleotideo A1408, e
geram uma resisténcia aos aminoglicosideos 4,5-DOS, 4,6-DOS e
apramicina, mas ndo a gentamicina. As N7-G1405 16S-RMTases sdao
produzidas pelos microrganismos produtores de  gentamicina,
Micromonospora purpurea, esta enzima metila o nucleotideo G1405,
gerando resisténcia exclusivamente aos aminoglicosideos 4,6-DOS como a
amicacina e gentamicina, mas nao aos aminoglicosideos 4,5-DOS,
apramicina e estreptomicina. A introdu¢cdo de um grupo metil nos
nucleotideos A1408 e G1405 causa um distarbio na ligacdo entre o
nucleotideo e o aminoglicosideo, reduzindo a afinidade do farmaco pelo seu
sitio alvo (Doi & Arakawa, 2007; Wachino & Arakawa, 2012). Genes que
codificam metiltransferases 16S rRNA estavam restritos aos microrganismos
produtores de aminoglicosideos e, apenas recentemente, relatadas em

bactérias Gram-negativas (Kang et al, 2008).

40



(A) (B)
¢ |
1400- C

G A

N7-G1405 wCe A

16S-RMTase g~ GU
GeeeeC

N1-A1408 U -

16S-RMTase 5C A Sitio-A
A A
C~-—=G

1410 A w=vee|J <1490
C——=G
C——G
(%) (D)
G1405
A1408 A1408
N7
g LN
£ N1 ¢ N1
Gentamicina Cla Neomicina B \

Figura 1 - Sitios de metilacdo no 16S rRNA, que levam a diferentes fenotipos
de resisténcia. (A) Estrutura do ribossomo 70S da E. coli contendo 16S
rRNA (laranja), 23S rRNA (cinza) e proteinas ribossdmicas (verde e azul). A
ligacdo da gentamicina com o 16S rRNA estd sendo mostrada com um
quadrado. (B) Regido decodificadora do Sitio A no 16S rRNA. (C e D)
Estruturas dos complexos entre aminoglicosideos (Gentamicina Cla e
Neomicina B) e nucleotideos G1405 e A1408 no 16S rRNA. As linhas
tracejadas indicam provaveis ligacbes de hidrogénio (Wachino & Arakawa,
2012).

Em 2002, a sequéncia de um gene codificador de uma
metiltransferase 16S rRNA, a ArmA (Aminoglycosides Resistance
Methylase), foi depositada no European Molecular Biology Laboratory e no
“GenBank”, identificada em uma cepa de C. freundii na Poldnia. Em seguida,
em 2003, foi descrita uma P. aeruginosa, no Japao, produtora de uma
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metiltrasferase designada de RmtA (Galimand et al, 2003; Yokoyama et al,
2003). Desde entdo, varias metiltransferases 16S rRNA foram descritas,
sendo todas classificadas como N7-G1405 16S-RMTases. Uma unica N1-
A1408 16S-RMTases foi descrita por Wachino et al (2007), a NpmA, isolada
de E. coli no Japdo, e mais recentemente na Arabia Saudita em K.
pneumoniae e Enterobacter spp., com um fendétipo de resisténcia mais
amplo que das N7-G1405 16S-RMTases (Al Sheikh et al, 2014). A maioria
dos genes codificadores dessas metiltransferases estdo localizados em
elementos moveis transferiveis, podendo facilmente se disseminar para
outras espécies (Doi & Arakawa, 2007). A figura 2 mostra a distribuicao

mundial das metiltransferases 16S rRNA descritas até o momento.
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Figura 2 - Distribuicdo mundial das metiltransferases 16S rRNA (Wachino &
Arakawa, 2012; modificada).

A nomenclatura das metiltransferases 16s rRNA foi proposta por Doi
et al (2008a) para que haja uma padronizacdo das novas metiltransferases
descritas. Enzimas com uma similaridade na sequéncia de aminoacido maior

que 95% com outra metiltransferase ja descrita, sera denominada como uma
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variante numérica dessa metiltransferase (p. ex RmtD, RmtD2). As
metiltransferases com 50 a 95% de similaridade deverdo ser denominadas
com uma nova letra, seguindo a ordem alfabética da ultima enzima descrita
(p. ex. RmtA, RmtB, RmtC, etc). Enzimas que possuam uma similaridade
menor de 50% com qualquer outra metiltransferase descrita ou que tenha
acdo em um outro nucleotideo do 16S rRNA, devera receber um novo nome
(p.ex NpmA).

Uma grande preocupacédo das cepas produtoras de metiltransferases
16S rRNA é a emergéncia de cepas multi-resistentes através do acimulo de
varios outros genes de resisténcia antimicrobiana (Wachino & Arakawa
2012). Cepas co-produtoras de metiltransferase 16S rRNA e outra
betalactamase sdo comuns e ja foram descritas em muitas partes do mundo
como K. pneumoniae produtora de RmtB e KPC-2 na China, P. aeruginosa
produtoras de SPM-1 e RmtD, no Brasil, entre outros (Wachino & Arakawa,
2012).

161 RmtD

A RmtD foi a quinta metiltransferase 16S rRNA descrita, identificada
em uma cepa de P. aeruginosa isolada de um paciente hospitalizado em
Sorocaba, Brasil, em 2005. Além dos aminoglicosideos, essa cepa também
apresentava resisténcia aos carbapenémicos, devido a presenca de uma
metalo betalactamase, a SPM-1. Essa foi a primeira vez que uma cepa
produtora de uma metiltransferase co-produzia uma metalo betalactamase e
o primeiro relato de uma metiltransferase 16S rRNA nas Américas. Das
metiltransferases descritas até entdo, a RmtD possuia uma maior
similaridade com a RmtA, que também foi identificada em P. aeruginosa (Doi
et al, 2007a). Em seguida, Doi et al (2007b) demonstraram que a co-
producdo de SPM-1 e RmtD foi comumente observada nos isolados de P.
aeruginosa dos hospitais de Sdo Paulo, estando presente na metade das

cepas dessa espécie resistentes ao imipenem, na populacdo de estudo.
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Posteriormente, foi descrita a producdo de RmtD por uma cepa de K.
pneumoniae isolada de um hospital de Salvador, Bahia (Yamane et al,
2008), o que demonstra a disseminacao de RmtD no Brasil em mais de uma
espécie bacteriana.

Uma variante da RmtD, a RmtD2, foi descrita na Argentina, em 2011.
Diferente da RmtD descrita no Brasil, essa nova variante estava presente na
Argentina desde os anos 90 em cepas de E. cloacae e C. freundii e nao
possuia associacdo com metalo betalactamases (Tijet et al, 2011). Em 2010,
foi descrita uma cepa de P. aeruginosa co-produtora de RmtD e SPM- 1
isolada no Rio Tieté em Sao Paulo e clonalmente relacionada com a cepa de
P. aeruginosa isolada em ambiente hospitalar, mostrando que cepas
codificadoras de genes rmtD e blaspm-1 Nd0 estdo restritas ao ambiente
hospitalar (Fontes et al, 2011). A RmtD e sua variante RmtD2 estéo
localmente distribuidas apenas em paises da América do Sul como Brasil,
Chile e Argentina (Doi et al, 2007b; Fritsche et al, 2008; Yamane et al, 2008;
Tijet et al, 2011).

1.6.2 Outras metiltransferases 16S rRNA

A ArmA foi a primeira metiltransferase descrita, em 2002. Sua
disseminacdo € mundial em bactérias da familia Enterobacteriaceae, como
E. coli, E. cloacae, S. enterica, Shigella flexneri e S. marcescens e em
Acinetobacter baumannii (Wachino & Arakawa, 2012). No Brasil, houve uma
Unica descricdo, em 2015, da producao da enzima ArmA por uma cepa de E.
cloacae co-produtora de NDM-1, TEM-1 e CTX-M-15 (Quiles et al, 2015).

A metiltransferase RmtA foi esporadicamente detectada, com relatos
de P. aeruginosa produtoras dessa enzima no Japao e Coréia e em uma
cepa de K. pneumoniae na Suica (Yamane et al, 2007; Jin et al, 2009; Poirel
et al, 2011a).

A RmtB foi, primeiramente, descrita em 2002 em uma cepa de S.

marcescens isolada no Japao. Dentre todas as metiltransferases 16S rRNA
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ja descritas, a RmtB, juntamente com a ArmA, sdo as mais predominantes,
sendo detectadas principalmente em Enterobacteriaceae da Asia, Europa,
Ameérica do Norte e do Sul, Oriente Médio, Africa e Oceania (Doi et al, 2016).
Os genes que codificam essas metiltransferases estdo disseminados no
mundo todo através de bactérias isoladas de humanos e também de animais
de consumo (Garneau-Tsodikova & Labby, 2015). No Brasil, Tollentino et al
(2015) descreveram pela primeira vez a RmtB em 2 cepas de K.
pneumoniae co-produtoras de KPC-2 e CTX-M-14, isoladas de diferentes
hospitais de Sdo Paulo. Outro estudo relatou a disseminacdo de K.
pneumoniae produtoras de RmtB em diversos hospitais do Estado de Sé&o
Paulo (dos Santos et al, 2017).

O gene rmtC foi descrito em 2006, em uma cepa de Proteus
mirabilis, isolada em 2003, no Japdo. Desde entdo a RmtC ja foi detectada
na Australia, Reino Unido, Alemanha, Estados Unidos, Quénia, india, entre
outros paises em diversos géneros de Enterobacteriaceae (Wachino &
Arakawa, 2012).

A metiltransferase RmtE foi descrita em apenas duas cepas, uma
cepa comensal de E. coli, isolada de gado em uma fazenda nos Estados
Unidos e em uma cepa de E. coli isolada de um paciente nos Estados
Unidos (Davis et al, 2010; Lee et al, 2014).

A RmtF foi relatada em uma cepa de K. pneumoniae isolada em
2011 na Franca, e ja foi identificada na india e no Reino Unido, sendo a
maioria desses isolados co-produtores da metalo betalactamase NDM-
1(Galimand et al, 2012, Hidalgo et al, 2013).

1.6.3 Deteccdao laboratorial das metiltransferases 16S rRNA
A caracteristica principal das cepas produtoras de N7-G1405 16S-
RMTases € a resisténcia em nivel elevado para os aminoglicosideos do

grupo 4,6-DOS. Assim, o teste de disco difusdo usando gentamicina,

amicacina e tobramicina podem ser utilizados como screening da producao
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de metiltranferases. A produgdo de uma metiltransferase 16S rRNA é
suspeita quando nenhuma zona de inibicdo for observada em nenhum
desses antibioticos. Quando disponivel, a adicdo de um disco de arbecacina
aumenta a sensibilidade de deteccdo para 90%, quando comparado com
60% de deteccdo usando apenas a amicacina (Lee et al, 2006; Doi &
Arakawa, 2007; Wachino & Arakawa, 2012). A determinacdo das CIMs para
esses antibioticos pode ser realizada como um teste fenotipico confirmatorio,
sendo que cepas produtoras de metiltransferases 16S rRNA possuem
valores = 256 mg/mL. O método de deteccdo confirmatério € a PCR, seguida
pelo sequenciamento do gene amplificado para a caracterizacdo da
metiltransferase 16S rRNA (Doi & Arakawa, 2007).

A arbecacina é um aminoglicosideo semi-sintético do grupo da
kanamicina. Esse antibiético ndo é inativado pelas enzimas modificadoras de
aminoglicosideos, tendo sido usado no Japao ha mais de 10 anos, 0 que
poderia ter promovido a emergéncia e disseminacdo de bactérias Gram-
negativas produtoras de metiltransferase 16S rRNA naquele pais (Doi &
Arakawa, 2007).

1.7 Elementos genéticos moveis envolvidos na disseminacéo de

genes de resisténcia

Embora a resisténcia adquirida através de mutacdo cromossdmica
seja um mecanismo importante, a eficiéncia da disseminacdo de genes de
resisténcia esta relacionada com a transmissdo horizontal destes através de
elementos genéticos moveis como bacteriéfagos, plasmideos e transposons
(Toleman & Walsh, 2011). O DNA adquirido horizontalmente, geralmente,
codifica fungbes que geram uma vantagem seletiva aos microrganismos
como resisténcia a antimicrobianos, viruléncia e vias de biodegradacéo
(Normark & Normark, 2002). Em geral, esse intercambio de material
genético pode ser realizado através dos processos de transducao (via

bacteri6fagos), conjugacédo (via plasmideos e transposons conjugativos) e
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transformacao (via incorporagdo no cromossomo de DNA cromossomico,
plasmideos e outros DNAs livres, decorrentes de lise celular) (Alekshun &
Levy, 2007).

Os elementos genéticos moveis podem ser divididos em dois grupos:
aqueles que podem se mobilizar de uma célula bacteriana para outra como
0s bacterdfagos e os plasmideos e, aqueles que podem se mobilizar de uma
localizacdo genética para outra, na mesma célula bacteriana, podendo ser
transferidos para outra célula quando inseridos em um dos membros do
primeiro grupo de elementos genéticos moveis, tendo como exemplo os
transposons, sequéncias de insercdo (IS), cassetes genéticos/integrons
(Bennet, 2008; Siguier et al, 2014).

1.7.1 Plasmideos

Os plasmideos sdo moléculas extra-cromosémicas de DNA dupla fita com
capacidade autbnoma de replicacdo. Estao relacionados com o aumento da
diversidade genética bacteriana, desempenhando papéis fundamentais para
a adaptacdo e evolucdo da bactéria que o possui, pois carreiam genes de
resisténcia a antimicrobianos e metais pesados, fatores de viruléncia, de
catabolismo de substratos ndo usuais, entre outros (Brock et al, 1994;
Caratolli et al, 2005). A transmissdo destes elementos méveis ocorre de
forma horizontal através da conjugacdo. Plasmideos que contém genes
essenciais para a iniciacao e controle da sua replicagédo, passivel de realizar
sua conjugacdo, sdo chamados de conjugativos. Alguns plasmideos sdo
incapazes de iniciar sua conjugacdo e necessitam de outros plasmideos
conjugativos para serem transmitidos. Nestes casos, 0s plasmideos séo
denominados mobilizaveis (Carattoli, 2005; Siefert, 2009).

Os plasmideos sao classificados em grupos de incompatibilidade
baseado na sua estabilidade durante a conjugacdo. Plasmideos com o
mesmo controle de replicacdo sao incompativeis, enquanto plasmideos com

controle de replicacdo distintos sdo compativeis. Assim, dois plasmideos
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pertencendo ao mesmo grupo de incompatibilidade n&o podem ser
propagados na mesma linhagem celular. A organizacdo dos plasmideos em
grupos de incompatibilidade € uma ferramenta importante para analisar a
evolucdo e disseminacdo de plasmideos emergentes que carregam genes
de resisténcia antimicrobiana (Caratolli et al, 2005).

A transferéncia horizontal de plasmideos contendo genes de
resisténcia € um mecanismo essencial para a dispersdo da resisténcia
antimicrobiana. Os plasmideos que carreiam genes de resisténcia podem
ser divididos em dois grupos principais chamados plasmideos narrow-host-
range, que geralmente pertencem aos grupos de incompatibilidade IncF e,
os plasmideo broad-host-range, que pertencem aos IncA/C, IncL/M e IncN.
Plasmideos broad-host-range podem ser facilmente transferidos entre
espécies diferentes, enquanto que plasmideos narrow-host-range costumam
ser restritos a uma espécie (Mathers et al, 2015). A disseminacdo de
plasmideos que carreiam resisténcia antimicrobiana é muito bem estudada e
mostra que, uma vez que 0S genes de resisténcia se estabelecem em
plasmideos de sucesso, eles rapidamente se disseminam entre diferentes

cepas, espécies ou mesmo géneros (von Wintersdorff et al., 2016).

1.7.2 Transposons, sequéncias de insercdo (IS) e cassetes

genéticol/integrons

Transposons sdo elementos genéticos moveis que podem estar
integrados em plasmideo, outros transposons ou cromossomos. Esse
fragmento de DNA contém regides terminais que participam da
recombinacdo e codificam proteinas chamadas transposases ou
recombinases que facilitam a excisdo de regibes genbmicas e a
incorporacao para regides genémicas especificas. Transposons conjugativos
possuem a caracteristica do plasmideo podendo facilitar a transferéncia de
um plasmideo de um organismo para outro (Alekshun & Levy, 2007).

Transposons podem causar rearranjos complexos de DNA e podem
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acumular varios genes de resisténcia conferindo um fenétipo de
multirresisténcia antimicrobiana (Feng et al, 2015).

IS sdo elementos méveis pequenos geralmente delimitados por duas
repeticbes invertidas (IR) curtas, idénticas ou ndo. A regido entre as IRs
possui um ou dois genes que codificam transposases e o0 reconhecimento da
IR pela transposase permite o movimento da IS para uma nova localizagéo
através de um processo de “corta e cola” e/ou “copia e cola”, dependendo da
IS. A transposicdo da maioria das ISs gera uma sequéncia de repeticdo
direta (DR) com um tamanho caracteristico de geralmente 2-14 pb. Duas
cOpias de uma mesma IS ou de duas IS relacionadas podem se inserir em
cada lado de um gene e captura-lo como parte de um transposon podendo,
entdo, mover-se como uma unidade. As ISs podem, ainda, fornecer
promotores que levam a expressédo dos genes capturados (Partridge et al,
2009). As ISCR se diferem das IS por um mecanismo de transposi¢cao
chamado rolling circle (RC). Além disso, as ISCR ndo possuem as
repeticdes invertidas e sim sequéncias terminais distintas designadas orilS e
terlS que indicam os locais de inicio e término do estagio de replicacdo da
transposicdo RC (Bennett, 2008). ISCR sdo elementos que capturam e
movimentam genes de resisténcia capazes de formar extensos clusters de
genes de resisténcia em plasmideos (Toleman et al, 2006).

Cassetes genéticos sdo os menores elementos mdveis associados
com resisténcia a antimicrobianos que consistem de um gene, geralmente
precedido por um sitio de ligacdo ribossémica e um sitio de recombinacéo
attC. Esses elementos podem existir transitoriamente como moléculas
circulares, mas ndo codificam 0s mecanismos para seu proprio movimento
estando, normalmente, inseridos em integrons. Os integrons séo sistema de
captura de genes que utiliza recombinacdo em sitios especificos ao invés de
mecanismos de transposicdo. Eles sdo compostos por um gene intl e um
sitio de recombinacao attl. O gene intl codifica uma integrase que catalisa a
recombinacado sitio-especifica entre o sitio attl do integron com o sitio attC
do cassete genético para inserir ou soltar esses cassetes. Os integrons

estdo divididos em classes baseados nas suas sequéncias Intl e, podem
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estar, frequentemente, inseridos em transposons (Normark & Normark,
2002; Bennett, 2008; Partridge, 2011).

1.7.3 Contexto dos genes de metiltransferases 16S rRNA

Os diversos elementos modveis que carreiam genes de
metiltransferases 16S rRNA, juntamente com outros genes de resisténcia
antimicrobiana, tem sido associados com varios plasmideos conjugativos
pertencentes a diversos grupos de incompatibilidade como IncL/M, IncFlI,
IncA/C, IncN entre outros (Wachino & Arakawa, 2012).

O contexto genético do rmtB é frequentemente relacionado com o
gene blatem.1p €M associagcdo com um transposon Tn2 (Martins e Gales,
2017). Sequéncias de insercdo também tem sido relacionadas com a
mobilizagdo de genes de metiltransferases 16S rRNA, como a ISEcpl que
esta envolvida com a translocacdo do rmtC, além de fornecer a sequéncia
promotora para a expressao desse gene, e a 1S26 que flanqueia o gene
npmA sugerindo seu envolvimento na mobilizacdo desse gene (Wachino et
al, 2006; Wachino et al, 2007). O ambiente genetico do armA € composto
pelo elemento genetico ISCR1, seguido de um integron de classe 1. Apesar
dos grupos de incompatibilidade dos plasmideos que carreiam o0 armA e 0s
cassettes genéticos compondo o integron de classe 1 serem variaveis, 0
contexto genético do armA parece ser bem conservado em
Enterobacteriaceae e em A. baumannii (Doi et al, 2016). O gene rmtF tem
sido relatado em integrons de classe 1 juntamente com 0 gene da

carbapenemase blaypy (Mataseje et al, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar genes de resisténcia bacteriana, e seu contexto genético,
responsaveis pela producdo de betalactamases e metiltransferases 16S
rRNA em amostras de Klebsiella spp. produtoras de KPC de origem

hospitalar.

2.2.  Objetivos especificos

- Identificacdo de espécies de Klebsiella por métodos fenotipicos e
genotipicos.

- Determinar a sensibilidade aos antimicrobianos mais comumente
utilizados na terapéutica antimicrobiana pelo método de disco-difuséo e a
concentracdo inibitéria minima pela técnica de gradiente de concentracao
(Etest®).

- Detectar fenoétipos de resisténcia para ESBL, KPC, MBL,
metiltransferases 16S rRNA.

- Caracterizar genes de resisténcia responsaveis pela producéo de
betalactamases (KPC, ESBL, MBL e OXA-48) e metiltransferases 16S rRNA
por PCR, sequenciamento e técnicas de conjugacéao e transformacéao.

- Determinar a sequéncia completa de plasmideos que carreiam

genes de resisténcia a aminoglicosideos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Fluxograma da metodologia utilizada neste estudo

Cepas [-) para blag,,

Identificacdo deespécies
deKlebsiella

Realizacdo deprovas
bioquimicas

Identificacao de K.
pneumoniae, K.
quasipneumoniae e K.
variicola através de PCR
Multiplex

Sequenciamento dos genes
de 16S rRNA e rpoB para
confirmac3do daidentificacio

100 amostras identificadas como
Klebsiella spp. por série bioquimica

CIM para TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc,
GM, TGC, PO, TM

Deteccdo fenotipica ESBL [disco-
aproximacao e tira Etest® CT/CTL) e MBL
[tira Etest®P/IPI)

Deteccdo degenes de resisténcia blag,,
blargs, Blacry. BlOcrywas: Blcy s,
blacry. a2, DlOges 1, DlOygy, blOgsp, blag,,
blayow, blaoys.qs POr PCR

Caracterizacdo de genes de resisténcia
porsequenciamento de Sanger
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experimentos de clonagem

Sequenciamento completo
dos plasmideos
pKp64/11[rmtD1),
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3.2 Selecao das amostras

O Instituto Adolfo Lutz é um Laboratério de Saude Publica, que, na
area de Infeccdo Hospitalar, atende rotineiramente diversas instituicbes de
saude do Estado de S&o Paulo para confirmacéo de identificacdo bacteriana,
perfis de sensibilidade aos antimicrobianos, fenoétipos de resisténcia,
confirmagéo da presenca de blaxpc e tipagem molecular. No periodo de 2009
a 2011, 704 cepas recebidas de 65 instituicbes de saude do Estado de S&o
Paulo foram confirmadas como Klebsiella spp multirresistentes e produtoras
de KPC por PCR. Desse banco foram selecionadas 100 cepas, sendo uma
cepa de cada uma das 65 instituicbes, e, de 22 instituicdes, mais de uma
cepa foi selecionada, porém de pacientes diferentes (Anexo 3). Além disso,
foi dada preferéncia para isolados de sangue e urina, apenas nos casos de
cepas provenientes de instituicbes onde ndo havia cepas isoladas dessas
fontes € que foram selecionadas cepas obtidas de secrecdes, ponta de
cateter ou vigilancia. A identificacdo de todas as cepas recebidas foi
confirmada pelo método manual classico atraves de série bioquimica. Os
perfis de sensibilidade aos antimicrobianos de todas as amostras foram
obtidos pelo método de disco-difusdo pelo método de Kirby-Bauer e a leitura
e interpretacao foram feitas de acordo com o CLSI, 2013 e EUCAST para os
farmacos ceftazidima, cefepime aztreonam, tigeciclina e polimixina B, de
acordo com a NT 01/2013 da ANVISA.

3.3 Determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Foi determinada a CIM para cefotaxima com e sem acido
clavulanico, ceftazidima, cefepime, aztreonam, ertapenem, meropenem,
imipenem com e sem EDTA, piperaciclina-tazobactam, tigeclicina, polimixina
B, gentamicina, tobramicina de todas as 100 cepas de Klebsiella spp.
atraves de tiras contendo gradientes de concentracdo de drogas (Etest®, AB

Biodisk, Suécia). Para o preparo do indculo bacteriano, foi feita uma
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suspensao de colbonias isoladas em solugcdo NaCl 0,85% com turbidez
semelhante ao padrdo 0,5 da escala de McFarland obtida através do
aparelno Densicheck Plus (Biomérieux). A suspensdo bacteriana foi
semeada em placas de agar Mueller-Hinton com auxilio de um swab estéril
em 3 direcOes diferentes e, apdés a absorcdo do excesso de liquido pelo
agar, foram aplicadas as tiras de Etest® com auxilio de uma pinca, de
acordo com as instrucbes do fabricante. Foram colocadas um numero
maximo de 6 tiras nas placas com 150 mm de diametro e 2 tiras na placa
com diametro de 90 mm. As placas foram incubadas a 35+2°C por 16-20
horas.

Apos as 16-20 horas de incubacdo foi feita a leitura e interpretacéo
dos testes realizados de acordo com o CLSI 2013 e EUCAST, segundo a
recomendacgao da NT 01/2013 da Anvisa. A determinagéo da CIM foi dada a
partir da interseccao da elipse com a escala da tira de Etest®. No caso de
colénias isoladas dentro da elipse, essas foram incluidas dentro do valor da
CIM. Como controle de qualidade, foram incluidas nos testes de
sensibilidade cepas da “American Type Culture Collection” (ATCC) de P.
aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 e K.
pneumoniae ATCC 700603.

3.4 Deteccdao fenotipica da producéo de betalactamases

3.4.1 Carbapenemases

Para a deteccéo fenotipica da producao de KPC foi usado o valor de
CIM para os carbapenémicos ertapenem, meropenem e imipenem. Cepas
que apresentaram diminuicdo da sensibilidade de algum carbapenémicos,
com valores de CIM = 2 yg/mL para imipenem ou meropenem ou = 1 ug/mL
para ertapenem foram consideradas possiveis produtoras de KPC. A

deteccdo fenotipica de metalo betalactamases foi realizada a partir de tiras
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de Etest® de imipenem/imipenem + EDTA (IP/IPI), conforme descrito no
item 3.2. Uma extremidade da tira de Etest® possui um gradiente de
concentracdo de imipenem (4-256 upg/mL) e na outra extremidade um
gradiente de concentragdo de imipenem (1-64 pg/mL) mais uma
concentracdo constante de EDTA. Um resultado positivo é indicado quando

a razao entre o valor do CIM do imipenem/imipenem com EDTA for = 8.

