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RESUMO

BALLABEN, A.S. Estudo genético da resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos,
quinolonas e aminoglicosideos em bactérias isoladas de pacientes com suspeita de
meningite no Estado de Sdo Paulo. 2019. 93f. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2019.

No Brasil, existem poucos relatos de membros da Ordem Enterobacterales isoladas de
liquido céfalo raquidiano causando meningite. Nos ultimos 20 anos, bacilos gram-
negativos (BGN) produtores de beta-lactamases se tornaram um dos principais desafios
para o tratamento das infec¢des, principalmente pela pandemia das enzimas CTX-M e
KPC. Este trabalho teve como objetivo investigar a genética e epidemiologia molecular
da resisténcia aos antibidticos de importancia clinica no tratamento de infec¢des
causadas por membros da Ordem Enterobacterales e bacilos gram-negativos néo
fermentadores (BGN-NF) isolados de pacientes com suspeita de meningite no Estado de
Sao Paulo. Foram estudados 66 isolados de membros da Ordem Enterobacterales e
BGN-NF resistentes aos antibioticos beta-lactamicos de amplo espectro cujas
investigagcBes microbioldgicas foram previamente realizadas nos Instituto Adolfo Lutz
de Ribeirdo Preto e Sdo Paulo. Essas bactérias foram isoladas de sangue e LCR de
pacientes com suspeita de meningite, no periodo de 2007 a 2014. Os genes
codificadores de beta-lactamases, determinantes de resisténcia as quinolonas mediada
por plasmideos (PMQR) e 16S RNA metiltransferase ribossomica (16S-RMTase) assim
como a tipagem dos plasmideos foram pesquisados por PCR e confirmados por
sequenciamento. Além disso, a tipagem molecular dos isolados foi realizada por
sequenciamento de multilocus (MLST). A determinagdo cromossdmica ou plasmideal
dos genes de resisténcia de interesse foi avaliada por I-Ceu-1-PFGE ou S1-PFGE,
respectivamente. Experimentos de clonagem, transformacéo, conjugacdo e inibicdo de
bombas de efluxo assim como pesquisa molecular de determinantes de viruléncia e
sequenciamento do genoma completo também foram realizados. Entre os 66 isolados,
39 foram identificados como BGN-NF sendo 21 Acinetobacter baumannii, 11
Pseudomonas aeruginosa, 1 Pseudomonas putida, 3 Stenotrophomonas maltophilia e 3
Ochrobactrum antrophi, além de 27 membros da Ordem Enterobacterales, sendo 17
Klebsiella pneumoniae, 5 Klebsiella aerogenes, 2 Klebsiella oxytoca, 2 Enterobacter
cloacae e 1 Serratia marcescens. Entre os 21 isolados de A. baumannii, 17 possuiam

upstream ao gene blaoxa-23-ike 0 elemento de inser¢cdo ISAbal. Plasmideos AB-GR2,



AB-GR4, AB-GR6 e AB-GR8 foram detectados em 9 isolados e 4 isolados
apresentaram IncFrepe. NO entanto, em todos isolados foi confirmada localizagio
cromossdmica de blaoxa-23-ike. Por MLST foram detectados 9 ST diferentes, em dois
singletons e trés complexos clonais (CC). Entre os 11 isolados de Pseudomonas
aeruginosa, P. aeruginosa 1206/13 (ST1602) e P. aeruginosa 463/12 (ST235)
apresentaram blactx-m-2 e no isolado 1206/13 blaces-1 também foi detectado. Apds
andlise dos dados obtidos por sequenciamento completo do genoma foi possivel avaliar
que blaces-1 estd organizado como gene cassete associado ao novo integron de classe I,
In1600 no qual blactx-m2-ISCR1 também estava associada, resultando em uma
estrutura de ~11.680pb. Experimentos de S1-PFGE determinaram que ambos 0S genes
bla estavam inseridos em plasmideo IncP2 de ~340kb. Em P. aeruginosa 463/12,
blactx-m-2 foi encontrado downstream a ISCR1 inserido no cromossomo do isolado. O
gene blajme-16 foi detectado no isolado de P. putida. Os genes blarem, blacTx-m-2, blacTx-
m-8, blactx-m-15 € blakec foram os mais detectados entre os isolados de Klebsiella sp.
Entre os PMQR, apenas gnrB-1 foi encontrado. Ainda, estes isolados apresentaram
grande diversidade de replicons, sendo colE e IncL/M os mais detectados. Foram
encontrados diversos determinantes de viruléncia entre os isolados de K. pneumoniae,
destes entB, iroD, feclRA, ugE, wabG, fimH e ureA foram detectados em todos o0s
isolados. Entre os 5 isolados de K. aerogenes, blacTtx-m-15, qnrB-1 e aac(6°)-1b foram
encontrados em apenas 1 isolado. Além disso, outro isolado de E. cloacae apresentou
hiperexpressao de AmpC. Diferentes plasmideos Inc foram detectados entre os isolados
de K. aerogenes e E. cloacae. Isolados que apresentaram fenétipo de alto nivel de
resisténcia aos aminoglicosideos (HLAR) tiveram seus genomas sequenciados e 0S
mecanismos de resisténcia foram investigados mais detalhadamente. Em alguns
isolados, a combinacdo da producdo de diferentes enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (AMEs) ocasionou no fenotipo HLAR apresentado, enquanto em
outros, producéo de 16S-RMTase foi detectada. Além disso, presenca de hiperexpressdo

de bombas de efluxo também foi encontrada entre os isolados.

Palavras chave: beta-lactamases, meningite, LCR, 16S-RMTase, AMEs, PMQR



ABSTRACT

BALLABEN, A.S. Genetic study of resistance to beta-lactam, quinolones and
aminoglycosides in bacteria isolated from patients with suspected meningitis in the
State of S&o Paulo. 2019. 93p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

In Brazil, there are few reports of members of the order Enterobacterales-causing
meningitis. Over the last 20 years, beta-lactamase-producing gram-negative bacilli
(BGN) have become a major challenge in the treatment of infections caused by CTX-
M-and KPC-producing isolates. This work aimed to investigate the genetic and
molecular epidemiology of resistance to antibiotics in members of the order
Enterobacterales and non-fermentative gram-negative bacilli (BGN-NF) isolated from
patients with meningitis in S&do Paulo State. Sixty-six members of the order
Enterobacterales and BGN-NF resistant to broad-spectrum beta-lactam antibiotics were
studied. The microbiological investigations were previously performed at the Adolfo
Lutz Institute in Ribeirdo Preto and S&o Paulo. These bacteria were isolated from blood
and CSF from patients with suspected meningitis from 2007 to 2014. The genes coding
for beta-lactamases, plasmid mediated quinolone resistance (PMQR) and 16S ribosomal
RNA methyltransferase (16S-RMTase) as well as plasmids typing were screened by
PCR and confirmed by sequencing. In addition, molecular typing was performed by
multilocus sequencing (MLST). The chromosomal or plasmid localization of the
resistance genes was evaluated by I-Ceu-I-PFGE or S1-PFGE, respectively. Cloning
experiments, transformation, conjugation and inhibition of efflux pumps as well as
molecular investigation of virulence determinants and whole genome sequencing were
also performed. Among the 66 isolates, 39 were identified as BGN-NF being 21
Acinetobacter baumannii, 11 Pseudomonas aeruginosa, 1 Pseudomonas putida, 3
Stenotrophomonas maltophilia and 3 Ochrobactrum antrophi; besides 27 members of
the order Enterobacterales, being 17 Klebsiella pneumoniae, 5 Klebsiella aerogenes, 2
Klebsiella oxytoca, 2 Enterobacter cloacae and 1 Serratia marcescens. Among 21 A.
baumannii isolates, blaoxa-23-ike upstream to ISAbal was detected in 17 isolates.
Plasmids AB-GR2, AB-GR4, AB-GR6 and AB-GR8 were detected in 9 isolates while 4
isolates showed IncFreps. However, in all isolates, chromosomal location of blaoxa-23-like
was confirmed. Four different sequence typing (ST) were detected: two ST407 and
ST690 singletons, three clonal complexes (CC), ST225 and ST438 (CC103), ST231 and
ST442 (CC109), ST227, ST233 and ST783 (CC113). Among the 11 P. aeruginosa,



P. aeruginosa 1206/13 (ST1602) and P. aeruginosa 463/12 (ST235) presented bla
genes, blactx-m-2 was detected in both isolates and blaces-1 only in isolate 1206/13.
Sequencing data revealed blaces-1 organized as a cassette gene associated with the new
class 1 integron, In1600 in which blactx-m-2 downstream to ISCR1 which was also
associated with the same In1600, resulting in a ~ 11,680 bp structure. S1-PFGE
experiments determined that both bla genes were inserted into ~340kb IncP2 plasmid.
Regarding P. aeruginosa 463/12, blactx-m-2 was also found downstream to ISCR1
inserted into the chromosome of the isolate. IMP-16-producing P. putida was detected
among the isolates. The blatem, blactx-m-2, blacTx-m-8, blacTx-m-15 and blakec genes were
the most detected among Klebsiella sp. Among the PMQRs, only gnrB-1 was found.
Still, these isolates presented a great diversity of replicons, being colE and IncL/M the
most detected ones. Several virulence determinants were found among K. pneumoniae
isolates. Among the 5 K. aerogenes isolates, only 1 was CTX-M-15-producing isolate
as well as gnrB-1 and aac(6')-Ib. In addition, one E. cloacae isolate showed AmpC
overexpression. Different Inc plasmids were detected among K. aerogenes and E.
cloacae isolates. Those isolates that presented a phenotype of high-level
aminoglycoside resistance (HLAR) had their genomes sequenced and resistance
mechanisms were investigated in detail. In some isolates, the combination of the
production of different aminoglycoside-modifying enzymes (AMEs) resulted in the
HLAR phenotype presented, whereas in others, 16S-RMTase production was detected.
In addition, presence of hyperexpression of efflux pumps was also found among the

isolates.

Keywords: beta-lactamases, meningitis, CSF, 16S-RMTase, AMEs, PMQR
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1. Introducéo

1.1 Meningite

Meningite é caracterizada pela inflamacao das trés membranas protetoras (dura-
mater, aracnoide e pia-mater) que revestem o encéfalo e a medula espinhal. Diversos
agentes infecciosos, como bactérias, virus, fungos e protozoarios e agentes ndo
infecciosos (ex: traumatismo) podem ser a causa dessa doenca. Segundo a Organizacao
Mundial de Salde, ainda é grande ameaga global associada a iniUmeras complicages e
altas taxas de mortalidade, sendo essencial a notificacdo imediata e investigacdo
epidemiolégica (WHO, 2018).

Entre as bactérias causadoras desta doenca, trés se destacam por sua incrivel
capacidade de provocar meningite, conhecida como “meningite classica”: Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae sorotipo b e Streptococcus pneumoniae. Assim
como meningites virais, as bacterianas sdo as mais preocupantes tratando-se de saude
publica uma vez que a capacidade de causar surtos e a magnitude destes, sdo fatores
determinantes nas altas taxas de mortalidade (WHO, 2018)

No Brasil, existem poucos relatos de membros da Ordem Enterobacterales
isoladas de liquido céfalo raquidiano (LCR) causando meningite. Em 2003, houve
primeiro relato de Enterobacter sakazakii no Estado de S&o Paulo causando meningite
de evolucdo fulminante em crianca recém-nascida (BARREIRA, 2003). No Rio Grande
do Sul em 2008, casos foram relatados de pacientes hospitalizados com suspeita de
meningite infecciosa; Escherichia coli, Serratia sp e Pseudomonas sp foram as mais
prevalentes entre as membros da Ordem Enterobacterales e bacilos gram-negativos ndo
fermentadores (BGN-NF), respectivamente (HORNER et al., 2008). Houve relato de
caso em 2014 no Parana de uma paciente com meningite da comunidade causada por
Klebsiella pneumoniae produtora de K. pneumoniae carbapenemase (KPC) (DE
ALMEIDA et al., 2014). Durante o ano de 2010, foi realizado estudo em um Hospital
Pediatrico e Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) Neonatal localizado no Sul do
Brasil. Neste, foram pesquisados os sitios de InfeccGes Relacionadas a Assisténcia a
Saude (IRAS), e foi observado que meningite ficou em terceiro lugar, sendo
responsavel por quase 6% das infecgdes. Entre os microrganismos isolados do sangue
dos pacientes, Enterobacter sp, Acinetobacter sp e K. pneumoniae estiveram entre 0s
mais detectados (DAL-BO; SIVA; SAKAE, 2012). Outro estudo mais amplo, realizado

na UTI de um hospital localizado na cidade de Salvador, investigou isolados de E. coli,



durante os anos de 1996 e 2011. Trinta e seis isolados de E. coli foram estudados, sendo
que 19% destes eram resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo (BERMAN et al.,
2014). Na regido Nordeste do pais foi relatado recentemente caso de meningite causada
por Salmonella enterica sorotipo Panama em uma crianca de 4 anos (CARNEIRO et al.,
2018). No entanto, na regido de Ribeirdo Preto, apenas um estudo detalhado relatou
membros da Ordem Enterobacterales produtores de ESBL isoladas de pacientes com
suspeita de meningite, identificadas no Instituto Adolfo Lutz- regional de Ribeiréo
Preto, antes de 2006, permanecendo escasso dados sobre os patdgenos envolvidos
nessas infeccdes (ANDRADE et al., 2010).

1.2 Ordem Enterobacterales

Membros da Ordem Enterobacterales sdo bacilos gram-negativos (BGN)
pertencentes a 7 familias, a saber, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Pectobacteriaceae,
Yersiniaceae, Hahniaceae, Morganellaceae e Budciaceae (ADEOLU et al., 2016) as
quais sdo compostas por bactérias da microbiota intestinal normal e também por
bactérias patogénicas. Além disso, podem ser responsaveis por infeccdes no trato
urinario, respiratorio, gastrointestinais, meningites, bacteremias, e estdo amplamente
distribuidas no meio ambiente. Ganham destaque na microbiologia por estarem
envolvidas em infec¢bes na comunidade como também em ambientes hospitalares. Sdo
ainda mais preocupantes quando apresentam fendtipo de multidroga resistente (MDR),
extremamente droga resistente (XDR) ou até mesmo, pan-droga resistente (PDR)
geralmente devido a presenca de diferentes determinantes de resisténcia, que podem
estar presentes em elementos genéticos modveis (EGM). Os géneros Escherichia,
Klebsiella-Enterobacter,  Shigella e Salmonella, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, Serratia, pertencente a familia Yersiniaceae, Proteus, Morganella
e Providencia, pertencentes a familia Morganellaceae, destacam-se entre os de maior
importancia clinica, justamente por estarem envolvidos tanto em Infeccdo Relacionada a
Saude (IRAS) como infecgdes da comunidade (ADEOLU et al., 2016; FORSYTHE et
al., 2019).

1.3 Bacilos gram-negativos nao fermentadores

Bacilos gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF) sdo microrganismos

aeroébios, nao esporulados, os quais se diferenciam dos membros da Ordem



Enterobacterales por ndo possuirem a capacidade de fermentar carboidratos e quando
n&o os utilizam seguindo a via oxidativa. A identificacdo destes microrganismos sempre
foi desafiadora em laboratdrios de rotina em microbiologia devido a complexidade de
alguns testes ou grande numero de testes requeridos. Entretanto, é de extrema
importancia que a identificacdo seja completa e adequada uma vez que esses bacilos sao
causadores de IRAS, entre outras, principalmente em pacientes imunocomprometidos
elou que sofreram procedimentos invasivos (BRASIL - AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA), 2013).

Acinetobacter baumannii é patégeno oportunista que pode causar grande
variedade de infecgBes, tais como, bacteremia, meningite e infeccéo do trato urinario. E
mais prevalente em pneumonias associadas & ventilagdo mecénica em individuos
internados na UTI. E microrganismo que possui grande facilidade em adquirir genes de
resisténcia a antibidticos, tornando-se recentemente a principal ameaca em ambientes
hospitalares, especialmente isolados resistentes a diferentes antimicrobianos (COOLS et
al., 2019; WHO, 2017).

As bactérias pertencentes ao género Pseudomonas podem ser encontradas em
diversos ambientes, inclusive e principalmente no ambiente hospitalar. Esse patdgeno é
considerado muito importante associado as IRAS e todas as consequéncias que estas
trazem. As infec¢des por P. aeruginosa podem ser de dificil tratamento uma vez que
esse microrganismo possui mecanismos intrinsecos de resisténcia aos antimicrobianos e
podem apresentar resisténcia multipla a antibidticos e desinfetantes. Além disso, pode
causar meningite, geralmente seguida de trauma ou processo cirdrgico (AZAM; KHAN,
2018).

Stenotrophomonas maltophilia vem sendo reconhecida como causa de sérias
complicacgdes tais como bacteremia, infecgdes do trato urinério, trato respiratorio, na
pele, em tecidos moles, nas secre¢des oculares, endocardites e até meningites (LIPUMA
et al., 2015). Apesar de existirem raros casos de meningites causadas por este patdgeno,
a probabilidade aumenta quando estdo associadas a procedimentos neurocirurgicos
(SOOD; KUMAR VAID; BHARTIYA, 2013).

1.4 Resisténcia bacteriana aos antibidticos

Os principais mecanismos de resisténcia aos antibioticos em bactérias gram-

negativas sdo: (i) alteracdo na permeabilidade da membrana externa que dificulta ou



impede a entrada do antibidtico na célula, (ii) hiperexpressdo de sistemas de efluxo que
excretam o antibiotico da célula, (iii) alteracdo do sitio alvo que dificulta ou impede a
ligagdo do antibidtico e (iv) producdo de enzimas que degradam ou inativam o
antibiotico, como por exemplo as B-lactamases, que degradam antibidticos B-lactamicos
(LIVERMORE; WOODFORD, 2006).

1.4.1 Beta-lactamicos

O principal mecanismo de resisténcia aos antibidticos beta-lactdmicos € a
inativacdo/degradacdo enzimatica através das conhecidas B-lactamases. Sdo enzimas
que catalisam a hidrélise do anel B-lactdmico e sdo produzidas por diferentes espécies
bacterianas (BUSH; JACOBY, 2010). As propostas de Ambler e de Bush, Jacoby e
Medeiros tém sido utilizadas na classificacdo das p-lactamases. De acordo com a
classificacdo de Ambler, essas enzimas foram divididas em classes moleculares (A-D)
conforme a estrutura molecular da enzima. Bush, Jacoby e Medeiros dividiram as f3-
lactamases em 4 diferentes grupos (com algumas subdivisfes) de acordo com a
afinidade da enzima pelo substrato e por sua sensibilidade aos inibidores de f-
lactamases (ANDRADE; DARINI, 2017; BUSH; JACOBY, 2010).

