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RESUMO

Souza, R.C. Caracterizacao fenotipica e molecular dos mecanismos de resisténcia
aos beta-lactamicos em linhagens clinicas de Klebsiella pneumoniae isoladas do
Amazonas. 70 f. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Paulo.
2018.

Klebsiella pneumoniae resistentes aos beta-lactamicos estdo presentes em hospitais do
mundo todo e reduzem as alternativas de tratamento. Nesse estudo, 40 isolados de K.
pneumoniae foram caracterizados. Todos foram classificados como multirresistentes e
com resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos. Dentre estes, oito amostras séo
resistentes aos carbapenémicos e seis delas tém o gene blakpc-2, que codifica a enzima
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). Os genes blatem e blactx-m foram
encontrados em 80% das amostras. Os 40 isolados foram agrupados em 12 pulsotipos (A
a L) de acordo com a similaridade genética determinada pela macrorrestricio do DNA
seguida de eletroforese em gel de campos pulsados. Um total de 20 isolados foram
classificados como pulsotipo A, o qual foi subdividido em 13 subtipos (Al a A13), sendo
o subtipo Al o prevalente. Representantes do pulsotipo A pertencem ao ST11, complexo
clonal CC258. Neste estudo, quatro novos STs foram identificados: ST2540, ST2308,
ST2258 e ST2307. AMKP5 e AMKP2, dos subtipos A7 e A8, respectivamente, sdo
resistentes aos carbapenémicos, mas ndo apresentaram o gene blakpc. O sequenciamento
do genoma da AMKP5 indicou mutagdes na regido C-terminal da porina OmpK36 que
pode alterar a entrada dos carbapenémicos na célula. O sequenciamento do genoma da
amostra AMKP10 identificou o plasmideo pAMKP10, com 48,454 pb pertencente ao
grupo de incompatibilidade IncX5. Neste plasmideo, o gene blakec foi encontrado em um
ambiente genético diferente do Tn4401 (NTEkec do inglés, non-Tn4401 genetic element)
contendo tnpA-ISEc63-like/tnpR-Tn3/tnpA-ISKpn27/blakec2/AISKpn6, baseado no
Tnl722. Todos os isolados com o gene blakpc2 apresentaram o mesmo plasmideo. A
conjugacéo deste plasmideo para Escherichia coli J53 ocorreu a partir dos isolados ST11
com baixas frequéncias de conjugacio (de 8,23 x 10?a 1,31 x 107) resultando em
resisténcia aos carbapenémicos. Por fim, observou-se que o surto de K. pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos deste hospital Amazonense envolveu a transferéncia do
pAMKP10 contendo NTEkec entre duas linhagens (ST11 e ST2302), mas ocorreu em
grande parte devido a disseminacéo clonal da linhagem endémica ST11.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae, blakpc-2, NTEkpc, INncX5, carbapenémicos.



ABSTRACT

Souza, R.C. Phenotypic and molecular characterization of beta-lactam
resistance mechanisms in clinical strains of Klebsiella pneumoniae

isolated from Amazonas. 70 f. Tese (Doutorado). Universidade Federal de S&o
Carlos, S&o Paulo. 2018

Klebsiella pneumoniae resistant to beta-lactams are present in hospitals worldwide and
reduce treatment alternatives. In this study, 40 K. pneumoniae isolates were characterized.
All of them were resistant to beta-lactam antibiotics and classified as multidrug resistant.
Among these, eight isolates were resistant to carbapenems and six of which had the gene
blakpc-2, encoding the enzyme Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). The blatem
and blactx-m genes were found in 80% of the samples. The 40 isolates were grouped into
12 pulses (A to L) according to the genetic similarity determined by the DNA macro-
restriction followed by pulsed-field gel electrophoresis. A total of 20 isolates were
classified as pulsotype A, which was subdivided into 13 subtypes (Al to Al3), with
subtype Al being the most prevalent. Representatives of pulsotype A belong to the ST11,
clonal complex CC258. In this study, we identified four new STs: ST2540, ST2308,
ST2258, and ST2307. AMKP5 and AMKP2, belonging to subtypes A7 and A8,
respectively, are resistant to carbapenems but did not present the blakec gene. Sequencing
of the AMKPS5 genome indicated mutations in the C-terminal region of the OmpK36 porin
which may alter the entry of carbapenems into the cell. Genome sequencing of the
AMKP10 isolate identified the plasmid pAMKP10, with 48.454 bp belonging to the
IncX5 incompatibility group. In this plasmid, the blakrc> gene was found in a non-
Tn4401 genetic element (NTEkec) containing tnpA-ISEc63-like / tnpR-Tn3 / tnpA-
ISKpn27 / blakec-2 / AISKpn6, based on Tn1722. All isolates with the blakpc-2 gene had
the same plasmid. Conjugation of this plasmid to Escherichia coli J53 occurred from
ST11 isolates with low conjugation frequencies (8.23 x 10-12 to 1.31 x 10-7) resulting in
resistance to carbapenems. Finally, the outbreak of carbapenem-resistant K. pneumoniae
resistant of this Amazonian hospital involved the transfer of the NTEkpc-containing
PAMKP10 between two lineages (ST11 and ST2302) but was largely due to the clonal
dissemination of the ST11 endemic lineage.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, blakpc-2, NTEkpc, INCX5, carbapenem.
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1. INTRODUCAO

1.1 Resisténcia bacteriana e satude publica

O tratamento de infeccOes bacterianas foi alcangado com as primeiras
descobertas e desenvolvimento de antibitticos. Contudo, com uso em excesso dos
antibidticos, a constancia de infeccOes bacterianas causadas por bactérias
multirresistentes (MDR, do inglés multidrug resistant) atualmente representa um
desafio relevante para a salde publica mundial (SANTAJIT; INDRAWATTANA,
2016; JIANG L. et al., 2018). As infeccbes causadas por bactérias patogénicas
acometem pessoas com o sistema imunoloégico comprometido e por procedimentos
invasivos como, cirdrgicos, contatos entre os pacientes, profissionais de saude, objetos
contaminados, visitantes, e de fontes ambientais (SORNETTE et al., 2007; CABRAL
PSJ. 2010). As bactérias multirresistentes por apresentarem uma plasticidade genética
tém a capacidade de manter em diversos ambientes incluindo amostras ambientais
OLIVERIA et al 2014; MUNITA JM. e ARIAS, A.C 2016; CERDEIRA et al 2017).

A multirresisténcia gera diversas consequéncias como: utilizacdo de
medicamentos mais tdxicos, aumento do tempo de hospitalizacdo, necessidade de
isolamento do paciente, aumento da frequéncia e da gravidade das infeccbes
hospitalares, aumento do indice de mortalidade associada a este tipo de infec¢éo e, por
fim, aumento do custo do tratamento (MARQUES; ZUCCHI, 2006; MENEZES et al.,
2006; TRAVERS; BARZA, 2002; MEVIUS et al., 1999; Centers for Disease Control
and Prevention CDC, 2013) estimam que, pelo menos dois milhGes de pessoas sejam
infectadas por microrganismos multirresistentes por ano e que ocorra cerca de vinte e
trés mil mortes nos Estados Unidos em decorréncia de infecgdes por microrganismos
resistentes aos antibioticos de acordo com os Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2013). Muitas espécies de bactérias tém sido responsaveis pelos
elevados nameros de infeccBes hospitalares (SFAIR, et al., 2014; DIENSTMANN et
al., 2010; KUNIN et al., 1990), principalmente bactérias da ordem Enterobacterales.
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Para adaptacdo e preservacdo da espécie, algumas espécies de bactérias
utilizam de estratégias para seu processo evolutivo incluindo mutacées, aquisicao de
material genético movel e alteragdes na expressao génica, resultando em resisténcia
aos antibidticos disponiveis (MUNITA, e ARIAS, 2016). O ambiente hospitalar tem
proporcionado a selecdo dessas linhagens bacterianas que apresentam um perfil de
resistir aos antibioticos mais utilizados nos hospitais. O fenotipo multirresistente das
populacbes microbianas hospitalares endémicas, aliado ao sistema imunoldgico
debilitado dos doentes e aos procedimentos invasivos a que estes estdo sujeitos
aumenta a dificuldade de tratamento das infeccGes, surgindo a necessidade de uma

antibioticoterapia mais especifica e eficaz.

1.2 As bactérias Gram-negativas multirresistentes

Nos ultimos anos, as infecgdes causadas por bactérias Gram-negativas
multirresistentes aumentaram drasticamente em todo mundo (EXNER et al., 2015). As
principais Gram-negativas de importdncia médica incluem: Acinetobacter spp,
Bordetella pertussis, Campylobacter spp, Citrobacter spp., Enterobacter spp;
Escherichia coli, Klebsiella spp, Salmonella spp; Serratia marcescens; Shigella spp;
Yersinia spp. Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila,
Neisseria spp., Pseudomonas aeruginosa, e Vibrio cholerae. (SILHAVY et al., 2010;
GESUNDHEITSSCHUTZ, 2012). As infeccGes provocadas por esses patdgenos
tornaram-se um desafio principalmente em paises e regides em desenvolvimento e
estdo relacionadas a elevada taxa de mortalidade (SINGH e MANCHANDA, 2017).

Dentre as bactérias Gram-negativas da ordem Enterobacterales, Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae sdo as principais espécies responsaveis por infecces
relacionadas ao trato urinario, bacteremias e pneumonias. A capacidade adaptativa de
linhagens produtoras de enzimas carbapenemases KPC, VIM, IMP e NDM sdo um
problema de salde publica, pois apresentam perfil genético que facilita propagacdo e
sdo resistentes as principais classes de antibidticos utilizados na clinica (ANVISA
2013;DOI e PATERSON, 2015; LAVAGNOLI et al., 2017; DORTET et al., 2014;
LOGAN e WEINSTEIN, 2017). Atualmente, o nimero de espécies que apresentam
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esses mecanismos vem aumentado e levando a diversos casos de infecgcbes
comunitarias e adquiridas na saude (LOGAN e WEINTEIN, 2017).

1.3 A familia Enterobacteriaceae

Bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo bacilos Gram-negativos, que
apresentam muitas propriedades em comum (fermentam a glicose, sdo citocromo-
oxidase negativa e reduzem nitrato a nitrito) e apresentam-se como indicadoras na
emergéncia de linhagens com perfil de resisténcia aos antibiéticos (YULISTIANI et
al., 2016). Embora possam ser encontradas amplamente na natureza, a maioria habita
o trato intestinal do homem e de outros animais, seja como membros da microbiota
normal ou como agentes de infeccdo (MURRAY, 2004). A relacdo de comensalismo
do hospedeiro com essas bactérias acontece até o momento que clones desses
microrganismos ganham atributos de viruléncia especificos que permitem causar

infeccdes.

1.4 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae esta incluida taxonomicamente na ordem Enterobacterales,
familia Enterobacteriaceae (ADEOLU et al., 2016). Apresenta-se como um patégeno
oportunista comumente encontrado em distintos nichos ecolégicos como trato
intestinal dos animais sendo também encontrado em agua de rios, lagoas e oceano,
solo e esgoto (BAGLEY, 1985; NASCIMENTO et al., 2017; CDC 2018). K.
pneumoniae é a segunda bactéria Gram-negativa associada a uma elevada taxa de
infeccBes, como infeccBes do trato respiratdrio, do trato urinario, pneumonias,
infeccbes intra-abdominal, meningites abcessos hepaticos e bacteremias
(PODSCHUN e ULLMANN, U 1998; VADING, et al.,2018; NAVON-VENEZIA et
al., 2017).

