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RESUMO

SILVA, Q. M. Resisténcia bacte riana a antimicrobianos em uma comunidade remota da
Floresta Amazonica. 2017. 107 f Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2017.

O aparecimento e a disseminacdo de bactérias multi-resistentes estdo estreitamente
relacionados ao uso excessivo e inadequado de antimicrobianos em medicina
humana/veterinaria e na producdo animal. Entretanto, alguns estudos tém relatado a presenca
dessas bactérias em comunidades remotas com baixa ou minima exposicdo a antimicrobianos.
Assim, 0 objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de bactérias produtoras de -
lactamases adquiridas, mediadas por plasmideos, na microbiota Gram-negativa comensal de
humanos e animais domésticos de diferentes etnias indigenas na regido da Floresta
Amazonica, e elucidar o seu contexto genético. No més de margo de 2013 foram coletadas
amostras de fezes de individuos atendidos (n = 36) e funcionarios (n = 9) de um centro
assistencial em saude restrito a comunidades indigenas. Adicionalmente, no més de julho,
foram coletadas amostras de “swab” retal de animais de companhia (n = 20) da comunidade.
A identificacdo das espécies bacterianas foi feita por MALDI-TOF e a avaliagdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada pela técnica de Kirby-Bauer. A detec¢do de
genes de resisténcia e a determinacdo de filogrupos de E. coli foi feita por PCR. A
genotipagem dos isolados foi feita por ERIC-PCR e MLST. As avaliagbes de
transferibilidade, tamanho e grupos de incompatibilidade plasmidial (Inc) foram realizadas
por conjugacao e transformacdo, S1-PFGE e PBRT, respectivamente. Isolados representativos
de cada grupo clonal tiveram o genoma completo sequenciado. Surpreendentemente, foram
identificados 30 isolados de origem humana e cinco de origem animal apresentando
resisténcia a cefalosporinas e fluoroquinolonas. A presenca dos genes blargma (78,6%) >
blactx-m-15 (71,4%) > blact xm-14 (21,4%) > blactx-m-s € blagess (7,1% cada) foi confirmada
em 14 isolados (provenientes de 10 individuos), sendo a maioria identificada como E. coli
(70%). Adicionalmente, a presenca dos genes blacrx-m-14 (60%) > blarem-1 (40%) > blactx-m-2
e blacrxms (20% cada) foi confirmada em cinco cepas de E. coli isoladas de cédes. O
filogrupo D de E. coli foi predominantemente encontrado, tanto em isolados de humanos (n =
6) quanto de animais (n = 4). Foi observada relacdo clonal entre cinco isolados de E. coli de
humanos e trés de animais, e todos os isolados de K. pneumoniae foram representados por um
unico clone. A transferibilidade plasmidial foi observada em nove isolados carregando 0s
genes blargm, blacrx-m-1s, blacrx-m-14 € blacrx-m-s. O Inc mais encontrado foi IncF (n = 11),
classificado em seis replicons diferentes; seguido por Incll (n = 5), classificado no ST80 e
ST131; e IncL/M (n = 1), em plasmideos variando de 97-291 kb. O sequenciamento de
genoma completo permitiu a deteccdo de outros genes de resisténcia a - lactimicos e a outras
classes de antimicrobianos, bem como diversos genes de viruléncia. A presenga de genes
codificadores de ESBL e carbapenemase na microbiota comensal de individuos de uma
comunidade remota no Brasil € um resultado inédito que demonstra que a disseminacao de
um problema endémico em éreas urbanas para uma comunidade — em teoria — com baixa
exposicao a antibacterianos esta acontecendo, sendo que as fontes e/ou veiculos de aquisicdo
sdo dignas de investigacdo, para um controle epidemioldgico.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana. Enterobacteriaceae. ESBL. CTX-M. GES-5.
MLST. Plasmideos. Sequenciamento de genoma completo. Comunidade remota.



ABSTRACT

SILVA, Q. M. Antimicrobial resistance in a remote community in the Amazon Forest.
2017. 107 p. Ph.D. thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

Emergence and spread of multiresistant bacteria are closely related to antimicrobial misuse in
human and veterinary medicine and livestock. However, some studies have reported the
presence of these bacteria in remote communities with low or minimal exposure to
antimicrobials. Thus, the aim of this study was to investigate the presence of plasmid-
mediated B-lactamase in the commensal Gram-negative microbiota of humans and domestic
animals of different indigenous ethnic groups in the Amazon Forest region, and to elucidate
their genetic context. In March 2013, stool samples were collected from individuals attended
in a health care center restricted to indigenous communities (n = 36) and from their local staff
(n = 9). Additionally, in July 2013, rectal swab samples were collected from companion
animals (n = 20) in the community. Bacterial species identification was performed by
MALDI-TOF and antimicrobial susceptibility was assessed by the Kirby-Bauer technique.
Antimicrobial resistance genes and E. coli phylo-groups were detected by PCR. Clonal
relation among the isolates was investigated by ERIC-PCR and MLST. Plasmid mobility,
size, and incompatibility groups (Inc) were evaluated by conjugation and transformation, S1-
PFGE, and PBRT, respectively. Representative isolates of each clonal group were submitted
to whole genome sequencing. Surprisingly, 30 isolates from humans and five isolates from
animals have presented resistance to cephalosporins and fluoroquinolones. The presence of
blaTema (78.6%) > blactx.m-15 (71.4%) > blactx-m-14 (21.4%) > blactx-m-8, and blagess (1%
each) genes was confirmed in 14 isolates (from 10 individuals), most of them identified as E.
coli (70%). In addition, the presence of blactx-m-14 (60%) > blarem-1 (40%) > blacrx-m-2, and
blactx-m-s (20% each) genes was confirmed in five E. coli strains isolated from dogs. E. coli
phylo-group D was predominantly found in both human (n = 6) and animal (n = 4) isolates. A
clonal relationship was observed among five E. coli isolates from humans and three from
animals, and all K. pneumoniae isolates were represented by a single clone. Plasmid mobility
was observed in nine isolates harboring blarem-1, blacrx-m-1s, blactx-wm-14, and blactx-v-s
genes. IncF was the most prevalent Inc group (n = 11), classified in six different replicons;
followed by Incll (n = 5), assigned to ST80 and ST131; and IncL/M (n = 1), in plasmids
ranging from 97-291 kb. The whole genome sequencing allows the identification of other j-
lactam resistance genes and genes conferring resistance to other antimicrobial classes, as well
as several virulence genes. The presence of genes encoding ESBL and carbapenemase in the
commensal microbiota of individuals from a remote community in Brazil is an unprecedented
result. It demonstrates that the dissemination of an urban endemic problem to a community —
in theory — with low antimicrobial exposure is occurring. Therefore, the sources and/or
vehicles of acquisition are worthy of investigation in order to establish epidemiologic control
measures.

Keywords: Antimicrobial resistance. Enterobacteriaceae. ESBL. CTX-M. GES-5. MLST.
Plasmids. Whole genome sequencing. Remote community.
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1 INTRODUCAO

InfeccBes causadas por bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos sdéo um dos
principais problemas de salde publica no mundo. Essas bactérias estdo associadas a altas
taxas de morbidade e mortalidade e, também, a elevados custos hospitalares. O surgimento e a
dispersdo das mesmas estdo estreitamente relacionados ao uso excessivo e inadequado de
antimicrobianos nas praticas médica e veterinaria e na producdo animal (LYE et al., 2012;
SCHWABER et al., 2006).

Contudo, os antimicrobianos ndo agem apenas sobre bactérias patogénicas, mas
também sobre bactérias comensais, principalmente da microbiota intestinal. A pressao
seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos pode causar um significativo impacto na
microbiota intestinal, promovendo o desenvolvimento de bactérias multi-resistentes, bem
como diminuindo a resisténcia a colonizacdo por outras bactérias e propiciando a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia (MACFARLANE, 2014).

O intestino de humanos e animais € o principal reservatorio de bactérias multi-
resistentes. Essas bactérias podem permanecer nele de forma assintomética, por longos
periodos de tempo, e serem disseminadas no ambiente ou entre humanos e animais, por
transmissdo cruzada, sendo este um fator preponderante na ocorréncia de infecgdes
comunitarias (CARLET, 2012; WOERTHER et al., 2013a).

As bactérias gram-negativas, especialmente enterobactérias e ndo-fermentadoras, sao
as mais relacionadas a resisténcia antimicrobiana devido a diversidade de mecanismos de
resisténcia que apresentam e a facilidade de disseminacgdo de seus genes através de elementos
genéticos moveis, como plasmideos. A producdo de B-lactamases € o principal mecanismo de
resisténcia utilizado por essas bactérias (EL SALABI; WALSH; CHOUCHANI, 2013).

Apesar de terem sua ocorréncia na comunidade associada a pressao seletiva exercida
pelo uso de antimicrobianos (DIAS et al., 2012; LEISTNER et al., 2013; RAJAPANDIYAN
et al., 2014; WOERTHER et al., 2013a; WOLLHEIM et al.,, 2011), alguns estudos tém
relatado a presenga de bactérias produtoras de B-lactamases em comunidades remotas com
baixa ou minima exposicdo a antimicrobianos (BARTOLONI et al., 2004, 2009;
PALLECCHI etal., 2007; WOERTHER et al., 2010, 2013b)

Os mecanismos pelos quais essas bactérias apresentam esse fendtipo de resisténcia,
independentemente da pressao seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos, ainda ndo estao
bem elucidados. Portanto, a pesquisa de bactérias multi-resistentes e a compreensdo dos

mecanismos pelos quais elas se estabelecem em comunidades remotas, sdo fundamentais para
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0 estabelecimento de medidas de controle da disseminagdo da resisténcia nessas co munidades
e, também, para tracar estratégias de prevencdo do surgimento da resisténcia em outras

comunidades em condi¢des semelhantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Antimicrobianos p-lactamicos

Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, os B-lactamicos
tém sido as drogas mais utilizadas no tratamento de infec¢des bacterianas, especialmente por
apresentarem amplo espectro de acdo, atividade bactericida e uma grande margem de
seguranca (HUBSCHWERLEN, 2007; KOTRA; MOBASHERY, 1999). Estas drogas sdo
quimicamente caracterizadas pela presenca de um anel pB-lactdmico, que se liga
covalentemente a proteinas ligadoras de penicilina (PBPs — do inglés, penicillin-binding
proteins), modificando sua estrutura e impedindo sua fungdo. As PBPs atuam na sintese da
parede celular bacteriana, promovendo a ligacdo cruzada das cadeias de peptideoglicano.
Portanto, ao impedir a agao das PBPs, os - lactamicos impedem a formacgéo da parede celular,
causando a lise bacteriana (KONG; SCHNEPER; MATHEE, 2010; KOTRA; MOBASHERY,
1999).

Apesar de compartilharem uma estrutura € um mecanismo de a¢cdo em comum, 0S f3-
lactamicos sdo divididos em diferentes grupos de acordo com seus diferentes espectros de
acdo e estruturas quimicas adicionais. Estes diferentes grupos sdo classificados como
penicilinas, cefalosporinas, monobactimicos, carbapenémicos ¢ inibidores de B-lactamases
(MARTIN; KAYE, 2004; SUAREZ; GUDIOL, 2009), como apresentado na tabela 1. As
pequenas diferencas de estrutura quimica dentro de cada grupo sdo responsaveis por
modificar o espectro de acdo do antimicrobiano, a afinidade por determinados receptores ou a
resisténcia a B- lactamases (SUAREZ; GUDIOL, 2009), como mostrado na figura 1.

2.1.1 Penicilinas

As penicilinas sdo divididas em benzilpenicilinas (ou penicilinas naturais), penicilinas
resistentes as penicilinases, aminopenicilinas e penicilinas de amplo espectro. O uso clinico
das penicilinas teve inicio com a penicilina G (benzilpenicilina), principalmente para o
tratamento de infecgOes por estreptococos. Com o surgimento de cepas de Staphylococcus
spp. resistentes a penicilina G, foram produzidas derivadas semi-sintéticas resistentes as
penicilinases, das quais destacam-se a meticilina e a oxacilina (BUSH; BRADFORD, 2016).
De modo a estender a atividade das penicilinas as bactérias Gram-negativas, foram

introduzidas as aminopenicilinas (ativas contra enterobactérias) e as ureido-penicilinas e
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Grupo

Es pectro de acao

Antimicrobiano

Penicilinas

Benzilpenicilinas ou penicilinas naturais

Aminopenicilinas

Penicilinas resistentes as penicilinases

Penicilinas de amplo espectro

Combinadas com inibidores de B-lactamases

Reduzido

Gram-positivas e enterobactérias

Gram-positivas

Estafilococos, anaerdbios, enterobactérias e Pseudomonas spp.

S. aureus, enterobactérias, anaerobios produtores de B-lactamases,
H. influenzae e Moraxella catarrhalis produtoras de B-lactamases.
E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter spp., P.
aeruginosa, Serratia spp., Providencia spp., S. aureus oxacilina
sensivel e Bacteroides fragilis.