1.41.1  Beta-lactamase de espectro estendido

As B-lactamase de espectro estendido (ESBL) sdo enzimas que possuem a
capacidade de hidrolisar oximino-cefalosporinas, as quais s&o comumente usadas na
terapia antimicrobiana contra membros da Ordem Enterobacterales. Além disso, séo
inibidas pelo &cido clavulanico, tazobactam e sulbactam. Dentre estes trés inibidores, o
acido clavulanico é o mais potente. Este é o principal mecanismo de resisténcia entre
Enterobacteriaceae e foi descoberto na década de 80 (BUSH; JACOBY, 2010).

Atualmente, a producdo de ESBL ocorre amplamente distribuida entre géneros
da ordem Enterobacterales e BGN-NF e séo citadas como enzimas do tipo TEM, SHV,
CTX-M, VEB, BES e GES (BUSH; JACOBY, 2010). A frequente producao de diversos
tipos de ESBL entre membros da ordem Enterobacterales €é alarmante e,
consequentemente, a resisténcia bacteriana se espalha continuamente por todo o0 mundo,
limitando as opc¢oes terapéuticas (SHARMA; PATHAK; SRIVASTAVA, 2013).



Nos ultimos 20 anos, BGN produtores de ESBL se tornaram um dos principais
desafios para o tratamento das infecgOes causadas por estes, principalmente pela
pandemia das enzimas CTX-M. As primeiras bactérias produtoras de ESBL foram
reportadas no comeco dos anos 80, logo apos o inicio do uso das cefalosporinas de
amplo espectro na clinica. Bactérias do género Klebsiella sp e Enterobacter sp foram
descritas na época como as mais prevalentes possuindo estes genes, 0s quais foram
derivados de mutagdes de genes como blarem e blasny inseridos em plasmideos ubiquos
(WOERTHER et al., 2013). De acordo com estudos epidemioldgicos, a familia CTX-M
é endémica na maioria dos paises da Europa, Asia e América do Sul, estando presentes
tanto em amostras clinicas como ambientais. Algumas variantes destas enzimas sao
especificas para alguns paises, como por exemplo, CTX-M-9 e CTX-M-14 na Espanha,
CTX-M-1 na Italia ou CTX-M-2 na América do Sul e no Japdo, enquanto CTX-M-15
esta distribuida mundialmente (WOERTHER et al., 2013).

ESBLs do tipo GES séo cada vez mais relatadas em P. aeruginosa, A.
baumannii, E. coli e K. pneumoniae. Mais de 30 variantes desta enzima foram
identificadas em todo o mundo. Uma caracteristica dessas enzimas é que podem ter seu
espectro de hidrdlise modificado por mutacbes pontuais (Gly170-Ser ou Gly170-Asn).
GES-2 foi o primeiro exemplo descrito de uma ESBL que ampliou seu espectro de
atividade contra os carbapenémicos por uma Unica mutacdo pontual. Até o momento,
pelo menos 12 variantes (GES-2, -4, -5, -6, -13, -14, -15, -16,-18, -20, -21 e -24)
possuem a substituicdo na posicdo 170 e teoricamente sdo capazes de hidrolisar
carbapenémicos. Algumas variantes também tém a capacidade de hidrolisar cefoxitina
(GES-4, GES-5, GES-6, e GES-11) e/ou aztreonam (GES-9 e GES-14). Os genes blaces
foram essencialmente descritos como cassetes genéticos associados com integrons

classe I ou classe 111 em diferentes grupos Inc de plasmideos (CUZON et al., 2016).

1.4.1.2 Beta-lactamases do tipo AmpC

As B-lactamases do tipo AmpC sdo codificadas por genes plasmideais ou
cromossomicos, capazes de hidrolisar B-lactdmicos de amplo espectro, com atividade
contra cefamicinas, cefalotinas, a maioria das penicilinas, e inibidores de p-lactamases
(GUPTA; TAK; MATHUR, 2014). Pertencem ao grupo 1 de Bush ou classe C de
Ambler (BUSH; JACOBY, 2010).



Em 1988 foram relatados os primeiros casos de bactérias produtoras de R-
lactamases AmpC. Foram encontradas em cromossomos, principalmente em bactérias
do grupo informalmente denominado “CESP” (Citrobacter freundii, Enterobacter spp,
Serratia marcescens, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa e Morganella
morganii) que produz essas enzimas em concentracdes basais, mas que apresentam
potencial intrinseco induzivel (ou desrreprimido) de hiperproducéo desta enzima. Essa
condicdo pode levar a falha terapéutica mesmo apresentando sensibilidade in vitro,
fendmeno que pode ocorrer também durante o tratamento de membros da Ordem
Enterobacterales causando bacteremia e meningite (HARRIS; FERGUSON, 2012). A
rapida e precoce deteccdo dessas enzimas é crucial, uma vez que sua disseminacdo
ocorre mundialmente (GUPTA; TAK; MATHUR, 2014). Além disso, essas enzimas
possuem funcdo fisioldgica na reciclagem da parede celular. Desde entdo, varias
enzimas AmpC mediadas por plasmideos passaram a ser relatadas em Klebsiella sp, E.
coli, Salmonella sp, Citrobacter freundii, Enterobacter sp, Proteus mirabilis e
Acinetobacter baumannii. (PHILIPPON; ARLET; JACOBY, 2002; RODRIGUEZ-
MARTINEZ; POIREL; NORDMANN, 2010).

1.4.1.3 Beta-lactamases carbapenemases

As carbapenemases podem ser divididas em metalo-p-lactamases (MBL) ou
serina-B-lactamases. As MBLs sdo enzimas de amplo espectro que hidrolisam
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, mas ndo hidrolisam o aztreonam
(MALTEZOU, 2009).

De acordo com Bush, Jacoby e Medeiros (1995), as MBLs séo classificadas no
grupo 3 e, divididas em subgrupos 3a, 3b e 3c de acordo com a sua capacidade
catalitica. J& Ambler, as determinou como classe B. Pertencem as familias IMP, VIM,
SPM, NDM, GIM, SIM, entre outras. Primeiramente foram relatadas em P. aeruginosa,
porém, relatos no mundo todo apontam aumento em géneros da familia
Enterobacteriaceae  (NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; QUEENAN; BUSH,
2007)

Dentre as serinas-p-lactamases, as K. pneumoniae carbapenemase (KPCs) séo
enzimas produzidas por BGN que conferem resisténcia aos antimicrobianos

carbapenémicos, além de inativar penicilinas, cefalosporinas e monobactamico (PEREZ



et al., 2007). O primeiro relato de KPC ocorreu na Carolina do Norte, nos Estados
Unidos, em 1996, tornando-se endémica neste pais (YIGIT et al., 2001).

Resisténcia aos carbapenémicos entre membros da Ordem Enterobacterales é um
grave problema de saude publica e isolados de bacilos gram-negativos produtores desta
carbapenemase continuam sendo relatados em diferentes Estados do Brasil (ANDRADE
etal., 2011; BUSH, 2013; PAVEZ; MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009; PEIRANO et al.,
2009; PEREIRA et al., 2013).

1.4.2 Quinolonas

As quinolonas sdo uma das classes de antimicrobianos mais comumente
prescritas no mundo, representadas, por exemplo, pela ciprofloxacina e moxifloxacina,
antimicrobianos de espectro estendido usado no tratamento de infeccGes causadas por
bactérias gram-negativas e gram-positivas. Como resultado da prescri¢do inadequada ou
uso excessivo destes antimicrobianos, desde 1990, bactérias resistentes as quinolonas
tém sido constantemente relatadas (DROLET, 2018).

O mecanismo mais frequente encontrado em bactérias resistentes a esses
antimicrobianos é a presenca de mutacdes cromossdmicas em regides conhecidas como
determinantes de resisténcia as quinolonas (QRDR, do inglés quinolone resistance-
determining region) representadas pelas enzimas DNA girase e topoisomerase IV e séo
compostas por duas unidades promotoras, gyrA e gyrB e parC e parE, respectivamente
(ALDRED et al., 2013; DROLET, 2018).

Diminuicao da sensibilidade as quinolonas mediada por plasmideos (PMQR, do
inglés plasmid-mediated quinolone resistance) envolve: i) genes gnr que competem
com as quinolonas na ligagédo aos seus alvos de acdo; ii) modificagdo mediada por uma
acetiltransferase, aac(6)’-1b-cr, a qual tem acdo sobre ciprofloxacina mas néo para
levofloxacina; iii) bombas de efluxo QepAB e OgxAB as quais expulsam quinolonas de
dentro da célula bacteriana (JACOBY; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014).

Os homdlogos de Qnr foram derivados de diferentes microrganismos, por
exemplo, bactérias aerobias e anaerobicas, bem como de fungos (JACOBY;
STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014). PMQR foi descoberta tardiamente, apds a
introducdo do acido nalidixico na terapéutica, em 1967. O primeiro PMQR foi relatado
em 1998, em um isolado de K. pneumoniae, proveniente da urina do paciente. Este gene

foi entdo denominado qnr, sendo alterado para gnrA e entdo, alelos adicionais foram



sendo descobertos (JACOBY; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014). Atualmente, de
acordo com NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates#/refgene/) o gene
gnrB possui 95 alelos descritos, seguido por 15 de gnrS, 9 de gnrA, 10 de gnrVC, 3 de
gnrD, 2 de gqnrE e 1 de gnrC.

PMQR tém sido relatados em membros da ordem Enterobacterales, e apesar de
serem raros em BGN-NF, sdo de suma importancia em P. aeruginosa, A. baumannii e S.
maltophilia. Semelhante as enzimas CTX-M ou outros genes de resisténcia, 0s genes
gnr ja foram descritos associados a EGM que facilitam a disseminacdo intra e inter-
géneros bacterianos (JACOBY; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014).

1.4.3 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos (AMG) foram identificados na década de 1940 e sdo uma
das trés principais classes de agentes antimicrobianos com atividade contra BGN sendo
a estreptomicina a primeira da classe descoberta a partir de Streptomyces griseus Desde
entdo, tém sido utilizados para o tratamento de infec¢bes causadas por patégenos gram-
negativos, incluindo aqueles que sdo MDR e sensiveis a esta classe. Apesar dos AMG
apresentarem diferencas em seu espectro de acao, apresentam caracteristicas comuns em
termos de toxicidade, tais como nefrotoxicidade e ototoxicidade. Os AMG se ligam ao
sitio de reconhecimento, conhecido como sitio A do 16S rRNA que compbe a

.....

posterior morte celular bacteriana (DOIl; WACHINO; ARAKAWA, 2016).

Os AMG sdo agrupados em 4,6-dissubstituidos 2-deoxistreptamina (DOS), 4,5-
dissubstituidos DOS e 4-monosubstituido DOS baseado em suas estruturas quimicas
(FIGURA 1). Os principais AMG utilizados na clinica sdo gentamicina, amicacina e
tobramicina (representantes dos 4,6-dissubstituidos DOS). No entanto, a resisténcia
bacteriana influenciou fortemente a necessidade de desenvolvimento de novos
farmacos, tais como arbecacina e plazomicina (recentemente aprovada para uso clinico
nos EUA) (COX et al., 2018).



Figura 1- Aminoglicosideos cujas atividades sdo comprometidas pela metilacdo do
nucleotideo G1405 ou A1408 de 16S rRNA

A
4,6-Disubstituted 2-deoxystreptamines
. R R2 R3 R"
Kaonamycm group Kanamycin A -OH -OH -OH -H
Kanamycin B -NH2 -OH -OH -H
Tobramycin -NH2 -H -OH -H
Dibekacin -NH2 -H -H -H
R“HN Amikacin -OH -OH -OH -X
Arbekacin -NH2 -H -H -X
(S)
X=COCH(OH)CH2CH2NH2
Gentamicin-group
Gentamicin - 2
> ) & Gentamicin C, -NHCH3 -CHs3
HoN 6 iGi 5 4
3CHM 2 ZOEZCH_Rz Gentamicin C;, NH2 H
5 = Gentamicin C, -NH2 -CHs3
HzN NH2
1 3
Isepamicin
Netilmicin
Sisomicin
B

4 ,5-Disubstituted 2-deoxystreptamines

Neomycin (fradiomycin)

2° 3,OH4.
HaN OH
e =3 o NH>
Hmo R R2
o OH Neomycin B -CH2NHz -H
1)‘ 2' Neomycin C -H -CH2NHz2
o HO
(e] R’
1 ko R2
HoN NS OH
2 OH

Paromomycin
Lividomycin A
Ribostamycin

Fonte: Doi e Arakawa, Infect Dis Clin N Am, 2016.
(A) Aminoglicosideos representativos do grupo 4,6-deoxistreptamina DOS; (B) Aminoglicosideos
representativos do grupo 4,5-deoxistreptamina DOS.

A arbecacina é um aminoglicosideo semissintético derivado da canamicina em
1972, e foi incluida para tratamento tanto de infec¢bes causadas por bactérias gram-
positivas, como S. aureus meticilina resistente como por bactérias gram-negativas com
fenotipo de high-level aminoglycoside resistance (HLAR), entre elas E. coli, P.
aeruginosa e K. pneumoniae. E aprovada para uso clinico-sistémico apenas no Japdo
(desde 1990) e estd em fase clinica para o desenvolvimento de solucdo inalatéria nos

EUA. Néo ¢ degradada ou inativada pelas aminoglycoside modifying enzymes (AMES),
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mas bactérias produtoras de 16S-RMTase apresentam também alto nivel de resisténcia a
arbecacina (LEE; LEE, 2016).

No entanto, como esperado, diferentes bactérias apresentam resisténcia a essa
classe. Existem quatro mecanismos principais de resisténcia aos AMG conhecidos até
agora: i) enzimas modificadoras (AMEs) que podem modificar ou inativar 0s
aminoglicosideos; ii) hiperexpressdo de bombas de efluxo; iii) diminuicdo da
permeabilidade; e iv) modificacbes da subunidade 30S ribossémica que afetam a
ligacdo dos aminoglicosideos.

O principal mecanismo de resisténcia aos AMG é a producdo das AMEs que
catalisam a modificacdo nos grupos -OH ou -NHz do nucleo 2-deoxistreptamina (2-
DOS) ou das fragdes dos aglcares presentes nas moléculas dos AMG. Estas enzimas
sdo classificadas como acetiltransferases (AACs), nucleotidiltransferases (ANTS) ou
fosfotransferases (APHs) (FIGURA 2). Atualmente ja foram descritas centenas de
AMEs e geralmente sdo encontradas associadas a diferentes EGM, tais como integrons
(In) — muitas vezes organizadas como genes cassetes - transposons (Tn) ou elementos
integrativos conjugativos (EIC) (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

Figura 2 — Aminoglicosideos e sitios de modificacdo representativos pelas enzimas
AAC, ANT e APH

AAC(6)
HaCEHN HyCC HN 2 o
- =
2 OH . - ANTE) S LEELEN A AC(3)
H NN N OH AMP O—g g
2 O 3 2 OH 4 o (|)|
o H%- Pe) H2N ) OH 20,P O £ NH CCH,
OH NH, 1" o ~OH APH(3') o 3 NH, OAMP
AAC3")
HOM NH co::HHo ° 2 o
HyCC HN- \~NH, CCH, . APH(2") sis i
~ AAC2Y) 3" arbekacin
AAC(T) PAROMOMYCIN | 0—7~\OH aniiEacti
KANAMYCIN B &
ANT(6)
_~0 AMP
HO N3H, O POy ANT(9)
H‘MOH ?AMP
0
o APH(9) on
HO o\S_Zg:o 0 PO,? HO
put H,CH O O~ _CH. APH(4)
HO. - NHCH 3 3 2
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Fonte: Ramirez e Tolmasky, Drug Resist Updat., 2010.
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Bombas de efluxo sdo proteinas transmembranicas presentes em membranas
plasmaticas e atuam na eliminacdo tanto de residuos metabodlicos prejudiciais para a
celula como de antimicrobianos. Atualmente foram divididas em seis familias, a
primeira delas, a familia ATP-binding cassete utiliza diretamente o ATP como fonte de
energia para impulsionar o transporte. As outras cinco familias sdo transportadores
ativos secundarios que utilizam da energia eletroquimica capturada em gradientes de
ions de transmembrana, tais como: major facilitator family (MFS), multidrug and toxin
extrusion (MATE), small multidrug resistance (SMR), resistance-nodulation-cell
division (RND) e proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE). Bombas de
efluxo relacionadas a resisténcia aos AMG fazem parte da familia RND, como por
exemplo, em A. baumannii sdo frequentes AdeABC e AdeDE, em P. aeruginosa
MexXY-OprM e em S. maltophilia SmelJK e SmeYZ (DU et al., 2018).

A modificacdo pos-transcricional do 16S rRNA que pode acontecer tanto na
posicdo N-7 do nucleotideo G1405 quanto na posi¢cdo N-1 do nucleotideo A1408, é
catalisada pela enzima 16S RNA metiltransferase ribossomica (16S-RMTases) (Figura
2) (DOI; ARAKAWA, 2007; DOI; WACHINO; ARAKAWA, 2016). Até 0 momento,
foram descritas 10 16S-RMTases: ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtE, RmtF,
RmtG, RmtH (metilagdo do nucleotideo G1405) e NpmA (metilagdo do nucleotideo
A1408) (DOI; WACHINO; ARAKAWA, 2016). As primeiras 16S-RMTases G1405
descritas foram ArmA em K. pneumoniae (GALIMAND; COURVALIN; LAMBERT,
2003) e RmtA em P. aeruginosa (YOKOYAMA et al., 2003). A Unica 16S-RMTase
A1408 adquirida, NpmA, foi encontrada em E. coli no Japdo (WACHINO et al., 2007).
Desde entdo, a alta resisténcia aos aminoglicosideos mediada pela producdo de 16S-
RMTases tem sido descrita em membros da ordem Enterobactelares e em BGN-NF em
muitos paises, reforcando o papel emergente no cenério de resisténcia antimicrobiana
destes isolados que adquiriram 16S-RMTases, especialmente porque estas enzimas
estdo localizadas em plasmideos carreadores de diversos outros determinantes de
resisténcia e podem ser transferidas horizontalmente (DOI; WACHINO; ARAKAWA,
2016; WACHINO; ARAKAWA, 2012).

HLAR apresentado por diferentes bactérias esta fortemente atribuido & presenca
de um ou mais mecanismos de resisténcia em uma mesma célula bacteriana. A
associacdo de diferentes AMEs somado a hiperexpressdo de bombas de efluxo ou a
producdo de 16S-RMTase sdo mecanismos conhecidos que conferem fendtipo de
HLAR (BALLABEN et al., 2018). Normalmente é caracterizado pela resisténcia a
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gentamicina, tobramicina e amicacina, apresentando halo de inibicdo de 6mm

(considerando o didametro do disco) e CIM >128ug/mL.

