Jéssica Santiago Bispo da Silva

Investigacio genomica de patogenos bacterianos de prioridade critica
isolados de pacientes com COVID-19



Jéssica Santiago Bispo da Silva

Investigacio genomica de patogenos bacterianos de prioridade critica
isolados de pacientes com COVID-19

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo, para a obteng¢dao do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Sao Paulo
2023



Jéssica Santiago Bispo da Silva

Investigacio genomica de patogenos bacterianos de prioridade critica
isolados de pacientes com COVID-19

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-graduacao
em Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, para obtencao do Titulo de
Mestre em Ciéncias.

Area de concentragdo: Microbiologia.

Orientador: Prof. Dr. Nilton Lincopan

Versao original.

Sao Paulo
2023



CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e informagao Biomédica do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Santiago Bispo da Silva, Jéssica
Investigacdo gendmica de patdgenos
bacterianos de prioridade critica isolados
de pacientes com COVID19 / Jéssica Santiago
Bispo da Silva; orientador Nilton Lincopan
S&do Paulo, 2023.

99 p.

Dissertacdo (Mestrado)) -- Universidade
de S&o Paulo, Instituto de Ciéncias
Biomédicas.

1. Resisténcia bacteriana. 2. COVID-19.
3. Bactérias de prioridade critica. 4.
Bactérias Gram negativas. I. Erbet Lincopan
Huenuman, Nilton, orientador. II. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Jéssica Santiago Bispo da Silva

Titulo da Dissertacdo: Investigagdo genomica de patdogenos bacterianos de prioridade
critica isolados de pacientes com COVID-19.

Orientador: Nilton Lincopan

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagdo de Mestrado/Tese de
Doutorado, em sessao publica realizada 28/07/2023, considerou o(a) candidato(a):

(X) Aprovado ( ) Reprovado

Examinador(a):
ASSINATUTA: weeeiiiieieiieeeeeeeeeeeeee e

Nome: Rita de Cassia Café Ferreira. Institui¢ao: Universidade de Sao Paulo (USP).

Examinador(a):
ASSINATUTA: oeeeiiiieiiiieeieeeeeeeee e

Nome: Terezinha Knobl. Institui¢do: Universidade de Sao Paulo (USP).

Examinador(a):
ASSINATUTAL ©.eovvieiiieiieeiie ettt et sae et e ebeeseaeebeesaee e
Nome: Rodrigo Cayd da Silva. Instituicdo: Universidade Federal de Sao Paulo

(UNIFESP).

Presidente:
ASSINATUTA: weeeiiiieieiieeeeeeeeeeeeee e

Nome: Nilton Lincopan Instituicdo: Universidade de Sao Paulo (USP).



-

ICBUSP

Cidade Universitiria “Armando de Salles Olivera”, Butansl, S30 Paulo, 5P - Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - 1C3 W - 05508 000
Comissbo de Etica em Pesquisa - Telefone(11) 30917733 - e-mail. cepfich. usp br

CERTIFICADO DE ISENCAO
1110/2020 - ERRATA

Certificamos que o Protocolo CEP - ICB n® 1110/2020, referente ao projeto
intitulado: "Investigacdo gendmica de patogenos bacterianos de prioridade critica
isolados de pacientes com COVID-19", sob a responsabilidade do{a) aluno{a) “Jéssica
Santiago Bispo da Silva”, e orientacdo do(a) Prof(a) Dr(a) “Nilton Erbet Lincopan
Huenuman”, do Departamento de Microbiologia, foi analisado pela CEUA - Comiss3o de Etica
no Uso de Animais e pelo CEPSH - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, tendo
sido deliberado que o referido projeto ndo utilizara animais que estejam sob a égide da Lei n®
11.794, de 8 de outubro de 2008, nem envolvera procedimentos regulados pela Resolugdo
CONEP n® 466/2012.

S3o Paulo, 11 de Janeiro de 2023.

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Profa. Dra. Camila Squarzoni Dale
Coordenadora CEUA ICB/USP Coordenadora CEPSH ICB/USP




Dedico ao meu companheiro Guilherme Gomes que tem sido meu apoio constante, nos
momentos de alegria e de desafios.



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal ~de  Nivel  Superior -  Brasil (CAPES) - Cddigo de
Financiamento88887.508607/2020.

Agradego ao 6rgao de fomento por tornar este trabalho possivel.

Gostaria de expressar minha gratiddo a todos aqueles que estiveram ao meu lado nesta
jornada:

Aos meus pais, agradeco pelo apoio constante e por me guiarem pelo caminho do
conhecimento, mostrando que ¢ possivel realizar sonhos, mesmo quando parecem
inatingiveis.

Ao meu orientador, Dr. Nilton Lincopan, sou grata pela oportunidade, paciéncia e por
compartilhar seu valioso conhecimento, proporcionando momentos de aprendizado que
enriqueceram meu desenvolvimento profissional e pessoal.

A minha amiga e irma de coragdo, Bruna Breternitz, agradego por tornar minha vida mais
leve e divertida. Vocé me inspira e me motiva.

Aos amigos que conquistei ao longo desses trés anos de mestrado, Ingrith Neves, Johana
Becerra, Herrison Fontana e Thais Gongalves, agradego pelos "cafés com lagrimas" que
aqueceram meu coracdo. A amizade de vocés foi fundamental.

Aos companheiros de laboratoério, especialmente ao Elder Sano agradego a colaboracdo
durante o desenvolvimento deste trabalho.

A grande pesquisadora Milena Dropa, com quem tive o prazer de trabalhar e compartilhar
experiéncias profissionais e pessoais, agradego a amizade sincera e por todas as
oportunidades proporcionadas.

Aos secretarios de pos-graduacdo, Gisele e Renato, agradeco a atencdo e prontidao
sempre que necessario.

Ao meu companheiro, Guilherme Gomes, agrade¢o por me apoiar, aguentar meus dias
ruins e compartilhar os dias bons. Obrigado por fazer parte dessa trajetdria comigo.

Aos colaboradores do laboratorio de Microbiologia do HC da Universidade de Campinas,
pelas amostras cedidas que foram essenciais para o desenvolvimento deste trabalho.

Por fim, agradeco a todos que tive a oportunidade de conviver e trocar experiéncias ao
longo desses anos, sejam relagdes profissionais, pessoais ou amizades que se estenderam.
Cada um de vocés contribuiu de alguma forma para que eu chegasse até aqui e pudes
desfrutar dessa experiéncia.



"Nada na vida deve ser temido, apenas compreendido." - Marie Curie.



RESUMO

Bispo, J, S Investigacdo gendmica de patdogenos bacterianos de prioridade critica isolados
de pacientes com COVID-19.

[Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia)] Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

O presente estudo teve como objetivo identificar e analisar o genoma de patdgenos
bacterianos de prioridade critica isolados de pacientes com COVID-19, em 2020.
Sessenta e cinco isolados bacterianos foram identificados por Maldi-Tof, incluindo
Pseudomonas aeruginosa (11 isolados, 7,15%), Stenotrophomonas maltophilia (7
isolados, 4,55%), Burklholderia cenocepacia (2 isolados, 1,30%), Klebsiella aerogenes
(3 isolados, 1,95%), Klebsiella pneumoniae (8 isolados, 5,20%), Acinetobacter
baumannii (8 isolados, 5,20%), Enterobacter bugandensis (1 isolado, 0,65%),
Burkholderia cepacia (13 isolados, 8,45%), Proteus mirabilis (1 isolado, 0,65%),
Klebsiella variicola (2 isolados, 1,30%), Escherichia coli (1 isolado, 0,65%), Serratia
marcescens (5 1isolados, 3,25%), Morganella morganii (2 isolados, 1,30%) e
Elizabethkingia miricola (1 isolado, 0,65%). Especificamente, 17 cepas (11,5%),
incluindo K. pneumoniae (7 isolados), P. aeruginosa (5 isolados), A. baumannii (4
isolados) e E. coli (1 isolado), apresentaram um perfil de resisténcia a carbapenémicos
e/ou cefalosporinas de amplo espectro, como determinado pelo método de disco-difusao.
Essas cepas foram submetidas a sequenciamento pela plataforma Illumina NextSeq. A
analise genomica revelou um amplo resistoma para beta-lactamicos (blakpc-2, blacTx-m-
14, blactx-m-15), aminoglicosideos (ogxA4, ogxB, gnrEl e aac (6°) -Ib-cr) e quinolonas
(gyrd-831 e parC-80I) Adicionalmente, foram identificados clones internacionais de alto
risco, como K. pneumoniae ST11, ST16, ST17 e ST437, P. aeruginosa ST244 ¢ ST671,
A. baumannii ST79 e ST730, e E. coli ST1193. Genes exoU e toxA, relacionados com alta
viruléncia e o sistema de secre¢do tipo III, foram identificados em uma cepa de P.
aeruginosa, enquanto genes responsaveis pela producdo dos sideréforos enterobactina
(ent) e aerobactina (iuc/iut) foram detectados em E. coli e A. baumannii. Uma limitagao
do presente estudo ¢ a auséncia de dados clinicos dos pacientes. Nossos resultados
sugerem que pacientes com COVID-19 sdo suscetiveis de serem colonizados e/ou
adquirir infec¢des secundarias por clones internacionais de alto risco, endémicos em
hospitais brasileiros. Essa condi¢dao pode contribuir para um prognéstico desfavoravel da
infec¢do por COVID-19.

Palavras-chave. Resisténcia bacteriana, COVID-19, Patogenos de prioridade critica.



ABSTRACT

Bispo, J, S Genomic investigation of critically prioritized bacterial pathogens isolated
from patients with COVID-19. [Dissertation (Master’s degree in microbiology)]
Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Sao Paulo, Brazil, 2023.

The present study aimed to identify and analyze the genome of critically important
bacterial pathogens isolated from COVID-19 patients in 2020. Sixty-five bacterial
isolates were identified by Maldi-Tof, including Pseudomonas aeruginosa (11 isolates,
7.15%), Stenotrophomonas maltophilia (7 isolates, 4.55%), Burklholderia cenocepacia
(2 isolates, 1.30%), Klebsiella aerogenes (3 isolates, 1.95%), Klebsiella pneumoniae (8
isolates, 5.20%), Acinetobacter baumannii (8 isolates, 5.20%), Enterobacter
bugandensis (1 isolate, 0.65%), Burkholderia cepacia (13 isolates, 8.45%), Proteus
mirabilis (1 isolate, 0.65%), Klebsiella variicola (2 isolates, 1.30%), Escherichia coli (1
isolate, 0.65%), Serratia marcescens (5 isolates, 3.25%), Morganella morganii (2
isolates, 1.30%), and Elizabethkingia miricola (1 isolate, 0.65%). Specifically, 17
strains (11.5%), including K. pneumoniae (7 isolates), P. aeruginosa (5 isolates), A4.
baumannii (4 isolates), and E. coli (1 isolate), showed a profile of resistance to
carbapenems and/or broad-spectrum cephalosporins as determined by the disk diffusion
method. These strains were subjected to sequencing using the Illumina NextSeq
platform. Genomic analysis revealed a broad resistome for beta-lactams (blaxpc-2,
blactx-m-14, blactx-m-15), aminoglycosides (ogx4, ogxB, gnrEl, and aac(6')-1b-cr), and
quinolones (gyr4-831 e parC-80I). Additionally, internationally recognized high-risk
clones were identified, such as K. pneumoniae ST11, ST16, ST17, and ST437, P.
aeruginosa ST244 and ST671, A. baumannii ST79 and ST730, and E. coli ST1193.
Genes exoU and foxA, related to high virulence and the type III secretion system, were
identified in a strain of P. aeruginosa, while genes responsible to produce enterobactin
(ent) and aerobactin (iuc/iut) siderophores were detected in E. coli and A. baumannii. A
limitation of the present study is the absence of clinical data from the patients. Our
results suggest that COVID-19 patients are susceptible to colonization and/or
acquisition of secondary infections by internationally recognized high-risk clones
endemic in Brazilian hospitals. This condition may contribute to an unfavorable
prognosis for COVID-19 infection.

Keywords: Bacterial resistance, COVID-19, Critically prioritized pathogens.
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1. INTRODUCAO

1.1. Patogenos de Prioridade Critica listados pela Organizacio Mundial da Saude

A resisténcia bacteriana ¢ um problema de satide global que pode levar a altas taxas
de mortes por infecgdes ndo trataveis. Para conter a resisténcia, a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) langou uma lista prioritaria de bactérias que devem ser estudadas com
maior rigor, classificando-as em prioridade critica, alta prioridade e prioridade média, de
acordo com o perfil de resisténcia aos antimicrobianos comercialmente disponiveis,
principalmente aqueles considerados como ultima alternativa terapéutica (WHO, 2017).

Essa lista inclui os bacilos Gram-negativos Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa, resistentes aos carbapenémicos, além dos Enterobacterales (Klebsiella.
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp, Serratia spp, Proteus spp, Providencia
spp, Morganella spp) resistentes aos carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geragao
(OMS, 2017).

A ordem Enterobacterales inclui espécies bacterianas comumente encontradas no
ambiente e no trato gastrointestinal de seres humanos e animais. No entanto, algumas
dessas bactérias podem causar infeccdes do trato urindrio, do trato respiratdrio e
sanguineo. A resisténcia dessas bactérias aos antibidticos da classe dos carbapenémicos
e cefalosporinas de terceira geracdo ¢ particularmente preocupante, ja que esses
antibidticos sdo frequentemente usados para tratar infeccdes graves. Além disso, as
bactérias desse grupo tém a capacidade de adquirir resisténcia facilmente aos
antimicrobianos e produzir B-lactamases e carbapenemases de espectro estendido, como
ESBL e KPC, bem como outros genes que conferem resisténcia e levam a infecgdes
severas (EFTEKHAR, NASEH; 2015, SUAY-GARCIA, PEREZ-GRACIA, 2019).

As espécies A. baumannii e P. aeruginosa sido patdégenos oportunistas que
representam uma grande ameaga a saude publica devido a sua capacidade de adquirir
resisténcia facilmente e a sua presenga frequente em unidades de terapia intensiva (UTI)
onde podem se espalhar facilmente e infectar pacientes imunossuprimidos (ASIF; ALVI;
REHMAN, 2018; ROQUE-BORDA et al, 2021).

Carbapenémicos sdo utilizados no tratamento dessas bactérias, mas a resisténcia a

esses antibidticos se tornou uma preocupacao significativa (ELBEHIRY et al, 2021).
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A resisténcia bacteriana ¢ um desafio importante para a saude publica em todo o
mundo, e torna-se ainda mais preocupante quando a resisténcia ultrapassa a eficacia dos
medicamentos de primeira linha, resultando em altas taxas de mortalidade devido a
infecgcdes que ndo podem ser tratadas adequadamente (RIDUAN et al, 2020; PEREZ,
BONOMO, 2018).

1.2 Clones Bacterianos de Alto Risco

1.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Pseudomonadaceae, amplamente distribuida em diversos ambientes, como solo, plantas,
agua, animais e até mesmo ambientes hospitalares (KOCSIS et al., 2021; TURANO et al,
2016; NASCIMENTO et al, 2016; FONTES et al, 2011; GASPAR et al, 2011;
LINCOPAN et al, 2010). Essa espécie possui uma notavel capacidade de adaptacdo e
apresenta resisténcia intrinseca a varias classes de antibioticos. Estudos conduzidos por
Snesrud et al. (2018) identificaram a produgdo de varias enzimas metalo-p-lactamases,
como SPM-1, VIM-2 e IMP-1, em P. aeruginosa.

As carbapenemases do tipo OXA em P. aeruginosa tém sido pouco relatadas,
sendo associadas com uma baixa atividade hidrolitica como no caso da OXA-198 e OXA-
488 (FARID EL GARCH et al., 2011). Essas enzimas conferem uma suscetibilidade
reduzida aos carbapenémicos, porém, quando combinadas com outros mecanismos de
resisténcia, como alteragdes na permeabilidade da membrana, aumento das bombas de
efluxo, e principalmente quando associadas a outras beta-lactamases, a resisténcia aos
carbapenemicos pode ser acentuada.

A OMS tem listado a P. aeruginosa resistente a carbapenémicos como um
patdgeno de alta prioridade para a pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos.
Entre os principais mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos nesse patogeno,
destacam-se a delecdo ou modificagdo da proteina OprD, que leva & diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa; a superexpressao de bombas de efluxo codificadas
no cromossomo, €, ou a aquisicdo de carbapenemases, em particular as metalo-f-
lactamases (SMITH et al., 2017, NEWMAN et al., 2017; BUENO et al., 2017,
NASCIMENTO et al., 2016).
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A patogénese de P. aeruginosa resulta da interacdo de diversos fatores de
viruléncia, incluindo proteinas estruturais, tais como flagelo polar, pili e
lipopolissacarideo, além de produtos metabolicos como exoenzimas, exotoxinas e
fosfolipases. Esses componentes sdo responsaveis por facilitar a colonizagdo e
estabelecimento de infecgdes agudas e cronicas em diferentes hospedeiros, podendo
causar uma variedade de manifestagoes clinicas, como infecgdes do trato urinario,
pneumonia, infec¢des oculares, otites, infecgdes dsseas, bacteremias e infecgdes em sitios
cirargicos (FERNANDES et al, 2018; NASCIMENTO et al, 2016; KHALIFA et al,
2011; GASPAR et al, 2011).

Além dos mecanismos estruturais e da produgdo de toxinas, esta espécie também
emprega um sistema de sinalizacdo intercelular conhecido como quorumsensing, que
desempenha um papel essencial no controle da sintese de vérios outros fatores de
viruléncia, incluindo toxinas e formacao de biofilme.

P. aeruginosa exibe uma estrutura populacional epidémica ndo clonal, embora
algumas sequéncias tipo (ST), incluindo ST111, ST175, ST235, ST244, ST395, ST357,
ST308, ST277, ST654 ¢ ST298 sdo clones de alto risco e foram relacionados a surtos em
diferentes regides do mundo. Dentre esses clones de alto risco, o ST235 ¢ o mais
prevalente e esta associado a desfechos clinicos desfavoraveis, em parte devido ao seu
elevado nivel de resisténcia a antibidticos, e/ou a produgcdo de citotoxina
ExoU(TREEPONG et al, 2018), uma citotoxina transportada pelo sistema de secrecao
tipo III, e produzida por linhagens reconhecidas como altamente virulentas
(SCHULERTet al., 2003; FOULKESet al., 2019,DEL BARRIO-TOFINO; LOPEZ-
CAUSAPE; OLIVER, 2020b).