342 ESBL

A confirmacdo da producdo da enzima ESBL foi realizada pela
técnica de disco-aproximacéo, baseada nas recomendacdes do Consenso
em Deteccdo de Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos da Sociedade
Brasileira de Microbiologia (Sampaio, 2008). Foi feita uma suspensao
bacteriana conforme descrito anteriormente, para a determinacdo da CIM.
Apods a semeadura e completa absor¢cao da suspensdo em placas de Agar
Mueller- Hinton, foi posicionado na superficie do agar um disco contendo
amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg). Discos contendo ceftazidima (30
pg), cefotaxima (30 pg), cefepime (30 pg) e aztreonam (30 pg) foram
posicionados a uma distancia de 20-30 mm do disco central de
amoxicilina/acido clavulanico. As placas foram incubadas a 35 + 2°C por 16-
20 horas. Um teste foi considerado positivo quando houve um aumento ou
distor¢éo da zona de diametro entre o disco de amoxicilina /acido clavulanico
e do disco contendo uma das cefalosporinas testadas, indicando a presenca
de uma ESBL. Foi realizado, também, o teste fenotipico a partir de tiras de
Etest® de cefotaxima/cefotaxima + acido clavulanico (CT/CTL) conforme
descrito anteriormente (item 3.2). Este teste é similar a tira de gradiente para
deteccdo de MBL, tendo em uma extremidade um gradiente de
concentracéo de cefotaxima (0,5-32 ug/mL) e a outra extremidade contendo
um gradiente de concentracdo de cefotaxima (0,0064-4 pg/mL) mais uma
concentracdo constante de 4 pg/mL de &cido clavulanico. E indicativo de

resultado positivo quando a raz&o entre o valor de CIM da cefalosporina e o

55



valor da cefalosporina + acido clavulanico for = 8.

3.5 Deteccéo fenotipica da producéo de metiltransferases 16S rRNA

Para as cepas que, no teste de sensibilidade por disco-difuséo,
apresentaram resisténcia total aos aminoglicosideos amicacina (30 pug),
gentamicina (10 pg) e tobramicina (10 pg), foi realizada a determinacédo da
CIM para amicacina através de tiras de Etest® (AB Biodisk) de acordo com
as instrucdes do fabricante, como descrito anteriormente (item 3.2). No
laboratorio da Universidade de Pittsburgh, foi feito teste de disco difusdo
com o antibidtico arbecacina para confirmacdo fenotipica da producdo de
metiltransferases 16S rRNA. Esse antibidtico ndo é comercializado no Brasil
e se trata de um marcador mais sensivel para deteccdo da producao de

metiltransferase 16S rRNA do que a amicacina.

3.6 Deteccao de genes de resisténcia

3.6.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA de todas as cepas foi feita pelo método do
choque térmico que consiste em uma suspensdo de % da alca descartavel
de 10 pyL da massa bacteriana em 500 uL de agua ultrapura estéril em um
microtubo estéril. Essa suspenséao foi aquecida a 95°C por 15 minutos e, em
seguida, centrifugada a 15.700xg, a 4°C por 15 minutos. Apés a
centrifugacéo, transferiu-se 300 pL do sobrenadante para um novo

microtubo estéril para estocagem a -20°C.

3.6.2 PCR dos genes de betalactamases
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A amplificacdo dos genes blasnv, blatem, blacTtx-m, blactx-m-15, blactx-
M2, blactx-m-s, blaces1, blaviv, blaive, blaspm, blanom, blaoxa-as foi feita pela
técnica de Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR). Para cada amostra, em
um microtubo, foi adicionado 12,5 puL do Mix 2 (Thermo Scientific), 1 pL do
primer F (concentragdo inicial 10uM), 1 pL do primer R (concentracao inicial
10uM), 9,5 uL de agua ultrapura estéril e 1uL de DNA, com um volume final
de 25 pL. Os primers utilizados para cada gene estdo descritos na tabela 4.
O primer especifico para a deteccdo do gene blactx.m-s foi desenhado pela
ferramenta online Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Os microtubos
foram colocados no termociclador seguindo as condicdes de corrida
especificas para cada gene, descritos na tabela 5. Microtubo contendo uma
reacao sem amostra de DNA foi utilizado como controle negativo da reacao.
Para cada tipo de gene pesquisado, uma amostra de DNA que
conhecidamente possuia 0 gene a ser detectado, foi utilizada como controle
positivo. Os genes blaxpc foram novamente submetidos a técnica de PCR
para posterior caracterizacdo por sequenciamento.

Os produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose a 1,5%
e a eletroforese foi realizada a 120 volts, por 40 minutos, corados por

brometo de etidio, e visualizados em fotodocumentador de géis.

3.6.3 Deteccéao dos genes de metiltransferases 16S rRNA

Para a amplificacdo de genes responsaveis pela producdo de
metiltransferases 16S rRNA foram realizados dois protocolos de PCR
Multiplex descritos por Doi & Arakawa, 2007. O primeiro PCR Multiplex foi
realizado para pesquisa dos genes rmtB, rmtC e armA e o outro PCR
Multiplex foi realizado para a pesquisa dos genes rmtA e rmtD. Em ambos o0s
protocolos, para cada reacéo, foi colocado em um microtubo 12,5 pL do Mix
2 (Thermo Scientific), 1 uL de cada um dos primers F (concentracéo inicial
10 uM), 1 pL de cada um dos primers R (concentragdo inicial 10 uM), 4gua
ultrapura estéril (g.s.p 24 uL) e 1pL de DNA, com um volume final de 25 pL.
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As condicdes de corrida dos dois protocolos consistiam em uma
desnaturacao inicial a 96°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 96°C por
30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, e uma extensao
final de 72°C por cinco minutos. Os primers utilizados em ambos os
protocolos estdo descritos na tabela 6. Os produtos amplificados foram
aplicados em gel de agarose a 1,5%, a eletroforese foi realizada a 120 volts
por 40 minutos, e os géis foram corados por brometo de etidio e vizualizados

em fotodocumentador de géis.
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Tabela 4 - Descricdo dos primers utilizados na PCR para amplificagédo de

genes de betalactamases.

Primer Sequéncia (5'->3") Tamanho do fragmento Referéncia
KPCF TGT CAC TGT ATC GCC GTC 1011 pb Rasheed et al, 2008
KPCR CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC
TEM-1 ATG AGT ATT CAACATTTCCGT G 840 pb Essack et al, 2001
TEM-4 TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA G
CTX-M F TTT GCG ATG TGC AGT ACC AGT AA 544 pb Eldestein et al, 2003
CTX-MR CGATATCGTTGG TGG TGC CATA
SHV F ATT TGT CGC TTC TTT ACT CGC 1051 pb Yagi et al, 2000
SHV R TTT ATG GCG TTA CCT TTG ACC
GES-1A ATG CGCTTC ATT CACGCAC 860 pb Poirel et al, 2000
GES-1B CTATIT GTC CGT GCT CAG G

Muzaheed et al, 2008
CTX-M-15F CAC ACG TGG AAT TTA GGG ACT 1001 pb
CTX-M-15R  GCC GTC TAA GGC GAT AAA CA

de Oliveira Garcia et
CTX-M-2 F AAA TGT GCT GCT CCTTTC GTG AGC 1122 pb al, 2008
CTX-M-2 R AGG GTT CGT TGC AAG ACA AGA CTG
CTX-M-8 F GCAAGCGCATITTIGTTITTT 908 pb Este estudo
CTX-M-8 R GAC GACTTT CTG CCT TCT GC
VIM F ATT GGT CTATTT GAC CGC GTC 840 pb Jeon et al, 2005
VIM R TGC TAC TCA ACG ACT GAG CG
SPM F AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG 271 pb Poirel et al, 2011b
SPM R ACA TTA TCC GCT GGA ACA GG
IMP F GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCTC 232 pb Poirel et al, 2011b
IMP R GGT TTA AYA AAA CAA CCA CC
NDM F GGTTTG GCG ATCTGG TTT TC 621 pb Poirel et al, 2011b
NDM R CGG AAT GGCTCATCACGATC
OXA-48 F TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG 743 pb Poirel et al, 2004
OXA-48 R GAG CACTTCT TTT GTG ATG GC
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Tabela 5 - Condi¢cbes de corrida utilizadas para a amplificacdo de genes de

resisténcia pela PCR.

Denaturagao n2 de Extensao

Gene Inicial ciclos Denaturacdo/Anelamento/Extensdo final

blaxec 94°C/2 min 30 94°C/ 15s, 55°C/ 15s, 72°C/ 1min  72°C/7 min
blarem 96°C/6 min 30 96°C/ 30s, 55°C/ 30s, 72°C/ 1min  72°C/5 min
blacrx-m 96°C/5 min 30 96°C/ 30s, 51°C/ 30s, 72°C/ 1min  72°C/5 min
blasuy 96°C/5 min 30 96°C/ 30s, 60°C/ 30s, 72°C/ 1min  72°C/5 min
blages1 96°C/15 min 35 94°C/ 1min, 54°C/ 1min, 72°C/ 1min 72°C/3 min
blacrx-m-15 96°C/5 min 30 96°C/ 30s, 51°C/ 30s, 72°C/ 1min  72°C/5 min
blacrx-m-2 96°C/5 min 30 96°C/ 30s, 60°C/ 30s, 72°C/ 1min  72°C/5 min
blacrx-m-s 94°C/2 min 30 94°C/ 15s, 55°C/ 15s, 72°C/ 1min  72°C/7 min
blavim 94°C/2min 30 94°C/ 15s, 55°C/ 15s, 72°C/ Imin  72°C/7 min
blaspm 94°C/10 min 36 94°C/ 30s, 48°C/ 40s, 72°C/ 50s 72°C/5 min
blame 94°C/10 min 36 94°C/ 30s, 48°C/ 40s, 72°C/ 50s 72°C/5 min
blanom 96°C/10 min 36 96°C/ 30s, 54°C/ 40s, 72°C/ 50s 72°C/5 min
blaoxa-as 94°C/5 min 30 94°C/ 30s, 55°C/ 45s, 72°C/ 30s  72°C/5 min

Tabela 6 — Descricdo dos primers* utilizados na PCR Multiplex para

amplificacéo de genes de resisténcia para metiltransferases 16S rRNA

Primer Sequéncia (5'=>3') Tamanho do fragmento

Multiplex 1
rmtB F GCT TTC TGC GGG CGA TGT AA 173 pb
rmtB R ATG CAA TGC CGC GCT CGT AT

rmtCF  CGA AGA AGT AAC AGC CAA AG 711 pb
rmtCR  ATCCCAACATCTCTCCCACT

armAF ATT CTG CCT ATC CTA ATT GG 315 pb
armAR ACCTATACTTTATCG TCGTC

Multiplex 2
rmtA F CTA GCG TCCATCCTTTCCTC 635 pb
rmtA R TTG CTT CCATGC CCTTGC C

rmtD F CGG CACGCG ATT GGG AAG C 401 pb
rmtD R CGG AAA CGATGC GAC GAT

* Fonte: Doi & Arakawa, 2007
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3.7 Caracterizacao dos genes deresisténcia

Para a caracterizacdo dos genes positivos ha PCR, os produtos
amplificados foram submetidos ao sequenciamento de DNA pelo método de
Sanger, utilizando-se o Big Dye Terminator Kit v3.1 (Applied Biosystems,
USA), segundo recomendacdes do fabricante.

3.7.1 Purificacéo do produto de PCR

O produto amplificado pela PCR foi purificado pelo Kit EXoSAP-IT
Microseq PCR CleanUp (Affymetrix USB Products). Para cada amostra a ser
purificada, foi adicionado, em um microtubo de 200 puL ou em placa com 96
pocos, 2 UL de ExoSAP-IT e 5 pL do produto amplificado. A reacdo foi
incubada em termociclador com uma ciclagem de 37°C por 15 minutos,

seguida de 15 minutos a 80°C, e armazenado a 4°C até o momento do uso.

3.7.2 Reacgéo de sequenciamento com Big Dye®

Uma nova reacdo de PCR foi feita a partir do produto amplificado
purificado, utilizando-se o Big Dye®. Para cada amostra, 2 mix foram feitos,
um para o primer F e outro para o primer R do gene a ser caracterizado.
Foram utilizados os mesmos primers usados na amplificacdo por PCR,
porém na concentracdo de 0,67 uM. Para isso, uma diluicdo de 1:16 foi feita,
colocando 1 pL do primer a 10 uM em 15 pL de agua ultrapura. O mix foi
feito em um microtubo e, para cada amostra, foram adicionados 0,875 uL de
agua ultrapura estéril, 0,875 pL do tampéo do Big Dye®, 0,25 pL de Big Dye®
e 2 UL de primer F ou R (concentragéo inicial 0,67 puM), totalizando 4 pL.
Esse volume foi, entdo, distribuido em uma placa de 96 pocos e 1 uL da
amostra purificada foi adicionada a cada poc¢o. A placa foi selada com um

adesivo 6ptico e colocada no termociclador, submetida a seguinte ciclagem:
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desnaturacao inicial 96°C por 1 minuto seguida de 25 ciclos de 96°C/10s,
50°C/5s e 60°C/4min com variacao de temperatura de 1°C/segundo em cada
uma das etapas. As placas foram armazenadas a 4°C até a realizacdo da

préxima etapa.

3.7.3 Purificacdo do produto do sequenciamento

Apbs a retirada da placa do termociclador, foram adicionados 80uL
de solucdo de purificacdo pds-sequenciamento (Anexo 2) e, apés incubacédo
por 15 minutos em temperatura ambiente, a placa foi centrifugada a 2000 x
g, a 4°C por 45 minutos. Apés essa etapa, 0 excesso de sobrenadante foi
retirado e a placa foi centrifugada rapidamente por 1 minuto a 4°C e 500xg,
em posicdo invertida sobre um papel filtro, para completa remocdo da
solucdo. Em seguida, foram adicionados em cada poc¢o, 150 uL de etanol
70% frio, centrifugando a 2000xg, a 4°C por 10 minutos. A etapa de
completa remocao do sobrenadante foi repetida e, apos a centrifugacdo
invertida, a placa ficou aberta por 5 minutos em temperatura ambiente para a
secagem completa do &lcool. A placa foi selada com adesivo Optico
novamente, coberta com papel aluminio e armazenada a -20°C até o

momento do sequenciamento.

3.7.4 Sequenciamento e analise de dados

As placas com o DNA precipitado foram enviadas ao Laboratorio
Multi-usuario do Centro de Virologia do IAL, onde o sequenciamento foi
realizado pelo Analisador automéatico de DNA ABI PRISM modelo 3100.

As sequéncias obtidas foram pré-processadas pelo software Segman
versdao 5.07 e os contigs das sequéncias forward e reverse foram
comparadas com as sequéncias depositadas no BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para confirmacdo e comparagéo dos
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alelos encontrados no BLAST, foi feito alinhamento pelo Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

3.8 Identificagc&o das cepas negativas para blaspy

3.8.1 Provas bioquimicas

Para as cepas que apresentaram-se negativas para a deteccao do
blasyy pela PCR foi realizada a identificacdo bioquimica através das provas
de producédo de indol, vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP),
Citrato de Simmons, hidrélise da uréia, descarboxilagdo da lisina (LDC),
descarboxilagéo da ornitina (ODC), arginina de-hidrolase (ADH), motilidade,
hidrolise da esculina, utilizacdo do malonato, producédo de DNAse, producéo
de lipase, producdo de gelatinase, reducao de nitrato, Rugai modificado e
producédo de &cido a partir da lactose, sacarose, D-manitol, salicina, adonitol,
inositol, sorbose, arabinose, rafinose, ramnose, maltose, xilose, trealose,
celobiose, melibiose, glicerol e manose e utilizagdo do acido tricarbalilico
como Unica fonte de carbono a partir do crescimento em meio minimo M70
(Anexo 2) com 0,1% do &cido tricarbalilico sem adicdo de nenhum outro fator
de crescimento (Veron, 1975). Dessa forma, foram utilizadas as K.
pneumoniae Kp314/11 (NZ_MAOPO0000000) e a K. quasipneumoniae

CCBH16302 como controle negativo e positivo da reagao, respectivamente.

3.8.2 Identificacdo de K. pneumoniae, K. quasipneumoniae e K.

variicola através de PCR Multiplex

Para a identificagdo genética de Klebsiella spp. foi utilizado o

protocolo de PCR Multiplex descrito por Fonseca et al. (2017) baseado na

diferenciacdo de espécies de Klebsiella através da presenca de genes de
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betalactamases cromossomais. Os genes blaspy, blackp € bla gy possuem o
mesmo contexo genético nos genomas de K. pneumoniae, K.
quasipneumoniae e K. variicola, respectivamente, sendo flanqueados pelo
gene cromossOmico deoR e um gene codificador de uma ATPase. Dessa
forma, os primers forward utilizados nessa PCR Multiplex se ligam ao gene
de betalactamase especifico (blasyy, blaoke € blaigen) €, um Unico primer
reverse, que se liga na por¢cao 3’ do deoR. Essa estratégia permite que
apenas o0s genes bla espécie-especificos cromossomais sejam amplificados.
Os primers utilizados estdo descritos na tabela 7. Para cada reagéo, foi
colocado em um microtubo 12,5 pL do Mix 2 (Thermo Scientific), 1 pL de
cada dos primers SHV-F, OKP-F e LEN-F (concentracao inicial 10 uM), 1 uL
do primer DeoR-R (concentracdo inicial 10 uM), 7,5 yuL de agua ultrapura
estéril e 1uL de DNA, com um volume final de 25 pyL. Como controle positivo
das reacdes foi utilizado o DNA da K. quasipneumoniae CCBH16302,
positiva para blaokp, gentilmente cedida pela Colecdo de Culturas de
Bactérias de Origem Hospitalar (CCBH) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), uma cepa confirmada como K. pneumoniae, positiva para
blasyy € da K. pneumoniae ATCC 700603. A condicdo de corrida consistia
em uma desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, e uma
extensdo final de 72°C por dez minutos. Os produtos amplificados foram
aplicados em gel de agarose a 1,5%, a eletroforese foi realizada a 120 volts
por 40 minutos, e os géis foram corados por brometo de etidio e vizualizados

em fotodocumentador de géis.

3.8.3 Sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB para a confirmacgéo

da identificacao de Klebsiella spp.

Para a confirmacado da identificacdo das cepas que se apresentaram

negativas para a deteccdo do blasyy pela PCR, também foi realizado o

sequenciamento do gene 16S rRNA e do gene rpoB, segundo o protocolo de
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Mahenthiralingam et al. (2000) e Mollet et al. (1997), respectivamente. Para
cada reacgao, foi colocado em um microtubo 12,5 pL do Mix 2 (Thermo
Scientific), 1 uL do primer F (concentracéo inicial 10 uM), 1 pyL do primer R
(concentracgao inicial 10 uM), 9,5 pL de agua ultrapura estéril e 1uL de DNA,
com um volume final de 25 pL. Os primers utilizados e as condi¢cdes de
corrida da PCR para cada gene estdo descritos na tabela 8. Os produtos
amplificados foram aplicados em gel de agarose a 1,5%, a eletroforese foi
realizada a 120 volts por 40 minutos, e os geéis foram corados por brometo
de etidio e vizualizados em fotodocumentador de géis. Os produtos
amplificados foram submetidos ao sequenciamento de DNA pelo método de
Sanger, utilizando-se o Big Dye Terminator Kit v3.1 (Applied Biosystems,
USA), conforme descrito anteriormente (item 3.7.1 a 3.7.4). A analise das
sequéncias para a identificacdo genotipica de K. pneumoniae, K.
quasipneumoniae e K. variicola foi feita através do alinhamento das
sequéncias de 16S TrRNA e rpoB pelo Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e construcdo de  arvore
filogenética e dendrograma a partir do software Geneious v.9.0.5 das cepas
deste estudo contra as sequéncias de referéncia de 16S rRNA HG933294
(K. variicola), HG933295 (K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae),
HG933296 (K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae) e K. pneumoniae
subsp. pneumoniae (AF130981) e contra as sequéncias de referéncia de
rpoB K. variicola (CP001891), K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae
(CBZR010000023), K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae
(CCDF01000034) e K. pneumoniae subsp. pneumoniae (CP000647) (Brisse
et al, 2014).
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Tabela 7 — Descricdo dos primers* utilizados na PCR Multiplex para

identificacdo de espécies de Klebsiella

Primer Sequéncia (5'=>3') Tamanho do fragmento
SHV-F GCT GGC GGT ACA CGC CAG CCC G 995 pb

LEN-F CAC GCT GCG YAA ACT ACT GAC YGC GCA GCA 485 pb

OKP-F GGC CGG YGA GCG GGG CTCA 348 pb

DeoR-R AGA AGC ATC CTG CTG TGC G

*Fonte: Fonseca et al, 2017.

Tabela 8- Descri¢do dos primers e das condi¢des de corrida utilizados para a

amplificacdo dos genes 16S rRNA e rpoB pela PCR.

Tamanho do

Gene Primers Sequéncia Ciclagem da PCR Referéncia

fragmento

165rRMA UNI2Z  5-GACTCCTAC GGG AGG CAG GAG-3'  94°C/S min, 30x [94°C/30s, 57°C/455, 72°C/1 min), 1.020pb  Mahenthiralingam

rooB

UMIS  5-CTG ATCCGEC GAT TAC TAG CGATTC-3' 72°C/10 min etal., 2000
CM,  S-AACCAG TTCCGCGTTGGECCTEG-3'  94°C/90S, 40x [94°C/10s, 55°C/20s, 72°C/50S),  1.088pb  Molletetal, 1957
CM,,. 5-CCTGAACAACAC GCT OGG A-3" 72°C/5 min

3.9 Extracdo de plasmideo

A extracdo de plasmideo foi feita através do kit Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification System (Promega, USA). Inicialmente, 3 a 4
colénias foram inoculadas em 5mL de caldo TSB (Bacto™ Tryptic Soy Broth,
Becton, Dickinson) em um tubo Falcom e incubadas no agitador a 37°C, com
agitacdo de 110 rpm por 16-18 horas. No dia seguinte, 1,5 mL da suspenséao
foi transferida para um microtubo e centrifugada por 10 minutos a 15.700xg.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com 250 L da
Solucéo de Suspenséao Celular e submetido a uma agitacdo vigorosa. Foram
adicionados 250 pL da Solugdo de Lise em cada amostra, misturando 4
vezes por inversdo. A partir da lise celular, as amostras ndo foram mais

submetidas a agitacdo vigorosa para que nao houvesse rompimento do
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DNA. Para cada amostra, foram adicionados 350 pL da Solucdo de
Neutralizacdo que foi misturada por inverséo e centrifugada, na velocidade
maxima, por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a centrifugacéo, as
colunas providas pelo kit foram inseridas no tubo coletor e o sobrenadante
foi, entdo, transferido para a coluna. Uma nova centrifugacdo em velocidade
maxima por 1 minuto a temperatura ambiente foi feita e o decantado foi
descartado. A coluna foi novamente inserida ao tubo coletor e foi adicionado
750 pyL da Wash Solution (com adicdo de etanol) e, centrifugado novamente
na velocidade maxima por 1 minuto. O decantado foi descartado e a coluna
reinserida no tubo coletor. O passo anterior foi repetido, porém com 250 pL
da Wash Solution, e centrifugacdo na velocidade maxima por 2 minutos. A
coluna foi transferida para um novo microtubo estérii e 50 pL de Agua
Nuclease Free foi adicionado a coluna. Foi feita uma ultima centrifugacéo, na
velocidade maxima, por 1 minuto. A coluna foi descartada e o microtubo

contendo o plasmideo extraido foi armazenado a -20°C.

3.10 Extracdo do DNA gendmico

Para a extracdo do DNA gendmico, uma pequena quantidade (3-4
colénias) da bactéria foi inoculada em 10 mL de caldo TSB em um tubo
Falcom por 16-18 horas. No dia seguinte, 1mL do caldo foi transferido para
um microtubo e foi centrifugado a 4500xg por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido com 1 mL de agua destilada estéril e centrifugado a 4500xg
por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi novamente descartado e o
precipitado ressuspendido com 500 pL de tampéao de lise TES (Anexo 2) e
foram adicionados 50 puL de SDS (Sodium dodecyl sulfate solution) 10%. Em
seguida, foram adicionados 3 pL de lisozima a 50 mg/mL, incubando-se a
37°C por 1 hora, em termobloco. ApGs esse periodo, adicionou-se 700 L de
Isoamil alcool Cloroférmio e centrifugou-se a 9300xg por 10 minutos. Apos a

centrifugacéo, foram adicionados 220 uL de NaCl 5M e, em seguida, retirou-
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se, cuidadosamente, a fase superior formada transferindo para outro
microtubo estéril. Foram adicionados 700 pL de isopropanol ao novo
microtubo, armazenando a -20°C por uma hora. Apds esse periodo,
centrifugou-se a 9300xg por 10 minutos, descartando, em seguida, 0
isopropanol e adicionando 800 pL de etanol 70%. Foi feita uma ultima
centrifugagdo a 9300xg por 5 minutos e todo o etanol foi removido e o

precipitado ressuspendido com 100 pL de agua ultrapura.

3.11 Experimentos de clonagem

Foram construidas trés bibliotecas genémicas em que o DNA
gendmico extraido e o vetor pBC-SK(-) (AgilentTechnologies) (Figura 3)
foram digeridos com umas das enzimas de restricdo Hindlll, Apal ou EcoRI
(New England BioLabs) e, posteriormente, ligados pela enzima T4 DNA

ligase.
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f1 (<) origin 21-327

p-galactosidase a-fragment 460-8156
multiple cloning site §53-760

lac promoter 817-938

pUC origin 1158=1825

chleramphenicol resistance ORF 2125-2781

chloramphenicol

pBC SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Apal Hine |1
Eca0109 1 Ace |
l?s;H [ T7 Promoler > Klprl 1 ||3m i )}hal IS-al 1
TTGTAAAACGACGGE GAG];GAGCGC GCGTAATACGACTCAC TATAGGGCIGAATTG GGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGALC. ..
M13 =20 primer binding site” T7 primes binding site v K5 priries banding site. .
Bap106 | ot

(|:|u| Flhnd i Elc.:::v ElmRI Tul Is.-.ul ?u-nm ?l:el Jlﬂ_'ul | Tuel El,rxl ?uc I iu(.l
.. .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGRTGGAGCTC. ..