1.5  Multilocus sequence typing

E um dos métodos de tipagem epidemioldgica bacteriana mais comumente
utilizado o qual consiste no sequenciamento de 7 genes housekeeping com o intuito de
definir um clone bacteriano. O termo clone deve ser utilizado para referir-se as bactérias
que, embora tenham sido isoladas a partir de diferentes fontes e cultivadas em diferentes
momentos, ainda assim preservaram caracteristicas fenotipicas e genotipicas de mesmo
ancestral comum. Esse método é excelente para estudos evolucionarios assim como na
comparacdo de isolados distribuidos mundialmente (WOODFORD; TURTON;
LIVERMORE, 2011).

1.6 Elementos genéticos mdveis

A captura, acumulo e disseminacdo de genes de resisténcia sdo devidos, em
grande parte, as acOes de EGM, termo usado para se referir aos elementos que
promovem a mobilidade do DNA intracelular (por exemplo, do cromossomo para um
plasmideo ou entre plasmideos) assim como aqueles que permitem a mobilidade do
DNA intercelular (PARTRIDGE et al., 2018).

As sequéncias de insercdo (IS) e transposons (Tn) sdo segmentos de DNA
capazes de se mover quase aleatoriamente para novas localizacbes na mesma ou
diferentes moléculas de DNA (por exemplo, cromossomo, plasmideo) dentro de uma
unica célula. Outros elementos, tais como integrons, utilizam recombinagdo sitio
especifica para mover genes de resisténcia entre locais distintos. Como esses tipos de
EGM estdo frequentemente presentes em varias copias em diferentes locais no genoma,
também podem facilitar a recombinacdo homdloga (troca de sequéncias entre segmentos
idénticos ou relacionados). Mecanismos intercelulares de troca genética incluem
conjugacdo/mobilizagdo  (mediada por plasmideos e Elementos Integrativos
Conjugativos [EIC]), transducdo (mediada por bacteriofagos) e transformacéo (captagédo
de DNA extracelular) (PARTRIDGE et al., 2018). Os plasmideos representam um dos
mais dificeis desafios no controle da disseminacdo dos genes de resisténcia aos
antibioticos. Sdo fragmentos circulares de DNASs extra cromossomico capazes de se
replicarem sozinhos e que podem ser transferidos horizontalmente para diversas

bactérias. Como podem carrear diferentes tipos de genes de resisténcia, acabam
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facilitando fenotipos de multidroga resisténcia presentes em diversas bactérias
(CARATTOLI, 2013; CARATTOLI et al., 2005). As interagdes entre 0s varios tipos de
EGM sustentam a rapida evolugdo de diversos patdgenos multirresistentes diante da
terapia antimicrobiana (PARTRIDGE et al., 2018).

1.7 Viruléncia em Klebsiella pneumoniae

Geralmente, K. pneumoniae, é patdgeno oportunista encontrado na natureza,
incluindo plantas, animais e humanos; ha relatos também de contaminacdo em
ambientes hospitalares (MARTIN; BACHMAN, 2018). H& duas décadas, uma nova
variante hipervirulenta de K. pneumoniae (KPhv) surgia como patégeno importante
responsavel por diversas infecgdes, tanto na comunidade quanto em ambientes
hospitalares, principalmente abcessos de figado, meningites metastaticas e endoftalmite.
Naquela época, isolados KPhv eram hipermucoviscosos e sensiveis aos
antimicrobianos. No entanto, a preocupacao atual é com infec¢Bes causadas por isolados
KPhv apresentando fenétipos de MDR, XDR ou PDR (SHI et al., 2018).

Os isolados de KPhv diferem de K. pneumoniae “classica” (KPc) em sua
extraordinaria capacidade de invadir e provocar infeccBes invasivas, mesmo em
pacientes saudaveis, capacidade relacionada com a presenca dos fatores de viruléncia ja
citados em seu genoma (CATALAN-NAJERA; GARZA-RAMOS; BARRIOS-
CAMACHO, 2017). Em relacdo aos fatores de viruléncia, sorotipos capsulares,
lipopolissacarideos, fimbrias, determinantes para aquisicdo de ferro, proteinas da
membrana externa e utilizacdo da fonte de nitrogénio estdo frequentemente presentes
em isolados de KPhv o qual é comumente hipermucoviscoso.

Entre os determinantes de viruléncia, destacam-se: o gene plasmidial
rmpA/rmpA2, regulador da sintese do polissacarideo extracelular e associado ao
fenotipo hipermucoviscoso, assim como o gene magA o qual € conhecido por estar
presente em isolados de K. pneumoniae classificados no sorotipo capsular K1. wcaG,
codifica a sintese de fucose capsular, que pode aumentar a capacidade das bactérias em
escapar da fagocitose. Geralmente, K. pneumoniae expressa, em sua superficie, tanto o
antigeno “O” quanto o antigeno capsular “K”, ambos pertencentes ao lipopolissacarideo
“LPS”, importante componente de sua capacidade patogénica. Os determinantes de
viruléncia wabG e ugE estdo envolvidos na sintese do LPS. O gene allS, associado ao
metabolismo da alantoina, presente em isolados de K. pneumoniae causando diferentes

infeccOes invasivas. Adesinas fimbriais, representadas pelos genes fimH e mrkD
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(fimbrias do tipo 3), tambeém ja foram descritas atuando no processo de formacao do
biofilme, mediando a ligagdo a matriz extracelular. Genes associados a siderdforos
(entB, ybtS, iutA, kfuBC, iroD, iuc, shiF, feclRA), principalmente o transporte de ferro
mediado nas bactérias gram-negativas também ja foram descritos como importantes
determinantes de viruléncia (REGUE et al., 2004; YE et al., 2016). Recentemente, a
colibactina, representada pelo gene clb, foi incluida como determinante de viruléncia
importante na caracterizagdo de isolados KPhv (CERDEIRA et al., 2018).
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral
Investigar a genética e epidemiologia molecular da resisténcia aos antibidticos

de importéncia clinica em membros da ordem Enterobacterales e BGN-NF isolados de

pacientes com suspeita de meningite no Estado de S&o Paulo.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar os genes de resisténcia codificadores de 3-lactamases

Estudar molecularmente a presenca de determinantes de resisténcia as
quinolonas mediada por plasmideos (PMQR)

Elucidar os mecanismos de resisténcia envolvidos nos bacilos gram-
negativos que apresentaram fenétipo de HLAR

Investigar a presenca, nimero e tamanho de plasmideos relacionados aos
genes de interesse encontrados

Estudar a clonalidade dos isolados de mesma espécie pela tipagem por
sequenciamento de multilocus (MLST) dos isolados que apresentaram genes
de interesse

Classificar os plasmideos de interesse em grupos de incompatibilidade (Inc)
(em enterobactérias) ou grupos AB-GR (em Acinetobacter baumannii)
Investigar os determinantes de viruléncia em isolados de Klebsiella

pneumoniae
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3.0. Material e Métodos

3.1. Triagem e armazenamento dos isolados bacterianos

Foram estudadas 66 (QUADRO 1) membros da Ordem Enterobacterales e BGN-
NF resistentes aos antibioticos beta-lactamicos de amplo espectro cujas investigacoes
microbiologicas foram previamente realizadas no Instituto Adolfo Lutz (IAL) de
Ribeirdo Preto e no IAL de S&o Paulo. Essas bactérias foram isoladas de sangue e LCR
de pacientes com suspeita de meningite, do periodo de 2007 a 2014, os quais foram
atendidos em diferentes hospitais e postos de servicos de salde de diversas cidades do
Estado de S&o Paulo®.

O critério de selecdo dos isolados foi baseado na resisténcia aos antibioticos
beta-lactdmicos de amplo espectro (cefalosporinas de 3?2 e 42 geracdo, monobactamicos
e/ou carbapenémicos). O perfil de sensibilidade de cada isolado foi assim determinado
de acordo com interpretacdes prévias realizadas nos IAL-RP e IAL-SP seguindo as
recomendacdes de interpretacdo de sensibilidade vigente durante o ano de isolamento de
cada bactéria. Os documentos utilizados para este propésito foram o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2007 a 2014 e EUCAST para 0S
antimicrobianos aztreonam, cefepima, ceftazidima, ertapenem, polimixina B e
tigeciclina, de acordo com as orientacdes da Nota Técnica 01/2013 da ANVISA
(BRASIL - AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA),
2013). Para uniformizar interpretagdo de sensibilidade aos antimicrobianos de todos os
isolados do presente estudo, o documento CLSI de 2016 foi adotado para tal finalidade
(CLSI, 2016).

1 0 projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da FCFRP-USP (n° 890.294) e do Instituto
Adolfo Lutz (n° CTC-1AL 46G/2014)
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Quadro 1 - Géneros e espécies bacterianas selecionados para o estudo, provenientes

dos Institutos Adolfo Lutz de Ribeirdo Preto e Sdo Paulo

Bactéria N° de isolados nos Institutos Adolfo Lutz
IAL-RP IAL-SP
Enterobacterales (n°= 27) 9 18
Klebsiella pneumoniae 2 15
Klebsiella oxytoca 0 2
Klebsiella aerogenes 4 1
Enterobacter cloacae 2 0
Serratia marcescens 1 0
Nao-fermentadores (n°= 39) 17 22
Acinetobacter baumannii 4 17
Pseudomonas aeruginosa 8 3
Pseudomonas putida 0 1
Stenotrophomonas maltophilia 3 0
Ochrobactrum antrophi 2 1
TOTAL (n°= 66) 26 40

Fonte: Autora

Membros da Ordem Enterobacterales e BGN-NF foram cultivados para
verificacdo da pureza e viabilidade das col6nias. Apds esse procedimento, quando
necessario, a identificacdo dos isolados foi confirmada pelo APl 20E para
enterobactérias e APl 20NE para BGN-NF (bioMerieux®). Em relagio aos isolados de
Acinetobacter sp, a identificacdo das espécies foi realizada avaliando a sequéncia de
fragmentos especificos do gene rpoB e das regides que flanqueiam este gene (LA
SCOLA et al., 2006) e a presenca do gene blaoxa-s1, intrinseco a espécie A. baumannii.
Para os isolados pertencentes ao complexo E. cloacae, a identificacdo das espécies foi
realizada estudando os genes groEL, rpoB, hemB e ampC (cromossdmica)
(HOFFMANN; ROGGENKAMP, 2003).

Apos a confirmacgdo, as bactérias foram semeadas em caldo BHI (do inglés,
Brain Heart Infusion - Oxoid) acrescido de 15% de glicerol e foram armazenadas em
freezer a -80°C.
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3.2.  Deteccdo fenotipica de beta-lactamases

Para deteccdo de ESBL foi realizado Teste de Aproximacdo de Discos (DDST,
do inglés, Double Disk Screening Test) utilizando discos de antibidticos (Oxoid)
amoxicilina com acido clavulanico (combinacdo penicilina + inibidor de p-lactamase),
ceftazidima, cefotaxima (cefalosporinas de 3? geracdo), cefepime (cefalosporina de 42
geracdo), aztreonam (monobactam). O teste foi considerado positivo quando observado
sinergismo e/ou zona fantasma entre o inibidor e os antibi6ticos testados.

Para deteccdo da hiperproducdo de AmpC foi realizado o teste do Disco
Combinado (DC) (CARTER et al., 2000) utilizando discos de antibidticos (Oxoid)
cefoxitina com e sem cloxacilina. O teste foi considerado positivo quando foi observada
diferenga > Smm entre o disco contendo cloxacilina ¢ o disco sem cloxacilina para o
antibidtico testado.

Para deteccdo de carbapenemases foi realizado teste utilizando carbapenémicos
(imipenem e meropenem) com e sem 0 uso dos seguintes inibidores: &cido
fenilborénico (para deteccdo de carbapenemase KPC), EDTA (para MBL) e,
adicionalmente, cloxacilina (para avaliacdo da hiperproducdo de AmpC contribuindo
para a resisténcia aos carbapenémicos). Os testes foram considerados positivos quando
foi observada diferenga > 5mm entre os discos de carbapenémicos e os respectivos

inibidores (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

3.3. Linhagens controle
As linhagens controle utilizadas neste estudo, com as respectivas caracteristicas

e experimentos nas quais foram utilizadas, estdo descritas no Quadro 2.
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Linhagens-controle

Caracteristica

Experimento

E. coli ATCC 25922

Padréo de sensibilidade

Determinagdo da CIM

P. aeruginosa ATCC 27853

Padréo de sensibilidade

Determinacdo da CIM

E. coli RJ-15317

Produtora de CTX-M-2

PCR

K. aerogenes RJ-159835 Produtora de CTX-M-8 PCR
E. coli RJ 24694 Produtora de CTX-M-9 PCR
E. coli pyo Col 1 VIM-22 Produz enzima da familia PCR
E. coli pyo 12870 IMP-? Produz enzima da familia PCR
E. coli p 2381 SPM-12 Produz enzima da familia PCR
Acinetobacter spp. SIMP Produz enzima da familia PCR
P. aeruginosa GIMP Produz enzima da familia PCR
E. coli J53 (TEM-3)° Produtora de TEM-3 PCR
E. coli J53 (SHV-2)° Produtora de SHV-2 PCR

PBRT, S1-PFGE, I-Ceu-I —
PFGE, extracdo de
plasmideos

Carreadoras de plasmideos

E. coli DH5a (transconjugantes)
(grupos Inc)

2 Linhagem gentilmente cedida pelo Professor Dr. Laurent Poirel, Hospital de Bicétre, Le Kremlin-
Bicétre, Paris, Franca.

b Linhagem gentilmente cedida pela Professora Dr. Ana Cristina Gales, Laboratério ALERTA,
Universidade Federal de S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil.

¢ Linhagens gentilmente cedidas pelo Professor Dr° David Livermore, Antibiotic Resistance Monitoring
and Reference Laboratory, Londres, Inglaterra.

94 Linhagem gentilmente cedida pela Dr2. Alessandra Carattoli

3.4.  Extracado do DNA gendmico bacteriano

A extracdo do DNA genomico foi realizada seguindo o método de Bolano et al
(2001) que se baseia na extracdo por lise mecanica utilizando pérolas de vidro tratadas.
As bactérias foram cultivadas em caldo BHI a 37°C, por 24/48 horas (BOLANO et al.,
2001).

Apo0s a incubacdo, a cultura bacteriana foi centrifugada por 5 minutos a 5.000
rpm a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi lavado com 10
mL de solugédo fisiologica (NaCl 0,85%). A centrifugacdo foi repetida nas mesmas
condicgdes e o sobrenadante foi desprezado novamente. Foi adicionada, ao sedimento
bacteriano, a mesma quantidade de pérolas de vidro (1:1), as quais foram previamente
tratadas com &cido nitrico com o intuito de remover metais pesados que atuem como
cofatores para nucleases. Apos isso, foi adicionada solucdo tamponante TED (Tris HCI
pH 8,5-0,5M; NaCl; EDTA pH 8-0,5M; SDS e agua deionizada) (3:1), ou seja, para
200uL de sedimento bacteriano foram adicionados 600uL de solugdo tamponante com

posterior agitacdo vigorosa por 10 minutos.
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Foram transferidos 500uL de cada amostra para tubos tipo “eppendorf” de 1,5
mL e foram adicionados a cada tubo, 500uL de fenol-cloroférmio (1:1),
homogeneizando cuidadosamente por 15 segundos com posterior centrifugacdo por 20
minutos a 12.000 rpm a 4°C.

Apos a centrifugacdo, cerca de 400uL do sobrenadante foram transferidos para
novo tubo, ao qual foi adicionado isopropanol absoluto (armazenado a -20°C) na
proporcdo 1:1 e o tubo foi mantido a -20°C por 18 horas. Apos incubagdo, cada tubo
contendo o DNA foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante
foi desprezado e 1 mL de etanol 70% (armazenado a -20°C) foi adicionado, com
posterior homogeneizacao por inversdo. Em seguida, os tubos foram centrifugados sob
as mesmas condicGes. Apds desprezar o sobrenadante, o tubo contendo o DNA foi
mantido em cadmara de fluxo laminar até que o sedimento ficasse totalmente seco.

Apds a secagem, o sedimento bacteriano foi suspenso em 50uL de agua ultra-
pura W-3500 (Sigma) e mantido a 4°C, por 16 a 20 horas a -20°C. Cerca de 1uL de
solucdo de RNase (10ug/mL) foi adicionado e incubado por 1 hora a 37°C. O DNA foi
quantificado utilizando o aparelho Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo

Scientific) e foi mantido a -20°C, até 0 momento do uso.

3.5.  Deteccado molecular de genes de resisténcia

Os genes codificadores de ESBLS (blactx-m dos grupos 1, 2, 8, 9, blatem, blashv,
blages, blaces, blarer, blaves, blageL), carbapenemases (blaoxa, blaces blame, blavim,
blakpc, blacim, blasim, blasem, blaskc) e determinantes de resisténcia as quinolonas
mediadas por plasmideos (gnrA, gnrB, gnrS, gnrD, gnrVVC, aac(6) -1b-cr, gepA) foram
pesquisados por PCR nos membros da Ordem Enterobacterales e nos BGN-NF.