O clone mais comum de P. aeruginosa encontrado no Brasil ¢ o ST244, que
produz beta-lactamases do tipo OXA e metalo-beta-lactamase (MBL) SPM-1. Embora
haja evidéncias de que clones resistentes aos carbapenémicos circulem entre os hospitais
do pais, a vigilancia epidemiologica e genomica ainda ¢ insuficiente, havendo poucos
relatos a respeito. Portanto, ¢ necessério realizar uma investigagdo mais aprofundada

sobre 0 assunto (KOCSIS; GULYAS; SZABO, 2021).
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1.4. Acinetobacter baumannii

Infeccdes causadas por Acinetobacter spp. t€ém se tornado uma ameaca
significativa em todo o mundo. Acinetobacter spp. ¢ um género de bactérias Gram-
negativas que pertence a familia Moraxellaceae e compreende uma diversidade de 59
espécies distintas. Entre essas espécies, destaca-se Acinetobacter baumannii, reconhecida
como um patdgeno oportunista de importancia clinica (PELEG et a/, 2018).

A. baumannii ¢ frequentemente isolado de amostras clinicas e estd envolvido em
uma ampla gama de infec¢des hospitalares, tais como pneumonia associada a ventilagdo
mecanica, infec¢des sanguineas, infec¢des do trato urindrio, bacteremia relacionada ao
uso prolongado de dispositivos médicos, meningite, infec¢des oculares, infec¢des intra-
abdominais, infec¢des em locais cirirgicos, infecgdes do trato respiratorio e infecgdes
gastrointestinais. Sua capacidade de formar biofilmes contribui para sua persisténcia em
ambientes de unidades de terapia intensiva (UTIs) e aumenta o risco de contaminagdo de
pacientes (VICENT et a/, 2009).

Um dos principais desafios associados a esta bactéria ¢ sua capacidade de adquirir
resisténcia a multiplos antimicrobianos, tornando-se uma cepa multirresistente (MDR).
Essa resisténcia ¢ impulsionada principalmente por mutagdes genéticas que conferem
vantagens de sobrevivéncia ao microrganismo (NASR, 2020).

Além das implicacdes clinicas, as infec¢des por A. baumannii multirresistente
também acarretam um 6nus financeiro consideravel. Estima-se que cada caso de infec¢ao
possa resultar em custos milionarios. Além disso, pacientes com bacteremia causada por
cepas MDR apresentam taxas de mortalidade significativamente mais altas em
compara¢cdo com cepas ndao multirresistentes. Segundo Zhou et al, 2019 a taxa de
mortalidade estimada em pacientes afetados por infec¢cdes causadas por cepas MDR ¢ de
10,6%.

A resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii ¢ mediada principalmente
pela expressao de carbapenemases do tipo OXA, embora outras enzimas como as metalo-
B-lactamases de classe B (MBLs) ou a carbapenemase do tipo KPC também possam estar
presentes. As enzimas OXA sdo agrupadas em diferentes familias, incluindo OXA-51,
OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-143 e OXA-235. Além disso, certos clones de A.
baumannii, como os clones internacionais I-III, estdo associados a producdo dessas

enzimas (CAMARGO et al, 2016; VASCONCELOS et al, 2015).
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Na América Latina, foram observadas cepas multirresistentes de 4. baumannii,
principalmente os clones ST79, ST25, ST15 e em menor grau, ST1. Esses clones estdo
associados a producdo de enzimas semelhantes a OXA-23, embora alguns isolados
produtores de OXA-72 também tenham sido descritos (LEVY-BLITCHTEIN ef al.,
2018).

Em 2016 um estudo realizado no Brasil, descreveu clones ST730 de A. baumannii
produtores de OXA-72 isolados de pacientes em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs).
O monitoramento continuo de clones de alto risco de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos ¢ essencial para evitar surtos hospitalares (PAGANO et al.,2016a,

PAGANO et al., 2016b)

1.5. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ¢ uma bactéria oportunista que pode causar diversas
doencas infecciosas em humanos, afetando o trato urinério, trato respiratorio e sistema
sanguineo. Baseado do perfil de viruléncia, esta espécie tem sido classificada como K.
pneumoniae cléassica e K. pneumoniae hipervirulenta (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).
Outra caracteristica tem sido a aquisicao da resisténcia aos antimicrobianos influenciada
pela presenga de genes transferidos por plasmideos como FIB(K), FII(K), IncHI, IncR,
IncQ e Col estes tem sido reservatorio de genes de resisténcia adquiridos, os quais
codificam uma variedade de mecanismos de resisténcia, incluindo PB-lactamases de
espectro estendido (ESBLs), B-lactamases pAmpC, e carbapenemases (TZOUVELEKIS
et al,2012; BONOMO et al, 2018; VENEZIA et al, 2017; KAZI et al, 2015, ENANY et
al, 2022).

Estudos conduzidos por Dixit et al. (2019) e Gandra et al. (2016) relataram um
aumento na taxa de resisténcia aos carbapenémicos, de 29% em 2008 para 57% em 2016.
Essa crescente resisténcia tem implicagdes clinicas importantes, pois restringe as opgoes
de tratamento disponiveis para infec¢des potencialmente fatais. Além disso, tem-se
observado um possivel surgimento de resisténcia a colistina em ambientes onde
predominam cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase (MONACO et al,

2014).
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K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas de amplo espectro e/ou
carbapenemases foram listadas pela OMS como um dos patégenos para os quais novas
terapias sdo urgentemente necessarias, sendo classificadas como patogenos de prioridade
critica. A escassez de opcdes de tratamento adequadas € especialmente preocupante em
paises de baixa e média renda, onde esses medicamentos sdo inacessiveis para a maioria
da populagao (DADGOSTAR, 2019, WHO, 2018).

Diversos STs de K. pneumoniae tem sido identificado, incluindo ST11, ST14,
ST15, ST26, ST37, ST45, ST101, ST147, ST149, ST231, ST258, ST627 ¢ ST977, com
alguns desses STs apresentando distribuicdo geografica restrita, enquanto outros sdo
pandémicos (ENANY et al, 2022).

Estudos realizados no Brasil mostram que K. pnuemoniae ¢ um dos principais
patdgenos causadores de infegdes nosocomiais, a primeira deteccdo foi em 2006 em
pacientes internados nos estados de Pernambuco, Rio de Janeiro e Sdo Paulo com cepas
produtoras de KPC-2 (SEKI et al., 2011, GONCALVES et al., 2017).0 complexo clonal
258 (CC258) e suas variantes ST258, ST11 e ST437 apresentam ampla distribui¢do
geografica no Brasil e estdo associados a beta-lactamases de espectro estendido como
CTX-M-15 e CTX-M-14 (ANDRADE et al., 2011).

Além da resisténcia antimicrobiana, os genes de viruléncia desempenham um
papel fundamental na patogenicidade de K. pneumoniae. Esses genes estdo envolvidos na
capacidade da bactéria de aderir a superficies hospedeiras, formar biofilmes, invadir
células hospedeiras e causar danos teciduais (BALLEN et al, 2021). A interagio
complexa entre a resisténcia aos antimicrobianos e os fatores de viruléncia contribui para
a capacidade de K. pneumoniae de causar infecgdes graves e persistentes em ambientes
hospitalares e na comunidade. Portanto, uma compreensdo abrangente dos mecanismos
de resisténcia e viruléncia ¢ essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de

controle e tratamento das infec¢des causadas por essa bactéria.
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1.6. Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli é considerada uma bactéria comensal presente na
microbiota intestinal de vertebrados, incluindo seres humanos. No entanto, ela também
pode se comportar como um patdégeno oportunista em mamiferos e aves, causando uma
ampla gama de doencas. Essas doengas podem afetar tanto 6rgdos e tecidos externos ao
intestino, como o trato urinario, abdomen, pulmdes e pele, além de causar meningite
neonatal e bacteremia, quanto o proprio intestino, manifestando-se como diferentes
formas de diarréia, incluindo diarréia hemolitica e sindrome urémica (BAKER et al,
2018).

A partir dos anos 2000, observou-se um aumento significativo na resisténcia a
multiplos farmacos, especialmente as fluoroquinolonas e as cefalosporinas de terceira
geracdo, como cefotaxima, ceftriaxona e ceftazidima (PITOUT; 2012). Esses
medicamentos sdo frequentemente utilizados no tratamento de infec¢des graves.

Esse aumento global da resisténcia aos antibioticos tem levado a um uso excessivo
de certos antibidticos, como os carbapenémicos, resultando em um aumento na resisténcia
a esses medicamentos. A perda da eficicia dos carbapenémicos seria extremamente
prejudicial para a pratica médica, uma vez que esses farmacos representam algumas das
opcdes mais eficazes de tratamento de ultima linha para infec¢des graves causadas por
bactérias Gram-negativas multirresistentes (PITOUT; 2016).

A prevaléncia de clones multirresistentes varia de acordo com a localizagao
geografica, os critérios de inclusdo, e as fontes e os periodos de estudo. Alguns clones
multirresistentes incluem o ST131, ST405, ST38, ST648, ST410, ST167 ¢ ST1193. Esses
clones estdo associados a resisténcia as fluoroquinolonas, sendo que a maioria também
estd relacionada a producao de enzimas CTX-M. Alguns desses clones também produzem
carbapenemases (MANGES et al, 2019; CUMMINS et al, 2021).

No Brasil, o clone de maior prevaléncia ¢ o ST131, associado a infecc¢des
nosocomiais por cepas produtoras de beta-lactamases de espectro estendido. Embora o
clone ST1193, que ¢ o segundo clone de maior disseminacdo, também tenha sido relatado
associado a infec¢des extra-intestinais em pacientes hospitalizados na cidade de Sao
Paulo (SANTOS-NETO et al., 2022).

Portanto, ¢ de extrema importancia manter uma vigilancia constante a fim de
controlar a dissemina¢do de cepas multirresistentes de E. coli. Isso envolve a

implementagdo de medidas de prevencdo e controle de infecgdes.
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1.7 O Uso de Antibioticos em Tempos de Pandemia: O Impacto da COVID-19

A pandemia de COVID-19 teve um impacto avassalador nos sistemas de saude e na
sociedade em todo o mundo, com milhares de casos relatados. As preocupacdes sobre as
consequéncias a longo prazo da COVID-19 em relagdo a resisténcia bacteriana tém sido
discutidas desde o inicio da pandemia, devido a preocupag¢do com o uso excessivo de
antibioticos em pacientes infectados pelo virus SARS-CoV-2 (NIEUWLAAT et al, 2020;
VAN DUIN et al, 2020).

Embora a COVID-19 seja uma sindrome viral, estudos indicam que antibioticos tém
sido frequentemente prescritos para pacientes diagnosticados com a doenga devido a
suspeita de coinfec¢do bacteriana (RAWSON et al, 2020; LANSBURY et al, 2020;
LANGFORD et al, 2020).

Existe uma discrepancia entre a prevaléncia de infec¢des bacterianas e a frequéncia
com que os antibidticos sdo prescritos, o que destaca o potencial do uso excessivo desses
medicamentos em pacientes com COVID-19. Essa prescri¢cdo excessiva pode resultar em
pressdo seletiva para a resisténcia antimicrobiana. Além disso, o uso indevido de
antibidticos juntamente com a sobrecarga dos sistemas de satde e a capacidade reduzida
de vigilancia dos organismos resistentes aos antibidticos durante a pandemia agrava ainda
mais essa situagdo, o que pode tornar a resisténcia antimicrobiana uma consequéncia
duradoura da pandemia (RAWSON et a/, 2020; HUTTNER et al, 2020).

Os antimicrobianos tém varios papéis no tratamento da COVID-19, incluindo o
tratamento de coinfecc¢des respiratorias bacterianas ou fungicas. No entanto, ¢ importante
selecionar cuidadosamente as terapias empiricas para evitar consequéncias nao
intencionais, como toxicidade e resisténcia aos antimicrobianos (ZHU et al, 2020; ZHOU
et al, 2020; WANG et al, 2020).

Durante a pandemia, foi necessdrio iniciar rapidamente a terapia antimicrobiana
empirica em um maior nimero de pacientes. De fato, algumas diretrizes recomendam o
uso de antibidticos de amplo espectro para combater possiveis infec¢des bacterianas
atipicas, porém ¢ importante evitar o uso excessivo de antimicrobianos nos sistemas de
saude (GAUTRET et al, 2020).

O rapido aumento da capacidade de cuidados intensivos para gerenciar o SARS-CoV-
2 pode levar a um aumento da taxa de infeccdo nosocomial no ambiente hospitalar
(RAWSON et al, 2020). Estudos realizados por Zhu et al. (2020), Qin et al. (2020), e

Zhou et al. (2020) mostram que muitas coinfecgdes bacterianas estdo associadas aos
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cuidados de satde, incluindo infecgdes da corrente sanguinea e pneumonia associada a
ventilagdo mecanica (WANG et al, 2020).

De acordo com uma pesquisa realizada por Lansbury et a/ (2020) sobre a ocorréncia
de coinfec¢des em pacientes com COVID-19, as taxas de coinfec¢do bacteriana foram
menores do que as taxas de uso empirico de antibidticos. A meta-andlise realizada no
estudo indicou que cerca de 7% dos pacientes hospitalizados com COVID-19
apresentaram coinfec¢@o bacteriana, um niumero que aumentou para 14% em estudos que
abrangeram apenas pacientes em UTI. Esses achados sugerem que as coinfecc¢des
bacterianas sdo menos frequentes em pacientes com COVID-19 em comparagdo com
outros virus respiratorios, como a influenza (HIN1) (MACLNTYRE et al, 2018). Porém,
s30 necessarios mais estudos que monitorem a associacdo da coinfec¢do bacteriana e a
COVID-19.

Em relagdo ao surto de influenza de 2009, um em cada quatro casos graves ou fatais
de influenza (HIN1) apresentou coinfecc¢ao bacteriana, com as bactérias mais comumente
associadas a colonizacao de orofaringe e nasofaringe (KLEIN et al, 2016). Em contraste,
no caso de COVID-19, os patdégenos bacterianos mais comumente detectados foram
Mycoplasma pneumoniae, seguido por Pseudomonas aeruginosa produtora de beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL), Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae (ESBL), e A. baumannii resistentes aos carbapenémicos com menos casos
de MRSA e nenhum caso de coinfeccdo com S. pneumoniae ou S. pyogenes sendo
relatado. Esses resultados sdo semelhantes aos estudos que relatam as bactérias
envolvidas em infecgdes secundérias bacterianas associadas & pneumonia em pacientes
com MERS-CoV e SARS-CoV (ASSIRI et al, 2013).

O uso excessivo de antibidticos de amplo espectro entre pacientes hospitalizados com
COVID-19 ¢ uma preocupagdo crescente, ja que as taxas de uso excedem as taxas de
infec¢des secundarias relatadas. Esse problema ¢ especialmente comum entre pacientes
de instalacdes de convivéncia e populacdes de risco, que frequentemente apresentam
microbiota alterada e colonizagdo por organismos resistentes. A terapia empirica na
admissdo hospitalar ¢ frequentemente direcionada contra patogenos associados a
assisténcia a saude, o que pode levar a prescri¢do desnecessaria de antibidticos (TEMET
et al, 2020).

A pandemia de COVID-19 sobrecarregou os sistemas de satde no mundo todo,
levando a um aumento no uso de antibidticos em pacientes hospitalizados, mesmo em

instalacdes que normalmente ndo usam antibidticos com frequéncia. Isso pode levar a um
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aumento da resisténcia antimicrobiana nos hospitais, ou alas hospitalares que foram o
epicentro da pandemia. Hospitais e regides com alta prevaléncia de patdogenos resistentes
devem estar preparados para lidar com possiveis aumentos de infec¢des nosocomiais por
patdgenos resistentes (CLANCY et al, 2020).

A preocupacdo com a resisténcia antimicrobiana aumentou devido a associagao entre
a primeira onda de COVID-19 e o surgimento de patdégenos Gram-negativos
multirresistentes em paises como Estados Unidos, Brasil, Russia, Reino Unido, Espanha
e Italia. Além disso, areas como Nova York e Lombardia na Itdlia, sofreram grande
impacto da COVID-19 e sdo considerados pontos criticos para a resisténcia
antimicrobiana. Paises como China, India e México, que apresentaram rapido
crescimento no nimero de casos de COVID-19, também sdo identificados como pontos
criticos (SATLIN et al, 2017; CLANCY; NGEYUN, 2020).

Durante a pandemia da COVID-19, a pressdo seletiva para o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana local foi agravada pelas tendéncias de longo prazo em escala
regional. Por exemplo, na Asia, houve um aumento notavel de A. baumannii resistente a
polimixina classificado como pam-resistente (PDR) e Enterobacterales produtores de
metalo-beta-lactamases (MBL). Nos EUA, houve um aumento significativo de
Enterobacterales produtores de beta-lactamases de espectro expandido (ESBL).

Isso significa que a pressdo seletiva local pode agravar ainda mais as tendéncias
regionais ja existentes em relagdo a resisténcia aos antibidticos (JERNIGAN et al, 2017,
LI-YANG et al, 2016).

Além disso, a COVID-19 pode aumentar o risco de resisténcia a antimicrobianos se
SARS-CoV-2 e influenza co-circularem, enquanto a COVID-19 pode aumentar o grupo
de hospedeiros potencialmente vulneraveis (COLLIGNON et al, 2018; SCOTT et al,
2018; HSU, 2020).
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1.8. COVID-19 e Infeccdes Bacterianas: Uma Dupla Ameaca a Saude Publica

A presenca de outros microrganismos, como fungos, bactérias e virus, durante a
infecc¢do pelo virus SARS-CoV-2, pode ser um fator importante na COVID-19. Isso pode
dificultar o diagndstico, tratamento e progndstico da doenga e até aumentar os sintomas
e a mortalidade. A investigacdo da presenga de possiveis patdgenos concomitantes
durante a infec¢ao pelo SARS-CoV-2 ¢ crucial para o tratamento da doenga (CHEN et al,
2020).

Os mecanismos envolvidos na interagdo entre virus e bactérias podem causar
complicacdes graves mediadas pela falta de uma resposta imunologica eficiente, além da
sinergia patogénica. Embora diversos agentes microbianos possam causar infecg¢des do
trato respiratorio inferior, geralmente as doengas ocorrem por virus e bactérias em
simultaneo (PAGET; TROTTEIN, 2019; MACINTYRE; BUI, 2017).

O motivo da ocorréncia de infec¢des bacterianas em individuos hospitalizados com o
sistema imunoldgico enfraquecido ¢ a presenca de muitas bactérias adaptadas a
desenvolver infec¢des no ambiente hospitalar. Além disso, a infec¢do causada pelo virus
SARS-CoV-2 pode danificar as células e a estrutura pulmonar, permitindo que as
bactérias aumentem a aderéncia e invasdo as células hospedeiras (TAY et al, 2020).

