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RESUMO

O aumento nas taxas de infecgdo por K. pneumoniae produtoras de KPC tornou-se um
sério problema de salude publica mundial. Estas enzimas hidrolizam carbapenémicos,
oxyimino-cefalosporinas, cefamicinas e ndo sdo inibidas por inibidores das p-lactamases tais
como o &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam. Além disso, em plasmideos que carreiam
0 gene blakpc, geralmente sdo encontrados genes de resisténcia a outros antimicrobianos,
como quinolonas e aminoglicosideos. Deste modo, o objetivo deste estudo foi investigar, de
forma comparativa, a presenca de genes de resisténcia aos aminoglicosideos, quinolonas e f3-
lactamicos entre K. pneumoniae produtoras de KPC, provenientes de diversos hospitais da
cidade de S&o Paulo e de um hospital terciario localizado em S&o José do Rio Preto, regido
noroeste do estado de S&o Paulo. A similaridade genética e a relagdo clonal entre as cepas
isoladas em cada regido também foram determinadas. Foram estudadas cem cepas de K.
pneumoniae produtoras de KPC, sendo cinquenta de hospitais da cidade de S&o Paulo,
armazenadas na colecdo do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, denominadas SP, e cinquenta
do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, denominadas KP. O gene blactxm foi
detectado em 76% das cepas KP e em 58% das cepas SP. Entre as cepas KP, 68,4%
apresentaram blactx-m-15, 23,7% blactx-m-2, 2,6%% blactx-m-s9, 2,6% blactx-m-15 € blacTx-m-s9
simultaneamente e 2,6% nao identificado. Entre as cepas SP, 51,7% apresentaram blactx-m-2,
37,9% blacTtx-m-15, 2,5% blactx-m-15 € blacTx-m-2 Simultaneamente e 5% blactx.m-14. DOS sete
genes de AMEs investigados, foram detectados cinco, sendo aph(3°)-VI, aph(3')-la, aac(6’)-
Ib, aac(3)-1a e aac(3)l1a, distribuidos entre 95% das cepas, sem diferenca entre KP e SP. Dos
sete genes de metiltransferases 16S RNAr, apenas o gene rmtB foi detectado, em duas cepas
SP. Quanto aos genes determinantes de resisténcia as quinolonas, 42% das cepas KP e 14%
das SP apresentaram gnrB. O gene ogxAB foi encontrado em 56% e 2% das cepas SP e KP,
respectivamente. Evidenciou-se ampla diversidade genética nos perfis obtidos por ERIC-PCR.
A analise das sequencias obtidas por MLST mostrou predominio do ST11 entre as cepas SP e
de ST340 entre as cepas KP, com uma maior diversidade de ST encontrada nas cepas KP. A
deteccdo simultanea de um ou mais genes de resisténcia a diferentes antimicrobianos em um
mesmo isolado, enfatiza o impacto que genes transmitidos por plasmideos causam

especialmente no ambiente hospitalar.

Palavras-Chave: K. pneumoniae. KPC. Resisténcia. Quinolonas. Aminoglicosideos.
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ABSTRACT

The increase in infection rates by KPC producing K. pneumoniae is a serious global
public health problem. These enzymes hydrolyze carbapenems, oxyimino-cephalosporins,
cephamycins, and B-lactamase inhibitors such as clavulanic acid, sulbactam and tazobactam.
In addition, the plasmids carrying blakKPC genes generally harbor other antimicrobial
resistance genes. Thus, the aim of this study was to investigate, in a comparative way, the
presence of genes conferring resistance to aminoglycosides, quinolones and p-lactams
between KPC producing K. pneumonia from various hospitals in S&o Paulo City and from a
tertiary hospital located in Sao Jose do Rio Preto, northwest of Sdo Paulo state. The genetic
similarity and the clonal relationship among strains were also determined. One hundred
isolates were studied: fifty from different hospitals in S&o Paulo (named SP), and fifty from
the “Hospital de Base de Séo José do Rio Preto” (named KP). The blaCTX-M gene was
detected in 76% of the KP strains and in 58% of the SP strains. Among the KP strains, 68.4%
had blaCTX-M-15, 23.7% blaCTX-M-2, 2.6% blaCTX-M-59, 2.6% blaCTX-M-15 and
blaCTX M-59 simultaneously, and 2.6% were unidentified. Among the SP strains, 51.7%
presented blaCTX-M-2, 37.9% blaCTX-M-15, 2.5% blaCTX-M-15 and blaCTX-M-2
simultaneously, and 5% blaCTX-M-14.

Regarding the genes for AMEs, among the seven types investigated, five were detected: aph
(3) -VI, aph (3') - la, aac (6) - Ib, aac (3) -la and aac (3) lla were detected among 95% of
the strains, and no difference was observed between KP and SP strains. Among the seven
genes for 16S rRNA methyltransferases, only the rmtB was detected, in two SP strains.
Concerning genes that determine resistance to quinolones, 42% of he KP and 14% of the SP
strains showed gnrB. The ogxAB gene was detected in 56% and 2% of the SP and KP strains,
respectively. Molecular typing by ERIC-PCR revealed that genetically diverse strains cause
infecions in the studied hospitals, and occurence of transmission among patients was
demonstred by observation of strains presenting 100% similarity. Analysis by MLST
technique indicated that ST11 is prevalent among SP strains, while ST340 is prevalent among
KP strains. Higher ST diversity was observed among KP strains. The simultaneous detection
of one or more antimicrobial resistance genes in the same isolate shows how mobility may

impact the evolution of resistance in the hospital environment.

Keywords. K. pneumoniae. KPC. Resistance. Quinolones. Aminoglycosides.
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1. INTRODUCAO

1.1 Klebsiella pneumoniae e as infeccOes r elacionadas a assisténcia a saude (IRAS)

Klebsiella pneumoniae ¢ um bacilo Gram-negativo, da familia Enterobacteriaceae,
ubiquo na natureza, comumente encontrado na agua, esgoto, solo, plantas e também como
saprofita das mucosas da nasofaringe e trato gastrointestinal de seres humanos e animais
(PODSCHUN, ULMANN, 1998; KONEMAN et al, 2001; TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). Nas ultimas décadas, tornou-se um importante agente de infeccdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS), e tem se destacado como uma das espécies de Enterobacteriaceae
mais frequentemente associadas as infecgdes oportunistas, principalmente em individuos
imunossuprimidos ou com doencgas de base, tais como infec¢oes de feridas, intra-abdominais,
dos tratos urinario e respiratorio, além de sepse. E um dos principais agentes de infeccdes em
unidades de terapia intensiva (UTI) (TSAI et al., 2014), destacando-se como importante causa
de surtos em UTI neonatal (GISKE et al., 2008; CASSETTARI et al., 2009; GARBATI, AL
GODHAIR, 2013; MOAYEDNIA et al., 2014).

Em pacientes colonizados ou com infeccdo, K. pneumoniae atua como reservatorio
para a transmissdo horizontal de genes de resisténcia. Além disso, a transmissdo cruzada entre
pacientes, uma importante causa de surtos tanto por um Unico como por multiplos clones de
K. pneumoniae, é intermediada por maos de profissionais de salde e fomites, e favorecida
pela capacidade de sobrevivéncia desta bactéria no ambiente (FRENCH et al, 1996;
GAILLOT et al.,, 1998; GNIADKOWSKI et al., 1998; BABINI, LIVERMORE, 2000;
MULVEY et al, 2004; BOSZCZOWSKI et al, 2005; MARTINS et al, 2006; CASSETTARI
et al, 2006; CASSETTARI et al., 2009).

Um aspecto importante das infeccdes por K. pneumoniae é a resisténcia a diversos

antimicrobianos, que dificulta o tratamento e resulta em altos indices de morbidade e
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mortalidade (ARDANUY et al., 1998; GARBATI, AL GODHAIR, 2013; TSAl et al., 2014).
Nestas bactérias, a producdo de B-lactamases de espectro estendido (ESBL), que confere
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de terceira geracdo e ao aztreonam é um desafio
terapéutico desde os anos 80 (BUSH, 2001; PATERSON, BONOMO, 2005; MAVROIDI et
al., 2014). Além disso, cepas produtoras de ESBL frequentemente apresentam resisténcia a
outros antimicrobianos (SPANU, 2012). Assim, nas ultimas décadas, os carbapenémicos
(principalmente o imipenem) tornaram-se as principais opc¢des para 0 tratamento
(MARCHIARO et al., 2008; BILAVSKY et al., 2010; LEE, BURGUESS, 2012).

Como consequéncia, em hospitais de todo o mundo, K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos emergiram e se disseminaram com impressionante rapidez. Casos de infeccao
por estas bactérias tem sido relatados mundialmente, e com crescente freqiiéncia no Brasil
(Correa et al., 2013), tornando-se um sério problema de satde publica mundial, pois causam
sdo de dificil tratamento, devido a limitacdo das opcdes terapéuticas (NORDMANN et al.,
2009; ENDIMIANI et al., 2010; CORREA et al., 2013).

No Hospital de Base de Sao José do Rio Preto (HB), a primeira K. pneumoniae
produtora de carbapenemase tipo KPC foi isolada em abril de 2011. Neste ano, ocorreram 11
casos de infeccdo em pacientes admitidos na instituicdo e em 2012, ocorreram 8 casos. Em
2013, observou-se um crescimento importante na freqgiiéncia de isolamento do patogeno,
sendo confirmados 49 casos. JA& em 2014, 212 casos, distribuidos entre UTIs e andares
clinicos e cirurgicos foram confirmados, clinica e laboratorialmente.

No presente estudo, K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e produtoras de
KPC isoladas no HB foram investigadas para determinacdo do perfil de resisténcia aos
principais antimicrobianos utilizados como opcdes terapéutica e para identificacdo de
mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos e quinolonas. Os resultados obtidos com os
isolados do HB foram comparados aos resultados de um grupo de isolados provenientes de

varios hospitais da cidade de Sado Paulo. Estas informacOes sdo de extrema importancia,
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porque o HB é um importante hospital-escola de nivel terciario, que atende a uma populacédo
de 2 milhdes de habitantes. Devido a alta complexidade dos procedimentos realizados
(cirurgias cardiacas, neurocirurgias, atendimento ao trauma, transplantes de rim, figado,
medula 0ssea e cOrnea, entre outros, tratamento de AIDS e fibrose cistica) e a gravidade dos
quadros clinicos dos pacientes atendidos, sdo observadas altas taxas de infec¢des relacionadas
a assisténcia a saude (IRAS). As informacdes geradas por este estudo serdo Uteis para o
entendimento das formas de disseminacdo de K. pneumoniae produtoras de KPC, para a
orientacdo da antibioticoterapia empirica e para o0 estabelecimento dos protocolos de

prevencdo, que resultam na melhoria do prognostico dos pacientes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas taxonémicas e bioquimicas de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae € um bacilo gram-negativo, que mede cerca de 2 um por 0.5
um. E anaerdbio facultativo, ndo esporulado e imével. As caracteristicas bioquimicas comuns
a espécie sdo reacdo de oxidase, indol e ornitina negativas, lisina positiva, fermentacdo da
glicose, reducdo do nitrato, fermentacdo da lactose, utilizacdo do citrato como fonte de
carbono e hidrdlise da uréia, formando gas ou ndo (KRIEG et al, 1984; KONEMAN et al,
2001; TRABULSI, ALTERTHUM, 2008; TORTORA et al., 2012). Pertence a subdivisdo
gamma da classe Proteobacteria. Sua viruléncia esta associada a presenca de capsula
polissacaridica, sistema de captacdo de ferro, adesinas fimbriais e lipopolissarideo
(PODSCHUN, ULMANN, 1998; TRABULSI, ALTERTHUM, 2008; TORTORA et al.,
2012).

Em meios de cultura seletivos e diferenciais, como agar MacConkey, as col6nias de
Klebsiella spp sdo tipicamente grandes, brilhantes, quase sempre de aspecto mucoéide devido a
presenca de capsula e rosado pela fermentacdo da lactose (WINN et al. 2006; TRABULSI
ALTERTHUM, 2008).

O género Klebsiella foi designado por Trevisan em 1885, em homenagem ao
microbiologista alemdo Edwin Klebs (KRIEG et al, 1984). Inicialmente, a classificacdo das
espécies de Klebsiella baseava-se em sua origem ou em caracteristicas de patogenicidade.
Posteriormente, as espécies foram classificadas de acordo com caracteristicas bioquimicas,
baseadas na utilizacdo de determinados substratos e atividades das enzimas. Porém, com o
advento das técnicas moleculares, tornou-se possivel a identificacdo de novas espécies e
reclassificacdo das ja existentes. Assim, houve alteracdo da taxonomia do género, definido

pelas técnicas de sequenciamento e hibrizagdo de DNA, permitindo a identificacdo de cinco
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espécies: K. oxytoca; K. planticola; K. terrigena, K. mobilis e K. pneumoniae (KRIEG et al,
1984; KONEMAN et al, 2001; MARTINEZ et al, 2004). A espécie K. pneumoniae foi
subclassificada em trés subspécies: pneumoniae, ozaenae e rhinoscleromatis, sendo a
subspécie pneumoniae a mais frequentemente isolada (KRIEG et al, 1984; PODSCHUN,

ULLMANN, 1998; MARTINEZ et al, 2004).

2.2 Resisténcia aos p-lactamicos

Os B-lactdmicos séo os antimicrobianos mais importantes e mais utilizados na prética
clinica em todo o mundo. Sua estrutura quimica apresenta um anel B-lactamico, comum em
todos os antimicrobianos desta classe, que pode apresentar-se isolado ou conjugado a outro
anel, resultando em estruturas biciclicas. Neste grupo, encontram-se as penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (DRAWZ, BONOMO, 2010).

O alvo dos B-lactdmicos é a parede celular bacteriana, que é composta por camadas de
peptideoglicanos formados por N-acetilglicosamina e acido N-acetilmuramico, unidos em
reacdo catalisada pelas transglicosilases. As camadas de peptideoglicanos sdo unidas entre si
por ligacGes peptidicas catalisadas por enzimas chamadas transpeptidases. O mecanismo de
acdo dos B-lactdmicos consiste na inibicdo das reacdes de transglicosilacdo e transpeptidacgéo,
resultando na formacdo de camadas de peptideoglicano fracamente ligadas e instaveis, o que
favorece a lise celular (WILKE et. al., 2005; THANBICHLER, SHAPIRO, 2008;
SALAHUDDIN, KHAN, 2014).

A resisténcia aos B-lactamicos ocorre por diversos mecanismos, como altera¢cdes na
afinidade de proteinas ligadoras de penicilina, diminuicdo da permeabilidade da membrana
externa devido & modificacdo da estrutura ou numero de porinas, aumento da atividade de
bombas de efluxo e producdo de p-lactamases, sendo este ultimo o mais importante (BUSH et

al., 2011).
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As B-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactdmico, o que resulta na
geracdo de uma molécula sem atividade antimicrobiana (BUSH, FISHER, 2011). Diferentes
critérios sdo utilizados na classificacdo destas enzimas. As mais amplamente utilizadas
baseiam-se em suas caracteristicas funcionais (BUSH et. al., 1995) ou em sua estrutura
primaria (AMBLER, 1980).

A classificacdo mais comumente usada € a de Ambler, na qual as enzimas séo
distribuidas em quatro classes (A, B, C e D), de acordo com sua sequéncia de aminoacidos
(BUSH et. al., 1995). As enzimas pertencentes as classes A, C e D sdo denominadas serina- 3-
lactamases por possuirem um aminoacido serina em seu sitio ativo, enquanto as enzimas da
classe B sdo denominadas metalo-p-lactamases, pois sdo dependentes de zinco (Zn*?), como
cofator enzimatico (AMBLER, 1980). De acordo com o esquema de Bush, Jacob e Medeiros
(1995), as enzimas sdo classificadas em quatro grupos (1 a 4) com subdivisdes, segundo o
substrato de acdo da enzima e perfil de inibicdo por inibidores de -lactamases.

Um novo esquema de classificacdo das p-lactamases, baseado na atividade hidrolitica
das enzimas frente as cefalosporinas de amplo espectro e carbapenémicos, foi proposto por
Giske e colaboradores (2009) visando facilitar o controle epidemiolégico e melhorar o
entendimento clinico. Neste esquema, as B-lactamases sdo divididas em trés grupos: ESBLa
que inclui as enzimas da classe A de Ambler e grupo 2be de Bush-Jacob-Medeiros, ESBLy
que inclui as enzimas AmpC e OXA e ESBLcarsa que inclui as enzimas com atividade
hidrolitica contra carbapenémicos. Subsequentemente, cada grupo é subdividido em diferentes
classes, segundo suas caracteristicas fenotipicas, genotipicas e epidemiologicas. A figura 1,

reproduzida de Giske e colaboradores (2009), demonstra o novo esquema de classificacao.
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ESBLA ESBLy ESBL carea
Alta prevaléncia ESBLy.c (AmpC plasmidial) ESBLcareaa
CTX-M CMY KPC
TEM-ESBLs FOX GES-2,-4, -5, -6, -8
SHV-ESBLs MIR NMC
VEB MOX SME
PER DHA IMI-1, -2
LAT
BIL
ACT
ACC
Classesde  ["Rajxa prevaléncia ESBLy.p (OXA-ESBL) ESBL carens (MBL)
B-lactamases
GES-1, -3, -7,-9 OXA Grupo 10 IMP
SFO-1 OXA Grupo 13 VIM
BES-1 OXA Grupo 2 SPM-1
BEL-1 Oxa-18 GIM-1
TLA Oxa-15 SIM-1
IBC AIM-1
CMT ESBLcarea-p (OXA-
Carbapenemase)
OXA Grupo 23
OXA Grupo 24
OXA-48
OXA Grupo 58
N&o susceptivel a N&o susceptivel a N&o susceptivel a
cefalosporinas de amplo cefalosporinas de amplo cefalosporinas de amplo
espectro espectro espectro e a pelo menos
um carbapenémico
E E
Definicdo E
operacional Sinergismo com Deteccao fenotipica (ESBLy.c)

Clavulanato

Ou

Deteccdo genotipica (ESBLy.p)

Deteccéo fenotipica e/ou
genotipica de ESBLcarsa

Figura 1. Novo esquema proposto para classificacdo das p-lactamases. ESBLs da classe A-2be classificadas sob a
denominacdo ESBL 5; ESBLs miscelania de OXA e AmpC sob a denominacdo ESBL,,;, sendo ESBLy.c: AmpC
e ESBLy.p: OXA; e ESBLs com atividade hidrolitica contra carbapenemicos denominadas ESBLcarga.
Reproduzido de Giske et al., 2009.

Dentre as f-lactamases, um dos grupos mais importantes é o grupo das p-lactamases

de espectro estendido (ESBL). Estas enzimas apresentam a capacidade de hidrolisar a maioria

dos P-lactdémicos,

incluindo-se as cefalosporinas de terceira e quarta geragOes e

monobactamicos, com excecdo das cefamicinas, carbapenémicos e inibidores das [-

lactamases (BUSH, 2010). As ESBLs pertencem a classe A de Ambler e estdo distribuidas no
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grupo 2 de Bush (AMBLER, et al., 1991; BUSH et al., 1995; BUSH, 2001). Sé&o
enzimas muito heterogéneas, com similaridade variando de 20% a 90% entre suas sequencias
de aminoacidos (BONNET, 2004). As mais frequentemente detectadas sdo as pertencentes as
familias TEM, SHV e principalmente CTX-M (YONG et al., 2009; DROPA et al, 2010;
RAMOS et al., 2014).

A freqliéncia de isolamento de K. pneumoniae produtoras de ESBL varia muito de
regido para regido. Pesquisas mostram que as maiores taxas do mundo sdo descritas na India
(>80%) e China (>60%), seguidas pelo leste e sudeste Asiatico (>30%) (HSUEH et al., 2010;
HOBAN et al., 2011). Nos Estados Unidos, a prevaléncia de Enterobacteriaceae produtoras de
ESBL é de aproximadamente 12% e, especificamente em K. pneumoniae chega a 16%
(CASTANHEIRA et al., 2014). Ja na Argentina e no Chile, de acordo com o grupo de
vigilancia SENTRY, a prevaléncia de K. pneumoniae produtoras de ESBL foi superior a 60%
e 59%, respectivamente (GALES et al., 2012). Estudo mais recente, envolvendo paises da
Ameérica Latina, mostrou que 52,4% de K. pneumoniae apresentaram fenotipo tipico de
producdo ESBLs (JONES et al., 2013).

No Brasil, a deteccdo de Enterobactericaeae produtoras de ESBLs ocorre desde 1993,
porém a primeira descricdo de sua ocorréncia foi em 1997, no Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(GALES et al., 1997). Desde entdo, a prevaléncia tem aumentado em decorréncia de sua
expansdo clonal, localizacdo plasmidial dos genes codificadores, e de repetidos eventos
mutacionais (LIVERMORE, WOODFORD, 2006; BROLUND et al., 2014).

Dentre as ESBLs, as enzimas do grupo CTX-M sdo prevalentes em todo o mundo,
tendo sido considerada endémica em Enterobactericaeae (MINARINI et al., 2009; YONG et
al., 2009; DROPA et al., 2010; RAMOS et al., 2014). O surgimento destas enzimas ocorreu
apos a introducdo da cefotaxima, na década de 80. Os primeiros relatos aconteceram na
Alemanha, em 1989, em uma linhagem de E. coli que produzia a enzima denominada CTX-

M-1 (BAUERNFEIND et al., 1990). Posteriormente, durante uma epidemia de infeccdo por
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Salmonella na Argentina, no final da década de 80, foi identificada a primeira variante,
denominada CTX-M-2 (BAUERNFEIND et al., 1990).