A PCR foi realizada para um volume final de 25uL sendo adicionados: 60ng de
DNA genoémico, 0,2 mM de cada um dos quatro nucleotideos (Thermo-Scientific,
EUA), 2,5 pL de tampédo PCR 10X concentrado (Thermo-Scientific, USA), 2,0 mM de
solugdo de MgCI2 (Thermo-Scientific, EUA), 0,625U de Tag DNA polimerase
(Thermo-Scientific, EUA), 21pmol de cada um dos primers (Invitrogen Life
Technologies) e &gua ultra-pura (q.s.p. 25 pL, Sigma). Para amplificacdo dos genes em
estudo foi usado, inicialmente, um ciclo de desnaturagdo de 94°C por 5 minutos,
posteriormente 30 ciclos com as seguintes temperaturas de 94°C por 1 minuto
(desnaturacdo), temperatura de anelamento por 1 minuto e 72°C por 1 minuto
(extensdo). Posteriormente, uma Unica etapa de extensdo final a 72°C por 10 minutos. O
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termociclador utilizado para os experimentos foi Mastercycler Gradiente (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha). Os genes amplificados nas PCR, primers utilizados, temperaturas
de annealing e tamanhos dos fragmentos obtidos estdo descritos nos Quadro 3 e Quadro
4,
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Quadro 3 — Primers utilizados na detecgéo de genes codificadores de B-lactamases, temperatura de
annealing e tamanho dos fragmentos

. Sequéncia Temperatyra Tamanho A
Gene Primers Y ms de annealing Referéncia
(5 - 3 ) (oc) (pb)
blacrns CTX-M1f AAAAATCACTGCGCCAGTTC 5 415
CTX-M1r AGCTTATTCATCGCC ACGTT
blacTxans CTX-M2 f CGACGCTACCCCTGCTAT 52 552
CTX-M2r CCAGCGTCAGATTTTTCAGG (WOODFORD:
blacTans CTX-M8 f TCGCGTTAAGCGGATGATGC 52 666 FAGAN;
CTX-M8r AACCCACGATGTGGGTAGC ELLINGTON, 2006)
blacrns CTX-M9 f CAAAGAGAGTGCAACGGATG 5 205
CTX-M9r ATTGGAAAGCGTTCATCACC
blacTus CTX-M25 f GCACGATGACATTCGGG 52 497
CTX-M25 1 AACCCACGATGTGGGTAGC
blaren TEM f ATGAGTATTCAACATTTCCG 58 867
TEM r CTGACAGTTACCAATGCTTA (ANDRADE et al.,
blasiy SHV f GGGTTATTCTTATTTGTCGC 56 930 2010)
SHV r TTAGCGTTGCCAGTGCTC
blaser PERf AGTGTGGGGGCCTGACGAT 57 795
PERr GCAACCTGCGCAATRATAGCTT
blaces GES f CTGGCAGGGATCGCTCACTC 57 600
GEST TTCCGATCAGCCACCTCTCA
blaves VEB f CGACTTCCATTTCCCGATGC 57 376
VEB r TGTTGGGGTTGCCCAATTTT
blaseL BEL f CGACAATGCCGCAGCTAACC 57 248
BEL r CAGAAGCAATTAATAACGCCC
blanon IsoCarba_NDM f ACTTGGCCTTGCTGTCCTT 66 603 (BOGAERTS etal,
IsoCarba_NDM r CATTAGCCGCTGCATTGAT 2013)
blavin IsoCarba_VIM f TGTCCGTGATGGTGATGAGT 66 437
IsoCarba VIM r ATTCAGCCAGATCGGCATC
blane IsoCarba_IMP f ACAYGGYTTRGTDGTKCTTG 66 387
IsoCarba_IMP r GGTTTAAYAAARCAACCACC
blaxec ISOCaI’ba_KPC f TCGCCGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 66 353
IsoCarba KPC r ACAGCTCCGCCACCGTCAT
blaoxass IsoCarba_ OXA-48 f | ATGCGTGTATTAGCCTTATCG 66 265
IsoCarba_OXA-48 1 | CATCCTTAACCACGCCCAAATC
blane IMP f GGAATAGAG TGCTTAAYTCT 52 188
IMP r CCAAACYACTASGTTATCT
blavim VIM f GATGGTGTTTGGTCGCATA 52 390
VIM r CGAATGCGCAGCACCAG
blaci GIM f TCGACACACCTTGGTCTGAA 52 477 (ELLINGTON etal.,
GIM r AACTTCCAACTTTGCCATGC 2007)
blas SIM f TACAAGGGATTCGGCATC 52 570
SIM r TAATGGCCTGTTCCCATGTG
blasen SPM f AAAATCTGGGTACGCAAACG 5 71
SPM r ACATTATCCGCTGGAACAGG
blaoxasiie | OXABLT TAATGCTTTGATCGGCCTTG 52 353
OXA-51r TGGATTGCACTTCATCTTGG
blaoxamie | OXA23T GATCGGATTGGAGAACCAGA 5 501
OXA-23r1 ATTTCTGACCGCATTTCCAT (WOODFORD etal,
blaoxamn, | OXA-40T GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA - o6 2006)
OXA-40 r AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
blaoxasare | OXA58T AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 5 599
OXA-58 r CCCCTCTGCGCTCTACATAC
OXA-143 f TGGCACTTTCAGCAGTTCCT (HIGGINS;
blaoxassztice | G5 n 143 1 TAATCTTGAGGGGGCCAACC 52 149 sEireR 3010
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Quadro 4 - Primers utilizados na deteccdo de genes de resisténcia as quinolonas, temperatura
de annealing e tamanho dos fragmentos

. Sequéncia Temperatg "3 | Tamanho A
Gene Primers Y Ay de annealing Referéncia
5°-3) (C) (pb)
gnrAla QnrAm-f AGAGGATTTCTCACGCCAGG 54 580
gnrA6 QnrAm-r TGCCAGGCACAGATCTTGAC
gnrBla QnrBm-f GGMATHGAAATTCGCCACTG 54 264 (CATTOIR et
qgnrB6 QnrBm-r TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA al., 2007)
gnrSla QnrSm-f GCAAGTTCATTGAACAGGGT 54 428
gnrS2 QnrSm-r TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
qnrC QnrC-f GGGTTGTACATTTATTGAATC 50 447 (WANG et al.,
QnrC-r TCCACTTTACGAGGTTCT 2009)
qnrD QnrD f CGAGATCAATTTACGGGGAATA 62 581 (CAVACO et
QniDr AACAAGCTGAAGCGCCTG al., 2009)
QnrvCf CCCTCGAGCATGGATAAAACAGACCAGTTATA (XIAetal.,
anrVC QnrvCr CGGGATCCTTAGTCAGGAACTACTATTAAACCT 63 657 2010)
, AAC6’-A | TTGCGATGCTCTATGAGTGGCT
aac(®)-b | )\ \Ce-B | ACTCGAATGCCTGGCGTGTTT %0 B2 | MINARIN et
qepA QepAf GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 61 403 al., 2008)
QepAr CTTCCTGCCCGAGTATCG

Os produtos de amplificacdo obtidos para os genes de interesse foram
purificados utilizando o “kit” Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, seguindo
orientacdes do fabricante (Promega, EUA). Os produtos de PCR foram sequenciados no
sequenciador automatico ABI 3730 DNA Analyser (Life Technologies — Applied
Biosystems), seguindo  as recomendacbes  disponiveis  no  website:
(http://www.genoma.ib.usp.br/servicos/sequenciamento-de-dna-sanger).

As sequéncias obtidas foram analisadas no software ChromasPro versdo 1.33
(technelysium Pty Ltd) e comparadas as sequéncias disponiveis no banco de dados

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

3.6. Determinagdo do ambiente genético

O ambiente genético das regides upstream e downstream dos genes produtores
de ESBL foi caracterizado por PCR de acordo com a literatura (DHANJI et al., 2010).
Adicionalmente, quando o elemento de insercdo ISCR1 foi encontrado na regido
upstream ou downstream dos genes de interesse, dois PCRs adicionais foram realizados
usando Long PCR Enzyme Mix (Thermo-Scientific, EUA) com primers forward Sull-F
(5°GCC CTG TCC GAT CAG ATG CA 3’) ou Intl-F (5'-TCC AGAACC TTG ACC
GAA CG-3’) combinado com um primer reverse para o0 gene produtor de p-lactamase
com a finalidade de pesquisar o integron de classe I. Para o gene blaoxa-23-like, O
ambiente genético foi determinado de acordo com a literatura (TURTON et al., 2006).
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3.7.  Tipagem molecular dos isolados

Para isolados produtores de genes bla de interesse, foi realizada a tipagem
molecular por sequenciamento de multilocus (MLST, do inglés multilocus sequencing
typing), segundo recomendacdo para cada microrganismo. Este método é baseado na
amplificacdo e sequenciamento de fragmentos internos de 7 genes housekeeping,
especificos para cada género e/ou espécie.

A metodologia foi realizada segundo as condicBes descritas no website
(http://pubmlst.org/). Um dendrograma de similaridade genética foi construido
utilizando o programa eBURSTV3, disponivel online. Os alelos e STs (do inglés,
sequence typing) obtidos em cada amostra estudada foram comparados com os alelos e
STs de todas as linhagens disponibilizadas no banco de dados de MLST para
respectivos microrganismos. A analise do dendrograma permitiu demonstrar a relacdo
genética entre as amostras estudadas que poderdo, ou nao, formar grupos
representativos de complexos clonais (CC). O programa eBURSTV3 também permitiu a
analise das amostras estudadas em relagdo as amostras contidas no banco de dados de

diversas localidades geogréficas, sendo entdo realizada a analise global.

3.8.  Tipagem dos grupos de plasmideos
3.8.1. Grupos de Incompatibilidade (Inc)

A PCR baseada na tipagem de replicons (PBRT, do inglés PCR Based Replicon
Typing) foi realizada como descrito na literatura. Dezoito pares de primers foram
utilizados para realizar 5 PCRs multiplex e 3 PCRs simples para determinar os replicons
FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-ly, LIM, N, P, W, T, A/IC, K, B/O, X, Y, Freps, Fie, Re U
(CARATTOLI et al., 2005; GARCIA-FERNANDEZ et al., 2009)

3.8.2. Grupos de Acinetobacter baumannii
Anélise de plasmideos presentes em A. baumannii e sua epidemiologia foi
realizada segundo esquema baseado na tipagem dos replicons (AB-PBRT), sendo
composto por 6 PCRs multiplex utilizando dezenove pares de primers. Os plasmideos
foram distribuidos entre Grupos (GR) de 1 a 19 (BERTINI et al., 2010).

3.9.  Perfil plasmidial
A investigacdo do perfil plasmidial foi realizada segundo a andlise do DNA

plasmideal (bDNA) por PFGE apds utilizacdo da enzima S1 nuclease (Fermentas), S1-
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PFGE (BARTON; HARDING; ZUCCARELLI, 1995). A avaliacdo baseia-se na agdo
seletiva da S1 nuclease que cliva totalmente 0 DNA cromossdmico (crDNA) e converte
0 pDNA circular em pDNA linear, proporcionalmente ao seu tamanho. A reacdo foi
realizada segundo recomendacdes do fabricante da enzima.

Os blocos contendo os DNAs gendmicos foram aplicados no gel de agarose 1%.
A eletroforese foi realizada a 14°C e 6 V, com pulsos de 5-50 por 3 horas e 30-45 por
12 horas, totalizando 15 horas no aparelho Chef DRIII (BioRad). Apo6s a corrida
eletroforética o gel foi corado com brometo de etidio (1 pg/mL) durante 20 minutos,
observado e fotografado utilizando o sistema de fotodocumentacéo Alphalmager (Alpha
Innotech®, EUA).

3.9.1. Localizacdo dos genes de resisténcia

A localizacdo genomica dos genes de resisténcia detectados por PCR foi
realizada em membrana de nailon apds transferéncia do DNA contidos no gel de S1-
PFGE e/ou I-Ceu-I-PFGE. A enzima I-Ceu-l (New England Biolabs, Inc, Beverly,
Mass), cliva o0 DNA cromossdmico em fragmentos grandes mantendo o 16S rDNA
intacto.

Foi realizada a transferéncia do pDNA, a partir do gel de S1-PFGE, para
membrana de nailon Hybond N+ (GE Healthcare). Apds o gel de S1-PFGE e/ou I-Ceu-
I-PFGE ser fotodocumentado, foi imerso em solucdo de HCI 0,25M para a
fragmentacdo do DNA plasmideal. Em seguida, o gel foi mantido, durante 90 minutos,
em solucdo de NaOH 0,4 N, para desnaturar o DNA plasmideal. Uma vez fragmentado
e desnaturado, o DNA foi transferido do gel para a membrana de nailon Hybond N+
(Amershan Bioscience) pelo método Southern blot (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989) durante 48 horas, utilizando NaOH 0,4 N como solucdo tamponante
de transferéncia. Apos a transferéncia para a membrana, a mesma foi mantida em
solugdo de SSC 2X (citrato de sédio 30 mM, NaCl 0,3 M) durante 5 minutos,
posteriormente, mantida em TrisHCI 0,5 M, pH=7,0 durante 2 minutos e, seca a
temperatura ambiente. Finalizando, o DNA foi fixado na membrana durante 2 horas no
forno de hibridagdo (Amersham Pharmacia Biotech) a 80°C. A membrana foi
armazenada, ao abrigo da luz e a temperatura de 4 a 8°C.

Para 0s genes de interesse, foram sintetizadas sondas genéticas utilizando o kit
Amersham™ AlkPhos Direct Labelling Reagents (GE Healthcare), segundo

recomendacdes do fabricante. A sintese consiste em utilizar o produto de PCR
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purificado e quantificado da linhagem controle do respectivo gene de interesse. Esse
produto foi diluido na concentracdo de 10 ng/ulL, desnaturado & temperatura de 99 °C
por 5 minutos, mantido em gelo durante outros 5 minutos. Posteriormente, foi
adicionada uma solucdo de marcacdo de DNA, que contém fosfatase alcalina, incubada
a 37 °C por 30 minutos. A sonda, assim sintetizada, foi utilizada imediatamente ou

mantida a temperatura de 4-8°C por até 2 horas.

3.10. Conjugacéo

O ensaio de conjugacdo foi realizado apenas para isolados que apresentaram
genes de resisténcia de interesse. As linhagens Escherichia coli J53 (resistente a azida
sodica) e Escherichia coli K-12 C600 (resistente a rifampicina) foram utilizadas como
bactérias receptoras. Os transconjugantes foram selecionados em agar MacConkey
contendo antimicrobianos referentes ao gene de resisténcia detectado e azida sodica
(100 mg/mL).

3.11. Deteccdo molecular de determinantes de viruléncia em Klebsiella
pneumoniae

O potencial de viruléncia foi determinado, por PCR, para todos os isolados de K.
pneumoniae do estudo. Foram avaliados 20 genes que codificam fatores de viruléncia:
rmpA e rmpA2 (regulador do fen6tipo mucoide A), magA (sorotipo capsular K1), wcaG
(sintese capsular), wabG e ugE (lipopolissacarideos), allS (metabolismo da alantoina),
clb (colibactina), mrkD (fimbrias do tipo 3), fimH (subunidade adesina das fimbrias do
tipo 1), cf29a (adesina), kfuBC/iutA/iroD/entB/iuc/ybtS/shiF/feclRA (sistemas de
aquisicao de ferro), e ureA (metabolismo da ureia) (BRISSE et al., 2009; CHOU et al.,
2004; COMPAIN et al., 2014; FANG; SANDLER; LIBBY, 2005; LEE et al., 2016;
MA et al., 2005; REGUE et al., 2004; TURTON et al., 2010, 2018b, 2018a; YE et al.,
2016) Além disso, 0 “string” test foi realizado para analisar o fenotipo hipermucoso
(HV) (YU et al.,, 2007). O “string test” foi considerado positivo quando houve a
formag@o de uma “corda” viscosa (>5mm) quando coldnias bacterianas cultivadas em

agar sangue foram esticadas por uma al¢a microbioldgica de inoculagéo.



3.12. Selecdo dos isolados

aminoglicosideos?

com alto

nivel

de

27

resisténcia aos

Foram considerados enterobactérias e BGN-NF apresentando fenotipo HLAR

aqueles que ndo apresentaram zona de inibicdo (6mm = considerando o didmetro do

disco), pelo método de disco difusdo em agar para os antimicrobianos gentamicina,

tobramicina e amicacina e aqueles que apresentaram CIM >128 pg/mL para todos os

trés antimicrobianos testados.

3.12.1. Pesquisa molecular dos genes 16S-RMTase

Foram pesquisados por PCR genes de 16S-RTMase (rmtA-rmtH, armA) nos

isolados selecionados seguindo as especificacbes descritas no Quadro 5.

Quadro 5 - Primers de 16S-RMTase utilizados no estudo, genes amplificados,
temperatura de annealing e tamanho dos fragmentos.

. Sequéncia Temperatyra Tamanho A
Gene Primers Y Ay de annealing Referéncia
5°-3) °C) (pb)
armA | armA-FW ATTCTGCCTATCCTAATTGG 55 315
armA-R ACCTATACTTTATCGTCGTC
rmtA RmtA-FW CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 55 635
RmtA-R TTGCTTCCATGCCCTTGCC
rmtB | RmtB-FW GCTTTCTGCGGGCGATGTAA 55 173 (DOI; ARAKAWA, 2007)
RmtB-R ATGCAATGCCGCGCTCGTAT
rmtC | RmtC-FW CGAAGAAGTAACAGCCAAAG 55 711
RmtC-R ATCCCAACATCTCTCCCACT
rmtD | RmtD-FW CGGCACGCGATTGGGAAGC 55 401
RmtD-R CGGAAACGATGCGACGAT
rmtE | RmtE-FW ATGAATATTGATGAAATGGTTGC 55 819 (DAVIS et al., 2010)
RmtE-R TGATTGATTTCCTCCGTTTTTG
rmtG | RmtG-FW AAATACCGCGATGTGTGTCC 55 250 (BUENO et al., 2013)
RmtG-R ACACGGCATCTGTTTCTTCC
rmtH | RmtH-FW ATGACCATTGAACAGGCAGC 64 464
RmtH-R AGGGCAAAGGTAAAATCCCA (CORREA et al., 2014)
rmtF | RmtF-FW CGATCCTACTGGGCTCCAT 63 314
RmtF-R GGCATAGTGCTTTTCCATGC

2 Os itens a seguir foram realizados na University of Pittsburgh, School of Medicine.
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3.12.2. Testes de sensibilidade a arbecacina

Foram realizados o teste de sensibilidade em disco e a determinacdo da CIM de
arbecacina® para todos os isolados que apresentaram CIM >128 pg/mL para
gentamicina, amicacina e tobramicina, seguindo as recomendacgdes do CLSI (CLSI,
2016). A interpretacdo do teste de sensibilidade e da CIM foram realizados seguindo
recomendacdes ja descritas na literatura (ZAPOR et al., 2010).

Isolados produtores de 16S-RMTase deste estudo foram incluidos como
controles positivos. E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 foram usadas

como controles negativos nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos.

3.12.3. Ensaios de clonagem e transformacéao

Experimentos de clonagem e transformagdo foram realizados para todos os
isolados selecionados com intuito de determinar a localizacdo (cromossémica ou
plasmidial) de possiveis genes de resisténcia aos aminoglicosideos. Para isso, 0 DNA
dos isolados foi extraido usando o kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, Venlo,
Holanda) seguindo as instrugdes do fabricante.

O cromossomo de cada isolado selecionado foi digerido com a enzima de
restricdo Sau3Al (New England Biolabs, Inc, Beverly, Mass) e ligado ao vetor de
clonagem pBCSK" (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) que foi digerido com a
enzima de restricdo BamHI (New England Biolabs, Inc. Beverly, Mass). E. coli TOP10
(Thermo Scientific) foram transformadas com este produto ligado e os transformantes
foram selecionados por crescimento em placas de agar Luria Bertani (LB) contendo: 30
pg/ml de cloranfenicol com 10ug/ml de gentamicina e 30 pug/ml de cloranfenicol com
50pg/mL de amicacina. Placas de agar LB contendo 30 pg/mL de cloranfenicol com
20uL/mL de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranésido) foram usadas
como placas controle.