Monitorar a epidemiologia de K. pneumoniae principalmente em ambientes
hospitalares é importante, uma vez que, a presenga de algumas linhagens pode levar a
casos de surtos e infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). As linhagens
provenientes de surtos hospitalares sdo identificadas pela técnica de MLST que

fornece uma abordagem padronizada para caracterizar as relagdes genéticas entre
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isolados bacterianos. Para isso, sequéncias de nucleotideos de 7 loci que codificam
genes constitutivos da espécie analisada séo utilizados (DIANCOURT et al., 2005;
MAIDEN, 2006). No Brasil, as principais linhagens descritas inclui ST11 que €
disseminada em todo mundo e pertence ao complexo clonal CC 258, ainda assim,
outros novos STs tém sido relatados em algumas regides do pais (ANDRADE et al.,
2012; PEREIRA et al., 2013; FEHLBERG et al., 2012; NICOLETTI et al., 2015).

As penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas e carbapenémicos estdo entre os
beta-lactdmicos comumente utilizados nos tratamentos de infeces bacterianas graves
devido sua alta especificidade (ZENG e. LIN, 2013; EDWARDS et al., 2018). O
tratamento das infecgdes causadas por enterobactérias MDR envolve também outros
antibidticos como as polimixinas, fosfomicina, tigeciclina, aminoglicosideos e as
combinac6es de beta-lactamicos com inibidores de beta-lactamase como ceftazidima-
avibactam e meropenem-vaborbactam (JACOBS et al, 2017; MARTEVA-
PROEVSKA et al., 2018; JIANG et al., 2018).

Os carbapenémicos séo antibidticos beta-lactamicos que tém acédo bactericida
e possuem um amplo espectro em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas como
ilustrado na Figura 1. Atualmente os carbapenémicos sdo utilizados na clinica como
primeira e segunda escolha para tratar determinadas sindromes clinicas e grupos de

pacientes graves causadas por bactérias multirresistentes (OMS, 2017).

De modo geral, os antibidticos beta-lactdmicos séo hidrolisados por enzimas
beta-lactamases, as quais, atuam no anel beta-lactamico inativando a sintese da parede
celular (WILLIAMS, 1999). As proteinas envolvidas na ligacdo dos beta-lactdmicos
em K. pneumoniae ainda sdo pouco descritas, além disso, as estratégias que envolvem
0S eventos bioguimicos e genéticos sao diferentes para cada beta-lactdmico (PAPP-
WALLACE etal., 2011; SUTARIA et al., 2018).
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Imipenem

Ertapenem Doripenem

Figura 1- Estrutura quimica dos principais carbapenémicos utilizados na clinica. Fonte: JEON et al.,
(2015). Modificado pela autora.

1.5 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

K. pneumoniae apresenta uma elevada prevaléncia de resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo quando comparado com o segundo patégeno E. coli
na lista do Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2013; VADING et al.,
2018) especialmente por que algumas linhagens estéo envolvidas com a disseminagéo
de genes que codificam as enzimas beta-lactamases de espectro estendido (ESBL, do
inglés, Extended Spectrum p-betactamase) (QUEENAN, e BUSH, 2007). A
caracterizagdo das linhagens resistentes aos beta-lactamicos circulantes em ambientes

hospitalares auxilia em medidas de tratamento.
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Dentre 0os mecanismos de resisténcia aos beta-lactimicos destaca-se a
expressao de ESBL que conferem resisténcia a diversos antibioticos beta-lactamicos,
incluindo as penicilinas, cefalosporinas, e a0 monobactamico aztreonam (RUBIN e
PITOUT, 2014; GARCIA-HERNANDEZ et al.; 2011). Estas atuam clivando o anel
beta-lactdmico destes antibidticos, deixando-os sem atividade terapéutica
(LIVERMORE, 2008). Uma vez que 0 mecanismo de resisténcia € mediado por

plasmideos, facilmente ocorre a disseminacdo através da comunidade bacteriana.

Atualmente, a classificacdo das ESBLs pode ser de acordo com suas
caracteristicas molecular e ou funcional. Ambler dividiu as beta-lactamases em quatro
classes A, B, C, e D levando em consideracdo a homologia de proteinas e similaridade
de aminoéacidos sendo que, as classes A, C e D sdo as serino beta-lactamases e as
enzimas da classe B séo as metalo-beta-lactamases. (BUSH, JACOBY e MEDEIROS,
1995. Para os grupos funcionais 1, 2 e 3 a classificacdo dar-se pela perfis de substrato
e inibidor BUSH, 2013).

No Brasil, ha ampla dissemina¢do de ESBL entre os membros da familia
Enterobacteriaceae como K. pneumoniae e E. coli, e as enzimas ja reportadas em
diferentes estados brasileiros sdo TEM, SHV, CTX-M, VEB, BES, GES, CTX-M-2,
CTX-M-8 e CTX-M-9, estas Gltimas sendo relatadas ndo apenas em ambientes
hospitalares, mas também em alimentos de origem animal (SILVA, 2012). No entanto,
0 aparecimento de bactérias como a presencas das ESBL tem ocorrido com mais
frequéncia em pacientes hospitalizados, com historicos de exposicao a antibi6ticos e
uso de cateteres (SFAIR et al., 2014).

1.6 Mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos

Diferentes mecanismos estdo envolvidos na resisténcia aos carbapenémicos:
mutacdes que podem alterar a expressao e funcdo de porinas, presenca de bombas de
efluxo capazes de expulsar os antimicrobianos da célula bacteriana, e enzimas beta-
lactamases que degradam os antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos (PAPP-
WALLACE etal., 2011) (Figura 2). Distinguir os diferentes mecanismos de resisténcia

existentes nas bactérias de um hospital ajuda na verificacdo da efetividade do controle
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da disseminacdo destas bactérias (HAWKEY e LIVERMORE, 2012; JEON et al.,
2015).

Espaco extracelular

Membrana externa

/ Membrana interna
DLODDDRBH

Espaco intracelular

Bomba de efluxo

Figura 2 - Principais componentes envolvidos nos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos em
bactérias Gram-negativas. Adaptada de PAPP-WALLACE et al., (2011). Modificado pela

autora

Dentre as enzimas beta-lactamases que hidrolisam os antibidticos beta-
lactdmicos, estdo as enzimas carbapenemases serina e metalo-beta-lactamases que se
apresentam como um mecanismo de resisténcia emergente, o que merece atengéo pelo
alto grau de disseminacdo entre as bactérias patogénicas presentes em ambientes
hospitalares (RUBIN, et al.; 2014; HAWKEY e LIVERMORE, 2012; JEON, J. H. et
al., 2015). As metalo-beta-lactamases (MBLS) apenas ndo degradam o monobactamico
aztreonam. Ja as serina-beta-lactamases, em especial a K. pneumoniae carbapenemases

(KPC) podem hidrolisar os carbapenémicos (meropenem, ertapenem e imipenem),
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bem como todos os beta-lactamicos (HANES et al., 2009; KITCHEL et al., 2009;
YONG et al., 2009; QUEENAN e BUSH, 2007; SMITH MOLAND et al., 2003;
YIGIT, etal., 2001) (Tabela 1).

Atualmente, hd presenca de enzimas beta-lactamases como ESBL (SHV,
TEM e CTX-M), MBLs (incluindo os tipos VIM, IPM e NDM) e serina-beta-
lactamases (SME, IMI, NMC, GES e KPC) entre as espécies da familia
Enterobacteriaceae. (JACOBY, 2005; NORDMANN et al.; 2011; BUSCH, 2013;
MUNITA e ARIAS, 2016)

Tabela 1- Principais caracteristicas moleculares e funcionais das beta-lactamases.

Perfil de
inibidor
S'.tlo Classe Grypo Subg.rupc.Js Substratos CA EDTA Enzimas
ativo molecular funcional funcionais
1 Cf - - AmpC, CMY
C 1 le Cf, Esc -- - GC1
Serina
2a Pn + - PC1
A 2 2b Pn, Cf + - TEM-1, SHV-1
CTX-M, ESBLs
2be Pn,CLEs M (TEM, SHV)
2br Pn - - IRT, SHV-10
Pn, Cf, Cb,
2f Esc, M - - KPC, SME
OXA-11, OXA-
2de Pn,Esc, M, L 15
OXA-23, OXA-
D 2d 20f Pn, Cb e - 48
Pn, Cf, Cb,
3a Esc -- -- IMP, NDM, VIM
Metalo B 3 3b Cb + + CphA

Cb, carbapenémicos; Cf, cefalosporinas; CA, éacido clavulanico; EDTA, &cido etilenodiamino tetra-
acético; Esc, cefalosporinas de espectro estendido; M, monobactamicos; Pn, penicilinas. Fonte: KAREN
BUSH, (2013). Modificada pela autora.
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Dentre as carbapenemases mais encontradas estdo a KPCs, serino-beta-
lactamases classificadas como classe A de Ambler que sdo facilmente inibidas pelo
acido clavulanico (QUEENAN; BUSH 2007; NORDMANN, et al., 2010; ANVISA,
2013). No Brasil, as KPC tém sido relatadas desde 2005, com um surto em 2011, e
inimeros casos como estes posteriormente (PAVEZ et al., 2009; PEIRANO, et al.,
2009; ZAVASCKI, et al.,, 2009; BEIRAO, et al.,2011; CABRAL, et al., 2012;
PEREIRA, et al, 2013; COTRIM, et al., 2012). Em 2011, 367 casos ocorridos em um
hospital no Distrito Federal —-DF foram notificados e houve 26 6bitos (SECRETARIA
DO ESTADO DE SAUDE DO DISTRITO FEDERAL, 2011; MIRANDA et al.,
2019), sendo que 263 casos foram identificados na unidade de terapia intensiva
(PEREIRA et al, 2013). A investigacéo e caracterizacdo das enzimas beta-lactamases,
em particular a enzima KPC, é significativo para viabilizar informacoes
epidemioldgicas para futuras medidas de controle relacionadas a assisténcia a saude

nas unidades hospitalares.

1.7 blakpc e sua propagacao

O gene blakec que codifica a enzima KPC apresenta diversas variantes descritas
(MEHTA et al., 2015; JEON, et al., 2015). O gene variante blakpec» € 0 mais descrito em todo
o mundo, principalmente relacionado a linhagem do CC258, bem adaptada ao ambiente
hospitalar (MONTEIRO et al., 2009; FEHLBERG et al., 2012; MUNOZ-PRICE et al., 2013).
O gene blakpc-2 propagado por distintas entrebaterias e vem sendo descrito em varios estados
do Brasil ANDRADE et al., 2011;TAVARES et al., 2015; SAMPAIO et al., 2016).

A disseminacdo do gene blakpc.2 € mediada por transposons e outros
elementos genéticos moveis, na maioria das vezes contidos em plasmideos
conjugativos (PAVEZ et al., 2009; ZENG e LIN, 2013; BARANIAK, et al., 2016;
BARANIAK, A et al.,2018). No entanto, a propagacdo do gene também pode ocorrer
apenas através da propagacdo clonal. O gene blakpc é bastante disseminado entre
espécies da familia Enterobacteriaceae principalmente em linhagens de K.
pneumoniae, sendo comumente descrito no transposon Tn4401 (NAAS et al., 2008b;
CUZON et al., 2011; MATHERS, STOESSER, et al., 2015; STOESSER et al., 2017).
No entanto, algumas isoformas do Tn4401 sugere uma evolugdo desse transposon
(Tabela 2).
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Figura 3 - Estrutura esquematica do transposon Tn4401. Fonte: NAAS et al., 2008

Os genes blakec tem sido encontrado também, mais recentemente, em
elementos diferentes do Tn4401 (NTEkec, do inglés non-Tn4401 Element carring
KPC) demonstrando a mobilizacdo de diferentes sequéncias de insercdes que o
compde (KITCHEL et al.,2010; CHEN et al., 2012; NAAS et al., 2012; CHEN et al.,
2014; ARAUJO et al., 2018).