As enzimas CTX-M eram inicialmente reconhecidas por hidrolisarem
preferencialmente a cefotaxima, quando comparado a ceftazidima, e por isso receberam esta
nomenclatura. Entretanto, ja foram descritas variantes de CTX-M com alta capacidade
hidrolitica sobre a ceftazidima, como CTX-M-3, CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19, CTX-
M-23, CTX-M-27, CTX-M-55 e CTX-M-123 (BONNET et al., 2001; KARIM et al., 2001;
POIREL et al., 2001; BONNET et al., 2003; PITOUT et al., 2004; STURENBURG et al.,
2004; KIRATISIN et al., 2007; HE et al., 2013).

As ESBLs tipo CTX-M néo apresentam relacdo proxima com as dos tipos TEM e
SHV (BRADFORD, 2001). Ha evidéncias de que sua presenca em diversas espécies de
Enterobacteriaceae e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores seja decorrente por aquisi¢éo
de plasmideos carreando genes que em Kluyvera spp séo de localizacdo cromossémica, pois
alguns enzimas CTX-M apresentam elevada similaridade com B-lactamases cromossémicas
de vérias espécies deste género (BONNET, 2004; RODRIGUEZ et al., 2004; OLSON et al.,
2005).

Atualmente, ja foram descritos 161 tipos de CTX-M. Porém, dentre estas, as CTX-M-
14 e CTX-M-18, CTX-M-55 e CTX-M-57, CTX-M-2 e CTX-M-97, CTX-M-3 e CTX-M-133

sdo idénticas (http://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel — Pesquisado em 14/01/2015).

Estudos filogenéticos mostram que existem cinco grandes grupos distintos de ESBLS
tipo CTX-M, com base na similaridade das sequencias de aminoacidos. Dentre as enzimas
descritas atualmente, temos no grupo CTX-M-1 as enzimas CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-
10, CTX-M-11, CTX-M-12, CTX-M-15 (UOE-1), CTX-M-22, CTX-M-23, CTX-M-28,
CTX-M-29, CTX-M-30, CTX-M-32, CTX-M-33, CTX-M-34, CTX-M-36, CTX-M-37, CTX-
M-42, CTX-M-52, CTX-M-53, CTX-M-54, CTX-M-55, CTX-M-57 e FEC-1. O grupo CTX-

M-2 é composto pelas enzimas CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-
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M-20, CTX-M-31, CTX-M-35, CTX-M-43 e CTX-M-44 (Toho-1). No grupo CTX-M-8
encontram-se CTX-M-8, CTX-M-40 e CTX-M-63. O grupo CTX-M-9 compreende as
enzimas CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-
21, CTX-M-24, CTX-M-27, CTX-M-38, CTX-M-45 (Toho-2), CTX-M-46, CTX-M-47,
CTX-M-48, CTX-M-49, CTX-M-50 e CTX-M-51. Do grupo CTX-M-25 fazem parte CTX-
M-25, CTX-M-26, CTX-M-39 e CTX-M-41 (BONNET, 2004; HOPKINS et al., 2008;
DOUBLET et al., 2009; ZHAO, HU, 2013). Os membros do mesmo grupo exibem
similaridade maior que 94% entre suas sequencias de aminoacidos, enquanto entre grupos
diferentes, a semelhanca € menor que 90% (BONNET, 2004; CANTON, COQUE, 2006).

A grande capacidade de disseminacdo destas enzimas, devido principalmente a
transmissdo horizontal de elementos genéticos moveis, além da disseminacdo de clones
resistentes, explica seu perfil pandémico (CANTON, COQUE, 2006; PATERSON,
BONOMO, 2005; TALBOT et al., 2006; PITOUT, LAUPLAND et al., 2008) e sua alta
prevaléncia na comunidade (ENSOR et al., 2008). Cassetes de genes contendo blactx-m,
localizados em transposons inseridos em plasmideos conjugativos se disseminam
horizontalmente entre diversas espécies bacterianas. Estudos moleculares demonstram que a
mobilizacdo e disseminacdo destes genes sdo mediadas por pelo menos duas seqiiéncias de
insercdo bem caracterizadas, ISEcpl e ISCR1 (POIREL et al., 2001; CANTON, COQUE,
2006). Entretanto, outros elementos geneticos podem estar relacionados com a mobilizacéo de
genes blactx-m, porém com menor frequencia, como 1S10 e 1S26 associadas aos genes blacTx-
M-8 € blacTx-v-1 0U ainda, 1S903 observado proximo aos genes blactx-m-14 € blactx-m-17 (BOYD

etal., 2004; TOLEMAN et al., 2006)
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2.3 Resisténcia aos car bapenémicos

Desde o surgimento de bactérias multirresistentes produtoras de ESBL, 0s
carbapenémicos representam uma das Unicas alternativas terapéuticas, sendo frequentemente
utilizados no tratamento de infec¢bes graves, por sua estabilidade frente as ESBLs. Além
disso, apresentam amplo espectro de acdo e séo bem tolerados pelos pacientes (MOHR, 2008;
SHAH, 2008; ZHANEL et al., 2008; NORDMAN et al., 2011; SHENG et al., 2012).
Entretanto, seu uso intensivo foi acompanhado pela emergéncia e disseminacdo da resisténcia,
tornando as opg¢0es de tratamento ainda mais restritas (NADKARNI et al., 2009; CHEN et al.,
2012).

Os principais mecanismos envolvidos na resisténcia aos carbapenémicos sdo a
producdo de enzimas dos tipos Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), oxacilinases
(OXA), metalo-p-lactamases (MBL), sendo que dentre estas se destaca a New Delhi metalo-f3-
lactamases (NDM), ou a associagéo entre outras p-lactamases (ESBL ou AmpC) e reducéo da
permeabilidade aos antimicrobianos (LIVERMORE, 2009; QUEENAN, BUSH, 2007; LEE,
BURGUESS, 2012; HUDSON et al., 2014).

As carbapenemases representam a familia mais versatil das p-lactamases, por sua
ampla atividade hidrolitica sobre a maioria dos antibiéticos p-lactdmicos, além de serem
fracamente inibidas por alguns inibidores de B-lactamases (LIVERMORE, WOODFORD,
2006; QUEENAN, BUSH, 2007). Inicialmente, foram descritas como p-lactamases
codificadas somente por genes cromossdmicos em algumas espécies bacterianas, sendo a
primeira carbapenemase cromossdmica produzida por Enterobacteriaceae denominada NmcA,
identificada em 1993 (NAAS et al., 1994; GARAU et al., 2005).

A partir da década de 90, comecgaram os relatos sobre carbapenemases codificadas por
genes localizados em plasmideos, e estas enzimas, que desempenham importante papel na

resisténcia aos carbapenémicos, tém sido relatadas com grande frequencia em bactérias gram-
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negativas (QUEENAN, BUSH, 2007; HUDSON et al., 2014; PORRES-OSANTE et al.,
2014). Uma ampla variedade de carbapenemases plasmideais, com caracteristicas bioquimicas
diversas, foi identificada em Enterobacteriaceae, e incluem membros pertencentes a 3 das 4
classes de Ambler: A, B e D (QUEENAN, BUSH, 2007; HUDSON et al., 2014).

Neste contexto, destacam-se as K. pneumoniae produtoras KPC (Klebsiela
pneumoniae carbapenemases). Estas enzimas sdo atualmente as carbapenemases

predominantes entre as Enterobacteriaceae (LIVERMORE, 2012), e serdo discutidas a seguir.

2.4 Carbapenemasestipo KPC

As carbapenemases do tipo KPC sdo serino-carbapenemases da classe A de Ambler e
grupo funcional 2f. Sdo capazes de hidrolizar os carbapenémicos, oximino-cefalosporinas,
cefamicinas e ndo sdo inibidas por inibidores das B-lactamases tais como o acido clavulénico,
sulbactam e tazobactam (YIGIT et al., 2001; QUEENAN, BUSH, 2007; PAPP-WALLACE et
al., 2010; SHANMUGAM et al., 2013; DU et al., 2014).

O primeiro membro da familia KPC (KPC-1) foi identificado em 1996 em K.
pneumoniae isolada de um paciente hospitalizado na Carolina do Norte, Estados Unidos.
Entretanto, a caracterizacdo da enzima s6 foi publicada em 2001 (YIGIT et al., 2001). Apos a
descricdo de KPC-1, ocorreram relatos de uma variante (KPC-2) na costa leste dos Estados
Unidos. Porém, descobriu-se mais tarde um erro na sequéncia depositada originalmente, e que
as denominagGes KPC-1 e KPC-2 referiam-se @ mesma enzima. Atualmente, prevalece a
designacdo KPC-2 (QUEENAN, BUSH, 2007; YIGIT et al., 2008). Variantes subsequentes,
com diferengas em suas propriedades cinéticas e eficiéncia de hidrélise dos B-lactamicos,
foram denominadas em ordem numérica, de KPC-2 a KPC-22. As variantes KPC-2 e KPC-3
sdo as mais prevalentes (NORDMANN et al, 2009; CHEN et al, 2012

http://www.lahey.org/studies/).
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As enzimas KPC sdo proteinas de 293 aminoacidos, com sequéncia caracteristica de j3-
lactamases da classe A, codificadas por variantes do gene blakpc-2 contido em uma regido de
879 pb. KPC-1 apresenta similaridade de 45% com a SME-1, 44% com a NMC-A e 43% com
a IMI-1, sugerindo que esta enzima é derivada de um ancestral diferente dos originarios destas
outras B-lactamases (YIGIT et al., 2001). O gene blakpc-2 estd associado a plasmideos de
diferentes tamanhos e grupos de incompatibilidade, e ao transposon Tn4401, um transposon
do tipo Tn3 com aproximadamente 10 kb, que possui uma elevada taxa de transposicao
replicativa (CUZON et al.,, 2011). No Tn4401, o gene blakpc € flanqueado por duas
sequéncias de insercdo, ISKpn7 (upstream) e ISKpn6 (downstream). Entre ISKpn7 e blakpc
pode existir uma delecdo de 100 a 200 pares de bases, 0 que determina as variantes a, b e c do
Tn4401 (Tn4401-like). Além destas, outras duas variantes foram descritas, uma com delegéo
de 68 pb e outra com delecdo de 255 pb, as quais foram denominadas variantes d e e,
respectivamente. O Tn4401 também possui genes que codificam uma transposase (tnpA) e
uma resolvase (tnpR) (RICE et al., 2008; NORDMANN et al, 2009; NAAS et al., 2012), e
estd frequentemente associado ao Tn1331, um transposon contendo blapxa € blarem-1 (RICE
et al., 2008; NAAS et al., 2012; CHEN et al., 2013).

Apesar da elevada taxa de mobilidade e transposicdo, favorecida por sua localizacdo
em plasmideos, até meados de 2001 o gene blakpc foi descrito com baixa frequéncia. A partir
de 2005, diversos surtos de infecgdo por K. pneumoniae carreadoras de blakpc foram relatados
nos Estados Unidos, em hospitais metropolitanos de Nova York e Nova Jersey. Desde entdo,
cepas produtoras de KPC disseminaram-se por toda costa leste dos EUA e atualmente ja
foram descritos em praticamente todos os estados americanos (CDC, 2013).

Ap0s a rapida expansdo nos Estados Unidos, a deteccdo de bactérias produtoras da
enzima foi documentada em varios outros paises, como China (WEI et al., 2007), Israel
(NAVON-VENEZIA et al., 2005), Colombia (VILLEGAS et al., 2006), Reino Unido

(WOODFORD et al., 2008), Brasil (MONTEIRO et al., 2009) e Grécia, onde & endémica,
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entre outros. K. pneumoniae é a especie responsavel pela grande maioria dos casos relatados,
mas blakpc ja foi detectado também em Citrobacter freundii e Enterobacter spp.
(MARCHAIM et al., 2008), Enterobacter cloacae (ZAVASCKI et al., 2009; RIBEIRO, et al.,
2013), Serratia marcescens (DEL PELOSO et al., 2010; RIBEIRO, et al., 2013), Escherichia
coli (CARVALHO-ASSEF et al., 2010; LEAO et al., 2010), Pseudomonas aeruginosa
(VILLEGAS et al., 2007), Pseudomonas putida (ALMEIDA, et al., 2012), Klebsiella oxytoca
(ALMEIDA et al., 2013) e Salmonella enterica serovar Typhimurium (RODRIGUES et al.,
2014).

No Brasil, o primeiro relato ocorreu em 2009, com a descricdo de K. pneumoniae
carreadoras de blakpc., isoladas em Recife no ano de 2006 (MONTEIRO et al., 2009). Logo
apos, Peirano e colaboradores (2009) caracterizaram seis isolados produtores de KPC-2,
originados do Rio de Janeiro entre 2007 e 2008. Entretanto, ha evidéncias de que o
surgimento de KPC no Brasil tenha ocorrido anteriormente a 2006, pois durante um estudo
regional de vigilancia de resisténcia aos carbapenémicos, realizado em S&o Paulo no periodo
de 2003 a 2008, foram detectados duas K. pneumoniae produtoras de KPC-2, sendo uma delas
isolada em 2005 (PAVEZ et al., 2009). Zavaschi e colaboradores (2010) corroboram com
estas evidéncias, com a descricdo de um isolado de K. pneumoniae produtora de KPC isolada
em Florianopolis em outubro de 2005.

Atualmente, bactérias produtoras da enzima KPC encontram-se amplamente
disseminadas no Brasil, e diversas publicacdes relatam a ocorréncia de surtos e casos de
infeccdo em varios estados brasileiros, como Rio de Janeiro (PEIRANO et al., 2009), Rio
Grande do Sul (CARVALHO-ASSEF et al., 2013), Paraiba (FEHLBERG et al., 2012), Mato
Grosso do Sul (CHANG et al., 2013), Séo Paulo (BUENO et al., 2013) e Pernanbuco (DE
CASSIA ANDRADE MELO R, et al., 2014). Esta realidade é preocupante, pois o tratamento
é restrito ao uso de polimixinas, tigeciclina e aminoglicosideos, associadas ou ndo ao

imipenem (PATEL, BONOMO, 2011; CARVALHAES et al., 2013).
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2.5 New Delhi metalo-p-lactamases

A New Delhi Metallo- B-lactamase-1 (NDM-1) foi identificada em 2008, em uma K.
pneumoniae isolada de um paciente originalmente internado em um hospital em Nova Delhi,
India. Subsequentemente, foi identificada em 143 pacientes em diferentes cidades da india e
também em 29 pacientes no Reino Unido (YONG et al., 2009; MOLTON et al., 2013).

A NDM-1 é codificada pelo gene blanpwm-1, € confere resisténcia aos pB-lactdmicos, com
excecdo do aztreonam (YONG et al., 2009). Atualmente, é a carbapenemase da classe das
MBL mais comumente encontrada em Enterobacteriaceae, e tem sido detectada em varias
espécies tais como Morganella morganii (OLAITAN et al., 2014), Escherichia coli (TADA et
al., 2014), Providencia rettgeri (CARVALHO-ASSEF et al., 2013), Klebsiella pneumoniae
(WANG et al, 2014), Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii e Proteus mirabilis
(DORTET et al., 2014). K. pneumoniae e E. coli sdo as espécies mais frequentemente
relatadas como carreadoras deste gene (JOHNSON, WOODFORD, 2013; DORTET et al.,
2014).

Desde a primeira descricdo de NDM-1, 14 variantes desta enzima ja foram descritas

(http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel — Pesquisado em 14/01/2015). Os relatos

sobre algumas destas novas variantes ocorreram em diferentes areas geograficas: NDM-4 na
Italia (COPPO et al., 2014), NDM-5 na Algeria e India (SASSI et al., 2014; RAHMAN et al.,
2014), NDM-6 e NDM-7 na India (RAHMAN et al., 2014) e NDM-12 no Nepal (TADA et
al., 2014).

No Brasil, o primeiro relato ocorreu em 2013, em Porto Alegre (CARVALHO-ASSEF
et al., 2013). Recentemente, novos casos de NDM em Enterobacteriaceae foram novamente
identificados em Porto Alegre (ROZALES et al.,, 2014). Entretanto, recentes estudos
demonstram que a introducdo de blanpm-1 no Brasil tem sido acompanhada de rapida

propagacdo. Em estudo conduzido por pesquisadores brasileiros, foram analisados quatro
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isolados de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos provenientes da cidade do Rio
de Janeiro. Trés destes isolados produziam simultaneamente NDM-1 e CTX-M-15, e ainda,
um destes também era produtor de KPC-2. Estes isolados ndo apresentaram nenhuma relacéo
genetica (QUILES et al., 2014). O gene blaypwm-1 pode disseminar-se por clones especificos e
plasmideos epidémicos (BONOMO, 2011; PEIRANO et al.,, 2011) e a coprodugdo de
diferentes enzimas evidencia a répida evolucdo dos microrganismos e a capacidade de
adquirir e manter diversos genes de resisténcia (QUILES et al., 2014).

Embora o gene blanpm-1 tenha sido descrito no Brasil recentemente, esta rapida
disseminacéo deve ser cuidadosamente acompanhada. Carvalho-Assef e colaboradores (2014)
relataram alarmantes dados sobre clones de Enterobacteriacaeae (Enterobacter hormaechel)
coletados de pacientes assintomaticos em setembro de 2012 e no periodo de marco a maio de
2013 em um hospital do Rio Grande do Sul. Estes isolados carreavam simultaneamente
blanpm-1, blactx-m-15, € qnrB4. Estes dados alertaram para a possibilidade da propagacao do
NDM no Brasil estar sendo subestimada. Por esta razdo, a investigacdo da presenca do gene

blanpm-1 foi incluida neste estudo.

2.6 Resisténcia a outr as classes de antimicrobianos em Klebsiella pneumoniae

produtoras de KPC

Bactérias produtoras de KPC sdo resistentes a todos os B-lactdmicos. Além disso,
genes de resisténcia a antimicrobianos de outras classes, tais como quinolonas e
aminoglicosideos, sdo comumente encontrados em plasmideos que carreiam blakpc
(PATERSON, 2006; ENDIMIANI et al., 2008; ZACHARCZUK et. al., 2011; SHENG et al.,
2012; SPANU et. al., 2012; WANG, et al., 2012; BUENO et al., 2013; ANDRADE et al.,

2014; BROLUND et al., 2014).
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2.6.1 Resisténcia as quinolonas

As quinolonas apresentam potente atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, além de apresentar conveniéncia quanto ao seu uso e sua biodisponibilidade
(HURST et al., 2002; GUILLARD et al., 2013). Para o tratamento de infeccbGes por
Enterobacteriaceae, a ciprofloxacina e a norfloxacina sdo consideradas as mais eficazes
(LOPES et al., 1998; LOCKHART et al., 2007; LUZZARO, 2008).

As quinolonas sdo moléculas sintéticas, desenvolvidas a partir de modificacdes da
estrutura 4-quinolona (LESCHER et al., 1962). O &cido nalidixico, a primeira quinolona a ser
produzida, foi descoberto durante a sintese e purificacdo de um agente antimalérico, a
cloroquina, sendo introduzido na clinica médica em 1962. Posteriormente, com o objetivo de
ampliar o espectro de acdo foram realizadas modificagcdes estruturais, o que deu origem as
quinolonas de novas geragdes. Na decada de 80, surgiram as fluoroquinolonas, assim
chamadas devido ao acréscimo de uma molécula de fltor, na regido do carbono — 6 (BALL,
2000; EMMERSON, JONES, 2003; HAWKEY, 2003).

A atividade antimicrobiana das quinolonas € resultado de sua interferéncia no processo
de replicacdo do DNA bacteriano, que ¢ inibido na forquilha de replicacdo ap6s sua ligagdo as
enzimas topoisomerase 1V e DNA girase (Topoisomerase do tipo 1) (LESCHER et al., 1962;
CHENG et. al., 2013). A DNA-girase, formada por duas subunidades A e duas subunidades
B, codificadas pelos genes gyrA e gyrB, respectivamente, é responsavel por diminuir o
nimero de tor¢bes durante a replicagio do DNA bacteriano, e também por enovelar e
superelicoidizar o DNA. Ja a Topoisomerase 1V, formada por duas subunidades C e duas
subunidades E, codificadas respectivamente pelos genes parC e parE, separa a nova copia de
DNA do antigo cromossomo para permitir a formacao de uma célula-filha (HAWKEY, 2003;

DRLICA et al., 2009; FALCONER et al., 2011).



37
O uso indiscriminado e inadequado das quinolonas tem levado a uma evolucdo nos
mecanismos de resisténcia (HOOPER, 2002; BIEDENBACH et al., 2006; GUILLARD et al.,
2013; STRAND et al., 2014). As alteracGes de nucleotideos nos genes cromossdmicos gyrA e
gyrB que codificam a DNA qgirase, e parC e parE, que codificam as topoisomerases V. sdo
considerados os principais (RUIZ, 2003; CHMELNITSKY et al., 2009; GUILLARD et al.,
2013; STRAND et al., 2014). Essas mutacGes ocorrem em uma regido bem definida, chamada
regido determinante de resisténcia a quinolonas (QRDR — Quinolone-resistance determinig
region) (JACOBY 2005). Em bactérias Gram negativas as mutacdes ocorrem geralmente no
gene gyrA (JACOBY 2005; BOLON, 2011), entretanto, mutacdes em parC em diferentes
espécies da familia Enterobacteriaceae foram descritas no Brasil por Minarini e Darini
(2012). Outros mecanismos de resisténcia codificados por genes cromossomicos sdo a
reducdo da permeabilidade da membrana e/ou a hiperexpressdo de bombas de efluxo, que
levam a diminuicéo da concentracdo do antimicrobiano no interior da célula bacteriana (VILA
etal., 1994; RUIZ, 2003).