Para as col6nias cultivadas, a PCR foi realizada usando os primers M13 (M13-
20FW: 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3'e M13-RV: 5'-CAT GGT CAT AGC TGT
TTC C-3') que permitem a analise da regido de clonagem mudltipla (MCS, do inglés
multiple cloning site) para verificar se havia algum fragmento inserido nessa regiao.

Para o experimento de transformacédo, os plasmideos foram extraidos apds lise

alcalina. E. coli TOP10 eletrocompetentes e P. aeruginosa PAO1 foram utilizadas como

3 A arbecacina em p6 foi fornecida pela Meiji Seika Kaisha Ltd. (Toquio, Japéo) e os discos de arbecacina
foram fornecidos pela Eiken Chemical (Toquio, Japdo).
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bactérias receptoras dos plasmideos extraidos. Os transformantes de E. coli TOP10
foram selecionados em placas de agar LB contendo 25 pg/mL de amicacina, 2 pg/mL
de cefotaxima, em combinacgéo e separadamente para selecionar os transformantes com
genes 16S-RMTase e ESBL. Os transformantes de P. aeruginosa PAO1l foram
selecionados em placas de agar LB contendo 25 pg/L de amicacina para selecionar
apenas genes de 16S-RMTase.

3.12.4. Ensaio de inibicdo de bombas de efluxo

O ensaio de inibicdo do efluxo foi realizado utilizando o inibidor da bomba de
efluxo (EPI) fenilalanina-arginina-p-naftilamida (PABN) (Sigma, St. Louis, MO) para
os isolados selecionados. A determinacdo da CIM em microdiluicdo em caldo de
amicacina e gentamicina foi realizada na presenga e auséncia de 50 pg/mL de PAPN
(LAMERS; CAVALLARI; BURROWS, 2013). Foi considerado resultado significativo
aquele que apresentou reducgéo de 4 vezes ou mais nos valores da CIM na presenca de
PAPN.

3.12.5. Sequenciamento do genoma completo

Os isolados que ndo foram produtores de genes conhecidos de 16S-RTMase apds
PCR, foram submetidos ao sequenciamento do genoma completo (WGS).
Resumidamente, o0 DNA gendmico foi extraido pelo kit DNeasy® Blood & Tissue
(Qiagen, Venlo, Holanda) seguindo as instrugdes do fabricante e sequenciado usando o
sequenciador Illumina NextSeq (250-bp paired-end). De novo contigs foram gerados
usando o software CLC Genomics Workbench 10.1.1. Genes de resisténcia aos
antimicrobianos foram identificados wusando a plataforma online ResFinder
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/).

Além disso, para excluir homdlogos dos genes de 16S-RMTases, a ferramenta
online BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi otimizada para sequéncias
de baixa similaridade usando “blastn”. Todos os 10 genes de 16S-RMTase descritos até
agora foram pesquisados utilizando os seguintes nimeros de Acesso de Nucleotideos no
GenBank: rmtA (AB120321), rmtB (AB117036), rmtC (AB194779.2), rmtD
(DQ914960), rmtE (GU201947), rmtF (JQ808129), rmtG (JX486113), rmtH
(KC544262), armA (JQ669395.1) e npmA (NG_048018.1).
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4.0. Resultados
4.1. Bacilos gram-negativos nao fermentadores
Foram selecionados 39 BGN-NF, de acordo com os critérios estabelecidos,
oriundos de amostras de LCR e sangue. Destes, 21 (54%) isolados pertenceram ao
complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus, 11 (26%) isolados foram
identificados como P. aeruginosa e 1 isolado como P. putida, 3 isolados como S.
maltophilia e 3 O. antrophi. Para os isolados de S. maltophilia e O. antrophi, nenhum

gene de interesse pesquisado foi detectado.

4.1.1. Acinetobacter baumannii

Todos 21 isolados do complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus foram
identificados como A. baumannii os quais apresentaram 100% de identidade a zona 1 do
gene rpoB para essa espécie e 0 gene blaoxa-stiike, INtrinseco a esse microrganismo,
também foi detectado.

Entre os 21 A. baumannii, 17 (81%) isolados foram classificados como Extreme
Drug Resistant (XDR) e 4 (19%) isolados foram classificados como Multidrug
Resistant (MDR) de acordo com critérios descritos na literatura (MAGIORAKOS et al.,
2011). Todos os isolados foram ndo sensiveis a cefotaxima, ceftazidima, cefepime,
ciprofloxacina, levofloxacina, ticarcilina-clavulanato e piperacilina-tazobactam, 18
(86%) ao imipenem, meropenem e amicacina, 17 (81%) ao trimetoprim-sulfametoxazol,
15 (71%) a tetraciclina, 14 (66%) a gentamicina, 12 (57%) ao sulbactam-ampicilina e
tobramicina. Todos os isolados foram sensiveis apenas & minociclina.

Dezessete dos 21 (81%) A. baumannii apresentaram 0 gene blaoxa-23-like. Além
disso, em todos os isolados de A. baumannii 0 gene aac(6’)-1b foi detectado. Em 3
isolados com HLAR (A. baumannii 360/10, A. baumannii 874/13 e A. baumannii
143/14) que fazem parte do item 3.12, 0 gene aacA4 foi detectado (BALLABEN et al.,
2018). ISAbal foi pesquisada em todos os isolados produtores de OXA-23-like e em
100% deles, esse EGM foi encontrado upstream ao gene responsavel pela producéo de
carbapenemase (TABELA 1). N&o houve amplificacdo de nenhum outro gene de
resisténcia pesquisado em nenhum dos 21 isolados de A. baumannii.

Foram pesquisados os grupos de plasmideos (GR) para os 21 isolados de A.
baumannii por AB-PBRT, e grupos Inc por PBRT, como ja descrito anteriormente.
Todos apresentaram plasmideos colE, 9 apresentaram diferentes AB-GR: GR2, GR4,
GR6 e GRS e 4 isolados apresentaram IncFreps. A. baumannii 1147/12 apresentou tanto
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plasmideos pertencentes ao GR8 quanto IncFreps. NOS isolados A. baumannii 873 e A.
baumannii 1099 foram detectados 3 AB-GR diferentes (GR-2, GR-4 e GR-6) em cada
um desses isolados (TABELA 1). Todos isolados exceto A. baumannii 17/11, A.
baumannii 611/13, A. baumannii 874/13 e A. baumannii 1136/13, apresentaram o gene
blaoxa-23-ike € foram sintetizadas sondas especificas para este gene (blaoxa-23-ike), para
cada grupo de plasmideo como também para o gene 16S rRNA de Acinetobacter sp.
Apo6s analises dos resultados de Southern blot seguido de hibridagBes com sondas
especificas para regido dos genes 16S rRNA, blaoxa-2z.ike € de cada plasmideo, foi
determinado que este gene bla estava inserido no cromossomo destes microrganismos.

Foi realizado MLST para 13 isolados de A. baumannii que apresentaram perfis
diferentes de plasmideos detectados pelos métodos descritos no item 3.8. Foram
detectados 9 sequence typing (ST) diferentes: dois singletons ST407 e ST690, trés
complexos clonais (CC), ST225 e ST438 (CC103), ST231 e ST442 (CC109), ST227,
ST233 e ST783 (CC113) (TABELA 1).

Quatro isolados foram relacionados ao CC109 e determinados como clone
global 1 (CGL1), dois deles foram classificados como XDR e um como MDR. Em alguns
casos, por exemplo, isolados A. baumannii 873/11 e A. baumannii 1099/11, verificou-se
que perfis de genes rep de plasmideos idénticos possuiram diferentes ST’s (ST438 e
ST407, respectivamente). Por outro lado (por exemplo, A. baumannii 611/13, A.
baumannii 874/13 e A. baumannii 143/14), todos relacionados ao CC109 (CG1)
apresentaram diferentes perfis de genes rep de plasmideos. A maioria dos isolados AB-
GR foram distribuidos entre CC103 e CC109, enquanto CC113 ndo apresentou nenhum
isolado abrigando AB-GR. Trés isolados (A. baumannii 52/14, A. baumannii 171/14 e
A. baumannii 577/14) apresentaram 0 mesmo ST609 abrigaram 0s mesmos genes de
resisténcia (blaoxa-23-iike € aac(6’)-1b), plasmideo colE e foram classificados como XDR.
Além disso, os plasmideos IncFreps € GR6 também foram encontrados nos isolados A.
baumannii 577/14 e A. baumannii 171/14, respectivamente (TABELA 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas fenotipicas e moleculares de A. baumannii referente a tipagem molecular, genes de resisténcia e plasmideos

Genes

Tipagem molecular Plasmideost
1solado/Ano/IAL Cidade Resisténcia aos Antibioticos? Cromossomica de resisténcia
ST (CC) bla® Outros Grupo (GR) / Inc

.. CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, ,
A. baumannii 982/09 RP Barretos XDR GEN, TOB, AMK, TET, CIP, LVX NR OXA-23  aac(6’)-1b FrepB

XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, TZP, TIM, GEN,

A. baumannii 360/10 SP Sao Paulo TOB, AMK, CIP, LVX, SXT NR OXA-23 aacA4 ND
A. baumannii 369/10 SP P;fj;lirt"ee XDR  CTX, CRg’Ef\ﬁ'O%F?'X;V'lPK'TAé:\:YES\'/?Z')'(TTZP’ M, 231 (CC109) OXA-23  aac(6’)-Ib GR8
A. baumannii 465/10 SP Assis XDR  CTX,CRO, g@ﬁ i\T\AMk,IEI:/IL‘, T\E)Fi §§‘¥ 2P, TIM, 227 (CC113) OXA-23  aac(6)-Ib ND

A. baumannii 17/11 SP Guarulhos ~ XDR  CTX.CRO, CAi‘l\ACE"\AC’I%’AEA\’/;YZ&?M‘ GEN, TOB, 223 (CC113) - aac(6)-b ND
A. baumannii 107211 RP  RibeirioPreto  XDR  CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, NR OXA-23  aac(6’)-1b ND

GEN, TOB, AMK, CIP, LVX, SXT
XDR  CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, aac(6’)-1b

A. baumannii 282/11 SP Barretos GEN. TOB, AMK, TET, CIP, LVX, SXT NR OXA-23 ND
. XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, i .

A. baumannii 873/11 SP Lorena GEN. TOB, CIP, LVX, SXT 438 (CC103) OXA-23  aac(6’)-1b GR2,GR4eGR6
. TX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, .

A. baumannii 1099/11 SP Sorocaba MDR ¢ CRO,C ¢ CIP. LVX S 407 (singleton) OXA-23  aac(6’)-Ib GR2,GR4eGR6
. XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, i .

A. baumannii 1147/12 RP Araraquara AMK, TET, CIP, LVX NR OXA-23  aac(6’)-1b GR 8/ FrepB
.. XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, i ~

A. baumannii 162/12 SP Sorocaba GEN, TOB, AMK, TET, CIP, LVX, SXT 783 (CC113) OXA-23  aac(6’)-Ib ND

A. baumannii 973/12 SP Sorocaba ~ XDR  CTX CRO,CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, NR OXA-23  aac(6’)-1b FrepB

AMK, TET, CIP, LVX, SXT

Continua
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Isolado/Ano/IAL

Cidade

Resisténcia aos Antibioticos?

Tipagem molecular
Cromossémica

Genes

de resisténcia

Plasmideos¢

. S XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, TZP, TIM, GEN, i .
A. baumannii 1212/12 RP Ribeiréo Preto TOB, AMK, TET, CIP, LVX, SXT NR OXA-23  aac(6)-1b ND
A. baumannii 865/12 SP Séo Paulo MDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, 225 (CC109) OXA-23  aac(6’)-1b GR4eGR6
TET, CIP, LVX
. XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, TZP, TIM, GEN, i aacA4
A. baumannii 874/13 SP Aracatuba TOB, AMK, TET, CIP, LVX, SXT 442 (CC109) ND
" CTX, CRO, CAZ, CPM, TZP, TIM, GEN, TOB, AMK, ,
A. baumannii 611/13 SP Sorocaba MDR TET, CIP, LVX, SXT 231 (CC109) - aac(6’)-1b GR 2
. . CTX, CRO, CAZ, CPM, TZP, TIM, GEN, AMK, TET, aac(6’)-1b
A. baumannii 1136/13 SP Rio Claro MDR CIP, LVX, SXT NR ND
. XDR  CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, . i aac(6’)-1b
A. baumannii 52/14 SP Sorocaba AMK. TET, CIP, LVX, SXT 690 (singleton) OXA-23 ND
. XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, TZP, TIM, GEN, i
A. baumannii 143/14 SP Santos TOB, AMK, TET, CIP, LVX, SXT 231 (CC109) OXA-23 aacA4 GR 6
. XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, . i .
A. baumannii 171/14 SP Sorocaba AMK. TET, CIP, LVX, SXT 690 (singleton) OXA-23  aac(6)-1b GR 6
. XDR CTX, CRO, CAZ, CPM, IPM, MER, SAM, TZP, TIM, . i .
A. baumannii 577/14 SP Sorocaba AMK. TET. CIP, LVX, SXT 690 (singleton) OXA-23  aac(6’)-1b FrepB
Concluséo

Fonte: Autora.

& MDR: multidrug-resistant, XDR: extensively drug-resistant, CTX: cefotaxima, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, CPM: cefepime, IPM: imipenem, MER: meropenem, SAM: ampicilina/sulbactam,
TZP: piperacilina/tazobactam, TIM: ticarcilina/clavulanato, GEN: gentamicina, TOB: tobramicina, AMK: amicacina, TET: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, LVX: levofloxacina, SXT:
sulfametoxazol/trimetoprim. Isolados de A. baumannii sdo intrinsicamente resistentes &: ampicilina, amoxacilina/acido clavulanico, aztreonam, ertapenem e cloranfenicol seguindo informagdes do CLSI,
2016.

b: CC: complexo clonal. NR: néo realizado.

¢ Em todos os isolados. blaoxa-si-ike foi detectada. Tragos (-) indicam que nenhum gene bla foi detectado. ISAbal foi encontrada upstream a blaoxa-21-ike em todos os isolados. O gene blaoxa-23-like eStava
inserido no cromossomo dos isolados A. baumannii 982 RP, 369 SP, 873 SP, 1147 RP, 143 SP, 171 SP e 577 SP.

d4: ND: ndo determinado por PBRT, AB-PBRT, IncU ou IncR. O plasmideo colE foi detectado em todos os isolados.
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4.1.2. Pseudomonas aeruginosa

Entre os 11 isolados de P. aeruginosa, 7 (64%) foram classificados como XDR,
entre eles o isolado P. aeruginosa 1206/13 enquanto os outros 4 (36%) foram
considerados MDR, entre eles o isolado P. aeruginosa 463/12.

Entre os 11 isolados de P. aeruginosa, 10 (91%) foram ndo sensiveis a
ticarcilina-clavulanato, 9 (82%) a cefepime, imipenem, meropenem, gentamicina,
tobramicina, amicacina, 8 (73%) a ceftazidima, ciprofloxacina e levofloxacina.

Apenas os isolados P. aeruginosa 1206/13 e P. aeruginosa 463/12 apresentaram
0 gene blactx-m2 e 0 isolado 1206/13 também possuia o gene blages1 . O
sequenciamento do genoma completo do isolado 1206/13 foi realizado utilizando o
sequenciador Illumina NextSeq 250-bp paired-end. A montagem foi realizada usando o
programa CLC Genomics Workbench 8.0 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca), gerando 565
contigs, com N50 de 125.375 pb, cobertura média de 84X, e o tamanho do genoma de
aproximadamente 7.1Mb. A anotagdo dos genes foi realizada utilizando o servidor
RAST (http://rast.nmpdr.org/). Os dados de sequenciamento revelaram blages-1
organizado como gene cassete associado ao novo integron de classe I, In1600
(http://integrall.bio.ua.pt/) (FIGURA 3). Além disso, blactx-m2 foi encontrado
downstream a ISCR1 a qual também estava associada ao mesmo In1600, resultando em
uma estrutura de ~11.680pb. Outros genes de resisténcia antimicrobiana foram
pesquisados usando ResFinder 3.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), que
mostrou um resistoma composto por 15 genes de resisténcia (aadA2, aphA-6, aph (3')-
I1b, aacA4, blaoxa-3es, blacTx-m-2, blapao, blaoxa-2, blages-1, crpP, fosA, cmlA4, catB7,
sull, dfrB5). De acordo com PFGE-S1, este isolado apresentou um unico plasmideo de
~340kb (p1206/13), o qual ndo foi tipavel por PBRT, IncU, IncR ou por AB-PBRT.
Apos andlises dos resultados de Southern blot seguido de hibridagdes com sondas
especificas para regido dos genes 16S rRNA, blacrtx-m2 € blages.1, foi possivel
determinar que ambos os genes bla estavam presentes no plasmideo p1206/13. Para esse
isolado, o ensaio de conjugacdo foi realizado utilizando E. coli K-12 C600 (resistente a
rifampicina) e P. aeruginosa PAO1 como bactérias receptoras. Além disso, apds
experimentos de clonagem, foram realizados experimentos de eletro-transformacéo
utilizando tanto E. coli TOP 10 como P. aeruginosa PAOL. Diferentes métodos para
extracdo deste p1206/13 foram realizadas. No entanto, nenhum destes experimentos foi
promissor e, consequentemente, nenhum transconjugante foi selecionado. O

PlasmidFinder também foi usado para determinar o tipo de plasmideo, que novamente
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confirmou como ndo tipavel. Andlise in silico do sequenciamento mostrou que o
plasmideo estava intimamente relacionado com os plasmideos IncP2 (Numero de
Acesso KC543497.1 e KY494864.1). p1206/13 possui genes de conjugacdo (familia
tra; TraV, TraB, TraG) e de particdo (familia par; ParA e ParB) mostrando que a
conjugagdo in vivo pode ocorrer. Além disso, p1206/13 também possui diversos
determinantes de viruléncia, incluindo proteinas pil (PilT e PilG) e operon che.

Em relacdo ao isolado P. aeruginosa 463/12, blactx-m-2 também foi encontrado
downstream a ISCR1, porém nao estava associado a integron de classe 1. Apos analises
dos resultados de Southern blot seguido de hibridagdes com sondas especificas para
regido dos genes 16S rRNA e blacrx-m-2, foi determinado que o gene blactx-m-2 estava
inserido no cromossomo deste isolado.