Cepas produtoras de B-lactamases, incluindo S. aureus, H.
influenzae, M. catarrhalis, E. coli, Proteus spp., Providencia spp.,
Klebsiella spp. e anaerobios; inativo contra P. aeruginosa ou
cepas de enterobactérias indutoras de B-lactamases.

S. aureus oxacilina sensivel, estreptococos, enterococos,
enterobactérias produtoras de B-lactamases, H. influenzae, N.

gonorrhoeae e M. catarrhalis.

Penicilina cristalina aquosa, penicilina G procaina,
penicilina G benzatina e penicilina V

Amoxicilina e ampicilina

Oxacilina, meticilina, cloxacilina, nafcilina e
dicloxacilina

Ureido-penicilinas: piperacilina, azlocilina, mezlocilina
Carboxipenicilinas: cabernicilina e ticarcilina

Amoxicilina/acido clavulanico

Ticarcilina/acido clavulanico

Ampicilina/sulbactam

Piperacilina/tazobactam

Fonte: Adaptada de Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2007; Suéarez; Gudiol, 2009.
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Grupo

Espectro de acao

Antimicrobiano

Cefalosporinas
Primeira geracao

Segunda geracdo

Terceira geragédo

Gram-positivas; atividade moderada contra E. coli, Proteus
mirabilis e K. pneumoniae adquiridos na comunidade

H. influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis,
Neisseria gonorrhoeae; aumento da atividade “in vitro” contra
algumas enterobactérias

S. pneumoniae, S. pyogenes e outros estreptococos; Gram-
negativas facultativas; atividade moderada contra os S. aureus
sensivel a oxacilina (com exceg¢do da ceftazidima); atividade

contra P. aeruginosa (somente a ceftazidima)

Cefalotina, cefazolina, cefalexina e cefadroxila

Cefoxitina (cefamicina), cefuroxima e cefaclor

Cefotaxima, ceftriaxona e ceftazidima

Quarta geracdo Gram-positivas, gram-negativas, incluindo Pseudomonas spp.; Cefepima
resisténcia a B-lactamases e pouco inducgdo dasua produgédo
Monobactamicos Enterobactérias Aztreonam

Carbapenémicos

Amplo espectro de acdo para uso eminfeccbes sistémicas; estaveis
a maioria das B-lactamases. Meropenem é mais ativo contra Gram-
negativas, enquanto imipenem apresenta atividade um pouco
superior contra Gram-positivas. Ertapenem ndo tem atividade

contra P. aeruginosa e A. baumannii.

Meropenem, imipenem e ertapenem

Fonte: Adaptada de Anvisa, 2007; Suarez; Gudiol, 2009.
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Figura 1 - Estrutura quimica dos B- lactamicos

Anel B-lactdmico + Anel secundario =  Nucleo do B-lactdimico >  Grupo antimicrobiano
o NH
R., 5
Aneltiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico ~ PENICILINAS
o© N
s
R- NH )
Anel dihidrotiacinico  Acido 7 a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
G’f; M MH
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-R Anel pirrolinico Carbapenémico CARBAPENEMICOS
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R —NH— R o i
Nenhum Monobactamico MONOBACTAMICOS
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R, ] ]
S A - ACIDO
) Anel oxazolidinico Clavamico CLAVULANICO*
S
]

*Todos os inibidores de p-lactamase utilizados na pratica (acido clavulanico, sulbactam e tazobactam) possuem
estrutura B-lactamica.

Fonte: Adaptada de Suérez; Gudiol, 2009.

carboxipenicilinas (com agdo adicional contra Pseudomonas spp.) (SUAREZ; GUDIOL,
2009). Entretanto, devido ao surgimento de P-lactamases, estas drogas sdo tém sido pouco
utilizadas como monoterapia, principalmente contra bactérias Gram-negativas (BUSH,;
BRADFORD, 2016).

2.1.2 Cefalosporinas

Em geral, as cefalosporinas séo classificadas em primeira-, segunda-, terceira-, quarta-
e quinta-geragéo, de acordo com sua atividade antibacteriana. As cefalosporinas de primeira-
geracdo apresentam boa atividade contra cocos Gram-positivos (com exce¢do de enterococos
e estafilococos meticilina-resistentes) e anaerodbios (com excecdo de Bacteroides fragilis), e
atividade moderada contra enterobactérias. As cefalosporinas de segunda-geracédo
diferenciam-se das cefalosporinas de primeira-geracdo por apresentar maior atividade contra
enterobactérias, como Klebsiella spp. e Proteus spp. As cefalosporinas de terceira-geracédo
tém atividade limitada contra cocos Gram-positivos, enquanto apresentam um amplo espectro
de acdo contra bacilos Gram-negativos. A ceftazidima, em particular, é utilizada com sucesso

no tratamento de infecgOes causadas por Pseudomonas aeruginosa. As cefalosporinas de
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quarta-geracdo apresentam maior atividade contra espécies de Enterobacter e Citrobacter que
sdo resistentes as cefalosporinas de terceira-geracdo (FERNANDES; AMADOR,;
PRUDENCIO, 2013). As cefalosporinas de quinta-geragdo foram introduzidas recentemente e
séo representadas pela ceftarolina e pela ceftolozane. A ceftarolina apresenta um espectro de
acao estendido contra Gram-positivos, incluindo Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus vancomicina-resistentes (VRSA — do inglés, vancomicin-
resistant Staphylococcus aureus) e Staphylococcus aureus meticilina-resistentes (MRSA — do
inglés, meticillin-resistant Staphylococcus aureus), e contra Gram-negativos como
Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis (BASSETTI et al., 2013). A ceftolozane, por
sua vez, é utilizada em combinacdo com o tazobactam para o tratamento de infeccGes graves
por Gram-negativos, especialmente por P. aeruginosa (BASSETTI et al., 2013; SUCHER et
al., 2015).

2.1.3 Carbapenémicos

Os carbapenémicos apresentam um amplo espectro de atividade contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo enterobactérias produtoras de PB-lactamases de
espectro estendido (ESBL — do inglés, extended-spectrum B-lactamase), o que os torna uma
importante op¢do para tratamento de infeccbes graves (BREILH et al, 2013; PAPP-
WALLACE et al., 2011). Atualmente, os carbapenémicos sdo representados por ertapenem,
imipenem, meropenem e doripenem. O imipenem possui eficacia contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, ndo-fermentadores e anaerdbios. O meropenem é mais potente que
0 imipenem contra enterobactérias; entretanto, possui atividade antimicrobiana bem menor
contra bactérias Gram-positivas. O doripenem apresenta potencial antimicrobiano semelhante
ao do meropenem, exceto pelo fato de ser mais potente contra bactérias Gram-negativas. O
ertapenem, por sua vez, difere dos outros carbapenémicos por ndo possuir atividade contra
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii (BREILH et al, 2013; BUSH,;
BRADFORD, 2016).

2.1.4 Monobactamicos

Os monobactdmicos apresentam atividade contra bactérias Gram-negativas, contudo
sdo suscetiveis as ESLBs das enterobactérias e ndo sdo completamente ativos contra P.

aeruginosa. Esses antimicrobianos ndo possuem atividade contra bactérias Gram-positivas e
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anaerobias. Atualmente, o Unico monobactamico disponivel para uso clinico é o aztreonam
(HUBSCHWERLEN, 2007; SUAREZ; GUDIOL, 2009).

2.1.5 Inibidores de B-lactamases

Os inibidores de B-lactamases sdo caracterizados por possuir uma alta afinidade por
essas enzimas, unindo-se a elas de forma irreversivel e, assim, permitindo a acdo do
antimicrobiano sobre a bactéria (SUAREZ; GUDIOL, 2009). Atualmente, os inibidores de -
lactamases utilizados na pratica clinica sdo &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam. O
acido clavulanico apresenta espectro de inibicdo contra penicilinases, ESBLs e, em menor
extensdo, contra carbapenemases, sendo utilizado em combinacdo com penicilinas e
cefalosporinas no tratamento de infeccbes causadas por enterobactérias. Em casos de
infeccOes causadas por P. aeruginosa, este inibidor é combinado com ticarcilina. Sulbactam e
tazobactam apresentam um espectro de atividade similar ao do acido clavulanico, com
atividade superior contra cefalosporinases. Por outro lado, o sulbactam possui menos
atividade contra penicilinases. O sulbactam é utilizado em combina¢do com ampicilina, para
uso geral, e em combinacdo com cefoperazona em tratamentos contra bactérias nao-
fermentadoras e anaerdbias. O tazobactam, por sua vez, € comumente utilizado em
combinacdo com piperacilina e, em casos de infeccBes por P. aeruginosa, € combinado com
cefoperazona (cefalosporina de terceira-geracdo) e ceftolozane (cefalosporina de quinta-
geracdo) (BUSH; BRADFORD, 2016).

2.2 Producéo de p-lactamases

A producdo de B-lactamases € o mecanismo de resisténcia mais comum contra
antimicrobianos p-lactamicos, em bactérias Gram-negativas (BONOMO, 2017). Estas
enzimas inativam o antimicrobiano através da hidrolise do anel B-lactdmico (ABRAHAM;
CHAIN, 1940). As pB-lactamases podem ser classificadas molecularmente, com base na
sequéncia de aminoacidos (AMBLER et al., 1991), ou funcionalmente, com base nos perfis
dos inibidores e dos substratos, correlacionando-as com o fendtipo apresentado nos isolados
(BUSH; JACOBY, 2010), como pode ser observado na tabela 2.
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Ambler  Bush-  Substrato Inibidor Enzimas representativas
Jacoby AC ou EDTA
TZB*
C 1 Cefalosporinas Nao Nao E. coli AmpC, P99, ACT-1,
CMY-2, FOX-1, MIR-1
le Cefalosporinas Néao Nao GC1, CMY-37
A 2a Penicilinas Sim Néao PC1
2b Penicilinas, cefalosporinas Sim Nao TEM-1, TEM-2, SHV-1
de espectro restrito
2be Cefalosporinas de espectro Sim Né&o TEM-3, SHV-2, CTX-M-
estendido, monobactamicos 15, PER-1, VEB-1
2br Penicilinas Néao Néao TEM-30, SHV-10
2ber Cefalosporinas de espectro Né&o Né&o TEM-50
estendido, monobactamicos
2c Carbenicilina Sim Nao PSE-1, CARB-3
2ce Carbenicilina, cefepima Sim Né&o RTG-4
D 2d Cloxacilina Variavel Nao OXA-1, OXA-10
2de Cefalosporinas de espectro Variavel Né&o OXA-11, OXA-15
estendido
2df Carbapenémicos Variavel Néao OXA-23, OXA-48
A 2e Cefalosporinas de espectro Sim Né&o CepA
estendido
2f Carbapenémicos Variavel Nao KPC-2, IMI-1, SME-1
B 3a Carbapenémicos Né&o Sim IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-
(B1, B3) 1
B (B2) 3b Carbapenémicos Né&o Sim L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1,

CphA, Sfh-1

*AC, acido clavulanico; TZB, tazobactam.
Fonte: Adaptada de Bush; Jacoby, 2010.

2.2.1 B-lactamases de espectro reduzido

2.2.1.1 Familias TEM e SHV

As B-lactamases de espectro reduzido das familias TEM e SHV sdo enzimas capazes

de hidrolisar penicilina e cefalosporinas de espectro restrito, como cefaloridina e cefalotina, e

sdo inibidas por acido clavulanico e tazobactam. Estas enzimas estdo classificadas no grupo

2b, de Bush-Jacoby, e na classe A, de Ambler. Elas séo representadas, principalmente, pelas

enzimas TEM-1, TEM-2, TEM-13 e SHV-1, codificadas por plasmideos (BUSH; JACOBY,
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2010; PATERSON; BONOMO, 2005). A enzima TEM-1 ¢ a B-lactamase mediada por
plasmideos mais encontrada em enterobactérias resistentes a ampicilina (GUTKIND et al.,
2013; PATERSON; BONOMO, 2005). Esta enzima foi descrita pela primeira vez em 1965,
em uma cepa de E. coli isolada de uma paciente em Atenas, na Grécia, chamada Temoneira
(por isso a nomenclatura TEM) (DATTA; KONTOMICHALOU, 1965).

Ja a enzima SHV-1 foi inicialmente descrita em K. pneumoniae e é cromossalmente
codificada pela vasta maioria das cepas desta espécie (BABINI; LIVERMORE, 2000;
LIVERMORE, 1995). Entretanto, a localizacdo plasmidial desta enzima também j& foi
constatada em cepas de K. pneumoniae e em outras enterobactérias (BARTHELEMY;
PEDUZZI; LABIA, 1988; MATTHEW,; HEDGES; SMITH, 1979; NUGENT, HEDGES,
1979). Apesar de apresentar um espectro de acdo similar ao de TEM-1, TEM-2 e TEM-13, a
SHV-1 se diferencia por possuir maior atividade hidrolitica contra ampicilina (BUSH,;
JACOBY; MEDEIROS, 1995). Além disso, isolados com hiper-producdo de SHV-1, mesmo
sem producdo de ESBLs ou AmpC, podem apresentar concentracdo inibitdria minima (CIM)
para ceftazidima de até 32 pug/mL (MIRO et al., 1998) e/ou resisténcia a combinagdes de B-
lactimicos com inibidores de B-lactamases (RICE et al., 2000).