Nos ultimos anos, varios mecanismos de resisténcia as quinolonas codificados por
genes de localizacdo plasmideal tém ganhado importancia. Entre eles, destaca-se a producao
dos peptideos QnrA, QnrB, QnrC, QnrD e QnrS, codificados por variantes do gene gnr, que
atuam por inibicdo alostérica, protegendo a regido alvo das quinolonas na enzima DNA-girase
(STRAHILEVITZ et al., 2009; RUIZ, 2012; GUILLARD et al., 2013; ROCHA et al., 2014;
ANDRADE et al., 2014). Os peptideos Qnr estdo subdivididos em grupos de acordo com a
similaridade dos aminoacidos, sendo conhecidos os grupos QnrA (QnrAl — QnrA7); QnrB
(QnrB1 — QnrB80); QnrC; QnrD (QnrD1 — QnrD2) e QnrS (QnrS1 — QnrS9) (HATA et al.,
2005; CAVACO et al., 2009; WANG et al., 2009; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011;
POIREL et al., 2012).

Outro mecanismo de resisténcia as quinolonas codificado por genes plasmideais é a

producdo de uma variante de proteina modificadora de aminoglicosideos, codificada pelo
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gene aac(6')-Ib-cr, que promove acetilacdo dos sitios de acdo das fluorquinolonas (PARK et
al., 2006). Alem deste, a producdo de bombas de efluxo, codificada pelos genes gepA
(CHMELNITSKY et al., 2009; ZHAO et al., 2010; GUILLARD et al., 2013) e ogxAB
(STRAHILEVITZ et al., 2009) tem sido descritos.

O sistema de efluxo QepA (quinolone efflux pump) foi descrito pela primeira vez em
2007 no Japdo, em um plasmideo pHPA da linhagem E. coli C316, em um elemento de
tranposicdo, entre duas copias de 1S26 (YAMANE et al., 2007; PERICHON et al., 2007).
QepA confere reducdo da sensibilidade as quinolonas hidrofilicas, como ciprofloxacina,
norfloxacina e enrofloxacina, mas possui baixa afinidade por quinolonas hidrofobicas
(levofloxacina, moxifloxacina e acido nalidixico) (PERICHON et al., 2007; YAMANE et al.,
2007; POIREL et al., 2012). J4 OgxAB é um sistema de efluxo derivado da expressao de dois
genes, ogxA e ogxB, que fazem parte de um mesmo operon. Conferem multirresisténcia,
incluindo fluoroquinolonas, acido nalidixico e cloranfenicol (KIM et al., 2009).

Os genes plasmideais de resisténcia as quinolonas sdo descritos como determinantes de
baixo nivel de resisténcia. Entretanto, sua importancia consiste no fato de que sua presenca é
suficiente para facilitar a selecdo de mutantes com altos niveis de resisténcia (JACOBY,
2005; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011; HUANG et al., 2012). Além disso, geralmente
estdo associados a outros genes de resisténcia em plasmideos, o que facilita a disseminacéo
por co-selecio (MENDES et al., 2008; MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2008;
CHMELNITSKY et al., 2009; ZHANG et al., 2011; HU et al., 2012; ANDRADE et al.,

2014).

2.6.2 Resisténcia aos aminoglicosideos

O uso dos aminoglicosideos foi preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) como alternativa para a terapia empirica no tratamento de infeccdes por

enterobactérias multirresistentes, especialmente as produtoras de KPC (ANVISA, 2013). Os
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aminoglicosideos séo utilizados preferencialmente em terapia combinada com a polimixina (B
ou E), com ou sem carbapenémico (imipenem ou meropenem), ou tigeciclina no tratamento
de infecgbes graves, como infecgbes urinarias associadas a sepse ou ainda, infeccdes de
corrente sanguinea e pneumonia associada a ventilacdo mecanica (HIRSCH et al., 2010;
ANVISA, 2013).

Os aminoglicosideos sdo compostos policatidnicos, formados por um derivado de
inositol ligado a um aminoacgucar, contendo grupos hidroxila livres e pelo menos dois grupos
amino. A posicdo do grupo amino divide os aminoglicosideos em 3 classes estruturais: i) 4,6-
disubstituted 2-deoxystreptamines (4,6-DOS), composta pela canamicina e pelos
aminoglicosideos de maior importancia clinica, como a gentamicina, tobramicina e
amicacina; ii) (4,5-DOS), que compreende a neomicina e paromomicina; iii) um ultimo grupo
composto por aminoglicosideos que ndo se encaixam em nenhuma das 2 classes, como a
apramicina e a estreptomicina (SAVIC et al, 2009).

Nas bactérias Gram-negativas, 0os aminoglicosideos ligam-se aos residuos de carga
negativa presentes na membrana externa e posteriormente interagem com o RNA da
subunidade 30S do ribossomo através de seus grupos hidroxila e amino (BECKER, COOPER,
2013). Apoés a ligagdo ao sitio A do RNA ribossémico 16S, induzem uma mudanca na
conformacéo que causa uma leitura errobnea do RNA mensageiro, resultando na formagéo de
proteinas inativas (MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999; AZUCENA, MOBASHERY, 2001,
DOl et al., 2007).

A resisténcia aos aminoglicosideos pode ser atribuida a varios mecanismos, como
modificacdo do alvo ribossdmico, efluxo do antimicrobiano e modificacdo enzimatica
(VAKULENKO, MOBASHERY, 2003). Em bactérias Gram-negativas, 0 principal
mecanismo € a producdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs -

aminoglycoside modifying enzymes), que alteram a estrutura quimica do farmaco, impedindo
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que este se ligue as subunidades do ribossomo (RAMIREZ, TOLMASKY, 2010; WACHINO,
ARAKAWA, 2012).

Existem dois sistemas de nomenclatura para as AMEs. A primeira consiste de um
cddigo de trés letras para identificar sua atividade, sendo as fosfotransferases descritas como
APH, as nucleotidiltransferases como ANT e as acetiltransferases como AAC. Estas siglas
sdo seguidas por um numero entre parénteses (identifica o sitio de modificacdo do
antimicrobiano), um namero romano (indica o perfil particular de resisténcia) e uma letra
minuscula como identificacdo individual. Os parénteses e a subclasse sdo separados por um
hifen, por exemplo, APH(3’)-1a (DOl et al., 2007; NEVES, 2010). O segundo sistema baseia-
se em uma perspectiva genética, com trés letras minusculas em italico para o tipo de atividade
da enzima (aph, aac, aad), uma letra maiuscula para o sitio de modificacdo e um nimero para
identificar cada gene, por exemplo, aphA-1 (BECKER, COOPER, 2013).

As acetiltransferases (AAC) catalizam um processo de N-acetilacdo dependente de
acetil CoA, e a modificacdo do aminoglicosideo ocorre apds a transferéncia de um grupo
acetil da acetil-coenzima A (AcCoA) para um grupo amino, produzindo acetilaminoglicosideo
e coenzima A (CoASH) (CALDWELL, BERGHUIS, 2012). Essas enzimas, subdivididas em
quatro classes [AAC(1)], 3 [AAC(3)-1], 2’ [AAC(2’)] ou 6’ [AAC(67)], catalisam a acetilacdo
das posi¢des 1 (RAMIREZ, TOLMASKY, 2010).

As AAC(6’) sdo as AMEs mais frequentes e importantes. Os genes que as codificam
ja foram descritas em plasmideos e cromossomos, e estdo disseminados entre patogenos
Gram-negativos e Gram-positivos. Entre elas, as enzimas AAC(6°)-1 sdo as mais comumente
encontradas e conferem resisténcia a amicacina, tobramicina, netilmicina, canamicina, entre
outros. As enzimas AAC(3) constituem o segundo grupo mais comum de acetiltransferases e
modificam gentamicina, sisomicina e fotimicina (BECKER, COOPER, 2013).

As fosfotransferases (APH) catalizam reagdes de O-fosforilacdo e transferem um

grupo fosfato do ATP ou GTP, na presenca de Mg*, para um grupo hidroxila do
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aminoglicosideo, resultando em fosfoaminoglicosideo e ADP ou GDP (WRIGHT,
THOMPSON, 1999). As classes e subclasses de fosfotransferases ja descritas sao: APH(3’)-I
a VII, APH(@2)l a IV, APH(3”)-1, APH(4)-I, APH(7")-I, APH(6’)-1 e APH(9’)-I
(RAMIREZ, TOMALSKY, 2010). A maior classe, em numero de enzimas, € a das
fosfotransferases 3° [APH(3)], que modificam os grupos hidroxila na posic¢ao 3. Nesta classe,
a subclasse mais prevalente em Gram-negativos é a das enzimas APH(3")-1, que conferem
resisténcia a canamicina, neomicina, paramomicina, ribostamicina e lividomicina
(VAKULENKO, MOBASHERY, 2003). Outra importante subclasse destas enzimas é
APH(3)-VI, codificadas pelo gene aph(3')-VI.

As nucletidiltransferases (ANT) catalizam reacGes de O-adenilacdo, também
dependentes de ATP, e transferem um grupo adenilato do ATP ao grupo hidroxila, resultando
em adenililaminoglicosideo e pirofosfato. Compreendem cinco classes: ANT(2’”), ANT(3"’),
ANT(4’), ANT(6), ANT(9) (RAMIREZ, TOLMASKY, 2010). Apesar de ser a menor familia
de AMESs em numero, possuem significante importancia clinica, pois ANT(2’’) confere
resisténcia a amicacina, tobramicina e gentamicina, que sdo 0s aminoglicosideos mais
frequentemente prescritos (AVENT et. al.,, 2011). O gene ant(2")-la & amplamente
distribuido, sendo localizado em plasmideos e transposons encontrados tanto em patégenos da
familia Enterobacteriaceae quanto em bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores
(RAMIREZ, TOLMASKY, 2010).

Outro mecanismo de resisténcia que ganhou importadncia nos ultimos anos € a
producdo das metiltransferases 16S rRNA. Estas enzimas conferem niveis extremamente altos
de resisténcia aos aminoglicosideos, exceto streptomicina, por metilacdo sitio-especifica do
RNA ribossémico 16S (YOKOYAMA et al.,, 2003). Em bactérias produtoras de
metiltransferases 16S rRNA, sdo observados valores de MIC > 256 pg/ml para a amicacina,

tobramicina e gentamicina (DOl et al., 2007).
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Até o presente, foram descritos dez tipos de metiltransferase 16S rRNA: ArmA
(aminoglycoside resistance methyltransferase), descrita por Galimand e colaboradores (2005),
Rmt (ribossomal methyltransferases) com suas variantes RmtA (YOKOYAMA et al., 2003),
RmtB (DOI et al., 2004), RmtC (WACHINO et al., 2006) e RmtD (DOI et al., 2007), RmtE
(DAVIS et al., 2010), RmtF (GALIMAND et al, 2012), RmtG (BUENO et al., 2013) e RmtH
(O’HARA et al., 2013), e NpmA (WACHINO et al., 2007). A primeira descri¢ao das enzimas
RmtD e RmtG ocorreu no Brasil (DOI et al.,, 2007; BUENO et al., 2013). Todas s&o
codificadas por genes associados com elementos genéticos mdveis, o que favorece a
disseminacdo horizontal intra e inter espécie (DOl, ARAKAWA, 2007; DOI et al., 2007;
YAMANE et al., 2007).

Em diversos estudos tém sido evidenciada a presenca de genes de metiltransferase 16S
rRNA associados a outros genes de resisténcia, especialmente blakpc., (ZACHARCZUK et
al., 2011; HUANG et al., 2012; MEZZATESTA et al., 2013; RAMOS et al., 2014). Jiang e
colaboradores (2010) demonstraram, em K. pneumoniae, a presenca de um plasmideo
carreando simultaneamente os genes blakpc., € armA. Outros estudos, inclusive no Brasil,
também demonstraram a producdo de metiltransferase 16S rRNA em K. pneumoniae
produtoras de KPC (ZACHARCZURK et al., 2011; SHENG et al., 2012; LI et al., 2012;

BUENO et al., 2013; RAMOS et al., 2014).



43

2.6.3 Resisténcia as polimixinas etigeciclina

O tratamento das infeccOes por bactérias multirresistentes produtoras de KPC é
atualmente realizado principalmente com polimixinas e tigeciclina (NORDMANN et al,2009;
HIRSCH, TAM, 2010; PATEL, BONOMO, 2011; MICHAIL et al., 2013; CARVALHAES et
al., 2013), apesar de seu uso ser limitado por suas propriedades farmacocinéticas e toxicidade
(BEIRAO et al., 2011; LIVERMORE, 2011). A associacdo com outros antimicrobianos e
ajustes nos protocolos sdo necessarios, pois a monoterapia com polimixinas e tigeciclina
geralmente ndo resulta em boa resposta clinica, (CASTANHEIRA et al, 2008; FALAGAS,
NORDMANN, 2011; LEE et al., 2012; QURESHI et al., 2012, MICHAIL et al., 2013).

Contudo, o aumento na utilizag&o destes antimicrobianos tem resultado no aumento da
resisténcia (ZAGARIANOU et al., 2012; NIGO et al., 2013; VILLA et al., 2014). Com
relacdo as polimixinas, a resisténcia ocorre principalmente por alteragdo na estrutura dos
lipopolissacarideos (LPS), que sdo os alvos deste antimicrobiano. Além deste, uso de bombas
de efluxo, formacdo de capsulas e hiperexpressdo de proteinas de membrana também sdo
mecanismos de resisténcia as polimixinas (OLAITAN et al., 2014). Em K. pneumoniae,
oprincipal mecanismo de resisténcia é baseado na alteracdo na composicéo dos grupos fosfato
no lipideo A, com aumento no numero de residuos de L-Ara4N,o que contribui para a reduzir
a carga negativa da membrana externa e consequentemente sua interacdo com as polimixinas
(HELANDER et al., 1996; VELKOV et al., 2013). Recentemente, mutagdes que resultam na
producdo de uma proteina transmembrana alterada foram identificadas também como
importante mecanismo de resisténcia as polimixinas em Klebsiella (CANNATELLI et
al., 2013; LOPEZ-CAMACHO et al., 2013; GAIBANI et al., 2014; OLAITAN et al., 2014;
POIREL et al., 2014).

Com relagdo a tigeciclina, diversos estudos de casos tém demonstrado a deteccdo de

resisténcia apos o tratamento, em cepas que eram inicilamente sensiveis (NEONAKIS et al.,
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2011; TSAl etal., 2012; NIGO et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; VILLA et al., 2014). Em
K. pneumoniae a resisténcia € mediada pela hiperexpressdo da bomba de efluxo AcrAB-TolC
(VELEBA et al., 2012). Recentemente, Villa e colaboradores (2014) demonstraram que uma
mutacdo na proteina ribosomal S10, localizada préximo ao ponto de ligacdo da tigeciclina na

subunidade ribossomal 30S pode estar associada a resisténcia em K. pneumoniae.
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2.7 Importancia da tipagem molecular

O conhecimento do padrdo de similaridade entre isolados envolvidos em IRAS
permite identificar surtos e avaliar as possiveis fontes e formas de transmissdo (OLIVE,
BEAN, 1999; HARRIS et al., 1999). Diversos metodos para tipagem molecular de patdgenos
bacterianos tém sido utilizados. Entre eles, as técnicas de PFGE, RAPD, ERIC-PCR, REP-
PCR e MLST tém sido descritas como eficientes para a tipagem molecular de
Enterobacteriaceae e outros (SINGH et al., 2006; ISHI, SADOWSKI, 2009, TOLLENTINO

etal., 2011; POLOTTO et al., 2012, PEREZ-LOSADA et al., 2013).

A técnica de PFGE (“Pulsed-Field Gel Electrophoresis”) é considerada como padréao
ouro para a tipagem, sendo amplamente utilizada em estudos envolvendo epidemiologia
molecular (PFALLER et al., 2001). Baseia-se na analise do perfil de restricio do DNA
cromossdmico através de eletroforese em gel (TENOVER et al., 1995). Porém, alguns
isolados bacterianos ndo podem ser tipados pelo PFGE devido a degradacdo do DNA
(SILBERT et al., 2003). Como alternativa, os métodos baseados em PCR (“Polymerase Chain
Reaction”) e sequenciamento sdo utilizados (SINGH et al., 2006; TOLLENTINO et al., 2011,
ANDRADE et al.,, 2011). Entre eles, destacam-se a técnica denominada ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) e MLST (Multilocus Sequence Typing),

que foram escolhidos para utilizagdo no presente estudo.

2.7.1 ERIC-PCR

A técnica de ERIC-PCR (“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus’)
consiste na andlise do padrdo de amplificacdo por PCR de elementos repetidos encontrados no

genoma bacteriano. Estes elementos, presentes em uma grande diversidade de genomas
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bacterianos, estdo localizados em regiGes extragénicas e contém repeticdes invertidas
altamente conservadas, que podem ser utilizados como pontos de ligacdo para primers em
reacdes de PCR, gerando padrdes especificos para diferentes isolados (VERSALOVIC et al.,

1991).

Esta metodologia apresenta boa capacidade discriminatdria, reprodutibilidade, facil
interpretacdo, rapidez, baixo custo e ndo enfrenta problemas com a degradacdo do DNA
(PUJANA et al., 1999; SYRMIS et al., 2004; SILBERT et al., 2004; DE CASSIA
ANDRADE MELO R, et al.,, 2014). Nos ultimos anos diversos estudos envolvendo K.
pneumoniae resistentes a antimicrobianos usaram com sucesso a técnica de ERIC-PCR para a
tipagem molecular (NEVES et al., 2010; TOLLENTINO et al., 2011), inclusive para isolados
produtores de KPC (CABRAL et al., 2012; RICHTER et al., 2012; DE CASSIA ANDRADE

MELO R, et al., 2014).

272MLST

A tipagem por sequenciamento de multilocus — MLST (“Multilocus Sequence
Typing”) é uma técnica que nos ultimos anos vem sendo usada com crescente freqléncia,
sendo considerada de grande importancia em programas de vigilancia epidemiolégica global
(TRINDADE et al., 2003; FEIL et al., 2004; MAIDEN, 2006; WOODFORD et al., 2011). O
MLST permite identificar microrganismos geneticamente relacionados (clones) e/ou
altamente relacionados (complexos clonais), em populacbes bacterianas (MAIDEN, 2006;
ANDRADE, 2011).

O principio da técnica é a analise da sequéncia de fragmentos internos de 450 a 500
pares de bases de sete genes housekeeping. O MLST usa a varia¢do na sequencia destes genes

para definir um tipo de sequencia (ST — Sequence Type), que € comparado com uma base de
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dados para identificar os grupos representativos de complexos clonais (CC) e estabelecer a
relacdo epidemiologica entre as bactérias (ENRIGHT, 1999; DIANCOURT et al., 2005;
MAIDEN, 2006; BELEN et al., 2009; WOODFORD et al., 2011).

De acordo com Maiden e colaboradores (1998), o MLST apresenta as vantagens de ser
altamente reprodutivo e menos sujeito a erros humanos, em comparacdo a outras
metodologias. Além disso, seus resultados podem ser disponibilizados em bancos de dados
especificos e compartilhados, o que possibilita a andlise comparativa da diversidade genética

de bactérias isoladas em diferentes partes do mundo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar e comparar a presenca dos principais genes de resisténcia aos
aminoglicosideos, quinolonas, cefalosporinas de terceira geracdo e aos carbapenémicos, em
K. pneumoniae produtoras de carbapenemases do tipo KPC, provenientes de diversos

hospitais da cidade de Séo Paulo e do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto.

3.2 Obj etivos especificos

e Investigar a presenca de genes que codificam as enzimas modificadoras de
aminoglicosideos,

e Investigar a presenca de genes que codificam metiltransferases 16S rRNA,

e Investigar a presenca de genes gnr, ogxAB e gepA, associados a suscetibilidade
reduzida as quinolonas,

e Investigar a presenca dos principais genes de ESBL e carbapenemases,

e Comparar os isolados provenientes das duas regibes do estado com relacdo a
diversidade de mecanismos de resisténcia,

e Avaliar a relacdo genética entre os isolados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos isolados Klebsiella pneumoniae produtor as de car bapenemases do

tipoKPC

Foram selecionadas para o estudo, cem Klebsiella pneumoniae produtoras de
carbapenemases do tipo KPC, resistentes aos antimicrobianos aminoglicosideos e quinolonas,
sendo cinguenta isolados provenientes de diferentes hospitais da cidade de S&o Paulo e
pertencentes a colecdo do Instituto Adolfo Lutz, e cinquenta isolados provenientes de
pacientes atendidos no Hospital de Base de S&o José do Rio Preto, localizado na regido
noroeste do estado de Sdo Paulo, no periodo de 2011 a 2014. Protocolo previamente
padronizado (RASHEED et al., 2008) foi utilizado para confirmagdo da presenca do gene
blaxpc em todos os isolados selecionados para este estudo.