De acordo com analise dos resultados de MLST, P. aeruginosa 463/12 e P.
aeruginosa 1206/13 pertenceram aos ST235 e ST1602, respectivamente.

Né&o foram encontrados outros genes de interesse pesquisados nos isolados de P.
aeruginosa. Nao foram encontrados plasmideos tipaveis por PBRT, IncU, IncR ou AB-

PBRT em nenhum outro isolado geste género bacteriano.
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Figura 3 - Ambiente genético dos genes blaces-1 € blactx-m-2 plasmideais encontrados no isolado Pseudomonas aeruginosa 1206/13

ISCHI m h
|
I

~11680bp

Fonte: Autora.

As setas indicam as orientacGes dos genes. AbreviacOes: intl: gene codificador da integrase; attl, local de recombinacdo associado ao integron; genes cassete: blaces-1: B-lactamase,
aacA4: enzima modificadora de aminoglicosideos, cmlA4: confere resisténcia ao cloranfenicol, aadA2: enzima modificador de aminoglicosideos; attC: local de recombinacéo associado
a regido cassete génica; gacEA/sull confere resisténcia a desinfetantes e sulfonamida, respectivamente. Downstream a sull, ISCR1 associado a blactx-m-2 (B-lactamase) e os genes
qacEA/[sull duplicados.
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4.1.3. Pseudomonas putida

O Unico isolado de P. putida 597/14 foi classificado como XDR, sendo sensivel
apenas a amicacina e tetraciclina. Além disso, este isolado apresentou gene bla de
interesse, blave-t6. O sequenciamento do genoma completo do isolado 597/14 foi
realizado utilizando o sequenciador Illumina NextSeq 250-bp paired-end. A montagem
foi realizada usando o programa CLC Genomics Workbench 8.0 (CLC bio, Aarhus,
Dinamarca), gerando 2.053 contigs, com N50 de 12.558 pb. A anotacdo dos genes foi
realizada utilizando o servidor RAST (http://rast.nmpdr.org/). Outros genes de
resisténcia  antimicrobiana  foram  pesquisados usando  ResFinder 3.1
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), que mostrou um resistoma composto por
10 genes de resisténcia (aadA1b, aph(3’)-Vla, aacA4, strA, strB, blaoxa-2, blaoxa-s,
blaapc-2s, blaive-16, sull). Recentemente foi introduzida ao site do MLST a base de
dados referente aos genes housekeeping para tipagem por MLST de isolados de P.

putida (https://pubmlst.org/pputida/). De acordo com analises in silico do genoma

completo do isolado P. putida 597/14 é possivel sugerir que este isolado sera
caracterizado com novo ST. Além disso, andlises utilizando a ferramenta online
BLAST, foi possivel determinar que alguns genes de resisténcia estavam organizados
como genes cassete, por exemplo, blavr-16, aacA4, aadAlb. Ainda, andlises in silico
estdo sendo realizadas utilizando plasmideos depositados no GenBank tanto de P.
aeruginosa (NUmero de acesso MF344571.1) quanto de P. putida (NUmero de acesso
KY883660.1) para comparacdo com o isolado do presente estudo. Utilizando a
ferramenta online CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database) foi
possivel determinar diferentes mecanismos de resisténcia (bombas de efluxo, alteracéo
de alvo, inativacdo por enzimas) envolvidos no perfil fenotipico XDR apresentado
pelo isolado P. putida 597/14 (dados ndo mostrados).

N&o foram encontrados outros genes de interesse pesquisados no isolado de P.
putida. Nao foram encontrados plasmideos tipaveis por PBRT, IncU, IncR ou AB-
PBRT neste isolado.


https://pubmlst.org/pputida/
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4.2. Enterobacterales

Foram selecionadas 27 membros da Ordem Enterobacterales de amostras de
LCR e sangue. Destes, 24/27 (88%) isolados pertenceram ao género Klebsiella sp. K.
pneumoniae foi a mais prevalente (17/24), seguida por K. aerogenes* com 5 isolados e
K. oxytoca com 2 isolados. Além disso, 2 isolados foram identificados Enterobacter
cloacae e apenas 1 isolado de S. marcescens.

O isolado unico de S. marcescens foi classificado como MDR sendo néo
sensivel a cefotaxima, ceftriaxona, cefepime, aztreonam, cefoxitina, tetraciclina,
cloranfenicol, piperacilina-tazobactam e ticarcilina-clavulanato. Apresentou o gene
blatem e plasmideo colE. Nenhum outro gene de resisténcia de interesse pesquisado foi
encontrado nesse isolado. N&o foi detectado nenhum plasmideo tipavel.

4.2.1. Klebsiella sp

Todos os 17 isolados de K. pneumoniae foram classificados como MDR sendo
resistentes ao sulbactam-ampicilina, cefotaxima, cefepime, tobramicina e ticarcilina-
clavulanato; 16 (94%) a ceftazidima, aztreonam e amoxicilina-clavulanato, 15 (88%) a
ciprofloxacina e trimetoprim-sulfametoxazol, 14 (82%) a gentamicina, 13 (76%) a
cloranfenicol, 12 (70%) a levofloxacina e piperacilina-tazobactam, 11 (65%) a
amicacina e nove (53%) a cefoxitina e ertapenem (TABELA 2). Menos de 30% dos
isolados estudados foram ndo sensiveis a tetraciclina, meropenem e imipenem.

Os 5 isolados de K. aerogenes foram classificados como MDR sendo resistentes
ao trimetoprim-sulfametoxazol, ticarcilina-clavulanato, cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima e aztreonam, 4 (80%) a piperacilina-tazobactam, cefepime, gentamicina,
tobramicina, tetraciclina e ciprofloxacina, 3 (60%) a levofloxacina e cloranfenicol e 2
(40%) ao ertapenem e amicacina. Todos os isolados foram sensiveis aos
carbapenémicos: imipenem e meropenem.

Dos 24 isolados de Klebsiella sp, 22 (91%) possuiam o gene blatem. Seguido
deste gene, blactx-m-2 foi 0 mais prevalente, detectado em 9 isolados (7 K. pneumoniae e
2 K. oxytoca), blactx-m-s detectado em 8 isolados de K. pneumoniae, blactx-m-15
detectado em 2 isolados de K. pneumoniae e em 1 isolado de K. aerogenes. O gene

blakpc-> foi detectado em 3 isolados de K. pneumoniae. Apenas PMQR qnrB-1 foi

4 Género recentemente reclassificado, sendo previamente conhecido como Enterobacter aerogenes
(TINDALL; SUTTON; GARRITY, 2017).
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detectado em 3 isolados de K. pneumoniae os quais também foram produtores de
blacTx-m-15, blacTx-m-2 € blakpc-2 (TABELA 2). Somente o isolado K. aerogenes 1193/12
foi produtor de blactx-m-15, qnrB-1 e aac(6’)-1b. Os outros quatro K. aerogenes
apresentaram teste de deteccdo de ESBL negativo e foram produtores do gene blatem-1
(ndo ESBL). Genes PMQR (gnrAl, gnrB1 e qnrS1) e aac(6’)-1b foram detectados em
4/5 isolados de K. aerogenes. Apenas o isolado K. aerogenes 1135/12 apresentou
hiperexpressdo de AmpC. Nenhum outro gene de resisténcia aos beta-lactdmicos de
interesse pesquisado foi encontrado nesses isolados.

A pesquisa de plasmideos foi realizada por PBRT, IncU, IncR e colE em todos
os isolados de Klebsiella sp, e relevou a presencga de grande diversidade de replicons.
Entre os 24 isolados, os plasmideos colE e IncL/M foram os mais detectados (100% e
29%, respectivamente), enquanto outros plasmideos foram: IncFreps (n=3), IncR (n=3),
IncN (n=2), IncA/C (n=1), IncY (n=1), IncHI1 (n=1), IncFIB (n=1) e IncFIA (n=1)
(TABELA 2). Todos os isolados que apresentaram diferentes grupos Inc de plasmideos,
também apresentaram diferentes bla genes.

Em relacdo aos isolados K. oxytoca 912/13 e K. oxytoca 892/12, ambos foram
produtores de blactx-m-2. Além disso, plasmideo colE foi detectado em ambos os
isolados e K. oxytoca 912/13 que também apresentou o plasmideo IncA/C.

Os determinantes de viruléncia foram pesquisados em todos os 17 isolados de K.
pneumoniae. Os genes mrkD (exceto no isolado K. pneumoniae 949/11), entB, iroD,
feclRA, ugk, wabG, fimH e ureA foram detectados em todos os isolados enguanto
apenas K. pneumoniae 655/14 apresentou o gene kfuBC (Tabela 2). Além disso, o0 gene
ybtS foi encontrado em 7/17 isolados e dentre esses 7 isolados, 4 apresentaram também
0 gene clb (TABELA 2). Apenas o isolado K. pneumoniae 949/11 apresentou

hipermucoviscosidade pelo teste fenotipico “string” test.
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Tabela 2 - Caracteristicas fenotipicas e genotipicas de genes codificadores de resisténcia e determinantes de viruléncia em isolados de K. pneumoniae

deste estudo

Genes de resisténciaP

S . A Plasmideos
a
Isolado/Ano/IAL Genes de viruléncia Perfil de Resisténcias - outros (Inc)/colES
genes
. . . AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, FOX, ,
K. pneumoniae 802/07 RP ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA ETP, MER, TOB, TET, SXT, CHL CTX-M-2 aac(6’)-1b ND
. - . AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, FOX,
K. pneumoniae 931/08 RP ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA ETP, GEN, TOB, AMK, TET. CIP, LVX, SXT, CHL CTX-M-2 rmtG ND
. . . SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, GEN, TOB, TET,
K. pneumoniae 469/10 SP ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA CIP, LVX, SXT, CHL CTX-M-2 gnrB-1 L/M
. ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA,  AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, FOX, L o
6 PUEMENEE ASAIL AP s ETP, IPM, MER, GEN, TOB, AMK. CIP, LVX, SXT,CHL ~ C1%X"M-2 aac(6)-Ib X
. . . AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, FOX, CTX-M-2,
K. pneumoniae 1180/11 SP ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, feclRA ETP, GEN, TOB, AMK, TET, CIP, LVX, SXT, CHL SHV-110 rmtG, L/M, FIB
. ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA,  AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPD, CPM, ATM, CTX-M-2, aac(6’)-1b
K- pneumoniae 852/14 SP ¢jp its FOX, ETP, TOB, CIP, LVX, SXT, CHL KPC-2 R
. . . AMC, SAM, TIM, CTX, CAZ, CPD, CPM, ATM, GEN, aac(6’)-1b
* = =
K. pneumoniae 949/11 SP ugE, wabG, fimH, ureA, entB, iroD, feclRA TOB, AMK, CIP, LVX CTX-M-8 ND
K. pneumoniae 533/11 SP ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA,  AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, FOX, CTX-M-2 aac(6’)-1b LM
P clb, ybtS ETP, GEN, TOB, CIP, LVX, SXT, CHL SHV-110
. ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA, AMC, SAM, TIM, CTX, CAZ, CPD, CPM, ATM, GEN, VL aac(6’)-1b
K. pneumoniae 527/12 SP ybts TOB, AMK, CIP, LVX, SXT, CHL CTX-M-8 L/M, F
. . . AMC, SAM, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, GEN, TOB, aac(6’)-1b
K. pneumoniae 609/12 SP ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, feclRA AMK. CIP, SXT, CHL CTX-M-8 L/M
. . . AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, GEN, aac(6’)-1b
K. pneumoniae 1039/12 SP ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA TOB, AMK. LVX, SXT. CHL CTX-M-8 L/M
K. pneumoniae 93/13 SP ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, feclRA (-G Sy IR, I (G (92, (GIPL, (LA ROV CTX-M-8 el - L/M

ETP, IPM, MER, GEN, TOB, AMK, CIP, SXT, CHL

Continua
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Isolado/Ano/lIAL

K. pneumoniae 1323/13 SP
K. pneumoniae 655/14 SP
K. pneumoniae 767/14 SP

K. pneumoniae 387/13 SP

K. pneumoniae 1222/13 SP

Genes de viruléncia

ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA,
ybtS

ugE, wabG, kfuBC, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD,
feclRA

ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, fecIRA,
ybtS

ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, feclRA

ugE, wabG, mrkD, fimH, ureA, entB, iroD, feclRA,
clb, ybtS

Perfil de Resisténcias?

AMC, SAM, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, GEN, TOB,
AMK, CIP, SXT, CHL

AMC, SAM, TIM, CTX, CPM, GEN, TOB, AMK, CIP
AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, GEN,

TOB, AMK, CIP, LVX, SXT, CHL

AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, FOX,
ETP, IPM, MER, TOB, TET, CIP, LVX, SXT

AMC, SAM, TZP, TIM, CTX, CAZ, CPM, ATM, FOX,
ETP, IPM, MER, GEN, TOB, TET, CIP, LVX, SXT

Genes de resisténciaP

bla

CTX-M-8

CTX-M-8

CTX-M-8

CTX-M-15
KPC-2
CTX-M-15
KPC-2

outros
genes

aac(6°)-1b
aac(6’)-1b
aac(6’)-1b
gnrB-1

gnrB-1

Plasmideos (Inc)¢

FIA, F

AlC

Conclusao

Fonte: Autora

& AMC: amoxacilina-clavulanato, SAM: sulbactam-ampicilina, TZP: piperacilina-tazobactam, TIM: ticarcilina-clavulanato, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, CPM: cefepime, ATM:
aztreonam, FOX: cefoxitina, ETP: ertapenem, IPM: imipenem, MER: meropenem, GEN: gentamicina, TOB: tobramicina, AMK: amicacina, TET: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, LVX:
levofloxacina, SXT: sulfametoxazol-trimetoprim, CHL.: cloranfenicol.
b: Todos os isolados, com excecdo de um (802/07), apresentaram blatem. Tragos (-) indicam que nenhum outro gene foi detectado.
¢: ND: ndo determinado por PBRT, IncU ou IncR. O plasmideo colE foi detectado em todos os isolados.

* Fenotipo hipermucdide detectado.
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4.2.2. Enterobacter sp

Apesar dos 2 isolados de E. cloacae terem sido classificados como MDR,
nenhum apresentou produgdo de ESBL pelo teste fenotipico, e, corroborando com este
fenotipo, nenhum gene bla foi detectado. No entanto, o isolado E. cloacae 1054/10
apresentou hiperexpressdo de AmpC. Nenhum outro gene de resisténcia de interesse
pesquisado foi encontrado nesses isolados.

Foram pesquisados plasmideos de interesse por PBRT, IncU, IncR e colE nos 2
isolados de E. cloacae. O plasmideo colE foi detectado em ambos enquanto IncL/M foi

detectado apenas no isolado E. cloacae 1054/10.

4.3. Isolados com alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos

Onze isolados (6 P. aeruginosa, 3 A. baumannii e 2 K. pneumoniae)
apresentaram CIM >128 pg/mL para os trés aminoglicosideos testados. Entre esses 11
isolados, em 5 foram detectados genes de 16S-RMTase, sendo rmtD em 3 isolados e
rmtG em 2 isolados.

A sensibilidade a arbecacina foi verificada para os 11 isolados. Apenas 0s 5
isolados produtores de 16S-RMTase apresentaram zona de inibicdo de 6mm e CIM
>256 pg/m. Em contrapartida, os 6 isolados restantes apresentaram zona de inibicdo
variando de 7 a 14mm e CIM de 8 pg/mL a 256 pg/mL (TABELA 3).

Os transformantes de E. coli TOP10 com plasmideos recombinantes portadores
dos determinantes de resisténcia a gentamicina ou amicacina foram obtidos a partir do
isolado A. baumannii 143/14 ndo produtor de 16S-RMTase em duas situacOes
diferentes: meio de cultura LB com cloranfenicol e gentamicina e com cloranfenicol e
amicacina. Ambos os transformantes (E. coli 143/14T GN e E. coli 143/14 AMK)
foram sensiveis a arbecacina, no entanto, E. coli 143/14T GN foi resistente a
gentamicina e tobramicina, enquanto E. coli 143/14T AMK foi resistente a amicacina e
tobramicina. Pelo sequenciamento de Sanger utilizando os primers M13 descritos
anteriormente, foi detectada a presenca de dois genes codificadores de AMEs diferentes:
aadB em E. coli 143/14T GN e aacA4 em E. coli 143/14T AMK.

Transformantes ndo foram obtidos com nenhum dos outros isolados utilizando
bactérias receptoras E. coli ou com uma bactéria receptora correspondente a mesma
especie (ex: P. aeruginosa PAQ1).

O ensaio de inibicdo de bombas de efluxo foi realizado para os 6 isolados que
ndo apresentaram nenhuma 16S-RMTase. Apds analise dos resultados, apenas o isolado
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de A. baumannii 874/13 apresentou reducdo de 4 vezes da CIM de amicacina em
combina¢do com PAPN. Entre os outros 5 isolados, ndo foi observada reducdo
significativa com amicacina ou gentamicina em combinagdo com PABN.

Todos os 6 isolados que ndo apresentaram nenhuma 16S-RMTase (A. baumannii
360/10, 874/13, 143/14 e P. aeruginosa 463/12, 1206/13 e 9me/14) foram submetidos
ao WGS. Apds a andlise utilizando a plataforma online ResFinder, 13 AMEs foram
encontradas entre os 6 isolados, incluindo aacA4, aacAl, aacCl, aphA6, aphA7,
aph(3")-llb, aadB, aadAl, addA2, aadA6, aadA7, strA, and strB. Além disso, P.
aeruginosa 9me/14 apresentou CIM >1024 pg/ml para os 3 aminoglicosideos e foi
encontrado o gene rmtD1 que ndo havia sido detectado por PCR (TABELA 3)
(BALLABEN et al., 2018).