As infec¢des bacterianas secundarias durante as pandemias e epidemias virais t€ém
consequéncias irreversiveis, principalmente em grupos de alto risco, incluindo os
pacientes imunossuprimidos (PAGET; TROTTEIN, 2019; MACINTYRE; BUI, 2017).

Embora as infecgdes bacterianas ou fungicas em pacientes com COVID-19 sejam
menos comuns do que em outras infec¢des virais, a presenca de uma infec¢do secundaria
pode aumentar significativamente a taxa de mortalidade. Isso ocorre em parte devido ao
uso excessivo de antibioticos no diagndstico precoce da COVID-19 (GARAZZINO et al,
2020; BENGOECHEA; BAMFORD, 2020). Os microrganismos responsaveis por
infec¢des pulmonares secundéarias em pacientes hospitalizados com COVID-19 sao
semelhantes aos microrganismos isolados durante o surto de SARS em 2003 (ROUZE et
al,2021; KLEIN et al, 2016; VAILLANCOURT; JORTH, 2020), incluindo espécies de
patdégenos Gram-negativos comumente associados a pneumonia hospitalar como
Pseudomonas  aeruginosa, Klebsiella spp, Stenotrophomonas maltophilia e
Acinetobacter baumannii (JONES, 2010; BEREKET et al, 2012; CABRERA et al, 2011,
CHONG et al, 2021).



29

Durante os estagios iniciais do surto de COVID-19, as informagdes sobre infec¢des
bacterianas em pacientes com COVID-19 eram limitadas. Um estudo conduzido por Guan
et al. (2020) avaliou registros médicos de 1.099 pacientes adultos em toda a China com
COVID-19 confirmado em laboratoério, ¢ identificou sintomas comuns da doenga.

Entretanto, o estudo observou que muitos pacientes ndo foram submetidos a avaliagao
bacteriologica ou fungica devido a sobrecarga de recursos médicos. Além disso, ha
inviabilidade do manuseio de amostras bioldgicas devido ao risco de contaminagao pelo
virus (O'TOOLE, 2021).

Outro estudo realizado por Zhou et al. (2020) descobriu que a sepse foi a complicagao
mais comum em pacientes com COVID-19 hospitalizados, mas ainda sdo necessarios
mais dados especificos para confirmar o envolvimento bacteriano na doenca. E
importante destacar que durante a pandemia, a falta de recursos médicos devido a
sobrecarga de trabalho tem sido uma limitagdo significativa na avaliacdo de materiais
bioldgicos de pacientes com COVID-19 (O'TOOLE, 2021).

As diretrizes clinicas para o diagndstico da COVID-19 foram estabelecidas, mas a
padronizagdo de testes eficientes para infec¢des bacterianas e fungicas ainda ndo esté
disponivel. O exame microbioldgico ¢ a forma mais pratica de diagnosticar, mas a coleta
de amostras de pacientes infectados pelo virus SARS-CoV-2 pode apresentar um risco
significativo aos profissionais de satde, exigindo medidas de detec¢do padronizada e
protecdo adequada (PENG et al, 2020; XU et al, 2020).

A incidéncia de infecgdes bacterianas em pacientes com COVID-19 durante a
hospitalizagdo estd aumentando, e ha indicios de que as bactérias multirresistentes sdao
responsaveis por muitas dessas infec¢des (BENGOECHEA; BAMFORD, 2020;
HENDAUS; JOMHA, 2021, RAWSON et al, 2020). Os pacientes que ja sdo vulneraveis
a infec¢des pulmonares virais, como gripe, sindrome respiratoria aguda e COVID-19, tém
um risco maior de contrair infecgdes bacterianas secundarias, como foi visto durante a
pandemia de influenza HIN1 em 2009, que resultou em cerca de 284.000 mortes em todo
o mundo, com 30-55% dessas mortes atribuidas a pneumonia bacteriana (MORRIS et al,
2017, CHERTOW; MEMOLI, 2013). Portanto, infecgdes bacterianas secundarias t€m um
impacto significativo na taxa de mortalidade durante pandemias virais.

Pacientes graves acometidos pela COVID-19 tém uma maior probabilidade de
desenvolver infecgdes bacterianas secunddrias em comparacdo com pacientes com

doenga ndo grave (KIM et al., 2020).
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Embora a coinfec¢do bacteriana seja menos comum durante a hospitalizagao precoce,
outros estudos identificaram patogenos bacterianos especificos que podem causar
infeccdes secundaria em pacientes com COVID-19. Estes patogenos incluem
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, P. aeruginosa, E. coli, K.
pneumoniae, Enterococcus faecium ¢ Haemophilus influenzae. No entanto, ¢ importante
ressaltar que o teste sistematico para infec¢des bacterianas secundéarias nem sempre ¢é
realizado, o que pode resultar em infec¢cdes sub-notificadas em alguns pacientes
(GARCIA-VIDAL et al, 2021).

Dada a ampla gama de casos positivos para infec¢io bacteriana secundaria relatada
em diferentes estudos, fica claro a necessidade de investigar especificamente os niveis de
infeccdo bacteriana em pacientes com COVID-19, e que os dados obtidos devem ser
estratificados no que diz respeito a variaveis, incluindo local de infec¢do e espécies
bacterianas (SINGH et al, 2021).

O conhecimento sobre os fatores de risco para infec¢des secundérias em pacientes
com COVID-19 estd em constante evolucdo, mais pesquisas sdo necessarias para entender
melhor essa associagdo. Estudos sugerem que condigdes pré-existentes, como doencas
pulmonares cronicas, diabetes e obesidade, podem aumentar o risco de infecg¢des
secundarias, bem como fatores relacionados ao tratamento, como o uso prolongado de
ventiladores e terapias imunossupressoras. Cada paciente ¢ Uinico e pode ter diferentes
fatores de risco para infecg¢des secundarias, por isso a avaliagdo individualizada ¢ crucial

para prevenir e tratar essas infec¢des (CHONG et al, 2021; QIN et al, 2020).
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2. OBJETIVO

2.1. Geral

Investigar a presenca e caracteristicas gendmicas de patdgenos bacterianos Gram-

negativos de prioridade critica em pacientes infectados pelo virus SARS-CoV-2.

2.2. Especificos

e Determinar o perfil de sensibilidade e o resistoma dos bacilos Gram-negativos
identificados;

e Investigar o viruloma das cepas sequenciadas;

e Realizar analise filogendmica dos bacilos Gram-negativos identificados, a fim de
investigar a relag@o clonal com linhagens endémica no Brasil;

e Disponibilizar todos os dados obtidos por meio do sequenciamento genomico na

plataforma OneBR (One Health Brazilian Resistance).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem e Identificacdo bacteriana

Foram utilizadas amostras de cepas bacterianas isoladas de 49 pacientes
diagnosticados com COVID-19, obtidas a partir do trato respiratorio inferior, incluindo
aspirado traqueal, escarro e lavado bronquio alveolar no periodo de junho a outubro de
2020. Os pacientes tinham idade entre 30 e 85 anos. Essas amostras foram fornecidas pelo
Laboratorio de Microbiologia do Hospital das Clinicas da Universidade de Campinas
(UNICAMP) e ja haviam sido previamente identificadas por meio da técnica de
espectrometria de massa (Matrix Associated Laser Desorption-lonization-Time of Flight
— MALDI-TOF).

As amostras foram processadas no Laboratério de Microbiologia do HC (Unicamp) e,
apos a identificacdo dos isolados, foram enviadas por swabs estéreis com meio de
transporte Stuart para o Laboratdrio de Resistoma e Alternativas Terapéuticas no Instituto
de Ciéncias Biomédicas (USP), aonde foram subcultivadas em dgar MacConkey para o
reisolamento de colonias puras. As colonias obtidas foram armazenadas em criotubos
contendo 600 pL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de 400 pL de glicerol a
20%, e mantidas em temperatura de -80 °C para posteriores analises microbiologicas e

gendmicas.

3.2. Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana

O teste de sensibilidade aos antibidticos foi realizado por meio de disco difusdo para
avaliar a susceptibilidade a 28 compostos antimicrobianos, incluindo Amicacina (30 pg),
Gentamicina (10 pg), Trimetoprim-Sulfametoxazol (25 pg), Amoxicilina-Clavulanato
(20/10 pg), Cefepime (30 pg), Ceftazidima (30 pg), Ceftriaxona (30 pg), Ertapenem (10
pg), Imipenem (10 pg), Meropenem (10 ng), Piperacilina-Tazobactam (10 pg),
Piperacilina (100 pg ), Ciprofloxacina (5 pg), Tobramicina (10 pg), Doxiciclina (30 pg),
Minociclina (30 pg), Levofloxacina (5 pg), Cefiderocol (30 pg), Ampicilina-sulbactam
(10 pg), Ticarcilina Clavulanato (75/10 pg), Ceftazidima-Avibactam (30/20 pg),
Ceftolozone-Tazobactam, (30/10 pg), Aztreonam (30 pg), Cefoxitina (30 pg),
Cloranfenicol (30 pg), Tetraciclina (30 pg), e Fosfomicina (200 pg). Conforme as
diretrizes do CLSI - 2023.
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A susceptibilidade a colistina foi avaliada pelo método automatizado VITEK® 2 para
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM).

O fendtipo para ESBL foi confirmado pelo teste de difusdo em agar Mueller Hinton,
usando a combinagdo de discos de Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefotaxima e Cefepime
(cefalosporinas de terceira e quarta geragdo), posicionados a uma distancia de 2 cm do
disco de antibidtico Amoxicilina-Clavulanato, para verificar a formagdo da “zona

fantasma” entre os halos de inibi¢do das cefalosporinas e Amoxicilina-Clavulanato.

3.3. Sequenciamento do genoma completo

Para analisar o genoma completo das cepas que apresentaram fendtipos de
resisténcia aos B-lactdmicos de amplo espectro, as amostras foram semeadas em placas
de petri contendo agar MacConkey com ceftriaxona 2 pg /ml, para selecionar colonias
resistentes ao antibiotico e evitar o crescimento de possiveis contaminantes.

Posteriormente as cepas foram incubadas a 37 °C por 18 horas e cultivadas em
caldo BHI por mais 18 horas a 37 °C para a extracdo do DNA gendmico, utilizando o kit
de extracdo PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). O DNA foi quantificado
usando o sistema Qubit dsSDNA HS (Life Technologies, CA). Em seguida, as bibliotecas
gendmicas foram construidas com o kit de preparacdo de biblioteca Nextera XT DNA
Library Preparation (Illumina) e sequenciadas na plataforma Illumina MiSeq no Centro

de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP-USP), gerando 2 x 250 bases emparelhadas.

3.4. Montagem e analises das sequéncias completas

A leitura dos arquivos no formato FASTAq foi tratada utilizando os programas
Unicycler v. 0.4.8 — beta e pelo software Genomics WorkBench CLC v. 12.

A identificacdo das espécies foram confirmadas utilizando o recurso online
gratuito Pathogenwatch (https://pathogen.watch/) e ferramentas disponiveis na base de
dados Center for Genomic Epidemiology (CGE)
(http://www.genomicepidemiology.org/), que utilizam o banco de dados PasmidFinder

para avaliar os tipos de plasmideos e grupos de incompatibilidade (InC), o Resfinder para
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buscar determinantes de resisténcia antimicrobiana e o VirulenceFinder para buscar genes
de viruléncia, o viruloma espeficicamente de 4. baumannii foi previsto usando o banco
de dados de tipagem de Acinetobacter baumannii
(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst _abaumannii_seqdef). O banco de dados
abrangente de resisténcia a antibidticos CARD (https://card.mcmaster.ca/) foi usado para
previsao de bombas de efluxo.

O MLST 2.0 foi utilizado para determinar o ST (multi-locus sequence type) de
cada espécie, enquanto o banco de dados Public databases of molecular typing and
microbial genome diversity (PubMLST) (https://pubmlst.org/) foi utilizado para
determinar o ST de 4. baumannii.

O ABRicate v0.9.8 (Seemann, 2020) também foi utilizado para analise do resistoma e
viruloma. Além disso, todas as analises foram feitas com limites de identidade e cobertura

definidos acima de 90%.

3.5. Analise Filogenomica

Para comparar os genomas sequenciados com outros isolados geneticamente
proximos, todos os genomas de A. baumannii, E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa
disponiveis no banco de dados gendmicos NCBI RefSeq
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq) foram baixados, bem como seus metadados,
utilizando a  ferramenta ~ NCBI ~ Genome  Download  Scripts  v0.3.1
(https://github.com/kblin/ncbi-genome-download). O ST dos genomas baixados foi
identificado utilizando MLST v2.16.1 (https://github.com/tseemann/mlst). Os metadados
correspondentes depositados no banco de dados NCBI BioSamples foram tabulados
utilizando 0 script Get Metadata for BioSamples
(https://github.com/stajichlab/biosample metadata). Em seguida, foram selecionados
genomas de mesmo ST dos isolados sequenciados.

FastANI v1.32 (https://github.com/ParBLiSS/FastANI) (JAIN et al, 2018) foi
utilizado para verificar a identidade média de nucleotideos (ANI) entre cada genoma e os
genomas baixados, possibilitando selecionar genomas com maior ANI para a andlise
filogendmica.

ABRicate v1.0.1 (https://github.com/tseemann/abricate) foi utilizado para

identificar resistoma e plasmidoma dos isolados presentes na analise filogendmica. Para
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identificar mutagdes em regides determinantes para resisténcia a quinolonas nos genomas
de E. coli e de K. pneumoniae, foram utilizados, respectivamente, RGI v5.2.0
(https://card.mcmaster.ca) (ALCOCK et al, 2020) e Kleborate v2.0.4
(https://github.com/katholt/Kleborate) (LAM et al., 2021). Kleborate também foi
utilizado para genotipagem.

Foram entdo construidas arvores filogenéticas pelo método de verossimilhanga
maxima, comparando os isolados sequenciados com os genomas presentes nos bancos de
dados, bem como matrizes de distancia baseada em polimorfismos de nucleotideo tinico
(SNPs), utilizando a ferramenta CSI Phylogeny vl.4
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny) (KAAS et al, 2014), com configuracdes
padrdo, utilizando como referéncia as sequéncias de cromossomo dos seguintes genomas:
A.  baumannii MRSNI15313 (NZ CP033869.1); E. coli ST1193 DS566-1
(NZ_CP092533.1); K. pneumoniae ST11 LSH-KPN25 (NZ CP040391.1), ST16 U-
0608239 (NZ CP066143.1), ST17 YMLO0508 (NZ CP045193.1) e ST437 INF044-sc-
2279940 (NZ LR890395.1); P. aeruginosa ST244 E03 (NZ_CP069334.1), ST252
FDAARGOS 610 (NZ _CP041013.1), ST446 HO5 (NZ_CP093028.1) e ST671 PA0523
(NZ_CP089849.1).

As arvores geradas foram enraizadas no ponto médio utilizando iTOL v6
(https://itol.embl.de) (LETUNIC; BORK, 2021), que também foi utilizado para anotar as
arvores com dados obtidos dos bancos de dados do NCBI, bem como dados gerados por

ABRicate, RGI e Kleborate.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacdo gendmica de resisténcia

Dos 65 isolados clinicos de pacientes hospitalizados com COVID-19, foram
identificadas 11 cepas (7,15%) de Pseudomonas aeruginosa, 7 (4,55%) de
Stenotrophomonas maltophilia, 2 (1,30%) de Burkholderia cenocepacia, 3 (1,95%) de
Klebsiella aerogenes, 8 (5,20%) de Klebsiella pneumoniae, 8 (5,20%) de Acinetobacter
baumannii, 1 (0,65%) de Enterobacter bugandensis, 13 (8,45%) de Burkholderia
cepacia, 1 (0,65%) de Proteus mirabilis, 2 (1,30%) de Klebsiella variicola, 1 (0,65%) de
Escherichia coli, 5 (3,25%) de Serratia marcescens, 2 (1,30%) de Morganella morganii
e 1(0,65%) de Elizabethkingia miricola.

Dentre o 65 isolados, 17 cepas foram sequenciadas. O critério utilizado para
selecionar as cepas para o sequenciamento do genoma completo foi baseado na resisténcia
aos carbapenémicos e isolados caracterizados como MDR (resistentes a multiplas
drogas). Esses patogenos sao classificados como bactérias Gram-negativas de prioridade
critica pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS). O perfil de suscetibilidade a
diferentes classes de antimicrobianos de cada um dos 17 isolados est4 descrito na Figura

1.
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Figura 1. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos bacilos Gram-negativos

Antibidticos
Legenda: . Resistente . Intermediério Sensivel Nio testado
Z o & XOzZzxoma3INO <, , SO0QruI XK
L . o 230 NnAa<EONSA - = = E
Cepas  Espécie OE%EEOQSE RES08EOZEDCREC0ER<0H

9-CAMP  Acinetobacter baumannii
17-CAMP  Acinetobacter baumannii
53-CAMP  Acinetobacter baumannii

60-CAMP  Acinetobacter baumannii

N VX

1-CAMP  Pseudomonas aeruginosa

19-CAMP  Pseudomonas aeruginosa
29-CAMP  Pseudomonas aeruginosa
54-CAMP  Pseudomonas aeruginosa
41-CAMP  Pseudomonas aeruginosa
6-CAMP  Klebsiella pneumoniae
8-CAMP  Klebsiella pneumoniae
21-CAMP  Klebsiella pneumoniae
30-CAMP  Klebsiella pneumoniae
67-CAMP  Klebsiella pneumoniae
68-CAMP  Klebsiella pneumoniae
81-CAMP  Klebsiella pneumoniae
28-CAMP  Escherichia coli

Figura 1. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de acordo com CLSI, 2023. GEN (gentamicina), AMI (amicacina),
SUT (trimetoprim-sulfametoxazol), MER (meropenem), IMP (imipenem), CIP (ciprofloxacina), DOX (doxiciclina) TOB
(tobramicina), MIN (minociclina), LVX (levofloxacina), FDC (cefiderocol) , ASB (ampicilina-sulbactam), CPM (cefepime),
CAZ (ceftazidima), CRO (ceftriaxona), TIC (ticarcilina-clavulanato), CZA (ceftazidima-avibactam), PIP (piperacilina), PPT
(piperacilina-tazobactam) CT (Ceftolozone-Tazobactam ) ATM (aztrenam) CFO (cefoxitina) CLO (cloranfenicol) TET
(tetraciclina), FOS (fosfomicina), CTX (cefotaxima) ETP (ertapenem), AMC (amoxicilina-clavulanato).
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Foi observado que todas as cepas bacterianas apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos da classe dos carbapenémicos Meropenem, Imipenem e Ertapenem, o
que ressalta a importancia do monitoramento da resisténcia a essa classe de antibioticos,
que ¢ frequentemente a principal opcdo terapéutica para tratar casos graves de pacientes
internados em UTI. Com relagdo a colistina todas as cepas apresentaram sensibilidade ao
antibidtico testado.