Desde a descoberta de TEM-1, TEM-2, TEM-13 e SHV-1, novas B-lactamases de
espectro reduzido t€ém sido descritas, frequentemente durante a caracterizagdo de outras [3-
lactamases (BUSH; JACOBY, 2010).

2.2.1.2 Familia OXA

As B-lactamases de espectro reduzido da familia OXA sdo enzimas codificadas por
plasmideos, capazes de hidrolisar oxacilina e cloxacilina, e sdo fracamente inibidas por acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam. Estas enzimas estdo classificadas no grupo 2d, de Bush-
Jacoby, e na classe D, de Ambler, e tém como principal representante a enzima OXA-1
(BUSH; JACOBY, 2010; EVANS; AMYES, 2014; PATERSON; BONOMO, 2005). Uma
caracteristica peculiar da enzima OXA-1 é a sua capacidade de hidrolisar cefepima
(cefalosporina de quarta-geracdo) e apresentar atividade limitada contra ceftazidima
(cefalosporina de terceira-geracdo) (AUBERT et al., 2001; BOYLE et al., 2011; TORRES et
al., 2016). Além disso, 0 gene blapxa-1 tem sido encontrado em cepas produtoras de f-
lactamases de espectro estendido (ESBLS), o que confere resisténcia a combinagdes de [3-
lactimicos com inibidores de B- lactamases, dificultando o tratamento das infecgdes (KIIRU et
al.,, 2012; MACHADO et al., 2006; POIREL et al., 2011).
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2.2.2 B-lactamases de espectro estendido (ESBLS)

As ESBLs sédo enzimas capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira-,
segunda- e terceira-geracdo — e também de quarta geracdo, no caso das CTX-Ms —, e
aztreonam, e podem ser inibidas por acido clavulanico, sulbactam e tazobactam. Estas
enzimas estdo classificadas nos grupos 2be e 2de, de Bush-Jacoby, e nas classes A e D, de
Ambler (BUSH; JACOBY, 2010; PATERSON; BONOMO, 2005). As principais enzimas
representativas das ESBLs pertencem as familias TEM, SHV e CTX-M e, geralmente, séo
codificadas por genes localizados em grandes plasmideos (EL SALABI; WALSH,;
CHOUCHANI, 2013).

As ESBLs das familias TEM e SHV séo derivadas das enzimas TEM-1 e TEM-2, e
SHV-1, respectivamente. Essas enzimas se originarama partir de mutagdes de ponto na regiao
do sitio ativo, como resposta a pressao seletiva exercida pelo uso de cefalosporinas de
espectro estendido (PATERSON; BONOMO, 2005). A primeira descricdo de uma enzima
SHV com atividade de ESBL foi feita em 1983, na Alemanha, em um isolado de Klebsiella
ozaenae. Essa enzima se diferenciava de sua precursora, SHV-1, por um Unico aminoacido e
foi nomeada SHV-2 (KNOTHE et al., 1983). Ja em 1987, foi descrita a primeira ESBL do
tipo TEM, encontrada em um isolado de Klebsiella pneumoniae, na Franca. A enzima,
denominada TEM-3, se diferenciava de sua precursora, TEM-2, por duas substituicdes de
aminoacidos (SIROT et al., 1987; SOUGAKOFF et al., 1988).

Diferentemente das ESBLs das familias TEM e SHV, as enzimas da familia CTX-M
parecem ter se originado a partir da mobilizacdo de genes cromossomais de Kluyvera spp.
(CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012; PATERSON; BONOMO, 2005; POIREL;
KAMPFER; NORDMANN, 2002). O primeiro relato de ESBL do tipo CTX-M foi feito em
1989, em um isolado clinico de E. coli, em Munigue, Alemanha. A enzima conferia um
fendtipo de resisténcia a cefotaxima e susceptibilidade & ceftazidima, sendo denominada
CTX-M-1 (CTX como sigla para cefotaxima, M de Munique e 1 por ser a primeira)
(BAUERNFEIND; SCHWEIGHART; GRIMM, 1990). Logo em seguida, em 1990, foi feita a
primeira deteccdo de uma enzima CTX-M na América Latina — mais precisamente em Buenos
Aires, Argentina — em isolados clinicos de Salmonella sorotipo Typhimurium. Por
apresentarem um ponto isoelétrico diferente da enzima CTX-M-1, essas enzimas foram
denominadas CTX-M-2 (BAUERNFEIND et al., 1992).

Apesar dos primeiros relatos de CTX-M terem ocorrido em 1989 e 1990, somente nos

anos 2000 foi observada uma rapida evolugio e dispersio destas enzimas (CANTON;
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GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012). Atualmente, sdo conhecidas 172 variantes de CTX-M
(LAHEY, 2016), as quais estdo divididas em cinco grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9 e CTX-M-25. Esta divisdo € baseada nas similaridades das sequéncias de
aminoacidos, onde enzimas pertencentes a um mesmo grupo compartilham >94% de
identidade e enzimas pertencentes a grupos diferentes podem compartilhar <90% de
identidade (BONNET, 2004).

As variantes de CTX-M estdo mundialmente disseminadas e ja superam o namero de
ocorréncias de outros tipos de ESBLs, como TEM e SHV (D’ANDREA et al, 2013). A
disseminagdo destas enzimas ultrapassou a barreira dos ambientes hospitalares e atingiu
comunidade, animais de companhia, animais de producdo, animais selvagens e ambiente
(CONTE etal., 2017; EWERS et al.,, 2012; GUENTHER; EWERS; WIELER, 2011; MADEC
et al, 2017; TACAO; CORREIA; HENRIQUES, 2012; TROTT, 2013). Apesar de serem
reportadas em diversas espécies de bactérias Gram-negativas, as enzimas CTX-M estdo
presentes, principalmente, em cepas de E. coli e K. pneumoniae (WOODFORD; TURTON;
LIVERMORE, 2011). Em todo o0 mundo, CTX-M-14 (grupo 9) e CTX-M-15 (grupo 1) sdo as
variantes isoladas com mais frequéncia de humanos, animais e ambiente (LAHLAOUI; BEN
HAJ KHALIFA; BEN MOUSSA, 2014).

Acredita-se que um dos principais fatores responsaveis pela dispersdo global dessas
enzimas seja a relacdo de clones especificos com variantes de CTX-M, uma vez que estudos
utilizando a técnica de tipagem de sequéncias de multilocus (MLST — do inglés, multilocus
sequence typing) tém reportado enzimas CTX-M frequentemente relacionadas a poucos tipos
de sequéncia (STs), como, por exemplo, CTX-M-15 relacionada ao ST131 e CTX-M-14
relacionada ao ST38 de E. coli (DAMJANOVA et al, 2008; EWERS et al, 2014,
MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015; NICOLAS-CHANOINE et al, 2008;
WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011). Além disso, esses clones podem estar
super-representados entre cepas ndo produtoras de ESBL, facilitando a aquisicdo de genes
blacTx.m associados (CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012).

Outro fator crucial para o processo de disseminacdo é a colonizacdo do trato
gastrointestinal por enterobactérias produtoras de CTX-M. As infeccbes causadas por
bactérias produtoras de CTX-M, geralmente, sdo precedidas por colonizacdo do trato
gastrointestinal, que é considerado o principal reservatorio desses patdgenos. Uma vez
colonizados, estes individuos sdo considerados um importante veiculo de transmissdo na
comunidade e desempenham um papel fundamental na disseminacdo global, através das
viagens internacionais (KARANIKA et al., 2016; WOERTHER et al., 2013a).
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Adicionalmente, € muito comum que bactérias produtoras de CTX-M apresentem
resisténcia concomitante a outras classes de antimicrobianos, favorecendo o processo de co-
selecio e, assim, enriquecendo a microbiota intestinal com estas cepas (CANTON;
GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012). Os plasmideos que carreiam 0s genes blacrxw,
frequentemente, carreiam genes de resisténcia a fluoroquinolonas, como aac(6’)-lb-cr e
variantes de gnr e ogx (LIU et al., 2012, 2013; ZURFLUH et al., 2014). Os clones de alto-
risco associados a enzimas CTX-M também tém maior propensao a adquirir genes resisténcia
a aminoglicosideos, sulfametoxazol/trimetoprim e fosfomicina (CAN et al., 2015; CANTON;
GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012; OTEO et al, 2009). Da mesma forma, as enzimas
CTX-M podem estar associadas a outras B-lactamases, como oxacilinases e cefalosporinases
(DORTET etal., 2012; SEIFFERT et al., 2014).

Na América Latina, as taxas de infecgdes hospitalares e comunitarias causadas por
enterobactérias produtoras de ESBLs, especialmente CTX-M, tém aumentado desde o inicio
dos anos 2000. Interessantemente, a producéo de ESBLSs por E. coli e K. pneumoniae € maior
do que em outras regides do mundo (GUZMAN-BLANCO etal., 2014; SALLES et al., 2013;
VILLEGAS et al.,, 2011). Dados coletados entre 2004 e 2010 mostram que a frequéncia de
isolados de E. coli produtores de ESBLs foi maior no Chile, Equador, Guatemala, Honduras e
México (FERNANDEZ-CANIGIA; DOWZICKY, 2012; GALES et al., 2012; HAWSER et
al., 2012). Por outro lado, isolados de K. pneumoniae produtores de ESBLs foram mais
frequentes na Argentina, Brasil, Chile e Honduras (FERNANDEZ-CANIGIA; DOWZICKY,
2012; GALES et al., 2012). Entretanto, apesar das ESBLs serem descritas principalmente em
Klebsiella spp. e E. coli, elas também tém sido reportadas em outras enterobactérias, como
Citrobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Morganella spp., Salmonella spp. e
Enterobacter spp. (BRADFORD, 2001; MINARINI et al., 2007).

As ESBLs do tipo SHV (particularmente SHV-5 e SHV-12) foram altamente
prevalentes no México, Coldmbia e Brasil, de acordo com dados publicados entre 2005 e
2013 (GUZMAN-BLANCO et al., 2014). Em contrapartida, as enzimas CTX-M estdo
disseminadas na maioria dos paises latino-americanos. Em um estudo realizado entre 2008 e
2012, com amostras de K. pneumoniae isoladas de infecgdo intra-abdominal de 11 paises da
América Latina (Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Republica Dominicana, Equador,
Guatemala, México, Panam4, Porto Rico e Venezuela), CTX-M-15, CTX-M-2 e SHV-12
foram as ESBLs mais encontradas e amplamente disseminadas (KAZMIERCZAK et al.,
2015).
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Na Argentina, CTX-M-2 é uma variante endémica e, a partir de 2010, notou-se 0
surgimento da variante CTX-M-15, associada a clones pandémicos (ST131 de E. coli e ST11
de K. pneumoniae), e de variantes dos grupos CTX-M-8 e CTX-M-9 (SENNATI et al., 2012).
Em estudos realizados no Chaco Boliviano, com E. coli comensais isoladas de criancas
saudaveis no inicio dos anos 90, no inicio dos anos 2000 e em 2011, foi possivel observar um
drastico aumento (120 vezes desde o inicio dos anos 2000) na disseminacdo de enzimas CTX-
M, durante esse periodo. Além disso, foi observada uma mudanca de CTX-M-1 e CTX-M-9
como 0s grupos dominantes, para o grupo CTX-M-2 (BARTOLONI et al., 2013).

No Brasil, a primeira descricdo de producdo de ESBLSs em enterobactérias foi feita em
1997, em isolados clinicos de K. pneumoniae em S&o Paulo e Rio de Janeiro (GALES et al.,
1997). Ainda nesse mesmo ano, foram identificados isolados de E. coli e K. pneumoniae
produtores de ESBLs em 18 hospitais de quatro diferentes estados brasileiros (SADER et al.,
1997). No ano 2000 foi divulgado o primeiro estudo com caracterizacdo molecular de ESBLs
no Brasil. Foi identificada a variante CTX-M-2 e, pela primeira vez no mundo, a variante
CTX-M-8, em enterobactérias de diferentes espécies, isoladas de diferentes hospitais no Rio
de Janeiro (BONNET et al., 2000). Desde entdo, diferentes variantes de CTX-M tém sido
detectadas tanto em ambientes hospitalares quanto na comunidade. Seguindo o padrédo
epidemiologico mundial e latino-americano, E. coli e K. pneumoniae sdo as espécies mais
frequentemente associadas as enzimas CTX-M. As variantes CTX-M-2 e CTX-M-15 sdo as
variantes mais detectadas, seguidas de CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-59, principalmente na
regido sudeste do pais, que é a regido com maior frequéncia de variantes de CTX-M
(ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016).