Os isolados provenientes de S&o José do Rio Preto foram identificados e avaliados
quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos pelo equipamento Vitek®2 Compact
System (Biomerieux, France), segundo a técnica de microdiluicdo em caldo automatizada, de
acordo com procedimentos de rotina adotados pelo Setor de Microbiologia do Laboratério
Central do HB. Os isolados provenientes de S&o Paulo foram identificados pelo método
manual classico de série bioquimica e os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos foram
determinados por técnica de disco-difuséo (método de Kirby-Bauer) e Concentracédo Inibitoria
Minima pelo método epsilométrico (E-test®, AB Biodisk, Suécia). A interpretacdo dos
resultados dos testes de suscetibilidade foi realizada de acordo com o CLSI (2013) e as
recomendacdes da Anvisa (NT 01/2013).

Os seguintes antimicrobianos foram testados: Piperacilina-tazobactam, Cefepime,
Cefotaxima, Cefoxitin, Ceftazidima, Ceftriaxona, Ertapenem, Imipenem, Meropenem,

Norfloxacina, Ciprofloxacina, Acido nalidixico, Tobramicina, Gentamicina, Amicacina,
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Canamicina. A Polimixina B e Tigeciclina foram testados pelo metodo epsilométrico (E-

test®, AB Biodisk, Suécia) em todos os isolados.

4.1.1 Deter minagdo da Concentracao I nibitéria Minima

Todos os isolados de K. pneumoniae que apresentaram completa auséncia de halo de
inibicdo no teste de suscetibilidade aos aminoglicosideos amicacina, gentamicina e
tobramicina foram selecionados para determinacdo da Concentragdo Inibitérias Minimas
(CIM) da gentamicina, tobramicina e amicacina, pelo método epsilométrico (E-test®, AB
Biodisk, Suécia).

O in6culo bacteriano foi preparado a partir de uma suspensao de coldnias isoladas, em
solugéo NaCl 0,85%, com turbidez semelhante ao padréo 0,5 da escala de McFarland (medida
pelo aparelho Densicheck Plus -Biomérieux). A suspensao bacteriana foi semeada em placas
de &gar Mueller-Hinton com auxilio de um swab estéril em 3 dire¢cdes diferentes e, apds a
absorcdo do excesso de liquido pelo &gar, foram aplicadas as tiras de E-test® com auxilio de
uma pinga esterilizada, de acordo com as instrugdes do fabricante. As placas foram incubadas
a 35+2°C por 16-20 horas. Apos, realizou-se a leitura e interpretacdo de acordo com o CLSI
2013. A determinacdo da CIM foi dada a partir da interseccao da elipse com a escala da tira

de E-test®.

4.2 Armazenamento e manutencéo dos isolados

Ap0s a identificacdo e dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, os isolados
selecionados foram mantidos em colegdo de cultura em freezer a -80 °C. Para isso, uma

coldnia isolada obtida da placa foi inoculada em caldo TSB (“Tryptic Soy Broth”, BACTO™,
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Franca) a 37 °C por 16 a 18 horas. Apds este tempo, 0,7 mL de cada cultura foi transferido
para criotubos esterilizados previamente rotulados, onde foram adicionados 0,3 mL de
glicerol 50% esterilizado por autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Para cada isolado, o
armazenamento foi realizado em duplicata e cada criotubo identificado com uma sigla, sendo
0s isolados de S&o Paulo identificados como SP e os isolados de S&o José do Rio Preto como
KP, um numero da colecdo de cultura e data de armazenamento. Paralelamente, os dados
relativos a cada isolado clinico foram armazenados em uma planilha, contendo informacoes
como numero de identificacdo na colecdo de cultura, sempre precedido pelo nimero do
prontudrio do paciente, data, sitio de isolamento, unidade de internacdo e perfil de

sensibilidade aos antimicrobianos.

4.3 Extracdo de DNA gendmico bacteriano

Os isolados armazenados a -80 °C foram reativadas por cultivo em caldo TSB por 16 a
24 horas a 37 °C. Em seguida, uma aliquota de 1,5 mL da suspensdo bacteriana foi
centrifugada a 15000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado, essa massa celular obtida
(pellet) foi utilizada para a extragdo do DNA gendmico bacteriano. O pellet foi
homogeneizado em 200 puL de &gua Milli-Q e submetido a nova centrifugacdo a 15000 x g
por 10 minutos, em seguida, ap6s o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressupendido em 40
uL de agua Milli-Q e incubado a 100 °C por 10 minutos.

Apos a fase de lise e liberacdo do DNA, a mistura foi submetida a choque térmico em
gelo por 2 minutos e centrifugada a 15000 x g por 10 segundos a 4 °C. O sobrenadante,
contendo o DNA, foi acondicionado em outro tubo de polipropileno de 1,5 mL, previamente
identificado, onde foram adicionados 500 I de etanol absoluto a -20 °C e incubado em gelo

por 20 minutos. Apos a incubacdo, esta amostra de DNA foi centrifugada a 16000 x g por 10
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minutos, o sobrenadante descartado e 300 ul de etanol 70% (-20 °C) foram adicionados a
amostra de DNA, em seguida, as etapas de homogeneizacédo e centrifugacdo foram repetidas.
O sobrenadante foi descartado e, apos a secagem, 0 DNA foi ressuspendido com 100 pL de
tampdo TE e 2 pL de RNAse (2 pg/mL) (Kit comercial Invitrogen®) e a amostra de DNA
incubada por 30 minutos a 37 °C em termobloco Thermomixer Comfort (Eppendorf). O DNA
foi quantificado em espectrofotdmetro Biophotometer (Eppendorf) armazenado em freezer -

20 °C para posterior utilizacao.

4.4 Investigacao de genes deresisténcia por Reacdo em Cadeia da Polimerase

4.4.1 Investigacdo de genes de enzimas modificador as de aminoglicosideos

Foram realizados trés ensaios de PCR-Multiplex segundo protocolo descrito por Akers
e colaboradores (2010) para pesquisar sequéncias especificas dos genes codificadores das
enzimas modificadoras de aminoglicosideos: AACs, ANTSs e APHs.

A reacio PCR-Triplex-1 foram adicionados primers especificos para amplificacdo dos
genes aac(3)-la, aac(3)-11a e aac(6’)-1h; a reacdo PCR-Triplex-2 foram inclusos os primers
para a amplificacdo de aph(3’)-VI, ant(2')-lae rrn, e, a reacdo PCR-Duplex, foram utilizados
os primers para a amplificacdo de aph(3')-la e aac(6’)-lb. O primer rrn, cujo alvo é um
fragmento do gene 16S do RNA ribossomico altamente conservado em espécies bacterianas,
foi adicionado como controle interno da reacao.

Parametros utilizados para os trés ensaios: desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos,
em seguida, o material foi submetido a 30 ciclos de amplifica¢do, sendo cada ciclo composto
por desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 49°C por 1 minuto (reagdes triplex 1
e 2) e a 54°C (reacdo duplex) e extensdo a 72°C por 1 minuto. Uma extensdo final por 5

minutos a 72°C completou a reac¢do. O produto amplificado foi submetido a eletroforese em
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gel de agarose (1%) acrescido de 0,8 uL de brometo de etidio (10mg/mL). A corrida de
eletroforese foi programada por 60 minutos a 6 VV/cm, o marcador de peso molecular utilizado
foi de 100 pb (Thermo Scientific). O resultado foi visualizado e fotografado pelo
fotodocumentador LPix Ex (Loccus Biothecnology). Os protocolos dos PCR-Triplex-1 e
PCR-Triplex-2; e do PCR-Duplex estdo descritos nos quadros 1 e 2, respectivamente. Os
primers utilizados, no quadro 3.

Em todos os ensaios de PCR, uma reacdo sem amostra de DNA foi utilizada como
controle negativo e uma amostra de DNA positiva para o gene pesquisado pre-caracterizado e

confirmado por sequenciamento, foi utilizada como controle positivo.

Quadro 1. Ensaios PCR-Triplex-1 e PCR-Triplex-2 para investigacéo de genes de AMEs

Componentes Triplex 1 Componentes Triplex 2 Volume
Tampéo para PCR (10X) Tampéo para PCR (10X) 2.5 ul
MgCl, (25mM) MgCl, (25mM) 3,0 ul
Mistura de nucleotideos ANTP (2,5 mM) Mistura de nucleotideos ANTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer aac(3)la-F (10 uM) Primer aph(3)VI-F (10 uM) 0,3 ul
Primer aac(3)la-R (10 uM) Primer aph(3)VI-R (10 uM) 0,3 ul
Primer aac(3)IIa-F (10 uM) Primer ant(2)Ia-F (10 pM) 0,3 ul
Primer aac(3)I1a-R(10 pM) Primer ant(2)Ia-R(10 nM) 0,3 ul
Primer aac(6)Ih-F(10 uM) Primer rrn-F(10 uM) 0,3 ul
Primer aac(6)Ih-R (10 uM) Primer rrn-R (10 uM) 0,3 ul
Taq-DNA polimerase (5U/ ul) Taq-DNA polimerase (5U/ ul) 0,2 ul

Agua Ultrapura Agua Ultrapura q.s.p-25ul

DNA (100 ng/pl) DNA (100 ng/ul) 1,0 ul
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Quadro 2. Ensaio PCR-Duplex para investigagéo de genes de AMEs

Componentes Duplex Volume
Tampdo para PCR (10X) 2,5 ul
MgCl, (25mM) 3,0 ul
Mistura de nucleotideos ANTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer aph(3)Ia-F(10 pM) 0,3 ul
Primer aph(3)la-R (10 uM) 0,3 nl
Primer aac(6)Ib-F(10 uM) 0,3 ul
Primer aac(6)Ib-R(10 pM) 0,3 ul
Tag-DNA polimerase (5U/ ul) 0,2 ul

Agua Ultrapura q.s.p. 25 ul

DNA (100 ng/pl) 1,0 ul

Quadro 3. Primers utilizados para a investigacdo de genes de AMEs

Temperatura de Tamanho

. = - P A
Alvo de amplificacao Primers SequénciasS"a 3 anclamento  Amplicon (pb) Referéncia
M-Acetiltransferases

i aac(6)Ih-F TGCCGATATCTGAATC
geneaac(6’)-Th(Triplex 1) 49 407
aac(6)Ih-R ACACCACACGTTCAG
. . aac(3)la-F GACATAAGCCTGTTCGGTT
gene aac(3)-Ia(Triplex 1) . . . . 49 372
aac(3)la-R CCCGCTTTCTCGTAGCA AKERS et al, 2010
. aac(3)lla-F ATGCATACGCGGAAGGC
gene aac(3)-Illa(Triplex 1) 49 822
aac(3)la-R TGCTGGCACGATCGGAG
i aac(6)Ib-F TATGAGTGGCTAAATCGAT _
geneaac(6)-1b(Duplex) 54 395
aac(6)Ib-R CCCGCTTTCTCGTAGCA
O-Fosfotransferases
o i aph(3)VI-I' CGGAANACAGCGTTTTAGA
geneaph(3’)-VI (Triplex 2) 49 716
aph(3)VI-R TTCCTTTTGTCAGGTC
AKERS et al, 2010
) aph(3)la-F CGAGCATCAAATGAAACTGC B
geneaph(3')-la(Duplex) 34 623
aph(3)la-R GCGTTGCCAATGATGTTACAG
D-Nucletidiliransferases
. ant(2)la-F ATCTGCCGCTCTGGAT
geneant(2')-la(Triplex 2) 49 404 AKERS et al, 2010
ant(2)la-R CGAGCCTGTAGGACT
Controle interno reacio
i rm-F GAGGAAGGTGGGGATGACGT

generrn (16S IRNA) (lriplex 2) 49 216 AKERS et al, 2010

rm-R AGGCCCGGGAACGTATTCAC

4.4.2 Investigacdo de genes de enzimas das metiltransferases 16S rRNA

A investigagdo da presenca dos genes ribosomal methyltransferase (rmt) e
aminoglycoside resistance methyltransferase (arm) das metiltransferases 16S RNAr foi
realizada segundo protocolos e primers previamente descritos (Quadro 6). Para a investigacao

de rmtG foram utilizados primers e protocolos descritos por Bueno e colaboradores (2013); a
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investigacdo dos genes rmtA, rmtB, rmtC, rmtD e armA, foi realizada segundo protocolos e
primers descritos por Doi e Arakawa (2007) e por fim rmtH seguindo O’Hara e colaboradores
(2013). Os protocolos encontram-se descritos nos quadros 4 e 5 e primers no quadro 6.
Controles do ensaio conforme descritos no item 4.4.1.

Parametros utilizados para PCR-Triplex e PCR-Duplex: desnaturacéo inicial a 96°C
por 5 minutos, em seguida, o material foi submetido a 30 ciclos de amplificacdo, sendo cada
ciclo composto por desnaturacdo a 96°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos
e extensdo a 72°C por 1 minuto. Uma extensdo final por 5 minutos a 72°C completou a
reacao.

Parametros utilizados para o PCR-Single: desnaturacéo inicial a 94°C por 2 minutos,
em seguida, o material foi submetido a 30 ciclos de amplificacdo, sendo cada ciclo composto
por desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 55°C por 15 segundos e extensdo a
72°C por 1 minuto. Uma extensdo final por 7 minutos a 72°C completou a reacdo. Os produtos

amplificados foram visualizados de acordo com o item 4.4.1.

Quadro 4. Ensaios para investigacdo dos genes rmtG e rmtH de metiltransferase 16S rRNA

Componentes rmtG Componentes rmtH Volume

Tampéo para PCR (10X) Tampéo para PCR (10X) 2,5ul
MgChL (25mM) MgCh (25mM) 2,0 pl
Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer rmtG-F (10 pM) Primer rmtH-F (10 pM) 1,0 pl
Primer rmtG-R (10 uM) Primer rmtH-R (10 uM) 1,0 pl
Tag-DNA polimerase (5U/ ul) Tag-DNA polimerase (SU/ pl) 0,2 ul

Agua Ultrapura Agua Ultrapura q-s.p-25 ul

DNA (100 ng/ul) DNA (100 ng/ul) 2,0 ul
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Quadro 5. PCR-Triplex e PCR-Duplex para investigacdo de genes metiltransferase 16S rRNA

Componentes Triplex Componentes Duplex Volume
Tampis pava PUR (10X Tampae paro PUR (LX) 2.5l
D'l (Z5mb NMeCl 253m M 2ol
Miztura de mucleotideos ANTP (2.5 mbD Misturn de aucleotideas dNTE (2.5 A 2ol
PrimermmtB-F ¢ 10 mMLD Primer muiA-F ¢ LormMl: 1ipl
Prmerm:tB-R 1 10 mhly Primer nnta-R oo 1o mADL 1:opl
Frimer rmiti7-F { 10O miN Frumer tmtD-F 10 mM Lol
Pomer pn:tC-Ri 1oy mby Pronmer pn:tD-Ei 1o mAD Lopl
Primer armiA-50 10 mbl) _ Lol
Frimer ammA-F ( 10mh[) _ 1opl
Tag-DNA polunerase (ALT plh Tag-DNA polimerase (3U ply 0.2l

Agua Lliapura

DNACLO0 ng ply

Agua Ultrapuia

DA 100z pl

L 25l

-

RENTHS

Quadro 6. Primers utilizados para a investigagéo dos genes de metiltransferase 16S rRNA

Alvo de amplificaciio Primers Sequéncias 5" a3’ Temperatura de Tar.nanho Referéncia
anelamento  Amplicon (pb)
Ribosomal methyftransferase
rmtG-F AAATACAGCGATGTGTGTCC
gene rmtG 55 250 BUENO et al, 2013
mitG-R ACACGGCATCTGTTTCTTCC
rmtH-F ATGACCATTGAACAGGCAGC
gene rmtH 55 758  O'HARA etal. 2013
rmtH-R TCAAGCTGGGTTTGGCTGGA
. rmtB-F GCTTTCTGCGGGCGATGTAA
gene rmtB (Triplex) 55 173
rmtB-R ATGCAATGCCGCGCTAT
€ (Triplex) rm(C-F CGAAGAAGTAACAGCCAAAG 55 1
ene rmtC (Triplex
£ P mtC-R ATCCCAACATCTCTCCCACT DOL etal, 2007
rmtA-F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 55 635
rmtA-R TTGCTTCCATGCCCTTGCC
gene rmtD (Duplex) rmitD-F CGGCACGCGATTGGGAAGC 55 401
rmtD-R CGGAAACGATGCGACGAT
Metihyltransferase
armA-F ATTCTGCCTATCCTAATTGG
gene armA (Triplex) 55 315 DOI et al, 2007
- armA-R ACCTATACTTTATCGTCGTC

4.4.3 Investigacdo de genes de gnr

Para investigar a presenca de genes gnr, foram realizados ensaios de PCR-Triplex para

0s genes gnrA, gnrB e gnrS e ensaios de PCR-Single para os genes gnrC e gnrD, de acordo

com metodologia previamente padronizada (CATTOIR et. al., 2007; ZHAO et. al., 2010;
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WANG et. al., 2009). Os protocolos e primers utilizados estdo descritos nos quadros 7 e 8,
respectivamente. Controles do ensaio conforme descritos no item 4.4.1.

Parametros empregados no ensaio PCR-Triplex: desnaturagdo inicial a 95°C por 10
minutos, em seguida, o material foi submetido a 35 ciclos de amplificacdo, sendo cada ciclo
composto por desnaturacao a 95°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 1 minuto e extensédo
a 72°C por 1 minuto. Uma extenséo final por 10 minutos a 72°C completou a reacéo.

Parametros empregados nos ensaios PCR-single: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5
minutos, em seguida, o material foi submetido a 30 ciclos de amplificacdo, sendo cada ciclo
composto por desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 50°C (gnrC) e 48°C
(gnrD) por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos (gnrC) e 90 segundos (gnrD).
Uma extenséo final por 7 minutos a 72 °C completou a reacéo.

Os produtos amplificados nos ensaios PCR-Triplex e PCR-Single para gnrC foram
visualizados de acordo com o item 4.4.1. Para a visualizacdo dos produtos amplificados no
ensaio PCR-single para gnrD, realizou-se a eletroforese em gel de agarose a 1% acrescida de
0,8 uL de brometo de etidio (L0Omg/mL), corrida de eletroforese programada por 60 minutos a
6 V/cm e marcador de peso molecular de 1 Kb (Thermo Scientific). O gel foi visualizado e

fotografado pelo fotodocumentador LPix Ex (Loccus Biothecnology).

Quadro 7. Protocolo dos ensaios utilizados para investigacdo de genes gnr

Componentes Multiplex Componentes QnrC Componentes QunrD Volume

Tampéo para PCR (10X) Tampéo para PCR (10X) Tampdo para PCR (10X) 2,5 ul
MgCI2 (25mM) MgCI2 (25mM) MgCI2 (25mM) 2.0 ul
dNTP (2,5 mM) dNTP (2.5 mM) dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer qnrA F (10 pM) Primer qnrC F (10 uM) Primer qnrD F (10 uM) 1,0 pl
Primer qnrA R (10 uM) Primer qnrC R (10 uM) Primer gnrD R (10 uM) 1,0 ul
Primer qnrB F (10 uM) - 1.0 pul
Primer qurB R (10 pM) - - 1,0 pl
Primer qnrS F (10 uM) - - 1.0 ul
Primer qnrS F (10 pM) - - 1,0 pul
Taq-DNA polimerase (5U/pl) Taq-DNA polimerase (5U/ul) Taq-DNA polimerase (SU/pl) 0.2 pl

Agua Ultrapura Agua Ultrapura Agua Ultrapura q.s.p- 25 ul
DNA (100 ng/pl) DNA (100 ng/pl) DNA (100 ng/ul) 2,0 pl




Quadro 8. Primers utilizados nos ensaios para a investigagao dos genes gnr
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Alvo de amplificacio Primers

qnr

gnrA

gnirB

gnrS

gnrC

gnrD

qnrA-F
qnrA-R
qnrB-T
gqnrB-R
qnrS-F
qnrS-R
qnrC-F
qurC-R
qnrD-T7
qurD-R

Sequéncias 5" a 3~

AGAGGATTTCTCACGCCAGG
TGCCAGGCACAGATCTTGAC
GGMATHGAAATTCGCCACTG
TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
GCAAGTTCATTGAACAGGGT
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
GGGTTGTACATTTATTGAATC
TTCCACITTTACGAGGTTCT
TTTTCGCTAACTAACTCGC
GAAAGGATAAACAGGCAAAT

Temperatura de
anelamento

54

50

48

Tamanho
Amplicon (pb)

580

264

428

447

1084

Referéncia

CATTOIR et al, 2007

WANG et al, 2009

ZITAQ ct al, 2010

4.4.4 Investigacao de genes de bombas de efluxo ogxAB e gepA

Ensaios com metodologias previamente padronizadas foram empregados para

investigar a presenca de genes de bombas de efluxo ogxAB (KIM et. al., 2009) e gepA (MA

et. al.,, 2019). Os protocolos e primers utilizados estdo descritos nos quadros 9 e 10,

respectivamente. Controles do ensaio conforme descritos no item 4.4.1.

Pardmetros utilizados no ensaio de PCR para investigacdo do gene OQxAB:

desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, em seguida, o material foi submetido a 30 ciclos de

amplificacdo, sendo cada ciclo composto por desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a

58°C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 5:30 minuto. Uma extenséo final por 7 minutos

a 72 °C completou a reacdo. O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de

agarose a 1% acrescida de 0,8 uL de brometo de etidio (10mg/mL). A corrida de eletroforese

foi programada por 90 minutos a 6 VV/cm, o marcador de peso molecular utilizado foi de 1 Kb

(Thermo Scientific). O resultado foi visualizado e fotografado pelo fotodocumentador LPix Ex

(Loccus Biothecnology).