Utilizando a técnica de sequenciamento de nova geracao, foi possivel determinar
o perfil de genes responsaveis pela resisténcia a agentes antimicrobianos. Na Tabela 1 ¢

apresentado o resistoma dos isolados de A. baumannii sequenciados.



Tabela 1. Genes de resisténcia, elementos genéticos moveis e sequéncia tipo de cada isolado de Acinetobacter baumannii.
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Resistoma
Cepas ST In(tj:rl:llgifzzal MGEs B-Lactamicos  Aminoglicosideos = Macrolideos  Fluoroquinolonas Qutros
blaapc-s aadAl
A ol blaoxass aph(3")-Ib msr(E) c{,};’fl
baumannii 79 IC5/CC79 cn 5129 blaoxa-n aph(3')-Via aph(6)- mph(E) - 1
9 - CAMP e blatesia Id -
blaapc-s aadAl
Tn801 floR
A. blaoxa-es aph(3")-1b msr(E)
baumannii 79 IC5/CC79 Cf}’gg blaoxars  aph(3)-Via aph(6)-  mph(E) ; “ZZZI
17 - CAMP - - blatem-1a 1d
blaapc-s aadAl
Tn801 floR
A. blaoxa-es aph(3")-1b msr(E)
baumannii 79 IC5/CCT9 CIIFXIS;; blaoxa-n aph(3')-Via aph(6)- mph(E) - af n;lzl
53 - CAMP S blarenia Id U
aadAl
ISVsa3 blaapc-2s aph(3')-Via floR
A. 1C5/CCT79 Tn801 blaoxa-es aph(3")-1b msr(E) dfrdl
baumannii 730 Tn6018 blaoxa-n aph(6)-1d mph(E) - sull
60 - CAMP cn 5129 blarem-1a aac(3)-la sul2
aph(3')-la

Tabela 1: Perfil genémico de resisténcia dos isolados de A. baumannii aos beta-lactimicos, aminogicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas, sulfonamidas, fenicol e trimetoprim. Identificacao
dos elementos genéticos moveis e sequéncia tipo seguindo a classificag@o de Pasteur, os resultados foram obtidos através da base de dados CGE (Center for Genomic Epemiology) através das
ferramentas Resfinder, MGEs, MLST e PubMLST do banco de dados Public databases for molecular typing and microbial genome diversity.
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A deteccdo de genes de resisténcia a antibidticos ¢ crucial na luta contra o
desenvolvimento de bactérias multirresistentes. Neste estudo, foram identificados 62
genes de resisténcia entre todos os isolados analisados, sendo 16 (9,9%) encontrados nas
cepas de A. baumannii. Desses 16 genes, 4 (0,64%) conferem resisténcia a classe dos
beta-lactamicos, que sdo amplamente utilizados na terapia antibidtica. Além disso, foram
encontrados 6 (0,96%) genes que codificam fosfotransferases, conferindo resisténcia aos
aminoglicosideos incluindo os genes aph(3')-Vla, aph(3")-1b, aph(6)-1d, aph(3')-la e
aadA, e somente a cepa 60-CAMP apresentou o gene aac(3)-Ia, que codifica uma N-
acetiltransferase. Os quatro isolados possuem genes de resisténcia aos macrolideos,
msr(E) e mph(E), destacando a importancia de monitorar o uso desses antibidticos. Todos
os isolados apresentaram genes que conferem resisténcia aos antibioticos da classe dos
fenicois (floR), trimetoprim (dfir41) e sulfonamidas (sull e sul2). E importante ressaltar
que nenhuma das cepas apresentou genes de resisténcia a classe das fluoroquinolonas. A
detec¢do desses genes de resisténcia ¢ crucial para orientar o tratamento antibidtico e
evitar o surgimento de bactérias multirresistentes.

A alta plasticidade genética de A. baumannii permite a transferéncia de
determinantes de resisténcia, causados em uma alta incidéncia de cepas multirresistentes
a antibioticos. Para entender melhor como esses determinantes sdo transferidos, €
importante investigar os elementos genéticos modveis presentes, como transposons,
sequéncias de inser¢do e integrons. Um exemplo ¢ o Tn801, que contém o gene blatewm-
15, esta relacionado a familia Tn3 (NICOLAS et al., 2015). Esse tipo de elemento genético
movel estd associado aos genes que conferem resisténcia aos beta-lactamicos, como o
gene blarem-14, encontrado nos isolados deste estudo que apresenta resisténcia a varios
antibioticos. Esses genes estdo presentes na mesma sequéncia dentro do genoma, o que
pode ser um facilitador na disseminagao da resisténcia a antibidticos entre as cepas de 4.
baumannii.

Além da transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos, a coexisténcia de
genes que codificam resisténcia a antibioticos e metais pesados em um Unico elemento
genético mével, como o Tn6018, pode favorecer a disseminacdo da resisténcia entre
diferentes espécies bacterianas. Esse elemento genético modvel ¢ capaz de conferir
resisténcia a compostos como o cadmio e zinco (NICOLAS et al., 2015), e na cepa 60

CAMP esté associado ao gene que confere resisténcia a sulfonamidas; e ao gene gackE,
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que codifica resisténcia a antissépticos de amplo espectro com atividade antimicrobiana,
como os compostos de amonio de quaternario (SHAFAATI et al., 2016).

A presenga do Tn60/8 no genoma bacteriano pode estar relacionada a resisténcia
ndo apenas a antibioticos.

Outros elementos genéticos méveis, como a sequéncia de inser¢do ISVsa3 e o
transposon cn_5/29, ambos pertencentes a familia IS9/, também podem mobilizar
qualquer parte da sequéncia de DNA, facilitando a transferéncia de genes de resisténcia
entre diferentes espécies de bactérias (DENG et al, 2009, GARCILLAN-BARCIA;
CRUZ, 2002). Esses elementos estdo presentes na mesma sequéncia que contém genes
que conferem resisténcia a aminoglicosideos, sulfonamidas e cloranfenicol. A
transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos ¢ um problema crescente contra as
infeccOes bacterianas e a presenca de multiplos elementos genéticos mdveis pode
aumentar ainda mais a disseminacao desses genes entre as bactérias.

Os clones de 4. baumannii ST79 e ST730 pertencem ao complexo clonal CC79
pela classificacdo de Pasteur (DIANCOURT et al., 2010) possuem alta disseminagdo na
América Latina e representam um risco significativo devido a sua capacidade de carregar
multiplos genes de resisténcia a diversas classes de antibidticos (GAIARSA et al., 2019).
Entre eles, o clone ST79 ¢ particularmente preocupante, pois esta associado a presenca
do gene OXA-72, que confere resisténcia aos carbapenémicos e ¢ amplamente difundido
em hospitais no Brasil (SILVEIRA et al., 2021).

Portanto, a identifica¢do e o monitoramento desses clones de bactérias multirresistentes
e seus elementos genéticos moveis sao de extrema importancia.

De acordo com a andlise gendmica realizada em cepas de P. aeruginosa, foram
encontrados genes de resisténcia a antibioticos em 10 (6,2%) das cepas analisadas. Esses
genes estdo presentes em classes de antibidticos, como os beta-lactamicos (blaoxa-4se,
blaoxa-sa7, blaoxa-ass, blaoxa-s0s, blaoxa-305) € o gene percurso de AmpC (blaprao),
encontrado em todas as cepas.

Além disso, foram identificados genes de resisténcia a aminoglicosideos e
quinolonas (aph(3')-1Ib, crpP), bem como o gene catB7, que confere resisténcia a
fenicois, e o gene fosA, relacionado a resisténcia intrinseca a fosfomicina.

Todas as cepas de P. aeruginosa analisadas ndo apresentaram genes que conferem
resisténcia aos macrolideos.

Essas informagdes estdo detalhadas na Tabela 2 da analise gendmica do resistoma

das cepas identificadas como P. aeruginosa.



Tabela 2: Genes de resisténcia, elementos genéticos moveis e sequéncia tipo de cada isolado de Pseudomonas aeruginosa.

Resistoma
Cepas ST MGEs {3_ . Aminoglicosideos Macrolideos Fluoroquinolonas  Outros
Lactamicos
. ISPa6 blaoxa-ase '
P aeruginosa5sy  ISPal blarwo whV-A : crpP o
ISPaé&3
P. aeruginosa 44 i blglOXA'W aph(3')-11b i i catB7
19 - CAMP 4PAO fosA
P. aeruginosa 671 1SPa6 blglOXA'488 aph(3')-11b i i catB7
29 - CAMP a 4PAO fosA
P. aeruginosa 1693 ISPa2 blglOXA'gm aph(3')-11b i i catB7
41 - CAMP APAO fosA
P. aeruginosa 446 i blglOXA'”S aph(3')-11b i croP catB7
54 - CAMP PO P fosA

Tabela 2: Perfil gendomico de resisténcia dos isolados de P. aeruginosa aos beta-lactamicos, aminogicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas, sulfonamidas, fenicol e
trimetoprim. Identificacdo dos elementos genéticos moveis e sequéncia tipo, os resultados foram obtidos através da base de dados CGE (Center for Genomic Epemiology)
através das ferramentas Resfinder, MGEs, MLST e PubMLST do banco de dados Public databases for molecular typing and microbial genome diversity.
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Os genes do grupo OXA encontrados nas cepas de P. aeruginosa sao variantes da
OXA-50, relacionada a infec¢des causadas por cepas produtoras de carbapenemases e
beta-lactamases, associadas a clones de alto risco (PETROVA et al., 2019).

As enzimas do tipo OXA carbapenemases ocorrem naturalmente em P.
aeruginosa e a resisténcia a antibioticos dessa classe, especialmente meropenem e
imipenem, depende da combinagdo da capacidade da enzima em reagir com os
carbapenémicos e a quantidade de enzima produzida. Por outro lado, a expressdao do gene
OXA pode ser suprimida pela expressdo de outros genes e por outros mecanismos de
resisténcia, como a perda de purinas e bombas de efluxo. Isso refor¢a os resultados
encontrados nas cepas de P. aeruginosa que apresentaram perfil fenotipico de resisténcia
a0 meropenem € imipenem, mas ndo apresentaram expressdo genotipica (GIRLICH;
NAAS; NORDMANN, 2004, WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006).

A sequéncia de inser¢do ISPa6 estd associada a resisténcia a antibidticos,
enquanto ISPa/ estd relacionada a regula¢do da producdo de piocianina, um metabolito
secundario que age como uma substancia toxica importante em processos patogénicos em
P. aeruginosa. Estudos realizados OLIVEIRA et al. (2020); CHOI et al (2017) e
FOTHERGILL et al. (2017) associam as sequéncias de insercdo ISPa2 e ISPa83 ao
aumento do risco de mortalidade em pacientes com doencas respiratorias associadas a
ventilagdo mecéanica, além da capacidade de formagdo de biofilme e resisténcia a
antibioticos. A sequéncia de inser¢do ISPa83 foi encontrada na cepa 1-CAMP na mesma
regido do genoma que esta o gene blaoxa-4s6, que confere resisténcia aos beta-lactdmicos,
0 que sugere que este elemento transponivel pode estar associado a disseminagdo de
fatores importantes de resisténcia e viruléncia.

Os clones internacionais de P. aeruginosa, como ST244 e ST671, apresentam
carater pandémico e resisténcia a diversas classes de antimicrobianos, sendo muitos
desses isolados multirresistentes e com relatos de cepas produtoras de carbapenemases e
ESBL. Esses clones ainda sdo pouco estudados, o que pode indicar que estejam circulando
no ambiente nosocomial, tornando a vigilancia epidemioldgica importante (DEL
BARRIO-TOFINO; LOPEZ-CAUSAPE; OLIVER, 2020). O cenario atual evidencia a
necessidade da vigilancia gendmica, ja que a infec¢do hospitalar tem sido um problema e
pode ter se agravado com a COVID-19.

A andlise das cepas de K. pneumoniae evidenciou a presenga de 26 genes de

resisténcia a antibidticos, correspondendo a um percentual de 16%. Todos os isolados
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apresentaram genes que conferem resisténcia aos beta-lactimicos, com os genes blaxpc-
2, blatemas, blactx-m-2 € blactx-m-15 encontrados em todas as cepas. Em relagdo aos
aminoglicosideos, as cepas 6 CAMP, 8 CAMP e 67 CAMP apresentaram os mesmos
genes (aac(3)-Ila, aac(6')-1b3), enquanto as cepas 21 CAMP e 30 CAMP apresentaram
genes (aph(3')-1a, aph(3')-Via) e a cepa 81 CAMP os genes (aadA2, aph(3')-1a). Somente
a cepa 68 CAMP nio apresentou genes de resisténcia aos aminoglicosideos. No que diz
respeito aos macrolideos, as cepas 21 CAMP, 68 CAMP e 81 CAMP apresentaram os
genes (mph(A4), mph(G), mef(C)) de resisténcia a esse antibidtico.

Todos os isolados apresentaram genes que levam a resisténcia as quinolonas, com
os genes ogxA e ogxB presentes em todas as cepas. As cepas § CAMP, 21 CAMP e 81
CAMP apresentaram genes que conferem resisténcia a tetraciclina, além de outros genes
que conferem resisténcia a sulfonamidas, fenicdis, trimetropim e fosfomicina. A tabela
3 apresenta informagdes detalhadas sobre os genes de resisténcia a diferentes classes de
antibioticos, bem como os elementos transponiveis de resisténcia, os plasmideos
associados e a sequéncia tipo de cada isolado.

Os resultados indicam que essas cepas de K. pneumoniae possuem multiplos genes
de resisténcia a antibiodticos, o que pode dificultar o tratamento de infec¢des causadas por
essas bactérias. A presenca desses genes de resisténcia pode ser resultado do uso
inadequado de antibioticos, destacando a necessidade de medidas para promover o uso

racional de antibidticos e a busca por novas alternativas terapéuticas.



Tabela 3. Genes de resisténcia, elementos genéticos moveis e sequéncia tipo de cada isolado de Klebsiella pneumoniae.
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Resistoma
Cepas ST Plasmideos MGEs B-Lactimicos Aminoglicosideos Macrolideos Fluoroquinolonas  Outros
ColRNAI
ogxA
IncFIB(K) ISEc9 blaxpc- aac(3)-1la oaxB dfr430
K. pneumoniae 1 IncFIB(pQil) Tn4401 blasny-1s2 (6')-1b3 i rflq_ 837 catAl
6 - CAMP IncFII(K) ISKpn /] blares.s aac 8y sull
IncN ISKpn/2 bl parC-801
P deTxXM-2 aac(6')-1b-cr
ColRNAI Tn4401 bla ogxA 642’6;;;23]0
K . IncFIB(K) Tn6196 bl Kpe=2 aac(3)-1la ogxB fosA
‘é”_“eé‘f&’;ae 11 IncFIB(pQil) ISKpnl/ bI“SHV'182 aac(6')-1b3 - gyrd-831 tot*; 9
IncFII(K) ISKpn/2 ATEM-15 parC-801 ¢ ;
ISKpn/§ aac(6')-1b-cr s
IncC-like Tnd40] blaeca ogxB dfrA30
IncFIB(K) 186700 bl mph(A4) ogxA fosA
K. pneumoniae IncFIB(pQil) doxa-l aph(3')-1a mph(G) gnrEl tet(D)
437 ISVaa3 blatem-1a
21 - CAMP IncFII(K) 1SKpnl8 bl mef(C) gvrA-831 sull
IncN p astv-1s2 parC-801 sul2
aac(6')-1b-cr
ColRNAI blaxpc- ogxB dfrA26
K. pneumoniae 1 IncQl ICEEcoED]1a-1 blactx-m-15 aph(3')-Via i 0gxA fosA
30 - CAMP IncR ISKpn21 blasuv-1s2 gyrd-831 sul2
blarem.1s parC-801
ColRNAI Tnd401 ogxA catAl
K . IncFIB(K) 1SKon/] blaxpc- aac(3)-1la ogxB fosA
P PREUMOnIae IncFIB(pQil) P blasuy-1 aac(6')-1h3 ; ayrA-831 sull
67 - CAMP TcFII(R) ISKpnI2 e o1
ne ISKpn/8 arew-1s parC-

aac(6')-1b-cr
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Resistoma
Cepas ST Plasmideos MGEs B-Lactimicos Aminoglicosideos Macrolideos Fluoroquinolonas  Outros
1S903
ColRNAI ISEci]
. IncC Tn4401 blaxpc- 0gx4 fosA
Ké‘é’feéﬁiz‘;ae 17 IncFIB(K)-like Tn5403 blasiy - mph(4) 0gxB sul2
IncFIB(pQil) ISEcl10
ISKpn2/
ISKpn25
Col(IRGK)-like IS6100 ogxA
Col44011 Tn4401 blaxpc- aadA2 ogxB dfrdA12
K. pneumoniae 16 IncC ISVsa3 blasuv aph(3')-la mph(A4) gyrA-83F tet(4)
81 - CAMP IncFIB(K)-like ISVsa3 blaoxa-1 P gyrd-87N sul2
IncFIB(pQil) cn 4149 blactxmas parC-84K
ISVsa3 aac(6')-1b-cr

Tabela 3: Perfil gendmico de resisténcia dos isolados de K. pneumoniae aos beta-lactamicos, aminogicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas, sulfonamidas, fenicol e trimetoprim. Identificacao
dos elementos genéticos moveis e sequéncia tipo, os resultados foram obtidos através da base de dados CGE (Center for Genomic Epemiology) através das ferramentas Resfinder, MGEs, MLST

e PubMLST do banco de dados Public databases for molecular typing and microbial genome diversity.



47

A previsibilidade da resisténcia multipla entre os isolados ocorre devido ao fato
de estarem localizados em plasmideos auto-transferiveis, transposons e integrons, que
podem transportar outros determinantes de resisténcia a antimicrobianos.