Visto que bactérias produtoras de carbapenemases apresentam poucas
alternativas de tratamento, tem-se resgatado o uso de polimixinas. Com isso, linhagens
de K. pneumoniae vém sendo descritas com perfil de resisténcia as polimixinas
também, limitanto ainda mais as alternativas disponiveis. Existem varios mecanismos
de resisténcia as polimixinas, mas todos resultam em modificacbes do
lipopolissacarideo (LPS) alterando a carga da membrana externa da bactéria
culminando na repulsao do antibiotico (OLAITAN et al., 2014).
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Tabela 2 - Variantes do elemento Tn4401 carreando o gene blakec.

~ . NUmero de L
Transposon Evolucéo genética Referéncia.
acesso
. (Naas et al
Tn4401a Delecédo de 99-bp upstream do blakpc EU176011
2008a)
x (Naas et al
Tn4401b Sem delecdo EU176014
¢ 2008a)
Tn4401c Delecdo de 215-bp upstream do lakec DQ989640 None
Kitchel et al
Tn4401d Delecdo de 68-bp lastreiam do blakec HM769262 ( 2010)
Isoforma do Tn4401b com tnpA e blakpec truncado (Chenetal
Tn4401d N JN974188
elSKpn7 com delegéo 2012)
Kitchel et al
Tn4401e Delecéo de 255-bp upstream do blakpc (
2009)
(Bryant et al
Tn4401f Isoforma do Tn4401b com tnpA truncada tnpR deleteda JQ837276 2013)
Isoforma do Tn4401b com tnpA truncada devido a uma (Chmelnitsky
Tn4401g A . . x KJ510411
sequéncia de insercéo de 256-bp et al 2014)

Visto que pode haver uma relacdo entre linhagem de K. pneumoniae e
plasmideos/elementos geneticamente mdveis para a rapida disseminacao da resisténcia
aos carbapenémicos, foi de interesse identificar as linhagens de K. pneumoniae de
infecgBes de pacientes internados no hospital Hospital e Pronto Socorro Dr. Jodo Lucio
Pereira Machado em Manaus (AM), e avaliar os possiveis mecanismos de resisténcia
aos carbapenémicos, por meio de analises fenotipicas e seguida das analises

genotipicas.


http://jac.oxfordjournals.org/external-ref?link_type=GEN&access_num=HM769262
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do estudo foi determinar a ocorréncia de K. pneumoniae resistentes
aos carbapenémicos e caracterizar fenotipica e molecular os mecanismos de resisténcia
em isolados clinicos de diversos tipos de infeccdes de pacientes internados no periodo
de janeiro a julho de 2015 no Hospital e Pronto Socorro Dr. Jodo Lucio Pereira

Machado em Manaus, AM.

2.1 Objetivos especificos

v Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) de tigeciclina, fosfomicina,
polimixina B e colistina e aos carbapenémicos (ertapenem, imipenem e
meropenem);

v Detectar a presenca de genes de resisténcia que codificam as principais
carbapenemases (blakpc, blaoxa-4s, blasem, blavim, blanom, blaime, blacim,
blaces), as beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL) (blatem, blaskv e
blactx-m), € 0s genes relacionados com a resisténcia a polimixina B (mcr-1,
mcr-2 e mgrB);

v Verificar se houve disseminacdo clonal entre os pacientes do hospital e
determinar a linhagem através do tipo de sequéncia (ST) de representantes de
cada clone;

v' Determinar o ambiente genético do gene bla, ..
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolados bacterianos

Um total de 40 isolados de K. pneumoniae foram obtidos junto ao laboratdrio
clinico do Hospital e Pronto Socorro Dr. Jodo Lucio Pereira Machado, situado na
cidade de Manaus (AM), no periodo de janeiro a julho de 2015. O hospital atende
varias especialidades, com capacidade para 210 leitos e tem atendimento médio de 600
pacientes por més. Pacientes de toda a regido e de paises como Venezuela, Peru e
Colémbia também sdo atendidos neste hospital em Manaus. As amostras bacterianas
foram coletadas de diversos espécimes clinicos (culturas de urina, Glcera de pressao,
swab nasal; aspirado traqueal e hemocultura), isoladas, identificadas e caracterizadas
quanto ao perfil de sensibilidade por meio do equipamento Vitek® (Biomérieux,
Franca), utilizando o cartdo AST-N239/REF 413 204 pelo laboratorio clinico do
hospital. Os isolados foram preservados em caldo infuséo de cérebro e coracdo (BHI-
do inglés Brain Heart Infusion) (Kasvi) com glicerol a 40% e congelados a -80°C no
Laboratdrio de Epidemiologia e Microbiologia Molecular (LEMiMo) do Instituto de
Fisica de Séo Carlos, Universidade de Sdo Paulo (IFSC/USP) em S&o Carlos-SP.

Este projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa (CEP), por meio
da plataforma Brasil e foi aprovado pelo CEP da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), com numero do CAAE: 49923215.5.0000.5504 e parecer final nimero: 1.
295.545.

3.2 Determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima

As concentragdes inibitorias minimas (CIM) dos antibidticos polimixina B
(PB) (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, EUA), colistina (CL) (Sigma-aldrich), tigeciclina
(TGC) (Pfizer, EUA), ertapenem sodica (ERT) (Invanzs-Merck Sharp & Dohme
Farmacéutica LTDA, Brasil), imipenem (IMI) (Goldbio Biotechnology, St. Louis,
EUA), meropenem (MER) (ABL antibidticos do Brasil, Brasil) foram determinadas
pelo método de microdilui¢cdo em caldo segundo o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2015).
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Ja CIM da fosfomicina (FOS) (Sigma-Aldrich) foi realizada por dilui¢cdo em
agar utilizando metodologia descrita no CLSI (2015). Escherichia coli ATCC BAA-
25922 foi cedida pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e usada como controle de
qualidade. As amostras clinicas de K. pneumoniae foram inoculadas em meio caldo
cérebro e coracdo (BHI) acrescido de agar (agar BHI) e incubadas a 36 °C por 24 h.
Uma coldnia de cada amostra foi inoculada em 10 ml de caldo BHI a 36°C por 18 h.
A suspensdo bacteriana de todos os isolados foi ajustada em solucdo fisiologica a
0,85% até obter a escala de 0,5 de McFarland no equipamento Densimat (Biomerieux,
Franca). Em seguida, uma diluicdo 1:10 foi realizada obtendo uma concentracdo de
1,5 x 10" UFC/ml. A partir dessa dilui¢do, SpL da suspensdo bacteriana foram
inoculados nos pogos de placa de 96 pocos contendo 100ul de solugdo com os
respectivos antibidticos.

As diluigdes variaram para cada antibiotico como descrito abaixo: para CL e
PB as concentracdes testadas foram de 0,015 pg/ml a 256 pg/ml, em diluicdes de 1:2
e um pogo sem antibidtico. Os resultados foram interpretados usando os pardmetros
de ponto de corte do CLSI (2017). Para tigeciclina, as concentracdes testadas foram
de 0,015 pg/ml a 16 pg/ml, em diluicdes 1:2 e um pogo sem antibidtico. A leitura da
DOsoo foi realizada no equipamento de Spectramax M5 (Molecular Devices,
California). Os valores da leitura foram calculados de acordo com orientac¢do do CLSI
(2018).

Para o antibiético FOS, a CIM foi determinada por microdiluicio em Agar
Mdeller Hinton (MH) enriquecido com 25 pg/ml de glicose-6-fosfato (G6P, Sigma-
Aldrich), segundo o recomendado em CLSI (2015). As amostras clinicas de K.
pneumoniae foram inoculadas e ajustadas como descrito anteriormente, até a
concentragio de 1,5 x 107 UFC/ml. A partir dessa diluigdo, 2 pL da suspensdo
bacteriana foram inoculados sobre o meio agar MH enriquecido com G6P, com as
concentragdes apropriadas do antibiotico em cada placa. Neste caso, foram utilizadas
as concentragdes de 0,01 pg/ml a 512 pg/ml de antimicrobiano e controle positivo em
placa sem antibiotico. Como controle de qualidade do experimento foram utilizadas as
linhagens Staphylococcus aureus ATCC29213 e E. coli ATCC25922. Os resultados

foram interpretados usando os parametros de ponto de corte do (CLSI 2017).
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3.3 Caracterizacao genotipica

Testes moleculares foram realizados para observar o perfil de clonalidade dos
isolados bacterianos por meio da técnica Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE),
para verificar a disseminacdo de linhagens neste hospital e o tipo sequéncia foi
determinado via Multilocus Sequence Typing (MLST). Os genes de ESBL e
carbapenemases presentes em cada isolado foram detectados e caracterizados por meio
de PCR convencional. Além disso, com 0 sequenciamento gendmico foi possivel
analisar o ambiente genético do gene blakec € com isso, verificou-se o tamanho do
plasmideo juntamente com seu grupo de incompatibilidade envolvido na disseminacéao
do gene entre os isolados do hospital e dtalhes de cada experimento esta descrito a

sequir.

3.4 Extracdo de DNA gendmico dos isolados bacterianos

A extracdo do DNA genbémico foi realizada por lise mecanica através de
metodologia descrita por PALAZZO et al., (2006). As bactérias foram cultivadas por
18 h a 37°C em tubos de plasticos conicos de 15 ml com tampa contendo 10 mL de
caldo BHI. A suspens&o bacteriana foi centrifugada, o sobrenadante foi desprezado e
o precipitado foi lavado com 10 mL de solucdo fisiolégica. Ap6s uma nova
centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e o precipitado suspendido em tampéo de
extragdo TED (Tris-HCI 0,5 M, NaCl 3,76%, EDTA 0,5 M; SDS 0,75%). Em seguida,
adicionou-se pérolas de vidro de 1 mm de didmetro tratadas previamente com acido
nitrico 50%, homogeneizou-se por agitador e adicionou-se fenol-cloroférmio seguido
de isopropanol para purificacdo. Os DNAs extraidos foram quantificados analisando a
relacdo da razdo entre 280/260 no equipamento NanoDrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific Co., Walthan, Massachusetts EUA), e uma razdo entre 1,8 a 2,2 foi

considerado aceitavel.
3.5 Deteccgdo dos genes de resisténcia

A presenca dos genes investigados neste estudo foi verificada através de PCR
com primers descritos por MONSTEIN et al.; 2007; POIREL et al., 2011 (Tabela 3),
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no termociclador modelo S1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, California,
EUA). Para amplificacdo dos genes das carbapenemases (blakec, blanom, blavim,
blaivp e blaoxa-sg) foi utilizado uma reagdo com volume final de 50 ul contendo as
concentrages finais de 1x solucdo tampao de PCR, cloreto de magnésio (MgCly) 1,5
mM, dNTPs 200 uM de cada 0,5 uM de cada primer, 200 ng de DNA; 2 U de Taq
DNA Polymerase de Thermus aquaticus recombinant, expressada em Escherichia coli
(Sigma-Aldrich, Co., St Louis, EUA) e agua ultrapura autoclavada. As condigdes da
reagdo foram: desnaturacéo inicial 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagéo a
95 °C por 30 segundos; anelamento de 50 °C por 40 segundos, extensdo 72 °C por 50
segundos e extensdo final de 72 °C, por 5 minutos. Para os genes de ESBL (blashv,
blatem e blactx-m) a reagdo continha: solugdo tampéo de PCR 10 1X, 4 mM de cloreto
de magnésio (MgClz), dNTPs 200 uM de cada, 0,5 uM de cada primer, 100 ng de
DNA; 2 U de Taqg DNA polimerase (Sigma-Aldrich), e &gua ultrapura autoclavada. A
etapa de desnaturacdo inicial foi a 94 °C por 5 minutos; seguida de 30 ciclos de
desnaturacéo a 94 °C por 1 minuto; anelamento de 60 °C por 30 segundos, extenséo de
72 °C por 1 minuto e uma extens&o final de 72 °C por 10 minutos. Em todas as reagdes
foi utilizada dgua como controle negativo e DNA genémico das linhagens descritas na
Tabela 4 foram utilizados como controle positivo das reacdes de PCR.