Parametros utilizados no ensaio de PCR para investigacao do gene gepA: desnaturacao

inicial a 95°C por 5 minutos, em seguida, o material foi submetido a 35 ciclos de
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amplificacdo, sendo cada ciclo composto por desnaturacdo a 95°C por 45 segundos,
anelamento a 68°C por 45 segundos e extensao a 72 °C por 45 segundos. Uma extensao final
por 7 minutos a 72 °C completou a reacdo. Os produtos amplificados foram visualizados de

acordo com o item 4.4.1.

Quadro 9. Protocolo para investigagdo de genes de bombas de efluxo

Componentes (JepA Volume Componentes QgxAB Volume
Tampéo para PCR (10X) 2,5 ul Tampao para PCR (10X) 2,5ul
MgCl: (25mM) 0.5 ul MgCl, (25mM) 2,0 ul
Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 1,0 ul Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,5ul
Primer qepA-F(10 pM) 1,0 pl Primer ogqxAB-F(10 uM) 1,0 ul
Primer qepA-R (10 uM) 1,0 pl Primer oqxAB-R (10 uM) 1,0 ul
Taq-DNA polimerase (5U/ ul) 0,2 ul Taq-DNA polimerase (5U/ pl) 0,5l
Agua Ultrapura q.s.p. 25 ul Agua Ultrapura q.s.p- 25 ul
DNA (100 ng/pl) 2,0 ul DNA (100 ng/pl) 2,0 ul

Quadro 10. Primers utilizados para investigacdo de genes de bombas de efluxo

Temperatura de Tamanho
Alvo de amplificacio Primers Sequéncias 5" a 3" ” Referéncia
- 5 anelamento Amplicon (pb)
A qepA-l CGGCGGCGTGTTGCTGGAGTTCTT
qep. qepA-R 68 552 MA et al, 2009

CCGACAGGCCCACGACGAGGALIGC

0gxAB-F CCCTGGACCGCACATAAAG ss 5140 ZHAO et al, 2010
] et al,
0gxAB-R AAAGAACAAGAITCACCGCAAC

0gxAB

4.4.5 Investigacdo de genes blanpw

A investigacdo da presenca do gene que codifica a carbapenemase do tipo NDM foi
realizada segundo Poirel e colaboradores (2011). O protocolo utilizado estd descrito no
quadro 11. Controles do ensaio conforme descritos no item 4.4.1. Parametro utilizado:
desnaturacéo inicial a 96°C por 10 minutos, seguida de 36 ciclos de 96°C por 30 segundos,
54°C por 40 segundos, 72°C por 50 segundos e extensdo final a 72°C por 5 minutos. Os

produtos amplificados foram visualizados de acordo com o item 4.4.1.
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Quadro 11. Protocolo para investigagéo de gene blanpm

Componentes NDM Volume

Tampéo para PCR (10X) 2,5 ul
MgCL (25mM) 2,0 ul
Mistura de nucleotideos ANTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer NDM-F(10 uM) 1,0 ul
Primer NDM-R (10 uM) 1,0 ul
Tag-DNA polimerase (5U/ pl) 0,2 nl

Agua Ultrapura q.s.p-25 ul
DNA (100 ng/ul) 2,0 ul

4.4.6 Investigacao de genes blactx-m

Para investigar a presenca de genes blacrtx.m, foi utilizado protocolo descrito por
Edelstein e colaboradores (2003). O protocolo encontra-se descrito no quadro 12 e os primers
utilizados estéo descritos no quadro 13. Controles do ensaio conforme descritos no item 4.4.1.

Parametros utilizados: desnaturacédo inicial a 94 °C por 2 minutos, em seguida, 0
material foi submetido a 35 ciclos de amplificacdo, sendo cada ciclo composto por
desnaturacédo a 95 °C por 20 segundos, anelamento a 51°C por 30 segundos e extensédo a 72 °C
por 30 segundos. Uma extensdo final por 3 minutos a 72 °C completou a reacdo. Os produtos

amplificados foram visualizados de acordo com o item 4.4.1.
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Quadro 12. Protocolo para investigacdo de gene blactx-m

Componentes Volume

Tampéo para PCR (10X) 2,5 ul
MgCl, 25mM) 2,0 ul
Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer CTX-M-F(10 uM) 1,0 ul
Primer CTX-M-R (10 uM) 1,0 ul
Taq-DNA polimerase (5U/ ul) 0,2 ul

Agua Ultrapura g.s.p-25ul
DNA (100 ng/uly 2,0 ul

Quadro 13. Primers utilizados para investigacdo e sequenciamento dos genes blacrx-m

Temperatura de Tamanho

Alvo de amplificagio Primers Sequéncias 5" a 3° . Referéncia
= anelamento  Amplicon (pb)
CTX-M-F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA
51
CIX-M-R CGATATCGTTGGIGGTIGOCATA 4 EDELSTEIN ctal, 2003
CTX-M-15-F CACACGTGGAATTTAGGGACT
blagy 51 1001 MUZAHEED et al, 2008
CTX-M-15-R GCCGTCTAAGGCGATAAACA
CTX-M-2-F AAATGTGCTGCTCCTTTCGTGAGC
60 1122 DE OLIVEIRA GARCIA et al, 2008
CTX-M-2R AGGGTTCGTTGCAAGACAAGA CTG

4.5 Purificagdo dos produtos de PCR

Os produtos amplificados obtidos nos ensaios de PCR para deteccdo dos genes
investigados foram purificados com etanol, de acordo com protocolo adaptado de Sambrook e
Russel (2001). Os “amplicons” foram inicialmente transferidos para tubos de 1,5 ml onde foi
realizada a purificacdo. A estes tubos foram adicionados 10% do volume de acetato de sodio 3
M seguido de trés vezes o volume de etanol absoluto. Os tubos foram incubados em freezer -
80 °C por uma hora para que o DNA fosse precipitado, em seguida foram centrifugados a
16100 g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante descartado. Ao DNA precipitado foram
adicionados trés vezes o volume de etanol a 70% (Merck Chemicals) e, em seguida, este foi

centrifugado por 20 minutos a 16100 g, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o tubo
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deixado aberto até secagem completa do etanol. O DNA foi ressuspendido em 20 pl de agua

ultra-pura (Invitrogen) e armazenado em freezer -20°C.

4.6 Sequenciamento dos genes

O sequenciamento dos genes detectados foi realizado com o kit Big Dye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, USA), segundo recomendacdes do fabricante e teve como
finalidade confirmar se os “amplicons” obtidos na PCR correspondiam aos genes
investigados. Os primers utilizados no seqtienciamento foram os mesmos das reagdes de PCR,
exceto para blacrx.m, para os quais foram utilizados primers especificos de CTX-M-2 e CTX-
M-15, descritos no quadro 13. A reagéo de sequenciamento foi realizada com 2,0 uL de “Big
Dye Terminator”, 4,0 uL de solugdo tamponante (5X), 1,0 uL de primer especifico (3,2 pum),
1,0 uL de DNA purificado com concentracdo aproximada de 200 ng/mL e &gua q.s.p. 20 pL.
A ciclagem empregada foi de 25 ciclos de desnaturacéo a 96°C por 30 segundos, anelamento
a 50°C por 15 segundos, extensdo a 60°C por 4 minutos.

O sequenciamento foi realizado no aparelno 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems Foster City, CA) e as sequéncias obtidas foram pré-processadas pelo software
“Seqman” e o0s contigs das sequéncias forward e reverse foram comparados com as
sequéncias depositadas no BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Para confirmacao
e comparagdo dos alelos encontrados no BLAST, foi feito alinhamento pelo ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).
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4.7 Tipagem molecular por ERIC-PCR

A tipagem por ERIC- PCR foi realizada segundo método e primer previamente
descrito (CARTELLE et al., 2004). Foram utilizados 2,5 pl de tampéo (10X), 3,0 ul de
MgCI2 (25mM), 2,0 pl de dNTP (2,5 mM), 1,5 pl do primer (10 pmol/ pl), 0,2 ul de Taq
(5U/ul), 1,5 pl de DNA (300ng) e agua g.s.p. 25 ul. O DNA foi inicialmente desnaturado a
94°C por 10 minutos e submetido a 30 ciclos com as etapas de desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 52°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 8 minutos e extensdo final a
72°C por 16 minutos.

Os produtos foram analisados em gel de agarose a 1,5%, previamente adicionado de
brometo de etidio (0,08 uL/ 100 mL). A eletroforese foi realizada a 6 VV/cm, por 120 minutos.
Foram adicionados 2 pL de solugdo de azul de bromofenol & amostra para aplica¢éo no gel. O
marcador de peso molecular de 1Kb (Invitrogen) foi utilizado para determinar o tamanho dos
fragmentos obtidos. Todos os géis foram fotografados com a mesma abertura de lente, foco e

zoom optico.

4.8 Anéliseda Similaridade Genética

Para a avaliacdo da similaridade genética entre os isolados, os padrdes de identidade
genetica gerados por ERIC-PCR foram analisados com auxilio do programa Bionumerics
(Applied Maths, Saint-Martens-Latem, Bélgica) e usados na construcdo de dendrogramas,
empregando-se um coeficiente de correlacdo de Dice de 5%, com tolerancia 2,0% e

otimizacdo de 1,0% (AGUILAR, 2009).
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4.9 Multilocus Sequence Typing

O protocolo utilizado para a tipagem por Multilocus Sequence Typing (MLST) foi o
descrito por Diancourt e colaboradores (2005). Neste método sdo utilizadas a sequéncia de 7

genes housekeping (tonB, rpoB, mdh, pgi, phoE, infB, gapA) para a determinacdo do Sequence

type (ST).

4.9.1 Amplificacdo dos genes “housekeping”

A primeira etapa da técnica consiste em amplificar os genes housekeping por PCR.
Para cada gene, utilizou-se uma mistura de 30uL contendo 3,3uL de maéster mix, 1,5uL de
cada primer F e R (concentracdo inicial 10uM), 1,5uL de taq polimerase, 20,2uL de agua e
2uL de DNA. A ciclagem utilizada foi: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, em
seguida, o material foi submetido a 35 ciclos de amplificacdo, sendo cada ciclo composto por
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 45°C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2
minutos. Uma extensdo final por 2 minutos a 72 °C completou a reagdo. Os produtos
amplificados foram visualizados de acordo com o item 4.4.1. Os primers utilizados estdo

descritos no quadro 14.



Primersde PCR e sequenciamento utilizados para MLST
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Quadro 14.
Gene Funcéo do gene
sub-unidade beta do
rpoB ]
RNA polimerase B
Glyceraldeido 3-
gapA fosfato
Desidrogenase
Malato
mdh )
Desidrogenase
_ Fosfoglicose
Pai
Isomerase
phoE Fosfoporina B
_ Fator 2 de inicio da
infB

Traducéo

Transdutor de energia
tonB ) .
Periplasmética

Sequénciadosprimers
VIC3: GGC GAA ATG GCW GAG AAC CA
VIC2: GAG TCT TCG AAG TTGTAACC

gapAl73: TGA AT ATG AT CCACTC ACG G
gapAl181: CTT CAG AAGCGG CTT TGATGG CTT

mdh130: CCC AAC TCG CTT CAG GTT CAG
mdh867: CCG TTT TTC CCC AGC AGC AG

pgil.F: GAG AAA AAC CTG CCT GTA CTG CTG GC
pgil.R: CGC GCC ACG CTT TAT AGC GGT TAA T
pgi2.F (seq): CTG CTG GCG CTG ATC GGC AT
Pgi2.R (seq): TTA TAG CGG TTA ATC AGG CCG T

PhoE604.1: ACC TAC CGC AAC ACCGACTTC TTC GG
PhoE604.2: TGA TCA GAA CTG GTA GGT GAT

infB1F: CTC GCT GCT GGA CTA TAT TCG
infBLR: CGC TTT CAG CTC AAG AAC TTC
infB2F (seq): ACT AAG GTT GCC TCC GGC GAA GC

tonB1F: CTT TTT CAG CTC AAG AACTTC
tonB1R: ATT CGC CGG CTG RGC RGA GAG

Fragmento (pb)

980

467

758

650

420

450

515

4.9.2 Purificacdo do produto de PCR

A purificagdo do produto amplificado foi realizada com ExoSAP-IT, misturando-se

2uL de ExXoSAP-IT com 5uL do produto amplificado, com incubacdo a 37°C por 15min

seguido por 80°C por 15min e armazenou-se a 4°C até o momento do uso.
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4.9.3 Reacdo com o Big Dye®

Nesta etapa, foram feitos 2 mix para cada gene, contendo 0,875uL de agua ultra pura
estéril, 0,875uL do tampdo do Big Dye®, 0,25uL de Big Dye® e 2uL de primer F ou R
(concentracdo inicial 0,67uM) e 1uL da amostra purificada. A ciclagem utilizada foi:
desnaturacéo inicial a 96°C por 1minuto, seguida de 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C
por 5 segundos e 60°C por 4 minutos e armazenado a 4°C até a purificacdo. Sendo que no
programa do termociclador a variagdo de temperatura foi de 1°C por segundo em cada uma

das etapas.

4.9.4 Precipitacgo do produto do Big Dye®

Na placa onde foi realizada a reacédo, foram adicionados 80uL da solugdo contendo
0,3mL 3M NaOAc (pH 5,3), 6,25 mL Etanol 95% e 1,45 mL Agua Mili-Q estéril. A placa foi
incubada em temperatura ambiente por 15min e posteriormente centrifugada a 4°C e 2000g
por 45min. Em seguida, o excesso de sobrenadante foi retirado e uma nova centrifugacao,
com a placa invertida em papel filtro por 1min a 4°C e 500g foi realizada, para retirada total
da solucdo. Foram entdo adicionados 150uL de etanol 70% a placa e a mesma foi
centrifugada por 10min a 4°C e 2000g. Repetiu-se a retirada do sobrenadante e centrifugacao
invertida. Apés, permanecer aberta por 5min para secagem total, a placa foi coberta com
aluminio e armazenada a -20°C até 0 momento do sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado no aparelho 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems Foster City, CA) e as sequéncias obtidas pré-processadas pelo software Segman e
0s contigs das sequéncias forward e reverse foram comparados com as sequéncias
depositadas no BLAST. Para confirmagdo e comparacédo dos alelos encontrados no BLAST,

foi feito alinhamento pelo ClustalW.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Deter minacéo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

No anexo 1 é apresentado o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e os dados
relativos a cada K. pneumoniae produtora de KPC estudada.

A resisténcia aos  B-lactamicos  imipenem, meropenem, ertapenem e
piperacilina/tazobactam foi observada em todos os cem isolados. Com relacdo a resisténcia
aos outros antimicrobianos desta classe, os resultados foram varidveis, sendo observadas
diferentes porcentagens de resisténcia ao cefepime, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima e
ceftriaxona, embora todas acima de 88%. Todos os isolados provenientes de S&o Paulo,
denominados SP, apresentaram resisténcia a cefotaxima, 94% apresentaram resisténcia a
cefoxitina e ceftazidima, 90% a cefepima e 88% a ceftriaxona. Dentre os isolados
provenientes de S&o José do Rio Preto, denominados KP, todos apresentaram resisténcia a
cefepima, ceftazidima e ceftriaxona, e apenas 11% dos isolados apresentaram-se sensiveis a
cefotaxima e cefoxitina. A figura 2 ilustra a susceptibilidade encontrada nos isolados
produtores de KPC incluidos neste estudo.

A enzima KPC hidrolisa todos os -lactdmicos, incluindo as penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos. Porém, as cefamicinas e a ceftazidima sdo fracamente
hidrolizadas, e os carbapenémicos, a cefotaxima e o aztreonam sdo hidrolisados com menor
eficiéncia que as penicilinas e as cefalosporina de espectro restrito (LIVERMORE, 2012).
Esta afirmativa corrobora com o perfil observado em alguns isolados estudados, como a
sensibilidade a ceftazidima em 6% dos isolados SP e a sensibilidade a cefotaxima em 11%
dos isolados KP. Foi interessante observar também sensibilidade a alguns p-lactamicos em

isolados onde o gene de B-lactamase blactx-m, investigado neste estudo, ndo foi detectado
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(quatro dos cinco isolados KP sensiveis a cefotaxima, todos os trés isolados SP sensiveis a
ceftazidima e nos cinco isolados SP sensiveis a cefepima).

Ha diferenca entre os perfis de resisténcia apresentados pelos isolados KP e SP. A
presenca de outros mecanismos de resisténcia associados com a producdo de KPC nestes
isolados foi investigada neste estudo e os resultados obtidos serdo discutidos posteriormente.

Com relacdo aos aminoglicosideos, foram observadas diferentes porcentagens de
resisténcia entre os isolados KP e os isolados SP, com destagque para gentamicina e
tobramicina, sendo 20,4% para amicacina, 92% para gentamicina, 58% para tobramicina e
77% para canamicina nos isolados KP. Nos isolados SP as porcentagens de resisténcia foram
26% para amicacina, 62% para gentamicina, 90% para tobramicina e 82% para canamicina
(Figura 2). A alta resisténcia a tobramicina encontrada nos isolados SP é compativel com
estudo realizado recentemente nos Estados Unidos com K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos, as quais exibiram 98% de resisténcia a este aminoglicosideo
(ALMAGHRABI et al., 2014). E interessante notar uma grande diferenca na porcentagem de
resisténcia a tobramicina ao compararmos o0s isolados KP e SP. Este resultado pode ser
explicado pela auséncia de utilizacdo deste aminoglicosideo na Institui¢do na qual os isolados
KP foram obtidos (CCIH/HB, comunicacgéo pessoal).

Observou-se ainda, altas taxas de resisténcia as quinolonas. Entre os isolados KP, 94%
nos 48 isolados testados para norfloxacina, 96% nos 50 isolados testados para ciprofloxacina
e 96% nos 47 isolados testados para o acido nalidixico. Entre os isolados SP, observou-se
100% de resisténcia as quinolonas (Figura 2). Esta alta porcentagem de resisténcia também
foi detectada em K. pneumoniae isoladas em centros médicos de Taiwan, dentre as quais 93%
foram resistentes a ciprofloxacina (CHIU et al., 2013). Em outro estudo, conduzido na China
com 11 K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, aproximadamente 73% e 64% foram

resistentes a ciprofloxacina e a amicacina, respectivamente (SHENG et al., 2012).
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Com relacao a tigeciclina, 73 isolados foram testados, sendo 36 KP e 37 SP. Néo foi
observada diferenca entre os isolados KP e SP, que foi de aproximadamente 14% de
resisténcia. Ja a resisténcia intermediaria foi de 41,7% e 51% para os isolados KP e SP
respectivamente. Esta porcentagem de resisténcia é maior do que a relatada em outros
estudos, 0s quais mostram uma variacdo de até 11,5% (ARYA, AGARWAL, 2010;
NEONAKIS et al.,, 2011; SADER et al., 2013). De fato, a resisténcia a Tigeciclina tem
crescido sistematicamente nos Ultimos anos devido ao aumento de sua utilizacdo (TSAI et al.,
2012; SPANU et al., 2012; NIGO et al., 2013). Este aumento foi evidenciado em estudo
conduzido por Nigo e colaboradores (2013), o qual mostra a emergéncia de resisténcia a
tigeciclina em K. pneumoniae multirresistentes isoladas de pacientes internados em um centro
médico de Nova York.

Quatro dos dez isolados SP e dois dos dezenove isolados KP testados frente a
polimixina B, apresentaram resisténcia. Andrade e colaboradores (2014), em estudo realizado
no interior do estado de S&o Paulo, também encontraram resisténcia a polimixina nos isolados
analisados. Neste estudo, os pesquisadores evidenciaram que dentre as sete K. pneumoniae
analisadas, trés apresentaram alta resisténcia a Polimixima B. Outros estudos também relatam
a reducdo da sensibilidade a tigeciclina e polimixina B em bactérias produtoras de KPC
(LIVERMORE et al., 2011; ZAGARIANOU et al., 2012; VILLA et al., 2014). A resisténcia
observada enfatiza a importancia do uso racional destes antimicrobianos como medida
necessaria para preservar sua utilidade. No presente estudo, a investigacdo dos mecanismos de
resisténcia as polimixinas e a tigeciclina ndo foi realizada. Entretanto, acreditamos que a
vigilancia da evolucdo da resisténcia a estes antimicrobianos deve ser realizada,
considerando-se sua importancia para o tratamento das infeccbes por K. pneumoniae

resistentes aos carbapenémicos.
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Figura 2. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos nos isolados de Sdo Paulo (SP) e S&o José do Rio Preto (KP). Na figura
A, estdo representadas as porcentagens de resisténcia aos antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos. Na figura B, estdo
representadas as porcentagens de resisténcia aos antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos e na figura C, estdo representadas
as porcentagens de resisténcia aos antimicrobianos da classe das quinolonas.

5.2 Determinagdo do gen6tipo deresisténcia aos antimicr obianos

Em bactérias produtoras de KPC, podem ser encontrados diferentes genes que
determinam resisténcia a outros antimicrobianos, como aminoglicosideos, quinolonas e
cefalosporinas, localizados em plasmideos em associacdo com blaxpc (PATERSON, 2006;
ENDIMIANI et al., 2008; SACHA et al., 2009; ZACHARCZUK et. al., 2011; SHENG et al.,
2012; SPANU et. al., 2012; WANG, et al., 2012; BUENO et al., 2013; ANDRADE et al.,
2014). Abaixo serdo discutidos os diversos genes de resisténcia as diferentes classes de

antimicrobianos encontrados nos isolados do presente estudo.