Neste estudo analisamos os principais elementos transponiveis encontrados nas
cepas de K. pneumoniae. O transposon Tn4401, que pertence a familia Tn3 e esta
associado a disseminagdo do gene blaxpc-2, foi encontrado em todas as cepas, exceto na
cepa 30 CAMP. Esta cepa, por sua vez, possui a sequéncia de inser¢ao ISKpn2/, que esta
associada a resisténcia aos carbapenémicos. Além disso, a sequéncia de insercao 1S903
foi identificada na cepa 68 CAMP, associada ao gene aphAl, que confere resisténcia a
antibioticos da classe dos aminoglicosideos.

Outros elementos genéticos méveis foram encontrados em diferentes cepas,
incluindo o elemento conjugativo integrativo ICEEcoED1a-/, que estd associado aos
plasmideos do tipo IncQl, os quais sdo pequenos e carregam diversos elementos
conjugativos que conferem resisténcia as carbapenemases. O plasmideo IncR, por outro
lado, ndo ¢ conjugativo, mas pode possuir mais de um replicon e transporta genes de
resisténcia, como blaxpc-2 € blactx-m-15. O plasmideo ColRNAI é comum em isolados de
K. pneumoniae e pode estar associado a transposons e ao gene blaxrc, codifica imunidade
a colicina que s3o substancias associadas a patogenicidade de bactérias do grupo das
Enterobacterales (PARTRIDGE et al, 2018).

O plasmideo IncFII(K), que foi encontrado nas cepas 6-CAMP, §-CAMP, 21-
CAMP e 67-CAMP de K. pneumoniae e carrega o gene blaxpc-> € genes que conferem
resisténcia a quinolonas, e o plasmideo IncQ1, que foi encontrado na cepa 30-CAMP ¢
um plasmideo pequeno que carrega o gene blaxpc-2 comumente encontrado em amostras
de origem clinica no Brasil (ARAUJO et al, 2019). Além disso, os plasmideos IncFIB(K)
e IncFIB(pQil) presentes nas cepas estao ligados ao complexo clonal 258 (CG 258) de K.
pneumoniae produtoras de KPC, indicando que os plasmideos sdo um importante
mecanismo de transferéncia de genes de resisténcia entre as cepas.

Os clones identificados tém importincia epidemioldgica devido a sua ampla
distribui¢do geografica e presenca em ambientes hospitalares. Entre eles, estdo os clones
internacionais de K. pneumoniae ST 11 e ST 437, que sdo endémicos no Brasil e fazem
parte do complexo clonal 258. Esses clones apresentam alta taxa de transmissibilidade e
sdo responsaveis por carregar o gene KPC-2. Além disso, o clone ST16 de K
pneumoniae, carreador de KPC-2, trata-se de um clone com ampla disseminagdo e no

Brasil, foi relatado na cidade do Rio de Janeiro em 2008 e 2009 associado a infec¢ao
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nosocomial, produtor de OXA-370 e KPC-2. Esses clones podem disseminar genes de
resisténcia e causar surtos em ambientes hospitalares (ANDREY et al, 2020).

As cepas de K. penumoniae apresentaram caracteristicas importantes em relacao
aos seus genes de resisténcia e elementos transponiveis, bem como clones importantes
associados a infecgOes hospitalares relatadas na literatura. Esses resultados confirmam o
cendrio critico que se instalou nos sistemas de saide devido a pandemia. As infec¢des
causadas por essas bactérias podem agravar o estado de satde de pacientes suscetiveis a
infec¢des causadas por bactérias resistentes.

A andlise das cepas de E. coli revelou a presenga de 10 genes de resisténcia,
representando 6,2% do total de genes identificados nos isolados sequenciados. Esses
genes conferem resisténcia a uma ampla gama de antibidticos, incluindo beta-lactamicos,
aminoglicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas e
trimetoprim. Adicionalmente, foram detectados elementos genéticos moveis e
plasmideos associados a transferéncia potencial desses genes de resisténcia entre as
bactérias, além da sequéncia tipo da cepa 28-CAMP. Esses dados estdo descritos na

tabela 4.



Tabela 4. Genes de resisténcia, elementos genéticos moveis e sequéncia tipo do isolado de Escherichia coli

Resistoma
Cepa ST Plasmideos MGEs -Lactamicos Aminoglicosideos Macrolideos Fluoroquinolonas Outros
Tn4401
1S100
ISci8
IncFIA
1S629 . dfr417
E coli 1193 Colﬁ‘;%ﬁke ISEc3/ bl}l"“’c'z a };((36 )) ']Ié’ mph(4) P ‘”Ecﬁgg tet(B)
28 - CAMP Col(BS512) ISEcl/0 ATEM-1B apnter- parts sul2
ISKpn25
MITEEc/
MITEEc/

Tabela 4: Perfil gendmico de resisténcia da E. coli aos beta-lactimicos, aminogicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas, sulfonamidas, fenicol e trimetoprim. Identificagdo dos elementos
genéticos moveis e sequéncia tipo, os resultados foram obtidos através da base de dados CGE (Center for Genomic Epemiology) através das ferramentas Resfinder, MGEs, MLST e

PubMLST do banco de dados Public databases for molecular typing and microbial genome diversity.
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Foi possivel identificar os genes responsaveis pela resisténcia a diversas classes
de antibidticos na cepa analisada. Para os beta-lactdmicos, foram encontrados os genes
blaxpc» e blatem-1B, enquanto para os aminoglicosideos foram detectados os genes
aph(3")-1b e aph(6)-1d. O gene mph(A4) foi o unico identificado como responsavel pela
resisténcia aos macrolideos, enquanto dois genes, parC-80I e parE-416F, foram
encontrados para a resisténcia as quinolonas. Além disso, o gene dfrA17 conferiu
resisténcia ao trimetoprim, enquanto os genes tet(B) e sul2 foram responsaveis pela
resisténcia as tetraciclinas e sulfonamidas, respectivamente.

O elemento transponivel 7Tn4401 em E coli pode estar associado a disseminacao
do gene de resisténcia blaxpc-2. Essa associacdo ocorre devido o gene de resisténcia
blaxpc-2 ser tipicamente encontrado no interior do transposon 7n4401.

Os elementos genéticos moveis ISc/8, ISEc3/, ISEc//0 e ISKpn25 podem ser
encontrados incorporados a elementos transponiveis que ndo sao o Tn440/ em bactérias
da ordem Enterobacterales, estando associados aos genes de resisténcia blaxpc-2 € blatem-
18. Um estudo recente conduzido por Wozniak et al. (2021) sugere a existéncia de varios
grupos de incompatibilidade e diversas sequéncias de insercdo envolvidas nessa
associacao.

O clone ST1193 tem sua origem no complexo clonal ST14 (STcl4),
caracterizando-se por ndo possuir a capacidade de fermentar lactose. Além disso, pertence
ao grupo filogenético B2 e apresenta o tipo O75 (JOHNSON et al., 2019), caracteristicas
que também foram encontradas na cepa 28 CAMP.

Desde 2012, observa-se um aumento na prevaléncia global do ST1193, chegando
até mesmo a substituir o ST131 em determinadas regides como na América do Norte,
Cor¢ia do Sul, Oriente Médio, Europa e Brasil. Os genes blactx-m apresentam ampla
disseminagdo entre o clone ST1193, de forma semelhante ao que foi observado com o
clone ST131 durante os anos 2000, ambos desempenharam papéis fundamentais na
disseminagdo global de E. coli multirresistente (PITOUT et al., 2022, DA SILVA et al.,
2021). E fundamental monitorar a disseminagio desse clone de E. coli no contexto de
saude publica, a fim de prevenir possiveis surtos.

Os resultados da andlise indicam uma possivel ligacdo entre esses elementos
transponiveis e a disseminagdo potencial de genes de resisténcia aos beta-lactdmicos entre
as enterobactérias. No entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para
compreender a dindmica do mobiloma dessas cepas bacterianas e de outras que também

apresentam essa caracteristica. Fica evidente que existe uma interagcdo dinamica entre 0s
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elementos genéticos moveis, os plasmideos e os genes de resisténcia, os quais se
recombinam, tornando desafiador o desenvolvimento de medidas efetivas para controlar

a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana.

4.2. Caracterizacio do Viruloma

Apesar de a resisténcia aos antimicrobianos desempenhar um papel significativo
na falha terapéutica e na mortalidade, a capacidade dos patogenos Gram-negativos de
causar infec¢des também estd associada a uma combinacdo bem-sucedida de fatores de
viruléncia e mecanismos de resisténcia. Os bacilos Gram-negativos exibem uma ampla
gama de fatores de viruléncia. Neste estudo, foram investigados os principais mecanismos
de viruléncia identificados, juntamente com seus respectivos genes, presentes na tabela

S.



Tabela 5: Perfil genomico de viruléncia.
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Klebsiella pneumoniae
Genes Fator de Viruléncia
wzi Sintese da capsula polissacaridica
OmpA Sistema de secrecao tipo VI
entA, entB Enterobactinas, sistema de aquisi¢ao de

ferro

Escherichia coli

Genes

Fator de Viruléncia

entA, entB, entC, entE, entF, entS

Enterobactinas, sistema de aquisi¢ao de
ferro

papB, papl, papX

Adesina fimbrial

iucA, iucB, iucC, iucD

Aerobactina, sistema de aquisi¢cdo de
ferro

fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF,
fimG, fimH, fiml

Fimbria do tipo 1

OmpA

Sistema de secregdo tipo VI

Pseudomonas aeruginosa

Genes

Fator de Viruléncia

alg44, alg8, algA, algB, algC, algD,
algE, algF, algG, algl, algJ, algK, alglL,
algP/algR3, algQ, algR, algU, algW,
algX, algZ

Producao de alginato

exoS, exoT, exoU, exoY

Citotoxinas

pilA, pilB, pilC, pilE, pilF, pilG, pilH,
pill, pilJ, pilK, pilM, pilN, pilO, pilP,
pilQ, pilR, pilS, pilT, pilU, pilV, pilW,
pilX, pilYl, pilY2

Formagao de pili

SgA, flgB, flgC, figD, figk, flg, figG,
SgH, flgl, flgJ, f1gK, fIgL, flgM, flgN

Sintese de flagelo

flid, fliC, fliD, fliE, fliF, fliG, fliH, flil
SUJ, fliK, flL, fliM, fIiN, fliO, fliP, fliQ,

Sintese de flagelo

IR, fliS

lasA, lasB, lasl Formacgao de biofilme

toxA Producdo de exotoxina
PR Formagao de biofilme

Acinetobacter baumannii

Genes

Fator de Viruléncia

csuAd/B, esuB, csuC, csuD

Formacao de biofilme, fimbria tipo 1

pgad, pgaB, pgaD

Formacao de biofilme

Tabela 5: Perfil genoémico de viruléncia de K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa e A. baumannii. Os dados
foram obtidos através da base de dados VirulenceFinder (Abricate).
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Os resultados deste estudo demostram que P. aeruginosa utiliza uma combinacao
de fatores de viruléncia e mecanismos de resisténcia para causar infecgdes. Dentre esses
mecanismos, identificamos a presenca de diferentes genes associados aos principais
mecanismos de viruléncia.

Das seis cepas analisadas foi identificado 85 genes de viruléncia. Observamos que
o cluster de genes (pil) envolvido na formacao de pili, estruturas semelhantes a pelos que
desempenham um papel crucial na adesdo as células hospedeiras, facilitando a
colonizagdo de superficies celulares e inanimadas, corresponde a (20,40% n=24) e esta
presente em todos os isolados exceto o gene pil4 presente somente na cepa 41-CAMP, e
o gene pilC ausente somente na cepa 29-CAMP.

Os clusters de genes (f7i) que corresponde a (15,3% n=18) e (fIg) que corresponde
a (11,9% n=14) estdo associados a sintese de flagelos, os quais sdo responsaveis pela
mobilidade bacteriana e desempenham um papel essencial na locomogdo e fixacdo da
bactéria. Dos genes detectados para esses clurters somente as cepas 1-CAMP e 54-CAMP
ndo apresentaram os genes fIgL, fliC, fliD e fIiS. Vale ressaltar que os flagelos também
desencadeiam uma resposta inflamatéria no hospedeiro, estimulando a produgdo de
citocinas (SILVA, 2015).

Outro mecanismo de viruléncia identificado foi a produgdo de siderdforo
pioverdina, um metabolito secundério pertencente a familia de compostos fenazinas. E
uma substancia que pode ser produzida durante a fase estacionaria de crescimento da
bactéria biologicamente ativa, desempenhando um papel importante na competicdo
microbiana e na viruléncia em hospedeiros humanos e animais (BUTAITE et al., 2018).

A expressdo dos genes pertencentes ao cluster (alg) que corresponde a (17%
n=20) resulta na produ¢do de alginato, um mucopolissacarideo essencial para a formagao
do biofilme. O gene algP/algR3 esta presente somente na cepa 1-CAMP, os demais estdo
presentes em todos os isolados. O alginato contribui para a manutencao da arquitetura do
biofilme, conferindo-lhe resisténcia a agentes fisicos e quimicos (SILVA, 2015).

Foi observado também o quorum sensing, um processo mediado por diversos
genes, como las (2,55% n=3), ptxR (0,85% n=1) e toxA4 (0,85% n=1), em todas as cepas
de P. aeruginosa estudadas. Esse mecanismo estd intimamente relacionado a formagao
do biofilme e desempenha um papel crucial no metabolismo bacteriano, além de

influenciar a resposta da bactéria aos antibioticos.
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Por fim, identificamos a presenca de genes exoYSTU, que correspondem a (3,4% n= 4)
os quais estdo relacionados ao sistema de secre¢do do tipo III. Somente a cepa 54-CAMP
apresentou o gene exoU, o gene exoS esta presente nas cepas 19-CAMP e 41-CAMP, os
demais genes foram encontrados em todas as cepas. Esse sistema desempenha um papel
fundamental no processo de invasdo da célula hospedeira por P. aeruginosa (YAN; WU,
2019).

Em suma, esses resultados demonstram a diversidade e importancia dos
mecanismos de viruléncia em P. aeruginosa, os quais envolvem a expressdo de genes
especificos responsaveis por estruturas como pili, flagelos e biofilmes, bem como a
producdo de metabolitos ativos. Esses achados contribuem para uma melhor compreensao
da patogenicidade desse patdgeno e podem ser relevantes para o desenvolvimento de
estratégias mais eficazes no combate as infec¢des causadas por P. aeruginosa.

Em K. pneumoniae foram identificados 10 genes de viruléncia, entre eles o gene
(wzi) representa (0,7% n=7) responsavel pela sintese da capsula polissacaridica um dos
principais mecanismos de viruléncia. As cepas 6-CAMP, 8-CAMP e 67-CAMP
apresentaram capsula do tipo wzi64 e locus capsular KL64, trata-se de clones ST11, de
acordo com JIN et al. (2021) e CHEN et al. (2023) essas caracteristicas combinadas com
os fatores de resisténcia podem levar a infec¢des severas causadas por K. pneumoniae
que apresentem essas caracteristicas.

A cepa 21-CAMP apresentou capsula wzil09 e locus capsular KL36, a cepa 30-
CAMP apresentou capsula wzi75 e locus capsular KL105, a cepa 68-CAMP apresentou
capsula wzil41 e locus capsular KL25, e a cepa 81-CAMP apresentou capsula wzi50 e
locus capsular KL51 A presenca desses tipos de capsulas conferem as bactérias a
capacidade de causar infecgdes graves em humanos e animais.

Os genes entd e entB que correspondem a (0,2% n=2) estdo relacionados ao
sistema de captacdo de ferro e foram encontrados em todas as cepas.

O gene ompA esté relacionado ao sistema de secrecdo do tipo VI (T6SS), foi
encontrado em todas as cepas. Esse sistema de secre¢cdo funciona como um sistema de
injecdo contratil, utilizando efetores para evadir a célula alvo (CASCALES;
CAMBILLAU, 2012, COULTHURST, 2013, CHERRAK et al., 2019).

Compreender os mecanismos de viruléncia em K. pneumoniae ¢ fundamental para
entender a patogenicidade dessa bactéria. Tais mecanismos envolvem a sintese da capsula
polissacaridica pela expressdo do gene wzi, genes associados a captagdo de ferro e a

presenga do sistema de secrecdo do tipo VI. Essas descobertas podem contribuir
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significativamente para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes no
combate a infecgdes graves.

A. baumannii apresentou 7 genes de viruléncia entre eles o cluster (csu) que
corresponde a (0,28% n=4). Esses genes desempenham um papel crucial na codificacdo
da pili tipo 1, fundamental no processo de adesdo a superficies inanimadas e vivas, além
de estar diretamente envolvida na formagdo do biofilme. Por outro lado, o cluster
pgaABCD corresponde a (0,21% n=3) e faz parte do operon que estd associado a producao
de poli-B-1-6-N-acetilglucosamina, e desempenha um papel significativo no processo de
formacdo do biofilme (FRANCA, 2015, WANG; PRESTON; ROMEO, 2004). A
formacao de biofilme ¢ um fator importante, pois ¢ um mecanismo utilizado pela bactéria
para se estabelecer em superficies. Como A. baumannii esta diretamente associado a
infecgdes hospitalares, principalmente em UTTIs, essa ¢ uma caracteristica importante que
estd associada a sua permanéncia efetiva nesse ambiente.

Em E. coli, foram encontrados 23 genes de viruléncia entre eles o gene ecpA ¢
responsavel pela codificagdo do pilus que desempenha um papel na adesdo as células
epiteliais do hospedeiro. Essa adesdo ¢ facilitada pela presenca dos genes papBIX que
correspondem a (0,69% n=3). Por sua vez, os genes iucABCD que correspondem a (0,92
% n=4) estdo envolvidos na produgdo de aerobactinas, que sdo responsaveis pela captagao
de ferro. Além disso, o cluster de genes entABCEFS correspondem a (2,9 % n=6)
codificam as enterobactinas, que também estdo relacionadas ao sistema de aquisi¢do de
ferro.

Esses mecanismos de aquisicdo de ferro sdo cruciais para o metabolismo
bacteriano e desempenham um papel essencial durante o processo de infec¢do por E. coli
(FUGA, 2019; ROCHA, 2013).

As fimbrias do tipo 1, cuja expressdo ¢ regulada pelo gene (fim) representam
(2,07% n=9) dos genes de viruléncia, desempenham um papel relevante na viruléncia de
E. coli. Essas fimbrias possuem propriedades adesivas e sdo capazes de se ligar aos
receptores de manose presentes em diversos tecidos humanos. Isso facilita sua aderéncia
ao muco, permitindo a colonizagdo da traqueia, trato intestinal e células pulmonares
(BACHMAN, 2018).

O gene ompA também estd presente em E. coli trata-se de um gene importante,
pois esta associado ao sistema de secrecao tipo VI.