2.2.3 AmpC

As B-lactamases do tipo AmpC sdo enzimas capazes de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas de até terceira-geragcdo, cefamicinas (como cefoxitina) e monobactamicos, mas
ndo sdo inibidas por &cido clavulanico ou tazobactam. A hidrdlise de cefalosporinas de
guarta-geracdo e de carbapenémicos também pode ser observada, mas em niveis muito
baixos, em casos de superproducdo da enzima. Essas enzimas estdo classificadas no grupo 1,
de Bush-Jacoby, e na classe C, de Ambler (BUSH; JACOBY, 2010; JACOBY, 2009).

As enzimas do tipo AmpC sdo amplamente distribuidas entre diversos géneros
bacterianos e podem ser mediadas por cromossomo ou plasmideo. AmpCs mediadas por

cromossomo tém sido descritas em Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Chromobacterium
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violaceum, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia spp., Hafnia alvei, Lysobacter
lactamgenus, Morganella morganii, Ochrobactrum anthropi, Proteus rettgeri, Providencia
stuartii, P. aeruginosa, Psychrobacter immobilis, Rhodobacter sphaeroides, Shigella spp., S.
marcescens, e Yersinia spp. (JACOBY, 2009; PHILIPPON; ARLET; JACOBY, 2002). Em
bactérias produtoras de AmpC cromossomal, a exposicdo a antimicrobianos B-lactamicos
pode induzir a superexpressdo destas enzimas, o que pode ser a causa de falhas no tratamento,
mesmo quando a bacteria apresenta susceptibilidade nos testes in vitro (HARRIS;
FERGUSON, 2012).

As enzimas AmpC mediadas por plasmideos podem ser classificadas em cinco grupos
diferentes, de acordo com sua origem genémica: i) o grupo proveniente de C. freundii,
representado pelas enzimas LAT e algumas enzimas do tipo CMY;; ii) 0 grupo proveniente de
Enterobacter spp., representado por MIR-1 e ACT-1; iii) o grupo proveniente de M.
morganii, representado por DHA-1 e DHA-2; iv) o grupo proveniente de H. alvei,
representado por AAC-1; e v) 0 grupo proveniente de Aeromonas spp., representado por
enzimas do tipo MOX, FOX e outras do tipo CMY (PHILIPPON; ARLET; JACOBY, 2002).
A enzima CMY-2, proveniente de C. freundii, ¢ a AmpC mediada por plasmideo mais
prevalente em todo o mundo (JACOBY, 2009), sendo encontrada em diferentes géneros
bacterianos, isolados de diferentes fontes e regibes geograficas (ALCALA et al., 2016;
HANSEN et al.,, 2016; MAC AOGAIN; ROGERS; CROWLEY, 2016; MOURA et al., 2017,
PEYMANI et al., 2016; ROCHA et al., 2015).

2.2.4 GES-5

A enzima GES-5 é uma carbapenemase classificada no grupo 2f, de Bush-Jacoby, e na
classe A, de Ambler (BUSH; JACOBY, 2010). Esta enzima €, geralmente, mediada por
plasmideos e tem capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
aztreonam (EL SALABI; WALSH; CHOUCHANI, 2013). A primeira descri¢cdo de GES-5 foi
feita em 2004, em Atenas, na Grécia, em um isolado clinico de E. coli (VOURLI et al., 2004).
Desde entdo, GES-5 tem sido descrita em isolados clinicos e ambientais de P. aeruginosa e
enterobactérias, em diversas regiées do mundo (BONNIN et al., 2017; MALKOCOGLU et
al,, 2017; MANAGEIRO et al., 2014; PICAO et al., 2009, 2010; WHITE et al., 2016).

No Brasil, a primeira descricdo de GES-5 foi feita em 2007, em isolados clinicos de P.
aeruginosa, em Séo Luis, Maranhdo (DA FONSECA et al., 2007). Nos anos seguintes, novos

registros de P. aeruginosa produtora de GES-5 foram feitos em hospitais da cidade de Sé&o



Paulo (FEHLBERG et al., 2012; PICAO et al., 2009; POLOTTO et al., 2012; RIZEK et al.,
2014; XAVIER et al, 2010). Em 2010, foi feito o primeiro relato de GES-5 em uma
enterobactéria, no Brasil. A enzima foi detectada em um isolado clinico de K. pneumoniae,
também na cidade de S&o Paulo (PICAO et al,, 2010). Em 2014, GES-5 foi identificada na
cidade e Porto Alegre, Rio Grande do Sul, em isolados de Kluyvera intermedia, de ambiente
hospitalar (RIBEIRO et al., 2014b), e em um isolado clinico de K. pneumoniae (RIBEIRO et
al., 2014a). Aléem dos ambientes hospitalares, GES-5 também foi encontrada em um
Enterobacter spp. isolado de amostra de agua de uma praia, no Rio de Janeiro (MONTEZZI
etal, 2015).

2.3 Plasmideos e a disseminacédo de genes codificadores de ESBLS

Plasmideos sdo moléculas de DNA dupla-fita extra-cromossomal, circulares ou
lineares, capazes de auto-replicacdo (LEPLAE et al., 2004). Apesar de ndo possuirem genes
essenciais para o crescimento das células hospedeiras em auséncia de estresse, eles possuem
mecanismos de auto-replicagdo que também controlam o numero de cdpias e asseguram sua
manutencdo durante a divisdo celular (NORDSTROM, 2006). A maioria dos plasmideos
carrega genes de resisténcia a antimicrobianos, os quais podem ser facilmente disseminados
até mesmo entre bactérias de géneros diferentes, através do processo de conjugacdo. Neste
processo, 0s plasmideos sdo transferidos pelo contato de uma célula doadora com uma célula
receptora através do pilus sexual ou de adesinas. Este processo ocorre gracas a uma
maquinaria conjugativa codificada por genes presentes nos proprios plasmideos.
Adicionalmente, esta maquinaria pode permitir a mobilizacdo de plasmideos néo-
conjugativos, entdo denominados plasmideos mobilizaveis (LAWLEY; FROST; WILKINS,
2004; SMILLIE et al., 2010; WO ZNIAK; WALDOR, 2010).

Os plasmideos conjugativos, geralmente, sdo plasmideos grandes (>40 kb), com
poucas copias (de um a poucos por célula) e carreiam 0S genes necessarios para a sua
replicacdo e particdo entre as células-filhas durante a divisdo da célula bacteriana. Por outro
lado, os plasmideos ndo-conjugativos sdo menores em tamanho, possuem maior nimero de
copias (10 a 20 por célula), dependem da maquinaria da célula bacteriana para sua replicacdo
e sdo distribuidos aleatoriamente entre as células-filhas durante a divisdo celular (HOLMES;
JOBLING, 1996). Frequentemente, multiplos genes de resisténcia a antimicrobianos sdo

carregados em um mesmo plasmideo, conferindo vantagem adaptativa a bactéria hospedeira.
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Esses plasmideos, comumente, sdo conjugativos e possuem mais de 50 kb (NORDSTROM,
2006).

Visto que os plasmideos sdo importantes veiculos de disseminacdo de genes de
resisténcia, os mesmos tém sido classificados em grupos de incompatibilidade plasmidial
(Inc), como uma forma de caracterizacdo epidemiol6gica. Plasmideos que compartilham os
mesmos controles de replicacdo (replicon) sdo considerados incompativeis (pertencem ao
mesmo Inc) e ndo podem permanecer na mesma linhagem celular (NOVICK, 1987).
Atualmente, sdo conhecidos 27 grupos de incompatibilidade plasmidial em enterobactérias,
dos quais os mais prevalentes sdo os das familias IncF, IncA/C, IncL/M, Incll, IncHI2 e
IncN. Estes plasmideos tém sido mundialmente descritos em bactérias de diferentes géneros e
fontes, sendo, portanto, considerados epidémicos. Além disso, eles estdo frequentemente
associados com genes de resisténcia especificos (CARATTOLI, 2009, 2013).

Plasmidios pertencentes a familia IncF sdo os principais responsaveis pela
disseminacdo dos genes blacrx-m-14 € blacrx-m-15 associado com blatem.1, blaoxa-1 € aac(6)-
Ib-cr (CARATTOLI, 2009, 2013). Estes plasmideos, geralmente, possuem baixo numero de
copias, variam de 50 a 200 kb em tamanho e possuem mais de um replicon (FII, FIA e FIB)
(CARATTOLI et al., 2008; HOPKINS et al., 2006; VILLA et al., 2010). Os plasmideos da
familia IncL/M estdo relacionados com a disseminacdo do gene blactxwm-3 ha Europa e na
Asia. A disseminagdo do gene blactx.v-1, €m isolados de origem humana e animal, tem sido
atribuida a plasmideos das familias IncN e Incl1. Além disso, Incll tem sido associado aos
genes blactx-m-1s € blacrx-m-3. Ja 0s plasmideos IncHI2 foram associados a disseminacdo dos
genes blacTx-m-o € blacrx-m-2 emamostras clinicas de humanos e animais, em paises da Europa
e da Asia. Os plasmideos da familia IncCA/C, por sua vez, ndo estdo fortemente associados a
disseminagdo de genes codificadores de ESBLs, embora ja tenham sido associados aos genes
blactx-m-2, blact x-m-3, blactx-m-14, blactx-m-15 € blactx-mss6, além de variantes de SHV e TEM
(CARATTOLI, 2009, 2011, 2013).

2.4 B-lactamases em comunidades remotas

A disseminagdo de - lactamases em ambientes hospitalares e em comunidades urbanas
tem sido frequentemente descrita e é atribuida, de modo geral, ao uso indiscriminado de
antimicrobianos em humanos e animais (ROCA et al, 2015; TANG;
APISARNTHANARAK; HSU, 2014). Entretanto, alguns estudos tém relatado a presenca de

bactérias produtoras de P-lactamases em comunidades remotas com baixa ou minima
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exposicdo a antimicrobianos (BARTOLONI et al., 2004, 2009; GRENET et al., 2004,
PALLECCHI etal., 2007; RUPPE et al., 2009; WOERTHER et al., 2010, 2013b).

Em 1999, um estudo realizado em uma regido remota da Bolivia, com minima
exposicdo a antimicrobianos, investigou a presenca de isolados de E. coli resistente a
antimicrobianos na microbiota comensal de 108 individuos de uma comunidade de indios
Guarani. Surpreendentemente, foi encontrado um alto indice de resisténcia a diferentes
antimicrobianos e dentre os genes identificados, foi detectado o gene codificador de B-
lactamase, blatem-1a €m 78 isolados. Dentre as hipoOteses levantadas para explicar tal
acontecimento, a mais provavel é a de que bactérias resistentes tenham sido introduzidas na
comunidade ap6s contato (mesmo que limitado) da sua populacdo com populagdes de outras
areas e, a partir de entdo, esses isolados foram facilmente disseminados devido as condicdes
precérias de higiene na comunidade. Quanto a manutencdo e a disseminagao desses isolados e
de seus determinantes genéticos, mesmo na auséncia de pressdo seletiva, as possiveis causas
sugeridas foram a exposicdo ambiental a organismos produtores de antimicrobianos e a
selecdo associada resultante da exposicdo a metais pesados (BARTOLONI etal., 2004).

Em um estudo realizado com indios Chayahuita de uma comunidade remota com
minima exposicdo a antimicrobianos, na Amazbnia peruana, 111 isolados de E. coli
provenientes de 82 individuos foram, também, avaliados quanto a sua resisténcia a
antimicrobianos. Assim como no estudo conduzido na Bolivia, foi observado um alto indice
de resisténcia a antimicrobianos de diferentes classes e 0 gene blatgwm-ike fOi detectado na
maioria dos isolados. A hipotese levantada foi a de que 0os minimos contatos com a area
urbana (por exemplo, viagens esporadicas e animais selvagens) poderiam ter introduzido
isolados resistentes e genes de resisténcia dentro dessa comunidade (BARTOLONI et al,,
2009).