+

K5 primer binding site SK primer binding site

" T3 Promoler l?;sH (1] =gal o -frogment

- 1 <J‘5—5_"5_|

«« CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
T T3 primer Binding site “M13 Reverse primer binding site

Figura 3 - Vetor pBC SK(-) usado para a clonagem com destaque para a
regido de Mudltiplos Sitios de Clonagens (MSC), disponivel em
http://www.molecularinfo.com/MTM/K/K2/K2-1/pBCSK-.pdf

3.11.1 Digestdo com enzima de restricao

A digestdo para as trés enzimas de restricdo (Hindlll, Apal e EcoRlI)
foi feita em 2 microtubos, um contendo 77 uL do DNA gendmico, 9 uL do
Buffer 2 e 4 pL da enzima de restricdo e o outro microtubo contendo 5 pL do
vetor, 20 pL de agua ultrapura, 2 puL da enzima de restricdo e 2 pL do Buffer
2. Ambos os tubos foram centrifugados por 30 segundos e incubados em
termobloco a 37°C por 1 hora. ApOs a digestdo enzimatica, foi feito um gel
de agarose 1% para visualizacdo do DNA digerido, com eletroforese do gel a
100 volts por 90 minutos.
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3.11.2 Ligag&do do DNA genGmico com o vetor

Para a reacdo de ligacdo, primeiro foi preciso purificar e inativar a
enzima de restricdo. Para isso, 80 uL do DNA gendmico e 20 pyL do vetor
foram misturados em um microtubo, acrescentando-se 0 mesmo volume
(100 pL) de fenol-cloroférmio, misturados por agitacdo vigorosa e, em
seguida, centrifugados na velocidade maxima por 10 minutos. Apos a
centrifugacéo, removeu-se cuidadosamente o sobrenadante, transferindo-o
para outro microtubo, onde foi adicionado, primeiramente, 0,1x (10 uL) do
volume de NaCl e, em seguida, 3x 0 volume (300 pL) de etanol 100% para
gue houvesse a precipitacdo do DNA. Armazenou-se a mistura a -20°C e,
apos 1 hora, o microtubo foi centrifugado por 10 minutos e, em seguida, todo
0 sobrenadante foi descartado, ficando somente o DNA precipitado no tubo.
Foram adicionados 200 pL de etanol 70 % gelado para lavagem do DNA,
com uma centrifugacdo a velocidade maxima por 2 minutos. Novamente o
sobrenadante foi descartado e o tubo foi deixado aberto na bancada de 5 a
10 minutos para completa secagem do alcool. Apds secagem, foram
adicionados ao DNA precipitado 17 pL de agua ultrapura, 2 pL de Buffer e 1
puL da enzima T4 DNA ligase, misturando para que o DNA se desprendesse
da parede do tubo. ApdOs centrifugacdo em velocidade maxima por 2

minutos, o tubo foi deixado em temperatura ambiente por 16 a 18 horas.

3.11.3 Transformacgéo por eletroporacao

Para a realizacdo da transformacé&o, foi utilizada a cepa E. coli
DH10B como a célula receptora do vetor. Primeiramente, foi feita uma nova
reacao de purificacdo e precipitacdo no tubo contendo a reacéo de ligacéo
do vetor com o DNA genbmico, como descrita anteriormente (item 3.11.2).
Apos a completa secagem do alcool utilizado para a precipitacdo do DNA, foi
feita uma suspenséo com 30 pL de agua gelada e o tubo foi deixado no gelo

até o momento de uso.
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Para tornar a E. coli DH10B competente, 2 a 3 colénias de um repique
fresco foram inoculadas em 10 mL de caldo LB (Luria-Bertani, Becton,
Dickinson) em um tubo Falcom de 50 mL, incubados no agitador a 37°C, 110
rpm, por 4 horas. Apos esse periodo, o tubo contendo o caldo crescido foi
centrifugado a 5800 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido com 1mL de agua ultrapura gelada, transferindo-
se todo o volume para um microtubo. Centrifugou-se o microtubo por 2
minutos a 15700 xg e o sobrenadante foi descartado. A lavagem com 1 mL
de agua gelada e breve centrifugacao foi repetida mais 2 vezes e, apos a
ltima lavagem, o precipitado foi ressuspendido com 60 uL de agua ultrapura
gelada e o microtubo foi mantido no gelo até o momento da eletroporacéo.
Antes da transformacao, para cada amostra a ser transformada, 400 pL do
caldo SOC (Anexo 2) foram colocados em um microtubo e deixados a 37°C
até o momento de uso.

Para a eletroporacao, 50 uL da E. coli DH10B competente e 20 uL do
vetor e DNA gendmico ligados foram adicionados a uma cubeta de 1mm e
deixados no gelo por 1 minuto. No eletroporador, foi selecionado o modo
“Ec1”, a cubeta foi retirada do gelo, removendo qualquer excesso de gelo ou
agua da parte externa, e submetida ao pulso elétrico. Apés o choque, toda a
bactéria foi, rapidamente, transferida para o microtubo contendo o caldo
SOC e incubados em termobloco a 37°C por 2 horas.

Durante as 2 horas, foram preparadas as placas contendo o meio de
cultura para a selecdo e screening das coldnias recombinantes. A selecao
de clones recombinantes foi feita em placas contendo 20 mL do agar TSA
acrescido de 20 pL de cloranfenicol 30 mg/mL (concentracgéo final 30 pg/mL)
e 10 pL de gentamicina 100 mg/mL (concentracao final 50 pg/mL). Para a
distincdo de células transformadas recombinantes e ndo recombinantes foi
feito o “Blue-White Screening” com o X-gal (Fermentas). Para isso, em uma
placa contendo 20 mL TSA, foram adicionados 20 uL de cloranfenicol 30
mg/mL e 20 yL de X-gal. As placas foram deixadas a temperatura ambiente

até o momento de uso.
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Apés as 2 horas de incubacdo, 100 puL do caldo SOC crescido foi
semeado em cada uma das placas contendo cloranfenicol + gentamicina e
cloranfenicol + X-gal e deixadas em estufa 35° + 2°C por 24 horas. O vetor
pBC-SK(-) possui como marcador um gene de resisténcia ao cloranfenicol. O
gene de interesse inserido ao vetor possuia resisténcia a gentamicina.
Assim, colonias crescidas na placa de TSA com cloranfenicol e gentamicina
foram consideradas como células recombinantes possuindo o gene de
resisténcia a gentamicina ligado ao vetor. X-gal € um composto cromogénico
que serve de substrato para a enzima [-galactosidase que o hidrolisa,
mudando sua cor para azul. O vetor pBC-SK(-) possui uma porgéo do gene
lacZ’, que codifica a B-galactosidase, onde fica o sitio de ligacdo para o
inserto. Se ocorrer a recombinacdo, a regido codificadora do lacZ’ é
interrompida e a enzima B-galactosidase n&o € produzida. No “Blue-White
Screening” células recombinantes permaneciam com a coloragdo branca,
pois ndo produzem [-galactosidase para hidrolisar o X-gal do meio,
enguanto células ndo recombinantes possuiam uma coloracdo azulada, pois,
sem o inserto, a regido codificadora do lacZ’ nao foi interrompida, produzindo
a enzima B-galactosidase que hidrolisou o X-gal do meio gerando uma
coloracdo azul das células.

Para o controle de eficiéncia da reacéao, foi feita eletroporacdo em
uma cubeta de 0,2 cm, adicionando 1uL do plasmideo pUC18 a 10 pg/ uL
ampR e 50 pL da E. coli DH10B. Imediatamente, foram adicionados 3 mL do
meio SOC a cubeta e, posteriormente, transferido para um tubo falcon,
deixando no agitador por 1 hora a 37°C. Apés 1 hora, foram adicionados 7
mL do meio SB na cultura e semeou-se 1 uL, 10 pL e 100 pL em uma placa
com Agar LB e ampicilna (concentracdo Inal 100 pg/mL). As células eram
consideradas competentes quando a competéncia estivesse acima de 1x10°

colénias/ug de plasmideo.

3.12 Sequenciamento do plasmideo recombinante
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Para o sequenciamento do vetor plasmidial dos clones
recombinantes, primeiro, foi feita a extracdo de plasmideo conforme descrito
anteriormente (item 3.9). O sequenciamento foi realizado pelo método de
Primer Walking e, para a realizacdo da primeira reacdo de sequenciamento,
foi escolhida a regido promotora T7 e T3 localizado na regido de Mdltiplos
sitios de clonagem (MSC) do vetor. Os sequenciamentos com os primers T3
e T7 foram realizados conforme o item 3.7. Primers de extenséo, primers de
clonagem e de deteccdo foram desenhados através do programa Primer 3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). As andlises do sequenciamento do
plasmideo e da caracterizacdo do novo gene foram feitas através do BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), ORF Finder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) e NEB Cutter

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php).

3.13 Sequenciamento completo e montagem dos plasmideos
pKp64/11, pKp368/10 e pKp84/11

Para o sequenciamento completo de plasmideos, foram selecionados
os plasmideos pKp64/11 que carrega o gene rmtD1, pKp368/10 que carrega
0 gene rmtD2 e pKp84/11 que carrega o gene rmtG. Os plasmideos foram
extraidos das cepas 64/11, 368/10 e 84/11 e, entao, foi feita a transformacéo
por eletroporacdo em E. coli TOP10. Os plasmideos das células
transformadas foram extraidos com o kit Qiagen plasmid maxi (Qiagen,
Valencia, CA). Essa etapa foi realizada em colaboracdo com o Dr. Yohei Doi,
no laboratério da Universidade de Pittsburgh. O sequenciamento foi feito
através da plataforma PacBio RS Il single-molecule real-time (SMRT)
sequencing instrument (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA) no Centro de
Andlises de Genoma de Yale, EUA. O sequenciamento pela plataforma
SMRT gera reads longas facilitando a montagem de regides de repetigéo

presente em multiplas copias do genoma. Porém, as sequéncias geradas
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por esse sequenciamento S0 mais propensas a erros, com uma taxa de
erro de aproximadamente 11% (http://www.pacbh.com/wp-
content/uploads/2015/09/Perspective_UnderstandingAccuracySMRTSequen
cing.pdf, acesso em 24/10/17). Foi feita a montagem de novo dos
plasmideos usando o processo de montagem de genoma hierarquico
(HGAP) pelo software SMRT Analysis v2.1 (Pacific Biosciences). O contig
gue representava os plasmideos de interesse foi circularizado e usado como
referéncia para uma nova montagem através da ferramenta Quiver v1,
também disponivel no software SMRT Analysis v2.1. Na montagem HGAP é
feita uma pré-montagem a partir da sobreposicdo das reads mais longas
com a correcao de erros dessas sequéncias longas usando as reads mais
curtas presentes na mesma biblioteca genbémica (Chin et al, 2013). A
cobertura do sequenciamento dos plasmideos foi de 77x para pKp64/11,
126x para pKp368/10 e 2.096x para pKp84/11.

3.14 Andlise das sequéncias completas dos plasmideos pKp64/11 e
pKp368/10

A andlise das sequéncias dos plasmideos pKp64/11, pKp368/10 e
pKp84/11 foi feita sob a orientacdo do Dr. Yohei Doi. As sequéncias obtidas
apos sequenciamento e montagem dos plasmideos foram recebidas em
formato .fasta para as etapas de anotacdo e analise dos plasmideos. As
anotacdes das sequéncias completas dos trés plasmideos foram feitas pela
ferramenta online Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST)
(http://rast.nmpdr.org/) e, posteriormente, foi feita uma curadoria manual de
cada CDS contra sequéncias de proteinas depositadas no BLASTp
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) e no ISFinder (www-is.biotoul.fr). A sequéncia
dos trés plasmideos foi, entdo, analisada pela ferramenta online Resfinder
(https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/) para a confiimacdo da
identificacdo de todos os genes de resisténcia a antimicrobianos contidos

nesses plasmideos. Foi feita, também, a andlise pela ferramenta online
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PlasmidFinder (https://cge.cbs.dtu.dk//services/PlasmidFinder/) para a
confirmacéo dos grupos de incompatibilidade de cada um dos plasmideos.
Para o mapeamento e confirmagéo de um arranjo em tandem do ambiente
genético do pKp64/11 foi feito PCR Long Range, com os primers RmtD Long
Range F (CGA GCT GTT TTA CGT GCT GA) e RmtD Long Range R (TTT
CGA AGC GAG CAG TTT TT), desenhados pela ferramenta online Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). O software EasyFig v.2.1 foi utilizado
para a construcdo de figuras do ambiente genético de genes de resisténcia
e, também, para a construcdo de figuras de comparacao entre dois ou mais
ambientes genéticos. Para a construcdo da figura representando o
plasmideo completo foi usado o software DNA Plotter, destacando todos os

genes de resisténcia presentes em cada plasmideo.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

A fonte de isolamento das 100 cepas testadas foi, em sua maioria,
de urina (n=50), seguida de sangue (n=25), secrecédo traqueal (n=7), ponta
de cateter (n=3), liquor (n=1), aspirado traqueal (n=1), secrecdo de ferida
(n=1) e secrecédo nédo informada pelo hospital de origem (n=1). Cinco cepas
foram isoladas de swab de vigilancia (secrecdo axilar e retal) e 6 cepas nao
apresentavam informacao sobre a fonte de isolamento.

Os valores da CIM para antimicrobianos testados para as 100 cepas
estudadas estdo apresentados em anexo 3. A tabela 9 mostra os diferentes
perfis de resisténcia obtidos pela CIM através de tiras de Etest®.
Aproximadamente 70% das cepas apresentaram resisténcia a 8 farmacos
(TZ, CT, PM, AT, ERT, IP, MP, PTc) dos 12 farmacos testados para todas
as cepas.
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Tabela 9 - Diferentes perfis de resisténcia, obtidos pela CIM das 100 cepas
de Klebsiella spp. produtoras de KPC isoladas no estado de Sao Paulo de
2009 a 2011.

Cepas (n) Perfil de resisténcia
24 TZ, CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc
18 TZ,CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, TM
17 TZ,CT, PM, AT, ETP, IP, MP, PTc, GM, TM

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

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

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

AT, ETP, IP, MP

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CT, ETP, IP, MP

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

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

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

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

TZ, CT, AT, ETP, PTc

CT, AT, ETP, IP, MP

1 TZ, CT, PM, 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

R R R R R R R R R R R R R RB R R R NRNNNN®W Do
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A figura 4 mostra o perfil de sensibilidade dos 12 farmacos testados.
As cepas apresentaram resisténcia em nivel elevado para a maioria dos
antibioticos testados, sendo que as maiores porcentagens de resisténcia
foram encontradas entre os carbapenémicos ertapenem (100%), imipenem
(97%) e meropenem (96%) as cefalosporinas ceftazidima (93%), cefotaxima
(97%), cefepime (87%) e aztreonam (98%). A distribuicdo dos valores de
CIM por ponto de corte das cefalosporinas e dos carbapenémicos esta
representada nas figuras 5 e 6. Uma limitacdo do trabalho foi o uso de tiras
Etest® para a determinacdo da CIM para polimixina B, pois o que é
recomendado pelo CLSI e EUCAST sao os métodos dilucionais.

Os isolados apresentaram também niveis elevados de CIMsy e CIMgg
para a maioria dos antimicrobianos, com CIMs, >256 pg/mL para cefotaxima
e aztreonam e = 32 ug/mL para os trés carbapenémicos testados. A ClMgg
para todas as cefalosporinas foi de >256 pg/mL, e >32 upg/mL para
ertapenem, imipenem e meropenem. A CIMsy e a CIMg, de todos os

farmacos testados estdo demonstradas na tabela 10.
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TZ: ceftazidima; CT: cefotaxima; PM: cefepime; AT: aztreonam; ETP: ertapenem; IP: imipenem; MP: meropenem;
PTc: piperaciclina-tazobactam; GM: gentamicina; TGC: tigeciclina; PO: polimixina B; TM: tobramicina; S: sensivel; I:
intermediario; R: resistente

Figura 4 - Perfil de sensibilidade dos antibiéticos testados para as 100 cepas

de Klebsiella spp. produtoras de KPC isoladas no estado de Séao Paulo.
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Figura 5 - Distribuicdo da CIM por ponto de corte das cefalosporinas

ceftazidima, cefotaxima, cefepime e do aztreonam testados para as 100
cepas de Klebsiella spp. produtoras de KPC isoladas no estado de S&o

Paulo.
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Figura 6 - Distribuicdo da CIM por ponto de corte dos carbapenémicos
ertapenem, imipenem e meropenem testados para as 100 cepas de
Klebsiella spp. produtoras de KPC isoladas no estado de Sao Paulo.
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Tabela 10 - CIMsy e CIMg,, pontos de corte e atividade dos antibidticos
testados para as 100 cepas de Klebsiella spp. produtoras de KPC isoladas
no estado de S&o Paulo de 2009 a 2011.

CIM (ug/mL)  Pontos de corte (ug/mL) * Resultado (%)

Antimicrobiano

CIM;, CIM,, S | R S I R
Ceftazidima ** 96 >256 <1 2-4 >8 0 7 93
Cefotaxima * >256  >256 <1 2 >4 0 3 97
Cefepime ** 48 >256 <1 2-4 28 0 13 87
Aztreonam ** >256 >256 <1 2-4 >8 0 2 98
Ertapenem * >32 >32 <0,5 1 >2 0 0 100
Imipenem * 32 >32 <1 2 24 0 3 97
Meropenem * >32 >32 <1 2 24 2 2 96
Piperaciclina/tazobactam* >256 >256 <16 32-64 >128 1 11 88
Tigeciclina ** 1 3 <1 2 24 53 42 5
Polimixina B ** 0,5 2 <2 - 24 90 0 10
Gentamicina * 1,5 >256 <4 8 >16 68 5 27
Tobramicina* 16 96 <4 8 >16 11 31 58

S: sensivel; I: intermediario; R: resistente, * CLSI, 2013; ** EUCAST, de acordo com a NT 01/2013 da Anvisa

4.2 Testes fenotipicos para a producao de betalactamases

O resultado da deteccdo fenotipica de ESBL e MBL por tiras de
Etest® esta representado no anexo 3. Das 100 cepas testadas, todas foram
positivas para o teste de deteccdo fenotipico de ESBL por disco
aproximacdo. No entanto, no teste de ESBL por Etest®, 5 cepas deram
negativas para a producéo de ESBL. Para a deteccao fenotipica de MBL por

tiras de Etest®, todas as 100 cepas testadas apresentaram-se negativas.

4.3 Deteccdo fenotipica de metiltransferases 16S rRNA

Cepas produtoras de metiltransferases 16S [rRNA possuem
resisténcia em nivel elevado para os principais aminoglicosideos de uso
terapéutico: amicacina, gentamicina e tobramicina. A resisténcia total, com
auséncia de halo de inibicdo no disco difusdo para esses antimicrobianos &

um indicativo de producdo dessas metiltransferases. Das 100 cepas
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estudadas, 9 apresentaram essa caracteristica no teste de sensibilidade por
disco difusdo e foram submetidas a CIM para os farmacos amicacina,
gentamicina e tobramicina. Todas apresentaram resisténcia em nivel
elevado para os 3 aminoglicosideos, com valores > 256 pg/mL. No teste
fenotipico com o aminoglicosideo arbecacina, 7 cepas apresentaram-se
totalmente resistentes indicando possivel producdo de metiltransferase 16S
rRNA.

4.4  Deteccéo e caracterizacdo de genes deresisténcia

A deteccdo dos genes de resisténcia aos betalactamicos das 100
cepas estudadas esté representada na figura 7. Em relacéo a deteccao de
betalactamases, 80% foram positivas para os genes blactx-m, 97% para
blashv € 26% para blatem. A caracterizacdo a partir do sequenciamento dos
genes positivos na PCR revelou que das 26 cepas positivas para o blarew,
todas foram determinadas no sequenciamento como TEM-1. Das 97 cepas
positivas para blasnv, 93 foram positivas para SHV do tipo betalactamase de
espectro limitado, sendo 1 cepa positiva para SHV-1, 3 para SHV-110 e 89
cepas positivas para SHV-11. As outras 4 cepas positivas para o0 blastv
foram confirmadas como SHV-12, que é uma enzima do tipo ESBL. Das 80
cepas positivas para blactx-v, 61 foram determinadas como CTX-M-15, 7
como CTX-M-2, 7 como CTX-M-8, 1 como CTX-M-35. Duas cepas foram
positivas para CTX-M-2 e CTX-M-15 e duas foram positivas para CTX-M-59
e CTX-M-8. As 100 cepas estudadas tinham sido previamente confirmadas
para a presengca do blakec e, a partir do sequenciamento, 100% foram

caracterizadas como produtoras de KPC-2.
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Figura 7- Porcentagem de betalactamases detectadas nas 100 cepas de
Klebsiella spp. produtoras de KPC isoladas no Estado de Séo Paulo de 2009
a 2011.

As enzimas CTX-M hidrolisam preferencialmente a cefalosporina
cefotaxima. Das 80 cepas positivas para essa enzima, 72 (90%)
apresentaram resisténcia em nivel elevado (CIM = 256 pg/mL) para a
cefotaxima, 3 cepas apresentaram CIM de 128 pg/mL, 2 cepas de 64 pg/mL,
1 cepa de 32 pg/mL e 2 cepas apresentaram CIM de 8 pg/mL. Em relacdo
aos testes fenotipicos para ESBL, todas as 81 cepas positivas para CTX-M
e/ou SHV do tipo ESBL foram positivas no teste de disco aproximagdo. Das
5 cepas que foram negativas para o teste de ESBL por tiras de Etest® de
CT/CTL, nenhuma produzia CTX-M, sendo todas produtoras da
betalactamase SHV-11 e wuma co-produtora dessa enzima e da
betalactamase TEM-1. A figura 8 representa a co-producdo de
betalactamases das 100 cepas de K. pneumoniae estudadas. Nenhuma
cepa era produtora apenas da enzima KPC-2. A maioria das amostras (59%)
foram co-produtoras de KPC-2, SHV e CTX-M.
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Figura 8 - Frequéncia dos diferentes perfis de co-producdo de
betalactamases das 100 cepas de Klebsiella spp. produtoras de KPC

isoladas no estado de Sao Paulo no periodo de 2009 a 2011.

Em relacdo aos genes de resisténcia de metiltransferases 16S
rRNA, das 7 cepas que apresentaram resisténcia em nivel elevado (>256
pug/mL) para os aminoglicosideos amicacina, gentamicina e tobramicina e
total resisténcia a arbecacina, 3 foram positivas para o gene rmtD no PCR
Multiplex. As outras 4 cepas ndo amplificaram para nenhum dos genes de
metiltransferases testados nos dois Multiplex e foram selecionadas para a
investigacdo de producdo de uma nova metiltransferase. O sequenciamento
das 3 amostras positivas para 0 gene rmtD mostrou que 2 cepas sao
produtoras de RmtD2 e uma produtora de RmtD1. As cepas produtoras de
RmtD2 co-produziam, também, a ESBL CTX-M-8, enquanto a cepa
produtora de RmtD1 era co-produtora da ESBL CTX-M-15, apresentando um
maior nivel de resisténcia as cefalosporinas. As 3 cepas produtoras da
metiltransferase RmtD, apresentaram-se sensiveis apenas a polimixina B e a

tigeciclina.
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4.5 Identificacdo de Klebsiella spp. para as cepas negativas para

blashy

K. pneumoniae esta relacionada com a presenca do gene da
betalactamase blasyy em seu cromossomo. As cepas 259/09, 492/11 e
672/11 apresentaram-se negativas para os genes blasyy €, por essa razao,
foi realizada a identificacdo fenotipica através de uma extensa série
bioquimica, identificacdo genotipica através da presenca das
betalactamases cromossomais blasyy, blaien € blagkp € confirmacdo da
identificacdo a partir do sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB. O
resultado das provas bioquimicas esta representado no anexo 5. A producéo
de acido a partir do adonitol e da sorbose e a utilizacdo do acido tricarbalilico
como Unica fonte de carbono podem ser considerados caracteristicas
diferenciais para a identificacdo de espécies de Klebsiella spp. (Brisse et al,
2014). A cepa 259/09 apresentou-se negativa para a fermentacdo do
adonitol, positiva para a fermentacdo da sorbose e positiva para a utilizacédo
do 4&cido tricarbalilico, enquanto que as cepas 492/11 e 672/11
apresentaram-se positivas para a fermentagdo do adonitol, negativas para a
fermentacao da sorbose e positivas para utilizagéo do acido tricarbalilico.

A identificacdo a partir da deteccdo das betalactamases
cromossomais SHV, LEN e OKP pela PCR Multiplex mostrou que as cepas
492/11 e 672/11 eram positivas para blaokp, sSendo consideradas, entdo, K.
quasipneumoniae. A cepa 259/09 foi positiva para bla gy, sendo considerada
K. variicola. A K. pneumoniae ATCC 700603 apresentou-se positiva para os
genes blaokp € blasny. A figura 9 mostra o resultado da PCR multiplex para
0S genes blaspy, bla gn € blaokp.

Em relacéo a identificacdo genotipica através do sequenciamento do
gene do 16S rRNA e rpoB, a cepa 259/09 mostrou 100% de identidade das
regides sequenciadas com ambas as sequéncias de 16S rRNA e rpoB de K.
variicola, enquanto que as cepas 492/11 e 672/11 apresentaram 100% de
identidade das regides sequenciadas com as sequéncias dos genes de 16S

rRNA e rpoB de K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae. O
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alinhamento das sequéncias do gene de 16S rRNA e do rpoB das cepas
259/09, 492/11 e 672/11 com as sequéncias dos mesmos genes das cepas
de referéncia para K. \variicola, K. quasipneumoniae  subsp.
similipneumoniae, K. quasipneumoniae subsp. quasipnemoniae e K.
pneumoniae subsp. pneumoniae estdo representados nos anexos 6 ao 9.
As figuras 10 e 11 representam a arvore filogenética e o dendrograma
baseados nos alinhamentos das sequéncias do gene 16S rRNA e do rpoB,
respectivamente, das cepas 259/09, 492/11 e 672/11 com as cepas de
referéncia para K. variicola, K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae,
K. quasipneumoniae subsp. quasipnemoniae e K. pneumoniae subsp.
pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae e K. pneumoniae subsp.

rhinoscleromatis.

1Kb

500pb

100pb

Figura 9 - PCR Multiplex para identificacdo de espécies de Klebsiella
(Fonseca et al., 2017). M: Marcador de 100pb (Sinapse); linhal: Kp259/09;
linha 2: Kp492/11; linha 3: Kp672/11; linha 4: controle positivo blaoke; linha 5:
controle positivo blaspyy: linha 6: K. pneumoniae ATCC 700603; linha 7:

controle negativo da reacéo.
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Figura 10 — Arvore filogenética baseada no alinhamento das sequéncias do

gene 16S rRNA das cepas 259/09, 492/11 e 672/11 com as cepas de
referéncia para K. variicola (01A065), K. quasipneumoniae subsp.

similipneumoniae (07A044T), K. quasipneumoniae subsp. quasipnemoniae
(01A030T), K. pneumoniae subsp. pneumoniae (ATCC13883), K.
pneumoniae subsp. ozaenae (ATCC11296T) e K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis (ATCC13884), construida usando o método de Neighbor-

joining baseada na matrix de distancia Jukes-Cantor.
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Figura 11 — Dendrograma baseado no alinhamento das sequéncias do gene
16S rRNA das cepas 259/09, 492/11 e 672/11 com as cepas de referéncia
para K. variicola (01A065), K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae
(07A044T), K. quasipneumoniae subsp. quasipnemoniae (01A030T), K.
pneumoniae subsp. pneumoniae (ATCC13883), K. pneumoniae subsp.
ozaenae (ATCC11296T) e K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis
(ATCC13884), construida usando o método de Neighbor-joining baseada na
matrix de distancia Jukes-Cantor.