O conjunto de fatores de viruléncia ¢ crucial para o sucesso do patégeno,

permitindo ndo s6 sua sobrevivéncia no ambiente, mas também sua habilidade de romper
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as barreiras do sistema imunolégico do hospedeiro. A associacdo desses fatores com
mecanismos de resisténcia ¢ fundamental para a disseminac¢ao de clones bacterianos de
alto risco, o que pode resultar em infecgdes graves.

O monitoramento ¢ essencial para evitar surtos em ambientes hospitalares,
especialmente em regides com sistemas de satide menos desenvolvidos, onde a supressao
da atencdo médica ndo se limita apenas a pandemia de COVID-19. O conjunto de fatores
mencionados pode ter agravado a infec¢do por populagdes bacterianas ja estabelecidas

em ambientes hospitalares.

4.3. Caracteriza¢ao Filogenomica.
4.4. Pseudomonas aeruginosa.

4.4.1 ST244

Para comparacdo com o isolado 19-CAMP, foram selecionados 30 genomas do
ST244. A porcentagem do genoma de referéncia coberta por todos os genomas analisados
foi de 86,31%, correspondendo a 5451375 posi¢des. No alinhamento, SNPs foram
identificados em 6836 posicdes.

Os genomas analisados sdo de origem humana, ambiental, de ambiente doméstico
e de ambiente hospitalar, além de 2 genomas cuja fonte de isolamento ndo pdde ser
determinada pelos dados disponiveis. Os paises de origem dos isolados sdo: Brasil,
Alemanha, Espanha, Reino Unido, Japao, Nova Zelandia, Paquistao, Tailandia e Estados
Unidos (figura 2).

O isolado 19-CAMP se agrupou em um clado contendo isolados humanos,
ambientais e de ambiente doméstico, coletados na Nova Zelandia entre 1949 ¢ 2016, além
de um isolado dos Estados Unidos sem dado para ano de coleta, e um isolado de origem
desconhecida (figura 2). Neste clado, a contagem de SNPs (anexo A) em relagdo a 19-
CAMP variou entre 149 a 298. Os isolados mais proximos foram isolados da Nova

Zelandia em 2007 e 2013, ¢ dos Estados Unidos (sem data).
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Figura 2: Arvore filogenética de P. aeruginosa ST244.
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Figura 2: arvore filogenética com 31 isolados de Pseudomonas aeruginosa ST244, bem como resistoma, fonte de
isolamento, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,1 SNP por sitio.
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4.4.2 ST252

Para comparagdo com o isolado 1-CAMP, foram selecionados 30 genomas do
ST252. A porcentagem do genoma de referéncia coberta por todos os genomas analisados
foi de 82,74%, correspondendo a 5619802 posi¢des. No alinhamento, SNPs foram
identificados em 13064 posi¢des.

Os genomas analisados sdo de origem humana, ambiental e de animal silvestre,
além de 5 genomas cuja fonte de isolamento ndo pode ser determinada pelos dados
disponiveis. Os paises de origem dos isolados s3o: Brasil, Australia, Canad4, China,
Alemanha, Estonia, Espanha, Reino Unido, México, Portugal, Russia e Estados Unidos
(figura 3).

O isolado 1-CAMP se agrupou em um clado contendo isolados humanos,
ambientais e de animal silvestre, coletados entre 2007 € 2019 nos Estados Unidos, China,
Alemanha, Brasil, Russia e Reino Unido, sugerindo disseminagdo global (figura 3).
Neste clado, a contagem de SNPs (anexo B) em relagdo a 1-CAMP variou entre 65 a

1056.
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Figura 3. Arvore filogenética de P. aeruginosa ST252.
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Figura 3. arvore filogenética com 31 isolados de Pseudomonas aeruginosa ST252, bem como resistoma,
plasmidoma, fonte de isolamento, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,1 SNP por sitio.
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4.4.3 ST446

Para comparacdo com o isolado 54-CAMP, foram selecionados 30 genomas do
ST446. A porcentagem do genoma de referéncia coberta por todos os genomas analisados
foi de 79,26%, correspondendo a 5615151 posi¢des. No alinhamento, SNPs foram
identificados em 1849 posicdes.

Os genomas analisados sdo de origem humana, ambiental e de ambiente
hospitalar, além de 3 genomas cuja fonte de isolamento ndo pode ser determinada pelos
dados disponiveis. Os paises de origem dos isolados sdo: Brasil, Espanha, Franga, Reino
Unido, Holanda e Estados Unidos (figura 4). A alta similaridade entre os isolados deste
ST sugere disseminagao global.

O isolado 54-CAMP se agrupou em um clado contendo dois isolados humanos,
coletados em 2008 na Espanha (figura 4). Neste clado, a contagem de SNPs (anexo C)
em relacdo a 54-CAMP foide 117 al19 SNPs.



Figura 4. Arvore filogenética de P. aeruginosa ST446.
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Figura 4. arvore filogenética com 31 isolados de Pseudomonas aeruginosa ST446, bem como resistoma, fonte de

isolamento, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,1 SNP por sitio.
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4.4.4. ST671

Para comparagdo com o isolado 29-CAMP, todos os 24 genomas do ST671
disponiveis no NCBI RefSeq foram utilizados. A porcentagem do genoma de referéncia
coberta por todos os genomas analisados foi de 84,41%, correspondendo a 5562248
posi¢des. No alinhamento, SNPs foram identificados em 3624 posi¢des. A contagem de
SNPs entre os isolados variou entre 0 a 2482 (anexo D).

Os genomas analisados sdo de origem humana e ambiental, além de 12 genomas
cuja fonte de isolamento ndo pdde ser determinada pelos dados disponiveis. Os paises de
origem dos isolados sdo: Brasil, Australia, China, Alemanha, Estonia, Franca e Estados
Unidos (figura 5).

O isolado 29-CAMP se mostrou relativamente distante de todos os demais
isolados do ST671, ndo agrupando com nenhum outro isolado, e 29-CAMP ficou na base

da arvore com o enraizamento no ponto médio (figura 5).
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Figura 5. Arvore filogenética de P. aeruginosa ST671.
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Figura 5. arvore filogenética com 25 isolados de Pseudomonas aeruginosa ST671, bem como resistoma, fonte de
isolamento, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,1 SNP por sitio.
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4.5. Acinetobacter baumannii

Para comparagdo com os isolados 9-CAMP, 17-CAMP, 53-CAMP ¢ 60-CAMP,
foram selecionados 35 genomas do ST79 e 5 genomas do ST730. A porcentagem do
genoma de referéncia coberta por todos os genomas analisados foi de 76,04%,
correspondendo a 3188880 posi¢des. No alinhamento, SNPs foram identificados em 5793
posicdes.

Com excec¢do de um unico isolado de animal silvestre, todos os demais genomas
de A. baumannii mais proximos dos isolados sequenciados, que foram inclusos na analise
filogendmica, sao de origem humana. Somente 5 genomas do ST730 foram identificados
no banco de dados, sendo todos do Brasil. Com relacdo ao ST79, os 35 genomas
selecionados do Brasil (n=33) e da Bolivia (n=2), sugerindo dissemina¢ao deste ST pelo
continente sul-americano (figura 6A).

O isolado 60-CAMP apresentou alta proximidade (21 SNPs) com outro isolado
do estado de Sao Paulo de 2017, enquanto os demais genomas no clado apresentaram
uma distancia maior, com diferenga de SNPs em relacdo a 60-CAMP variando entre 131
a 139 (figura 6B).

J& os isolados 9-CAMP e 17-CAMP nao apresentaram diferencas de SNPs entre
si, enquanto o isolado 53-CAMP possui somente 2 SNPs de diferenca em relagao a 9-
CAMP e 17-CAMP, indicando possivel disseminacdo intra-hospitalar. O clado contendo
estes isolados possui outros isolados de diferentes localidades dos estados de Sdo Paulo
e Minas Gerais coletados entre 2016 e 2017, e demonstra alta similaridade, com contagem
de SNPs (anexo E) entre os trés isolados sequenciados e os demais genomas variando
entre 19 a 54, sugerindo que o ancestral comum destes isolados se disseminou para
diferentes locais. (figura 6C).

Os resultados indicam que os clones ST79 e ST739 de 4. baumannii estio bem
estabelecidos no Brasil e circulando entre hospitais no pais. O agravamento dos sistemas

de saude pela pandemia pode ter intensificado essa distribuicao.
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Figura 6: A, B e C. Arvore filogenética de A. baumannii ST79 e ST730.
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Figura 6. A: arvore filogenética com 44 isolados de Acinetobacter baumannii, sendo 38 do ST79 e 6 isolados do ST730, plotada
em um arco de 180°, bem como um heatmap com presenca/auséncia de genes de resisténcia para diferentes classes de
antibioticos, fonte de isolamento e pais de origem. Escala: 0,1 SNP por sitio. B: isolados do ST730 destacados em A, com
resistoma, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,01 SNP por sitio. C: isolados do ST79 destacados em A, com resistoma, pais
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4.6. Klebsiella pneumoniae
4.6.1. ST11

Para comparagdo com os isolados 6-CAMP, 8-CAMP, 30-CAMP e 67-CAMP,
foram selecionados 34 genomas. A porcentagem do genoma de referéncia coberta por
todos os genomas analisados foi de 91,68%, correspondendo a 4988627 posicdes. No
alinhamento, SNPs (anexo F) foram identificados em 2988 posi¢des.

Na arvore filogenética observou-se a formagdo de dois clados bem distintos,
marcados por dois diferentes tipos do gene capsular conservado wzi: wzi64 e wzi75. A
contagem de SNPs entre isolados wzi64 variou entre 3 e 208, e wzi75 variou entre 1 e
163. Ao comparar genomas wzi64 com os wzi75, a contagem de SNPs variou entre 1983
e 2167.

Os genomas wzi64 sdo todos do Brasil, enquanto, no clado wzi75, os isolados
brasileiros agruparam-se em um Unico clado, separado de outros isolados de diversas
fontes de isolamento, do Brasil, Suica, China, Alemanha, Hong Kong, Polonia e Roménia
(figura 7A). O agrupamento em clados “brasileiros” sugere a disseminacdo dos ancestrais
desses isolados pelo Brasil.

No clado “brasileiro” do wzi75, o isolado 30-CAMP mostrou-se proéximo a
isolados de origem humana e um isolado de origem ambiental (figura 7B), coletados
entre 2015 e 2020 nos estados de Amazonas, Sdo Paulo, Maranhdo ¢ Minas Gerais;
sugerindo disseminacao pelo territorio nacional. A diferenga de SNPs entre 30-CAMP os
demais isolados no mesmo clado variou entre 33 a 52.

Ja no clado do wzi64, os isolados 6-CAMP, 8-CAMP e 67-CAMP agruparam com
outros isolados de origem humana (figura 7C), coletados entre 2015 e 2020 nos estados
de Sao Paulo, Espirito Santo e Bahia. Os isolados 8-CAMP e 67-CAMP mostraram ser
proximos, com somente 18 SNPs de diferenga entre si, sugerindo disseminagdo intra-
hospitalar. J& o isolado 6-CAMP apresentou uma distancia maior, de 116 SNPs com 8-
CAMP e 120 SNPs com 67-CAMP. O clado contendo 8-CAMP, 67-CAMP e 6-CAMP
agrupou isolados de origem humana dos estados de Sao Paulo, Espirito Santo e Bahia. A
diferenga de SNPs entre 8-CAMP e 67-CAMP com os demais isolados neste clado variou
de 71 a 126. Com relagdo ao isolado 6-CAMP, a diferenca de SNPs com os demais

1solados do clado variou entre 72 a 120.
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Figura 7: A, B, e C. Arvore filogenética de K. pneumoniae ST11.
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Figura 7. A: arvore filogenética com 38 isolados de Klebsiella pneumoniae ST11, plotada em um arco de 180°, bem como um
heatmap com presenga/auséncia de genes de resisténcia para diferentes classes de antibioticos, fonte de isolamento e pais de origem.
Escala: 1 SNP por sitio. B: isolados do ST11:wzi75 destacados em A, com resistoma, plasmidoma, pais de origem e ano de coleta.
Escala: 0,01 SNP por sitio. C: isolados do ST11:wzi64 destacados em A, com resistoma, plasmidoma, pais de origem ¢ ano de coleta.
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4.6.2. ST16

Para comparacdo com o isolado 81-CAMP, foram selecionados 30 genomas do
ST16. A porcentagem do genoma de referéncia coberta por todos os genomas analisados
foi de 93,79%, correspondendo a 4929702 posicdes. No alinhamento, SNPs (anexo G)
foram identificados em 1314 posigdes.
Todos os genomas analisados sao de origem humana, sendo a maioria do Brasil (n=25) e
o restante do Reino Unido, Estados Unidos e Tailandia.
O isolado 81-CAMP se mostrou relativamente proximo a um isolado coletado na cidade

de Sao Paulo, com diferenca de 75 SNPs (figura 8 A e B).
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Figura 8: A e B. Arvore filogenética de K. pneumoniae ST16.
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Figura 8. A: arvore filogenética com 31 isolados de Klebsiella pneumoniae ST16, plotada em um arco de 180°, bem como um heatmap
com presenga/auséncia de genes de resisténcia para diferentes classes de antibidticos, fonte de isolamento e pais de origem. Escala: 1
SNP por sitio. B: isolados destacados em A, com resistoma, plasmidoma, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,01 SNP por sitio.
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4.6.3. ST17

Para comparacdo com o isolado 81-CAMP, foram selecionados 30 genomas do
ST17. A porcentagem do genoma de referéncia coberta por todos os genomas analisados
foi de 91,00%, correspondendo a 4871214 posicdes. No alinhamento, SNPs (anexo H)
foram identificados em 1986 posicgdes.

Com excecao de 2 isolados sem dados para fonte de isolamento, todos os demais
genomas sdo de origem humana, coletados nos seguintes paises: Brasil, Sui¢ca, China,
Colombia, Estonia, Espanha, Reino Unido, Italia, Noruega, Portugal, Tailandia, Turquia
e Estados Unidos (figura 9A).

O isolado 68-CAMP se mostrou relativamente distante de todos os demais
genomas analisados, sendo que a diferenca de SNPs entre os isolados do clado formado
com este isolado variou entre 243 a 265. Este clado contém isolados da Tailandia,

Noruega e Estados Unidos coletados entre 2016 e 2017 (figura 9B).
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Figura 9. A: arvore filogenética com 31 isolados de Klebsiella pneumoniae ST17, plotada em um arco de 180°, bem como um heatmap
com presen¢a/auséncia de genes de resisténcia para diferentes classes de antibidticos, fonte de isolamento e pais de origem. Escala: 0,1
SNP por sitio. B: isolados destacados em A, com resistoma, plasmidoma, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,1 SNP por sitio.
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4.6.4. ST437

Para comparacdo com o isolado 21-CAMP, foram selecionados 30 genomas do
ST437. A porcentagem do genoma de referéncia coberta por todos os genomas analisados
foi de 94,00%, correspondendo a 4975992 posi¢des. No alinhamento, SNPs foram
identificados em 693 posig¢des.

Todos os genomas analisados sdo de origem humana, isolados de Brasil, Suica,
Croacia, Sri Lanka e Sérvia (figura 10A).

O isolado 21-CAMP se agrupou em clado contendo somente isolados do Brasil,
ndo sendo possivel pelos dados determinar em que estado ou regido, em 2016 (figura
10B). Em comparagdo com 21-CAMP, os demais genomas neste clado possuem
diferengas de SNPs (anexo I) variando entre 45 a 52, sugerindo disseminagdo pelo

territorio brasileiro.
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Figura 10: A e B. Arvore filogenética de K. pneumoniae ST437.
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Figura 10. A: arvore filogenética com 31 isolados de Klebsiella pneumoniae ST437, plotada em um arco de 180°, bem como um heatmap
com presenga/auséncia de genes de resisténcia para diferentes classes de antibioticos, fonte de isolamento e pais de origem. Escala: 0,1 SNP
por sitio. B: isolados destacados em A, com resistoma, plasmidoma, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,1 SNP por sitio.



74

4.7. Escherichia coli.

Para comparacdo com o isolado 28-CAMP, foram selecionados 30 genomas do
ST1193. A porcentagem do genoma de referéncia coberta por todos os genomas
analisados foi de 93,56%, correspondendo a 4621012 posi¢des. No alinhamento, SNPs
foram identificados em 937 posicdes.

Os isolados analisados sdo de origem humana (n=26), de animal de companhia
(n=3) e de animal de produg¢do (n=1), dos seguintes paises: Brasil, Argentina, Bangladesh,
China, Fran¢a, Reino Unido, ndia, México, Singapura, Tanzania, Estados Unidos e
Africa do Sul, sendo que 3 isolados néo possuiam dados de pais de origem. O isolado 28-
CAMP se mostrou relativamente distante dos demais genomas, sendo que o genoma mais
proximo ¢ de um isolado dos Estados Unidos, com diferenca de 93 SNPs (figura 11 —

anexo J).



75

Figura 11. Arvore filogenética de E. coli ST1193.
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Figura 11. A: arvore filogenética com 31 isolados de Escherichia coli ST1193, plotada em um arco de 180°, bem como um heatmap com
presenga/auséncia de genes de resisténcia para diferentes classes de antibioticos, fonte de isolamento e pais de origem. Escala: 0,1 SNP por
sitio. B: isolados destacados em A, com resistoma, plasmidoma, pais de origem e ano de coleta. Escala: 0,1 SNP por sitio.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

o Uma limitacao deste estudo foi a falta de dados clinicos dos pacientes, o que
impediu a associacdo das infec¢des bacterianas com casos de coinfec¢ao e/ou
infecgdes secundarias.

e Os pacientes foram suscetiveis aos clones endémicos de K. pneumoniae ST11 e
ST437 (CC258), € A. baumannii ST79 (CC79).

e Os resultados sugerem que pacientes com COVID-19 sdo propensos a serem
colonizados e/ou adquirir infecgdes secundarias por clones internacionais de alto
risco, que sdo endémicos em hospitais no Brasil. Essa condi¢ao pode contribuir
para um prognoéstico desfavoravel da infeccao por COVID-19.

e Os clones bacterianos identificados, juntamente com seus mecanismos de
resisténcia e viruléncia, ja faziam parte de um cenario alarmante antes mesmo da
pandemia em relagdo a resisténcia bacteriana no contexto da satde global (One
Health).

e Embora haja limitacdes na pesquisa sobre alguns clones de P. aeruginosa, ¢
extremamente importante realizar vigilancia epidemiologica para monitorar sua
circulagdo no ambiente hospitalar.

e Com base no que foi apresentado, a disseminagao da resisténcia bacteriana e dos
fatores de viruléncia ¢ facilitada pela presenca de elementos genéticos moveis,
como os plasmideos e os transposons.

e O monitoramento filogendmico ¢ essencial para entender a disseminagdo e a
evolucdo da resisténcia bacteriana, bem como a circulagdo de clones
internacionais de alto risco em hospitais no Brasil.

e A presenga possivelmente estabelecida da populagdo bacteriana no ambiente
hospitalar, do qual foram isolados os patégenos que fizeram parte deste estudo,
refor¢a a necessidade de medidas eficazes de controle e prevencao para

interromper a disseminagdo de clones resistentes.
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6.CONCLUSAO

As cepas sequenciadas mostraram-se resistentes as principais classes de
antimicrobianos, incluindo os beta-lactamicos e carbapenémicos.