Em estudo semelhante, realizado no Senegal, em 2009, foi observada pela primeira
vez a disseminacdo de enzimas do tipo CTX-M em comunidades remotas. Um clone de E.
coli produtora de CTX-M-15 foi encontrado na microbiota comensal de duas criancas
saudaveis que nunca tinham utilizado antimicrobianos. Nos dois isolados, 0 gene blacrx-m-15
foi detectado em associacdo com 0s genes blarem-1, blaoxa-1, aac(6’)-1b-cr e tet(A), em um
unico plasmideo possuindo um replicon maltiplo (IncFIA, IncFIB e IncFIl). Assim como nos
estudos anteriores, os autores concluiram que a introducéo e permanéncia do gene blacrx-m-15
na microbiota comensal desses individuos teria se dado, possivelmente, pelo minimo contato
que os habitantes dessa comunidade tinham com outras areas e com medicamentos alopéaticos
(RUPPE et al., 2009).
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J& em uma comunidade de indios Wayampis, localizados em uma regido remota da
Guiana Francesa, foram realizados estudos ao longo de 10 anos, a fim de avaliar a
disseminagdo da resisténcia a antimicrobianos em bactérias da microbiota comensal. O
primeiro estudo foi realizado em 2001, quando foram avaliadas amostras de fezes de 93
individuos. Semelhantemente aos estudos conduzidos em outras comunidades, foi encontrado
um alto indice de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos em bactérias Gram-
negativas, das quais trés isolados de E. coli, obtidos de trés individuos, apresentaram o gene
codificador de ESBL, blatems2. No mesmo periodo de estudo, havia a prevaléncia de
enterobactérias produtoras de ESBL no hospital em que a populacéo era hospitalizada, quando
necessario. Portanto, considerando que os individuos avaliados no estudo ndo haviam
ingerido antimicrobianos nem tinham sido hospitalizados ha pelo menos um ano e que, até o
momento, 0 gene blatevs2 havia sido descrito apenas em ambientes hospitalares, os autores
do estudo levantaram a hipdtese de que esta cepa, ou outra, carregando o gene, tenha sido
adquirida e disseminada na comunidade por individuos que ndo foram incluidos no estudo e
foram hospitalizados durante o ano anterior ao estudo (GRENET et al., 2004).

Cinco anos depois, a ocorréncia de ESBLs na microbiota intestinal dessa mesma
populacdo foi investigada novamente. O estudo foi realizado com 163 individuos, dos quais
50 ja haviam participado do estudo anterior. A producdo de ESBL foi observada em 14 cepas
de enterobactérias, isoladas de 13 individuos, apresentando os genes blacrx-m-2 (carregados
por plasmideos das familias Incll, IncFIB, IncHI1 e outros ndo tipaveis), blacrxwm-s
(carregado por plasmideo ndo tipavel) e blasyv-2 (carregado por plasmideos da familia Incll).
Em comparagdo com o estudo realizado em 2001, foi observado o surgimento de ESBLs do
tipo CTX-M, o que foi relacionado a provavel introducdo repetitiva de novas cepas e
plasmideos, bem como da disseminacdo entre individuos. Além disso, os autores também
reportaram que durante esse periodo, houve um consideravel aumento do consumo de
antimicrobianos pelos individuos dessa populacdo (WOERTHER et al., 2010).

Uma nova avaliagcdo foi feita nessa comunidade no ano de 2010, com 151 dos 163
individuos que participaram do estudo realizado em 2006, e com a participacdo de mais trés
voluntarios. Dessa vez, a prevaléncia de individuos portadores de enterobactérias produtoras
de ESBL foi menor (8/154) em comparacdo ao ultimo estudo realizado, provavelmente,
devido & diminuicdo do uso de antimicrobiano pela populacdo nesse periodo. Dos oito
individuos portadores de ESBLs, foram isoladas 13 cepas de E. coli apresentado os genes
blacTx-m1 (N = 6; carregado por plasmideos da familia Incll), blacrx-ms (n = 5; carregados

por plasmideos da familia Incl1 e por plasmideos nédo tipaveis) e blactx-m- (n = 2; carregados
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por plasmideos das familias IncFIB, Incll, IncHI2 e por plasmideos ndo tipaveis). Como
conclusdo, os autores mantiveram a hipotese ja sugerida nos estudos anteriores, de que cepas
produtoras de ESBLs tém sido constantemente introduzidas na comunidade a partir de areas
externas. Alem disso, eles destacaram a importancia dos plasmideos na disseminacdo de
genes de resisténcia entre cepas de E. coli da microbiota comensal dos individuos, visto que o
gene blacrx-m- foiencontrado em cepas ndo relacionadas, presentes em diferentes individuos,

portanto carregados por um unico grupo plasmidial (WOERTHER et al., 2013Db).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracterizar a produgéo de beta-lactamases na microbiota Gram-negativa comensal de
humanos e animais domésticos de uma comunidade indigena situada no interior do estado do

Amazonas, e estabelecer as correlagdes genéticas entre os isolados.

2.2 Objetivos especificos

Investigar a ocorréncia e a diversidade de bactérias Gram-negativas produtoras de

beta-lactamases na microbiota comensal de humanos e animais domésticos na

comunidade de estudo;

e Auvaliar os perfis fenotipico e genotipico dos isolados produtores de beta- lactamases;

e Auvaliar a diversidade clonal dos isolados resistentes e compara- los genotipicamente a
clones circulantes, pela técnica de Tipagem de Sequéncia Multi Locus;

e Avaliar a possivel transmissdo de bactérias produtoras de beta-lactamases entre
humanos e animais domésticos, atraves da analise e comparagdo dos perfis fenotipicos
e genotipicos dos isolados;

e Auvaliar a transferibilidade plasmidial dos genes codificadores de beta-lactamases,

pelas técnicas de conjugacgéo e transformacao;

e Caracterizar os plasmidios carreadores dos genes de resisténcia aos beta- lactamicos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Populagéo de estudo

A populagdo de estudo foi representada por individuos pertencentes a 12 etnias
indigenas (Baniwa, Baré, Daw, Hupda, Kuripaco, Piratapuya, Tariano, Tukano, Wanano,
Werequino, Yanomami e Yepa-Mahsd), habitando no municipio de S&o Gabriel da Cachoeira,
localizado na regido noroeste do estado do Amazonas — mais especificamente na bacia do
Alto Rio Negro — na fronteira com a Colombia e a Venezuela (Figura 2). O municipio possui
uma area de 109.183,434 km® e uma populacdo de 37.896 habitantes, dos quais 29.017
(76,6%) sdo indigenas, representando 23 etnias distintas (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010; SOARES, 2012).

Figura 2 - Mapa de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas
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Fonte: Adaptadé de Google Maps, 2017.

A cidade de Sao Gabriel da Cachoeira, sede do municipio, esta situada em uma regido
de dificil acesso, circundada por floresta, a 851,23 km de Manaus (IBGE, 2010; SOARES,
2012). A distancia, por navegacdo, entre a cidade de S&o Gabriel da Cachoeira e a
comunidade mais proxima — comunidade de Tunui-Cachoeira, no rio Icana — é de 200 km,
sequida da cidade de Santa lsabel do Rio Negro, a 280 km (FEDERACAO DAS
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ORGANIZACOES INDIGENAS DO RIO NEGRO, 2017). A (nica estrada existente nas
proximidades é a BR-307, que liga Sdo Gabriel da Cachoeira ao distrito de Cucui, na fronteira
com a Venezuela, a uma distdncia de 300 km. Entretanto, essa estrada € pouco utilizada
devido as mas condigdes de manutencdo da mesma. De modo geral, as Unicas formas de
acesso a cidade sdo por meio de avido ou barco. O transporte aéreo, todavia, é bastante
restrito, visto que depende de certa previsibilidade e compra antecipada de bilhetes. Dessa
forma, o trafego de pessoas e mercadorias se da, quase que exclusivamente, por navegacao no
Rio Negro (SOARES, 2012).

Na sede do municipio, as comunidades indigenas se distribuem, principalmente, nos
bairros mais periféricos (AMAZONENSE, 2013). Contudo, ndo ha distingdo significativa
entre a regiao central e a regido periférica da cidade, e a proximidade com floresta é igual para
ambas as regides (SOARES, 2012). Além do “ntcleo urbano”, também ha comunidades
indigenas distribuidas no distrito de lauareté e ao longo de rios que cortam o municipio, como
os rios Negro, Uaupés, Icana, Xie e Tiquie (AMAZONENSE, 2013; Figura 3). Além disso,
muitos individuos praticam uma ‘rotatividade habitacional” entre a cidade e as comunidades
rio acima e floresta adentro, onde tempos habitam na cidade e tempos habitam nessas
comunidades, e vice-versa (LEINER, 2014).

O abastecimento de &gua na sede do municipio é feito por dois sistemas distintos: i)
captacdo direta da agua do rio Negro e distribuicdo por meio de ligacbes domiciliares ou ii)
captacdo de agua através de perfuracdo de pocos artesianos, armazenamento em caixas d’agua
e distribuicdo em torneiras publicas, sem ligacGes domiciliares. Em ambos os sistemas de
captacdo, a dgua ndo recebe nenhum tratamento para tornd-la potavel. Alguns moradores
perfuram pocos particulares em seus proprios quintais e captam a d4gua da chuva para diversos
usos. Nas comunidades, a &gua € captada nos igarapés, nas nascentes de agua ou diretamente
do rio. Como ndo ha sistema de coleta e tratamento de esgotos, € comum a poluigdo dos
cursos d’agua que cortama cidade. Somente em uma via publica da sede do municipio ocorre
captacdo de esgotos por drenagem de aguas pluviais. Entretanto, esses efluentes sdo lancados
em igarapes e, posteriormente, desdguam no rio Negro, a montante do ponto de captacdo de
agua. Além disso, os residuos solidos coletados na cidade s&o langados, sem nenhum critério,
a beira de um igarape afluente do rio Negro (GIATTI, 2007).

A principal atividade no municipio é a agricultura de subsisténcia, caracterizada pelo
cultivo de mandioca, de outros tubérculos, de grdos e de frutas. A alimentacdo ¢é
complementada com frutas do mato e produtos de caca e pesca. Algumas familias criam

galinhas e porcos e, eventualmente, gado bovino. No entanto, na sede do municipio, a maioria
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dos produtos alimenticios é importada, uma vez que a producdo local ndo é suficiente para
suprir as necessidades da populacdo (MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO AGRARIO,
2009).

Figura 3 - Mapa de distribuicdo das etnias indigenas no municipio de Sdo Gabriel da

Cachoeira, Amazonas
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Fonte: Eloy; Lasmar, 2011.

Em relacdo ao sistema local de salde, ocorre uma mesclagem entre as praticas de
medicina tradicional da regido e a medicina ocidental, que é representada, principalmente,
pelo Hospital de Guarnicdo de Sdo Gabriel da Cachoeira (HGUSGC) e pela Casa de Apoio a
Saude Indigena (CASAI). O HGUSGC é uma unidade de salde do Exército Brasileiro que
presta atendimento ambulatorial e hospitalar de média complexidade. Ja a CASAI, presta
atendimento ambulatorial, em nivel de atencdo bésica de salde, para pacientes que se

localizam em aldeias isoladas no interior da floresta (comunicacédo pessoal).

3.2 Amostras biologicas

Frente ao achado de isolados bacterianos com perfil de multi-resisténcia em pacientes
internados no HGUSGC, no ano de 2012, o Capitdo Farmacéutico, chefe do Laboratorio de

Andlises Clinicas do HGuUSGC na época, solicitou autorizacdo para coleta de amostras de
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fezes de individuos atendidos na CASAI e de funcionarios da equipe técnica do local, a fim de
investigar a disseminacdo de bactérias com fenotipos de resisténcia preocupantes na
comunidade. Depois de obtida a autorizacdo, no més de marco de 2013 foram coletadas
amostras de 36 individuos atendidos na CASAI, sem sintomas de infeccdo intestinal,
pertencentes as etnias Baniwa (n = 6), Baré (n = 2), Daw (n = 1), Hupda (n = 6), Kuripaco (n
= 1), Piratapuya (n = 3), Tariano (n = 5), Tukano (n = 3), Wanano (nh = 1), Werequino (n = 1),
Yanomami (n = 1), Yepa-Mahsd (n = 4) e etnia ndo identificada (n = 2). Adicionalmente,
amostras de fezes foram coletadas de nove funcionarios da equipe técnica, também sem
sintomas de infeccdo intestinal, representados por seis individuos indigenas, das etnias Baré
(n=3) e Tukano (n = 3), e trés individuos ndo indigenas.

Além disso, foram coletadas amostras de swab retal de cdes (n = 18) e gatos (n = 2)
encontrados nas imediactes da CASAI, do HGuSGC e do CREAM (Centro de Referéncia
Especializada Ambulatorial), no més de julho de 2013. Uma semana ap0s a coleta, as
amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Resisténcia Bacteriana e Alternativas
Terapéuticas, do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il/Universidade de Sdo Paulo (ICB

[1/USP), em meio de transporte Stuart.

3.3 Triageme isolamento das bactérias Gram-negativas resistentes

As amostras, contidas em swab retal, foram transferidas para tubos de caldo BHI
(Brain Heart Infusion) e incubadas a 36 °C, por aproximadamente 18 horas. Em seguida,
essas amostras foram estriadas em placas de 4gar MacConkey suplementado com 1 pg/mL de
ceftriaxona (para selecdo de cepas resistentes a cefalosporinas), em placas de &gar
MacConkey suplementado com 16 pg/mL de 4acido nalidixico (para sele¢do de cepas
resistentes a quinolonas) e em placas de CHROMagar ESBL (para selecdo de cepas
produtoras de ESBL). As diferentes coldnias crescidas nas placas foram, entdo, selecionadas e
submetidas a teste de susceptibilidade antimicrobiana para avaliacdo do perfil fenotipico de

resisténcia.