O produto amplificado foi corado com Hydragreen™ (Sinapse Inc., Sao
Paulo, Brasil), adicionado BlueJuice™ Gel Loading Buffer (Invitrogen, Brasil) e
verificado em gel de agarose 1% (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, EUA) contendo TAE
1X apo6s a corrida de eletroforese a 100 V por 40 minutos em cuba de eletroforese
modelo Sub-Cell GT (Bio-Rad Laboratories, California, EUA) e fonte de eletroforese
PowerPac™ HC. Os tamanhos das bandas obtidas foram comparados com padrdo de
peso molecular 100 pb (New england BioLabs®i). O gel foi visualizado no
fotodocumentador ChemiDoc XRS ™ (Bio-Rad Laboratories).

A reacdo para detec¢cdo dos genes mcr-1 e mcr-2, que conferem resisténcia a
polimixina, foi realizada com volume final de 50 pl contendo solucéo tampé&o de PCR
1x (100 mM Tris-HCI pH 8,3, HCI 500 mM KClI, 1,5 mM MgCl.), 0,2 uM dNTPs, 0,3
UM de cada primer, 100 ng de DNA; 0,625U de Taq DNA polimerase (Sigma-
Aldrich,) e &gua ultrapura autoclavada. As condi¢6es foram nas seguintes condigdes:
desnaturacdo inicial 94 °C por 2 minutos; 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1

minuto; anelamento de 55 °C por 30 segundos, extensdo de 72 °C por 1 minuto e
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extensdo final de 72 °C por 10 minutos. O produto amplificado foi corado com
Hydragreen™ (Sinapse Inc), adicionado BlueJuice™ Gel Loading Buffer
(Invitrogen), e verificado em gel de agarose 1% contendo tampé&o TAE 1X a 90 V por
40 minutos usando 0s mesmos equipamentos descritos. As bandas obtidas foram
comparadas com o peso molecular 100 pb (New england (BioLabs®nc). O gel foi
visualizado no fotodocumentador ChemiDoc XRS ™ (Bio-Rad Laboratories),

utilizando o programa ImageLab.
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Tabela 3 - Sequéncias de primers utilizados para amplificacdo do novo ambiente genético que abriga o

gene blakpc-2 no plasmideo pAMKP10.

Fragmentos
Genes Sequéncia (5°-3") F/IR (pb) Referéncias
bl GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 230 (POIREL, L et al.,2011);
IMP GGTTTAAYAAAACAACCACC (Hong et al.,2015)
AAAATCTGGGTACGCAAACG (Fz?'LTe%énLeita?llé%?)lZ%);
blasem ACATTATCCGCTGGAACAGG 271 .
bl GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 (POIREL, L et al.,2011);
ViM CGAATGCGCAGCACCAG (Hong et al.,2015)
bla GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 (POIREL, L et al.,2011);
NDM CGGAATGGCTCATCACGATC (Yong et al.,2009)
bla CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 208 (POIREL, L et al.,2011);
KPe CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 232 (YIGIT H et al.,2001)
bla GCGTGGTTAAGGATGAACAC 438 (POIREL, L et al.,2011);
OXA CATCAAGTTCAACCCAACCG (Andrade et al.,2010)
ATGCGTTATATTCGCCTGTG
blasiv TGOTTTGTTATTCGGGCCAA 747 (MONSTEIN et al.,2007)
TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA
blarem ACGCTCACOGOCTCCAGATTTAT 445 (MONSTEIN et al.,2007)
ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
blacoem 166G TRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 593 (MONSTEIN et al.,2007)
-1 CGGTCAGTCCGTTTGTTC 309
CTTGGTCGGTCTGTAGGG (LIU et al, 2016)
TGGTACAGCCCCTTTATT
mer-2 TGTTGCTTGTGCCGATTGGA 567pb Esse estudo
MgrB GGATAGCACGGCCTTCTTAA 253 (POIREL, L et al.,2015)

AAGGCGTTCATTCTACCACC

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 4 - Linhagens utilizadas como controle positivo nas reacfes de PCR.

Linhagens controles Gene Classe molecular Referéncias

K. pneumoniae ATCC® BAA-

1705% blakec A *CDC, 2009

K. pneumoniae 462! blanom-1 B (YONG D. et al.,2009);
(LAURETTI L, et

P. aeruginosa 179* blavim-1 B al.,1990)
(WATANABE, et

P. aeruginosa 168! blaimp1 B al.,1991);
(TOLEMAN MA, et

P. aeruginosa 530! blaspm-1 A al.,2002)

K. pneumoniae JF062 blastv-s A (MINARINI, et al.,2009)

K. pneumoniae 110? blaremsshv A (MINARINI, et al.,2008)
(ANDRADE, et

E. coli 1AL452 blacTx-m2 A al.,2010)

K. pneumoniae 283! blaoxa-ss D (POIREL, L et al.,2004)

E. coli 72H3 mcr-1 - (LIU, YY etal. 2016)

E. coli DH5a mcr-2 - Este estudo

Profd Dr2. Ana C. Gales do Laboratdrio Especial de Microbiologia Clinica (LEMC), da
Escola Paulista de Medicina-EPM da Universidade Federal de S&o Paulo-UNIFESP

2Prof2 Dr2. Ana Lcia da Costa Darini da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto-USP

3Prof°. Nilton Erbet Lincopan Huenuma do Instituto de Ciéncias Biomédicas/USP

*Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salide-INCQS da Fundag&o Oswaldo Cruz-
FIOCRUZ

Fonte: elaborada pela autora

3.6 Amplificacéo e sequenciamento do gene mgrB

O gene mgrB foi amplificado por PCR com primers descritos por POIREL,
L et al. (2015), no termociclador S1000 Thermal Cycler da (Bio-Rad Laboratories).
Foi utilizada reacdo com volume final de 50 pl contendo as concentracgdes finais de 1x
solugédo tampao de PCR, cloreto de magnésio (MgClz) a 1,5 mM, dNTPs a 200 uM de
cada, 0,2 uM de cada primer, 100 ng de DNA; 2 U de Tag DNA Polymerase de
Thermus aquaticus recombinante, expressa em Escherichia coli (Sigma-Aldrich), e
agua ultrapura autoclavada. O DNA gendmico da linhagem K. pneumoniae ATCC
BAA-1705 foi utilizado como controle positivo para o0 gene intacto, e como controle
negativo foi utilizada &gua. As condicdes da reagdo inseridas foram: desnaturacéo
inicial 94 °C por 2 minutos, incluindo 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30

segundos; anelamento de 55 °C por 30 segundos, extensdo 72 °C por 2 segundos e
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extensdo final de 72 °C por 10 minutos. O produto amplificado foi verificado em gel
de agarose 1% (Sigma-Aldrich) corado com o corante SyberSafe (Invitrogen, Brasil)
em TAE 1X, apo6s eletroforese a 90 V por 45 minutos, utilizando como controle de
peso molecular o marcador 100 pb DNA Ladder (New England BioLabs). O gel foi
visualizado no equipamento fotodocumentador ChemiDoc XRS (Bio-Rad
Laboratories), utilizando o programa ImagelLab. O produto de PCR foi purificado
utilizando o Kit Gene JET purification (Thermo-Scientific, Waltham, EUA) de acordo
com protocolo descrito pelo fabricante, e quantificado no espectrofotdmetro
NanoDrop ND-2000c (Nanodrop Technologies). Reacdo com concentracdo final de
3,2 UM de cada primer, 20 ng de DNA purificado e agua ultrapura autoclavada foi
encaminhada para sequenciamento pelo método de Sanger no equipamento Applied
Biosystems® 3130 Genetic analyzer (Life Tecnhnologies, Carlsbad, EUA) realizado
no Laboratorio de Biofisica Molecular “Sérgio Mascarenhas” do Instituto de Fisica de
Sdo Carlos (IFSC-USP). As sequéncias foram analisadas no programa Vector NTI
Advance 11.0 (Life Tecnhnologies Carlsbad EUA).

3.7 Tipagem por macrorrestricdo do DNA seguida de eletroforese em gel

com campos pulsados (PFGE)

Para verificagdo da similaridade genética dos 40 isolados clinicos foi utilizada
a metodologia de macrorrestricio do DNA gendmico separado por e PFGE e

preconizada pelo CDC (https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html). A

endonuclease de restricdo Xbal (New England BioLabs, Ipswich, Massachusetts,
EUA) foi utilizada para a macrorrestricdo do DNA e eletroforese foi realizada no
equipamento Chef Mapper™ (Bio-Rad Laboratories, California, EUA). Os géis foram
corados com SyberSafe (Invitrogen) 0,1% por 60 minutos e posteriormente revelados
no fotodocumentador ChemiDoc XRS ™ (Bio-Rad Laboratories). A similaridade
genética foi analisada no software BioNumerics versdo 7.6 (Applied Maths NV,
Bélgica) adotando o coeficiente de Dice com otimizacdo de 0,5% e toleréncia de
1,25%, pelo método de Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Avarages

(UPGMA), que consiste na utilizacdo de médias ndo ponderadas das medidas de


https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html
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dissimilaridade. Os fragmentos gerados pela restricdo que apresentaram até 80% de
similaridade foram considerados do mesmo pulsotipo baseado em TENOVER et. al.
(1995).

3.8 Determinacdo das linhagens bacterianas por Multilocus Sequence Typing
(MLST)

Representantes do pulsotipo prevalente e outros escolhidos aleatoriamente,
totalizando 11 isolados, foram submetidos a tipagem por MLST para identificar as
linhagens presentes neste hospital e determinagédo de seus complexos clonais (CCs). A
técnica de MLST consiste em analise do sequenciamento dos fragmentos de 7 genes
housekeeping de K. pneumoniae (rpoB (beta-subunit of RNA polymerase), gapA
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), mdh (malate dehydrogenase), pgi
(phosphoglucose isomerase); phoE (phosphorine E), infB (translation initiation factor
2) e tonB (periplasmic energy transducer)) segundo DIANCOURT et al. (2005). Os
genes foram amplificados por PCR e como controle positivo foi utilizado o DNA
genémico da linhagem K. pneumoniae ATCC BAA-1705 e controle negativo, dgua. A
reacao final de 50 pl continha solugéo de tampdo 1X para PCR, 0,2 mM de cada dNTP;
0,2 uM de cada primer (Tabela 1); 100 ng de DNA,; 2,5 U de TransStart® FastPfu DNA
Polymerase (Transgen Biotech, Beijing, China) e agua ultrapura autoclavada. As
seguintes condi¢cbes foram usadas no termociclador S1000TM Thermal Cycle (Bio-
Rad Laboratories): desnaturacdo inicial 95 °C por 2 minutos; seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto; anelamento de 60 °C por 1 minuto, extenséo de 72
°C por 1 minuto e extensdo final de 72 °C por 5 minutos.

O produto amplificado foi verificado em gel de agarose 1,5% (Sigma-Aldrich,
Co., St Louis, USA), corado com o corante SyberSafe (Invitrogen) em TAE 1X, ap0s
eletroforese a 110 V por 50 minutos contendo como controle de peso molecular 100
pb DNA Ladder (New England BioLabs). O gel foi visualizado no equipamento
fotodocumentador ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories), utilizando o programa
ImageLab. O produto de PCR foi purificado utilizando o Kit Gene JET purification
(Thermo-Scientific, EUA) de acordo com protocolo descrito pelo fabricante, e
quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop ND-2000c (Nanodrop Technologies).