Separadamente, entre os isolados de A. baumannii, 0s genes aacA4 e aphA7
foram as AMEs mais prevalentes, seguidas de aacAl, aac(3)-Ic, aadB e aphA6. Entre os
isolados de P. aeruginosa, os genes aacA4, aph(3’)-llb foram as AMES mais
prevalentes, seguidas de aadA2, aadA6, aadA7, aadB, strA e strB (TABELA 3).
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Tabela 3: Caracteristicas fenotipicas e genotipicas da resisténcia de alto nivel a aminoglicosideos entre bactérias gram-negativas deste estudo

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos Genes de resisténcia aos

Isolado/IAL? Cidade/ano Zona de inibigao (mm) CIM (ug/ml) aminoglicosideos®
AMK GEN TOB ARB AMK  GEN TOB ARB

P. aeruginosa ATCC27853 Estados Unidos 22 20 24 27 4 1 0.25 0.5 -
E. coli ATCC25922 Estados Unidos 25 23 22 25 2 0.5 1 2 -
A. baumannii 360 SP Sao Paulo/2010 11 6 6 8 256 512 1024 256 aacA4, aacAl, aphA7
A. baumannii 874 SP Aragatuba/2013 8 6 6 9 256# 512 512 128 aacA4, aac(3)-1, aphA7
A. baumannii 143 SP Santos, 2014 6 6 6 7 1024 >2048 >128 256 3acAd, aacCl, Zgﬁﬁg , 8adB, aadAL,
P. aeruginosa 463 SP Rio Claro, 2012 12 6 6 14 256 2048 512 32 aacd4, aph(3)-| '?t’rgadB' aadA®, strA,
P. aeruginosa 1206 SP Sorocaba, 2013 6 6 6 17 512 >2048 256 8 aacA4, aph(3°)-11b, aphA6, aadA2
P. aeruginosa 9me RP Franca, 2014 6 6 6 6 >2048 >2048 >2048 >256 aacA4, aph(3’)-11b, aadA7, rmtD1
P. aeruginosa 862 RP Araraquara, 2007 6 6 6 6 >256 >256 >256  >256 rmtD
P. aeruginosa 883 RP Porto Ferreira, 2007 6 6 6 6 >256 >256 >256 >256 rmtD
P. aeruginosa 979 RP Bebedouro, 2009 6 6 6 6 >256 >256 >256  >256 rmtD
K. pneumoniae 931 RP Jaboticabal, 2008 6 6 6 6 >256 >256 >256  >256 rmtG*
K. pneumoniae 1180 SP Barretos, 2011 6 6 6 6 >256 >256 >256  >256 rmtG*

Baseado em Ballaben et al., 2018.

3E coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 foram usadas como controles negativos em todos os experimentos.

bValor de 6mm indica a auséncia de zona de inibigdo. As concentragdes de amicacina (AMK), gentamicina (GEN), tobramicina (TOB) e arbecacina (ARB) foram de 30, 10, 10 e 10 pg, respectivamente.
#lsolado que teve uma reducédo de 4 vezes com amicacina em combinagdo com PABN no ensaio de efluxo.

¢ Genes de resisténcia aos aminoglicosideos foram identificados pelo sequenciamento do genoma completo. Genes de 16S-RMTase foram detectados por PCR. Os tragos indicam que nenhum gene foi
detectado.

* Isolados ndo incluidos para 0 WGS e 0 gene 16S-RMTase foi detectado por PCR.
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5.0. Discussao

O Instituto Adolfo Lutz (IAL) é referéncia para o Estado de Séo Paulo na
investigacdo e diagndstico confirmatério de meningite bacteriana. Distribuidos
estrategicamente, seus doze Laboratérios Regionais lideram as acdes de vigilancia
sanitaria, epidemioldgica e ambiental. O Laboratorio Central de Saude Puablica
encontra-se localizado na cidade de S&o Paulo, e um de seus laboratdrios regionais
localiza-se na cidade de Ribeirdo Preto. O IAL Central atende varias instituicdes de
salde do Estado de S&o Paulo e atua como Laboratorio de Referéncia da Sub-Rede
Analitica de Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude, da ANVISA, atendendo
mais 6 estados do Brasil. Ambas as sedes citadas (S&o Paulo e Ribeirdo Preto)
expandem seus servigcos por diversos municipios localizados em suas respectivas
regides.

Por se tratar de doenca como a meningite que apresenta diferentes agentes
etioldgicos com respectivos sinais e sintomas, a antibioticoterapia também é particular
para cada faixa etaria do paciente assim como para cada agente etioldgico causador da
doenca. De forma geral, sdo de escolha os antimicrobianos pertencentes ao grupo dos
beta-lactdmicos e a classe dos aminoglicosideos, as vezes em associacdo ou
separadamente. No caso de membros da Ordem Enterobacterales e BGN-NF como
causadores da doenga, geralmente cefalosporinas de 32 geracdo sdo as de primeira
escolha, e gentamicina e/ou amicacina como representantes da classe dos
aminoglicosideos (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Tendo em vista esses dados
citados, tornam-se ainda mais preocupantes relatos de membros da Ordem
Enterobacterales e BGN-NF causando meningite e sendo produtores de diferentes
ESBLs assim como de outros determinantes de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos, de acordo com os dados apresentados neste estudo.

As bactérias resistentes ao grupo dos beta-lactamicos mais isoladas de pacientes
com suspeita de meningite do Estado de S&o Paulo, no periodo de 2007 a 2014, foram
A. baumannii (n=21), K. pneumoniae (n=17) e P. aeruginosa (n=11), no entanto,
diferentemente do que foi apresentado por Andrade e colaboradores (ANDRADE et al.,
2010) nenhuma E. coli foi isolada durante o periodo do presente estudo. E conhecido
que para o isolamento de bactérias que causam meningite, alguns fatores criticos e
importantes precisam ser considerados, dentre eles, a coleta de modo adequado com
posterior transporte do material clinico, o qual deve essencialmente ser cultura de 18 a
24 horas para comprovar viabilidade bacteriana (SECRETARIA DO ESTADO DE
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SAO PAULO., 2017). No presente estudo, A. baumannii foi a espécie mais isolada e
diferentemente do que se relatavam h& alguns anos, esta bactéria se tornou patégeno
importante durante os anos e em 2017 a Organizacdo Mundial da Salde (OMS)
(TACCONELLI et al., 2018) liberou uma lista dos patdgenos mais criticos e 0s
classificou por ordem de prioridade, e dentre eles, A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos ocupam a primeira posicdo. E importante ressaltar que 85% dos
isolados deste estudo foram resistentes aos carbapenémicos. Em contrapartida, estudo
antes de 2006 mostrou baixa prevaléncia de membros da Ordem Enterobacterales
causadoras de meningite e produtoras de ESBL (ANDRADE et al., 2010), enquanto que
estudo realizado em Salvador em 2014, relatou o isolamento de 36 E. coli de LCR e
sangue as quais foram produtoras de ESBL (BERMAN et al., 2014). Também no
presente estudo, mais de 90% dos isolados estudados foram produtores de alguma
ESBL, evidenciando mais uma vez o grande problema de saude publica que a
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos vem causando ha décadas.

O melhor método para a diferenciacdo das espécies do complexo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus ainda ndo estad bem estabelecida. Acredita-se que apenas uma
metodologia seja incapaz de diferenciar sozinha todas as espécies, como foi
demonstrado (KHOSRAVI et al., 2015; LEE et al., 2014; TOH et al., 2015; WANG et
al., 2014). No presente estudo, as metodologias adotadas para a identificacdo das
espécies do complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus foram satisfatorias
qguanto aos resultados obtidos. Todos os isolados do complexo foram identificados
como A. baumannii pelas metodologias empregadas. Esta espécie ja foi dada como a
mais prevalente em outros estudos que demonstraram alta prevaléncia desta espécie
entre os isolados de Acinetobacter sp (KHORSI et al., 2015; LEE et al., 2014).

Neste estudo, os isolados de A. baumannii foram classificados em MDR, XDR e
PDR de acordo com a literatura (MAGIORAKOS et al., 2011). Outro estudo
demonstrou que 81% dos isolados de A. baumannii eram MDR enquanto 13% eram
XDR (KHORSI et al., 2015), apresentando numeros inferiores quando comparada aos
resultados (80%) deste estudo. Estudo retrospectivo em pacientes hospitalizados no ano
de 2009, no Chile, com total de 48 isolados de A. baumannii, correspondentes de 34
pacientes, sendo 6/48 (13%) e 10/48 (21%) foram considerados MDR e XDR,
respectivamente (RIVERA et al., 2016). Em ambas as classificacdes, isolados deste
presente estudo apresentaram porcentagens maiores, tanto para MDR como para XDR.
Em 2013 no Canad4, foram apresentados dados menores do que este estudo em isolados
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de A. baumannii XDR. Na ocasido, 32 pacientes estavam colonizados por esse
microrganismo sendo que 7 (25%) foram classificados como XDR (GRAY et al., 2016).
No Brasil, desde 2009 ja existem relatos de A. baumannii MDR (CARVALHO et al.,
2009). Ainda no Brasil em 2013, estudo de vigilancia demonstrou 31 pacientes
hospitalizados com meningite por A. baumannii os quais 13 isolados foram
classificados como MDR e 14 como XDR (COELHO-SOUZA et al., 2013). Mais
recentemente, foram estudados isolados de diversos Estados do Brasil, contabilizando
155 amostras clinicas, das quais todas foram classificadas como MDR (CHAGAS et al.,
2014), demonstrando assim mais uma dificil barreira a ser superada na batalha contra
esses patdgenos multirresistentes, uma vez que constituem sério problema terapéutico.

O gene blaoxa-23 estd disseminado mundialmente em isolados de A. baumannii,
limitando ainda mais as escolhas nos tratamentos de pacientes colonizados por essa
bactéria. Esse gene é derivado do cromossomo de A. radioresistens (NIGRO; HALL,
2016) e foi a primeira B-lactamase de classe D de a ser reportada, na Escocia em 1985,
ndo muito distante da introducdo dos carbapenémicos na terapéutica. Foi incialmente
nomeada como ARI-1 e ap6s analises sequenciais foi renomeada para OXA-23
(PATON et al., 1993). No presente estudo, a maioria dos isolados de A. baumannii
possuiam blaoxa-23. Esses dados corroboram com outros encontrados na literatura, visto
que este gene ja foi relatado em todos os continentes (POTRON; POIREL;
NORDMANN, 2015). Diversos estudos vém relatando a genética de aquisicdo de
blaoxa-2z € demonstram que elementos genéticos moveis, como por exemplo,
transposons (Tn2006, Tn2007, Tn2008, Tn2008B e Tn2009) foram identificados
associados a este gene. Além destes, ISAbal e ISAba4 tém sido relacionadas com a
mobilizacdo deste gene, sendo que Tn2006, Tn2008, Tn2008B e Tn2009 estdo
associados a ISAbal e Tn2007 a ISAba4 (MUGNIER et al., 2010; NIGRO; HALL,
2016). ISAbal foi encontrado upstream a esta carbapenemase em todos os isolados e
este pode ser responsavel pela mobilizagcdo do mesmo assim como pode atuar como um
forte promotor para este gene aumentando sua expressao, como ja descrito na literatura
(CHAGAS et al., 2014; MUGNIER; POIREL; NORDMANN, 2009). Outro elemento
genético que vem ganhando destaque é o AbaR4 o qual foi originado da transposicéo do
Tn2006 dentro do Tn6022. AbaR4 j& foi relatado tanto no cromossomo quanto em
plasmideos pertencentes a familia repAci6. A correlacdo entre todos esses EGM mostra-
se fortemente associada a rapida disseminacao de isolados de A. baumannii resistentes
aos antibioticos carbapenémicos (NIGRO; HALL, 2016).
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De acordo com MLST, 9 ST’s foram detectados entre 13 isolados de A.
baumannii. Entre eles, 3 CC, relacionados com a disseminagdo mundial de genes de
resisténcia a antimicrobianos foram encontrados, tais como CC103, CC109 e CC113.
Quiatro isolados, trés deles XDR e um MDR foram relacionados ao CC109 e foram
classificados como clone global 1 (CG1), um dos principais clones amplamente
disseminados na América do Sul. As linhagens CG1 estdo bem estabelecidas devido a
sua capacidade de adquirir EGM, como plasmideos e transposons. Consequentemente,
possuem diversos genes de resisténcia a varios antimicrobianos entre diferentes fontes
(HOLT et al., 2016). Em estudo realizado durante os anos de 2008 a 2010 no Brasil,
foram estudados 67 isolados clinicos de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos
entre os quais, os complexos clonais CC109 e CC113 foram os mais prevalentes entre
os isolados do estudo (CLIMACO et al., 2013). Ainda no Brasil, outro estudo com 155
isolados MDR de A. baumannii demonstrou que a maioria dos isolados foram
distribuidos entre os CC103 e CC113 (CHAGAS et al., 2014). Recentemente, estudo
com 23 isolados clinicos e ambientais de A. baumannii determinou que mais de 75%
dos isolados foram classificados como XDR e os CC109 e CC113 foram 0s mais
encontrados entre os isolados do estudo em questdo (ROYER et al., 2018). Outros
estudos com isolados de paises da América Latina e da Europa, também demonstraram
a prevaléncia dos CC1109 e CC113 entre isolados de A. baumannii, assim como
demonstrado no Brasil (GONZALEZ-VILLORIA et al., 2016; HRENOVIC et al., 2017;
VILACOBA et al., 2017).

Plasmideos representam um dos mais dificeis desafios para conter a
disseminacdo da resisténcia antimicrobiana. Contribuem diretamente para propagacgéo
de determinantes de resisténcia. Possuem sistemas que garantem sua replicacdo
autbnoma, além de mecanismos que controlam o nimero de copias a serem produzidas
e garantindo a heranca estavel por geracdes seguintes (CARATTOLI, 2013;
CARATTOLI et al., 2005). Isolados de A. baumannii MDR abrigando plasmideos com
genes de resisténcias aos carbapenémicos, dentre estes blaoxa-2z, tém sido relatados
(POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015). Baseando-se no método proposto
(BERTINI et al., 2010), plasmideos presentes em A. baumannii puderam ser estudados
molecularmente e epidemiologicamente. Apesar de poucos isolados de A. baumannii
terem apresentado plasmideos AB-GR no presente estudo, ainda sim séo relevantes e
importantes. De acordo com a literatura, com algumas excecOes, a maioria dos

plasmideos de A. baumannii ndo possuirem a capacidade de auto transferéncia in vitro.
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Plasmideos AB-GR6 fazem parte destas excecdes e tém sido considerados o0s
plasmideos mais disseminados entre isolados de A. baumannii (BERTINI et al., 2010).
Plasmideos do AB-GR6 sdo os mais frequentes entre isolados de A. baumannii e ja
foram relatados em paises da Europa, Australia, Asia e Africa do Norte carreando
diferentes determinantes de resisténcia, como por exemplo, blaoxa-23, blaces-11, aphA6.
Além disso, esses isolados apresentaram diferentes ST’s, sugerindo que a disseminacéo
desses genes ndo é clonal (CHARFI-KESSIS et al.,, 2014; CHEN et al., 2017;
GHEORGHE et al., 2014; HAMIDIAN et al., 2014; NIGRO et al., 2014; TOWNER et
al., 2011). Diferentemente, AB-GRS, detectado neste estudo, foi relatado apenas na Asia
(FENG et al., 2015; HUANG et al., 2015). Dois outros detectados neste estudo foram
AB-GR2 e AB-GR4. Ambos ja foram relatados em isolados de A. baumannii resistentes
aos carbapenémicos na China e Lituania, respectivamente (CHEN et al., 2017;
POVILONIS et al., 2013). Em 2013, na Lituania, estudo demonstrou que entre 444
isolados de A. baumannii, 52% destes foram classificados como CG1 (CC109) e 45%
como CG2 (CC118). Entre os isolados do CG2, foram detectados apenas plasmideos
AB-G2 e conseguiram determinar que o mesmo carreava blaoxa-72. Além disso, 46
isolados apresentaram a combinacao dos plasmideos AB-GR2 + AB-GR6 (POVILONIS
etal., 2013).

No presente estudo foram encontrados 5 isolados contendo IncF e de acordo
com nosso conhecimento, ainda ndo existem relatos deste plasmideo circulante entre
Acinetobacter spp. Sabe-se que esta familia de plasmideo € epidémica com diferentes
replicons, tais como Inc FIA, Inc FIB e Inc Fll, sendo considerado o principal
multireplicon (MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015).

P. aeruginosa é causa comum de infec¢des adquiridas tanto na comunidade
guanto no ambito hospitalar. E patégeno oportunista diferenciado por sua habilidade de
tornar-se resistente a diversos antibioticos, sendo assim grande ameaga ao tratamento
dos pacientes (HONG et al., 2015). No presente estudo, a porcentagem de isolados
XDR foi o dobro da porcentagem para isolados MDR. Ndo somente no Brasil, mas
também em diversos paises, P. aeruginosa MDR e/ou XDR estdo sendo cada vez mais
relatadas, ganhando espacos importantes nesse cendrio (CORREA et al., 2015;
PEREIRA et al., 2015; POBIEGA et al., 2015; TEBANO et al., 2015; WILLMANN et
al., 2014; YAYAN; GHEBREMEDHIN; RASCHE, 2015).
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Apesar de producdo de B-lactamases estar fortemente relacionada aos membros
da Ordem Enterobacterales, P. aeruginosa produtores de B-lactamases ja foram
relatados em diversos paises. No presente estudo foram encontradas p-lactamases de
classe A e B de Ambler as quais sdo importantes determinantes de resisténcia (OLIVER
et al.,, 2015; POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015). Por sua extraordinaria
capacidade de adquirir genes de resisténcia, somada as suas resisténcias intrinsecas,
restaram opcOes terapéuticas limitadas que sao efetivas para o tratamento de infeccbes
causadas por P. aeruginosa.

No isolado P. aeruginosa 463/12, determinou-se que a estrutura ISCR1+blacTx-
M-2 estava inserida no cromossomo deste isolado como ja descrito na literatura em outros
estudos, tanto com isolados de Enterobacteriaceae quanto de Pseudomonas spp
(FERREIRA et al., 2016; GALETTI; ANDRADE; DA COSTA DARINI, 2015;
HARADA et al., 2012; PICAO et al., 2009). Por outro lado, no isolado P. aeruginosa
1206/13 determinou-se que tanto blactx-m-2 quanto blaces-1 estavam organizados em
novo integron de classe I, In1600 o qual estava inserido em plasmideo IncP2. CTX-M-2
é uma das variantes mais prevalentes no Brasil e em outros paises da América Latina, a
qual j& foi descrita em diversos estudos sendo carreada por diferentes plasmideos
circulantes entre bactérias gram-negativas, consequentemente aumentando e facilitando
sua disseminagdo (CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012; FERREIRA et al.,
2016; ROCHA,; PINTO; BARBOSA, 2015). De acordo com a literatura, a variante
GES-1 hidrolisa apenas cefalosporinas. Essa e outras variantes desta enzima ja foram
descritas organizadas como genes cassetes em integrons de classe | e classe Il em
isolados de P. aeruginosa (CUZON et al., 2016; NAAS; DORTET,; IORGA, 2016;
NAAS; POIREL; NORDMANN, 2008). Os plasmideos IncP2 foram encontrados em
bactérias ambientais carregando determinante de tolerancia ao telurio (XIONG et al.,
2013). Além de apresentar genes de conjugacdo (TraV, TraB, TraG) e de particdo (ParA
e ParB), p1206/13 também apresentou diversos determinantes de viruléncia, incluindo
proteinas pil (PilT e PilG) que controlam a motilidade bem como a formag&o de pili e
biofilme tipo IV, e operon che, que € conhecido por ser essencial para a quimiotaxia de
flagelos em P. aeruginosa (BURROWS, 2012). Estes determinantes de viruléncia
também foram detectados em outros plasmideos IncP2 de P. aeruginosa [pBJ37
(BOTELHO et al., 2017) e pOZ176 (XIONG et al., 2013)]. No entanto, 0 operon mer,

presente nestes dois plasmideos, nédo foi detectado em p1206/13.
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De acordo com analise do resultado de MLST, os isolados P. aeruginosa 463/12
e P. aeruginosa 1206/13 pertenceram aos ST235 e ST1602, respectivamente (CACCI et
al., 2016; WRIGHT et al., 2015). ST235 é considerado um clone de alto risco (do
inglés, high-risk clone [HIRC]) disseminando ndo apenas os genes codificadores de
metalo-p-lactamases, mas também blactx-m-2, como foi determinado neste estudo. Por
outro lado, ST1602 foi recentemente caracterizado em dois isolados clinicos de P.
aeruginosa do Brasil (CACCI et al., 2016), sendo Pal1206/13 o primeiro relato de
isolado pertencente ao ST1602 produtor de ESBL (BALLABEN et al., 2019).