4.6 Caracterizacdo de novo gene de metiltransferase 16S rRNA

Para as 4 cepas suspeitas de produzirem uma metiltransferase 16S
rRNA, e que nao foram positivas para nenhum gene de metiltransferase
testado por PCR, foram feitos experimentos de clonagem com a construcao
de trés bibliotecas gendmicas com as enzimas de restricdo Apal, EcoRI e
Hindlll. A biblioteca genémica feita a partir do DNA da cepa 350/10 digerido
com a enzima de restricdo Hindlll apresentou 9 col6nias recombinantes
selecionadas em placa de TSA contendo cloranfenicol e gentamicina. A
partir do sequenciamento, com o0s primers T3 e T7, do plasmideo
recombinante contendo a regido de interesse foi possivel desenhar mais 2
pares de primers de extenséo descritos na tabela 11.

A amostra 350/10 néo fazia parte do nosso banco de dados por nao
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ser produtora da enzima KPC, mas, assim como as 4 cepas utilizadas neste
estudo, essa cepa possuia 0 mesmo gene codificador da nova

metiltransferase, posteriormente confirmado por PCR e sequenciamento.

Tabela 11 - Primers de extenséo, clonagem e deteccao desenhados para a

caracterizacdo da nova metiltransferase 16S rRNA.

Primer Sequéncia (5'=>3')
Extensao

RmtG-T3-F1 TTA CGC GAT GGA CGATAA GC
RmtG-T7-F1 ACA CGG CATCTGTTT CTT CC
RmtG-T3-F2 GGA AGA AAC AGATGC CGT GT
RmtG-T7-F2 GCCATTTTC AAAACG TCCAT
Clonagem

RmtG-F-Xbal GCTCTAGAATGCGTGATCCGTTGTTT
RmtG-R-BamHI GCGGATCCTCATTCAGATTCCCGATG
Detecgao

RmtG-F AAA TAC CGC GAT GTG TGT CC
RmtG-R ACA CGG CATCTGTTT CTT CC

A sequéncia completa do inserto foi confirmada apdés o
sequenciamento com o segundo par de primers de extensdo (T3-F2 e T7-
F2). Um contig da sequéncia obtida pelos primers T3 e T7 com as 2
sequéncias geradas pelos 2 pares de primers de extensdo gerou uma
sequéncia de aproximadamente 1.9 kb. A partir da andlise da sequéncia
completa pelo site NEB cutter v 1.0 foi possivel detectar as 2 pontas
contendo a enzima de restricdo Hind Ill que flanqueiam o inserto (figura 12).
Com essa ferramenta, foi possivel obter a exata sequéncia do inserto, com
1.6 kb, que foi ligada ao vetor na construcdo da biblioteca genémica,

representada na figura 13.
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Figura 12 - Andlise dos sitios de restricdo da sequéncia do inserto de 1.9 kb

gerada a partir do contig da sequéncia com T3 e T7 e os 2 pares de primers

de extensdo. A anadlise foi feita a partir da ferramenta NEB cutter v1.0

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)

BID [ Foston s 1.628kb
2

|'_|“P?1"||||1IU||||I||||2ID||||I||||I||||I||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||U|||||I||||I

FFEETIEFTEETEFEEEGCGTFTCCTCGGCGGCﬁFTCﬁGPTCGGCTTCCTCGPTCGCCGCGCEEFTTEEEEEEETTFFFTEFTTEFEFTT g0
‘ TR GGEAGTCGCCACCACGTACAGCTTCGCCATCCTGTTTCTCCTTCAGAACGTAATATAGCTCGTTATCCBTTTCCACBRTRCGTT 180
CGATTCGCCATTTTTCGGGCAGCTGATCCCGCATCCACGCGECGTAATGCACCGCCATGCCCACATTTCTGLCGEACAGGCTECGCRTEE 270
GGEAACGAACAGATCAGCGCATCRGCETTCACCGCTTCCAGGATECGCCECRCCACRCCCECCRACTEECEATCCAGCAGLERCARAATTT 360
TAAACAGCARCGCGACGEAATACCGCECCCELGEAATCELGTTCTCCGCAAGCAGATCGCCEARGCECGCATCCACGCCCAGCECGERLA 450
GCACECGCACGCATTEECCGCTRATATCGATTCCGRTAACGCGCATTTCGREETATCEATTTTRCAGATACGCEEEATTCAGCLCGEALG 540
CCAGATCCARCECCGATTCGTCRGGCECACCCAACAGACGCGCATACACGRCATCTETTTCTTCCAGCGELAGCCETTCECRCRTRREARR 630
CGTERCATTCCATCAATTCAGCCAGTTCGCCARCCCCGCACTGCAATTTCCATCGCRCECCTRTATTCCGCATCCETCATEAACECAGLER 720
TEATECCETRCARCTTTTCGCGCGCCECTTTATCGATTTCCTTTTCCCGCCEETACTTCRCECAGCATTCLGTTAAAATECGCECEATCR 310
TATCCRGACACACATCRCGRTATTTCTTCGAAGCCECCAGCTTTTCALACAACGEATCACBLATCGCGLAGATACTCCATCARCCRLLLE 900
TAGAABCGCABBTTETECGCCETCECCAATCGCATEGCETTCGEATCGTTCACCCGAAACAGATECTECAAATAGBGCECECEALTEATTE 980
CGECACAATTCECAATCGCAGETTTCATCCACGGGECGECCETCCCECGLETRCTTATCEGTCCATCGCETAATEEAATTTATAGAATTTC 1080
CCETCCGCBCERCECACGCCATCGECATTGCCGCATCCBTCCGEGAACACGTACAGRCGCTEATECCECECCTCECECETREEAATRALE 1170
CAATCGAACAGGGAATAGCCGATTTCCETGCAGCGCACGATTTCCTCCGECCTRCCCAGCCCCATCGCATATTTEATCTTGTEATCCEEE 1260
ATCBCATCCRCCRLCATTTTCAAAACGTCCATECGEATEBGCGCCATCGCTECCCAGCEECCAACCGCCEoAACCEBTABCCATCARAGBLLE 1350
ATCTCCTCCABCCTBECBCCCGCATTCCBCGLGCAGATCEBGEATCGCTGCCECCCTGCACGATECCGAACAGCABCEECTTCGCECCRCCE 1440
TTTTTCTGCECCGLCAGCTTATCAAATTCCGCGCGECABCGCGEGCTCCACGCCACGETCAGATCCACGCTECGCTTCTECAACTCATAL 1530
BRAT AT EGEATRCGTGLACATATCCAGCBCCATCATEATATCCGATCCATACTGAAACTROGCCTGAATECATTTTTLLGRCGTARAL 1620

Hindlll

Figura 13 - Sequéncia completa do inserto de 1.6 kb flanqueadas nas duas

extremidades pela enzima Hindlll.
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http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php

A sequéncia reversa e complementar da sequéncia completa do
inserto foi obtida e, apos analise no site ORF finder, observou-se a
existéncia de 2 ORFs (Open Reading Frames) representadas na figura 14. A
primeira ORF corresponde a uma sequéncia de 252 aminoacidos com 76%
de identidade com uma suposta tRNA ribosiltransferase. A segunda ORF se
sobrepde com a primeira em 8 aminoacidos e corresponde a uma sequéncia
de 264 pb que mostrou 58% e 57% de semelhanca com RmtD1 e RmtD2
respectivamente, 36% com RmtA, RmtB2 e RmtF, 35% com RmtB1, 29%
com RmtE, 23% com RmtC e 22% com ArmA (figura 15). Essa ORF
codificava uma nova metiltransferase 16S rRNA que foi denomimada RmtG.
A nova sequéncia identificada foi depositada no GenBank com o numero de
acesso JX486113. A figura 16 representa o dendrograma das

metiltransferases j& descritas em relacdo a nova metiltransferase RmtG.
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Figura 14 - Analise pela ferramenta ORF finder
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gorf/gorf.html) da sequéncia completa do inserto
contendo uma sequéncia de 252 aminoacidos de uma tRNA
ribosiltransferase e uma sequéncia 264 aminodcidos referente a nova

metiltransferase RmtG.



CLUSTAL 0¢l.2.4) multiple sequence alignment

ArmA 0 =eee- MDENOVYEE ILESKEYEMLDSDIVEKWWYSISEKKYE - LKEVENYSKKKLHQIWGS
Rt METHNDNYIEEVTAK VLT SGEYSTLYPPTVRRVTERLF DRYP - PEQLEK EVR KKLHOQAY GA
BmtE ----- MHIDEMYAEVL SSEEYTSYDPANVVARVCMETAPEYPE KK EATKAVENELHIIHEY
Rath  ----- MTIEQAASDTLSSKEYQLLCPDTWVVRIL TQEWGRHEK PEQAVERTRERLHGICGY
Bmtd&d  ----- MEFDDALASTILSSKEYRELCPDTVRRILDQEWGRHESPE LAVEATRTRLHGICGA
EmtBl ----- MNINDALTSILASKEYRALCPOTVRRIL TEEWGRHESPEQTYEALRTRLHGICGS
RatB2  ----- MNINDALTSILASKEYRALCPDTVRRIL TEEWGRHESPEQAVEASRTRLHGICGY
RmtF ---HDERAQASLDALL SAKNLRDVCPETVRRVFMELLPRYREPEDAEKAAR THLHOITGA
RBatla  =eeeea MEDPLFEE LAASKEYRDYCPDTIARILTECRAKYRREXKEIDK SAREKLHGITAL
Bmtll —  ------- MEELKEK LLASKEYRDWCPODTIERIWRECSAKFEK EX DVDKALAREAL HEGNTGA
BmtDk2 ------- MEELKEK LLASKEEYRDVCPDTIERIWRECSAKFER EX DADK AAREALHGNTGA
W - 4 - P e - & - W EE
Armi ¥YSAYF - -MWDK LLEEYNQG)---------------L STEDL LK THSSTHERVATLN--D
Rt YIGGIDGEALEKK IEKIIHEIPHPTTDEATRTEWEL EICLET LMLHTSTHERTYAYD - -E
RmtE FLONECYEKNALSFLSQLSLDF ---~------NNAQLIDITHQIMO)SHTSTEERLGDIE- -4
EmiH ¥LAPQVEKQASTALAA - === === == e == === mm = = =GOV QK ALALHASTRERLDTYR - -0
Ratd YUTPESLKAASAAL BV - - - m e mmm e e e e e - - - GDVQKALSLHASTEERLAELD- -C
Emt2l YU TPESLEAARAAL G- - mmm e e e e e e e e -~ GDVEE ALSLHASTEERLAELD--T
EmtBE2 WY TPESLEALRAL ] Gl s m e e e e e e e e e - - —GDVEK B LS LHASTEERLAELD--T
RmtF FMTADAQKKARALLARWNEGD -~~~ -~~---E-----S4L A8AL SLHASTRERLPGAD--E
EmiG FMTDREYRAAMETAVA - === - == e e e === = - ~-GELAE LMECHASTRERLPLEETDS
Ratlil FMTEREYKRAMEMAAA - - - - - —m e e e e e e - - - ADWEA L LGMHASTRERLPYESMDR
RmatD2 FMTEREYERAMELAAT--------------------RDWEAL LGMHASTRERLPVESMDR
Armi, FY T FGHIKHY S5 TLDFGOGFNPLA LY QWNENEE - T IYHAYDIDRAETAF LSSIIGELE
Rmtl LY QKIFEVTGYPTSITDAGCALNPFSFRFFTEAGHLGOYIGFDLDKGHIEATEHSLETLN
RmtE WCEFLETHI SKEGSWVMDIGOGFNPFALP LLH--EFPATY YAYDICSEGTINILNEYFSILE
EmiH L¥QFWFE-NNLPARVL DTACGLNPLMLHAQ- - -GV -ASVHGC DT HOGLGRVLTPYA-QKH
Riatd L¥DFIFS-GGYPHRVLDIACGLNPLALFIR - - -DI -TSWVHACDTHQGLGDVITPF A-HHQ
EmtEl L¥DFIFS-AETPRAVLDIACGLNPLALYER - - -GI -ASVHGC DI HQGLGDVITPF A-REK
EmtB2 L¥DFIFS-AETPREVLDIACGLNPLALYER - - -GV -ASVHGCDVHQGLGDVITPF A-REK
RatF WMERYSPFLGADARYLDLACGLMPT L LGSM - - -GV -THALGMDTHLGC VR LWVHNET &-FLAR
RmiG VYARLLGARD--ESALDLACGLNPAYLONRY - -PE-MRYTGIDI SGQCVRVLREALG- - - -
RmtDl VFDQLFEASGTPARTLDLACGLNFVYLAMAL - -PH-AAT TGVDI SGOCVMVIRAF G-G- -
RmatD2 WFDQLFEATGTRPARTLDLACGLNFYYLAKAL - -PH-AATAGVDT SGOCVRVIRAF G-G- -
Ar-md, TT--IEYRFLNKESD- - WWEGTYIVYFLLEMLPYVLEQQDY -NILDF LQLFHTQNFVISFF
Rmtl APEGIVVEQGDILSD---PSGESDLLLMFELYTLLDRQEESSGLKILQEWKYKNAVISFF
RatE -KGEYRAELLDAWVSY - -TPEEEVIVALLFELLPLLOQQKKEGRGF SILEELDFDEATIVEFP
RmtH -GHDF TFALHDNY LCA- - PYAASGDMALVFELLPLLEREQPGAALALLRTLDAPYICVEFF
Rmta -GLOFTFALQDVMCT--PPTETGOLALVFELLPLLEREQAGAAMALLQALATPRIAVEFP
EmtEl -DWDFTFALQONYLCA--PPAEAGDLALIFELLPLLEREQAGSAMALLQSLNTPRMAVEFF
EmtB2 -DWDF TFALQOY LCA--PPAETGDLALIFELLPLLEREQAGSAMALL)SINTPRMAVSFF
RatF -GAHTRARACDLLSE--TPAEEADAALLMELLPYVLEAQKTGRAAELLASLRAPRLAVTFP
Rrti ----WDARLGDLLAENATPRARY SVALLFEILPLLDRO)SAGAARRILEAVNADALICSFF
EmtDl -===SAEARLGDLLCE--IPEDEANASLL FEVLPLLERQRAGAAMDAL HRVHAENT VASFF
RatD2 ----AEARLGDLLCE--IPEDEADAALMFEVLPLLERQRTGAAMEAL HRVHAERTVASFP
Ar-md, IKSLSGK EXGHEENYQLWFESFT-KGWIKILDSKVIGHNELY Y ITSGF QK - - == -~ - - = - -
Rmtl IKTISGADVGHEENYTWEF ENDLYGSDL ATMQK LE LGNEMYF IVSRL- - -~ -- === - -~
RiatE IKSLGGE QK GHETF YSHLFEENL -PSSLET IEKGTFSNEMFYWIQHETERGGHNDS - - - - -
RrtH TRELGGAGK GHHOMYATHF EGLY - APHF TVOHHTLIGDELLYRIQFMP&A- - -~ - = - - - - -
Emié TRELGERGE GHEANYSAWF EGAL -PDEFETEDTETIGIELYYMIKERMNE - == == === ===~
Ratal TRELGERGE GHEANYALHF EGGL -PAEFETEDEETIGTELIYLIKKENG - - == == - === -
RmtBE2 TRELGGAGE GHEANYAAWF EGGL -PTEFETEDEETIGTELIYLIKENG--- - - - - - - - -~
EmLF TRTLGERGYGHEXHYADWF ERIL-PDTLSVREDREFTWSDELY Y LVERT = = == == s m m = = =
RatG TRELSGANVGHAVHYAARMRDOL -PEKIWRTERTVETDONELYYVL KEKQDGEAVRGGDEHR
EmtDl TRELGEANYGHEKHYSERM EAHY - PENR AT AAR LTGENELF YWVLERKE - - == === e = === -
RatD2 TRELGERNVGHEKHY SERMM EAHY - PEMA AT AAR L TGENELF YWVLERK - - == == === === -
Figura 15 - Alinhamento das sequéncias de aminoacido das

metiltransferases ArmA  (AAP50754), RmtA (BAD12551), RmtB1l
(BAC81971), RmtB2 (JN968578), RmtC (BAE48305), RmtD1 (ABJ53409),
RmtD2 (ADW66545), RmtE (ADA63498), RmtF (AFJ11385) e RmtH
(AGH19769) com a nova metiltrasferase RmtG, feito com Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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Figura 16 - Dendrograma das metiltransferases ArmA, RmtA, RmtB1,

RmtB2, RmtC, RmtD1, RmtD2, RmtE, RmtF e RmtG, gerado a partir de

ferramentas disponiveis em http://www.phylogeny.fr (Dereeper et al, 2008).

A PCR e o0 sequenciamento realizado com o par de primers de
deteccdo para a RmtG (Tabela 11) mostrou que as outras 3 cepas negativas
para as metiltransferases testadas foram positivas para rmtG com
sequéncias de nucleotideos idénticas a sequéncia originalmente identificada
como rmtG. Com os primers de clonagem desenhados, foi possivel
amplificar o gene estrutural da rmtG. O produto amplificado foi digerido com
as enzimas de restricdo Xbal e BamHI e ligado ao vetor pBC-SK (-),
utilizando-o para transformagdo com E. coli DH10B. As células
recombinantes foram utilizadas para a realizacgo do CIM dos
aminoglicosideos gentamicina, tobramicina, amicacina, arbecacina,
neomicina e apramicina. Foi observado uma resisténcia em nivel elevado
para os aminoglicosideos 4,6-DOS mas nao aos 4,5- DOS, sugerindo que a
RmtG é uma metiltransferase do grupo N7 G1405 (Tabela 12). A co-
produgéo da betalactamase TEM-1 e da ESBL CTX-M foi observada nas 4
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cepas produtoras de RmtG, sendo 2 cepas produtoras de CTX-M-59, 1 cepa
produtora de CTX-M-2 e 1 cepa produtora de CTM-M-15 (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores da CIM dos aminoglicosideos e betalactamicos e co-
producdo de betalactamases das cepas de Klebsiella spp. e E. coli DH10B

produtoras de RmtG.

Metiltransferase Co-produgdo
c Hospital am L
epa ospita (kg/ml) 16s rRNA B-lactamase
GM TM AK ABK NEO APR TZ CT PM EP MP IP
KPC-2, CTX-M-59,
84/11 50 >256 >256 >256 >256 16 2 >256 >256 32 >32 >32 16 mtG
TEM-1, SHV-110
145/11 47 256 5256 256 5256 16 4 32 32 12 32 32 mtG KPC-2, CTX-M-59, CTX-MS,
TEM-1, SHV-11
KPC-2, CTX-M-2,
922/11 38 2% 256 256 256 16 8 128 256 256 32 32 >3 mtG
TEM-1, SHV-12
KPC-2, CTX-M-15,
1194/11 0 %6 556 >B6 56 16 4 %6 %6 48 08 48 mtG
TEM-1, SHV-11
E. coli DH10B
5256 5256 5256 256 2 4 - - - - - - mtG
(rmtG)
E. coli DH10B
colf DH10 1 905 2 1 2 8
[pBC-SK(-)]

E.coli DHI0B - 1 1 2 1 4 4
GM: gentamicina; TM: tobramicina; AK: amicacina; ABK: arbecacina; NEO: neomicina; APR: apramicina; TZ: ceftazidima;
CT: cefotaxima; PM: cefepime; ETP: ertpenem; MP: meropenem; IP: imipenem;

4.7 Sequenciamento completo dos plasmideos pKp64/11, pKp368/10 e
pKp84/11 que carreiam o0s genes rmtD1l, rmtD2 e rmtG,
respectivamente

O plasmideo pKp64/11 que carreia 0 gene da metiltransferase 16S
rRNA rmtD1 possui 78.828 pb com 114 Open Reading frames (ORFs),
pertencendo ao grupo de incompatibilidade IncL/M com um contetdo GC de
53,6%. A regido de core deste plasmideo € composta pelo gene repA, que
codifica a proteina de iniciacdo da replicacdo para o IncL/M, 14 genes tra
(tral JKLMNOPQRUWXY), 4 genes trb (trbCBAN) e os genes tir, mobABC e
excA que formam a regido de transferéncia. Também possui 0s genes KICA,
ssh, parB, pemlK e relB envolvidos na estabilidade do plasmideo durante a

conjugacéao. pKp64/11 codifica o gene de resisténcia a betalactamase blatgu-
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b, O gene de resisténcia a sulfonamida sull, o gene de resisténcia a
trimetropim dfrA22 e o gene da metilteransferase 16S rRNA rmtD1, que
confere resisténcia aos aminoglicosideos amicacina, gentamicina e
tobramicina (Figura 17). O blatem-1p €sta inserido em um transposon Tn3, o0s
genes sull e dfrA22 estdo localizados em um integron de classe 1,
flanqueados por duas coOpias da sequéncia de insercdo 1S26. O rmtD1,
juntamente com os genes groEL e tgt estdo flanqueados por duas copias da
IS26. rmtD1-tgt-groEL estdo duplicados em tandem com uma Unica 1S26
entre as regides repetidas. Esse arranjo foi confirmado por mapeamento por
PCR Long Range.

O plasmideo pKp368/10 contendo o gene da metiltransferase 16S
rRNA rmtD2 tem 170.244 pb e possui 214 genes, pertencendo ao grupo de
incompatibilidade IncA/C e com um conteuddo GC de 55,3%. pKp368/10
possui uma regido core composta pelo gene repA e regido de transferéncia
contendo 3 genes tra (traFGH), 9 genes trb (trbBCDEFGIJL) e o gene tir.
Este plasmideo também carrega os genes parAB, pemlK, resD e stbA,
envolvidos na sua estabilidade. pKp368/10 codifica 0 gene de resisténcia
cat, que confere resisténcia a cloranfenicol, o gene da metiltranferase 16S
rRNA rmtD2, sul1, ant(3”)-la que € uma nucleotidiltransferase que confere
resisténcia a espectinomicina e estreptomicina, 0 gene da N-
acetiltransferase aac(6)-lb que confere resisténcia a amicacina e
gentamicina e blactx-.m-s que codifica uma ESBL (Figura 18). O gene cat esta
flanqueado pelas sequéncias de insercdo IS1 e IS4321R, e o arranjo rmtD2-
tgt- AgroEL esta flanqueado por duas copias de ISCR3. Os genes aac(6)-1b,
ant(3”)-la e sull compdem um integron de classe 1, porém o gene intl, que
compde esse integron, esta faltando devido a insercdo do transposon Tn3.
Todos estes genes sao carregados pelo Tn3. O blacrx.m-g esta flanqueado
por duas copias da 1S26.

O plasmideo pKp84/11 contendo o gene da metiltransferase 16S
rRNA rmtG possui 209.419 pb com 260 ORFs e conteudo GC de 47,3%. A
regido core do pKp84/11 é composta pelo gene repA, que codifica a proteina

de iniciagdo da replicacdo para o IncHI1B. Contém, também, uma regido de
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transferéncia composta por 14 genes tra (traBCDEFGHIJKLNUW), 2 genes
trb (trbCl) e os genes trhOZV. Esse plasmideo também carrega 0s operons
stoDE e parAB envolvidos na estabilidade dos plasmideos durante a
conjugacao. Este plasmideo contem os genes de resisténcia dfrAl5, que
confere resisténcia ao trimetoprim; cmlAl que confere resisténcia ao
cloranfenicol; o gene aadA2 que codifica uma adeniltransferase que gera
resisténcia aos aminoglicosideos espectinomicina e estreptomicina, e 0s
genes blacrx-m-s9, SUll, sul2 e rmtG (Figura 19). pKp84/11 possui um arranjo
de genes de resisténcia composto por um complexo integron de classe 1-
ISCR1 associado a uma IS26 que carrega 0s cassetes genéticos dfrAl5,
cmlAl, aadA2, o gene de resisténcia ao brometo de etidio, truncado
gacEA4/e o gene sull, os genes blacrx-ms9, Uma segunda copia intacta do
gacE, e uma segunda coOpia do sull e composto, também, pela regido
contendo os genes rmtG e sul2, flanqueados por duas coépias de ISCR2
(segunda cépia truncada), os quais estao delimitados por duas cOpias da
IS26. Todo esse arranjo de genes de resisténcia estd sendo carreado por
um transposon Tn21 que também carrega genes envolvidos em um operon
de resisténcia ao mercurio (merEDACTR).

Comparando o ambiente genético da rmtD1 do plasmideo pKp64/11
com a sequéncia previamente descrita de K. pneumoniae R2 (EU269034),
0s genes rmtD1, tgt e groEL estédo localizados upstream de um integron de
classe 1 que contém o cassete genético de resisténcia ao trimetoprim
dfrA22, flanqueados por duas coépias da 1S26, em ambos os plasmideos.
Porém, K. pneumoniae R2 possui, ainda, uma associa¢cdo com uma ISCR14,
gue nédo é observada no pKp64/11 (Figura 20).