3.4 Teste de susceptibilidade antimicrobiana e caracterizacdo fenotipica de ESBL e
AmpC

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pelo método qualitativo de Kirby-
Bauer (BAUER et al., 1966). Foram testados antimicrobianos da classe dos - lactdmicos com

inibidores de B-lactamases (amoxacilina/acido clavulanico), das cefalosporinas (cefoxitina,



cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima e cefepima), dos carbapenémicos (imipenem, ertapenem
e meropenem), das quinolonas (acido nalidixico e ciprofloxacina), dos aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina), das sulfas (sulfametoxazol/trimetoprim), das glicilciclinas
(tigeciclina) e das fosfomicinas (fosfomicina). Apds crescimento bacteriano em placas de agar
MacConkey por um periodo de 18 a 24 horas, uma Unica colonia de cada isolado foi
inoculada em caldo Mueller Hinton e incubada a 37 °C, sob agitacdo, até atingir turvacéao
equivalente a escala 0,5 de McFarland. Em seguida, as suspensdes bacterianas foram
semeadas em placas de agar Mueller-Hinton, com auxilio de swab estéril. Os discos de
antimicrobianos foram dispostos sobre as placas de forma a ja triar a producdo de ESBL e
AmpC. Para a triagem de isolados produtores de ESBL foi utilizado o método de disco
aproximacao (JARLIER et al., 1988), em que um disco de amoxacilina com acido clavulanico
(30 pg) foi colocado no centro das placas e discos de ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg),
ceftriaxona (30 pg) e cefepima (30 pg) foram dispostos a 2,5 cm de distincia do mesmo. A
triagem para producéo de AmpC foi feita pela disposicdo de um disco de ceftazidima (30 pg)
a 3 cm de distdncia de um disco de imipenem (10 pg). As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica, a 37 °C, por um periodo de 18 a 24 horas. Apos este periodo, foi realizada a
leitura dos halos de inibicdo e os resultados foram interpretados com base nos valores de
referéncia estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI,
2013), com excecdo de tigeciclina, cujos resultados foram interpretados de acordo com o
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST (EUCAST, 2014). A
producdo de ESBL foi considerada positiva quando houve aparecimento de uma zona
fantasma ou alargamento do halo de inibicdo da cefalosporina. Para avaliar a produgdo de
AmpC foi observado se houve achatamento do halo de inibicdo da ceftazidima por acédo do
imipenem (inibidor). A cepa de E. coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa referéncia para
controle de qualidade.

Os isolados que apresentaram perfil de resisténcia as quinolonas (sem perfil de
resisténcia a B-lactamicos) ndo foram submetidos as etapas seguintes de caracterizacdo, Vvisto

que serdo utilizados em um projeto de pesquisa de outro aluno de doutorado.

3.5 Identificacdo das espécies bacterianas

A identificacdo das espécies foi feita pela técnica de MALDI-TOF (Matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight), a qual gera impressdes espectrais de massa Unicas
para cada bactéria, permitindo diferencia- las (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).
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Apobs crescimento de 18 a 24 horas em placas de 4gar ¢ uma Unica colonia de cada
isolado foi selecionada com um palito de madeira e espalhada em uma fina camada sobre a
superficie de um poco de uma placa metalica condutora. Apds o preenchimento de todos 0s
pogos da placa com os isolados a serem testados, foi adicionado 1 pL da matriz de &cido a-
ciano-4-hidroxicindmico sobre cada poco, para cristalizacdo da amostra, e esperou-se secar a
temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi introduzida no espectrdmetro de massas
(MALDI Biotyper; Bruker Daltonik) e foi bombardeada com pulsos de laser curtos. Dentro do
aparelho, a matriz absorveu a energia do laser que permitiu a dessor¢do dos analitos, os quais
foram vaporizados e ionizados na fase gasosa. Estas moléculas foram aceleradas através de
um campo eletrostatico e ejetadas através de um tubo metalico de voo, o qual foi submetido a
um vacuo até que as moléculas alcancassem o detector. Os analitos foram, entéo, separados de
acordo com o seu tempo de voo (time-of-flight - TOF), que é dependente de sua massa (m) e
de sua carga (z), criando, assim, um espectro de massa composto por picos de massa/carga
com diferentes intensidades. A analise foi realizada pelo software MALDI Biotyper OC
versdo 3.1.66, comparando o espectro obtido com um banco de dados de espectros de
diferentes espécies bacterianas (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012). Para cada

isolado, foram analisadas trés preparacdes.

3.6 Extracdo de DNA gendmico para reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Todos os isolados que apresentaram perfil de resisténcia de interesse tiveram 0 DNA
gendbmico extraido pelo método de fervura, segundo Chapman et al. (2001) com
mod ificaces.

Apos crescimento de 18 a 24 horas em placas de dgar MacConkey, uma Unica colonia
de cada isolado foi inoculada em 3 mL de caldo BHI. Essa suspensdo foi mantida a 37 °C, por
18 a 24 horas, sob agitacdo. Em seguida, 1,5 mL de cada suspensdo foram centrifugados a
14.000 rpm (rotagbes por minuto), durante 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi pesado em balanca de alta precisdo. O sedimento foi resuspendido em agua
Mili-Q estéril, em volume equivalente ao seu peso multiplicado por 10, e incubado em banho-
seco a 100 °C, por 10 minutos, e, imediatamente depois, colocado em banho de gelo, por 5
minutos. Por fim, foi realizada centrifugacdo a 9.000 rpm, por 15 minutos, e 0 sobrenadante
(contendo o DNA gen6mico) foi transferido para um novo tubo e estocado em freezer a -20
°C.
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3.7 Identificacdo dos genes codificadores de ESBL pela técnica de PCR

Os isolados que apresentarem perfil fenotipico positivo para a producdo de ESBL,
foram avaliados quanto a presenca dos genes blargm, blasyy € blacrx-m (incluindo os grupos
blactx-m-1, blacrx-m-2, blacrx-m-s, blacrx-m-9 € a variante blacrx-mas). A presenca do gene
blacestype foi avaliada em um isolado que apresentou resisténcia a cefalosporinas e imipenem.
Os iniciadores utilizados sdo mostrados na tabela 3.

A amplificacdo dos genes alvo foi realizada em reag¢des de 25 pL contendo 100 ng de
DNA; tampdo de PCR 1X [Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de KCI] (Fermentas, USA), 2,5 mM de
MgCl, (Fermentas); 2 mM de cada dNTP (Fermentas); 0,05 uM de cada iniciador e 0,05 U/
uL de Taqg DNA polimerase (Fermentas).

As condicdes de amplificacdo foram as seguintes: 1) desnaturagéo inicial a 94 °C, por
5 minutos; 2) desnaturacdo a 94 °C, por 1 minuto; 3) anelamento com temperatura especifica
para cada iniciador, por 1 minuto; 4) extenséo a 72 °C, por 1 minuto; 5) repeticdo das etapas
2, 3 e 4, por 29 vezes; 6) extensdo final a 72 °C, por 5 minutos. Posteriormente, os produtos
da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampado TBE (Tris-
Borato-EDTA) 1X, a 90V (Volts). Foi utilizado um marcador de peso molecular de DNA 100
bp Plus (Thermo Fisher Scientific) e, também, controles positivos e negativos para cada gene,
a fim de validar as reacdes de PCR. As bandas de DNA foram coradas com GelRed™ Nucleic
Acid Stain (Biotium, Hayward, 2013) e visualizadas sob luz ultra-violeta (L-Pix, Loccus
Biotecnologia).

Para confirmacdo dos resultados positivos, os produtos de PCR foram encaminhados
para sequenciamento pelo método de Sanger. A purificacdo das amostras foi realizada com o
kit de purificagcdo illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare)
conforme recomendacg6es do fabricante. A concentracdo de DNA purificado foi avaliada em
gel de agarose a 2%, utilizando o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen). Em seguida, os amplicons foram enviados para sequenciamento no Centro de
Pesquisas sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco (CEGH-CEL) da USP. A analise das
sequéncias foi realizada através de alinhamento de nucleotideos utilizando a ferramenta online
BLAST.



Tabela 3 - Iniciadores especificos para genes de resisténcia codificadores de ESBL

Grupo Sequéncia do iniciador (5°-3’) Pb*  T(°C)** Referéncia
blatem F: CGWGTCGCCCTTATTCCT 839 55 DROPA, 2012
R: CCAAWGCTTAATCAGTGAG
blasyy F: ATGCGTTATATTCGCCTGTG 860 58 SPANU et al., 2002
R: GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG
blacrxm F: CGCTTTGCGATGTGCAG 550 49 BONNET et al., 2001
R: ACCCGCGATATCGTTGGT
blactxm1  F: GGTTAAAAAATCACTGCGTC 542 55 GARREC et al., 2011
R: TTGGTGACGATTTTAGCCGC
blacrxm2 F: GACTCAGAGCATTCGCCGC 870 55 DROPA et al., 2015
R: TCAGAAACCGYGGGTTACGA
blacrxms F: GATGAGACATCGCGTTAAG 861 60 DROPA et al., 2015
R: GGTGACGATTTTCGCGGCA
blacrxme F: ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 833 55 GARREC et al., 2011
R: CCCTTCGGCGATGATTCT
blacrxm1s F:CACACGTGGAATTTAGGGACT 995 56 MUZAHEED et al., 2008
R: GCCGTCTAAGGCGATAAACA
blagestype F:CTATTACTGGCAGGGATCG 594 53 MONTEIRO et al., 2012

R: CCTCTCAATGGTGTGGGT

*Pb, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.

3.8 Determinacéo dos filogrupos de E. coli
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Os isolados de E. coli encontrados neste estudo foram submetidos a reagOes de PCR

para avaliar a presenca ou auséncia dos genes chuA, yjaA e do fragmento de DNA TspE4.C2,
e assim classifica-los em diferentes filogrupos de viruléncia (CLERMONT; BONACORSI;
BINGEN, 2000). O preparo das reacOes, as condicbes de amplificacdo e a corrida de

eletroforese foram realizadas como descrito no item 3.7. Os iniciadores utilizados sdo

mostrados na tabela 4.

Tabela 4 - Iniciadores utilizados para determinacdo dos filogrupos de E. coli (continua)

Gene alvo  Sequéncia do iniciador (5°-3”) Pb* T (°C)** Referéncia

chuA F: GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 (CLERMONT; BONACORSI;
R: TGCCGCCAGTACCAAAGACA BINGEN, 2000)

yjaA F: TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 (CLERMONT; BONACORSI;

R: ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

BINGEN, 2000)

*Ph, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.
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Tabela 4 — Iniciadores utilizados para determinagéo dos filogrupos de E. coli (continuacédo)

Gene alvo  Sequéncia do iniciador (5°-3°) Pb* T (°C)**  Referéncia
TspE4.C2  F: GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 59 (CLERMONT; BONACORSI;
R: CGCGCCAACAAAGTATTACG BINGEN, 2000)

*Ph, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.

Figura 4 - Representacdo esquematica da determinacédo dos filogrupos de E. coli
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Fonte: Clermont; Bonacorsi; Bingen, 2000.

3.9 Genotipage m dos isolados por ERIC-PCR

Os perfis genotipicos dos isolados de E. coli e K. pneumoniae foram determinados
pela técnica de Sequéncias Repetitivas de Consenso Intergénico em Enterobactérias (do
inglés, Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequence — ERIC-PCR), que consiste
na amplificacdo de regides conservadas do DNA de enterobactérias. A amplificacdo dessas
regibes foi feita por PCR, a partr de um marcador especifico (5°-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC-3") (AYDIN etal., 2007).

As condicOes de amplificacdo foram as seguintes: 1) desnaturacdo inicial a 94 °C, por
10 minutos; 2) desnaturacdo a 94 °C, por 1 minuto; 3) anelamento a 52 °C, por 1 minuto; 4)
extensdo a 72 °C, por 1 minuto; 5) repeticdo das etapas 2, 3 e 4, por 29 vezes; 6) extensao

final a 72 °C, por 16 minutos. Posteriormente, os produtos da PCR foram submetidos a
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eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em tampdo TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X, a 90V
(Volts), por 90 minutos. Foi utilizado um marcador de peso molecular de DNA 100 bp Plus
(Thermo Fisher Scientific) dos dois lados do gel. As bandas de DNA foram coradas com
GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium, Hayward, 2013) e visualizadas sob luz ultra-violeta
(L-Pix, Loccus Biotecnologia). Os padrdes de bandas gerados foram analisados pelo software
Bionumerics versdo 6.6 (Applied Maths, St-Martens-Latern, Bélgica). Os dendrogramas
foram construidos com metodo UPGMA e coeficiente Dice, com 0,5% de otimizacdo e

tolerancia de 1,5%, para os isolados de E. coli, e 3,4%, para os isolados de K. pneumoniae.