5.2.1 Investigacao de genes de blactx-m

Apesar da crescente disseminagdo de isolados produtores de KPC, K. pneumoniae
produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBLS) continuam sendo um importante

agente de infeccBes relacionadas a assisténcia & saude (IRAS). Na América do Sul, a
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frequéncia de deteccdo de ESBLS em Enterobacteriaceae esta entre as maiores do mundo.
Dentre todas as ESBLs, destacam-se as enzimas do grupo CTX-M, que sdo consideradas
endémicas (MINARINI et al., 2009; YONG et al., 2009; DROPA et al, 2010; RAMOS et al.,
2014).

A CTX-M é a ESBL prevalente no Brasil, e as variantes CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-
M-9, CTX-M-14, CTX-M-15 e CTX-M-16 sdo as mais encontradas (ROSSI, 2011). Alem
disso, a presenca de blactx.m em K. pneumoniae produtoras de KPC tem sido relatada com
frequéncia no pais (PEIRANO et al., 2009; SEKI et al., 2011; CABRAL et al., 2012; BUENO
et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; RAMOS et al., 2014). Dados recentes publicados pelo
Centro de Vigilancia Epidemioldgica do estado de Sdo Paulo (CVE, 2013), mostraram que no
estado as porcentagens de IRAS por K. pneumoniae produtoras de ESBLs em UTIs neonatal e
adulto foram de 33,4% e 71,6%, respectivamente.

Neste estudo, genes que codificam enzimas CTX-M de diferentes grupos foram
encontrados em 76% (38/50) dos isolados KP sendo que 68,4% (26/38) foram blactx-m-1s,
23,7% (9/38) blactx-m-2, 2,6% (1/38) blactx-m-5e. EM um isolado (1/38), blactx-m-s9 € blacTx-
M-15 0correram simultaneamente. Em um isolado (1/38), ndo foi possivel identificar o gene
blactx-m. A alta porcentagem de produtores de CTX-M encontrada nos isolados KP corrobora
com estudo realizado por Seki e colaboradores (2013), os quais detectaram blactx-m em 49%
das 121 K. pneumoniae estudadas, e destas, 64% carreavam 0 gene blacrx-m-15. Ainda neste
estudo, os pesquisadores evidenciaram que 17% das K. pneumoniae produtoras de CTX-M
co-produziam KPC, sendo 80% destas com KPC e CTX-M-15.

A enzima CTX-M-15 é a ESBL mais amplamente distribuida em Enterobacteriaceae,
sendo frequentemente descrita como dominante em K. pneumoniae e E. coli (PEIRANO et al.,
2010; SEKI et al., 2013). Foi primeiramente detectada em K. pneumoniae no Brasil em estudo
conduzido por nosso grupo de pesquisa (TOLLENTINO et al., 2011), em cepas isoladas entre

2005 e 2007, no mesmo hospital onde o presente estudo foi conduzido. Desde entdo, muitos
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outros estudos relataram a presenca de CTX-M-15 em varios membros da familia
Enterobacteriaceae (CERGOLE-NOVELLA et al., 2010; PEIRANO et al, 2011; NOGUEIRA
etal., 2014).

Foi interessante observar que ocorreu uma mudanca no perfil de tipos de CTX-M
produzidas por K. pneumoniae isoladas na Instituicdo onde CTX-M-15 foi descrita nesta
espécie pela primeira vez no Brasil. Em um estudo realizado com K. pneumoniae isoladas
entre 2005 a 2007, genes do grupo CTX-M-2 foram predominantes, presentes em
aproximadamente 75% dos isolados. O gene blactx-um-15 foi detectado em 25% dos isolados.
Outra diferenca observada foi com relagdo aos genes do grupo CTX-M-2, pois ocorria
discreto predominio de blactx-m-2 (19 isolados) sobre blactx-m-s9 (15 isolados) (TOLENTINO,
2009). No atual estudo, predominou blactx-m-2.

Climaco e colaboradores, em 2010, realizaram um estudo comparativo avaliando a
producdo de ESBL por Klebsiella spp isoladas em 2000 e 2006. Neste estudo, também foi
observado uma mudanga nos tipos de CTX-M detectados. Todos os isolados de 2000
apresentaram CTX-M-2, enquanto os isolados de 2006, apesar da predominancia de CTX-M-
2, apresentaram uma maior diversidade de variantes, incluindo CTX-M-59 e CTX-M-9.

Apesar da ampla disseminacdo de CTX-M-15, isolados produtores de CTX-M-2 tém
sido os mais frequentemente detectados em paises da Ameérica do Sul, incluindo Brasil
(VILLEGAS et al., 2008; MINARINI et al., 2009; CLIMACO et al., 2010; CABRAL et al.,
2012; JJASKULSKI et al., 2013). A variante CTX-M-2 foi detectada na Argentina em 1989 e,
desde entéo, se disseminou pelos paises vizinhos (VILLEGAS et al, 2008, CLIMACO et al.,
2010). Nos ultimos anos, foi demonstrada a co-existéncia de genes blakpc com genes que
codificam CTX-M do grupo 2 (CABRAL et al., 2012; ANDRADE et al., 2014).

Dentre os isolados SP, 58% (29/50) apresentaram genes blacrx.m, sendo 51,7%
(15/29) blactxm2 37,9% (11/29) blactsmas, 3,4% (1/29) blactxmz € blacrxm-is

simultaneamente e 6,9% (2/29) blactx-m-14 (Figuras 3 e 4).
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A predominancia de CTX-M-2 encontrada nos isolados SP corrobora com estudos
realizados no Brasil, 0s quais mostram que esta enzima € endémica no pais e disseminada em
diversas cidades além de S&o Paulo (dO CARMO FILHO et al., 2008; TOLLENTINO et al.,
2011), como em Curitiba (NOGUEIRA, et al., 2011; NOGUEIRA, et al., 2014), Rio de
Janeiro (CHAGAS et al., 2011; QUEIROZ et al., 2012), Minas Gerais (MINARINI et al.,
2009) e Recife (LOPES et al., 2010; CABRAL et al., 2012). Durante um surto em uma UTI
neonatal em 2003, entre as 10 cepas de K. pneumoniae resistentes as cefalosporinas
envolvidas, 6 eram produtores de CTX-M-2 e em 4, uma nova variante da CTX-M-2,
denominada CTX-M-5, foi descrita pela primeira vez (dE OLIVEIRA GARCIA et al., 2008).
Desde a sua descrigdo, o gene blactx-m-59 tem sido detectado em diversos estados, como Séo
Paulo, Rio de Janeiro e Parana (CLIMACO et al., 2010; TOLLENTINO et al., 2011;
QUEIROZ et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2014). Neste estudo, a CTX-M-59 foi detectada
em 2 isolados KP, sendo um deles, o isolado KP10 que carreia simultaneamente CTX-M-15 e
CTX-M-59. Além do isolado KP10, o isolado SP22 carreou simultaneamente dois genes
codificadores de CTX-M (blactx-m-15 € blactx-m-2). A presenca simultanea dos genes blacTx-
m-15 € blactx-m2 em K. pneumoniae foi relatada em estudo de vigilancia realizado com
enterobactérias isoladas em 15 hospitais argentinos. Um isolado apresentou simultanea dos
genes blactx-m-15 € blactx-m-2, qrB19 e aac(6')-1b (CRUZ et al., 2013). Na atual pesquisa, no
isolado SP22 foram detectados blactx-m-15, blactx-m-2 € aac(6”)-1b e também aph(3)-la. Em
nosso conhecimento, este € o primeiro relato da presenca simultdnea de genes que codificam
CTX-M dos grupos 1 e 2 em K. pneumoniae produtoras de KPC no Brasil.
O gene blactx-m-14, pertencente ao grupo CTX-M-9, foi detectado nos isolados SP28 e
SP36. No Brasil, enzimas pertencentes ao grupo CTX-M-9 ja foram detectadas durante
estudos conduzidos no Rio de Janeiro (BONNET et al., 2001; QUEIROZ et al., 2012) e
interior de S&o Paulo (MINARINI et al., 2009; CLIMACO et al., 2010), porém em todos estes

estudos, o gene detectado foi 0 blactx-m-9, Dados da literatura sugerem uma baixa prevaléncia
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do gene blactx-m-14 N0 Brasil. Em um estudo realizado em Sao Paulo, a producdo de CTX-M-
14 foi evidenciada em E. coli. (CERGOLE-NOVELLA et al.,, 2010). Em outro estudo,
realizado em Salvador, dentre as 36 E. coli isoladas de pacientes com meningite no periodo de
1996 a 2011, o gene blacTtx-m-14 foi detectado em apenas um isolado (BERMAN et al., 2014).

Aqui, foi interessante observar que os isolados SP28 e SP36, que apresentaram blacrx-
m-1, também apresentaram o gene que codifica a metiltransferase RmtB. A co-existéncia de
genes de CTX-M-14 com KPC e RmtB ja foi descrita anteriormente por Cao e colaboradores
(2014). Néo foi possivel determinar a qual grupo pertence o gene blacrx.v detectado no

isolado KP64.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificagdo dos genes das blacrx.m
amplificados por PCR. A: Reacdo para triagem - M: marcador de peso molecular 100 pb; Amostras 1 a 12; CN:
Controle Negativo; CP: Controle positivo (544pb). B1: Reacdo Multiplex - M: marcador de peso molecular 100
pb; Amostras 1 a 16. A seta indica a amplificacdo simultanea de dois fragmentos correspondentes ao grupo | e
grupo Il; Gl: Controle positivo CTX-M grupo I; Gll: Controle positivo CTX-M grupo Il; CN: Controle
Negativo. B2: Reacdo Multiplex - M: marcador de peso molecular 100 pb; Amostras 1 a 9. A seta indica a
amplificacdo de um fragmentos de 561pb correspondente ao grupo 9; Gl: Controle positivo CTX-M grupo |;
GlII: Controle positivo CTX-M grupo Il; CN: Controle Negativo. B3: Reacdo com primers especificos para os
grupos | e Il realizada para confirmacdo da amostra 13 - M: marcador de peso molecular 100 pb; Amostras 13;
GlI: Controle positivo CTX-M grupo Il; CN: Controle Negativo; Amostras 13; Gl: Controle positivo CTX-M
grupo I; CN: Controle Negativo.
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Figura 4. Distribuicdo dos genes blactx.m. SP: isolados de So Paulo; KP: isolados de S&o José do Rio Preto.

5.2.2 Investigacgao de genes codificador es das enzimas modificadoras de

aminoglicosideos

Dentre os sete genes de AMEs investigados, foram detectados cinco: 0s genes das
fosfotransferases aph(3')-VI e aph(3')-la e das acetiltransferases aac(6’)-1b, aac(3)-la e
aac(3)-l1a, distribuidos entre 95% do total de isolados incluidos neste estudo, sem diferenca
entre os isolados KP e SP. Os genes de acetiltransferases aac(6’)-1h e de nucletidiltransferases
ant(2')-la ndo foram detectados.

As AMES sdo consideradas os mais importantes determinantes de resisténcia aos
aminoglicosideos em K. pneumoniae (RAMIREZ, TOLMASKY, 2010; ALMAGHRABI et
al., 2014). Dados recentes de um estudo da Universidade de Pittsburgh nos EUA, que incluiu
50 K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, mostraram uma ocorréncia de genes de
AMESs em 98% dos isolados (ALMAGHRABI et al., 2014). A figura 5 ilustra a deteccdo dos

genes de AMES por PCR.
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificacdo dos genes das AMEs. A: Reagdo
Duplex — M: marcador de peso molecular 100 pb; Amostras 1 a 12; CP: Controle positivo de aph(3)-1a(623pb) e
aac(6’)-1b (395pb); CN: Controle Negativo. B: Reacdo Triplex 2 - M: marcador de peso molecular 100 pb;
Amostras 1 a 12; CP: Controle positivo de aph(3)-VI (716pb) e rrn (216pb); CN: Controle Negativo. C: Reacdo
Triplex 1 - M: marcador de peso molecular 100 pb; Amostras 1 a 4; CP: Controle positivo de aac(3)-1a (372pb);
As amostras 1, 2 e 3 com amplificagdo de 822pb correspondem as amostras positivas para aac(3)-11a; CN:
Controle Negativo.

Dentre os genes de AMEs detectados, o prevalente nos isolados SP foi aac(6’)-1b
(78%), seguido por aph(3')-la (72%), aac(3)-11a (54%), aph(3')-VI e aac(3)-1a (2%). Entre 0s
isolados KP o gene mais comum foi aph(3")-la (64%), seguido por aac(6’)-1b (52%), aac(3)-

Ila (34%) e aph(3')-VI (6%) (Figura 6). O gene aac(3)-la ndo foi detectado nos isolados KP.

100
78
80 2 e
60 52 54
20 2 6 2 0
0
aac(6')-1b h(3')-la aac(3)-Ila aph(3')-VI aac(3)-la
(6)-1b aph(3)-1a aac(3):lla aph(3) 3

Figura 6. Porcentagem de genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos dos tipos aac(6’)-1b, aph(3')-1a,
aac(3)-l1a, aph(3’)-VI e aac(3)-1a. SP: isolados de Sao Paulo; KP: isolados de Sao José do Rio Preto.

Dentre os isolados SP nos quais foram detectados genes de AMEs, 25% (12/48)

apresentaram apenas um gene, 43,7% (21/48) apresentaram dois e 31,3% (15/48)
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apresentaram trés simultaneamente. Entre os isolados KP, 40,4% (19/47) apresentaram apenas
um gene, 53,2% (25/47) dois e 6,4% (3/47) trés genes simultaneamente (Figura 7). A mais
frequente associag@o observada nos isolados SP foi de trés genes simultaneos, sendo aac(3)-
Ila + aph(3')-la + aac(6’)-Ib, enquanto que nos isolados KP a associagdo frequente foi de

dois genes, sendo aph(3')-la + aac(6’)-1b.

Sp KP

trés gemes;

Figura 7. Distribuicdo de isolados carreando um ou mais genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos
(AMESs). SP: isolados de S&o Paulo; KP: isolados de S. J. do Rio Preto.

Nas Tabelas 1 e 2, encontram-se destacados em vermelho os fenotipos de resisténcia
aos aminoglicosideos, de acordo com o perfil dos genes de resisténcia. A concordancia entre
fenotipo e gendtipo de resisténcia foi de aproximadamente 92% para os isolados SP e 70%

para os isolados KP.
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O gene aph(3')-la confere resisténcia a canamicina, neomicina, lividomicina,
paromocina e ribostamicina (RAMIREZ, TOMALSKY, 2010) e foi detectado em
aproximadamente 62% dos isolados KP e SP. A concordancia entre fenotipo e genétipo foi de
aproximadamente 92%. Em estudo realizado recentemente nos Estados Unidos com K.
pneumoniae produtoras de KPC, 56% dos isolados apresentaram o gene aph(3’)-la, sendo que
49 dos 50 isolados estudados foram resistentes a canamicina, 0 que corrobora com nossos
resultados (ALMAGHRABI et al., 2014). A importancia clinica do uso de canamicina na
terapéutica e consequente aumento na resisténcia a este aminoglicosideo codificada pelo gene
aph(3')-la foi evidenciada em estudo de Miro e colaboradores (2013), com 330
Enterobacteriaceae isoladas em um Hospital na Espanha. Neste estudo, a porcentagem de
resisténcia a canamicina foi de 26,3% e aph(3’)-la foi 0 gene mais frequentemente detectado,
presente em 13,9% dos isolados. E interessante observar que na mesma instituicio, em 1993,
0 gene aph(3')-la havia sido detectado em 46% dos isolados estudados, tornando a
canamicina obsoleta para uso clinico. O declinio na frequéncia de deteccdo de aph(3’)-la foi
considerado resultado da interrupcéo do uso da canamicina.

A enzima aac(3)-lla, responsavel por resisténcia a gentamicina (RAMIREZ,
TOMALSKY, 2010), foi detectada em 54% dos isolados SP e 34% dos isolados KP. Os dados
sugerem que o gene aac(3)-11a é expresso em todos os isolados onde foi detectado, pois todos
apresentaram resisténcia a gentamicina. Dados semelhantes foram encontrados em estudo
realizado por Lindeman e colaboradores (2011).

O gene aac(6’)-1b foi detectado em 65% do total dos isolados estudados, sendo 39
isolados SP e 26 isolados KP. Destes, aproximadamente 88% apresentaram concordancia
entre fenotipo e genotipo, visto que a enzima aac(6’)-Ib confere resisténcia principalmente a
amicacina e tobramicina (RAMIREZ, TOMALSKY, 2010). Estes dados corroboram com
estudo recente realizado por Almaghrabi e colaboradores (2014), no qual todos os isolados

que carreavam o gene aac(6’)-1b apresentaram resisténcia a tobramicina. O gene aac(6’)-1b é
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descrito como prevalente em Enterobacteriaceae (XIAO et al., 2010; KOSMIDIS et al., 2013;
HALDORSEN et al., 2014; ALMAGHRABI et al., 2014).

A maior divergéncia na correlacdo fenotipo-genotipo foi observada entre os isolados
carreadores do gene aph(3’)-VI. Os dois isolados carreadores deste gene como Unico
determinante de resisténcia a amicacina apresentaram sensibilidade a este antibiotico. Os
outros dois isolados que carreavam simultaneamente os genes aph(3°)-VI e aac(6’)-1b, ambos
determinantes de resisténcia a amicacina, apresentaram a resisténcia, o que pode indicar que
esta resisténcia estd associada apenas a expressao do gene aac(6’)-1b e que o gene aph(3’)-VI
provavelmente ndo esta sendo expresso. Dados semelhantes foram encontrados nos estudos de
Vaziri e colaboradores (2011), no qual 11% entre 135 P. aeruginosa carreadoras do gene
aph(3')-V apresentaram sensibilidade a amicacina.

Os isolados SP14, SP44, KP26, KP31, KP35 ndo apresentaram nenhum dos genes de
AMEs pesquisados. Os isolados SP14, SP44 e KP35 foram sensiveis a todos o0s
aminoglicosideos. Entretanto, KP26 e KP31 apresentaram resisténcia a gentamicina, sendo
possivel que nestes isolados, outros genes de AMEs ndo testados, tais como aac(2')-Ib,
aac(6’)-11 e aac(3)-1V estejam presentes (RAMIREZ, TOLMASKY, 2010; ALMAGHRABI
etal., 2014).

Genes de AMEs estdo localizados em elementos genéticos mdveis, tais como
integrons, passiveis de transferéncia horizontal por plasmideos conjugativos, o que explica
sua ampla disseminacgédo e alta frequéncia de deteccdo neste estudo (NEMEC et. al., 2004;

RIBERA et. al., 2004; MONIRI et. al., 2010; KARAH, 2011, MIRO et al., 2013).

5.2.3 Investigacao de genes codificador es de metiltransferases 16S RNAr

As metiltransferases 16S RNAr emergiram como um importante mecanismo

responsavel por altos niveis de resisténcia aos aminoglicosideos em Enterobacteriaceae
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(WASHINO, ARAKAWA, 2012). Assim, neste estudo, os quatro isolados que apresentaram
resisténcia em nivel elevado (CIM >256 pg/mL) aos aminoglicosideos amicacina, tobramicina
e gentamicina (SP16, SP28, SP36 e SP48) foram investigados quanto a presenca de genes que
codificam estas enzimas. Os isolados SP28, SP36 e SP48 apresentaram rmtB (Figura 8). No
isolado SP16, nenhuma das metiltransferases testadas foi detectada, apesar de seu perfil de

resisténcia.

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificacdo do gene rmtB das
metiltransferase 16S RNAr. M: marcador de peso molecular 100 pb; Amostras 1 a 7; CN: Controle Negativo. As
amostras 1 e 5 com amplificacdo de 173pb correspondem as amostras positivas para rmtB.

As enzimas ArmA e RmtB s&o as metiltransferases 16S RNAr predominantes no
mundo, com relatos de ocorréncia na Asia, Europa, América do Norte e Sul e Oceania
(BOGAERTS et al., 2007; YAMANE et al, 2007; FRITSCHE et al., 2008; KANG et al.,
2008; WU et al., 2009; POIREL et al., 2011; TIAN et al., 2011). Especialmente rmtB tem
sido descrito como um o gene de metiltransferase 16S RNAr prevalente em
Enterobacteriaceae (POIREL et al., 2014). A enzima RmtB foi inicialmente detectada no
Japdo, em 2002, em Serratia marcencens com alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos
(DOI et al., 2004). Desde entdo, ja foi encontrado em diversos paises, como China (CAO et
al., 2014), India (HIDALGO et al., 2013), Aréabia Saudita (AL SHEIKH et al., 2014), Estados
Unidos, México, Brasil (FRITSCHE et al., 2008) e Bélgica (BOGAERTS et al., 2011).

Os isolados SP28 e SP36, apresentaram simultaneamente os genes rmtB, aac(3)-I1a,

aph(3')-la, além de blactx-m-14, discutido anteriormente. O isolado SP48, apresentou rmtB,
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aac(3)-1la e aph(3')-la. Isolados produtores de metilases 16S rRNA, sdo geralmente co-
produtores de carbapenemases (ZACHARCZUK et al 2011; GALANI et al 2012) ou ESBLs
(DOI et al, 2008; NAAS et al.,, 2011; BUENO et al, 2013; HABEEB et al, 2014). Li e
colaboradores (2012) descreveram a co-existéncia de rmtB e blakpc, em K. pneumoniae,
isolada em um Hospital Universitario na China. Em outro estudo, conduzido por Hidalgo e
colaboradores (2013), rmtB foi descrito em isolados que carreavam simultaneamente genes
que codificam as enzimas NDM, CTX-M e RmtF, sendo esta Gltima descrita pela primeira
vez. A co-existéncia de genes rmtB, blanpm-1 € blactx-m-15 também foi descrita em outro
estudo conduzido na Bélgica (BOGAERTS et al., 2011). No estudo de Cao e colaboradores
(2014), conduzido na China, a enzima RmtB foi encontrada em diversos isolados que carream
simultaneamente genes que codificam as enzimas KPC-2, KPC-3, CTX-M-14 e SHV-12,
OXA-10, entre outras. Em nosso conhecimento, esta € a primeira deteccdo simultanea dos
genes rmtB e blakpc no Brasil.