O ambiente genético do gene rmtD2 do pKp368/10 em comparacao
com a sequéncia descrita de Enterobacter aerogenes Q4079 (HQ401565)
mostra que ambos os plasmideos possuem rmtD2, tgt e AgroEL flanqueados
pelos elementos ISCR3 e ISCR14, respectivamente. Porém, diferente de E.
aerogenes Q4079, onde ISCR3/14 esta inserida em um transposon Tn21-
like, no pKp368/10 carrega esse elemento em um Tn3. (Figura 20)

A comparacao do ambiente genético da rmtG do plasmideo pKp84/11
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com o plasmideo pKpl3f, previamente descrito em uma K. pneumoniae
isolada no Brasil (NZ_CP004000) e o plasmideo pK190R1 de uma K.
pneumoniae isolada em Miami (KX029331), mostra que os trés plasmideos
carreiam rmtG, tgt e rsmH flanqueados por duas coOpias de ISCR2, com
umas dessas copias truncada (Figura 21).
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Figura 17 - Estrutura do plasmideo IncL/M pKp64/11 que carrega o gene rmtD1. Os circulos internos na cor magenta e

amarelo indicam o contetido C+G.
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Figura 18 - Estrutura do plasmideo IncA/C pKp368/10 que carrega o gene rmtD2. Os circulos internos na cor magenta e
amarelo indicam o conteudo C+G.
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Figura 20 - Alinhamento do ambiente genético dos genes rmtD1 e rmtD2 dos plasmideos pKp64/11 e pKp368/10 com
sequéncias depositadas no GenBank de Enterobacteriaceae isoladas na América do Sul. As areas sombreadas em azul
indicam regiées com um alto grau de homologia. As ORFs estdo representadas por flechas, coloridas de acordo com suas
fungbes. Flechas azuis indicam genes envolvidos na viruléncia e vias bioguimicas. Genes acessorios de elementos moveis
estdo indicados por flechas amarelas e os genes envolvidos na estabilidade do plasmideo estdo representados por flechas

laranjas. As flechas vermelhas indicam 0s genes de resisténcia, e flechas cinzas indicam genes que codificam proteinas
hipotéticas com fungéo desconhecida.
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Figura 21 - Alinhamento do ambiente genético do gene rmtG do plasmideo pKp84/11 com as sequéncias de plasmideos de K.
pneumoniae, contendo rmtG, depositadas no GenBank. As areas sombreadas em azul indicam regides com um alto grau de
homologia. As ORFs estéo representadas por flechas, coloridas de acordo com suas fungdes. Flechas azuis indicam genes
envolvidos na viruléncia e vias bioguimicas. Genes acessorios de elementos moveis estédo indicados por flechas amarelas e
0s genes envolvidos na estabilidade do plasmideo estao representados por flechas laranjas. As flechas vermelhas indicam os
genes de resisténcia, e flechas cinzas indicam genes que codificam proteinas hipotéticas com funcdo desconhecida.
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5 DISCUSSAO

A producdo de ESBL é o principal mecanismo de resisténcia
antimicrobiana em microrganismos Gram-negativos. A frequéncia e
predominancia dos tipos de ESBL variam de regido para regido e, até
mesmo, entre instituicdes dentro da mesma regiao. A maior prevaléncia de
cepas produtoras de ESBL foi registrada na América do Sul, sendo que, no
México e no Peru, ESBLs sdo prevalentes em E. coli, enquanto que no
Brasil, Cuba, Equador e Venezuela, a prevaléncia de ESBL é maior em
Klebsiella spp. (Nogueira et al, 2015). No grupo das SHV, as variantes SHV-
2, SHV-5 e SHV-12 séao as mais encontradas. ESBLs do tipo TEM néo sao
frequentemente relatadas, enquanto enzimas do tipo CTX-M sdo endémicas
e amplamente dominantes nessa regido (Dropa et al, 2010). No Brasil, a
frequéncia de microrganismos produtores de ESBL é de aproximadamente
50% em K. pneumoniae, muito mais alta que nos Estados Unidos, Europa e
Japao. A CTX-M é a ESBL mais prevalente no pais, tendo sido encontradas,
principalmente, as variantes CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-
M-15, CTX-M-16 e CTX-M-59 (Rossi, 2011; Rocha et al, 2015).

A porcentagem de deteccéo de ESBL nas cepas desse estudo foi de
81%, um pouco elevada em comparagdo aos encontrados na literatura. No
entanto, a maioria das cepas encaminhadas ao Nucleo de Doencas
Entéricas e Infeccbes por Patdogenos Especiais do Centro de Bacteriologia
do IAL sdo suspeitas de produzirem ESBL e carbapenemases,
principalmente KPC. Dessa forma, a deteccdo de ESBL nas nossas cepas
nao representam de maneira proporcional a frequéncia de deteccdo dessas
enzimas no ambiente hospitalar. Um estudo feito por Seki e colaboradores
(2013) mostrou uma porcentagem de deteccdo de ESBL de 49% em K.
pneumoniae. Essa porcentagem subia para 80% nas K. pneumoniae
produtoras de KPC-2. A frequente associacdo de ESBL com K. pneumoniae
produtoras de KPC em outros estudos sugere a aquisi¢do de plasmideos
transferiveis carreando blakpc-2 por cepas endémicas locais ou pela

aquisicdo de plasmideos transferiveis contendo blaess. por clones
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endémicos produtores de KPC (Andrade et al 2011).

As ESBLs do tipo CTX-M vém se disseminando mundialmente,
superando as ESBLs do tipo TEM e SHV e se tornando a mais prevalente,
ndo apenas no ambiente hospitalar, mas também em infeccdes
comunitérias, de animais de estimacdo e agrarios e no ambiente, em agua
de rios. Foram encontradas variantes da CTX-M do grupo 1 (CTX-M-15),
grupo 2 (CTX-M-2, CTX-M-59 e CTX-M-35) e grupo 8 (CTX-M-8). A CTX-M-
8 foi descrita pela primeira vez no Brasil em 3 cepas de diferentes espécies
de enterobactérias (E. cloacae, Citrobacter amanolaticus e E. aerogenes)
isoladas no Rio de Janeiro (Bonnet et al, 2000). Desde entdo, outros
trabalhos no Brasil descreveram essa variante da CTX-M em E. coli em
Minas Gerais (Minarini et al 2009) e em K. pneumoniae no Rio de Janeiro
(Peirano et al, 2009 e Chagas et al, 2011), sendo prevalente entre as cepas
isoladas de animais de consumo (Aizawa et al, 2014; Casella et al, 2015;
Fernandes et al, 2016). Cepas produtoras da CTX-M-8 ja foram relatadas
também em paises da Europa, Asia, América do Sul e nos Estados Unidos
(Garrido et al, 2013; Eller et al 2014; Kawamura et al 2014; Sennati et al
2012; Garcia-Fulgueira et al, 2011; Lewis et al, 2007).

Em 1989, a variante CTX-M-2 foi detectada em Buenos Aires,
Argentina e, desde entédo, essa enzima se disseminou pelos paises vizinhos
se tornando a variante mais prevalente na América do Sul (Villegas et al,
2008). No Brasil, a CTX-M-2 tem sido descrita em muitos trabalhos, isoladas
em diversas espécies de bactérias e em diversas cidades, mostrando sua
disseminagdo e predominéncia no pais. de Oliveira Garcia et al (2008)
descreveram um surto em uma UTI neonatal em 2003 com 10 cepas de K.
pneumoniae resistentes as cefalosporinas. Neste estudo, 6 isolados eram
produtores de CTX-M-2 e, em 4 isolados, uma nova variante da CTX-M-2 foi
descrita pela primeira vez. Essa nova variante, denominada CTX-M-59,
possuia uma unica substituicdo de aminoacido na posicao 89 (His>Leu) em
relacdo a CTX-M-2. Desde a sua descricdo, o gene blactx-m-59 tem sido
detectado em diversos Estados, como S&o Paulo, Rio de Janeiro e Parana
(Climaco et al, 2010; Tollentino et al, 2011; Queiroz et al, 2012; Nogueira et
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al, 2014), com uma Unica descricdo em outro pais em uma E. coli isolada em
um hospital da Espanha em 2010 (Garrido et al, 2013). No presente estudo,
a CTX-M-59 foi detectada em 2 isolados. Outra variante da CTX-M-2, a CTX-
M-35, foi identificada em apenas uma cepa. A CTX-M-35 hidrolisa,
preferencialmente, a ceftazidima, devido a uma substituicdo do aminoacido
prolina por uma serina na posi¢éo 167. Essa enzima ja foi relatada em cepas
de Enterobacteriaceae no Japao e em um isolado de Citrobacter koseri em
Pittsburgh, Estados Unidos (Tian et al 2010). Assim como a cepa produtora
de CTX-M-35 do nosso estudo, a cepa descrita nos Estados Unidos
apresentava uma CIM > 256 pg/mL para ceftazidima e de 256 pg/mL para
cefotaxima, porém o clone E. coli DH10B contendo o gene blacTtx-m-35
apresentou uma CIM de 192 pg/mL para ceftazidima e de 4 pg/mL para
cefotaxima, mostrando a preferéncia dessa enzima pela ceftazidima. Isso
nao foi observado na cepa produtora de CTX-M-35 do nosso estudo devido,
provavelmente, a co-producdo de KPC-2 ou outros mecanismos de
resisténcia que podem ter elevado o nivel de resisténcia as cefalosporinas.
Em um estudo feito por Climaco et al (2010), cepas de Klebsiella spp
de 2000 e 2006 foram comparadas em relacdo a producdo de ESBL. Nos
isolados de 2000, a CTX-M-2 esteve presente em todas as cepas, enquanto
gue nos isolados de 2006, apesar da predominancia de CTX-M-2, uma maior
diversidade de variantes foi também detectada, como a CTX-M- 59 e a CTX-
M-9. Das 80 cepas positivas em nosso estudo, apenas 9 foram positivas
para blactx-v-2, com uma predominancia de cepas produtoras de CTX-M-15,
presente em 63 cepas. Em duas cepas (534/11 e 635/11) houve a co-
producdo das CTX-M-15 e CTX-M-2. Muitos trabalhos no Brasil mostram
que CTX-M-2 esta endémica no pais e disseminada em diversas cidades
como Curitiba (Nogueira et al, 2011; Nogueira et al 2014; Nogueira et al
2015), Rio de Janeiro (Chagas et al, 2011; Queiroz et al 2012), Sdo Paulo
(do Carmo Filho et al, 2008, Tollentino et al, 2011), Minas Gerais (Minarini et
al 2009) e Recife (Lopes et al, 2010; Cabral et al, 2012). Porém, os isolados
destes trabalhos datam de 1998 a 2008, diferente das cepas desse estudo
que foram isoladas de 2009 a 2011. Um estudo feito na Argentina em 2010
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(Senatti et al 2012) mostrou uma mudancga da epidemiologia molecular das
ESBLs circulantes no pais. Foi observado que apesar da CTX-M-2 continuar
endémica na Argentina, houve uma emergéncia de CTX-M-15,
principalmente em E. coli e Klebsiella spp. Outro estudo conduzido no
Uruguai com K. pneumoniae e E. coli, ndo produtoras de KPC, isoladas de
2010 a 2011, mostrou que de 54 cepas, 47 eram positivas para CTX-M-15
(sendo 11 co-produtoras de CTX-M-14) e apenas 2 produziam CTX-M-2
(Bado et al, 2016).

No Brasil, a CTX-M-15 foi primeiramente detectada em cepas de K.
pneumoniae isoladas no estado de Sdo Paulo de 2005 a 2007 (Tollentino
et al, 2011). Neste estudo a CTX-M do grupo 2 foi predominante e cepas
produtoras de CTX-M-15 apareceram em 18% dos isolados. Desde entéo,
muitos outros estudos relataram a presenca de CTX-M-15 em varios
membros da familia Enterobacteriaceae em S&o Paulo, Paranad e Rio de
Janeiro (Nogueira et al 2014; Peirano et al, 2011; Cergole-Novella et al
2010). Assim como o estudo conduzido na Argentina, Seki et al (2013)
avaliaram a epidemiologia molecular da CTX-M em cepas de K.
pneumoniae, E. cloacae e E. coli isoladas no Rio de Janeiro de 2007 a 2008.
A variante CTX-M-15 apareceu em 61% (n=85) das cepas, sendo que a
maioria foi detectada em K. pneumoniae (38 cepas). O mesmo estudo
também mostrou que das cepas de K. pneumoniae que eram produtoras de
KPC-2, 80% co-produziam CTX-M-15. Assim como no presente estudo, ha
uma forte associacdo dos genes blakpc2 € blactx-w-15 em K. pneumoniae,
principalmente pertencente ao CC11, tendo sido observado na Hungria,
Espanha e China (Damjanova et al, 2005; Oteo et al, 2009; Qi et al, 2011). A
disseminacdo dessa co-producdo pelo meio ambiente também foi
observada, em um estudo conduzido por Oliveira e colaboradores (2014),
que relataram 3 cepas de K. pneumoniae co-produtoras de KPC-2 e CTX-M-
15 isoladas em rios urbanos na cidade de S&o Paulo. Cepas co-produtoras
de CTX-M-15 e uma outra carbapenemase foram descritas em Porto Alegre,
em uma cepa de E. hormaechei produtora dessa CTX-M e de NDM-1. Até o

momento, nenhum estudo sobre a epidemiologia molecular da CTX-M,
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mostrando a mudanca da predominancia da CTX-M do grupo 2 para a CTX-
M-15, foi publicado em S&o Paulo. Porém, o presente estudo mostra uma
alta predominancia de K. pneumoniae produtoras de CTX-M, principalmente
da variante CTX-M-15 que co-produzam KPC-2.

O gene blactx-m-15 tem sido localizado em plasmideos especificos
pertencentes ao grupo IncF. Esses plasmideos sdo os mais frequentemente
detectados em Enterobacteriaceae, geralmente associados com a
disseminacao de outros genes de resisténcia como a KPC, AmpC (blacmy e
blabna), aac(6)-Ib-cr, gnr, armA e rmt. O gene blatem-1 geralmente coexiste
com o blactx-m15 no mesmo plasmideo (Caratolli, 2009). A associacao
desses dois genes foi observada em 9 cepas do presente estudo. Além das
betalactamases, 2 cepas produtoras de CTX-M-15 também apresentavam
resisténcia elevada aos aminoglicoideos devido a co-producdo de
metiltransferases, sendo uma cepa produtora de RmtD1 e uma produtora de
RmtG.

Todas as 100 cepas foram caracterizadas como produtoras de KPC-
2, 0 Unico tipo detectado no Brasil até 0 momento (Sampaio & Gales, 2016).
As variantes KPC-2 e KPC-3 sédo as mais dominantes, sendo consideradas
endémicas nos Estados Unidos, Grécia e Israel, e com aumento de relatos
na China, América do Sul e em muitos paises da Europa (Woodford et al,
2011). A KPC hidrolisa todos os betalactamicos, incluindo as penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos. Cefamicina e ceftazidima sao fracamente
hidrolizados e os carbapenémicos, a cefotaxima, o aztreonam s&o
hidrolisados com uma menor eficiéncia que as penicilinas e as cefalosporina
de espectro restrito (Livermore, 2012). Esse perfil de resisténcia néo foi
observado em nossos isolados, que apresentaram ClMso > 256 pug/mL para
cefotaxima e aztreonam e 232 ug/mL para todos os carbapenémicos e ClIMgo
> 256 pg/mL para todas as cefalosporinas. Esse resultado pode indicar uma
associacdo de outros mecanismos de resisténcia com a producédo de KPC,
como producdo de outras betalactamases e perda de porina. Tsai et al
(2013) observaram que a perda das porinas OmpK35 e OmpK36 ou a perda

de uma Unica porina associada a expressdao do gene blacrx-m-15 sSao
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suficientes para levar a resisténcia ao ertapenem.

A co-producgdo de KPC-2 e uma ESBL foi observada em 81 cepas,
sendo que 63 isolados possuiam os genes blakec2 € blacTx-m-15. Essa
associacao tem sido relatada no Brasil (Seki et al, 2013; Fehlberg et al,
2012), China (Liu et al, 2013), Hungria (Téth et al, 2010) e Estados Unidos
(Castanheira et al, 2010). A rapida disseminacdo do blakec pode ser
atribuida a sua mobilidade e presenga em plasmideos ou transposons. Os
plasmideos que carreiam blakec sdo diversos na sua estrutura e
frequentemente capazes de transferéncia para outras cepas através de
conjugacéao (Doi & Paterson, 2015).

Foi verificada uma positividade de 97% para blasyy, cCOm a presenca
dos tipos SHV-11, SHV-1, SHV-110 e SHV-12. A SHV-11 foi o tipo mais
predominante, e se diferencia da SHV-1 por apenas um aminoacido na
posicdo 35 (Leu—>Glu) (Nuesch-Inderbinen, 1997). A SHV-110 é uma
betalactamase com espectro de atividade ndo caracterizado ainda. Porém,
Ramos et al (2014) ao sequenciarem o genoma inteiro de uma cepa de K.
pneumoniae multi-resistente Kpl3, encontraram o gene blastv-110 NO
cromossomo dessa bactéria. As variantes SHV-11 e SHV-1 séo
betalactamases de espectro limitado e, em K. pneumoniae, sdo codificadas
no cromossomo (Lee et al, 2006). A SHV-12 foi encontrada em 4 isolados, e
foi a anica SHV do tipo ESBL detectada nas cepas estudadas. Essa € uma
variante da SHV ja disseminada mundialmente, com relatos na Asia, Europa,
Estados Unidos e América do Sul (Hawkey, 2008; Canton et al, 2008; Bush,
2008; Pallechi et al 2007). No Brasil, Tollentino et al (2011) descreveram a
SHV-12 pela primeira vez em 9 cepas de um estudo com 65 K. pneumoniae
isoladas no nordeste do estado de S&o Paulo no periodo de 2005 a 2007.
No trabalho de Ramos et al (2014) onde foi encontrado o blashv-110 integrado
no cromossomo da K. pneumoniae Kpl3, uma copia do gene blashv-12 foi
detectada em um dos 6 plasmideos presentes nessa cepa.

As 100 cepas desse estudo foram identificadas fenotipicamente na
rotina do Nucleo de Doencas Entéricas e Infecgces por patdgenos especiais

do Centro de Bacteriologia do IAL como K. pneumoniae produtoras de KPC.
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Porém, durante a caracterizacdo dos genes de betalactamase, 3 cepas
apresentaram-se negativa para blasyy €, apos confirmacdo da identificacédo
da espécie por métodos genotipicos, 2 cepas foram reclassificadas como K.
guasipneumoniae subsp. similipneumoniae e 1 cepa como K. variicola.

Cepas classicamente identificadas como K. pneumoniae foram
previamente subdivididas nos filogrupos Kpl, Kpll-A, Kpll-B e Kplll e,
recentemente, analises filogenéticas demonstraram que Kpl e Kplll
correspondem a K. pneumoniae e K. variicola, respectivamente. O filogrupo
Kpll, baseado em caracteristicas fenotipicas e genéticas, foi dividido em 2
clusters denominados K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kpll-A)
e K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kpll-B). As propriedades
bioquimicas, tais como, producao de acido a partir de adonitol e L-sorbose e
a habilidade de wusar 3-fenilpropionato, 5-keto-D-gluconato e &cido
tricarbalilico como fonte de carbono podem auxiliar na diferenciacéo de Kpll-
A, Kpll-B, K. pneumoniae e K. variicola. A fermentacdo do adonitol é
negativa em K. variicola e positiva em K. pneumoniae e K. quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae, e a fermentacdo do L-sorbose é positiva em K.
variicola e negativa em K. pneumoniae e K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae. A utilizacdo do acido tricarbalilico como Unica fonte de
carbono apresenta-se negativo, em sua maioria, para K. pneumoniae (Brisse
et al, 2014). Entretanto, caracteristicas fenotipicas podem ser instaveis, pois
ja foram observadas K. variicola adonitol positivo e K. pneumoniae adonitol
negativo (Alves et al, 2006). De acordo com os nossos dados, a cepa 259/09
apresentou-se negativa para a fermentacdo do adonitol, positiva para a
fermentacdo da sorbose e positiva para a utilizagdo de acido tricarbalilico e
as cepas 492/11 e 672/11 apresentaram-se positivas para a fermentacdo do
adonitol, negativas para a fermentacdo da sorbose e positivas para a
utilizacéo de acido tricarbalilico.

Devido a dificuldade de diferenciagdo entre essas 2 espécies de
Klebsiella por testes fenotipicos classicos ou automatizados, muitas cepas
de K. quasipneumoniae e K. variicola séo erroneamente identificadas como

K. pneumoniae. Long et al (2017) ao sequenciarem o genoma completo de
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1777 cepas produtoras de ESBL, identificadas como K. pneumoniae atraves
do MALDI-TOF MS, observaram que 15 cepas eram K. quasipneumoniae e
13 cepas eram K. variicola, mostrando que, no hospital estudado,
aproximadamente 2% das infec¢Bes atribuidas a K. pneumoniae eram
causadas, na verdade, por K. quasipneumoniae e K. variicola produtoras de
ESBL. O sequenciamento completo do genoma demonstrou que essas 3
espécies de Klebsiella compartiiham genes cromossomais e genes
presentes em elementos modveis que codificam fatores de viruléncia e
mecanismos de resisténcia antimicrobiana, sendo que muitos replicons de
plasmideos e genes de resisténcia antimicrobiana detectados nas K.
quasipneumoniae e K. variicola produtoras de ESBL também foram
identificados em K. pneumoniae.

Os genes blaspy, blagkp € bla gy estéo inseridos no mesmo contexto
genético nos genomas de K. pneumoniae, K. quasipneumoniae e K.
variicola, respectivamente. Nessas espécies, 0s genes bla correspondentes
estdo flanqueados pelos genes deoR codificados cromosémicamente e por
um gene que codifica para uma ATPase que faz parte do genoma estavel
bacteriano. Baseado nisso, Fonseca et al (2017) descreveram um PCR
Multiplex one-step para a diferenciacdo de Klebsiella spp baseado na
amplificacdo de genes das betalactamases cromossomais SHV, OKP e LEN.
A utilizacdo de um Unico primer reverse, que se anela no gene
cromossdmico deoR, evita que alelos presentes em plasmideos sejam
amplificados. Porém, Long et al (2017) descreveram a presenca de K.
variicola carreando uma coépia de blapkp em seu cromossomo, além do
bla gn, através de uma recombinacédo homologa. Além disso, a presenca do
gene deoR no contexto genético do blasyy plasmidial também ja foi descrita
(Naas et al, 2007; Kassis-Chikhani et al, 2013; Liakopoulos et al, 2016).
Eventos como este podem dificultar a identificacdo de Klebsiella spp. através
da presenca de betalactamases cromossomais especificas de cada espécie.

Interessantemente, a cepa padréo Klebsiella pneumoniae ATCC
700603, primeiramente identificada como K. pneumoniae e utilizada como

referéncia para o controle de qualidade na deteccdo de ESBL em
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Enterobacteriaceae devido a producdo da SHV-18, apds sequenciamento
completo do seu genoma, foi identificada como K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae possuindo a betalactamase blaokp-s-7 NO SeU cromossomo
(Elliott et al, 2016). Na PCR Multiplex para identificacdo de Klebsiella spp,
essa cepa apresentou-se positiva para 0s genes blaokp € blasuy. O blasuy-1s
estd presente no plasmideo pKQPS2, com uma copia do gene deoR
downstream (nimero de acesso no GenBank CP0O14698.2).

No Brasil, Aires et al (2016) caracterizaram 16 Klebsiella spp.
produtoras de NDM-1 isoladas de oito instiuigBes de saude em 3 cidades do
Rio de Janeiro, de julho de 2013 a novembro de 2014. Entre elas, a cepa
CCBH16302 foi identificada como K. quasipneumoniae através do
sequenciamento do genoma completo, sendo co-produtora de TEM e CTX-
M.

As cepas do nosso estudo identificadas como K. quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae foram provenientes de diferentes hospitais da
cidade de Sé&o Paulo, foram positivas para blaockp €, em ambos os isolados,
houve a co-producédo de KPC-2 e CTX-M-8, sendo que uma delas também
produzia a betalactamase TEM-1. A cepa identificada como K. variicola,
positiva para bla gy, também co-produzia KPC-2, CTX-M-8 e TEM-1. Co-
producdo de ESBL e carbapenemases como NDM-1 e CTX-M (Aires et al,
2017) e NDM-5 e CTX-M-14 (Gan et al, 2017) em K. quasipneumoniae e
NDM-1 e CTX-M-15 (Long et al, 2017) e NDM-9 e CTX-M-65 (Di et al, 2017)
em K. variicola ja foram descritas, assim como a producdo de KPC-2 por
ambas as espécies (Long et al, 2017).

Em relagdo a deteccdo e caracterizagdo de genes de
metiltransferases 16S rRNA, 2 cepas foram positivas para rmtD2, 1 para
rmtD1 e, em 4 cepas, foi detectada uma nova metiltransferase, a RmtG,
descrita nesse estudo. A RmtD1 foi a enzima primeiramente descrita no
Brasil, e ja foi identificada em muitas espécies da familia Enterobaceriaceae
no Brasil, Argentina e Chile. A RmtD2 difere em 9 aminoacidos da RmtD1 e
foi descrita na Argentina em E. cloacae e C. freundii e, diferente da

metiltransferase descrita no Brasil, essa variante ndo possuia associacao
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com metalo betalactamases.

Durante a caracterizagdo, no presente estudo, da nova
metiltransferase 16S rRNA, RmtG, foi obtido um inserto de 1.6 kb que
continha duas ORFs sobrepostas, uma ORF correspondente a uma tRNA
ribosiltransferase com 76% de semelhanca com uma mesma proteina
descrita upstream dos genes rmtD1 e rmtD2, e outra ORF correspondente a
nova metiltransferase. A maior similaridade da RmtG com outra
metiltransferase foi também com a RmtD. A similaridade entre as proteinas
RmtD e RmtG e a analogia no alinhamento das tRNA ribosiltransferase,
encontradas antes dos genes de ambas as enzimas, podem nos mostrar que
essas 16S-RMTases foram originadas de espécies ndo patogénicas
intimamente relacionadas.

ApOs a descrigdo da nova metiltransferase RmtG no presente estudo
(Bueno et al 2013), essa enzima foi relatada no Brasil, Chile, Miami e India
(Poirel et al, 2014; Ramos et al, 2014; Hu et al, 2014; Filgona et al, 2015) e,
assim como as 2 variantes da RmtD, estdo localmente distribuidas,
principalmente, na América do Sul. Poirel et al (2014) relataram a presenca
da RmtG em uma cepa de K. pneumoniae isolada de um paciente em
Santiago, Chile, em junho de 2012. O isolado apresentava-se resistente a
maioria dos betalactamicos de amplo espectro com CIM de 256 pug/mL para
cefotaxima e cefepime e de 8 pg/mL para ceftazidima, sendo sensiveis aos
carbapenémicos e a tigeciclina. Em relacdo aos outros genes de resisténcia,
a cepa foi positiva para o gene da ESBL blactx-m-2 € para os genes das
betalactamases blarem-1 € blasnv-1. Assim como a cepa isolada no Chile,
todas as cepas do presente estudo produtoras de RmtG co-produziam uma
CTX-M e a TEM-1. Aléem disso, as cepas desse estudo apresentavam o
gene blakpc-2, tornando-as resistente também aos carbapenémicos.

No Brasil, Ramos e colaboradores (2014) ao sequenciarem 0 genoma
completo (cromossomo e 6 plasmideos) da K. pneumoniae Kpl3, isolada em
um hospital de Londrina, Parand, detectaram o gene rmtG no plasmideo
PKP13f dessa bactéria. Essa cepa possuia um perfil de genes de resisténcia
semelhante a cepa 922/11 do presente estudo, pois ambas apresentavam os
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genes blakec-2, blactx-m-2, blasnv-12, blatem-1 € rmtG. No estudo de Ramos et
al, os genes blactx-m-2, blasnv-12, blatem-1 € rmtG estavam todos localizados
no plasmideo PKP13f, enquanto que o gene blakpc-2 estava localizado em
outro plasmideo, o PKP13d.