Os fatores de viruléncia identificados estdo relacionados a capacidade patogénica
das bactérias isoladas. No entanto, esses fatores de viruléncia podem nao
desempenhar um papel direto no agravamento do estado de satde dos pacientes
com COVID-19.

Por meio da analise filogenomica, foi evidenciada uma conexao clonal entre as
cepas sequenciadas e as linhagens endémicas no Brasil. Esses clones estao
associados a infec¢des hospitalares e ja estavam em circulacdo antes da pandemia,
sugerindo a possibilidade de surtos de infec¢do nosocomial em algumas regides
do Brasil.

Todos os dados obtidos foram disponibilizados na plataforma OneBr para
contribuir com o monitoramento e vigilancia de clones bacterianos de alto risco.
Em conclusio, os resultados apontam que ndao ha uma correlagdo direta entre as
infecgdes por bactérias multirresistentes (MDR) em pacientes com COVID-19,
pois esse cendrio ja existia antes da pandemia. No entanto, a infec¢do pelo virus
SARS-CoV-2 pode ter aumentado a incidéncia dessas infec¢des bacterianas

devido a suscetibilidade dos pacientes.
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ANEXOS
ANEXO A

Matriz de SNPs ST244 de P. aeruginosa

GCF_003974455.1

GCF_000750905.1
GCF_020072205.1
GCF_020072185.1
GCF_003836745.1
GCF_001451865.1
GCF_021513595.1
GCF_003836065.1
GCF_021513635.1
GCF_003836255.1
GCF_003836085.1
GCF_021513615.1
GCF_021513515.1
GCF_021513375.1
GCF_021513475.1
GCF_021513555.1
GCF_021513435.1
GCF_003835295.1
GCF_021513395.1
GCF_021513455.1
GCF_003836005.1
GCF_021513575.1
GCF_021513415.1
GCF_003835325.1

19-CAMP
GCF_003975055.1
GCF_003976075.1 196
GCF_002021635.2 200
GCF_003836635.1 260
GCF_002326365.1 283
GCF_001374295.1 298 187 236 240
GCF_003974455.1 1896 1787 1840 1766 1844 1804
GCF_000750905.1
GCF_020072205.1
GCF_020072185.1
GCF_003836745.1
GCF_001451865.1
GCF_021513595.1
GCF_003836065.1
GCF_021513635.1
GCF_003836255.1
GCF_003836085.1
GCF_021513615.1
GCF_021513515.1
GCF_021513375.1
GCF_021513475.1
GCF_021513555.1
GCF_021513435.1
GCF_003835295.1
GCF_021513395.1
GCF_021513455.1
GCF_003836005.1
GCF_021513575.1
GCF_021513415.1
GCF_003835325.1
min: 0 max: 4855

308 319 320 321 338 354 355 358 373 374 406 407
322 333 334 335 352 368 369 372 387 388 420 421
320 331 332 333 350 366 367 370 385 386 418 419
240 251 252 253 270 284 285 290 305 306 338 339
240 251 252 253 270 284 285 290 305 306 338 339
240 251 252 253 270 284 285 290 305 306 338 339
240 251 252 253 270 284 285 290 305 306 338 339
246 257 258 259 276 290 291 296 311 312 344 345
312 313 345 346
223 224 256 255
234 235 267 268
233 234 266 267
236 237 269 270
253 254 286 287
267 268 300 301
268 269 301 302



ANEXO B

91

Matriz de SNPs ST252 de P. aeruginosa

1-CAMP
GCF_006364795.1
GCF_005154325.1
GCF_003863855.1
GCF_018138365.1
GCF_001374315.1
GCF_003055555.1
GCF_000792895.1
GCF_020882555.1
GCF_001065395.1
GCF_000797285.1 1056
GCF_003836385.1 2698
GCF_003969555.1 3431
GCF_003838975.1 3473
GCF_014204425.1 3484
GCF_020639615.1 3502
GCF_022569875.1 3505
GCF_003629335.1 3506
GCF_019281935.1 3507
GCF_002326605.1 3507
GCF_002330165.1 3511
GCF_002330305.1 3514
GCF_022552375.1 3516
GCF_900147075.1 3542
GCF_900707895.1 3556
GCF_002330765.1 4169
GCF_002330725.1 4180
GCF_004371155.1 4681
GCF_020905615.1 4905
GCF_004054095.1
GCF_003836575.1
min: 0 max: 7173

1035
2677
3410
3452
3463
3481
3484
3485
3486
3486
3490
3493
3495
3521
3535
4148
4159
4660
4884

1035
2677
3410
3452
3463
3481
3484
3485
3486
3486
3490
3493
3495
3521
3535
4148
4159
4660
4884

GCF_003863855.1

1042
2684
3417
3459
3470
3488
3491
3492
3493
3493
3497
3500
3502
3528
3542
4155
4166
4667
4891
4986

1054
2696
3429
3471
3482
3500
3503
3504
3505
3505
3509
3512
3514
3540
3554
4167
4178
4679
4903

1080
2722
3455
3497
3508
3526
3529
3530
3531
3531
3535
3538
3540
3566
3580
4193
4204
4705
4929

1072
2714
3447
3489
3500
3518
3521
3522
3525
3523
3527
3530
3532
3558
3572
4185
4196
4697
4921

991
2655
3390
3430
3441
3459
3462
3463
3466
3464
3468
3471
3473
3499
3513
4128
4139
4638
4864

1022
2682
3419
3459
3470
3488
3491
3492
3495
3493
3497
3500
3502
3524
3542
4157
4168
4663
4893

GCF_003969555.1

GCF_003838975.1
GCF_014204425.1
GCF_020639615.1
GCF_022569875.1
GCF_003629335.1
GCF_019281935.1
GCF_002326605.1
GCF_002330165.1
GCF_002330305.1
GCF_022552375.1
GCF_900147075.1
GCF_900707895.1
GCF_002330765.1
GCF_002330725.1
GCF_004371155.1
GCF_020905615.1
GCF_004054095.1

GCF_001065395.1
GCF_003836385.1
GCF_003836575.1

1056 2698 3431 3473 3484 3502 3505 3506 3507 3507 3511 3514 3516 3542 3556 4169 4180 4681 4905 5002
1035 2677 3410 3452 3463 3481 3484 3485 3486 3486 3490 3493 3495 3521 3535 4148 4159 4660 4884 4979
1035 2677 3410 3452 3463 3481 3484 3485 3486 3486 3490 3493 3495 3521 3535 4148 4159 4660 4884 4979
1042 2684 3417 3459 3470 3488 3491 3492 3493 3493 3497 3500 3502 3528 3542 4155 4166 4667 4891 4986
1054 2696 3429 3471 3482 3500 3503 3504 3505 3505 3509 3512 3514 3540 3554 4167 4178 4679 4903 5000
1080 2722 3455 3497 3508 3526 3529 3530 3531 3531 3535 3538 3540 3566 3580 4193 4204 4705 4929 5024
1072 2714 3447 3489 3500 3518 3521 3522 3525 3523 3527 3530 3532 3558 3572 4185 4196 4697 4921 5018
991 2655 3390 3430 3441 3459 3462 3463 3466 3464 3468 3471 3473 3499 3513 4128 4139 4638 4864 4959
1022 2682 3419 3459 3470 3488 3491 3492 3495 3493 3497 3500 3502 3524 3542 4157 4663
3499 3541 3552 3570 3573 3574 3577 3575 3579 3582 3584 3610 3624 4237 4749
4288
1270

3499
3541
3552
3570
3573
3574
3577
3575
3579
3582
3584
3610
3624
4237




ANEXO C

Matriz de SNPs ST446 de P. aeruginosa

54-CAMP
GCF_006704885.1
GCF_006704985.1
GCF_000790765.1
GCF_001449585.1
GCF_022570415.1
GCF_001909945.1
GCF_001450905.1
GCF_006704945.1
GCF_003698495.1
GCF_006704955.1
GCF_001453825.1
GCF_003834125.1
GCF_006704345.1
GCF_006704645.1
GCF_006704675.1
GCF_006704975.1
GCF_001452125.1
GCF_012102975.1
GCF_006705065.1
GCF_000988505.1
GCF_006704445.1
GCF_003410875.2
GCF_006704365.1
GCF_003410705.2
GCF_006704865.1
GCF_006705075.1
GCF_020639935.1
GCF_020640475.1
GCF_003955055.1
GCF_006704685.1
min: 7 max: 620

= 1© 54-CAMP

117

12

86

89
126
129
120
118
119
120
126
162
159
160
162
167
169
171
167
185
179
187
182
187
182
192
208
214
264
504

119
12

88
91
130
133
124
122
123
124
130
166
163
164
166
171
173
175
171
189
183
191
186
191
186
196
212
218
268
508

8 © & X 3 GCF_000790765.1

114
117
108
106
107
108
114
150
147
150
152
155
157
157
157
171
165
175
168
171
170
180
194
202
248
490

o B 2 ¥ 3 GCF_001449585.1

117
120
97
109
110
111
113
153
150
153
155
158
154
160
160
174
168
178
171
174
173
183
197
205
251
493

o § GCF_022570415.1

6
130
114
117

47
48
18

20
56
142
151
152
154
159
161
159
157
167
171
171
174
177
174
184
194
206
256
496

GCF_001909945.1

=
O
0o

129
133
117
120
47

37

51

52

53

45
145
154
155
157
162
160
164
162
166
170
174
173
176
177
187
193
205
255
499

GCF_001450905.1

B
N ©
o v

124

108
97
48
37

42
43
a4
30

146

145

146

148

153

149

155

153

167

165

173

168

171

168

178

192

200

250

490

GCF_006704945.1

=
o
w

118
122
106
109
18
51
42

11

10

48
146
143
144
146
151
153
153
151
167
163
171
166
171
166
176
192
198
248
488

GCF_003698495.1

N
o
o

119
123
107
110

52
43
11

13
49
147
144
145
147
152
154
152
150
168
164
172
167
172
167
177
193
199
249
489

GCF_006704955.1

BN
N O
o

124
108
111
20
53
44
10
13

50
148
145
146
148
153
155
155
153
169
165
173
168
173
168
178
194
200
250
490

~

& E S GCF_001453825.1

0

114

113
56
45
30
48
49
50

154
151
152
154
159
155
161
159
175
171
181
174
179
174
184
200
206
256
496

GCF_003834125.1

N
w
g

162
166
150
153
142
145
146
146
147
148
154

175
168
170
181
173
145
83
157
195
185
198
201
88
94
108
120
280
508

GCF_006704345.1

=N
u B
©o o

163
147
150
151
154
145
143
144
145
151
175

175
177
180
182
184
182
198
176
202
179
184
195
205
221
227
261
517

> E GCF_006704645.1

o

164
150
153
152
155
146
144
145
146
152
168
175

62
181
131
177
171
193
195
149
198
203
188
198
214
220
280
494

> E GCF_006704675.1

N

166
152
155
154
157
148
146
147
148
154
170
177
62

183
133
179
175
195
197
151
200
205
190
198
216
222
282
496

N GCF_006704975.1

8
167
171
155
158
159
162
153
151
152
153
159
181
180
181
183

188
190
186
204
200
208
203
208
199
209
225
231
285
522

GCF_001452125.1

=N
a un
o o

173
157
154
161
160
149
153
154
155
155
173
182
131
133
188

182
180
196
198
152
201
204
195
203
215
221
281
499

GCF_012102975.1

=N
~N n
= O

175
157
160
159
164
155
153
152
155
161
145
184
177
179
190
182

150
174
202
202
205
208
165
175
189
197
283
517

GCF_006705065.1

250
167
171
157
160
157
162
153
151
150
153
159
83
182
171
175
186
180
150

170
202
198
205
210
105
113
129
135
287
515

GCF_000988505.1

= N
0 U
v

189
171
174
167
166
167
167
168
169
175
157
198
193
195
204
196
174
170

214
212
217
216
185
195
203
213
297
535

GCF_006704445.1

= N
N Un
O

183
165
168
171
170
165
163
164
165
171
195
176
195
197
200
198
202
202
214

220

34
215
225
235
243
167
535

GCF_003410875.2

N
a
o

187
191
175
178
171
174
173
171
172
173
181
185
202
149
151
208
152
202
198
212
220

223
216
215
223
233
245
301
519

GCF_006704365.1

N
a
iy

182
186
168
171
174
173
168
166
167
168
174
198
179
198
200
203
201
205
205
217

223

37
218
228
238
246
170
538

GCF_003410705.2

= N
o o
NN

191
171
174
177
176
171
171
172
173
179
201
184
203
205
208
204
208
210
216
34
216
37

223
233
241
251
171
543

> GCF_006704865.1

iy
o]
N W

186
170
173
174
177
168
166
167
168
174
88
195
188
190
199
195
165
105
185
215
215
218
223

42
104
98
300
529

92

5 GCF_006705075.1

8
192
196
180
183
184
187
178
176
177
178
184
94
205
198
198
209
203
175
113
195
225
223
228
233
42

114
120
310
537

GCF_020639935.1

NN
o
0 =

212
194
197
194
193
192
192
193
194
200
108
221
214
216
225
215
189
129
203
235
233
238
241
104
114

32
320
554

GCF_020640475.1

N
o
wv

214
218
202
205
206
205
200
198
199
200
206
120
227
220
222
231
221
197
135
213
243
245
246
251
98
120
32

328
562

GCF_003955055.1

333
264
268
248
251
256
255
250
248
249
250
256
280
261
280
282
285
281
283
287
297
167
301
170
171
300
310
320
328

620

GCF_006704685.1

v n
o 0
B w

508
490
493
496
499
490
488
489
490
496
508
517
494
496
522
499
517
515
535
535
519
538
543
529
537
554
562
620
0
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ANEXO D
Matriz de SNPs ST671 de P. aeruginosa

GCF_900143985.1

GCF_900147925.1
GCF_900147875.1
GCF_900143935.1
GCF_900144145.1
GCF_900144075.1
GCF_900147825.1
GCF_900147675.1
GCF_900144125.1
GCF_003974615.1
GCF_023806065.1
GCF_023806345.1
GCF_024179165.1
GCF_000795145.1
GCF_001450115.1
GCF_023101305.1
GCF_023074345.1
GCF_001554785.1
GCF_002964275.1
GCF_001454165.1
GCF_013328425.1
GCF_021266605.1
GCF_001554775.1
GCF_003632495.1

29-CAMP
GCF_900143985.1
GCF_900147925.1
GCF_900147875.1
GCF_900143935.1
GCF_900144145.1
GCF_900144075.1
GCF_900147825.1
GCF_900147675.1
GCF_900144125.1
GCF_003974615.1
GCF_023806065.1
GCF_023806345.1
GCF_024179165.1
GCF_000795145.1
GCF_001450115.1
GCF_023101305.1
GCF_023074345.1
GCF_001554785.1
GCF_002964275.1
GCF_001454165.1
GCF_013328425.1
GCF_021266605.1
GCF_001554775.1
GCF_003632495.1
min: 0 max: 2482

375 631 641 641 647 651 655 664 667 674 1048
375 631 641 641 647 651 653 664 667 674 1048
376 632 642 642 648 652 656 665 668 675 1045
378 634 644 644 650 654 658 667 670 677 1047
378 634 644 644 650 654 658 667 670 677 1047
377 631 641 641 647 651 655 664 667 674 1050
380 636 646 646 652 656 660 669 672 679 1053
380 636 646 646 652 656 660 669 672 679 1053
652 662 662 668 674 676 685 688 695 1071
754 766 766 772 778 780 789 792 799 1094
754 766 766 772 778 780 789 792 799 1094
754 766 766 772 778 780 789 792 799 1094



GCF_015537275.1
GCF_015537615.1

GCF_015538325.1
GCF_015537095.1

GCF_003812485.1
GCF_009829535.1
GCF_015666365.1
GCF_004359905.1
GCF_022660835.1
GCF_015538255.1
GCF_015537995.1
GCF_016055335.1
GCF_022660815.1
GCF_015536955.1
GCF_016055595.1
GCF_016055015.1
GCF_015537365.1
GCF_015536875.1
GCF_002019025.1
GCF_015666275.1
GCF_015537705.1
GCF_015537155.1
GCF_015536935.1
GCF_009829525.1
GCF_015537295.1

60-CAMP|
GCF_002250465.1
min: 0 max: 3504

ANEXO E

Matriz de SNPs ST79 e ST730 de A.

318
319
319
327
352
354
358
369
369
425
485
514
521
526
536
839
840
842
868
887

GCF_015538165.1

GCF_004347325.1

GCF_015537175.1

GCF_018156745.1

332
333
333
341
366
368
372
383
383
439
499
528
535
540
550
853
854
856
882
901

GCF_015537275.1

334
335
335
343
349
349
355
385
349
421
480
494
501
506
531
819
820
822
848
867

GCF_015537615.1

GCF_015538105.1

GCF_016056145.1

GCF_015537465.1

GCF_015538325.1

GCF_015537095.1

GCF_003596215.1

GCF_003595875.1

GCF_015537605.1

439
440
440
448
475
473
481
464
392
512
533
598
605
610
578
911
912
914
940
959

baumannii

GCF_003812485.1

®
e}

2 B GCF_015666365.1

®

2 B & GCF_009829535.1
%

@
w
=
]

305 306
312 313
314 315
332 333
334 335
338 339
396 397
409 410
396 397
448 449
449 450
414 410
415 411
439 440

933 1003 980
952 1022 999

°

2 B GCF_004359905.1

©
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ANEXO F

Matriz de SNPs ST11 de K. pneumoniae

el el el el el el el el el el el el el el el el et el el et el el el el el el

2 @ 3 a 3 o@ o@w @ a R R B S R S R S R .