3.10 Genotipage m por tipagem de sequéncias de multilocus (MLST)

A genotipagem pela técnica de tipagem de sequéncias de multilocus (do inglés,
multilocus sequence typing) foi realizada para os isolados de E. coli, K. pneumoniae, E.
asburiae e E. kobei. A técnica consiste na caracterizacdo genotipica dos isolados a partir do
sequenciamento de genes conservados de cada espécie bacteriana, onde diferentes sequéncias
sdo classificadas como diferentes alelos (URWIN; MAIDEN, 2003).

Foram amplificados sete genes conservados de E. coli, K. pneumoniae e Enterobacter
cloacae (complexo E. cloacae, que inclui E. asburiae e E. kobei), utilizando iniciadores e
condicbes de amplificacdo descritos nos respectivos websites, com algumas adaptacGes nas
temperaturas de anelamento (Tabelas 5, 6 e 7). A amplificagdo dos genes foi realizada em
reacfes de 50 uL contendo as mesmas propor¢oes de reagentes ¢ de DNA previamente
descritas no item 3.7. As condicdes de amplificacdo, a corrida de eletroforese e a purificacéo
dos produtos de PCR também foram realizadas conforme descrito neste mesmo item. Os
amplicons foram sequenciados, pelo método de Sanger, no Centro de Pesquisas sobre o
Genoma Humano e Células- Tronco (CEGH-CEL) da USP e na empresa Genomic Engenharia

Molecular.

Tabela 5 - Iniciadores utilizados para genotipagem de E. coli por MLST (continua)

Gene Proteinacodificada Sequéncia dos iniciadores (5°-3”) Pb* T(°C)**
adk adenilato quinase F:ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 583 62,5

R: CCGTCAACTTTCGCGTATTT
fumC fumarato hidratase F: TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 806 62,5

R: GTACGCAGCGAAAAAGATTC

*Ph, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.
Fonte: Adaptada de Wirth et al., 2006.
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Tabela 5 - Iniciadores utilizados para genotipagem de E. coli por MLST (continuag&o)

Gene Proteinacodificada Sequéncia dos iniciadores (5°-3”) Pb* T(°C)**

gyrB subunidade B da DNA girase F: TCGGCGACACGGATGACGGC 911 62,5
R: ATCAGGCCTTCACGCGCATC

icd  isocitrato/isopropilmalato desidrogenase F: ATGGAAAGTAAAGTAGTITGTTCCGGC 878 62,5
R: GGACGCAGCAGGATCTGTT

mdh malato desidrogenase F: AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 932 62,5
R: CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT

purA adenilosuccinato desidrogenase F: CGCGCTGATGAAAGAGATGA 816 62,5
R: CATACGGTAAGCCACGCAGA

recA proteina de ligagdo de ATP/GTP F: CGCATTCGCTTTACCCTGACC 780 62,5

R: TCGTCGAAATCTACGGACCGGA

*Pb, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.
Fonte: Adaptada de Wirth et al., 2006.

Tabela 6 - Iniciadores utilizados para genotipagem de K. pneumoniae por MLST

Gene Proteinacodificada Sequéncia dos iniciadores (5°-3”) Pb* T(°C)**

gapA gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase F: TGAAATATGACTCCACTCACGG 662 60
R: CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT

infB  fator de iniciacdo da traducéo F: CTCGCTGCTGGACTATATTCG 462 50
R: CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC

mdh malato desidrogenase F: CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 756 50
R: CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG

pgi  fosfoglicose isomerase F: GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 566 50
R: CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT

phoE fosforina E F: ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 602 50
R: TGATCAGAACTGGTAGGTGAT

rpoB subunidade beta da RNA polimerase F: GGCGAAATGGCW GAGAACCA 1075 50
R: GAGTCTTCGAAGTTGTAACC

tonB transdutor de energia periplas mico F: CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 539 48

R: ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG

*Ph, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.
Fonte: Adaptada de Diancourt et al., 2005.

Tabela 7 - Iniciadores utilizados para genotipagem de E. asburiae e E. kobei (complexo E.
cloacae) por MLST (continua)

Gene Proteinacodificada Sequéncia dos iniciadores (5°-3”) Pb* T(°C)**

dnaA iniciador da replicagdo cromossomal F: AYAACCCGCTGTTCCTBTATGGCGGCAC 1151 58
R: KGCCAGCGCCATCGCCATCTGACGCGG

*Ph, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.
Fonte: Adaptada de Miyoshi-Akiyama et al., 2013.
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Tabela 7 - Iniciadores utilizados para genotipagem de E. asburiae e E. kobei (complexo E.
cloacae) por MLST (continuacgéo)

Gene Proteinacodificada Sequéncia dos iniciadores (5°-3”) Pb* T(°C)**
fusA fator Gde elongacéo F: TCGCGTTCGTTAACAAAATGGACCGTAT 906 58
R: TCGCCAGACGGCCCAGAGCCAGACCCAT
gyrB subunidade B da DNA girase F: TCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAA 1153 58
R: GCAGAACCGCCCGCGGAGTCCCCTTCCA
leuS leucil-tRNA sintetase F: GATCARCTSCCGGTKATCCTGCCGGAAG 845 60
R: ATAGCCGCAATTGCGGTATTGAAGGTCT
pyrG CTP sintase F:AYCCBGAYGTBATTGCRCAYMAGGCGAT 535 60

R: GCRCGRATYTCVCCCTSHTCGTCCCAGC

rpIB  proteina ribossomal 50S subunidade F: GTAAACCGACATCTCCGGGTCGTCGCCA 746 55
L2 R: ACCTTTGGTCTGAACGCCCCACGGAGTT

rpoB subunidade beta da RNA polimerase F: AAAAACGTATTCGTAAGGATTTTGGTAA 944 55
R: CCAGCAGATCCAGGCTCAGCTCCATGTT

*Pb, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.
Fonte: Adaptada de Miyoshi-Akiyama et al., 2013.

A anélise das sequéncias foi realizada através do software BioEdit e a determinagéo
dos alelos foi feita através da comparagdo com sequéncias depositadas nos bancos de dados
dos websites correspondentes & cada espécie analisada. A combinacdo dos alelos e a
determinacdo dos tipos de sequéncia (ST) foi feita pelos prdoprios websites. Isolados de E. coli
que apresentaram algum alelo com sequéncia diferente das ja depositadas no banco de dados
foram classificados como ST desconhecido. Esses isolados tiveram seu genoma completo
sequenciado e, posteriormente, os dados do sequenciamento foram submetidos ao website

EnteroBase para determinacdo do namero do novo alelo e defini¢do do novo ST.

3.11 Extracdo de DNA plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada pelo método de lise alcalina, descrito por
Birnboim & Doly (BIMBOIM; DOLY, 1979), com algumas modificacbes propostas pela
Prof. Dra. Rosa Maria Silva (Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP). Uma Unica
colénia de cada isolado foi inoculada em 3 mL de caldo TSB (caldo Soja Tripticaseina) e
incubada a 37 °C, por 16 a 20 horas, sem agitacdo. Aliquotas de 1 mL de cada suspenséo
foram submetidas a centrifugacdo a 12.000 rpm, por 3 minutos, os sobrenadantes foram
removidos e os sedimentos foram ressuspensos em 100 pL da solugdo | (2 mg/mL de
lisozima, 2% de glicose, 10 mM de EDTA, 25 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 1 mg/mL de
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RNAse). Apos 30 minutos de incubagdo em banho de gelo, foram adicionados 200 pL da
solucédo I1 (0,2 N de NaOH e 1% de SDS), as suspens@es foram homogeneizadas por inversdo
e mantidas em banho de gelo por 7 minutos. Em seguida, foram adicionados 150 pL da
solucdo 11l (3 M de acetato de sodio, pH 4,8), as suspensdes foram homogeneizadas por
inversdo e mantidas em banho de gelo por 1 hora e 30 minutos, para precipitacdo do DNA
cromossdmico. Apds esse periodo, as suspensdes foram centrifugadas a 12.000 rpm, durante
10 minutos, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e adicionou-se 1 mL de
etanol gelado, homogeneizando por inversdo, para precipitagdo do DNA plasmidial. Apds
incubacdo a -20 °C, por uma noite, as suspensdes foram centrifugadas a 12.000 rpm, por 10
minutos, e os sedimentos foram ressuspensos em 100 pL da solugdo IV (100 mM de acetato
de sodio, pH 8,0). O DNA plasmidial foi novamente precipitado, por adicdo de 200 pL de
etanol gelado e incubagéo a -20 °C por uma noite. Por fim, foi realizada nova centrifugacéo a
12.000 rpm, por 10 minutos, os sobrenadantes foram descartados e 0s sedimentos foram secos
e ressuspensos em 20 pl de agua Mili-Q estéril. As extracdes foram mantidas em geladeira (4
— 8 °C) durante a noite, para melhor eluicio do DNA plasmidial, e, posteriormente,

armazenadas a -20 °C.

3.12 Mobilizacio dos genes de resisténcia
3.12.1 Conjugacao

Os ensaios de conjugacdo foram feitos com a finalidade de averiguar a presenca de
plasmideos conjugativos. Foram utilizadas como cepas receptoras E. coli J53 azida resistente
(para os isolados lactose negativos), E. coli C600 estreptomicina resistente, mutantes de E.
coli C600 azida resistentes e E. coli HB101 azida resistente (para os isolados lactose
positivos). As cepas doadoras e receptoras foram incubadas em caldo TSB por 4 horas, a 37
°C, e, emseguida, foram preparadas suspensdes de 3:1:1 (receptora:doadora:meio) e de 1:10
(doadora:receptora). Essas suspensfes foram mantidas a temperatura ambiente e a 37 °C, por
um periodo de 18 horas, sem agitacdo. ApOs esse periodo, uma aliquota de 100 puL de cada
mistura foi inoculada emplacas de agar McConkey com 2 pg/mL de ceftriaxona e 200 pg/mL
de azida (para suspensbes com E. coli J53, E. coli C600 e E. coli HB10lazida resistente
como receptoras) ou em placas de agar McConkey com 2 pg/mL de ceftriaxona e 2 mg/mL de
estreptomicina (para suspensdes com E. coli C600 estreptomicina resistente como receptora).

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C, por 24 a 48 horas. As col6nias que cresceram



53

nas placas foram selecionadas e submetidas a antibiograma e a PCR para confirmagdo da
transferéncia dos genes de resisténcia. No antibiograma, além dos antibidticos testados

previamente nas cepas selvagens, foram testados estreptomicina, tobramicina e tetraciclina.

3.12.2 Preparo de células eletrocompetentes e transformacéo por eletroporacao

Para o preparo das células eletrocompetentes, uma Unica colonia de E. coli DH5a foi
inoculada em 2 mL de caldo LB (Luria Bertani) e incubada a 37 °C, por 18 a 24 horas, sob
agitacdo. Apds este periodo, o inculo foi transferido para 50 mL de caldo LB e mantido a 37
°C, sob agitacdo, até atingir uma densidade 6tica (DOgoonm) de 0,6 a 0,8. A cultura bacteriana
foi resfriada em gelo por 15 minutos e, em seguida, centrifugada a 8.000 rpm, por 10 minutos,
a 4 °C. O sedimento foi ressuspenso em 50 mL de agua Mili-Q estéril gelada e este processo
de lavagem foi repetido mais duas vezes. Em seguida, o sedimento foi lavado com glicerol
10% gelado, ressuspenso em 5 mL de glicerol 10% gelado e distribuido em aliquotas de 40
uL, em microtubos. As células foram armazenadas a -80 °C e, no momento do uso, foram
descongeladas em gelo.

As transformagdes foram feitas pela adigdo de 10 uL de DNA plasmidial (dos isolados
que ndo apresentaram resultados positivos na conjugacdo) a 40 pL de células
eletrocompetentes. Estas misturas de células e DNA foram transferidas para cubetas de
eletroporacdo de 2 mm e submetidas a um choque elétrico de 2,5 kV (Eppendorf®
Electroporator 2510). Logo em seguida, as células foram transferidas para 1 mL de caldo LB
e incubadas a 37 °C, por 1 hora e 30 minutos, sob agitagdo. Apos este periodo, 100 pL de
cada suspensao foram plaqueados em agar LB suplementado com 2 pg/mL de cefiriaxona e
eméagar LB sem antimicrobiano (controle positivo de crescimento). As placas foram mantidas

emestufa, a 37 °C, por 18 a 24 horas.

3.12.3 Preparo de células termocompetentes e transformacao por choque térmico

Para o preparo das células termocompetentes, uma Unica colonia de E. coli DH5a foi
inoculada em 3 mL de caldo LB (Luria Bertani) e incubada a 37 °C, por 18 a 24 horas, sob
agitacdo. Apos este periodo, 200 pL desta cultura foram inoculados em 20 mL de caldo LB
(diluicdo 1:100) e esta suspensdo foi mantida a 37 °C, sob agitacdo, até atingir uma DO ggomm
de 0,2 a 0,4. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada a 4.000 rpm, por 15 minutos, a4 °C. O

sedimento foi ressuspenso em 9 mL, com tamp&o CaCl, 0,1 M, e mantido no gelo por 1 hora



e 30 minutos. Foi realizada uma nova centrifugagao a 4.000 rpm, por 15 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 900 pL de CaCl, 0,1 M e 90 uL
de glicerol 10% gelado. As células foram distribuidas em microtubos, em aliquotas de 50 uL,
mantidas em gelo por 30 minutos, e, por fim, armazenadas a -80 °C até 0 momento do uso.