Uma aliquota de 3,2 uM de cada primer, 20 ng de DNA purificado e dgua ultrapura
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autoclavada foi encaminhada para sequenciamento pelo método de Sanger no
equipamento Applied Biosystems® 3130 Genetic analyzer (Life Tecnhnologies,
Carlsbad, EUA) realizado no Laboratério de Biofisica Molecular “Sérgio
Mascarenhas” do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC-USP). As sequéncias foram
analisadas no programa Vector NTI Advance 11.0 (Life Tecnhnologies Carlsbad, EUA)
e posteriormente foram comparadas com as sequéncias de K. pneumoniae disponiveis

no banco de dados do Instituto Pasteur (http://pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html), a

partir do qual obteve-se o perfil alélico de cada linhagem, definindo seus ST’s. O
conjunto dos ST’s obtidos foi analisado juntamente com todos registrados no banco de

dados pelo programa eBURST version V3 (http://eburst.mlist.net/), que permitiu

definir o CC de cada linhagem.

3.9 Sequenciamento completo do genoma

Os isolados K. pneumoniae AMKP5 e AMKP10 foram selecionados para o
sequenciamento gendmico utilizando a plataforma MiSeq (lllumina, EUA). AMKP10
foi escolhido por possuir o gene blakpc em outro elemento genético que ndo o Tn4401.
AMKP5 foi sequenciada por apresentar resisténcia aos carbapenémicos e nao
apresentar os genes de resisténcia. DNA genémico foi extraido utilizando o Kit
DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, Alemanha), de acordo com as instru¢des do
fabricante, exceto por ter sido eluido emagua no final. A qualidade do DNA foi
verificada em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X, a 90 V por 40 minutos. A razao
de absorbancia 260/280 nm foi quantificada em NanoDrop 2000c (Nanodrop
Technologies) e no equipamento Qubit (Thermo-Fisher Scientific, EUA). Amostras de
DNA total foram encaminhadas ao Centro de Gendmica Funcional da Escola Superior
de Agricultura "Luiz de Queiroz" ESALQ/USP para o preparado das bibliotecas
utilizando o Kit Nextera XT (lllumina, EUA) e sequenciamento. Os reads obtidos
foram alinhados para formacéo dos contigs no programa CLC Genomics Workbench
v.10.1.1 (Qiagen, Dinamarca) e a anotacgéo foi feita no NBCI Prokaryotic Annotation

Pipeline (PGAP) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/). Os genes

de resisténcia foram investigados utilizando Resfinder 3.0
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) e os grupos de incompatibilidade pelo
PlasmidFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/).



http://pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
http://eburst.mlst.net/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/
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3.10 Caracterizacao do ambiente genético do gene blakpc-2

Primeiramente, foi investigado o ambiente genético Tn4401 do gene blakrc
nas seis amostras clinicas resistentes aos carbapenémicos por PCR, como descrito por
NAAS et al. (2008). Uma vez que o ambiente genético encontrado foi diferente do
Tn4401 (NTEkec), 0 genoma da AMKP10 foi sequenciado e, a partir da sequéncia do
NTEkpc encontrado desenhou-se primers (Tabela 5) para investigar a sua presenga por
PCR nas outras amostras clinicas. O DNA gendmico do isolado clinico K. pneumoniae
AMKP10 foi usado como controle positivo nas reacoes de PCR. A reacdo continha um
volume final de 25 ul contendo 1x solucdo tampéo de PCR (MgCl.+free), ANTPs a 0,2
mM cada, 1,5 mM de Mg?* 0,4 uM de cada primer, 100 ng de DNA; 0,25 U de DNA
polimerase Taq (Sinapse Inc., Brasil) e 4gua ultrapura autoclavada. As reagdes foram
submetidas as seguintes condi¢Ges no termociclador modelo S1000TM Thermal
Cycler da (Bio-Rad Laboratories): desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 minutos; seguida
por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento de 60 °C por 30
segundos, extensdo de 72 °C por 1 minuto e uma extensdo final de 72 °C por 10
minutos. Os produtos amplificados foram verificados em gel de agarose 1% (Sigma-
Aldrich) corado com SyberSafe (Invitrogen), utilizado e BlueJuice™ Gel Loading
Buffer 6x (Invitrogen) como tampao de carregamento das amostras. A eletroforese foi
realizada em cuba Sub-Cell GT (Bio-Rad Laboratories) e fonte de eletroforese
PowerPac™ HC contendo tampdo TAE 1X, a 110 V, por 50 minutos. Foi utilizado
como padrdo de peso molecular Long Range DNA Ladder (Jena Bioscience,

Alemanha).



19

Tabela 5 - Sequéncias de primers utilizados para amplificacdo do novo ambiente genético que abriga

0 gene blakpc-2 no plasmideo pAMKP10.

. PN Temperatura Fragmentos _
Primers Sequéncia (5°-3) ?°C) g(]pb) Posicao
P1 GCT GAC CGG GAT TGA AAC CAT GAC 60.3 187 11202 - 11225
P2 AAT GCA ATT CGT CCT CGG CCG ’ 11369.-11389
P3 GAG GCG AAT GGC GTATCT GTG AG 60.1 285 12180.-12202
P4 GTC AAC GGG CAGTAAGGCTCTG ’ 12444.-.12465
CTAGAC GGC GAT ACAGTGACATCA
P5 ACG 60.4 392 13311.-.13337
P6 ACCAGCCGGGTCTTGACATATAGG 13610 -.13633
P7 GCT GTG CAG TGC CTG GG 60 167 14571.-.14587
P8 TCT TGA AGA CGA AAG GGC CTC GT 14716..14738
P9 CCC GCG CAT AACCAAAAATTCGCATA 604 209 14716.-.14738
P10 GTG GTC AGA AAATCG ACG GGC AT ’ 15247.-.15272
P11 GCACTG GGC CTG GTC ACT AA 59.7 283 15434.-.15456
P12 TGATAG TTC TCG GGG TTT GAG GGC ’ 18203.-.18222
CGG CAC GAC AGC AAACTT ATGTAG CAT
P13 AA 60.7 1151 19462.-.19490
P14 TAT GTT CGAGCT GGC CGACAAC 20592.-.20613
P15 TCATTTGTTCTGATGGTGTAATGCCCCAT 604 101 20592.-.20613
P16 CCGGGC TGAATATCCATTGCG G ’ 20592.-.20613
P17 GTGGCTCTGGTCATTATCAGGACTC 626 5923 21756.-.21780
P18 GTGGGAATGGCGGCATAGTAAATAAAG 27653.-.27679
P19 GCCGAGTAAACACTGAGGCAAC 626 2044 28358.-.28379
P20 CCAGTTAATCCCACTCTACTTTCTCACTC ’ 35374.-.35402
P21 CCTCAGTTCATTTCATAGCTCTGCTGATC 635 5208 36805.-.36833
P22 ATCCGAGTCGAGAGAGCGCATG ’ 41992.-.42013)
P23 GAGGATTTACGTTTGACCCGGTATTC 625 4868 43448.-.43473
P24 CGCACGCCTTGATGACTTCACATAC ’ 48292.-.48316
P25 CTCTGGCTCAACTTCCATTGGCA 6404 4052 71.-.93
P26 AAGACGGTGTAAATCAAACGTAAAGCC ' 4097.-.4123
c42_inicio GCT GGA GGT GCT GGA ACT GC 605 1817 6464.-.6483
c42_final2 TTC TAG GGG AGC CCG CAG AAT ' 4666.-.4686
c42 Tn3_ il AAACCAAGCTGTACGTGCCGC 5309.-.5329
c42 Tn3_i2 CATCCAGCGGGGTGATTTTCAGC 635 718 6005.-.6027
c42 _Tn3 el CGCCCTTATCTGAAACCACCAG 622 4694 3888.-.3909
c42_Tn3_e2 AAGGTCTGAAAAAGCCCCCGC ’ 8562.-.8582
oo CGTCTAGTTCTGCTGTCTT 55 108 Poirel, et al.,
CTT GTCATCCTT GTT AGG CG 2011

Fonte: elaborada pela autora
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3.11 Experimento de conjugacao

A capacidade de transferéncia dos plasmideos contendo blaxpc-2 presentes nas
linhagens resistentes aos carbapenémicos (AMKP1, AMKP3, AMKP4, AMKP7 e
AMKP10) foi verificada por conjugacdo em caldo descrito por (WOODALL, 2003)
utilizando E. coli J53 resistente a azida sodica. Os transconjugantes foram
selecionados em &gar LB contendo 62,5 mg/L de azida sddica e 4 mg/L de imipenem.
Nos casos onde o processo de conjugacdo nao foi bem-sucedido, optou-se por realizar
a transformacao de seus plasmideos contendo o gene blakpc-2 em células E. coli DH5a
quimicompetentes. Os transformantes foram selecionados em agar LB contendo 4
mg/L de imipenem.

3.12 Preparo da células competentes

A linhagem E coli DH5a foi inoculada em caldo LB e incubada por 18 h.
Posteriormente, uma aliquota de 2,5 ml do pré-inoculo foi adicionada 250 ml de caldo
LB e incubado a 37 °C em banho-maria com agitacao até atingir a DOgoo = 0,5. Em
seguida, o volume foi resfriado em gelo por 30 minutos, centrifugado e as células
foram suspendidas em solugdo 100 mM de CaCl, com 10% de glicerol. Os tubos foram
incubados em gelo por 30 minutos e homogeneizado a cada 5 minutos. Apos o periodo
de incubagdo as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 2,5 mL de solucdo de CaCl>
100 mM com 10 % de glicerol. As células foram armazenadas em microtubos no
freezera-80°C.

3.13 Transformacao por choque térmico

A transformagdo das células foi realizada por choque térmico. Apds
descongelar as células em gelo os plasmideos da AMKP7 e AMKP9 foram
adicionados em células competentes e misturados gentilmente. Incubou-se em gelo por
15 minutos, seguido de aquecimento a 42 °C por 2 minutos e novamente mantido em

gelo por mais 2 minutos. Posteriormente, o contetdo foi adicionado ao caldo BHI e
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foi incubado com agitacdo em banho-maria a 37 °C por 45 minutos. Apés periodo de

incubacdo, uma aliquota foi inoculada em placa contendo LB e imipenem 4 mg/L.

3.14 Sequenciamento do plasmideo

Apds o sequenciamento do genoma completo de K. pneumoniae AMKP10
verificou-se que um dos contigs (Contig 42) apresentava a sequéncia do plasmideo
contendo o gene blakec-2, porém a sequéncia ndo estava completa, impossibilitando
sua circularizacdo. Portanto, primers foram desenhados a partir das sequéncias que
flanqueavam o Contig 42 para tentar identificar a sequéncia faltante utilizando

sequenciamento Sanger.

Plasmideos do transconjugante pAMKP10 foram extraidos utilizando o kit
Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Cellco Biotec, Brasil). O DNA extraido foi
quantificado e sua pureza verificada através da razdo de absorbancia a 260 e 280 nm
confirmada no espectrofotdémetro NanoDrop 2000c (Nanodrop Technologies). O
produto de PCR foi purificado utilizando o Gene JET Purification Kit (Thermo-
Scientific) de acordo com protocolo descrito pelo fabricante, e quantificado no
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (Nanodrop Technologies, pais). Uma aliquota de
3,2 UM de cada primer (c42_inicio e c42_final) descrito na Tabela 3, 20 ng de DNA
purificado e agua ultrapura autoclavada foi encaminhada para sequenciamento pelo
método de Sanger no equipamento Applied Biosystems® 3130 Genetic Analyzer (Life
Tecnhnologies, EUA) disponivel no Laboratério de Biofisica Molecular “Sérgio
Mascarenhas” do Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC-USP). As sequéncias foram
analisadas nos programa Vector NTI Advance 11.0 (Life Tecnhnologies Carlsbad,
EUA) e CLC Genomics Workbench v.10.1.1 (Qiagen, Dinamarca).