8 4 4 4 2 8 & 8 a 8 4 4 84 8 9 8 8§ 8 2 g 8 8 & & & 8

wn ~ ©o ~ n <+ 0 < — wn o~ N < o < — < ~ — o o - o N o 0

2R N g X 5 X o 8 8§ § 3 8§ 3 @ S 58 3 8 3 = @ 8 @ 3

5 R 5 R 5 R 8 kR b g X 3 S ¥ 8 & S 8 R R B R 2 8 3 @

3 3 3 3 3 3 R 3 a S % 3 3 2 @& 8 S B B BB R o8 & B

g g S S S 8 5§ 8 2 S 8 8 8 8 8 2 € 2 3 8 8 8 8 3 &8 %

bl b o b b b o o 3 o o o =] o o b o =] o~ b=l b=l b=l b=l o b= o o~

Ql OI Ql OI OI Ol OI O‘ S Ol OI Ol 0\] Chl Dl OI Ol ml Ol OI DI Ql OI Ol Ol OI Ol

ol | ol | U I I I A PN vu v B v I U PN v vu T vt U B I

Q Q Q Q Q Q Q Q T Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q

1) (G (5 O O O o O © O O o (Y O 1Y) O O O O 1Y) O 1) (Y O 1Y) O O
8-CAMP 100 100 104 104 105 109 11 123 134 192
67-CAMP 100 104 104 108 109 113 120 127 138 196

i
5
©

GCF_014323715.1
GCF_018423665.1
GCF_011037675.1
GCF_011037595.1
GCF_011037755.1
GCF_011037515.1
GCF_011037615.1 100
GCF_011037715.1 100
GCF_016055885.1 104
GCF_018423625.1 100 104
GCF_011037535.1 104 108
GCF_011037495.1 104 108 100
GCF_001701895.1 105 109
GCF_011037455.1 109 113 101
GCF_016055695.1 | 113 117
6-CAMP| 116 120 102 104
GCF_003321155.1 123 127 104 103 99 101 109 107 111 102 112 110
GCF_022544755.1 126 126 102 105 109 118 118 90 126 116 126 123 129 127
GCF_021206585.1 138 100 104 77 115 110 112 120
GCF_003321215.1 196 149 150 154 158 129 173 168 170 178
GCF_900504255.1
GCF_900512455.1

-
a
=}

-
a
=

GCF_009914255.1 115
GCF_018335415.1 124
GCF_013626195.1 131

30-CAMP 131
GCF_900511465.1 138
GCF_021020735.1 143
GCF_013378175.1 98 105 117 146
GCF_013378295.1 98 105 117 122 117 129 137 146
GCF_013378315.1 98 105 117 122 117 129 137 146
GCF_013378195.1 99 106 118 123 118 130 138 147
GCF_013378235.1 102 109 121 150

GCF_015666295.1 98
GCF_023059285.1 106
GCF_022353825.1 100 115 124
min: 0 max: 2167
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ANEXO G
Matriz de SNPs ST16 de K. pneumoniae

— o H  H  H  H  H  H H  H H  H H  H H H H H H H H A+ H H H = - - -

) v N W W N W W WK W W W 1 W WL W W W W Wy W ;N 1N W W . n W N

- ~ o~ n — D wn (<] ~ ~ o wn o D wn X} (<] ~ < o 0 o~ o~ 00 < o — D foal

) QO ¥ 1L o o d 9 & 0 & Mo v dF 4 H n 4 0 N n 0 K n o o O

0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 wn < wn o~ - < o (=] 0 0 o —

o0 N ®n o N ®H ®H N ®NH MH N ®NH MH ®NH MH MH M W 0 < N O 0 O O g o N o

o o o o o o o o o o < o o o o o o o o o~ o < o < < ~N o o o

[ A =+ «+H +H =@ =« «H +H =@ 0 =@ «H +H +H@ +H =@ O O «+H ®m ®m O ®m® MM o «H ®m o

=3 — o~ — — — — — — — — — - — — — L) L) — o o — o o o o o — o o

< o o o o o o o o o o o o o o o o o o ()] o o o (9] o o o o o o

Q ! T T T T T T T T T T T T T T T T T L

- Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q

w0 O O 0o O v O VU O O VU UV OO O LV VL VL O O LV VL VUV O O Vv v O
81-CAMP 67 75 84 91 91 91 92 94 94 95 95 95 95 98 98 99 100 106 106 110 115 132 136 141 141 144 169 176 188
GCF_011038315.1 67 48 45 64 64 64 65 67 67 68 68 68 68 71 71 72 73 81 79 85 90 107 115 116 116 119 144 149 155
GCF_021206795.1 75 67 72 72 72 73 75 75 76 76 76 76 79 79 80 81 89 87 93 98 115 123 124 124 127 152 157 169

GCF_021020975.1
GCF_011038425.1
GCF_011038455.1
GCF_011038515.1
GCF_011038395.1
GCF_011038355.1
GCF_011038295.1
GCF_011038175.1
GCF_011038475.1
GCF_018423825.1
GCF_011038255.1
GCF_011038335.1
GCF_011038495.1
GCF_011038155.1
GCF_011038265.1
GCF_011038195.1
GCF_016055575.1
GCF_900084145.1
GCF_021245835.1
GCF_013372785.1
GCF_003401525.1
GCF_900084525.1
GCF_003400885.1
GCF_003400845.1
GCF_002248505.1
GCF_011038215.1
GCF_003326395.1
GCF_003321095.1
min: 1 max: 557

00
w
00
w
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ANEXO H
Matriz de SNPs ST17 de K. pneumoniae

GCF_900508645.1

GCF_900508605.1
GCF_001875075.1
GCF_900516175.1
GCF_023273215.1
GCF_023273185.1
GCF_002851455.1
GCF_900502815.1
GCF_900501815.1
GCF_900501665.1
GCF_002181895.1

GCF_900501755.1
GCF_900501985.1
GCF_000693115.1
GCF_900509065.1
GCF_900501975.1
GCF_900774365.1
GCF_900509985.1
GCF_900510045.1
GCF_021136045.1

© 68-CAMP

68-CAMP 243 244 244 247

N
(&
[y
N
(%2
N
N
w
'S

8 256 259 264 265 430
GCF_008704105.1 243 0 | 247 5 250 251 254 259 262 83 84 269 271 272 272 279 359 370 433
GCF_001463555.1 244 247 0 248 221 222 225 226 228 230 230 230 221 233 237 266 265 240 242 243 243 244 250 250 254 309 322 328 330 331 404
GCF_002181945.1 244 5 |248| 0 251 252 255 256 258 260 260 260 263 263 267 82 83 270 272 271 273 274 280 282 284 347 352 358 360 371 434
GCF_900493415.1 247 250 221 251 0 223 226 227 229 231 231 231 234 56 238 269 270 241 243 244 244 245 251 253 255 318 323 329 331 342 405
GCF_003861575.1 248 251 222 252 223 0 41 42 52 56 166 166 73 235 63 270 271 66 68 69 71 70 64 152 80 277 284 292 290 301 366
GCF_900508645.1 251 254 225 255 226 41 0 1 51 55 169 169 72 238 62 273 274 65 67 68 70 69 65 155 79 280 287 295 293 304 369
GCF_900508605.1 252 255 226 256 227 42 1 0 52 56 170 170 73 239 63 274 275 66 68 69 71 70 66 156 80 281 288 296 294 305 370
GCF_001875075.1 254 257 228 258 229 52 51 52 0 58 172 172 75 241 65 276 277 68 70 71 73 72 76 158 82 283 290 298 296 307 372
GCF_900516175.1 256 259 230 260 231 56 55 56 58 0 174 174 77 243 67 278 279 70 72 71 75 74 80 160 72 285 292 300 298 309 374
GCF_023273215.1 256 259 230 260 231 166 169 170 172 174 0 0 177 242 181 278 279 184 186 187 187 188 194 196 198 287 292 300 300 311 374
GCF_023273185.1 256 259 230 260 231 166 169 170 172 174 0 0 177 242 181 278 279 184 186 187 187 188 194 196 198 287 292 300 300 311 374
GCF_002851455.1 259 262 221 263 234 73 72 73 75 77 177 177 0 246 84 281 280 87 89 90 92 91 97 161 101 280 295 303 301 304 377
GCF_900494355.1 259 262 233 263 56 235 238 239 241 243 242 242 246, 0 250 281 282 253 255 254 256 257 263 265 267 330 335 341 341 352 417
GCF_900502815.1 263 266 237 267 238 63 62 63 65 67 181 181 84 250, 0 285 286 11 21 80 16 17 87 167 81 292 299 307 305 316 381
GCF_002181955.1 264 83 266 82 269 270 273 274 276 278 278 278 281 281 285, 0 29 288 290 283 291 292 298 300 302 365 370 376 378 389 452
GCF_002181915.1 265 84 265 83 270 271 274 275 277 279 279 279 280 282 286 29 0 289 291 288 292 293 299 301 303 366 371 377 379 390 453
GCF_900501815.1 266 269 240 270 241 66 65 66 68 70 184 184 87 25311 288 289 0 24 83 19 20 90 170 90 295 302 310 308 319 384
GCF_900501665.1 268 271 242 272 243 68 67 68 70 72 186 186 89 255/ 21 290 291 24 0 85 29 28 92 172 96 297 304 312 310 321 386
GCF_002181895.1 269 272 243 271 244 69 68 69 71 71 187 187 90 254 80 283 288 83 85 0 88 87 93 173 95 298 305 313 305 312 381
GCF_900501755.1 269 272 243 273 244 71 70 71 73 75 187 187 92 25616 291 292 19 29 88 0 25 95 175 95 298 305 313 311 322 387
GCF_900501985.1 270 273 244 274 245 70 69 70 72 74 188 188 91 257 17 292 293 20 28 87 25 0 94 174 96 299 306 314 312 323 388
GCF_000693115.1 274 279 250 280 251 64 65 66 76 80 194 194 97 263 87 298 299 90 92 93 95 94 0 180 104 305 312 320 318 329 394
GCF_900509065.1 278 281 250 282 253 152 155 156 158 160 196 196 161 265 167 300 301 170 172 173 175 174 180 0 184 281 314 318 322 295 396
GCF_900501975.1 280 283 254 284 255 80 79 80 82 72 198 198 101 267 81 302 303 90 96 95 95 96 104 184 0 309 316 324 322 333 398
GCF_900084965.1 343 346 309 347 318 277 280 281 283 285 287 287 280 330 292 365 366 295 297 298 298 299 305 281 309| 0 239 239 249 222 389
GCF_900516705.1 348 351 322 352 323 284 287 288 290 292 292 292 295 335 299 370 371 302 304 305 305 306 312 314 316 239, 0 252 258 269 394
GCF_900774365.1 354 357 328 358 329 292 295 296 298 300 300 300 303 341 307 376 377 310 312 313 313 314 320 318 324 239 252 0 264 271 402
GCF_900509985.1 356 359 330 360 331 290 293 294 296 298 300 300 301 341 305 378 379 308 310 305 311 312 318 322 322 249 258 264 0 89 396
GCF_900510045.1 367 370 331 371 342 301 304 305 307 309 311 311 304 352 316 389 390 319 321 312 322 323 329 295 333 222 269 271 89 0 405
GCF_021136045.1 430 433 404 434 405 366 369 370 372 374 374 374 377 417 381 452 453 384 386 381 387 388 394 396 398 389 394 402 396 405 O
min: 0 max: 453
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ANEXO I

Matriz de SNPs ST437 de K. pneumoniae

GCF_018423915.1

21-CAMP

-
[N
v

GCF_011037435.1 106
GCF_011037375.1 108
GCF_011037225.1 110
GCF_011037295.1 110
GCF_011037415.1 100
GCF_011037315.1 112
GCF_011037275.1 111

GCF_011037245.1
GCF_018423915.1 115 106 108 110 110 100 112 111 113
GCF_011037335.1 135 126 128 130 130 120 132 133 133

GCF_003789125.1 136 138 140 140 130 142 143 143 90
GCF_001968745.2 137 139 141 141 85
GCF_900506115.1 94
GCF_900506235.1 95
GCF_021020725.1 97
GCF_900504945.1 94
GCF_900505665.1 97
GCF_900505815.1 101
GCF_900505755.1 101
GCF_900506215.1 105
GCF_900500965.1 105
GCF_003363565.1 109
GCF_003363665.1 110
GCF_900503605.1 109
GCF_900504965.1 113
GCF_900505765.1 114
GCF_021136815.1 123
GCF_900506245.1 129
GCF_900506165.1 130
GCF_018423905.1 131

min: 1 max: 194

GCF_003789125.1

& GCF_011037335.1

wv

126
128
130
130
120
132 142
133 143
133 143

112
81 121
90 130
91 123
55 133
92 126
93 127
97 137
99 131
101 133
101 133
1a3|||
104
105 143
109
110
117
126
127
129

GCF_001968745.2

GCF_900506115.1
GCF_900506235.1
GCF_021020725.1
GCF_900504945.1
GCF_900505665.1
GCF_900505815.1
GCF_900505755.1
GCF_900506215.1
GCF_900500965.1
GCF_003363565.1
GCF_003363665.1
GCF_900503605.1
GCF_900504965.1

98

GCF_900505765.1

105 109 110 109 113 114 123 129 130 131
101 103 104 105 109 110 117 126 127 129

133 145 146 143

74 78 79 78 82 83 92 99 100 70

GCF_021136815.1

GCF_900506245.1
GCF_900506165.1
GCF_018423905.1
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ANEXO J
Matriz de SNPs ST1193 de E. coli
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28-CAMP| 0 93 100 100 101 102 102 103 104 107 108 108 114 116 117 117 118 118 119 121 122 124 127 127 128 128 128 130 131 145 158
93 10 41 41 42 43 43 44 45 48 49 49 55 57 58 58 59 59 60 74 63 65 68 68 69 69 69 71 72 86 99

GCF_905133495.1 100 41
GCF_905133455.1 100 41 0 0 37
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GCF_018456825.1 101 42 37 37 0 39 39 40 41 44 45 45 51 53 54 54 55 55 56 70 61 61 64 50 65 65 65 67 44 82 95
GCF_021167055.1 102 43 38 38 39 0 34 41 42 45 46 40 46 48 55 49 50 50 57 71 62 56 65 65 60 60 60 62 69 77 90
GCF_001057225.1 102 43 38 38 39 34 0 41 42 45 46 40 46 36 55 49 50 50 57 71 62 56 65 65 60 60 60 62 69 77 90
GCF_905133515.1 103 44 3 3 40 41 41 0 7 46 47 47 53 55 56 56 57 57 58 72 63 63 66 66 67 67 67 69 70 84 97
GCF_905133425.1 104 45 4 4 41 42 42 7 0 47 48 48 54 56 57 57 58 58 59 73 64 64 67 67 68 68 68 70 71 85 98
GCF_003885915.1 107 48 43 43 44 45 45 46 47 0 51 51 57 59 50 60 61 61 52 76 67 67 69 70 71 71 71 73 74 86 101
GCF_900490575.1 108 49 44 44 45 46 46 47 48 51,0 52 58 60 61 61 62 62 63 77 68 68 71 71 72 72 72 74 75 89 102
GCF_016457375.1 108 49 44 44 45 40 40 47 48 51 520 52 54 61 53 30 54 63 77 68 60 71 71 66 64 64 66 75 81 94
GCF_902703125.1 114 55 50 50 51 46 46 53 54 57 58 52,0 60 67 61 62 62 69 83 74 68 77 77 72 72 72 74 81 89 102
GCF_022408955.1 116 57 52 52 53 48 36 55 56 59 60 54 60[ 0 69 63 64 64 71 85 76 70 79 79 74 74 74 76 83 91 104
GCF_024396555.1 117 58 53 53 54 55 55 56 57 50 61 61 67 69 0 70 69 71 62 86 77 77 78 78 81 81 81 83 84 96 111
GCF_019585935.1 117 58 53 53 54 49 49 56 57 60 61 53 61 63 70/ 0 63 59 72 84 77 49 80 80 75 65 53 55 84 86 99
GCF_016457845.1 118 59 54 54 55 50 50 57 58 61 62 30 62 64 69 630 64 73 87 78 70 81 81 76 74 74 76 85 91 104
GCF_016458155.1/ 118 59 54 54 55 50 50 57 58 61 62 54 62 64 71 59 64,0 73 87 78 66 81 81 76 70 70 72 85 85 98
GCF_014893315.1 119 60 55 55 56 57 57 58 59 52 63 63 69 71 62 72 73 73/ 0 88 79 79 82 82 83 83 83 85 86 98 113
GCF_016761135.1'121 74 69 69 70 71 71 72 73 76 77 77 83 85 86 84 87 87 88 0 93 93 96 96 97 97 97 99 100 114 127
GCF_016457655.1 122 63 60 60 61 62 62 63 64 67 68 68 74 76 77 77 78 78 79 93 0 84 87 87 88 88 83 90 91 105 118
GCF_016458055.1124 65 60 60 61 56 56 63 64 67 68 60 68 70 77 49 70 66 79 93 84 0 87 87 82 72 60 61 91 93 106
GCF_019443685.1 127 68 63 63 64 65 65 66 67 69 71 71 77 79 78 80 81 81 82 96 87 87 0 90 91 91 91 93 94 108 121
GCF_014878495.1 127 68 63 63 50 65 65 66 67 70 71 71 77 79 78 80 81 81 82 9 87 87 90 0 91 91 91 93 80 108 121
GCF_016457315.1/128 69 64 64 65 60 60 67 68 71 72 66 72 74 81 75 76 76 83 97 88 82 91 91/ 0 86 86 88 95 103 116
GCF_016457545.1 128 69 64 64 65 60 60 67 68 71 72 64 72 74 81 65 74 70 83 97 88 72 91 91 8 [ 0 76 78 95 97 110
GCF_016457915.1/128 69 64 64 65 60 60 67 68 71 72 64 72 74 81 53 74 70 83 97 88 60 91 91 86 76 0 66 95 97 110
GCF_016458045.1 130 71 66 66 67 62 62 69 70 73 74 66 74 76 83 55 76 72 85 99 90 61 93 93 88 78 66| 0 97 99 112
GCF_017164655.1 131 72 67 67 44 69 69 70 71 74 75 75 81 83 84 84 85 85 86 100 91 91 94 80 95 95 95 97 | 0 112 125
GCF_003299085.1 145 86 81 81 82 77 77 84 85 8 89 81 89 91 96 86 91 85 98 114 105 93 108 108 103 97 97 99 112 0 99
GCF_016457605.1/158 99 94 94 95 90 90 97 98 101 102 94 102 104 111 99 104 98 113 127 118 106 121 121 116 110 110 112 125 99 | O

min: 0 max: 158