A presenca de simultanea de genes de AMES e metiltransferases 16S RNAr também
foi previamente descrita. Hu e colaboradores (2013) relataram a deteccdo de aac(3)-1b e
aac(6’)-1b, aph(3')-VI e ant(3”’)-1 em K. pneumoniae que carreavam simultaneamente o0s

genes armA e rmtB.

5.2.4 Investigacao de genes gnr

Entre os cem isolados estudados, 28% apresentaram o gene gnrB (Figura 9). Foi
observada diferenca na frequéncia de detecgdo de gnrB entre K. pneumoniae isoladas em Sao
José do Rio Preto, quando comparada aos isolados de Sdo Paulo: 42% dos isolados KP
(21/50), e 14% (7/50) dos isolados SP. Os genes gnrA, gnrC, gnrD e gnrS ndo foram

detectados.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificagdo do gene gnrB. M: marcador de
peso molecular 100 pb; Amostras 1 a 8; CN: Controle Negativo; S/B: Controle positivo de gnrS (428pb) e gnrB
(264pb); A: Controle positivo de gnrA (580pb).

O primeiro relato da identificacdo de determinantes plasmideais de resisténcia a
quinolonas no Brasil foi publicado por Castanheira e colaboradores (2007), que descreveram
0 gene gnrA. Subsequentemente, a deteccdo de gnrB foi relatada por Minarini e
colaboradores (2008), sendo este gene descrito como a variante de gnr prevalente no Brasil
(MINARINI et al., 2008; PEIRANO et al., 2011).

A frequéncia de genes gnr em bactérias isoladas em diferentes hospitais € variavel,
como pode ser observado em dados de estudos conduzidos tanto no Brasil como em outros
paises. Recentemente, Andrade e colaboradores (2014) relataram a ocorréncia do gene gnrS,
em sete K. pneumoniae multirresistentes isoladas no periodo de dezembro de 2012 e fevereiro
de 2013, em um hospital universitario do interior do estado de S&o Paulo. Em outro estudo,
conduzido por Peirano e colaboradores (2011) no Rio de Janeiro, o gene gnrB foi detectado
em 20% dos isolados.

Cattoir e colaboradores (2007), em estudo conduzido na Frangca com
Enterobacteriaceae provenientes de um hospital universitario no Kuwait, detectaram o gene
gnrB em apenas 3 de 64 isolados estudados. Em estudo mais recente, o gene gnrB foi
detectado em apenas 10,8% das 102 Enterobacteriaceae analisadas em hospital da Coréia
(YANG et al., 2014). Ferjani e colaboradores (2014), em um hospital na Tunisia, detectaram

gnrB, em aproximadamente 26% das 120 Enterobacteriaceae estudadas.
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Nos isolados onde foram detectados o gene gnrB, foram encontrados uma ampla

diversidade de genes de resisténcia como demonstrado na tabela 3.

Tabela 3. Diversidade de genes detectados nos isolados SP e KP carreadores do gene gnr

Gendtipo encontrado

Cepas SP
Geneshla Genesgnr GenesAMEs
SP06 CTX-M-15 gnrB aac(6)lb
SP11 - anrB aac(6)lb
SP29 CTX-M-I5 gnrB aph(3)la, aac(6)Ib
SP42 CTX-M-I5 gnrB aph(3)VI1, aph(3)la, aac(6)Ib
SP47 CTX-M-2 agnrB aac(3)lla
SP12 e SP49 CTX-M-I5 gnrB aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb
Gendtipo encontrado
CepasKP
Geneshbla Genesgnr GenesAMEs
KP1eKP30 CTX-M-I5 gnrB aph(3)la, aac(6)Ib
KP2 - gnrB aph(3)la
KP3eKP6 CTX-M-I5 gnrB aac(6)lb
KP5, KP7, KP27 e KP36 CTX-M-15 gnrB aph(3)la
KP9, KP14, KP15 e KP80 CTX-M-I5 gnrB aac(3)lla
KP10 CTX-M-I5 e CTX-M-59 anrB aac(3)lla, aac(6)Ib
K P23 - gnrB aac(3)lla, aph(3)VI, aac(6)lb
K P29 - gnrB aph(3)VI
KP31 CTX-M-I5 gnrB -
KP35 - anrB -
K P43 - gnrB aph(3)la, aac(6)Ib
K P57 CTX-M-15 gnrB aac(3)lla, aph(3)la
KP71 CTX-M-I5 anrB aac(3)lla, aac(6)Ib

A co-existéncia de genes gnr com outros genes de resisténcia tem sido descrita em

isolados produtores ou ndo de KPC. Recentemente, um surto de infec¢do por K. pneumoniae

carreando simultaneamente os genes qnrB1, blacrx-m-15 € @aac(6’)Ib-cr foi descrito na Franga

(FILIPPA et al., 2013). A presenca simultanea de genes que codificam QnrB e KPC ja foi
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descrita na China, Estados Unidos (MARTINEZ-MARTINEZ et al.,, 2008) e Israel
(CHMELNITSKY et al., 2009). No Brasil, a presenca simultanea de genes que codificam
QnrS1, QnrB19 e aac(6’)-lIb-cr foi descrita por Paiva e colaboradores (2012). Mais
recentemente, Andrade e colaboradores (2014) detectaram simultaneamente QnrS1, CTX-M-
2- e KPC-2 em um isolado de K. pneumoniae.

Foi interessante observar que 22 dos 28 isolados nos quais o gene gnrB foi detectado
apresentaram simultaneamente o gene blactx-m, € dentre estes, 95% era blacrx-m-15. Esta alta
porcentagem de detecgé@o simultanea de gnrB e blactx-m-1stambém foi encontrada nos estudos
de Cruz e colaboradores (2013). Em outro estudo, realizado com 48 K. pneumoniae isoladas
de janeiro a julho de 2011 em um hospital universitario na Tunisia, 0 gene blactx-m-15 foi
detectado em 100%. Dentre estas, aproximadamente 94% apresentaram simultaneamente o
gene gnrB1 em um plasmideo conjugativo IncFIl (LAHLAOUI et al., 2015). Silva-Sanchez e
colaboradores (2013) conduziram um estudo com 112 Enterobacteriaceae produtoras de
ESBL, e dentre estas 51 eram K. pneumoniae. A producao de Qnr foi detectada em 13,7% das
K. pneumoniae, sendo o gene gnrB o mais prevalente. Neste estudo, foram extraidos
plasmideos conjugativos (IncFll) de oito isolados produtores de QnrB, e destes, cinco
transferiram os genes gnrB e blactx-m-15 Simultaneamente. Estes dados sugerem uma possivel
explicacdo para a alta porcentagem simultanea de CTX-M-15 e QnrB nos isolados KP e SP,
visto que a ampla disseminacdo do gene blactx-m-15 tem sido relacionada ao plasmideo IncFll
(BOYD et al., 2004; NICOLAS-CHANOINE et al., 2008; ZHUO et al., 2013; LAHLAOUI et

al., 2015).

5.2.5 Investigacdo de genes de bombas de efluxo ogxAB e gepA

O gene ogxAB codifica bomba de efluxo e induz resisténcia a multiplos agentes,

incluindo o acido nalidixico, ciprofloxacina e norfloxacina (HANSEN et al., 2007; NORMAN
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et al., 2008). Foi inicialmente detectado em um plasmideo conjugativo de 52 kb, designado
pOLA52, encontrado em E. coli isolada de dejetos suinos (SORENSEN et al., 2003). Em
isolados clinicos foi detectado pela primeira vez em 2009, em um plasmideo de E. coli,
flanqueado pela sequencia de insercdo |S26-like, sugerindo sua mobilizacdo (KIM et al.,
2009).

Diversos estudos relatam a presenca de ogxAB em K. pneumoniae produtoras de KPC
e ESBL (PEREZ et al., 2013; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2013; CAO et al., 2014). De
fato, o cromossomo de K. pneumoniae é descrito como reservatorio genético original deste
gene (NORMAN et al., 2008; WONG, CHEN, 2013). Entretanto, entre os 100 isolados do
presente estudo, 29% apresentaram 0QgxAB, e uma diferenca na frequéncia deste gene foi
observada entre os isolados SP e KP. Entre os isolados SP, 56% (28/50) apresentaram ogxAB
e nos isolados KP apenas 2% (1/50).

No estudo realizado por Perez e colaboradores (2013), 100% das K. pneumoniae
carreadoras de blakpc € 87,5% das K. pneumoniae produtoras de ESBLs apresentaram ogxAB.
Rodrigues-Martinez e colaboradores (2013) também relataram uma alta frequéncia de ogqxAB
em seus estudos, realizados com 27 K. pneumoniae multirresistentes, no qual evidenciaram
que 70,4% dos isolados estudados carreavam o gene ogxAB. Estes dados corroboram com os
resultados encontrados com os isolados SP, porém a baixa frequéncia para o gene ogxAB
encontrada nos isolados KP ¢ divergente da literatura.

Aproximadamente 14% (4/28) dos isolados SP resistentes as quinolonas carreiam
simultaneamente os genes gnrB e ogxAB. Dados semelhantes foram encontrados em estudo
realizado por Rodriguez-Martinez e colaboradores (2013), no qual aproximadamente 62% das
K. pneumoniae MDR foram resistentes a ciprofloxacina e destas, 10% carreavam
simultaneamente genes gnrB e ogxAB. O isolado KP26, no qual o gene ogxAB foi detectado,
ndo carreia nenhum dos outros genes pesquisados neste estudo. A presenca do gene ogxAB

pode ter contribuido para a resisténcia a ciprofloxacina neste isolado, considerando que este
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gene contribui para a reducdo da sensibilidade a quinolonas em K. pneumoniae
(RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2013).

O gene gepA codifica uma proteina que participa da regulacdo do sistema de efluxo e
é responsavel por um aumento da resisténcia a norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina.
Geralmente esté associado com plasmideos que carreiam outros determinantes de resisténcia,
como genes de ESBLs e metiltransferases (TIAN et al., 2011; DENG et al., 2011; SILVA-
SANCHEZ et al., 2013; HABEEB et al., 2014). Entretanto, em nossos isolados este gene nédo
foi detectado.

Todos os isolados selecionados para este estudo apresentaram resisténcia a pelo menos
uma quinolona testada, porém em apenas 44% dos isolados KP e em 62% dos isolados SP foi
detectado algum gene plasmidial responsavel por resisténcia a esta classe de antimicrobianos.
Entretanto, as mutacBes nos genes cromossémicos gyrA e gyrB, que codificam a DNA girase
((RUIZ, 2003; CHMELNITSKY et al., 2009; GUILLARD et al., 2013; STRAND et al.,
2014), e parC, que codificam as topoisomerases IV (MINARINI, DARINI, 2012), sdo o0s
principais mecanismos de resisténcia as quinolonas em bactérias Gram negativas (JACOBY
2005; BOLON, 2011). Além destes, a reducdo da permeabilidade da membrana e/ou a
hiperexpressdao de bombas de efluxo codificados por genes cromossémicos, que levam a
diminuicdo da concentracdo do antimicrobiano no interior da célula bacteriana (VILA et al.,

1994; RUIZ, 2003), podem estar presentes.

5.2.6 Investigacédo de genes de NDM

O gene que codifica a New Delhi metallo-B-lactamase (blanpm) ndo foi detectado
neste estudo, apesar de ja ter sido descrita no Brasil (ROZALES et al., 2014) e ser uma
carbapenemase emergente em bactérias Gram-negativas (VILLA et al., 2012; DORTET et al.,

2014).
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5.2.7 Co-existéncia de genes de resisténcia a diferentes classes de

antimicrobianos

Neste estudo, observou-se em K. pneumoniae produtoras de KPC, uma diversidade de
genes de resisténcia as mais importantes classes de antimicrobianos utilizadas na pratica
clinica (Anexo 2). A deteccdo simultdnea de um ou mais genes de resisténcia a diferentes
antimicrobianos em um mesmo isolado evidencia o impacto que genes transmitidos por
plasmideos causam no ambiente hospitalar. A Figura 10 mostra a diversidade de genes

encontrados nos isolados KP e SP.

SP KP
EMA J
anr NfA EMA f gnr @nr NSA
A% EMA 8% 2% 2%

CTX-M/EMA
425

CT-M
EMA f Qnr f CTX-M f o-m EMA / gnr CTX-M | qnr
Metilase EMA EMA / Qnr 30% 2%
2o Metilase 100

4%

Figura 10. Diversidade de genes encontrados nos isolados SP (isolados de S8o Paulo) e KP (isolados de S&o
José do Rio Preto). AME: Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos. N/A: Nenhum gene detectado.

Em estudo realizado no Brasil, Bueno e colaboradores (2013), detectaram a presenca
simultanea dos genes blakpc.2, rmtD1 e rmtD2, além de encontrar pela primeira vez o gene
rmtG em K. pneumoniae resistentes a diversos B-lactamicos e com altas porcentagens de
resisténcia aos aminoglicosideos. Neste mesmo contexto, em estudo realizado no Chile, Poirel
e colaboradores (2014) descrevem um isolado de K. pneumoniae com resisténcia aos -
lactamicos de amplo espectro e a todos 0os aminoglicosideos testados. Neste isolado observou-
se a co-existéncia dos genes blactx-m-2, blarem-1, blasyy-11 € também rmtG.

Em outro estudo, também realizado com K. pneumoniae resistentes a p-lactdmicos e

aminoglicosideos, foi identificada a co-existéncia dos genes blakpc, € armA
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(ZACHARCZUK et al., 2011). Estudo conduzido por Seki e colaboradores (2011), mostrou
que 17% dos isolados de K. pneumoniae produziam simultaneamente KPC e CTX-M. Estes
isolados apresentavam resisténcia a diversos pB-lactimicos e também a quinolonas e
aminoglicosideos. No Brasil, estudo realizado com K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos, quinolonas e polimixina B, detectou a co-existéncia de genes que codificam
QnrS1, CTX-M-2 e KPC-2 (ANDRADE et al., 2014).

Apesar da ampla diversidade de genes de resisténcia encontrada nos isolados
estudados, dentre os isolados SP, dois ndo apresentaram nenhum dos genes responsaveis por
resisténcia aos aminoglicosideos (AMEs e metiltransferase 16S RNAr), as quinolonas (gnrA,
gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, ogxAB e gepA), blactx-m e blanpm pesquisados neste estudo, sendo
eles SP14 e SP44. A resisténcia aos B-lactamicos apresentada por estes isolados, justifica-se
pela presenca do gene blakpc. NO entanto, o isolado SP14 também apresentou resisténcia as
trés quinolonas testadas neste estudo. Esta resisténcia provavelmente ocorre devido a presenca
de alteracGes de nucleotideos nos genes cromossémicos gyrA e gyrB, que codificam a DNA
girase, e parC e parE, que codificam as topoisomerases IV, que sdo os genes alvos de acdo
das quinolonas, especialmente em membros da familia das Enterobacteriaceae (RUIZ, 2003;
CHMELNITSKY et al., 2009; GUILLARD et al., 2013; STRAND et al., 2014). O isolado
SP44 ndo apresentou resisténcia a nenhuma outra classe de antimicrobianos testados neste

estudo.

5.3 Avaliacéo da relacéo genética entre os isolados

5.3.1 Avaliacao darelacéo genética entre osisolados KP por ERIC-PCR

A partir de agora, os isolados ja caracterizados com relacdo ao seu perfil de ERIC-

PCR e diversidade de genes de resisténcia serdo denominados pelo termo cepa.
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A figura 11 mostra o dendograma construido apos a analise dos perfis de ERIC-PCR
das cepas KP. Observa-se que as cepas estdo distribuidas em cinco diferentes grupos, com
similaridade > 80%. Dentro de cada grupo, cepas com similaridade > 90% foram alocadas em
clusters.

No primeiro grupo, destacado em vermelho, observa-se a formacao de 3 clusters; no
segundo grupo, destacado em verde, observa-se a formacéo de 2 clusters e a alocagdo de uma
cepa individualmente; no terceiro grupo, destacado em azul, observa-se a formacédo de 2
clusters; no quarto grupo, destacado em preto, observa-se a formacao de 1 cluster e no quinto
grupo, destacado em alaranjado, também observa-se a formacdo de 1 Unico cluster. Os
resultados serdo discutidos por clusters dentro de cada grupo, visando facilitar o entendimento
da distribuicdo temporal e geogréafica das cepas dentro da instituicdo estudada.

Dentro do primeiro grupo, no cluster 1, encontram-se 12 cepas isoladas no Hospital de
Base no periodo entre abril de 2011 e outubro de 2013. Entre estas, 8 foram isoladas em 2011,
e apenas 2 em 2012 e 2 em 2013. Similaridade de 100% foi observada entre KP5 e KP7,
isoladas em 2011 de pacientes distintos, com aproximadamente um més de diferenca (junho e
julho). Estas cepas apresentaram 0s mesmos genes de resisténcia, blactx-m-15, aph(3)-la e
gnrB, o que sugere a transmissdo horizontal, apesar, de os pacientes estarem em diferentes
alas do hospital no momento do isolamento. As cepas KP9, KP10, KP14 e KP15 também
apresentaram 100% de similaridade, e foram isoladas entre outubro e novembro de 2011 e
junho de 2012, de pacientes admitidos em diferentes alas do hospital. Foi interessante
observar que em KP9, KP14 e KP15 foram detectados os mesmos genes (blactx-m-15, aac(3')-
Ila e gnrB). Entretanto, o periodo de coleta variou de 1 més a aproximadamente 8 meses,
sugerindo que além da transmissdo horizontal, ocorre a manutencao de clones resistentes por
um periodo extenso dentro da instituicéo.

A cepa KP10 apresentou simultaneamente blactx-m-15 € blactx-m-s9, além de aac(3')-

lla, aac(6’)-Ib e gnrB, o que ilustra a grande mobilidade apresentada pelos genes de
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resisténcia detectados. Em nosso conhecimento, ndo existem relatos da co-existéncia de
diferentes variantes de blactx.v em uma mesma cepa. Entretanto, sabe-se que blactx-m-15
encontra-se normalmente localizado em plasmideos IncFIl (ZHUO et al., 2013), e 0 gene
blacTx-m-s0 € Uma variante de blacTx.m-2, que costuma ser encontrado em IncFIIA (MILLAN et
al., 2013). De acordo com Huang e colaboradores (2012), IncFll e plasmideos relacionados
podem co-existir com outros plasmideos tipo Inc, e também com outros tipos, gracas a
diferencas na sequéncia inc que controla a incompatibilidade no mesmo hospedeiro.
Plasmideos carreadores de genes de resisténcia podem ser selecionados e induzidos a
transmissdo horizontal para bactérias susceptiveis durante o tratamento com antibidticos
(VAN HAL et al., 2009), e a aquisicdo de blactx-m-15 € blacTx-m-s9 por esta cepa pode ter
ocorrido em diferentes periodos.

No cluster 2 estdo as cepas KP55, KP56 e KP57, que também apresentaram 100% de
similaridade, porem diferentes combinacdes de genes de resisténcia. As cepas KP55 e KP57,
carreadores de blactx-.m-15, @ac(3’)-lla e aac(6’)-1b; e blactx-m-15, @ac(3’')-11a, aph(3)-la e
gnrB, respectivamente, foram isolados em novembro de 2013, de pacientes admitidos na
mesma UTI, com aproximadamente uma semana de diferenca. Ja KP56, carreador de aac(3')-
lla e aac(6’)-Ib, foi isolado de paciente admitido em uma ala clinica, localizada seis andares
acima da referida UTI, no mesmo dia em que KP57. Os dados observados nestas trés cepas
reforcam a grande mobilidade dos genes de resisténcia detectados. As duas outras cepas deste
“cluster”, KP43 e KP62, com similaridade >90% também apresentaram variagdo na
combinacéo de genes de resisténcia.

No cluster 3 estdo as cepas KP74 e KP81 que apresentaram similaridade >90% e a
mesma combinacdo de genes de resisténcia, blactx-m-15, aph(3)-l1a e aac(6)-1b. Estas cepas
foram isoladas com uma diferenca de aproximadamente dez dias e de pacientes admitidos em

alas diferentes do hospital.
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O segundo grupo possui 2 clusters e uma cepa alocada individualmente. As cepas
KP39 e KP42, alocadas no primeiro cluster, apresentaram 100% de similaridade, mas uma
diferente combinacdo de genes de resisténcia. Estas cepas foram isoladas de pacientes em
diferentes alas do hospital, porém com uma diferenca de apenas dez dias. KP31 e KP65;
KP68 e KP35 alocados no segundo cluster apresentaram 100% de similaridade. Nestas cepas
também se observou variedade de combinacdes de genes de resisténcia e diferenca entre suas
respectivas datas de coleta.

Com relacdo ao terceiro grupo, as cepas KP46 e KP58, alocadas no primeiro cluster
apresentaram 100% de similaridade, e novamente observaram-se diferentes combinacGes de
genes de resisténcia. As demais cepas deste grupo, também apresentaram distintas
combinac6es de genes de resisténcia.