Hu et al (2014) relataram a presenca da RmtG fora da América do
Sul, em uma cepa de K. pneumoniae resistente aos aminoglicosideos
gentamicina, amicacina e tobramicina e aos carbabenémicos ertapenem e
meropenem, isolada em um hospital em Miami nos Estados Unidos. Essa
cepa nao era produtora de KPC, mas co-produzia CTX-M-2 e CTX-M-15,
juntamente com o gene rmtG. Duas cepas produtoras da RmtG do presente
estudo (84/11 e 145/11) também eram co-produtoras de duas CTX-M, a
CTX-M-8 e a CTX-M-59.

Filgona et al (2015) detectaram o gene rmtG em 7 cepas de K.
pneumoniae e em 3 cepas de E. coli, na india. A deteccdo desse gene foi
feita apenas por PCR com primers especificos, sendo necessario mais
estudos e confirmacdo desses genes por sequenciamento para afirmar a
disseminacao da rmtG para outro continente.

O sequenciamento completo de duas cepas de E. hormaechei,
produtoras de RmtG, isoladas em 2013 e 2014 na Colémbia foram
depositadas no NCBI (nimeros de acesso NZ_JZLEOOOOOOOO e
NZ_JZXU00000000). Além disso, o gene rmtG foi detectado em 7 amostras
de P. aeruginosa isoladas do trato respiratorio de um mesmo paciente com
fibrose cistica. Inimeras tentativas, sem sucesso, de mobilizacdo desse
gene por conjugacao e transformacéo e de hibridacdo com sonda especifica,
mostrou que, provavelmente, o rmtG tinha localizagdo cromossoémica
(Francisco et al, 2015) ApOs este estudo, foi feito o sequenciamento do
genoma completo de uma das P. aeruginosa produtoras de RmtG isolada de
paciente com fibrose cistica (P. aeruginosa 538) e a analise desse
sequenciamento nao mostrou a presenca de nenhum replicon plasmidial,
sugerindo, mais uma vez, a localizagdo do gene rmtG no cromossomo dessa
cepa (Bueno et al, 2017). A deteccgédo do gene rmtG em P. aeruginosa e E.

hormaechei mostra a capacidade de mobilizacao interespécies desse gene.
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Além disso, as cepas produtoras de RmtG do presente estudo foram
isoladas de diferentes hospitais do Estado de S&o Paulo mostrando a
capacidade de disseminacéo do gene codificador dessa 16S RMTase.

Apoés a descricdo da RmtG, a metiltransferase 16S rRNA RmtH, foi
descrita em uma cepa de K. pneumoniae isolada no Iraque em 2006. Essa
16S RMTase apresentava 64% de similaridade na sequéncia de
aminoacidos com RmtB1 e RmtB2 e 63 % de similaridade com RmtA. Além
disso, a K. pneumoniae produtora de RmtH era co-produtora das
betalactamases CTX-M-15, SHV-1 e OXA-1. Tentativas em mobilizar o gene
rmtH por transformacdo ou conjugacdo nao foram bem-sucedidas, e a
técnica de hibridacdo de DNA tratado com S1 nuclease revelou que o gene
rmtH esta, provavelmente, localizado no cromossomo (O’Hara et al, 2013).
Recentemente, Beyrouthy et al (2017) descreveram a presenca do gene
rmtH em um plasmideo de uma K. pneumoniae, isolada de um recém-
nascido, em um hospital no Libano em 2012.

Além da KPC-2, as cepas produtoras de RmtD e RmtG eram co-
produtoras também de outras betalactamases. Co-producdo de uma
metiltransferase 16S rRNA em K. pneumoniae produtora de KPC ja foi
relatada (Galani et al 2012; Zacharczuk et al 2011), assim como a co-
producdo com enzimas do tipo CTX-M (Doi et al, 2008c, Habeeb et al, 2013;
Naas et al 2011).

No presente estudo, foram sequenciados os plasmideos pKp64/11,
pKp368/10 e pKp84/11 que carreiam os genes rmtD1l, rmtD2 e rmtG,
respectivamente. O plasmideo pKp64/11 pertence ao grupo de
incompatibilidade IncL/M, sua arquitetura plasmidial é similar com outros
plasmideos IncL/M previamente sequenciados (Bonnin et al, 2013).
Plasmideos pertencentes ao IncL/M estdo entre os mais identificados em
Enterobacteriacae, podendo estar associado com genes de resisténcia de
ESBL (blacrx-m-3, blasyv-s), carbapenemases de classe A, B e D (blakpc,
blaywp, blanom, and blapgxa-4g), betalactamases AmpC (blarox.7), como também
com o gene da metiltransferase 16S rRNA armA (Carattoli et al, 2015).

O plasmideo pKp368/10 pertence ao grupo de incompatibilidade
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InCA/C e possui 170.244 pb, codificando os genes de resiténcia rmtD2, sull,
ant(3’)1a, aac(6’)-1b e blactx-m-s (Bueno et al, 2016). Plasmideos da familia
IncA/C sao, geralmente, grandes (140.000 a 200.000 pb) e se disseminam
entre varias espécies de Enterobacteriaceae, podendo mobilizar genes que
conferem resisténcia aos betalactamicos, aminoglicosideos, cloranfenicol,
sulfonamida, trimetoprim, quinolonas e tetraciclina (Carraro et al, 2015).
Sequenciamento completo de plasmideos IncA/C mostrou que eles possuem
pelo menos 3 pontos de acessos para a integracdo de elementos genéticos
moéveis podendo formar arranjos unicos (Johnson & Lang, 2012). A
arquitetura plasmidial do pKp368/10 possui algumas diferengcas com outros
plasmideos IncA/C ja sequenciados, pois no plasmideo pKp368/10 a regido
de transferéncia composta pelos genes traIDLEKBVACWUN nao esta
presente, contendo uma regido composta pelos genes conjugativos
troBCDEJLFGI ndo comumente encontrada em plasmideos IncA/C ja
descritos (Fernandéz-Alarcon et al, 2011) Os plasmideos da familia IncA/C
possuem uma estrutura plasmidial conservada, porém esse alto nivel de
conservacao ndo é sempre observado. Sequéncia de plasmideos IncA/C de
Aeromonas hydrophila, Xenorhabdus nematophila e Aeromonas salmonicida
depositadas compartilhavam apenas 72 a 94 % de semelhanca na
sequéncia de nucleotideos com a estrutura plasmidial de outros plasmideos
IncA/C ja descritos (Johnson & Lang, 2012).

O plasmideo pKp84/11 que carreia o gene rmtG possui 209.419 pb e
pertence ao grupo de incompatibilidade IncHI1B. Os plasmideos IncHI1 séo
geralmente maiores que 180 Kb devido a incorporagcdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos e metais pesados. Esses genes podem fazer
parte de multiplos elementos moveis inseridos nos plasmideos IncHI1, como
por exemplo no transposon Tnl0 com resisténcia a tetraciclina ou no
transposon Tn21 codificando resisténcia ao cloranfenicol e ao mercurio
(Kubasova et al, 2016). pKp84/11 codifica os genes dfrA15, cmlAl, aadA2,
duas cépias do gene sull, blactx.ms9, rmtG e sul2 carreados em um Tn21
que também carreia um operon de genes de resisténcia ao mercurio
(merEDACPTR).
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Em relacdo ao ambiente genético dos genes de ESBLs encontrados
nos plasmideos sequenciados, 0 gene blactx.m-g localizado no plasmideo
pKp368/10 estd associado com a sequéncia de insergcdo 1S26. A sequéncia
de insercdo 1S26 tem um importante papel na disseminacdo de genes de
resisténcia em bactérias Gram-negativas, estando associada com genes que
conferem resisténcia a diferentes classes de antibiéticos (Harmer & Hall,
2015). Dropa et al (2016) descreveram a presenca de blacrx.m-s associado
com a IS26 localizados em plasmideos de bactérias isoladas em cinco
estacdes de tratamento de esgoto de Séo Paulo. O gene blactx-m-59 carreado
pelo plasmideo pKp84/11 esta inserido em um complexo integron de classe
1-ISCR1 associado a uma coépia da 1S26, juntamente com o0s cassetes
genéticos dfrAl5, cmlAl, aadA2, gacE e sull. CTX-M do grupo 2 séo
codificadas por genes frequentemente localizados nesse complexo
compostos pela associacdo da sequéncia de inser¢cdo ISCR1 com intregons
de classe 1, podendo contribuir para 0 aumento da mobilizacdo de genes de
resisténcia (Toleman & Walsh, 2011). Esse complexo integron de classe 1-
ISCR1 ja foi descrito no Brasil e em paises da América Latina, sendo
responsavel pela disseminacao das enzimas CTX-M-2 nessa regido (Power
et al, 2005; Quiroga et al, 2013). No Brasil, Dropa et al (2015) mostraram a
presenca do blactxm2 € blactx-msg inseridos no complexo integrons de
classe 1-ISCR1 em sete espécies de Enterobacteriaceae isoladas em sete
diferentes enfermarias de um hospital de S&o Paulo, mostrando o grande
potencial de mobilidade dessas estruturas.

O gene rmtD1, localizado no plasmideo pKp64/11, juntamente com 0s
genes groEL e tgt estdo flanqueados por duas coépias da 1S26. rmtD1-tgt-
groEL estdo duplicados em tandem com uma Unica 1S26 entre as regides
repetidas. A duplicagdo em tandem de estruturas flanqueadas pela I1S26 tem
sido observada na presenca de pressdao seletiva do antimicrobiano
correspondente (Bertini et al, 2007; Loli et al, 2006; Zienkiewicz et al, 2013;
He et al, 2015). Arranjo em tandem também foi observado no plasmideo
pRmtH, que carreava a metiltransferase 16S rRNA RmtH, isolada de K.

pneumoniae no Libano. Esse plasmideo apresentou o arranjo ISCR2-rmtH
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repetido 4 vezes e, assim como no presente estudo, foi feito a confirmacéo
desse arranjo em tandem por PCR Long Range (Beyrouthy et al, 2016).

A comparacdo do ambiente genético da rmtD1 do plasmideo
pKp64/11 com a sequéncia da K. pneumoniae R2 (EU269034), mostrou que,
nos dois plasmideos, os genes rmtD1, tgt e groEL estdo localizados
upstream de um integron de classe 1 flanqueados por 2 copias da 1S26. A
associacdo do rmtD1 com um integron de classe 1 foi observado na P.
aeruginosa PA0905, onde o rmtD1 foi primeiramente descrito, porém sem a
associacdo com a I1S26 (Doi et al, 2007).

No plasmideo pKp368/10, o arranjo rmtD2-tgt-AgroEL esta
flanqueado por duas cépias de ISCR3, fazendo parte de um transposon Tn3.
A mobilizacdo dos genes das metiltransferases 16S rRNA armA e rmtH
também estd associada aos elementos ISCR (Doi et al, 2016). A
comparacao do contexto genético do gene rmtD2 do pKp368/10 com a
sequéncia de Enterobacter aerogenes Q4079 (HQ401565) mostra que o
arranjo rmtD2-tgt-AgroEL, em ambos os plasmideos, esta flanqueado pelos
elementos ISCR3 e ISCR14, respectivamente. ISCR3/14 parece estar
envolvido na mobilizacdo dos genes rmtD e rmtB para patdogenos Gram-
negativos a partir de fontes ainda n&o definidas (Wachino et al, 2006; Yu et
al, 2010). Os genes rmtD1 e rmtD2 s&o encontrados exclusivamente na
América do Sul e estdo localizados em transposons complexos em
plasmideos de diferentes grupos de incompatibilidade, porém com o arranjo
rmtD-tgt-groEL conservado, sugerindo sua aquisi¢cao independente a partir
de uma origem comum (Bueno et al, 2016).

Comparando o ambiente genético do gene rmtG do plasmideo
pKp84/11 com o plasmideo pKpl3f isolado em K. pneumoniae no Brasil
(NZ_CP004000) e o plasmideo pK190R1 de uma K. pneumoniae isolada em
Miami (KX029331), os genes rmtG, tgt e rsmH estéo flanqueados por duas
copias de ISCR2, com uma dessas copias truncada, nos trés plasmideos.
ISCR2 é um elemento moével da familia 1S91 que tem sido encontrado
proximo a genes de resisténcia a sulfonamida, trimetoprim e cloranfenicol

em microrganismos Gram-negativos (Toleman et al, 2006). Nos plasmideos
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isolados de K. pneumoniae do Brasil (pKp84/11 e pKp13f), o arranjo ISCR2-
rmtG-tgt —rsmH- AISCR2, juntamente com os genes AgimM e sul2 estédo
flanqueados por duas coépias da 1S26. Esse arranjo ndo foi observado no
plasmideo pK190R1 que possui apenas uma copia da 1S26, sugerindo uma
possivel mobilizac&o inicial do rsmH-tgt-rmtG pela ISCR2. 1S26 forma uma
co-integracao entre a molécula de DNA a qual pretence e a molécula alvo
resultando em duas copias da 1S26 em cada extremidade entre as duas
moléculas participantes (lida et al, 1984). Dessa forma, a presenca de duas
copias da 1S26 no plasmideo pKp84/11 e apenas uma coOpia no plasmideo
pK190R1 sugere que a 1S26 teve um papel na mobilizacdo subsequente do
arranjo contendo ISCR2 e rsmH-tgt-rmtG. A mobilizag&o inicial do gene da
metiltransferase rmtH também tem sido associada com a ISCR2 (O’Hara et
al, 2013; Beyrouthy et al, 2016).

O contexto genético do gene rmtG mostrou um arranjo rsmH-tgt-rmtG
conservado que, provavelmente, foi inicialmente carreado de uma origem
desconhecida por uma ISCR2 funcional. A sequéncia de insercéo 1S26 pode
ter sido responsavel pela mobilizacdo subsequente desse gene para
plasmideos de diferentes grupos de incompatibilidade e pela disseminacéo

desse gene de metiltransfersase 16S rRNA.
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6 CONCLUSAO

- Todas as 100 cepas desse estudo apresentaram resisténcia em nivel
elevado para a maioria dos antibiéticos testados, com maiores porcentagens

de resisténcia para os carbapenémicos e cefalosporinas.

- Houve uma maior prevaléncia de cepas de K. pneumoniae.

- Fenotipos de resisténcia para KPC e ESBL foram observados em todas as
100 cepas, enquanto que nenhuma cepa apresentou caracteristicas
fenotipicas de producédo de MBL.

- Sete cepas apresentaram caracteristica fenotipica de microrganismos

produtores de metiltransferases 16S rRNA.

- O gene blakrc2 foi detectado em todas as cepas, e foi o Unico gene

codificado de uma carbapenemase encontrada entre 0os nossos isolados.

- Houve uma predominancia da producdo da ESBL CTX-M-15 nas cepas

desse estudo.

- O gene rmtD foi detectado em 3 cepas e um novo gene codificador de
metiltransferase foi descrito e identificado em 4 isoladas, sendo denominado
rmtG.

- O plasmideo pKp64/11, contendo o gene rmtD1, pertence ao grupo de
incompatibilidade IncL/M. O ambiente genético do rmtD1 mostrou uma
associacao com a sequéncia de insercéo 1S26.

- pKp368/10 carreador do gene rmtD2 pertence ao IncA/C. O rmtD2 esta

flanqueado por ISCR3, inserido em um transposon da familia Tn3.
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- pKp84/11, contendo o gene rmtG, pertence ao IncHI1B. O contexto

genético do rmtG mostrou uma associacdo da ISCR2 com a I[S26.
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ANEXOS

ANEXO 1 — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA —
CEPIAL

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

S#o Paulo, 17 de fevereiro de 2012.

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

Projeto de Pesquisa: “Caracterizagéo de genes ‘de resisténcia em K. pneumo'niae
. produtoras de KPC isoladas de diversos hospitais do Estado de S&o Paulo”.

Pesquisador Respo‘nsé.velf Doroti de Oliveira Garcia
Instituig#o: Instituto Adolfo Lutz - IAL

O Comiité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL analisou e
deliberou em reunifio de 16 de fevereiro de 2012, de acordo com a Resolugéio CNS n° 196
de 10 de outubro de 1996 e resolugdes complementares, o projeto na categoria

- APROVADO.

Em conformidade com o item IX. 2 da Resolugdio CNS n° 196/1996 - cabe ao
pesquisador: a)desenvolver o projeto conforme delineado; b)elaborar e apresentar os
relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento;

d)manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo fichas

individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e)encaminhar os

"resultados para publicagsio, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao

pessoal técnico participante do projeto; Djustificar, perante o CEP, interrupg¢@o do projeto

ou a n#o publicag@io dos resultados.

Os relatérios parciais deverfio ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir do
", ,inicio da pesquisa.

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

. Hé declaracdo expressa da pesquisadora responsdvel, Doroti de Oliveira Garcia, no que
- se refere ao cumprimento das Normas de Biosseguranca Internacionais da IATA para o
transporte das cepas, a partir do IAL ao Laboratério na Faculdade de Medicina da
Universidade de Pittsburgh, PA, EUA, sob responsabilidade do Professor Assistente Yohei

" Doi, o qual declarou colaborar nas etapas propostas no projeto.

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

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

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

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

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

—~ X 7
Q%,(Mh%w Lo
Luz arina Tr@jillo ; e
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL

12 via - Coordenador

28 via - Diretor Geral do IAL
32 via - CEPIAL

LMT/dvmp
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ANEXO 2 — PREPARO DE TAMPOES, SOLUCOES E MEIOS DE
CULTURA

SOLUCAO DE PURIFICACAO POS-SEQUENCIAMENTO

0,3mL 3M NaOAc (pH 5,3)
6.25 mL Etanol 95%

1,45 mL Agua Mili-Q estéril

TAMPAO DE LISE TES

75 mM de NacCl
25 mM de EDTA

20 mM de Tris pH 7,5

CALDO SOC

0,5% de Extrato de Levedura
2% de Triptona

10 mM de NacCl

2,5 mM de KCI

10 mM de MgCl,

10 mM de MgSO,4

20 mM de glicose (adicionada ap0s autoclavagem da solucao)
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SOLUGAO “METAUX 70” (OLIGO ELEMENTOS)- M70 (PARA VERIFICAR

A UTILIZACAO DE FONTES DE CARBONO)

Dissolver na ordem (com um pouco de H,O destilada):

H3PO, 1,96 mL 0,98 mL
FeS0,.7H,0 0,0556g 0,0278g
ZnS0,4.7H,0 0,029¢g 0,0145¢g
MnS0,4.4H,0 0,022¢g 0,011g
CuS04.5H,0 0,0025¢g 0,00125¢g
Co(NO3),.6H,0 0,003g 0,0015¢g
H3BO3 0,007g 0,0035¢g
H,O dest. g.s.p estéril | 1000 mL 500 mL
Solugéo “Pho-Ca-Mag” (Sol. A)
Dissolver na ordem:
CaCl,.2H,0 0,01479g 0,02949
MgSO,.7H,0 0,123¢g 0,2469
KH,PO, 0,689 1,369
KoHPO, 2,619 5,229
Sol. "Metaux 70" 10 mL 20 mL
H20 dest. g.s.p estéril | 500 mL 1000 mL
Ajustar pH para 7,2.
Base Azotada (Sol. B)
Dissolver em H,0O destilada:
NaCl 10g 209
(NH4)2SO4 1g 29
H,O dest. q.s.p estéril | 500 mL 1000 mL

Ajustar pH para 7,2.

Juntar as Solucdes A e B.

Armazenar a 4°C.
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Preparo dos substratos:

Preparar solucdo de acido tricarbalilico a 1%. Dissolver em H,O destilada.
Acertar o pH para 7,0.

Para uso:

0,3 mL da solucao do substrato a 1% em 3 mL de M-70
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ANEXO 3 - Concentracéo inibitéria minima (CIM) das 100 cepas de Klebsiella_spp produtoras de KPC-2 isoladas de diversos hospitais do Estado de Sdo Paulo no

periodo de 2009 a 2011, no destaque em cinza estdo as cepas de K. variicola e K. quasipneumoniae.

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

143/09 3 Santo André Urina 06/09 4/0,06 24 >32 4 4/2 >32 1 2

202/09 43 S3o Paulo Sangue 09/09 128  >256 >16/0,5 64 >256  >32 24 4/2 4 256 05 1,5

259/09 17 Tabo#o da Serra Urina 11/09 8 64 >16/>1 64 48 >32  >32 128/64 >32  >256 0,125 1,5

260/09 43 S3o Paulo Urina 11/09 128  >256 >16/0,5 64 >256 4 4 4/2 4 256 05 1,5

278/09 7 Sdo Paulo Urina 12/09 >256 >256 16/>1 32 >256  >32  >32 <4/<1 >32  >256 1 1 1,5

97/10 16 Guarulhos Sangue 06/10 12 64 8/>1 64 >32 6 4/1 >32  >256 2 0,5 1

98/10 7 Sdo Paulo Sangue 06/10 128 >256 >16/>1 64 >256  >32 8 <4/<1 8 128 1 0,5

166/10 17 Tabo3o da Serra Sangue 07/10 96  >256 >16/>1 >256  >256 >32 >32  128/>64  >32 >256 2 0,5 24

266/10 27 Barueri Sangue 09/10 12 >256 >16/>1 >256 128 >32 >32 >256/>64 >32 >256 96 1 0,75 24

281/10 12 Diadema Sangue 10/10 8 8 >16/>1 12 64 >32 12 <4/<1 8 128 1 1,5 24

295/10 49 Sdo Bg:q?? do gocrecio Traqueal 10/10 48 256  >16/025 32 256 32 4 <4/<1 8 256 2 1 24

337/10 51 Ribeirdo Preto Secre¢do de ferida  11/10 >256 >256 >16/>1 >256 >256  >32  >32  >256/>64 >32  >256 3 1 0,19 24

364/10 34 S3o Paulo Urina 11/10 12 >256 >16/>1 256 256 >32 12 6/<4 >32  >256 64 0,75 0,38 24

368/10 39 Jundiaf N3o Informado 11/10 12 64 >16/>1 >256  >256 >32 >32 >256/>64 >32 >256 >256 0,75 0,38 >256 >256

370/10 53 Santos N3o Informado 11/10 32 >256 >16/>1 >256 >256  >32 >32 32/8 >32  >256 0,5 0,38 0,38 1

392/10 54 S30 Paulo Sangue 11/10 >256 >256  >16/0,125 >32 >32 >64/24 >32 12 0,5 0,25

403/10 16 Guarulhos Urina 12/10 64  >256 >16/>1 256 256 >32 16 <4/1 >32 256 2 0,5 16

411/10 32 S3o Paulo Swab axilar 12/10 >256 >256 >16/>1 >256  >256 >32 >32 >64/32 >32  >256 2 1 038 16

414/10 31 Jundiai Urina 12/10 >256 >256 >16/>1 >256 >256 16 16 <4/4 4  >25 1,5 0,5

416/10 51 Ribeirdo Preto Urina 12/10 >256 256 >16/>1 >256  >256 >32 >32 >64/24 >32  >256 3 1 0,5 24

419/10 23 Santo André Urina 12/10 96  >256 >16/>1 >256 256 >32  >32  >256/>64  >32 >256 1,5 1 8 16

427/10 46 S&0 José dos Campos Urina 12/10 >256 >256 >16/>1 >256  >256 >32  >32 >64/32 >32  >256 1,5 1 0,5 16
CONTINUA
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Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CcT CT/CTL PM AT ETP P IP/IPI MP PTc GM TGC PO ™ AK
453/10 7 Sdo Paulo Urina 12/10 128 >256 >16/>1 48 >256  >32 >32 <4/1,5 >32 >256 0,75 0,5
32/11 63 Sdo Paulo Urina 01/11 16 >256 >16/0,38 16 128 >32  >32 <4/<1 >32 1,5 0,25 0,5
35/11 62 Sdo Paulo Urina 01/11 16 >256 >16/>1 16 >256  >32 >32 <4/4 16 >256 1 0,5
55/11 12 Diadema Sangue 01/11 >32  >256 >16/>1 >256  >256 >32  >32  32/>64 >32  >256 2 1 2 16
64/11 34 S3o Paulo Secrecdo Traqueal 01/11 128  >256 >16/>1 128  >256 >32 16 <4/2 >32  >256 >256 1 0,5 >256 >256
84/11 50 Piracicaba Secrec¢do Traqueal 01/11 >256 >256 >16/>1 32 >256  >32 16 6/8 >32 >256 >256 0,125 0,5 >256 >256
92/11 25 Santo André Secrecdo Traqueal 01/11 192  >256 >16/>1 >256  >256 >32  >32 64/>64 >32  >256 1 12 24
107/11 37 Piracicaba Urina 01/11 192 >256 >16/0,19 32 >256  >32 >32 <4/<1 8 0,75 0,5 0,25 16
108/11 30 Sdo Bg;i:? do gecrecio Traqueal 01/11 >256 32 32 32 32 <4/<dl >32 0,5 1,5 1,5
111/11 14 Piracicaba Sangue 01/11 128 >256 >16/0,25 32 >256 12 12 <4/2 >32 256 0,75 1 1 16
122/11 31 Jundiai Sangue 02/11 16 12 12/>1 64 >32 >32 <4/<1 >32 256 1 1 16
137/11 7 Sdo Paulo Sangue 02/11 >256 >256 >16/>1 48 >256  >32 8 <4/2 >32 >256 0,5 0,75 0,25
143/11 45 Piracicaba Sangue 02/11 96 >256 >16/0,094 32 >256 3 >32 >256/>64 >32 >256 0,5 1 0,5
145/11 47 Piracicaba Secrecdo Retal 02/11 32 32 >16/0,38 12 256 >32 >32 16/16 32 >256 >256 0,125 32 >256 >256
170/11 47 Piracicaba Urina 02/11 16 >256 >16/>1 12 96 >32 >32 <4/1,5 >32  >256 0,5 0,38 0,38 1
180/11 42 Sdo José dos Campos Urina 02/11 8 12/>1 8 128 8 >32 <4/1 >32 256 192 1 0,38 128
189/11 22 S30 Caetano do Sul Urina 02/11 6 >16/>1 >256  >32 16 4/2 4 256 1 0,5 0,19 24
192/11 10 Cubatdo Urina 02/11 48 >256 16/0,75 24 >256  >32 >32 4/3 12 >256 0,5 0,38 0,19
194/11 56 S30 Paulo Urina 02/11 16 >256 >16/0,5 256 >32 >32 <4/1 12 192 0,38 0,75 0,19 0,38
197/11 4 S&o Caetano do Sul Secregdo Traqueal  02/11 48 >256 >16/0,38 48 256 >32 >32 <4/<1 4 0,75 1 0,25 16
208/11 45 Piracicaba N3&o Informado 03/11 64 >256 >16/0,25 24 >256 4 4 <4/<1 256 0,5 0,38 0,094
216/11 7 Sdo Paulo Sangue 03/11 8 >256 >16/0,25 24 >32  >32 <4/1 4 128 0,75 1 0,25 16
228/11 58 S30 Paulo Urina 03/11 48 >256 >16/0,19 32 >256  >32  >32 16/>64 4 0,75 1 0,25
230/11 6 Ribeirdo Preto Urina 03/11 48 128 >16/>1 48 256 >32  >32 4/0,5 >32 >256 64 0,19 0,125
CONTINUA
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Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CcT CT/CTL PM AT ETP P IP/IPI MP PTc GM TGC PO ™ AK