No presente estudo, blaivp-16 foi detectado no Unico isolado de P. putida, a qual
foi primeiramente encontrado no Brasil em 2004 (MENDES et al., 2004) e desde entéo
ndo houve outro relato similar no pais (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015). A
primeira IMP-1 em P. aeruginosa foi relatada em 1988 (WATANABE et al., 1991) no
Japdo, associada a integron de classe 1, localizado em um plasmideo conjugativo. Apos
isso, foi relatada em diversas outras espécies, mas possuindo, na maioria das vezes, um
clone especifico contribuindo para essa disseminacdo (HONG et al., 2015). Existem
poucos relatos na literatura de isolados de P. putida produtores de blaimp-iike, € de acordo
com o banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), até o
momento foram descritas 80 variantes desta metalo-beta-lactamase. Recentemente P.
putida produtor de blamme-ss € armA foi relatado na China. Os genes de resisténcia
estavam inseridos em mega plasmideo o qual foi completamente sequenciado (NUmero
de Acesso no GenBank KY883660.1) (YUAN et al., 2017). Isolados de P. putida séo
amplamente distribuidos na natureza, e comumente espalhados no solo e na agua, onde
contribuem para a decomposicdo de mdaltiplas toxinas organicas (XIANG et al., 2019).
O grupo P. putida é composto por varias espécies intimamente relacionadas (P. putida,
P. monteilii e P. mosselii) que vivem no solo e aguas superficiais como saprofitos
dentro de comunidades complexas (GOMILA et al., 2015). Embora pouco patogénicos
para humanos, essas bactérias podem ocasionalmente causar infecgdes agudas ou
crbnicas em pacientes imunocomprometidos. Assim, espécies como P. putida, P.
monteilii e P. mosselii sdo regularmente isoladas de amostras clinicas (LIAPIS et al.,
2019). Devido a resisténcia intrinseca dessas bactérias a muitos antibidticos e a sua
baixa viruléncia, isolados de P. putida hospitalar ndo eram de tanta importancia até o
momento. No entanto, a presenga de P. putida MDR no ambiente hospitalar é cada vez
mais relatada (OLIVER et al., 2015; RAPHAEL,; RILEY, 2017).
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Com resultados preliminares encontrados neste estudo, IMP-16 esta inserida em
integron de classe I, sendo o primeiro gene cassete. De acordo com a literatura, essas
enzimas sdo geralmente encontradas organizadas como gene cassete, associadas a
outros genes de resisténcia como, por exemplo, AMEs. Recentemente, foram
caracterizados diversos isolados de P. aeruginosa e P. putida produtores de blaimp-63.
Liapis e colaboradores (LIAPIS et al., 2019) determinaram diversidade de EGM, entre
eles integron de classe I, responsaveis pela disseminacdo desta metalo-beta-lactamase
em isolados clinicos na Europa. Além disso, 0s autores compararam todas as variantes

desta enzima, e IMP-16, detectada no presente estudo, se encontra destacada na Figura

4.

Figura 4: Filogenia das metalo-3-lactamases do tipo IMP
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Fonte: (LIAPIS et al., 2019).

O cladograma é baseado nas sequéncias de aminoacidos de 76 MBLs do tipo IMP depositadas no banco
de dados do NCBI (https://www.ncbi.nm.nih.gov). A construcdo do cladograma foi realizada pelo
método da maxima verossimilhanga, com 100 repeti¢des. Valores de bootstrap séo indicados ao lado de

cada ramificacdo. Nesta representacdo, o comprimento dos ramos € irrelevante da distancia evolutiva.

IMP-16 esta destacada.
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No presente estudo, entre os membros da Ordem Enterobacterales, mais de 30%
dos isolados de Klebsiella spp apresentaram blactx-v-s, @ qual foi relatada
primeiramente em isolados do Brasil, em 2000 (BONNET et al., 2000). Desde enté&o,
tem-se observado mais relatos deste alelo em amostras ambientais e animais de
producdo tanto no Brasil quanto em outros paises (AIZAWA et al., 2014; CASELLA et
al., 2015; DROPA et al., 2016; ELLER et al., 2014; FERREIRA et al.,, 2014;
KAWAMURA et al., 2014). Entretanto, mesmo que em casos esporadicos, ainda sim
existem relatos em amostras clinicas, no Brasil e em outros paises (GARCIA-
FULGUEIRAS et al.,, 2011; MINARINI et al.,, 2009; SENNATI et al., 2012).
Recentemente foi realizada revisdo sistematica pela qual pode-se determinar que as
variantes mais predominantes no Brasil s&o CTX-M-2 e CTX-M15, seguidas por CTX-
M-8, CTX-M-9 e CTX-M-59 (ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2015).

CTX-M-2 no presente estudo, foi identificado em 30% dos isolados de
Klebsiella sp. O sucesso da disseminagdo dos genes da familia CTX-M é fortemente
relacionado com a habilidade dos mesmos de serem mobilizados por estruturas
genéticas, em especial sequéncias de insercdo e integrons. O grupo das enzimas CTX-
M-2, em particular, sdo codificadas por genes frequentemente encontrados em integrons
de classe 1, associados a ISCR1 ou ISEcpl (CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN,
2012; KAYAMA et al., 2015; TOLEMAN; WALSH, 2011). Essas associagdes ja foram
relatadas em isolados brasileiros desde 2000, sendo encontrados tanto presentes em
plasmideos como no cromossomo bacteriano (CLIMACO; MINARINI; DA COSTA
DARINI, 2010; DROPA et al., 2015).

Outro gene encontrado nos isolados de K. pneumoniae do presente estudo foi
blakpc2. Entre as variantes desta enzima, KPC-2 e KPC-3 estdo entre as mais
prevalentes, possuindo relatos em diversos membros da ordem Enterobacterales
provenientes de varios paises. Em alguns paises em especifico sdo consideradas
endémicas, como por exemplo, norte dos Estados Unidos, Porto Rico, Colémbia,
Grécia, Italia, Israel e China (PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015). No Brasil,
blakpc-2 teve seu primeiro relato em 2006, em isolado de K. pneumoniae o qual também
era produtor de blactx-v-2 (MONTEIRO et al., 2009). Desde entdo, diversos trabalhos
relataram ndo somente K. pneumoniae produtora de KPC, mas também membros da
ordem Enterobacterales (ANDRADE et al., 2011; D’ALINCOURT CARVALHO-
ASSEF et al., 2010; DEL-PELOSO; BARROS; SANTOS, 2010; LEAO et al., 2011,
PEREIRA et al., 2013; SEKI et al., 2011; SILVA et al., 2015; TAVARES et al., 2014).
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A disseminacdo de blakpc-2 e blakec-z esta fortemente relacionada com isolados de K.
pneumoniae ST258. Além disso, plasmideos epidémicos (ex.: IncFIIk) presentes nessas
amostras, associados a EGM, como por exemplo, o Tn4401, tem papel significativo na
disseminacéo dessas carbapenemases (NAAS et al., 2008).

Durante o periodo de estudo (2007-2014), foi possivel observar que essas
bactérias apresentaram um padrdo semelhante no perfil de sensibilidade referente aos
beta-lactdmicos entre os anos de 2007-2012. Apenas 0s isolados referentes aos anos de
2013-2014 apresentaram modificacdo no perfil de sensibilidade em relacdo aos
carbapenémicos, sendo estes produtores de blakpc2. O isolado K. pneumoniae 93/13
também apresentou resisténcia aos carbapenémicos, no entanto, ndo foi produtor de
nenhuma carbapenemase pesquisada. Diante disso, podemos sugerir que o fendtipo
apresentado por esse isolado pode estar relacionado com outros mecanismos de
resisténcia ndo enzimaticos, como por exemplo, alteracdo de porinas, hiperexpressao de
bombas de efluxo (DU et al., 2018; PULZOVA; NAVRATILOVA; COMOR, 2016)

Os isolados K. pneumoniae 802/07, 931/07, 1012/11, 1180/11, 533/11
apresentaram resisténcia a cefoxitina. Nenhum destes apresentou nenhum gene que
pudesse explicar essa resisténcia, podendo ser sugerido que esse fendtipo de resisténcia
a cefoxitina est4 relacionado com outros mecanismos de resisténcia ndo enzimaticos
(DU et al., 2018).

Vinte determinantes de viruléncia foram investigados e todos os isolados
apresentaram mrkD (exceto K. pneumoniae 949/11), entB, iroD, fecIRA, ugE, wabG,
fimH e ureA. No entanto, apenas K. pneumoniae 655/14 também apresentou kfuBC, um
gene que tem sido associado com a capacidade da bactéria de causar infeccoes
invasivas. Além disso, ybtS também foi encontrado o qual é importante sistema de
sideroforos que desempenha papel fundamental na persisténcia e capacidade de
sobrevivéncia das bactérias no hospedeiro por meio da aquisicao de ferro. O gene clb
tambem foi detectado em quatro isolados e recentemente mostrou desempenhar papel
importante na caracterizagdo de isolados hipervirulentos de K. pneumoniae
(CERDEIRA et al., 2018). Em relagédo ao contexto virulento, a combinagdo dos genes
de viruléncia encontrados nos isolados do presente estudo parece corresponder ao
padrdo conhecido observado em isolados associados a infeccbes hospitalares.
Diferentemente do que é comumente encontrado em isolados de KPhv que causam
infeccOes invasivas, como abscesso hepatico e meningite (KU et al., 2017). Além disso,
ndo houve diferenca nos perfis de viruléncia entre os isolados produtores de CTX-M
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e/ou KPC. Normalmente, um isolado de KPhv possui pelo menos duas das seguintes
caracteristicas microbioldgicas: “string test” positivo, amplificagdo dos genes
rmpA/rmpA2 e/ou iuc e/ou ybtS e/ou clb (CERDEIRA et al., 2018). Embora os isolados
estudados ndo tenham apresentado caracteristicas especificas de uma bactéria causadora
de meningite que possam estar associados a sua capacidade de causar doenca, 0S genes
ybtS e clb foram encontrados entre os isolados estudados. Sabe-se que esses genes
normalmente sdo mobilizados pelo ICEKp, elemento genético moével mais comum
associado a viruléncia entre K. pneumoniae (LAM et al., 2018). De acordo com 0s
resultados obtidos apds a pesquisa dos determinantes de viruléncia entre os isolados do
estudo, é possivel sugerir que estes isolados ndo foram associados a infecgdes invasivas.
Ainda assim, outros estudos demonstraram que K. pneumoniae com o fen6tipo HV e os
genes rmpA/magA” (como o caso do isolado 949/11) foram capazes de causar
disseminacdo metastatica (ANDRADE et al., 2018; CUBERO et al., 2016; LIU et al.,
2014). Esses resultados reforcam a recente proposta sobre as caracteristicas de
hipermucoviscosidade e hiperviruléncia entre os isolados de K. pneumoniae.
Atualmente esses termos tém sido discutidos como iguais e complementares, ou seja, a
hipermucoviscosidade era sinénimo de hiperviruléncia (CATALAN-NAJERA;
GARZA-RAMOS; BARRIOS-CAMACHO, 2017). No entanto, para diferenciar K.
pneumoniae causadora de meningite de outras K. pneumoniae isoladas de diferentes
sitios infecciosos, tem sido demonstrado que sdo necessarios outros experimentos, tais
como, expressao de genes de viruléncia e sua correlacdo na capacidade dos isolados em
causarem infeccBes invasivas, assim como a pesquisa de possiveis novos determinantes
de viruléncia associados a esta mesma capacidade.

Assim, os resultados aqui apresentados demonstram a necessidade de continuar
investigando os determinantes de viruléncia entre os isolados de K. pneumoniae MDR
para correlaciona-los com a capacidade desses isolados de causar infec¢Ges invasivas.
Esses achados séo assustadores devido ao fato de que o tratamento dessas infeccdes ja
estd comprometido com a disseminacdo de isolados MDR e, combinado com o contexto

de viruléncia, pode representar uma ameaca ainda maior para a saude publica.

Isolados de Enterobacter sp fazem parte do grupo comumente chamando CESP
(Citrobacter, Enterobacter, Serratia e Providencia), composto por membros da ordem
Enterobacterales produtores de AmpC cromossdmica. Sabe-se que a hiperexpressao da
B-lactamase do tipo AmpC confere resisténcia as cefalosporinas de 32 geragdo
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(JACOBY, 2009). No entanto, apenas 1 isolado de E. cloacae apresentou
hiperexpressdo de AmpC pelo teste fenotipico. Além disso, o isolado K. aerogenes
1193/12 foi produtor de CTX-M-15, B-lactamase que esta mundialmente disseminada, e
assim como a variante CTX-M-2, também é uma das mais detectadas em isolados
brasileiros (ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016). Este mesmo isolado também foi
produtor de gnrB1, assim como 3 isolados de K. pneumoniae também coproduziram -
lactamases e variantes de gnr, corroborando com outros estudos 0s quais demonstraram
coproducdo destes genes, em diferentes isolados de membros da Ordem
Enterobacterales (FILIPPA et al., 2013; WEI et al., 2015). E conhecido que a presenca
de genes PMQR ndo conferem o fendtipo de resisténcia as quinolonas e sim a
diminuicdo de sensibilidade as mesmas. Em relagdo aos isolados de enterobactérias do
estudo (Klebsiella sp e Enterobacter sp), em ambos os géneros, mais de 85% dos
isolados apresentaram fendtipo de resisténcia a essa classe, e provavelmente um ou mais
mecanismos de resisténcia estdo envolvidos, tais como hiperexpresséo de bombas de
efluxo, diminuicdo de permeabilidade de membrana, e 0 mais comumente encontrado,

mutagdes cromossdmicas nos genes gyrA, gyrB, parC e parE (ALDRED et al., 2013).

Onze isolados HLAR foram selecionados para estudo mais aprofundado. Entre
os isolados de P. aeruginosa em nosso estudo, tanto aacA4 quanto aph(3')-11b (100%)
foram os genes AME mais prevalentes seguidos por aphA6 e aadA6, aadB, aadA2,
aadA7, strA e strB. Estudo publicado em 2013 demonstrou que entre 76 isolados de P.
aeruginosa de pacientes internados, quatro aminoglicosideos foram testados sendo a
amicacina a mais ativa contra os isolados (46%) seguida de tobramicina, gentamicina,
netilmicina e canamicina. Entre os 9 genes de AMEs detectados, o aph(3’)-1lb foi o
mais prevalente seguido pelo aacA4, aphAl, aadB, aadAl, aphA6 e aacCl. Estes
resultados demonstram a correlagéo entre o fenétipo e o gendtipo entre os isolados de A.
baumannii e P. aeruginosa (AGHAZADEH et al., 2013). Estudo recente investigou a
prevaléncia de genes AME em isolados de A. baumannii, onde as taxas de resisténcia
foram de 57,4%, 54%, 87,3%, 47,1% e 21,8% para gentamicina, amicacina, canamicina,
tobramicina e netilmicina, respectivamente (HASANI et al., 2016). Outro estudo com
75 isolados de A. baumannii de pacientes internados coletados entre novembro de 2010
e junho de 2011 foram investigados. Destes isolados, 71 eram resistentes a pelo menos
um dos aminoglicosideos testados e apresentavam um ou mais AMEs. Entre 0s
antibioticos testados, a canamicina apresentou a maior taxa de resisténcia (93%),
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seguida pela gentamicina (92%), amicacina (81,4%), tobramicina (69,3%) e netilmicina
(61,3%). Entre as AMEs detectadas, aphA6 foi a predominante seguida por aadB,
aacCl, aadAl, aphAl e aacA4 (AGHAZADEH et al., 2013).

Além disso, no presente estudo, apenas A. baumannii 143/11 apresentou
diminuicdo da CIM na presenga do inibidor PABN, sugerindo minimo envolvimento de
bombas de efluxo nos fendtipos de resisténcia aos aminoglicosideos entre os isolados
testados neste estudo (BALLABEN et al., 2018). Apesar deste resultado, outros estudos
ja demonstraram a importancia e influéncia da presenca de sistemas de bombas de
efluxo da familia RND a qual é conhecida por ser associada com isolados MDR de A.
baumannii (VENTER et al., 2015; YOON et al., 2015).
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6.0. Conclusdes

Genes codificadores de B-lactamases em enterobactérias foram frequentes

Genes codificadores de B-lactamases em A. baumannii foram frequentes e

sempre associados com localizagdo cromossdémica

Genes codificadores de p-lactamases em P. aeruginosa foram raros, mas todos
0s detectados tiveram importancia clinica-epidemioldgica por estarem em

plasmideos

Diferentes PMQR foram detectados apenas em isolados de K. pneumoniae e K.

aerogenes

Fendtipo de HLAR foi devido a presenca de 16S-RMTases conhecidas como
também pela associacdo de diferentes AMEs em isolados de enterobactérias e
BGN-NF

Sequenciamento do genoma completo foi essencial para elucidagédo da
associagdo de diferentes AMEs no fenétipo de HLAR

O envolvimento de bombas de efluxo no fenétipo de HLAR foi minimo em
BGN-NF

A arbecacina foi um bom marcador para a producdo de 16S-RMTases em

isolados tanto de enterobactérias quanto de BGN-NF

Determinantes de viruléncia encontrados entre isolados de K. pneumoniae foram

caracteristicos de isolados associados com infec¢des hospitalares
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