No quarto grupo foram alocados apenas duas cepas, KP16 e KP19, apresentando 90%
de similaridade e os mesmo genes de resisténcia blactx-m-2, @aac(6’)-1b e aph(3)-la.

No quinto grupo também foram alocados duas cepas, KP72 e KP82, as quais
apresentaram 92.3% de similaridade. Em KP72 foram detectados 0s genes blactx-m-2, aac(6’)-
Ib e aph(3)-la e em KP82 foram detectados o0s genes blactx-m-15, @aac(6’)-1b e aph(3)-la.

A cepa KP67, ndo foi alocada a nenhum dos grupos formados, pois sua similaridade
foi de apenas 79% com as demais K. pneumoniae deste estudo. Esta cepa apresentou 0s genes
blactx-m-15 € aph(3)-la. A cepa KP6, isolada de um paciente durante assisténcia no Pronto
Atendimento, apresentou apenas 72,5% de similaridade com as demais K. pneumoniae deste
estudo e também ndo foi alocada em nenhum dos grupos formados. Esta cepa, carreia 0s
genes blactx-m-15, @aac(6’)-1b e gnrB.

Foi interessante observar que, assim como a cepa KP6, a cepa KP72, alocada no
quinto grupo, que apresentou apenas 52,2% de similaridade com os demais grupos, também
foi isolada durante o atendimento inicial dos pacientes, ou seja, sdo cepas provenientes do

Pronto Antendimento do hospital. Além destas, destacamos a cepa KP82, que tambem
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pertence ao quinto grupo e foi isolada de um paciente submetido a transplante hepatico. Estes
dados mostram que novas cepas sdo introduzidas na instituicdo durante a entrada de pacientes

previamente colonizados ou com infec¢do adquirida antes da admisséo hospitalar.
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5.3.2 Avaliacao darelacao genética entre osisolados SP

As cepas SP foram divididas em 3 grupos (Figura 12). Dentro do primeiro grupo,
destacado em verde, observa-se a formacdo de 5 clusters e a alocagdo de uma cepa
individualmente. No segundo grupo, destacado em vermelho, observa-se a formagéo de 1
cluster, e no terceiro grupo, destacado em azul, observa-se também a formacéo de 1 cluster.
Observou-se ainda a existéncia de uma cepa com similaridade de apenas 79,1% com as
demais K. pneumoniae deste estudo e ndo alocada em nenhum dos grupos formados.

No primeiro grupo, com 44 cepas, observou-se 100% de similaridade entre SP18 e
SP49; SP1, SP13 e SP21; SP6, SP12 e SP36; SP10 e SP20; SP5, SP7, SP29 e SP45; SP14 e
SP42. Entretanto, a maioria apresentou diferentes combinac@es de genes de resisténcia, e sdo
originadas de diferentes hospitais da cidade de Sdo Paulo. Além disso, foram coletadas em
diferentes datas, dentro de um periodo entre janeiro de 2011 a fevereiro de 2014. Apenas
SP13 e SP21 foram isoladas no mesmo hospital, mas com uma diferenca de aproximadamente
seis meses entre as coletas, e assim como as demais, apresentaram diferentes combinagdes de
genes de resisténcia.

Foi interessante observar que entre as cepas do primeiro grupo se encontram as duas
K. pneumoniae carreadoras de blactx-m-14, detectadas neste estudo. Estas duas cepas (SP28 e
SP36), com similaridade de 89,8% apresentaram a mesma combinacdo de genes (blactx-m-14,
aac(3)-l1la, aph(3)-la e rmtB), mas foram isoladas em diferentes hospitais com
aproximadamente seis meses de diferenca (janeiro de 2013 e julho de 2013), respectivamente.

No primeiro grupo também foram incluidas todas as cepas carreadoras de rmtB,
também detectado em SP49, que apresentou 100% de similaridade com SP18. Entretanto,
SP49e SP18 sdo provenientes de diferentes hospitais, foram isoladas com diferenca de
aproximadamente 17 meses, e apresentam diferente combinacdo de genes (SP18 né&o

apresenta rmtB).
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No segundo grupo, estdo alocadas trés cepas (SP32, SP33 e SP2), isoladas de
diferentes hospitais e que apresentaram diferentes combinacdes de genes de resisténcia. O
terceiro grupo possui duas cepas (SP11 e SP27), com 90% de similaridade; e assim como
observado no segundo grupo, estas cepas também apresentaram diferentes combinacgdes de
genes. A cepa SP43, ndo foi alocada em nenhum grupo, apresentando uma similaridade de
79% com as demais K. pneumoniae deste estudo, como ja citado. Esta cepa apresentou apenas
0 gene aac(6’)-1b.

A diversidade de genes encontrada em uma mesma cepa deve-se a dindmica de
mobilizacdo de genes de resisténcia, que pode ocorrer por transmissdo horizontal, através de
transposons ou cassetes génicos em integrons e sequencias de insercdo, inseridos em
plasmideos conjugativos (BOERLIN, REID-SMITH, et al., 2008).

A similaridade de 100% entre cepas SP provenientes de diferentes instituicdes
possivelmente deve-se ao fato de que grande parte dos profissionais de saude responsaveis
pelo cuidado dos pacientes trabalha em diferentes hospitais na grande Sao Paulo. Esta
movimentacdo favorece a disseminacdo de clones entre as instituicdes. Além disso, novas
cepas podem ser introduzidas na instituicdo durante a entrada de pacientes previamente
colonizados ou com infeccdo adquirida antes da admissdo hospitalar, como ja sugerido

anteriormente.
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5.4 Multilocus Sequence Typing

Estudos tém apontado alguns clones bacterianos como responsaveis pela disseminacéo
mundial de importantes genes de resisténcia. Atencéo especial é dada ao complexo clonal 258
(CC258) de K. pneumoniae, que inclui o ST258, ST11 e ST340, mundialmente distribuidos e
relacionados com a producdo de KPC-2 ou KPC-3 (CASTANHEIRA et al., 2012).

Entre as cinquenta cepas SP, 45 foram submetidas a tipagem por MLST. Destas, vinte
e cinco foram identificadas como ST11, dez como ST437, seis como ST340 e quatro como
ST258. Todos os quatro diferentes STs identificados nos isolados SP estdo compreendidos
dentro do complexo clonal 258 (CC258), como demonstrado na figura 14, gerada pelo

http://eburst.mlst.net/, que ilustra como todos os ST se relacionam dentro do CC258. Os STs

ST437, ST11 e ST340 sdo Single Locus Variants (SLV) do ST258, como demonstado na
figura 15.

Com relacgéo as cepas KP, 49 foram submetidos ao MLST, e observou-se um padrédo
diferente de STs quando comparado com as cepas SP. Foi observado o predominio de ST340
(vinte e nove cepas), seguido por ST11 (sete), ST42 (cinco) e ST437 (trés). Outros ST foram
também identificados, com apenas um representante, sendo ST37, ST76 e ST705. Outros dois
isolados KP apresentaram uma nova combinacdo de alelos, e sua identificagdo numeérica foi

solicitada ao http://bigsdb.web.pasteur.fr. Foi interessante observar que apesar dos isolados

KP pertencerem a um unico hospital, a variedade de STs encontrada foi maior quando
comparada com os isolados SP. Sete STs identificados nos isolados KP fazem parte do
CC258, exceto ST42 e ST705. Além disso, os ST37 e ST76, pertencentes ao CC258, ndo sdo
SLV do ST258, como ilustrado nas figuras 14 e 15.

Nossos resultados corroboram com os dados da literatura em relagcdo a predominancia
de STs pertencentes ao CC258 no Brasil. Andrade e colaboradores (2011) relataram o ST258

como clone mais frequente quando avaliaram K. pneumoniae coletadas nos estados de S&o
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Paulo e Rio de Janeiro, no periodo de dezembro de 2012 a fevereiro de 2013. Em outro
estudo, a linhagem K. pneumoniae ST437, foi reportada como predominante em estudo
conduzido com 57 amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC-2, provenientes de cinco
estados brasileiros e coletadas no periodo de 2006 a 2009 (SEKI et al., 2011).

Nicoletti e colaboradores (2012) realizaram um estudo com 34 K. pneumoniae
produtoras de KPC-2 isoladas em 13 hospitais de sete estados brasileiros, no periodo de 2008
a 2010. Neste estudo o ST437 foi o mais prevalente, sendo identificado em 52,9% das K.
pneumoniae, isoladas em sete hospitas dos estados de Sdo Paulo e Paraiba, enquanto o ST11
foi considerado o ST mais amplamente distribuido, identificado em 29,4% das cepas
coletadas em oito hospitais provenientes de cinco estados diferentes (S&o Paulo, Pernambuco,
Rio Grande do sul, Minas Gerais e Distrito Federal).

Em estudo realizado por Castanheira (2012), com 35 K. pneumoniae produtoras de
KPC-2 isoladas em trés hospitais brasileiros localizados em Brasilia (DF), Séo Luis (MA) e
S&o Paulo (SP), todos os ST identificados também pertenciam ao CC258, com predominancia
do ST11 em Brasilia e ST437 em Séo Paulo.

O ST437 esta concentrado no Brasil (ANDRADE et al., 2011; SEKI et al., 2011,
PEREIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al, 2014), com apenas um relato em K. pneumoniae
produtora de OXA-48 isolada na Espanha (OTEO et al., 2013). De fato, diversos estudos
abrangentes, que analisaram cepas provenientes de diversos estados brasileiros, indicaram a
predominancia do ST437, exceto no estudo conduzido por Andrade e colaboradores (2011),
no qual houve predominio do ST258, mas apenas dois estados foram incluidos.

No presente estudo as cepas foram isoladas em hospitais de duas importantes regides,
a regido da cidade de S&o Paulo e regifo noroeste do estado de S&o Paulo. E interessante
observar a predominancia de cepas do CC258, porém com diferenca entre os ST identificados

como dominantes em cada regido. Nos hospitais da cidade de Sdo Paulo observou-se o
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predominio do ST11 (aproximadamente 53% das cepas), enquanto no HB entre as cepas
predominou o ST340 (59% das cepas).

O ST340, predominante entre as cepas KP, tem sido relacionado com a producéo de
CTX-M-15, o que explica o predominio de blactx-m-15 entre estas cepas (BUENO et al., 2013;
PEIRANO et al., 2014; GHAROUT-SAIT et al., 2014).

A diferenca entre os ST identificados em cada regido também pode explicar o
predominio de blactx-m-2 €m S&o Paulo, visto que o ST11 foi relacionado com a coexisténcia
de blakpc-2 € blactx-m-2 em K. pneumoniae isoladas em um hospital terciario no interior do
estado de Sdo Paulo (ANDRADE et al., 2014). Além disso, estas cepas eram resistentes a
Polimixina B, o que também apresenta relagdo com as cepas SP, pois entre as quatro destas,
resistentes a Polimixina, trés foram identificadas como ST11. Outros estudos também tém
relacionado a linhagem K. pneumoniae ST11 com a resisténcia a Polimixina (PEREIRA et al.,
2013; PENA et al., 2014).

Apenas cepas SP (SP20, SP28, SP36 e SP48) foram identificadas como ST258. Este
ST é mundialmente disseminado, e esta associado com a producdo das carbapenemases dos
tipos KPC e OXA-48 (BUSH, JACOBY 2010; SEKI et al., 2011; GOMES et al., 2011;
WOODFORD et al., 2011). Foi interessante observar que, exceto por SP20, as outras cepas
ST258 apresentam o gene rmtB, e além disso, SP28 e SP36 carregam o gene blactx-m-14. K.
pneumoniae ST258 tem sido comumente descrita em surtos em diversos paises
(WOODFORD et al., 2011; CASTANHEIRA et al., 2013; ANDRADE et al., 2014), sendo
considerada de alto risco por carrear plasmideos com alta capacidade de disseminacao
(BAQUERO, COQUE, 2011; WOODFORD et al., 2011; CARATTOLI, 2013). Em nosso
conhecimento este € o primeiro relato da coexisténcia de rmtB e blactxm14 em K.
pneumoniae ST258.

A figura 13 ilustra a correlacdo entre os ST identificados e a producdo de CTX-M

detectada nos isolados estudados.
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Figura 13. Correlagdo entre os ST identificados e a produgdo de CTX-M detectada nos isolados de S&o José do
Rio Preto (KP) e nos isolados de S&o Paulo (SP). A seta destaca os quatro isolados de S&o Paulo identificados
como ST258, dentre os quais trés também apresentaram os genes rmtB e blactx.m-14-
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CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

Com relacdo as K. pneumoniae produtoras de KPC incluidas neste estudo, conclui-se

que:

0 A maioria carrega simultaneamente mais de um gene, associados a resisténcia

a diferentes classes de antimicrobianos;

o0 Em 95% das cepas a resisténcia aos aminoglicosideos estd associada a
produgcdo de AMES, especificamente fosfotransferases e acetiltransferases,
codificadas pelos genes aph(3’)-VI, aph(3')-la, aac(6')-lb e aac(3)-la e
aac(3)Ila. O gene aac(6’)-I1b é frequente nas cepas SP, enquanto nas cepas KP

0 aph(3)-la;

0 A producgdo de metiltransferases tipo ArmA e RmtB ndo é um mecanismo de

resisténcia aos aminoglicosideos disseminado;

0 A resisténcia as quinolonas é provavelmente decorrente de mutacdes em genes
cromossémicos, tendo em vista que produgdo de bombas de efluxo codificadas
por gepA néo ocorre, e que 0s genes gnrB e ogxAB estdo presentes na minoria

das cepas.

0 Nas cepas KP, gnrB é mais comum, enquanto ogxAB € mais comum nas cepas

SP;:
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Né&o sdo produtoras de carbapenemase tipo NDM,;

Variantes do gene blactxm estdo amplamente disseminados, sendo
encontrados genes que codificam CTX-M-15, CTX-M-2, CTX-M-59 e CTX-
M-14. Nas cepas KP, o gene blactx-m-15 € 0 mais freqlente, enquanto blacrx-

m-2 predomina nas cepas SP;

Diferentes variantes de blactx.m CO-existem na mesma cepa, como evidenciado
pela deteccdo de uma cepa SP carreando blactx-m-2 € blactx-m-15, € uma cepa

KP carreando blactx-m-s9 € blactx-m-15;

Existe uma ampla diversidade genética, como evidenciado pela identificagdo

de 9 clusters entre as cepas KP e 7 clusters entre as cepas SP;

Predomina o CC258, porém com distinta distribuigdo e diversidade de STs nas
diferentes regides. No Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, existe maior
diversidade de STs e predomina a ST340. Nos hospitais da cidade de Séo

Paulo existe menor diversidade de STs e predomina a ST11.
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Anexo 2 - Genotipos de resisténcia aos antimicrobianos e sequenciamento por Multilocus Sequence
Typing de cada isolado proveniente de S&o Paulo.

I solados ST blacTx-m gnr  ogxAB AME M etiltransfer ase
SP1 437 - - - aph(3)la -
SP2 437 blacrxm.15 - OQgxAB aph(3)la, aac(6)lb -
SP3 340 - - OQxAB aph(3)la, aac(6)Ib -
SP4 437 blacTx.m-15 - OogxAB  aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP5 437 blacrm-15 - 0ogxAB aph(3)la, aac(6)Ib -
SP6 437 bl AcTX-M-15 gnr B OqXAB a.aC(G)l b -
SP7 340 blactx-m-2 - O0gxAB aac(3)la, aph(3)la -
SP8 340 - - 0gxAB aac(3)lla, aph(3)la -
SP9 11 blacrxm.2 - 0gxAB  aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP10 340 blacTx.m-2 - OogxAB  aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP11 11 - gnrB ogxAB aac(6)Ib -
SP12 340 blactx.m-15 gnrB ogxAB  aac(3)l1a, aph(3)la, aac(6)Ib -
SP13 11 - - - aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP14 11 - - - -
SP15 437 - - - aph(3)la -
SP16 11 blacTx.m-2 - ogxAB  aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)Ib -
SP17 11 - - - aac(3)lla, aac(6)Ib -
SP18 11 blacTx.m-2 - ogxAB  aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)Ib -
SP19 11 blacTx.m-2 - 0gxAB aac(3)lla, aac(6)Ib -
SP20 258 - - 0ogxAB aac(6)Ib -
SP21 11 - - - aac(6)lb -
SP22 11 bl ACTX-M-15; bl aAcTX-M-2 - OqXAB aph(3)|a, aaC(e)lb -
SP23 11 blactx-m-2 - 0gxAB aac(3)lla, aac(6)Ib -
SP24 11 blactx-m-2 - - aac(3)lla, aac(6)Ib -
SP25 11 blacTx.m-2 - - aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP26 11 - - - aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP27 11 blacTx.m-2 - OogxAB  aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP28 258 blacTx.m-14 - 0gxAB aac(3)lla, aph(3)la rmtB
SP29 437 blacrm-15 gnrB ogxAB aph(3)la, aac(6)Ib -
SP30 11 - - O0gxAB aac(3)lla -
SP31 11 blacrxm.2 - ogxAB  aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP32 11 blactx-m-2 - - aac(3)lla, aac(6)Ib -
SP33 340 blacTx.m-15 - - aac(3)lla, aac(6)Ib -
SP34 437 - - OQxAB aph(3)la, aac(6)Ib -
SP35 11 - - OQxAB aph(3)la, aac(6)lb -
SP36 258 blactx.m-14 - 0gxAB aac(3)l1a, aph(3)la rmB
SP37 11 blactx-m-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
SP38 11 blacTx.m-2 - - aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
SP39 11 - - 0gxAB aac(6)lb -
SP40 - blacTxm-15 - ogxAB  aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)Ib -
SP41 11 - - - aac(6)Ib -
SP42 437 blactx.m-15 gnrB - aph(3)VI, aph(3)la, aac(6)Ib -
SP43 11 - - 0gxAB aac(6)Ib -
SP44 - - - - - -
SP45 - bl AcTX-M-15 - - a.aC(G)l b -
SP46 - - - - aph(3)la, aac(6)Ib -
SP47 11 blacTxm-2 gnrB - aac(3)lla -
SP48 258 - - - aac(3)lla, aph(3)la rmtB
SP49 437 blactx.m-15 gnrB - aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -

SP50 - - - - aac(3)lla, aac(6)Ib -
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Anexo 2 - Genotipos de resisténcia aos antimicrobianos e sequenciamento por Multilocus Sequence
Typing de cada isolado proveniente de S&o José do Rio Preto.

I solados ST blacTx-m gnr  ogxAB AME M etiltransfer ase
KP1 - blacty.m-15 gnrB - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP2 340 - gnrB - aph(3)la -
KP3 340 blactx.m-15 gnrB - aac(6)Ib -
KP5 340 blactxm-15 gnrB - aph(3)la -
KP6 340 blactx-m-15 gnrB - aac(6)lb -
KP7 340 blactx-m-15 gnrB - aph(3)la -
KP9 340 blactx-m-15 agnrB - aac(3)lla -

KP10 340 blacrxm.1s, blactxmse  gnrB - aac(3)lla, aac(6)Ib -
KP14 340 blactx.m-15 gnrB - aac(3)lla -
KP15 340 blactx.m-15 gnrB - aac(3)lla -
KP16 42 blacym-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP18 340 - - - aph(3)la -
KP19 42 blactx-m-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP22 42 blacTx-m-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP23 437 - gnrB - aac(3)lla, aph(3)VI, aac(6)lb -
KP24 11 blactxm-2 - - aac(3)lla, aac(6)Ib -
KP26 705 - - OqxAB - -
KP27 340 blactx.m-15 gnrB - aph(3)la -
KP29 NOVA - gnrB - aph(3)VI -
KP30 340 blacty.m-15 gnrB - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP31 340 bl acTX-M-15 gnr B - - -
KP35 340 ‘- gnrB - - -
KP36 340 blactx-m-15 gnrB - aph(3)la -
KP39 11 blacym-2 - - aac(3)lla, aph(3)la, aac(6)lb -
KP42 340 blacty.m-15 - - aph(3)la -
KP43 340 - gnrB - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP45 11 blactym-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP46 42 - - - aph(3)la -
KP49 340 blactx-m-15 - - aac(3)lla, aph(3)la -
KP50 11 - - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP55 340 blactx-m-15 - - aac(3)lla, aac(6)Ib -
KP56 340 - - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP57 340 blacty.m-15 gnrB - aac(3)lla, aph(3)la -
KP58 42 blactym-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP60 340 blacty.m-15 - - aph(3)la -
KP61 340 blactx.m-15 - - aac(3)l1a, aph(3)la -
KP62 340 bl acTX-M-15 - - a.aC(3)| la -
KP64 37 blactx-m-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP65 340 blactx-m-15 - - aac(3)lla, aph(3)la -
KP67 340 bl acTX-M-15 - - aph(3)| a -
KP68 NOVA blactx.m-15 - - aac(3)lla, aph(3)VI, aph(3)la -
KP71 340 blactx.m-15 gnrB - aac(3)lla, aac(6)Ib -
KP72 11 blactym-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP73 76 blacty.m-15 - - aac(6)Ib -
KP74 437 blactx-m-15 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP75 11 blacTx-m-2 - - aph(3)la, aac(6)Ib -
KP78 11 blactx-m-2 - - aac(3)lla, aac(6)Ib -
KP80 340 blacrx-m-15 gnrB - aac(3)lla -
KP81 340 blactx.m-15 - - aph(3)la, aac(6)Ib -

KP82 437 blactx.m-15 - - aph(3)la, aac(6)Ib -