232/11 57 S50 Paulo Secregdo 03/11 >256 >256 >16/>1 64 >256  >32  >32 4/0,5 32 >256 1,5 1 019

233/11 55 S3o Paulo Urina 03/11 >256 >256 >16/>1 96 >256  >32  >32 4/2 >32  >256 1 0,125

237/11 46 S50 José dos Campos Urina 03/11 48 256 >16/>1 32 >256 >32 24 <4/1,5 >32  >256 64 0,75 0,125 16

253/11 26 Campinas Swab anal 03/11 8 256 >16/>1 >256 256 >32  >32  >256/48  >32 256 >256 0,25 0,25 >256 >256

276/11 61 S3o Paulo Sangue 03/11 256 >16/0,94 >32 >32 <4/2 4 0,38 0,5

277/11 61 S50 Paulo Urina 03/11 >256 >256 >16/>1 >256  >256 8 4 4/4 12 25 2 32 24

314/11 35 S50 Paulo Sangue 03/11 >256 >256 >16/>1 >256  >256 >32 >32  128/>64  >32 256 2 <0£'106

326/11 23 Santo André Sangue 04/11 64  >256 >16/>1 32 >256 >32 8 <4/2 8  >256 64 8 019

337/11 1 S3o Paulo Urina 04/11 >256 >256 >16/>1 48 >256 24 8 <4/1,5 8 >256 1,5 8 0,19 16

354/11 40 Rio Claro Urina 04/11 >256 >256  >16/0,19 32 >256  >32 <4/1 192 1,5 05 0,25

365/11 8 S3o Paulo Sangue 04/11 128  >256 >16/>1 >256  >256 >32  >32 256/48 >32  >256 1,5 2 16

366/11 48 Cubatio Urina 04/11 192  >256 >16/>1 128  >256 >32 4 <4/1 12 192 15 4 0,75

404/11 28 S50 José dos Campos Sangue 05/11 48  >256 >16/>1 16 >256 >32 4 <4/1,5 6 256 48 0,75 16

416/11 6 Ribeirdo Preto Urina 05/11 24 32 >16/>1 8 >256 >32 16 6/2 >32  >256 >256 0,75 1 32

417/11 51 Ribeirdo Preto N3o Informado 05/11 >256 256 >16/>1 192 >256 >32  >32 96/32 >32  >256 32 24

419/11 29 Guarulhos Sangue 05/11 32 >16/>1 64 >256 >32 6 4/3 >32  >256 >256 1 1 96

425/11 28 S30 José dos Campos  Ponta de catéter ~ 05/11 128  >256 >16/>1 48 >256 16 >256/>64 4 >256 >256 0,38 >256 >256

428/11 28 Sdo José dos Campos Urina 05/11 128 >256 >16/>1 32 >256  >32 4 4/1,5 4 >256 128 2 64

467/11 22 S&o0 Caetano do Sul Sangue 05/11 128  >256 >16/>1 64 >256 12 >32 6/6 >256 1 1,5

483/11 44 S50 José dos Campos Urina 05/11 256  >256 >16/>1 >256  >256 >32 8 8/12 24 >25 15 05 05 1,5

488/11 52 S0 Paulo Swab Vigilancia 05/11 8 8/>1 24 8 6 <4/2 4 >256 128 4 1,5 32

492/11 19 S3o Paulo Sangue 05/11 24 128 >16/>1 >256  >256 >32 >32  192/>64  >32 >256 0,38 0,5 24

493/11 13 S50 Paulo Urina 05/11 96 256 >16/0,19 32 >256 >32 4 4/1,5 05 256 1,5 1,5 16

513/11 65 Séo Eg;ir? do Urina 06/11 96 256  >16/>1 64  >256 8 32 <4/15 8 256 2 1 075 16
CONTINUA
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Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CcT CT/CTL PM AT ETP P IP/IPI MP PTc GM TGC PO ™ AK
515/11 51 Sso Paulo Urina 06/11 32  >256 >16/>1 16 >256  >32  >32 12/6 >32 >256 1 0,75 05 0,5
531/11 41 sdo Jﬁ?eétio Rio LCR 06/11 >256 256 L/t 64 256 32 32 <4/1,5 32 256 2 1,5 16
534/11 5 Sso Paulo N3o Informado 06/11 >256 >256 >16/>1 >256  >256 >32 >32  >256/>64  >32 >256 3 1 24
538/11 12 Diadema Urina 06/11 128  >256 >16/>1 >256  >256 >32 32 12/4 >32  >256 2 1
576/11 40 Piracicaba N&o Informado 06/11 256  >256 >16/>1 >256 >256  >32 >32 128/>64 >32 >256 >256 0,5 >256 >256
635/11 11 S3o Paulo Sangue 06/11 16 128 >16/>1 24 128  >32  >32 <4/2 >32  >256 64 1 038 32
641/11 11 S3o Paulo Urina 06/11 12 4 >16/>1 192 >32 <4/<1 1 256 1 05 05 1
671/11 59 S3o Paulo Urina 06/11 256  >256 >16/>1 48 >256 12 >32 <4/3 4  >256 32 038 0,75 4
672/11 60 S3o Paulo Urina 06/11 12 8 >16/0,125 8 >256 32 4 <4/1,5 >32  >256 038 4 24
705/11 21 S0 Paulo Urina 07/11 256  >256 >16/>1 48 >256 24 32 <4/<1 32 >256 1 1,5
720/11 36 S3o Paulo Urina 07/11 256  >256 >16/>1 128  >256 16 4 4/2 4 >256 64 0,38 0,75
740/11 24 S3o Paulo Sangue 07/11 24 >256 >16/>1 32 128 6 32 <4/1,5 >32  >256 256 0,38 32
749/11 13 S3o Paulo Urina 07/11 64  >256  >16/0,125 24 >256 >32 8 <4/<1 >32 0,75 0,38 16
750/11 35 S3o Paulo Urina 07/11 128 >16/>1 48 16 16 <4/<1 4 1,5 1 1
754/11 33 S50 Paulo Secrecdo Traqueal 07/11 128  >256 >16/>1 32 >256 8 16 <4/2 4 >256 1,5 1,5
768/11 32 Sdo Paulo Secregdo axilar 07/11 192 >256 >16/>1 >256 >256  >32 >32 >256/>64 >32 >256 3 16 32
771/11 51 Ribeirdo Preto Urina 07/11 >256 256 >16/>1 16 >256 12 32 8/4 16  >256 96 12 32
779/11 47 Piracicaba Urina 07/11 128 >256  >16/0,75 32 >256 32 16 >4/2 8 256 1 0,75 1
815/11 15 Sdo Paulo Ponta de catéter 08/11 16 >256 >16/>1 192 192 >32 >32 24/16 >32 >256 2 1 0,75 16
831/11 23 Santo André Urina 08/11 128 >256  >16/0,38 32 >256 >32 8 <4/<1 4 256 2 1 6 24
848/11 21 S0 Paulo Urina 08/11 192  >256 >16/>1 48 >256  >32 4 <4/<1 >32  >256 1,5 1
857/11 9 Sdo Paulo Aspirado Traqueal  08/11 128 >256 >16/>1 48 >256 2 16 <4/<1 >32  >256 1 1 16
867/11 2 Sdo Caetano do Sul Urina 08/11 12 >256 >16/>1 64 96 >32 >32 6/12 32 >256 64 0,75 0,5 16
870/11 65 Sd0 Eg;ir? do Sangue 08/11 >256 256  >16/>1  >256 256 32 32  >256/>64  >32 256 256 1 05 16
CONTINUA
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Cepas Hospital Cidade Fonte de isolamento Data TZ CcT CT/CTL PM AT ETP P IP/IPI MP PTc GM TGC PO ™ AK
886/11 21 Sso Paulo Urina 08/11 2/>1 32 16 4 <4/<1 8 1 0,75 1,5
892/11 18 S3o Paulo Sangue 08/11 96 >256 >16/>1 >256 >256  >32 12/8 16 128 1,5 1 24
917/11 64 S0 José dos Campos Urina 08/11 24  >256 >16/>1 24 128 32 4 <4/<1 1 4 0,38 16
918/11 25 Santo André Urina 08/11 128  >256 >16/>1 64 >256  >32 <4/<1 4 >256 2 24 16
922/11 38 Taubaté Urina 08/11 >256 >256 >16/>1 >256  >256 >32  >32 16/32 >32  >256 >256 0,19 0,5 >256 >256
1194/11 20 S3o Paulo Ponta de cateter 11/11 >256 >16/>1 48 >256 8 8 >256/>64 4 >256 >256
192 >256 >256 0,75 0,5

ETP-ertapenem; IP-imipenem; IP/IPl-imipenem/imipenem com EDTA; MP -meropenem; GM-gentamicina; TGC-tigeciclina; PO-polimixina B; TM-tobramicina; AK-
amicacina.
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ANEXO 4 - Caracterizacdo de betalactamases por sequenciamento das 100 cepas de Klebsiella spp isoladas de diversos hospitais do

Estado de S&o Paulo no periodo de 2009 a 2011, no destaque em amarelo estao as cepas de K. variicola e K. guasipneumoniae.

Cepa N.°Hospital Fonte de isolamento Data KPC CTX-M TEM SHV PER-1 GES BES VEB IBC SPM VIM IMP NDM OXA-48 METILTRANS
FERASES

143/09 3 Urina 06/09 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
202/09 43 Sangue 09/09 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
259/09 17 Urina 11/09 KPC-2 CTX-M-8 TEM-1 - - - - - - - - - -
260/09 43 Urina 11/09 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
278/09 7 Urina 12/09 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -

97/10 16 Sangue 06/10 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -

98/10 7 Sangue 06/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
166/10 17 Sangue 07/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
266/10 27 Sangue 09/10 KPC-2 CTX-M 2 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
281/10 12 Sangue 10/10 KPC-2 CTX-M 8 SHV-11 - - - - - - - - - -
295/10 49 Secregdo Traqueal 10/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
337/10 51 Secrecao de ferida 11/10 KPC-2 TEM-1 SHV-12 - - - - - - - - - -
364/10 34 Urina 11/10 KPC-2 CTX-M 2 SHV-11 - - - - - - - - - -
368/10 39 NI 11/10 KPC-2 CTX-M-8 SHV-11 - - - - - - - - - - RmtD2
370/10 53 NI 11/10 KPC-2 CTX-M 2 SHV 110 - - - - - - - - - -
392/10 54 Sangue 11/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
403/10 16 Urina 12/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
411/10 32 Swab axilar 12/10 KPC-2 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
414/10 31 Urina 12/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
416/10 51 Urina 12/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-12 - - - - - - - - - -
419/10 23 Urina 12/10 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
427/10 46 Urina 12/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -

CONTINUA
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Cepa N.°Hospital Fonte de isolamento Data KPC CTX-M TEM SHV PER-1 GES BES VEB IBC SPM VIM IMP NDM OXA-48 METILTRANS
FERASES
453/10 7 Urina 12/10 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
32/11 63 Urina 01/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
35/11 62 Urina 01/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
55/11 12 Sangue 01/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
64/11 34 Secrecgao Traqueal 01/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - RmtD1
84/11 50 Secregdo Traqueal 01/11 KPC-2 CTX-M59/M8 TEM-1  SHV 110 - - - - - - - - - - RmtG
92/11 25 Secrecgao Traqueal 01/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
107/11 37 Urina 01/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
108/11 30 Secrecao Traqueal 01/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
111/11 14 Sangue 01/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
122/11 31 Sangue 02/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
137/11 7 Sangue 02/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
143/11 45 Sangue 02/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
145/11 47 Secregéo Retal 02/11 KPC-2  CTX-M59/M8 TEM-1 SHV-110 - - - - - - - - - - RMtG
170/11 47 Urina 02/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
180/11 42 Urina 02/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
189/11 22 Urina 02/11 KPC-2 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
192/11 10 Urina 02/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
194/11 56 Urina 02/11 KPC-2 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
197/11 4 Secrecao Traqueal 02/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
208/11 45 NI 03/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
216/11 7 Sangue 03/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
228/11 58 Urina 03/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
230/11 6 Urina 03/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
232/11 57 Secregao 03/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
CONTINUA
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Cepa N°Hospital Fontedeisolamento  Data KPC CTX-M TEM SHV PER1L GES BES VEB IBC SPM VIM IMP NDM  OXA-48 METILTRANS
FERASES
233/11 55 Urina 03/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
237/11 46 Urina 03/11 KPC-2 CTX-M15 TEM-1  SHV-11 - - - - - - - - - -
253/11 26 Swab anal 03/11 KPC-2 CTX-M-8 SHV-11 - - - - - - - - - - RmtD2
276/11 61 Sangue 03/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - . . ; ; ; ; ;
277/11 61 Urina 03/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - . . . - - - - - -
314/11 35 Sangue 03/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
326/11 23 Sangue 04/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - . . . - - - - - -
337/11 1 Urina 04/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
354/11 40 Urina 04/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - . . . - - - - - -
365/11 8 Sangue 04/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
366/11 48 Urina 04/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - . . . - - - - - -
404/11 28 Sangue 05/11 KPC-2 CTX-M15 TEM-1  SHV-11 - - - - - - - - - -
416/11 6 Urina 05/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
417/11 51 NI 05/11 KPC-2 CTX-M-8 TEM-1  SHV-12 - - - - - - - - - -
419/11 29 Sangue 05/11 KPC-2 TEM-1  SHV-11 - - - - - - - - - -
425/11 28 Ponta de catéter 05/11 KPC-2 CTX-M15 TEM-1  SHV-11 - - - - - - - - - -
428/11 28 Urina 05/11 KPC-2 CTX-M15 TEM-1  SHV-11 - - - - - - - - - -
467/11 22 Sangue 05/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
483/11 44 Urina 05/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-1 - - - - - - - - - -
488/11 52 Swab Vigilancia 05/11 KPC-2 TEM-1  SHV-11 - - - - - - - - - -
492/11 19 Sangue 05/11 KPC-2 CTX-M-8  TEM-1 - - - - - - - - - - -
493/11 13 Urina 05/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
513/11 65 Urina 06/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
515/11 51 Urina 06/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
531/11 41 LCR 06/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
CONTINUA
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Cepa N.°Hospital Fonte de isolamento Data KPC CTX-M TEM SHV PER-1 GES BES VEB IBC SPM VIM IMP NDM OXA-48 METILTRANS

FERASES
534/11 5 NI 06/11 KPC-2 CTX-M2/M15 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
538/11 12 Urina 06/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - ; .
576/11 40 NI 06/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
635/11 11 Sangue 06/11 KPC-2 CTX-M15/M2 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
641/11 11 Urina 06/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
671/11 59 Urina 06/11 KPC-2 CTX-M15 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
672/11 60 Urina 06/11 KPC-2 CTX-M-8 - g H i i - - - - - -
705/11 21 Urina 07/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
720/11 36 Urina 07/11 KPC-2 CTX-M15 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
740/11 24 Sangue 07/11 KPC-2 CTX-M 2 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
749/11 13 Urina 07/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - . - - - - - - ; -
750/11 35 Urina 07/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
754/11 33 Secrecgao Traqueal 07/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - R -
768/11 32 Secrecgao axilar 07/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
771/11 51 Urina 07/11 KPC-2 CTX-M 35 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
779/11 47 Urina 07/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
815/11 15 Ponta de catéter 08/11 KPC-2 CTX-M 2 SHV-11 - - - - - - R - R -
831/11 23 Urina 08/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
848/11 21 Urina 08/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
857/11 9 Aspirado Traqueal 08/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - R - R -
867/11 2 Urina 08/11 KPC-2 CTX-M 2 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
870/11 65 Sangue 08/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
886/11 21 Urina 08/11 KPC-2 SHV-11 - - - - - - - - - -
892/11 18 Sangue 08/11 KPC-2 CTX-M15 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - -
917/11 64 Urina 08/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 . - - - - - . - ; -
CONTINUA
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Cepa N.° Hospital Fonte de isolamento Data KPC CTX-M TEM SHV PER-1 GES BES VEB IBC SPM VIM IMP NDM OXA-48 METILTRANS
FERASES
918/11 25 Urina 08/11 KPC-2 CTX-M15 SHV-11 - - - - - - - - - -
922/11 38 Urina 08/11 KPC-2 CTX-M 2 TEM-1 SHV-12 - - - - - - - - - - RmtG
1194/11 20 Ponta de catéter 11/11 KPC-2 CTX-M15 TEM-1 SHV-11 - - - - - - - - - - RmtG
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ANEXO 5- Resultados das provas bioquimica para a identificacao de cepas

de Klebsiella spp. negativas para o gene blaspy

Provas bioquimicas Kp259/09 Kp492/11 Kp672/11
Producao de indol - - -
VM - - -
VP + + +
Citrato de Simmons + + +
Hidrélise da uréia + + +
LDC + + +
ADH - - -
oDC - - -
Motilidade - - -
Malonato -

Nitrato +

Lipase - - -
DNAse - - -
Gelatinase - - -
Hidrdlise da esculina + + +
Producdo de acido a partir de:

Adonitol - + +
Arabinose + + +
Celobiose + + +
D-manitol + + +
Glicerol + + +
Inositol + + +
Lactose + + +
Maltose + + +
Manose + + +
Melibiose + + +
Rafinose + + +
Ramnose + + +
Sacarose + + +
Salicina + + +
Sorbose + - -
Trealose + +

Xilose +

Utilizagao de:

Acido tricarbalilico + + +
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ANEXO 6 — Alinhamento das sequéncias de nucletideo do gene 16S rRNA
das cepas Kp492/11 e Kp672/11 com as cepas de K. quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae 07A044" (HG933295), K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae  01A030" (HG933296) e K. pneumoniae subsp.
pneumoniae ATCC13883 (AF130981).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

AF13@981 AGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCOGETTAGTARAGCACTTTCAG
Kp672/11 -GCCTEATGCAGCCATGCCGCGTATATGAAGAAGGCCTTCGOGTTGTARAGTACTTTCAG
HG%33286 AGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCOGETTAGTARAGCACTTTCAG
HG$33295 AGCCTEATGCAGCCATGLCOCGTATATGAAGAAGGCCTTCORGTTATAAAGYACTTTCAG
Kp492/11 AGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCOGETTAGTARAGTACTTTCAG
**$*****$$***H*$$***H*$$I****$******$*****$$***H*$ kEEEEFFE

AFl3@981 CGGEEAGGAAGECEATGAGGT TAATAACCTCATCEATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGTA
Kp672/11 COGEEAGGAAGGCOATAAGGTTAATAACCTTGTCOATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGTA
HG$33296 CEGEEAGEAAGGCEATAAGETTAATAACCTTGTCEGATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGTA
HG$33285 COGEEAGGAAGGCOATAAGGT TAATAACCTTGTCOATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGTA
Kp492/11 CGEGEGAGEAAGGCEATAAGETTAATAACCTTGTCGATTGACGT TACCCGCAGAAGAAGTA
*KK&****K%&***HK.$$$*HK$$$**KK FEFEEERREEREEFEEEESRER R ERZEEE

AF13@981 CCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGOTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT
Kp672/11 CCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGETGCAAGCGTTAATCGGAATT
HG$33296 CCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGOTAATACGGAGGETGCAAGCGTTAATCGGAATT
HGE%33285 CCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGETGCAAGCGTTAATCGGAATT
Kp492/11 CCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGETECAAGCGTTAATCGGAATT
R st e

AF13@981 ACTGGECGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGEATGTGAAATCCCCGOGITCAA
Kp672/11 ACTGGECETAAAGCECACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGEATETGAAATCCCCGEGITCAA
HG$33296 ACTGGECETAAAGCGCACGLAGGCGGTCTGTCAAGTCGEATGTGAAATCCCCGOGITCAA
HGE%33285 ACTGEGECETAAAGCECACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGEATGTGAAATCCCCGGAITCAA
Kp492/11 ACTGGECETAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGEATGTGAAATCCCCGOGITCAA
B e e e e e e

AF13@981 CCTERGAACTGCATTCGAAAC TG AGGCTAGAGT CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAG
Kpe72/11 CCTERGAACTGCATTCGAAACTEGCAGECTAGAGT CTTGTAGAGGGGEGETAGAATTCCAG
HG$33296 CCTEAGAACTGCATTCGAAACTGGC AGGCTAGAGT CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAG
HG233295 CCTERGAACTECAT TCGAAACTEGCAGECTAGAGT CTTAGTAGAGGGEGETAGAATTCCAG
Kp492/11 CCTEAGAACTGCATTCGAAAC TGO AGGCTAGAGT CTTGTAGAGGGGEGGTAGAATTCCAG

B T

AF13@981 GTGTAGCGGTEAAATGCATAGAGAT CTGLAGGAATACCGETEECGAAGGCGGCCCCCTGE
KpE72/11 GTGTAGCOGTEAAATGCATAGAGAT CTGGAGGAATACCGGTEECGAAGGECEECCCCCTAE
HE233296 GTGTAGCOGTEAAATGCATAGAGAT CTGGAGGAATACCGGTEECGAAGGECEECCCCCTAE
HG233285 GTGETAGCGGTEAAATGCGTAGAGAT CTGGAGGAATACCGATGECGAAGGCGACCCCCTGE
Kp492/11 GTGTAGCGOTEARATGCGTAGAGAT CTGOAGGAATACCGETGEIGAAGGCGGCCCCCTGE

HEEEZFFFEEZEFEEEEEZ AR EZ RS RFREBZ RS FRF R EZS RS SR BIE R LB ESIR R R TREEE
AF13@981 ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCATGEEGEAGCAAACAGGATTAGATACCCTGETA
Kp672/11 ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGEEGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGETA
HGEZ332596 ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCOTGOEGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
HE9323295 ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGEEEAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
Kp492/11 ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCATGEEGEAGCAAACAGGATTAGATACCCTGETA

B R T

AF13@981 GTCCACGCCOTARACGATGTCEATTTOOAGOTTGTGCCCTTOAGGLGTGRCT TCCGGAGE
Kpe72/11 GTCCACGCCOTARACGATGTCEATTTOOAGATTGTGCCCTTOAGGLGTGRCTTCCGGAGT
HGZ33296 GTCCACGCCaTARACGATETCEATTTEEAGATTETECCCTTOAGELETGECT TCCEGAGT
HGZ33295 GTCCACGCCaTARACGATETCEATTTEEAGATTETECCCTTOAGELETGECT TCCEGAGT
Kp492/11 GTCCACGCCATAAACGATGTCGATT TOOAGATTGTGCCCTTEAGGCGTGRCTTCCGGAGE

B
AF13@981 TAACGCET TAAATCGACCOCCTEEGRACTACGECCOCAAGET TAALRACTCAAATGAATTG
Kpg72/11 TAACGCET TAAATCGACCOCCTEEGRACTACGECCOCAAGET TAALRACTCAAATGAATTG
HG233296 TAACGCGT TAAATCGACCGCCTGEGEAGTACGECCECAAGOT TAALRACTCAAATGAATTG
HGZ33295 TAACGCGT TAAATCGACCOCCTOOORAGTACOOCCOCAAGOT TAARACTCAAATEAATTG
Kp492/11 TAACGCGT TAAATCGACCOCCTOOORAGTACOOCCOCAAGGT TAARACTCAAATGAATTG

B R T
AF130981 ACGEEEECCCaCACAAGCGET GEAGCATGTGGTTTAAT TCGATGCAACGCGAAGAACCTT
Kp672/11 ACGEEOGCCCOCACAAGCOOTGOAGCATGTGOTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
HGS33296 ACGEEGGCCCaCACAAGCOOTGOAGCATGTGOTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
HGZ33295 ACGEEGEECCCACACAAGCOAT GOAGCATGTGATTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
Kp492/11 ACGEEEECCCaCACAAGCOET GEAGCATGTAETTTAAT TCGATGCAACGCGAAGAACCTT

By T T e T 1
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AF136981
Kp672/11
HG233296
HG233295
Kpa92/11

AF136981
Kp672/11
HG333296
HG333205
Kp492/11

AF138951
Kp672/11
HGS33296
HGS33295
Kp492/11

AF136981
Kp672/11
HG333296
HG333295
Kp492/11

AF138981
Kp672/11
HGS33296
HGS33295
Kp422/11

AF13@981
Kp672/11
HG933296
HGI33295
Kp492/11

ACCTGETCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGCATTGOTGCCTTCGGEAACTGTGA
ACCTGETCTTGACATCCACAGAACTTOECAGAGATGCTTTGOTGCCTTCGGEAACTGTGA
ACCTGETCTTGACATCCACAGAACTTRCCAGAGATGSTTTGOTGCCTTCGGEAACTGTGA
ACCTGETCTTGACATCCACAGAACTTRECAGAGATGCTTTGETGCCTTCGGGEAACTGTGA
ACCTGETCTTGACAT CCACAGAACTTEOCAGAGATGCTTTGETGCCTTCGGGEAACTGTGA

FEEEEFHREX AL R LR R RELERERH LS BEXREERS L FERE X AR LR TR R R R R R R

GACAGGTGECTECATGGCTATCATCAGCTCGTGTTATGAAATGTTGEGT TAAGTCCCGCAA
GACAGGTGECTECATGGCTATCATCAGCTCGTGTTATGAAATGTTGEGT TAAGTCCCGCAA
GACAGGTGECTECATGGCTATCATCAGCTCGTGTTATGAAATGTTGEGT TAAGTCCCGCAA
GACAGGTGECTECATGGCTATCATCAGCTCGTGTTATGAAATGTTGEGT TAAGTCCCGCAA

GACAGOTOCTGCATGECTOTCATCAGCTCGTGTTGTGARAATGTTGOGTTAAGTCCCGCAA
B L T T T T e L T LT T

COAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGC CGGGAAC TCAARGGAGACTGCC
COAGCGCAACCCTTATCCTTTATTGCCAGCGGTTCGaCCaGRAACTCAAAGGAGACTGCC
COAGCGCAACCCTTATCCTTTATTGCCAGCGGTYCGaCCaGRAACTCAAAGGAGACTGCC
COAGCGCAACCCTTATCCTTTATTGCCAGCGGTTCGaCCaGRAACTCAAAGGAGACTGCC
COAGCGCAACCCTTATCCTTTATTGCCAGCGGTTCGaCCaGRAACTCAAAGGAGACTGCC

FEXEEFFREX AL R LR R LA E XX LR LR REE R SRR AR LR TR R R R R R R

AGTGATAAACTGEAGGAAGGTGEGGATCACGTCAAGTCATCATGECCCTTACGACCAGES
AGTGATAAACTGEAGGAAGGTGEGGATCACGTCAAGTCATCATGECCCTTACGACCAGES
AGTGATAAACTGEAGGAAGGTGEGGATCACGTCAAGTCATCATGECCCTTACGACCAGES
AGTGATAAACTGEAGGAAGGTGEGGATGACGTCAAGTCATCATGECCCTTACGACCAGGS