Como mesmo ap0s sequenciamento Sanger nao foi possivel ter a sequéncia
completa do plasmideo contendo o gene blakpc-2 na amostra K. pneumoniae AMKP10,
optou-se por sequenciar somente 0s plasmideos obtidos por miniprep deste isolado

clinico através da tecnologia Illumina em equipamento MiSeq.

Para o sequenciamento pelo método Illumina, a qualidade do DNA foi

verificada em gel de agarose 1% em tampéo TAE 1X, contendo tampédo TAE 1X a 90
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V, por 40 minutos e sua quantidade e pureza confirmada no espectrofotdmetro
NanoDrop 2000c (Nanodrop Technologies). Amostra de DNA total (1 ng) foi
encaminhada ao Centro de Gendomica Funcional da Escola Superior de Agricultura
"Luiz de Queiroz" - ESALQ/USP para o preparado das bibliotecas utilizando o Kit
Nextera XT (Illumina, EUA) e sequenciamento. Os reads obtidos foram alinhados
para formacéao dos contigs no programa CLC Genomics Workbench v.10.1.1 (Qiagen,
Dinamarca) e a anotacdo foi feita no RAST (Rapid Annotation using Subsytem

Technology).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas fenotipicas
4.1.1 Perfil de sensibilidade dos isolados

Todas as 40 amostras de K. pneumoniae isoladas de diversos sitios de
infeccbes de pacientes internados foram caracterizadas. Todos os isolados
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético de trés classes diferentes. Por
isso, todas as amostras foram classificadas como multirresistentes (MDR, do inglés
multi-drug resistant), de acordo com (MAGIORAKOS et al., 2012), (Figura 4). Entre
os antibidticos ndo-beta-lactamicos testados, trés amostras (7,5%) apresentaram
resisténcias as polimixinas, vinte e sete (70%) com resisténcias a fluoroquinolona,
vinte e um (52,5%) aos aminoglicosideos e trinta e quatro (85%) a fosfomicina. Todos
estes sdo antibidticos usados na terapia combinada no tratamento de infeccbes
causadas por enterobacteriaceae (CHEW et al., 2017).

Para as classes dos beta-lactamicos observa-se um perfil de resisténcia as
cefalosporinas de 22 geracdo (100% cefuroxima/25% cefoxitina), cefalosporinas de 32
geracdo (100% ceftriaxona/67,5% ceftazidima), as cefalosporinas de 4% geracéo
(47,5% cefepima), a penicilina (62,5% piperacilina/tazobactam e (97,5%) ampicilina
sullbactam), sendo os dois ultimos beta-lactdmicos com inibidores de beta-lactamases.

A aquisicdo de K. pneumoniae multirresistentes adquiridas em ambiente
hospitalar tem sido uma ameaca para a clinica e o teste de sensibilidade € o passo
inicial para a implementacdo do tratamento adequado (YASIN et al., 2017).

Dos 40 isolados de K. pneumoniae, oito (20%) apresentaram resisténcia a

carbapenémicos pelo método automatizado. Somente o isolado AMKP6 nao se
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demonstrou resistente aos carbapenémicos pelo método de microdiluicdo em quando
comparado com resultado do método alto automatizado. A resisténcia dos isolados
AMKP4 e AMKP10 as polimixinas foi comprovada pelo método da microdiluicdo em
caldo.

As K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos tém sido relatadas em
outros estudos nos hospitais de algumas regides do Brasil, que demonstram elevada
frequéncias do perfil de resisténcia dessa espécie (BIBERG et al., 2015; DALMOLIN
et al., 2017). Em estudos anteriores, frequéncia de até 50 % de K. pneumoniae com
resisténcia aos carbapenémicos € relatada (ROSSI, 2009; PEREIRA et al., 2013). No
entanto, este nimero pode ser subestimado devido a falta de estudos epidemioldgicos

na regido, podendo a incidéncia de casos ser maior.

ERT [ g

IMI J—l 8
MER J—l 8

TGC IO

cL | 3

PB | 3

cp | 28
XM | 40
FOX 10

CAZ | | 1 27
CRO } 40
FEP — 19

GM | 121

AM 4 40
AN [0

TZP | | 1 25
SAM 1 39
FOS J— 34

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Nimero de amostras

Figura 4 - Numero de amostras resistentes a todos os antibioticos testados cada cor representa uma
classe de antibiéticos. ERT = Ertapenem; IMI = Imipenem; MEM = Meropenem; TGC =
Tigeciclina; CL = Colistina; PB = Polimixina B; CIP = Ciprofloxacina; FOX = Cefoxitina;
CAZ = Ceftazidima; CRO Ceftriaxona; FEP = Cefepima; GM = Gentamicina; AM =
Ampicilina; AN = Amicacina; TZP = Piperacilina/Tazobactam; SAM =

Ampicilina/Sulbactam; FOS = Fosfomicina. Fonte: elaborada pela autora
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4.2 Caracteristicas genotipicas

4.2.1 DeteccgOes dos genes que codificam carbapenemases e outras beta-

lactamases

Dentre os genes que conferem resisténcia aos carbapenémicos, o gene blaxpc-
2 foi detectado em 6 (15%) dos 40 isolados estudados (AMKP1, AMKP3, AMKP4,
AMKP7, AMKP9 e AMKP10). AMKP2 e AMKP5 ndo apresentaram nenhum dos
genes de resisténcia aos carbapenémicos pesquisados. A incidéncia de K. pneumoniae
que carregam o gene que codifica a enzima KPC vem aumentando cada vez mais nos
grandes centros de salde do Brasil (GONCALVES et al., 2017).

O surgimento da resisténcia aos carbapenémicos, principalmente entre K.
pneumoniae, € um desafio para a saude em todo o mundo, devido a ampla
disseminacao da resisténcia mediada por plasmideos carreando o gene blakpc (ROJAS
et al.,2017). A enzima KPC tornou-se endémica no Brasil, em vista disso, faz-se
necessario o monitoramento da evolucao epidemioldgica da variabilidade genética dos
clones circulando no pais, com finalidade de auxiliar no controle e diminuicdo da

disseminacéo de bactérias carreando o gene blakpc no territorio nacional.

Os genes blaTtem e blactx-m, que codificam as beta-lactamases TEM e CTX,
respectivamente, foram encontrados simultaneamente em 24 (60%) dos isolados. As
enzimas beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), as quais estdo incluidas as
familias CTX-M, TEM e SHV, apresentam a capacidade de inativar os antibioticos
cefalosporinas (terceira e quarta geracdo), penicilinas e 0s monobactamicos e estéo
comumente associadas a surtos de IRAS (MONSTEIN et al., 2007; BAILEY et al.,
2011; CANTON et al., 2012; ANDRADE et al.; 2017).

Dentre os isolados resistentes a polimixina B e colistina, os genes mcr-1 and
mcr-2 ndo estavam presentes. Atualmente, ja se conhecem 8 variantes do gene mcr que
transmite resisténcia as polimixinas atraves de plasmideos (LIU et al., 2016;
FERNANDES et al., 2016; XAVIER et al., 2016; BOROWIAK et al., 2017; WANG

et al., 2018). No entanto, ndo pudemos testar todos neste estudo.
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4.2.2 Perfil de clonalidade das amostras e determinacéo das linhagens

A tipagem molecular por PFGE agrupou os isolados em 12 pulsotipos
(denominados de A a L). O pulsotipo A foi prevalente, contendo 20 (50%) isolados
analisados, porém nem todos isolados de cada pulsotipo tinham 100% de similaridade
e, por isso, pulsotipo foram subdivididos em subtipos. Por exemplo, o pulsotipo A foi
dividido em 13 subtipos (Al - A13). O subtipo Al foi o predominante, demonstrando
uma possivel disseminacao da linhagem entre os pacientes do hospital. Cinco isolados
resistentes aos carbapenémicos com gene blakpc-2 estdo inseridos no subtipo Al e um
isolado no L1.

Isolados do pulsotipo A séo do tipo de sequéncia (ST) ST11, do complexo
clonal CC258, encontrado em hospitais de todo o mundo (CASTANHEIRA et al 2012;
PITOUT et al 2015). O complexo clonal CC258 foi o prevalente, seguido pelo CC17
e CC23; o CC258 vem sendo relatado em outros estudos em hospitais no Brasil
(ANDRADE et al 2011; BARTOLLETI et al 2016; SAMPAIO, J. L. e Gales, A. C.
2016; CASELLA et al 2018)

Neste presente estudo, quatro novos ST’s foram identificados: ST2540,
ST2308, ST2258 e ST2307 (Figura 5 e Tabela 6) e foram depositados no banco de
dados do MLST de K. pneumoniae do Instituto Pasteur. ST11, ST307, ST48, ST13,
ST320, ST17 pertencem ao CC258 que € considerado de alto risco (ANDRADE et al.,
2011; GOMEZ et al., 2011; Ql et al., 2011; PEREIRA et al., 2013).
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Tabela 6 - Perfil alélico e resultado do Tipo da Sequéncia das amostras analisadas pelo MLST dos

clones da amostragem dos isolados bacterianos do hospital.

Isolado gapA infB mdh pgi PhoE rpoB tonB ST CC
AMKP1 3 3 1 1 1 4 11 258
AMKP5 3 3 1 1 1 4 11 258
AMKP6 3 3 1 1 1 4 11 258
AMKP9 50 19 147 20 150 18 4 2307 17
AMKP10 3 3 1 1 1 4 11 258
AMKP19 4 1 11 9 10 9 2258 23
AMKP20 3 6 2 1 7 4 41 320 17
AMKP27 42 22 55 125 103 20 173 2308 258
AMKP35 2 5 2 2 7 1 10 48 258
AMKP38 2 3 1 1 10 106 19 13 258
AMKP46 3 1 2 52 1 1 7 307 17
AMKP26 2 1 1 1 4 4 17 17
AMKP28 3 1 1 5 4 4 6 2540 17
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Figura 5 - Dendrograma de similaridade genética e anélises fenotipicas e genotipicas dos isolados de K.

pneumoniae.

U = Urina; SN = Secre¢do Nasal; HM = Hemocultura; AT = Aspirado

Traqueal; ST = Secre¢do Traqueal; SE = Secrecdo de Empiema; SU, Secre¢des de Ulcera de

pressdo; LB = Lavado bronquico coleta DC = Data da coleta; PFGE = pulsotipo; ST = Tipo

de Sequéncia; CC = Complexo Clonal; SP = Sem Procedéncia; ERF = Enfermaria; UTI =

Unidade de terapia intensiva; CC = Centro cirdrgico; SE = Sala de emergéncia; ERT =

Ertapenem; IMI = Imipenem; MEM = Meropenem; TGC = Tigeciclina; CL = Colistina; PB
= Polimixina B; FOS = Fosfomicina; AM = Ampicillina; AN = Amicacina, CAZ
Ceftazidima, CIP = Ciprofloxacina; CRO = Ceftriaxona; CXM = Cefuroxima; FEP
Cefepima; FOX = Cefoxitina; GM = Gentamicina; SAM = Ampicillina/Sulbactam; TZP

Piperacillina/Tazobactam; ERF = Enfermaria; U = Urina; SN = Secrecdo Nasal; HM

Hemocultura; AT = Aspirado Traqueal; ST = Secre¢do Traqueal, SE = Secrecdo de

Empiema; SU, Secrecoes de Ulcera de pressdo; LB = Lavado bronquico. As cores em marron-

claro representa as linhagens com a presenca do gene blakec-2, em vermelho resistente,

amarelo intermediério e verde sensivel. Fonte: elaborada pela outora
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4.2.3 Andlises dos genomas

A caracterizacdo do ambiente genético do gene blakec foi realizada
anteriormente por PCR como descrito por NAAS et al 2008. No entanto, um ambiente
genético distinto carreando o gene blakpc-2 foi detectado e ndo era compativel com o
Tn4401, tradicionalmente encontrado no Brasil e no mundo. Por isso, 0 genoma da
amostra AMKP10 foi sequenciado, resultando em uma cobertura de 497,44x com total
de 73 contigs depositado no NCBI (Numero de acesso NGKQO00000000). AMKP5 e
AMKP2 apresentam 97,4% de similaridade por PFGE e ambas sdo resistentes aos
carbapenémicos, mas ndo apresentavam os genes de resisténcia pesquisados. Por isso, 0
genoma da AMKPS5 foi sequenciado e resultou em cobertura de 498,14x com total de 63
contigs (NUmero de acesso NCBI NGKP00000000). Genes que conferem resisténcias
adquiridas a diversas classes de antibioticos, incluindo os beta-lactdmicos foram

encontradas em ambas as amostras (Tabela 7 e Tabela 8).

Tabela 7 - Genes adquiridos que conferem resisténcia a antibioticos encontrados pelo Resfinder no genoma
da amostra K. pneumoniae AMPK10.

Genes de resisténcia Identidade (%0) Atibioticos afetados NUmero de acesso
aph(3")-la 100 aminoglicosideos V00359
aac(3)-lla 99,77 aminoglicosideos JQ364967
blacrx-m-s 100 betalactdmicos AF189721
blactx-m1s 100 betalactamicos DQ302097

blaspv-11 100 betalactdmicos HM751098
blaoxa-1 100 betalactamicos J02967
blaap2 0 betalactamicos

fluoroquinolonas e

aac(6")lb-cr 100 aminoglicosideos DQ303918
fosA 97,14 fosfomicina NZ_AFB0O01000747
mph(A) 100 macrolideos D16251
catB3 99,84 cloranfenicol AJ009818
gnrS1 100 quinolonas AB187515
OgXA 100 quinolonas EU370913
ogxB 100 quinolonas EU370913
sull 100 sulfonamide AJ517790
tet(A) 100 tetraciclina AJ517790
dfrA12 100 Trimetoprima AB571791

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 8 - Genes que conferem resisténcia adquiridas aos antibiéticos encontrados pelo

Resfinder no genoma da amostra K. pneumoniae AMPKS.

Identidade NuUmero de acesso
Genes de resisténcia (%) Antibidticos afetados
aph(3")-la 100 aminoglicosideos V00359
aac(3)-lla 99,77 aminoglicosideos X51534
blactx-m-15 100 betalactamicos DQ302097
blashv-11 100 betalactdmicos HM751098
blaoxa-1 100 betalactdmicos J02967
blarem-1s 100 betalactdmicos JF910132
fluoroquinolonas e
aac(6")lb-cr 100 aminoglicosideos EFe3odel
FosA 97,14 fosfomicina NZ_AFBO01000747
mph(A) 100 macrolideos D16251
catB3 99,84 Cloranfenicol AJ009818
gnrB19 100 quinolonas HM146784
OgxA 100 quinolonas EU370913
OgxB 100 quinolonas EU370913
ARR-3 100 rifampicina JF806499
sull 100 Sulfonamide AY224185
sul2 100 Sulfonamide GQ421466
dfrA26 100 Trimetoprima AM40315

Fonte: elaborada pela autora

As beta-lactamases de classe A (TEM-1, SHV-1, CTX-M, SME e KPC),
tiveram um sucesso epidemiolégico particular devido a propagacao das linhagens clonais
que carregam plasmideos epidémico os quais, sdo bastante comum em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (BEVAN et al., 2017; WOERTHER et al., 2012).
Seus reservatorios sao seres humanos, animais e alimentos. Nos quais, sdo encontrados
diversos genes de resisténcia aos antibioticos, incluindo os beta-lactamicos (BEVAN et
al.,2017).

A presenca dos genes blacTtx-m-15, blasnv-11, blaoxa-1 e, blatem-1s corrobora com os
resultados fenotipicos que caracterizam resisténcias aos beta-lactdmicos de amplo

espectro em ambas as amostras. As grupo da enzima CTX-M é disseminado em todo os
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continentes, sendo que a variante é predominante é blacTx-m-15, seguida de blacTx-m-14 €
blactx-m-2 (BEVAN et al.,2017).

A presenca dos genes blacTtx-m-15, blasnv-11, blaoxa-1 e, blatem-1s corrobora com os
resultados fenotipicos que caracterizam resisténcias aos beta-lactdmicos de amplo
espectro em ambas as amostras. As grupo da enzima CTX-M é disseminado em todo os
continentes, sendo que a variante predominante é blactx-m-15, seguida de blactx-m-14 €
blactx-m-2 (BEVAN et al 2017). A presenca das enzimas beta-lactamases nas bactérias
dos ambientes hospitalares no Brasil vem sendo descrita desde o ano de 2000 (BONNET
et al 2000). Linhagem com perfil de resisténcia aos beta-lactamicos tem sido descrita com
elevada taxa, tanto em ambiente hospitalar como na comunidade (SILVA et al 2012;
SAMPAIO e GALES, 2016; DROPA et al 2016; SAMPAIO et al 2016; Casella et al
2018). Frequentemente uma diversidade de genes de resisténcia aos antibidticos podem
ser propagados por disseminacdo de clones de alto risco e por elementos genéticos
moveis, provocando surtos nos ambientes hospitalares em muitos paises (MATHERS,
PEIRANO, et al 2015) (NAVON-VENEZIA et al 2018). Os genes que codificam as
ESBLs constantemente estdo sendo descritos no Brasil em associacdo a linhagens
produtoras de KPC apresentando um perfil genético de resisténcia a diversos antibioticos,
ressaltando a necessidade de combinac@es terapéuticas (CASELLA et al 2018; AIRES et
al 2017).

Nenhum gene que confere resisténcia aos carbapenémicos foi detectado na
amostra AMKP5 por PCR nem pelo sequenciamento do genoma. No entanto, uma
delecdo de uma regido de 15 pb foi encontrada na regido final da ORF, proxima a regido
3’ da sequéncia de nucleotideos do gene ompK36, que codifica uma porina da AMKP5
quando comparada com sequéncias da linhagem referéncia K. pneumoniae HS11286
(ndmero de acesso CP0032001), que codifica uma porina (Figura 6). A producdo de
carbapenemases, assim como dele¢Oes nas porinas de membrana externa (OMPS)
codificadas pelos genes ompK sdo comumente associadas em linhagens de
Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos (YAFEI YE et al, 2018). As porinas
OmpK35 e OmpK36 permitem a entrada destes antibioticos na célula e por isso, mutacgdes
nestas porinas estdo relacionadas com resisténcia aos carbapenémicos em K. pneumoniae
(SUGAWARA et al.,2016; HAMZAOQUI et al.,2018; YE et al.,2018).
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Figura 6 - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos que codificam a porina OmpK36 do isolado K.
pneumoniae AMKP5 com o da linhagem referéncia K. pneumoniae HS11286. Em cinza,

observa-se a regido onde houve uma dele¢do na AMKPS5. Fonte: elaborada pela autora

Com relacdo a resisténcia as polimixinas observada no isolado AMKP10
detectou-se a insercdo de um elemento de insercdo (IS) da familia IS5 interrompendo o

gene mgrB.

MgrB é um repressor do sistema de dois componentes phoP/phoQ, responsavel
por regular genes que modificam o lipopolissacarideo (LPS), que tem a funcéo de manter
a integridade da membrana celular bacteriana. Alteracdes no LPS consistem em adi¢do
de fosfoetanolamina, deacilacdo do lipideo A, ativacdo de outro sistema de dois
componentes (PmrB/PmrA) e tudo isso resulta em alteracdo da carga da membrana,
deixando-a menos negativa o que leva resisténcia as polimixinas (CANNATELLI et al.,
2013; OLAITAN et al., 2014). A insercdo encontrada no mgrB em AMKP10 explica sua
resisténcia a PB e CL. A amplificacdo do gene mgrB das amostras AMKP4 e AMKP32
mostra que apenas o0 gene da AMKP4 apresentou tamanho aumentado cujo
sequenciamento indicou a mesma inser¢do. O mecanismo de resisténcia as polimixinas
da amostra AMKP32 ainda precisa ser identificado visto que, atualmente o nimero de

casos de resisténcia as polimixinas vem aumentado no ambiente hospitalar.
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4.2.4 Analise do ambiente genético do gene blakprc

O gene blakpc2 da AMKP10 foi encontrado em um NTEkpc contendo:
AISKpn6/blakpc-2/tnpA-1SKpn27/tnpR-Tn3/tnpA-ISEc63-like associado ao Tnl722. A
partir de primers desenhados baseados nesta sequéncia, detectou-se 0 mesmo ambiente
genético em todas as amostras resistentes aos carbapenémicos deste estudo.

Este ambiente genético e algumas variacdes do mesmo ja foram descritos
anteriormente em plasmideos isolados na China (SHEN et al.,2009; CHEN et al., 2014;
WANG et al. 2015; SHEN et al. 2016; CHEN et al., 2014) que classificaram 0s NTEkpc
em 3 grupos (NTEkec I, 1l e 111) (Figura 7).
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Figura 7 - Estrutura esquematica do ambiente genético do gene blakec em estudos anteriores realizados

para comparar em linhagens analisadas. Fonte: CHEN et al., 2014
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O ambiente genético encontrado na amostra AMKP10 é muito parecido com
aquele no plasmideo pKP048 que foi classificado como NTEkpc-la (Figura 7). Existem
duas diferencas entre o ambiente genético encontrado na AMKP10 daquele presente no
pKP048: 1) a transposase da familia Tn2 encontrada no pKP048 apresenta uma identidade
de 64,4 % com aquela no isolado AMKP10, identificada como ISEc63-like pelo ISFinder;
2) mutacdes foram identificadas na regido intergénica entre o blakpc-2 € ISKpn27, porém
elas ndo afetam as regides promotoras P1 e P2 descritas no ambiente genético baseado no
Tn1722 do plasmideo pKP048 (SHEN et al., 2009; WANG et al.,2015), numero de
acesso: FJ628167.2 (Figura 8).

Recentemente, CERDEIRA et al. (2017) identificaram um ambiente genético
parecido com NTEkec Ic, que inclusive, j& havia sido encontrado em um isolado do
Sudeste do Brasil (RAMOS et al.,2014; CHEN et al.,2014). O gene repA esta intacto no
NTEkec-Ic e encontra-se interrompido na AMKP10. Com isso, demonstra-se que 0s
ambientes genéticos encontrados nestas amostras brasileiras ndo sdo uma variagdo um do
outro seguidos de disseminacdo recente, mas provavelmente sdo frutos de variacdes a
partir de um ancestral comum mais distante, mesmo elas sendo de linhagens do mesmo
CC17.
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GTCTGACGCT CAGTGGAACG AAAACTCACG TTAAGGGATT TTGGTCATGA GATTATCAAA AAGGATCTTC ACCTAGATC-
13.500 13,520 13.540 13,560
| | | |

TTGTCTCATG AGCGGATACA TATTTGAATG TATTTAGAAA AATAAACAAA TAGGGGTTCC GCGCACATTT CCCCGAAAAG

~TGTCTCATG AGCGGATACA TATTTGAATG TATTTAGAAA AATAAACAAA TAGGGGTTCC GCGCACATTT CCCCGAAAAG
13.580 13.600 13.620
| | 1 ISKpn27
TGCCACCTGA CGTCTAAGAA ACCATTATTA TCATGACATT AACCTATATG TCAAGAC

TGCCACCTGA CGTCTAAGAA ACCATTATTA TCATGACATT AACCTATATG TCAAGAC
l

— P2

Figura 8 - Alinhamento dos ambientes genéticos do gene blakpc.2 do plasmideo pKP048 (nUimero de
acesso: FJ628167.2) e do plasmideo pAMKP10. (nimero de acesso:NGKQO00000000) as setas
brancas representam sequéncias de codificagdo (CDS), e sua direcdo € compativel com a da
transcricdo. A fita consenso foi suprimida e abaixo das CDSs, as barras em tons de cinza mostram
onde h&a mutacOes e em branco onde as bases sao 100% conservadas. O alinhamento da regido
intergéncia esté destacado mostrando as diferencas nas bases de pKP048 e pAMKP10 e a posi¢do
das regides promotoras P1 e P2.