AGTGATAAACTOOAGGAAGOT GOGEATGACGTCAAGTCATCATGECCCTTACGACCAGOS
B L T T T T e L T LT T

CTACACACOTGCTACAATGECATATACAAAGAGAAGLGACCT COCOAGAGCAAGCGRACT
CTACACACOTGCTACAATGECATATACAAAGAGAAGLGACCT COCOAGAGCAAGCGRACT
CTACACACOTGCTACAATGECATATACAAAGAGAAGLGACCT COCOAGAGCAAGCGRACT
CTACACACOTGCTACAATGECATATACAAAGAGAAGLGACCT COCOAGAGCAAGCGRACT
CTACACACGTGECTACAATGECATATACAAAGAGAAGCGACCT COCGAGAGCAAGC GGACT

e T

TCATARAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGA
TCATARAGTATGTCGTAGTCCGGATTGEA
TCATARAGTATGTCGTAGTCCGGATTGEA
TCATARAGTATGTCGTAGTCCGGATTGEA

TCATARAGTATGTCOTAGTCCGGATTG- -
B e
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ANEXO 7 - Alinhamento das sequéncias de nucletideo do gene 16S rRNA
da cepa Kp259/09 com as cepas de K. variicola 01A065 (HG933294) e K.
pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC13883 (AF130981).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Kp259/€9 TCCAATCCGGACTACGACATACT TTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCT
HG233204 TCCAATCCGBACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCT
AF130981 TCCAATCCGGACTACGACATACT TTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCT
P S A S p e o b A r paps
Kp259/09 TTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACG
HG233294 TTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACG
AF130981 TTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAANGGGCCATGATGACTTGACG
et e A A AR
Kp259/€9 TCATCCCCACCTTCCTCCAGT TTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCG
HG233204 TCATCCCCACCTTCCTCCAGT TTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCE
AF130981 TCATCCCCACCTTCCTCCAGT TTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCG
e e i sy A e b S e
Kp259/0€9 CTGGCAACAAAGGATAAGGGT TGCGCTCGT TGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACAC
HG233204 CTGGCAACAAAGGATAAGGGT TGCGCTCGT TGCGGGAC TTAACCCAACAT TTCACAACAC
AF130981 CTGGCAACAAAGGATAAGGGT TGCGC TCGT TGCGGGAC TTAACCCAACAT TTCACAACAC
pefrbaefpteayngauine ety et skt nteatspagdsiaiepespeydnd i
Kp259/€9 GAGC TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCT
HG233294 GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCT
AF130981 GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATGCATCTCT
CassEsEsEsEEse SR asEEESEAsERESsEUSREELLsssRSELEsES BanuERS
Kp259/09 GGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTARACCA
HG233294 GGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCA
AF130981 GGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTARACCA
D AroySsicifegibehaiy gy iyt et gy g sl
Kp259/09 CATGCTCCACCGCTTGTGCGGECCCCCGTCAATTCATTTGAGT TTTAACCTTGCGGCCGT
HGI33294 CATGCTCCACCGCT TGTGCGGGCCCCCGTCAAT TCATTTGAGT TTTAACCTTGCGGCCGT
AF130981 CATGCTCCACCGCTTGTGCGGECCCCCGTCAATTCATTTGAGT TTTAACCTTGCGGCCGT
Pyt i papifafoichoep e A et > MR e
Kp259/09 ACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGC TCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACT
HG933294 ACTCCCCAGGCGGTCGAT TTAACGCGT TAGC TCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACT
AF130981 ACTCCCCAGGCGGTCGAT TTAACGCGT TAGC TCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACT
cccssssenasasessssstsscastttsasesstssssttessssstsasssnsesnns
Kp259/09 TCCARATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCA
HG933294 TCCAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCA
AF130981 TCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCA
AR AR e e AR A
Kp259/09 CGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCT TTGTCCAGGGGEGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
HG933294 CGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
AF130981 CGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
cecssssacessssssassssnssssstnsssssssetesssnssstsessssssanses
Kp259/09 CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTA
HG933294 CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTA
AF130981 CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTA
e A A A e A
Kp259/09 GCCTGCCAGTTTCGAATGCAGT TCCCAGGTTGAGCCCGGGGAT TTCACATCCGACTTGAC
HG933294 GCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGT TGAGCCCGGGGAT TTCACATCCGACTTGAC
AF130981 GCCTGCCAGTTTCGAATGCAGT TCCCAGGT TGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGAC
cesssssasssssssassnsnssssatnsstssasssetssnsetesentssasanes
Kp259/09 AGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT TAACGCT TGCACCCTCCGTATY
HG933294 AGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATT
AF130981 AGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT TAACGCTTGCACCCTCCGTATT
e e AR R
Kp259/02 ACCGCGECTGCTGECACGGAGT TAGCCGETGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGATGA
HG933294 ACCGCGECTGCTGECACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGATGA
AF130981 ACCGCGGCTGC TGECACGGAGT TAGCCGGTGCTTCTTC TGCGGGTAACGTCAATCGACGA
et AR O R e A A
Kp259/@9 GGTTATTAACCTCACCGCCTTCCTCCCCGCTGARAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCT
HG933294 GGTTATTAACCTCACCGCCTTCCTCCCCGCTGARAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCT
AF130981 GGTTATTAACCTCATCGCCTTCCTCCCCGCTGARAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCT
e gt oA SE e S e e
Kp252/09 TCACACACGCGGCATGGC TGCATCAGGCT
HG933294 TCACACACGCGGCATGGC TGCATCAGGCT
AF130981 TCACACACGCGGCATGGC TGCATCAGGCT
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ANEXO 8 - Alinhamento das sequéncias de nucletideo do gene rpoB das
cepas Kp492/11 e Kp672/11 com as cepas de K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae 07A044" (CBZR010000023), K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae 01A030" (CCDF01000034) e K. pneumoniae subsp.
pneumoniae ATCC 700721 (CP000647).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Kp672/11 GCGTCTGTCTCTGGGCGATCTGGATACCCTGATGCCTCAGGATATGATCAACGCCAAGCC
Kp492/11 GCGTCTGTCTCTGGGCGATCTGGATACCCTGATGCCTCAGGATATGATCAACGCCAAGCC
CPOORE4T7 GCGTCTGTCTCTTGGCGATCTGOATACCCTGATGCCTCAGGATATGATCAACGCCAAGCC
CBZRO10000023 GCGTCTETCTCTGGGCGATCTCGATACCCTGATGCCTCAGGATATGATCAACGCCAAGCC
CCDFO1020034 GCGTCTGTCTCTGGGCGATCTGEATACCCTGATGCCTCAGGATATGATCAACGCCAAGCC
AR RN EEEEN B R AR AR AR AR NN AR AR RRE

Kp672/11 GATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGT TCTTTGGTTCCAGCCAGCTGTCTCAGT TTATGGACCA
Kp492/11 GATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGT TCTTTGGTTCCAGCCAGCTGTCTCAGTTTATGGACCA
CPORRE47 GATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGTTCTTTGGTTCCAGCCAGCTGTCTCAGTTTATGGACCA
CBIROG10000223 GATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGTTCTTTGGTTCCAGCCAGCTGTCTCAGTTTATGGACCA
CCDFo1200034 GATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGTTCTTTGGTTCCAGCCAGCTGTCTCAGTTTATGGACCA
L T Ty

Kp672/11 GAACAACCCGCTGTCTGAGATCACGCACAAACGTCGTATCTCCGCACTCGGCTCAGGLGE
Kp492/11 GAACAACCCGCTGTCTGAGATCACGCACAAACGTCGTATCTCCGCACTCGGCCCAGGLGG
CPo0R64T7 GAACAACCCGCTGTCTGAGAT TACGCACAAACGTCGTATCTCCGCACTCGGCCCAGGLGG
CBZRO10000023 GAACAACCCGCTOTCTGAGATCACGCACARACGTCGTATCTCCGCACTCGGCCCAGGLGG
CCDFO1000034 GAACAACCCGCTGTCTGAGATCACGCACAAACGTCGTATCTCCGCACTCGGCCCAGGLGE
AR AN EAARREERNNAEE AR RN A RSN A SR RN R AR RN

Kp672/11 TCYGACCCGTGAGCGCGCAGGCTTCGAAGT TCGAGACGTACACCCGACTCACTATGGTCG
Kp492/11 TCTGACCCGTGAGCGCGCAGGCTTCGAAGT TCOAGACGTACACCCGACTCACTATGGTCG
CPo@o647 TCTGACCCOTGAGCGCGCAGGCT TCGAAGT TCGAGACGTACACCCGACCCACTACGGTCG
CBZRO10000023 TCTGACCCGTGAGCGCGCAGGCTTCGAAGT TCGAGACGTACACCCGACTCACTATGGTCG
CCDFo10e0034 TCTGACCCGTGAGCGCGCAGGCTTCGAAGT TCGAGACGTACACCCGACTCACTACGGTCG
Ty

Kp672/11 CGTATGTCCAATCGAAACGCCTGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGTCCGT
Kp492/11 CGTATGTCCAATCGAAACGCCTGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGTCCGT
CPoRRE47 CGTATGTCCGATCGAAACGCCTGAAGGTCCAAACATCGGTCTGATTAACTCCCTGTCCGT
CBZRO10000023 CETATGTCCAATCGAAACGCCTCAAGGTCCGAACATCGOTCTGATCAACTCCCTGTCCET
CCDFo1000034 CGTATGTCCAATCGAAACGCCTGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGTCCGT
AAAARRAAR AAAAAARKAXSAAAAXAARS AREXARAAXRAEARR AEAAARARAREA RN "

Kp672/11 GTACGCGCAGACCAACGAATATGGCTTCCTTGAGACGCCGTATCGTAAAGTGACCGACGG
Kp492/11 GTACGCGCAGACCAACGAATATGGCTTCCTTGAGACGCCGTATCGTARAGTGACCGACGG
CPoORO647 GTACGCGCAGACCAACGAATATGGCTTCCTTGAGACGCCGTATCGTARAGTGACCGACGG
CBZRO10000023 GTACGCGCAGACCAACGAATATGGCTTCCTTGAGACGCCGTATCGTARAGTGACCGACGG
CCDFo1000034 ATACGCGCAGACCAACGAATATGECTTCCT TGAGACGCCGTATCGTAAAGTGACCGACGG
B T L T L L LT P

Kp672/11 TGTGGTTACTGACGAAATTCACTACCTGTCTGCTATCGAAGAAGGCAACTACGTTATCGC
Kp492/11 TGTGGT TACTGACGAAATTCACTACCTGTCTGCTATCGAAGAAGGCAACTACGTTATCGC
CPo2R6E4AT TGTGGT TACTGACGAAAT TCACTACCTGTCTGCTATCGAAGAAGGCAACTACGTTATCGL
CBZRO10000023 TGTGETTACTGACGARAT TCACTACCTOTCTGC TATCGAAGAAGGCAACTACGTTATCGC
CCDFo1000034 TGTGGTTACCGACGARATTCACTACCTOTCTGCTATCGAAGAAGGCAACTACGTTATCGL
Kp672/11 TCAGGCGAACTCCAACCTGGATGAAAACGGCCACTTCGTAGAAGACCTGGTGACLTGCCG
Kp492/11 TCAGGCGAACTCCAACCTGGATGARAACGGCCACTTCGTAGAAGACCTGETGACCTECCG
CPooRE47 TCAGGCGAACTCCAACCTGGATGAAAACGGCCACTTCGTAGAAGATCTGGTTACCTGCCG
CBZRO10000023 TCAGGCGAACTCCAACCTOOATCAAAACGGCCACTTCOTAGAAGACCTGETGACCTECCG
CCDFO1000034 TCAGGLGAACTCCAACCTGGATGARAACGGCCACTTCGTAGAAGATCTGGTGACCTGCCG
AR NN AR A AR AR A AR AR RE AT AARARARRARR RANES AR AR

Kp672/11 TAGCAAAGGCGAATCCAGCTTGTTCAGCCGTGACCAGGTTGACTACATGGACGTATCCAC
Kp492/11 TAGCAAAGGCGAATCCAGCTTGT TCAGCCGTGACCAGGTTGACTACATGGACGTATCCAC
CPOORGAT7 TAGCARAGGCGAATCCAGCTTGT TCAGCCGCGACCAGGTTGACTACATGGACGTATCCAC
CBZIRO10000023 TAGCAAAGGCGAATCCAGCTTGT TCAGCCGTGACCAGGTTGACTACATGGACGTATCCAC
CCDFo1000034 TAGCAAAGGCGAATCCAGCTTGT TCAGCCGCGACCAGGTTGACTACATGGACGTATCCAC
T

Kp672/11 CCAGCAGGTGGTATCCGTCGGTGCGTCCCTGATCCCGTTCCTCGAACACGATGACGCCAA
Kp492/11 CCAGCAGGTGGTATCCGTCGGTGCGTCCCTGATCCCGTTCCTEGAACACGATGACGCCAA
CPORR64T7 CCAGCAGGTGGTATCCGTCGGTGCOTCCCTGATCCCGTTCCTGGAACACGATGACGCCAA
CBZRO10000023 CCAGCAGGTGGTATCCGTCGGTGCGTCCCTGATCCCGTTCCTGGAACACGATGACGCCAA
CCDFo1000034 CCAGCAGGTGGTATCCGTCGGTGCGTCCCTGATCCCGTTCCTGGAACACGATGACGCCAA
B L T T e L LT TN

Kp672/11 CCGTGCATTGATGGETGCAAACATGCAACGTCAGGCCGTTCCOACTCTGCGCGCTGATAA
Kp492/11 CCGTGCATTGATGOGETGCAAACATGCAACGTCAGGCCGTTCCCACTCTGCGCOCTGATAA
CPoRR647 CCGTGCATTGATGGGTGCGAACATGCAACGTCAGGCGGTTCCGACTCTGLGCGCTGATAA
CBZRO10000023 CCGTGCATTGATGGGTGCAAACATGCAACGTCAGGCCGTTCCGACTCTGCGCGCTGATAA
CCDFo1020034 CCGTGCATTGATGGGTGCGAACATGCAACGTCAGGCCGTTCCGACTCTGCGCGCTGATAA

EAANANEEERANNARARE AAAEREARE RN ENAS SRR A NN AN
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Kp672/11
Kp492/11
CPOOOE4T7
CBZRO10000023
CCDF01000034

Kp672/11
Kpa92/11
CPOGOEAT
CBZR010000023
CCDF1000034

Kp672/11
Kp492/11
CPO00647
CBZRO10200023
CCDFO1000034

Kp672/11
Kp492/11
CPOO0647
CBZR0O10000023
CCDFO1000034

Kp672/11
Kpa92/11
CP0OOG4AT7
CBZRO10200023
CCDFO1000034

Kp672/11
Kp492/11
CP0OOO64T7
CBZRO10200023
CCDFO1000034

GCCGCTGGTTGGTACCGGTATGGAACGTGCTGTGGCCGTCGACTCCGGTGTTACTGCGGT
GCCGCTGGTTGGTACCGGTATGGAACGTGCTGTGGCCGTCGACTCCGGTGTTACTGCGGT
GCCGCTGGTTGGTACCGGTATGGAACGTGCTGTTGCCGTTGACTCCGGTGTTACTGCCGT
GCCGCTGGTTGGTACCGGTATGGAACGTGCTGTGGCCGTCGACTCCGGTGTTACTGCGGT
GCCGCTGGTTGGTACCGGTATGGAACGTGCTGTAGCCGTCGACTCCGGCGTTACTGCCGT

EXEXAXEEEXEXXAXEEXAREREXXXEXERRRE KXKXX EXXXXXRE EXXXXBER %%

GGCTAAACGTGGCGGTACCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTATCAAAGTTAA
GGCTAAACGTGGCGGTACCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTATCAAAGTTAA
GGCTAAACGTGGCGGTACCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTATCAAAGTTAA
GGCTAAACGTGGCGGTACCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTATCAAAGTTAA
TGCTAAGCGCGGCGGTACCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTATCAAAGTTAA

EEEER KR AR AR AR AR R AR A AR A AR AR A AR R R R R RRR

CGAAGACGAGATGTACCCGGGCGAAGCAGGTATCGACATCTATAACCTGACTAAGTACAC
CGAAGACGAGATGTACCCGGGCGAAGCAGGTATCGACATCTATAACCTGACTAAGTACAC
CGAAGACGAGATGTACCCGGGCGAAGCAGGTATCGACATCTATAACCTGACCAAGTACAC
CGAAGACGAGATGTACCCGGGCGAAGCAGGTATCGACATCTATAACCTGACTAAGTACAC
CGAAGACGAGATGTACCCGGGCGAAGCGGGTATCGACATCTATAACCTGACCAAATACAC

HEEXXXLAEXXLX A EXXXAFARLXXL S KEXXX LA LR XXX RLEXXXXRRESE XX KR xER

CCGTTCTAACCAGAACACCTGCATCAACCAGATGCCTTGCGTGTCCCTGGGCGAACCTAT
CCGTTCTAACCAGAACACCTGCATCAACCAGATGCCTTGCGTGTCCCTGGGCGAACCTAT
CCGTTCTAACCAGAACACCTGCATCAACCAGATGCCTTGCGTGTCCCTGGGCGAACCTAT
CCGTTCTAACCAGAACACCTGCATCAACCAGATGCCTTGCGTGTCCCTGGGCGAACCTAT
CCGTTCTAACCAGAACACCTGCATCAACCAGATGCCTTGCGTGTCCCTGGGCGAACCTAT

B e e T

TGAGCGCGGCGACGTGCTGGCCGACGGCCCGTCCACCGACCTCGGTGAGCTGGCGCTGGG
TGAGCGCGGCGACGTGCTGGCCGACGGCCCGTCCACCGACCTCGGTGAGCTGGCGCTGGG
TGAGCGCGGCGACGTGCTGGCAGACGGCCCGTCCACCGACCTCGGTGAGCTGGCGCTGGG
TGAGCGCGGCGACGTGCTGGCCGACGGCCCGTCCACCGACCTCGGTGAGCTGGCGCTGGG
CGAGCGCGGCGACGTGCTGGCCGACGGCCCGTCCACCGACCTCGGTGAGCTGGCGCTGGG

B e L

TCAGAACATGCGCGTAGCGTTCATGCCGTGGAACGGCTAC
TCAGAACATGCGCGTAGCGTTCATGCCGTGGAACGGCTAC
TCAGAACATGCGTGTAGCGTTCATGCCGTGGAACGGTTAC
TCAGAACATGCGCGTAGCGTTCATGCCGTGGAACGGCTAC
TCAGAACATGCGCGTCGCGTTCATGCCGTGGAACGGCTAC

FEEXEXLELLEE £H EXXXFLEXEXALRERRREREL X%X
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ANEXO 9 - Alinhamento das sequéncias de nucletideo do gene rpoB da
cepa Kp259/09 com as cepas de K. variicola At-22 (CP001891) e K.
pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 700721 (CP000647).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

CPooo64a7 CGTCTGTCTCTTGGCGATCTGGATACCCTGATGCCTCAGGATATGATCAACGCCAAGCCG
CPO21891 CGTCTGTCTCTGGGCGATCTGGATACCCTGATGCCTCAGGATATGATCAACGCCAAGCCG
Kp259/€9 COTCTGTCTCTGGGCGATCTGGATACCCTGATGCCTCAGGATATGATCAACGCCAAGCCG
EEEEEAFEEES R A AR AR R AR A E R R R AR AR A SRR A AR SRR RR R AR R R R R
CPooo647 ATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGTTCTTTGGT TCCAGCCAGCTGTCTCAGTTTATGGACCAG
CPoO1891 ATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGTTCTTTGGT TCCAGCCAGCTGTCCCAGTTTATGGACCAG
Kp259/e9 ATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGTTCTTTGGT TCCAGCCAGCTGTCCCAGTTTATGGACCAG
R R R R AR AR AR A AR AR AR RS EEREXAF RS SRR REE R AR R R
CPoo0647 AACAACCCGCTGTCTGAGATTACGCACAAACGTCGTATCTCCGCACTCGGCCCAGGCGGT
CPoo1891 AACAACCCGCTGTCTGAGATTACGCACAAACGTCGTATCTCCGCACTCGGCCCAGGCGGT
Kp259/@9 AACAACCCGCTGTCTGAGATTACGCACAAACGTCGTATCTCCGCACTCGGCCCAGGCGET
e T e e T
CPooo647 CTGACCCGTGAGCGCGCAGGCTTCGAAGTTCGAGACGTACACCCGACCCACTACGGTCGC
CP221891 CTGACCCGTGAACGCGCAGGCTTCGAAGTTCGAGATGTACACCCGACGCACTACGGTCGC
Kp259/@9 CTGACCCGTGAACGCGCAGGCTTCGAAGTTCGAGACGTACACCCGACGCACTACGGTCGC
MEEAEAAANAE AEEEEMAEAEANAAAEEE AR RS ENASRAEAEEE MEEEA AR
CPooa647 GTATGTCCGATCGAAACGLCTGAAGGTCCAAACATCGGTCTGATTAACTCCCTGTCCGTG
CPo91891 GTATGTCCAATCGAAACGCCTGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGTCCGTG
Kp259/e9 GTATGTCCAATCGAAACGCCTGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGTCCGTG
N
CPoo0647 TACGCGCAGACCAACGAATATGGCTTCCTTGAGACGCCGTATCGTAAAGTGACCGACGGT
CPO@1891 TACGCACAGACTAACGAATACGGTTTCCTTGAGACCCCGTATCGTAAAGTGACCGACGGT
Kp259/09 TACGCACAGACTAACGAATACGGTTTCCTTGAGACCCCGTATCGTAAAGTGACCGACGGT
EEEEE EEEEE FEXAXXLE EE FEEEEEEXREES KRR EEEAXEX XXX ARERR R R
CPoRoB47 GTGGTTACTGACGAAATTCACTACCTGTCTGCTATCGAAGAAGGCAACTACGTTATCGCT
CPo@1891 GTGGTTACCGATGAAATTCACTACCTGTCTGCTATCGAAGAAGGCAACTACGTTATTGCT
Kp259/09 GTGGTTACCGATGAAATTCACTACCTGTCTGCTATCGAAGAAGGCAACTACGTTATTGLT
EEEXEERE KX A A A AR AR AR EAERFREA SRR XSS ER AR SR ERRRERES xR
CPoOoE47 CAGGCGAACTCCAACCTGGATGAAAACGGCCACTTCGTAGAAGATCTGGTTACCTGCCGT
CP9@1891 CAGGCGAACTCCAACCTGGATGAAAACGGCCACTTCGTAGAAGACCTGGTTACCTGCCGT
Kp252/@9 CAGGCGAACTCCAACCTGGATGAAAACGGCCACTTCGTAGAAGACCTGGTTACCTGCCGT
R O
CPooR647 AGCAAAGGCGAATCCAGCTTGTTCAGCCGCGACCAGGTTGACTACATGGACGTATCCACC
CP221891 AGCARAGGCGAATCCAGCTTGTTCAGCCGCGACCAGGTTGACTACATGGACGTATCCACC
Kp252/09% AGCAAAGGCGAATCCAGCTTGTTCAGCCGCGACCAGGTTGACTACATGGACGTATCCACC
T T T
CPOOO647 CAGCAGGTGGTATCCGTCGGTGCGTCCCTGATCCCGTTCCTGGAACACGATGACGCCAAC
CPOO1891 CAGCAGGTGGTATCCGTCGGTGCGTCCCTGATCCCGTTCCTGGAGCACGATGACGCCAAC
Kp259/09 CAGCAGGTGGTATCCGTCGGTGCGTCCCTGATCCCGTTCCTGGAGCACGATGACGCCAAC
R
CPooR647 CGTGCATTGATGGGTGCGAACATGCAACGTCAGGCGGTTCCGACTCTGCGCGCTGATAAG
CP2@1891 CGTGCATTGATGGGTGCGAACATGCAACGTCAGGCGGT TCCGACTCTGCGCGCTGATAAG
Kp259/09 CGTGCATTGATGGGTGCGAACATGCAACGTCAGGCGGTTCCGACTCTGCGCGCTGATAAG
B e e e e
CPoo@647 CCGCTGGTTGGTACCGGTATGGAACGTGCTGTTGCCGTTGACTCCGGTGTTACTGCCGTG
CPOO1891 CCGCTGGTTGGTACCGGTATGGAACGTGCTGTTGCCGTTGACTCCGGTGTTACTGCGGTG
Kp259/09 CCGCTGGTTGGTACCGGTATGGAACGTGCTGTTGCCGTTGACTCCGGTGTTACTGCGGTG
R
CPoo0647 GCTAAACGTGGCGGTACCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTATCARAGTTAAC
CP2@1891 GCTAAACGTGGCGGTACCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTATCAAAGTTAAC
Kp259/09 GCTARACGTGGCGGTACCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTATCARAGTTAAC
R R R R AR R AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A AR RSB T AR
CPoo0647 GAAGACGAGATGTACCCGGGCGAAGCAGGTATCGACATCTATAACCTGACCAAGTACACC
CPo@1891 GAAGACGAGATGTACCCGGGCGAAGCAGGTATCGACATCTATAACCTGACCAAGTACACC
Kp259/09 GAAGACGAGATGTACCCGGGCGAAGCAGGTATCGACATCTATAACCTGACCAAGTACACC
T L N e L L L T T T T
CPoo0647 CGTTCTAACCAGAACACCTGCATCAACCAGATGCCTTGCGTGTCCCTGGGCGAACCTATT
CPO@1891 CGTTCTAACCAGAACACCTGCATCAACCAGATGCCTTGCGTGTCCCTGGGCGAACCCATT
Kp259/09 CGTTCTAACCAGRACACCTGCATCAACCAGATGCCTTGCGTGTCCCTGGGCGARACCCATT
B e e e e T
CPo00647 GAGCGCGGCGACGTGCTGGCAGACGGCCCGTCCACCGACCTCGGTGAGCTGGCGLTGGGT
CPO@1891 GAGCGCGGCGACGTGCTGGCCGACGGCCCGTCCACCGACCTTGGTGAACTGGCGCTGGGT
Kp259/09 GAGCGCGGCGACGTGCTGGCCGACGGCCCGTCCACCGACCTTGGTGAACTGGCGCTGGGT
R
CPooo64a7 CAGAACATGCGTGTAGCGTTCATGCCGTGGAACGGTTAC
CPo@1891 CAGAACATGCGCGTAGCGTTCATGCCGTGGAACGGCTAC
Kp259/09 CAGAACATGCGCGTAGCGTTCATGCCGTGGAACGGCTAC

FEEEAAEENES ERNRRA AR RREEERERER RS o
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