4.2.5 Caracterizacgdo do plasmideo da amostra AMKP10

O plasmideo que contém o gene blakpec-2 foi identificado e denominado pAMKP10. Ele
tem um tamanho de 48,454 pb e apresenta genes rep pertencentes ao grupo de
incompatibilidade IncX5 (Figura 9). Os plasmideos IncX apresentam caracteristicas
morfoldgicas intrinsecas que facilitam sua habilidade de propagacdo e manutengdo em
outras células, além de perfil de resisténcia aos antibidticos de ultimo recurso disponiveis
na clinica entre as Enterobacteriaceae (JOHNSON et al.,2012); (BUSTAMANTE e
IREDELL, 2017). Assim, pelo sequenciamento do genoma foi possivel identifica-lo e se
verificou a presenca de genes Uteis para a conjugacao como genes tra e virB. A capacidade

de conjugacéo foi avaliada através de experimentos de conjugacao in vitro.
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Com os primers desenhados a partir da sequéncia do pAMKP10, verificou-se que todas
as outras amostras apresentaram o mesmo plasmideo. Como ele foi detectado em 2
linhagens diferentes, ST11 e ST2307, observa-se que houve disseminagdo do NTEkpc
tanto por plasmideo através do pAMKP10, como clonal através da linhagem ST11 A
linhagem ST11 é uma das linhagens mais bem adaptadas ao ambiente hospitalar em todo
mundo e a insercdo do plasmideo IncX5 nesta linhagem representou uma importante

complementacéo

viB5 < } pAMKP10
48 454 pb

virB6 ' Estrutura

central

Figura 9 - Esquema da estrutura do plasmideo conjugativo pAMKP10. As cores sdo baseadas na
classificacdo de acordo com suas fungdes: genes de adaptacdo em vermelho, replicacdo em

verde, propagacdo em azul e estabilidade em rosa. Fonte: elaborada pela autora
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A transferéncia dos plasmideos carregando o gene blakec2 nos isolados
AMKP1, AMKP3, AMKP4 e AMKP10 por conjugacdo para E. coli J53 ocorreu nas
frequéncias de 2,3 x 108, 6,43 x 108, 1,31 x 107 e 8,23 x 102, respectivamente. Essas
frequéncias séo baixas e similares as descrita por (CAMPQOS, 2013). A baixa frequéncia
em E. coli pode ocorrer por vérias caracteristicas inerentes da linhagem, tais como, fatores
fisicos e quimicos do meio de crescimento e caracteristicas conjugativas do plasmideo
(GRIFFITHS et al.,2000). Além disso, os plasmideos que abrigam o gene blakpc-2 dos
isolados AMKP7, AMKP9 e AMKP10 também foram transformados em E. coli DH5-q.
Todas as linhagens de E. coli conjugadas ou transformadas tornaram-se resistentes aos
principais carbapenémicos testados caracterizando um potencial de resisténcia mediado

pelo plasmideo pAMKP10 carreando o gene blakpc-2 (Tabela 9).

Tabela 9 - Valores da CIM das E. coli transconjugantes e transformantes para os trés carbapenémicos

demonstrando a elevada capacidade de transferéncia do plasmideo carreando o gene blakpc-2

CIM (mg/L)
Isolados Ertapenem Imipenem  Meropenem
AMKP1 >512 >512 512
AMKP3 >512 >512 >512
AMKP4 >512 >512 >512
AMKP7 >512 >512 512
AMKP9 64 64 32
AMKP10 512 512 512
Transconjugantes e _ Meropenem
Transformantes Ertapenem  Imipenem
E. coli J53 0,125 1 0,125
E. coli DH5-a 0,06 0,5 0,06
E. coli J53 (p)AMKP1) >512 >512 >512
E. coli J53 (p)AMKP3) 512 64 512
E. coli J53 (pDAMKP4) 512 512 >512
E. coli DH5-a (pAMKP7) >512 >512 >512
E. coli DH5-a (pAMKP9) 16 8 >512
E. coli J53 (PAMKP10) >512 512 >512

Fonte: elaborada pela autora
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5. CONCLUSOES

v

O subtipo A1, relacionado com ST11 (CC258), foi o predominante entre 0s
subtipos do pulsotipo A. Inclusive, houve uma disseminacdo do subtipo Al entre
8 pacientes caracterizando um possivel surto no hospital nesse periodo;

Quatro novos STs foram identificados neste estudo: ST2540, ST2308, ST2258 e
ST2307;

Nenhuma amostra era resistente a tigeciclina, apesar de algumas terem sido
classificadas como resistentes pelo método automatizado havendo discordancia
com os resultados realizados no laboratdrio;

Todas as amostras foram resistentes ou apresentaram resisténcia intermediaria a
fosfomicina;

Apenas 3 isolados (7,5%) apresentaram resisténcia a polimixina B e colistina, mas
ndo tinham os genes mcr-1 ou mcr-2. Isolados AMKP10 e AMKP4 apresentaram
insercdo de 1S5 no gene mgrB;

blarem e blactxm foram detectados na maioria das amostras.
Dentre os genes que codificam as principais carbapenemases, apenas blakpc-2 foi
encontrado.

Um novo NTEkpc foi identificado contendo a seguinte estrutura em um plasmideo
IncX5: AISKpn6/blakpc-2/tnpA-1SKpn27/tnpR-Tn3/tnpA-1SEc63-like em
associacdo com Tnl722;

O mesmo plasmideo foi encontrado em todas as amostras em que blakpc foi
detectado;

Plasmideos carreando este novo NTEkpc conjugaram apenas a partir de isolados
da linhagem ST11 e em baixas frequéncias para E. coli J53, tornando-as resistentes
aos carbapenémicos.

A presenca de blakpc-2 nas amostras deste estudo corrobora com o fato de que a
variante blakpc-2 € ainda a mais encontrada no pais. No entanto, agora blakpec tem
sido encontrado em outros elementos genéticos e em plasmideos de diferentes
grupos de incompatibilidade, cujos papéis na disseminacdo da resisténcia

permanece a ser esclarecido
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APENDICE 1 Caracteristicas genotipicas e perfil de sensibilidade de linhagens de K. pneumoniae isoladas do hospital em Manaus.

Concentragcao inibitéria minima (CIM) pelo método Resultado do teste de sensibilidade do Vitek®2
de microdiluicdo em caldo (pg/ml) (ng/ml)

Isolados DC EC PFGE ST cc ERT IPM MEM TGC CcL PB FOS AM AN CAZ CIP CRO CXM FEP FOX GM SAM TZP
AMKP1 31/05/2015 U Al 11 258 2 16
AMKP36 14/05/2015 U Al <=0,5 <=0,25 <=0,25 2 8
AMKP4 13/05/2015 SN Al 11 258 0,5 16
AMKP10 10/05/2015 HM Al 11 258 0,5 16
AMKP7 07/04/2015 U Al 05 16
AMKP3 18/03/2015 AT Al 05 16
AMKP24 26/02/2015 U Al 05 4
AMKP14 26/02/2015 ST Al <=0,5 <=0,25 <=0,25 05 8
AMKP22 25/02/2015 U A2 <=0,5 <=0,25 <=0,25 2 8
AMKP6 26/05/2015 U A3 11 258 1 1 0.125 2 4
AMKP41 21/01/2015 U Ad <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 8
AMKP43 14/01/2015 U A5 <=0,5 <=0,25 <=0,25 05 <=2
AMKP32 16/04/2015 U A6 <=0,5 <=0,25 <=0,25 0,03 16
AMKP2 25/05/2015 U A7 1 0,01 <=2
AMKP5 15/05/2015 U A8 11 258 2 0,25 4
AMKP42 27/05/2015 U A9 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 0,25 0,03 <=2
AMKP15 13/05/2015 SN A10 <=0,5 <=0,25 <=0,25 0,03 0,5 0,06 <=2
AMKP39 05/03/2015 SuU All <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 0,06 0,125 4
AMKP21 24/02/2015 U Al2 <=0,5 <=0,25 <=0,25 2 0,25 0,25 4
AMKP23 26/02/2015 U A13 <=0,5 <=0,25 <=0,25 2 1 0,25 <=2
AMKP45 06/04/2015 HM B1 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 0,125 0,125 <=2
AMKP31 13/04/2015 SE c1 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 2 4 <=2
AMKP29 01/04/2015 U c2 <=0,5 <=0,25 <=0,25 0,03 2 0,06 <=2
AMKP46 21/01/2015 u D1 307 17 <=0,5 <=0,25 <=0,25 2 0,125 0,06 <=2
AMKP35 04/05/2015 u El 48 258 | <=0,5 <=0,25 <=0,25 0,03 0,25 0,125 <=2
AMKP40 17/04/2015 ST E2 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 0,125 0,125 16
AMKP33 11/05/2015 U E3 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 0,25 2 <=2
AMKP44 23/02/2015 U E4 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 1 05 4
AMKP16 20/05/2015 U F1 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 05 0,5 4
AMKP34 15/05/2015 U F2 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 0,25 0,01 4
AMKP28 11/03/2015 U Gl 2540 17 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 0,06 0,125 <=2

Continua.
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Continuagao

Concentragcao inibitéria minima (CIM) pelo método

Resultado do teste de sensibilidade do Vitek®2

de microdiluicdo em caldo (pg/ml) (ng/ml)
Isolados DC EC PFGE ST cc ERT IPM MEM TGC CcL PB FOS AM AN CAZ CIP CRO CXM FEP FOX GM SAM TZP
AMKP13 01/01/2015 U G2 <=0,5 >=0,25 >=0,25 0,03 0,06 0,125
AMKP30 19/03/2015 U G3 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 2 0,125
AMKP38 22/05/2015 ST H1 13 258 <=0,5 <=0,25 <=0,25 0,5 0,06 0,06
AMKP37 19/05/2015 U 11 <=0,5 <=0,25 <=0,25 2 0,5 0,5
AMKP27 18/03/2015 ST 12 2308 258 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 0,125 0,06
AMKP20 23/02/2015 U J1 320 17 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 05 0,5
AMKP26 26/03/2015 U K1 17 17 <=0,5 <=0,25 <=0,25 0,03 0,06 0,125
AMKP19 15/02/2015 U K2 2258 23 <=0,5 <=0,25 <=0,25 1 4 2
AMKP9 08/01/2015 LB L1 2307 17 0,01 0,01

DC = Data da coleta; EC = Espécime clinico; PFGE = pulsotipo; ST = Tipo de Sequéncia; CC = Complexo Clonal; ERT = Ertapenem; IPM = Imipenem; MEM = Meropenem;
TGC = Tigeciclina; CL = Colistina; PB = Polimixina B; FOS = Fosfomicina; AM = Ampicillina; AN = Amicacina, CAZ = Ceftazidima, CIP = Ciprofloxacina; CRO =
Ceftriaxona; CXM = Cefuroxima; FEP = Cefepima; FOX = Cefoxitina; GM = Gentamicina; SAM = Ampicillina/Sulbactam; TZP = Piperacillina/Tazobactam; ERF =
Enfermaria; U = Urina; SN = Secrecéo Nasal; HM = Hemocultura; AT = Aspirado Traqueal; ST = Secre¢do Traqueal; SE = Secre¢do de Epiema; SU, SecrecGes de Ulcera de
pressdo; LB = Lavado brénquico coleta.
* As cores em vermelho representa resisténcia, amarelo intermediario e verde sensivel.
* Pontos de cortes analisados pelo CLSI 2017.
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