As transformacdes foram feitas pela adicdo de 2 pL de DN A plasmidial (dos isolados
que ndo apresentaram resultados positivos na conjugacdo) a 50 pL de células competentes.
Estas misturas de células e DNA foram incubadas em gelo por 30 minutos, posteriormente
inseridas em banho-maria por 30 segundos, a 42 °C e, imediatamente, inseridas em gelo, por
2 minutos. Em seguida, as células foram transferidas para 800 puL de caldo LB e incubadas a
37 °C, por 1 hora e 30 minutos, sob agitagdo. Apds este periodo, 100 pL de cada suspensao
foram plaqueados em agar LB suplementado com 2 pg/mL de ceftriaxona € em agar LB sem
antimicrobiano (controle positivo de crescimento). As placas foram mantidas em estufa, a 37
°C, por 18 a 24 horas.

3.13 Andlise de tamanho plasmidial
3.13.1 Preparo dos plugs

A extracdo do DNA plasmidial a partir de plugs de agarose foi feita de acordo com
Dropa (2006).

Os isolados foram cultivados em 30 mL de caldo LB, por 18 a 24 horas, a 37 °C. Ap0s
esse tempo, a cultura foi centrifugada a 5.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em 1 mL de tampdo TE I (Tris-HCI 10mM, pH
7,5, EDTA 1mM, pH 8,0) e transferidas para microtubos de 1,5 mL, os quais foram
centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, as células foram ressuspensas em 400
uL de tampdo TE 1 e, deste volume, 80 pL foram adicionados a 320 pL de agarose de baixo
ponto de fusdo (low melting) a 1%, numa temperatura de 55 a 60 °C. Os moldes para a
confeccdo dos plugs foram, entdo preenchidos e incubados a 4 °C, por 15 minutos, para
solidificacdo.

Apobs serem retirados dos moldes, os plugs foram inseridos em 5 mL de uma solugéo
de lise (EDTA 50 mM, pH 8,0; Tris-HCI150 mM, pH 7,5; SDS 1%, sarkosyl 1%, proteinase K
120 pg/mL), em tubos do tipo Falcon®, e incubados a 55 °C, por 2 horas. ApGs esse periodo,
o0s plugs foram lavados duas vezes em 10 mL de 4gua miliQ e quatro vezes em 10 mL de TE

I, em intervalos de 15 minutos, a 55 °C. Apoés a ultima lavagem, os plugs foram transferidos
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para um microtubo de 1,5 mL, contendo 1 mL de TE I, e mantidos a 4 °C até 0 momento do

uso.

3.13.2 S1-PFGE

A técnica de S1-PFGE foi realizada de acordo Dropa (2012), adaptada de Barton,
Harding e Zuccarelli (1995) e Mshana et al. (2009).

A linearizacdo dos plasmideos foi realizada através da digestdo dos plugs com a
enzima S1 nuclease (Thermo Fisher Scientific Inc, USA). Foram utilizadas 10 U da enzima
por plug em um volume de 350 puL do tampdo da enzima (fornecido pelo fabricante). A
digestdo ocorreu durante 45 minutos, a 37 °C, e logo em seguida os plugs foram transferidos
para um novo microtubo contendo tampéo TE I.

Apos a digestdo, os plugs foram inseridos em um gel de agarose a 1% e submetidos a
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), em solugéo de tampdo TBE 0,5X (Tris-borato
45 mM, EDTA dissédico 1 mM, pH 8,0) com adicdo de tiouréia 100 mM, utilizando o
aparelho Chef Mapper (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). O marcador de peso molecular
utilizado foi o Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs, USA). A corrida da
eletroforese foi realizada com voltagem de 6 VV/cm, com intervalos de pulsos de 1 segundo a
40 segundos, a 14 °C, durante 20 horas.

Por fim, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio 1 ug/mL, por 1 hora, e
visualizado em luz ultravioleta (Epi Chemi Il Darkroom, UVP Bioimaging Systems). O
tamanho plasmidial foi avaliado por comparacdo com as bandas do marcador de peso

molecular.

3.14 Anélise dos grupos de incompatibilidade plasmidial

A classificacdo dos plasmideos em grupos de incompatibilidade foi feita de acordo
com a técnica de tipagem de replicon plasmidial (PBRT — PCR-Based Replicon Typing),
desenvolvida por Carattoli et al. (2005). Foram realizadas reacdes simples de PCR para cada
um dos 18 grupos de incompatibilidade (A/C, B/O, FIA, FIB, FIC, FllAs, Frepp, HIL, HI2, 11,
K, UM, N, P, T, W, X e Y) descritos por Carattoli et al. (2005), utilizando os iniciadores
mostrados na tabela 8. As reagcdes de PCR foram preparadas com DNA plasmidial (para as

cepas transconjugantes) ou gendmico (para as cepas selvagens), como descrito no item 3.7.
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As condicdes de amplificacdo e a corrida de eletroforese também foram realizadas conforme

descrito neste mesmo item.

Tabela 8 - Iniciadores utilizados para identificacdo dos grupos de incompatibilidade
plasmidial (continua)

Grupo de Sequéncia dos iniciadores (5°-3”) Sitioalvo Pb* T (°C)**

Incompati bilidade

AlC A/CF: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA repA 465 60
A/CR: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT

B/O K/B F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC RNAI 159 60
B/O R: TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA

FIA FIAF: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG iterons 462 60
FIA R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG

FIB FIBF: GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG repA 702 60
FIBR: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT

FIC FIC F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG repA2 262 60
FICR: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT

FllAs FIIAs F: CTGTCGTAAGCTGATGGC repA 270 60
FIIAs R: CTCTGCCACAAACTTCAGC

FrepB Frepe F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG RNAl/repA 270 52
Frepe R: GAAGATCAGTCACACCATCC

HI1 HI1F: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC parA-parB 471 60
HI1 R: TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA

HI2 HI2F: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC iterons 644 60
HI2 R: GGCTCACTACCGTTGTCATCCT

11 11 F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA RNAI 139 60
11 R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT

K K/B F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC RNAI 160 60
K R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA

UM L/M F: GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG repA,B,C 785 60
L/M R: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG

N NF: GTCTAACGAGCTTACCGAAG repA 559 60
N R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC

P PF: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA iterons 534 60
P R: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC

T TF: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT repA 750 60

TR: CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC

*Ph, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.
Fonte: Carattoliet al., 2005.
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Tabela 8 - Iniciadores utilizados para identificacdo dos grupos de incompatibilidade
plasmidial (continuacéo)

Grupo de Sequéncia dos iniciadores (5°-3°) Sitioalvo Pb* T (°C)**
Incompatibilidade

w W F: CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG repA 242 60
W R: GGTGCGCGGCATAGAACCGT

X XF:AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT ori Y 376 60
X R: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC

Y Y F: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG repA 765 60

Y R: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT

*Ph, pares de bases; **T(°C), temperatura de anelamento emgraus Celsius.
Fonte: Carattoliet al., 2005.

3.15 Sequenciame nto de genoma completo

O sequenciamento de genoma completo foi feito para cepas representativas de cada
grupo clonal. A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando o kit PureLink™ Quick
Gel Extraction & PCR Purification Combo (Life Technologies, Carlsbad, CA), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. A qualidade e a concentracdo das amostras de DNA foram,
inicialmente, avaliadas por eletroforese em gel de agarose a 1% e por espectrofotometria no
aparelho DeNovix DS-11 (DeNovix Inc., Wilmington, USA). Posteriormente, a quantificacdo
e a avaliagdo da integridade das amostras foram feitas pelo fluorometro Qubit® 2.0 (Life
Technologies, Carlsbad, CA), utilizando o kit Qubit® dsDNA HS Assay (Life Technologies,
Carlsbad, CA), conforme recomendacdes do fabricante. As amostras foram diluidas a uma
concentracdo de 2 ng/uL e armazenadas em geladeira até o momento de preparacdo das
bibliotecas.

As bibliotecas do tipo paired-end foram preparadas com o kit Nextera XT DNA
Library Preparation (Illumina Inc., Cambridge, UK) de acordo com o protocolo do fabricante
(Nextera® XT DNA Library Prep Reference Guide; Document 15031942 v01). Esta etapa
consiste na fragmentacdo enzimatica do DNA e na ligacdo de adaptadores aos fragmentos
gerados. Apos a preparacdo, a quantificacdo e a qualidade das bibliotecas foi avaliada pelo
sistema Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). O
sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério de Investigagdo e Analise de
Genomas (Genome Investigation and Analysis Laboratory - GENIAL), do Centro de
Facilidades para a Pesquisa (CEFAP) da USP, utilizando as plataformas Illumina MiSeq (300
pb) e Hlumina NextSeq (75 pb).
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Apobs 0 sequenciamento, as sequéncias geradas foram submetidas a montagem de novo
(sem alinhamento a um genoma de referéncia) através dos programas de montagem SP Ades
versdo 3.7.0 e Velvet versdo 1.2.10, para as sequéncias geradas pelas plataformas Illumina
MiSeq e lllumina NextSeq, respectivamente. Em seguida, as sequéncias montadas foram
submetidas a anotacdo automatica pela ferramenta NCBI Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline (PGAP) versdo 3.2. As sequéncias também foram submetidas as ferramentas online
MLST 1.8, ResFinder 2.1, PlasmidFinder 1.3, SerotypeFinder 1.1 e VirulenceFinder 1.5, para
predicdo de ST, genes de resisténcia, grupo de incompatibilidade plasmidial, sorotipo e genes
de viruléncia, respectivamente.

Os isolados que foram classificados nos grupos de incompatibilidade plasmidial F ou
I1 foram, posteriormente, submetidos a ferramenta online pMLST 1.4 para determinagdo do
ST plasmidial. A determina¢do do pMLST de plasmideos do IncF é feita através da formula
FAB (FII, FIA, FIB), onde cada replicon é caracterizado por um tipo de alelo e um namero de
identificacdo, como em uma formula de sorotipo (CARATTOLI et al.,, 2014; VILLA et al.,
2010). De modo diferente, 0 pMLST de plasmideos do tipo Incll é determinado pela
combinacdo de alelos dos genes ardA (enzima de modificagcdo de restricdo do tipo 1), pilL
(biogénese de pilus do tipo 1V), repll (replicase), sogS (DNA primase) e trbA (manutengéo e
transferéncia de plasmideo) (CARATTOLI et al, 2014; GARCIA-FERNANDEZ et al,
2008).

Em casos de isolados que ndo tiveram grupo de incompatibilidade plasmidial
identificado, foi feito um alinhamento da sequéncia de cada um contra si mesma, pelo
programa Geneious v.R9 (Biomatters Ltd, New Zealand), a fim juntar o contig (sequéncia de
DNA obtida pela juncdo de diversas reads) contendo o gene de interesse com outros contigs.
A sequéncia obtida a partir dessa juncdo foi, entdo, submetida ao programa BLASTN, que
promove o alinhamento de uma sequéncia de nucleotideos contra um banco de dados de
nucleotideos. Apo6s a obtencdo dos resultados, foram escolhidos os melhores alinhamentos
(com maiores porcentagens de identidade e cobertura) e foi verificado se essas sequéncias
pertenciam a plasmideo ou cromossomo, de modo a definir se 0 gene em questdo estd

localizado em plasmideo ou cromossomo.
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4 RESULTADOS

Das 36 amostras coletadas dos individuos atendidos na CASAI, 19 (52,8%)
apresentaram isolados com fendtipo de resisténcia de interesse no antibiograma. Dentre estas
amostras, foram encontrados isolados de diferentes espécies bacterianas, ou até mesmo da
mesma espécie, com perfis de resisténcia distintos, totalizando 29 isolados com perfil
fenotipico de interesse. Como perfis fenotipicos de interesse foram encontrados: producdo de
ESBL (n = 4), resisténcia a quinolonas (n = 14), produgédo de ESBL + resisténcia a quinolonas
(n = 10) e resisténcia a cefalosporinas + carbapenémico + quinolonas (n = 1). Tais isolados
foram encontrados em individuos de nove etnias (Baniwa, Baré, Hupda, Piratapuya, Tariano,
Tukano, Werequino, Yanomami e Yepa-Mahsd), de ambos os sexos, com faixa etaria
variando de sete meses a 80 anos. Das nove amostras coletadas da equipe técnica, apenas uma
(11,1%) apresentou perfil de resisténcia (resisténcia a quinolonas; Tabela 9). Dentre as 20
amostras de origem animal, foram encontrados isolados resistentes apenas em cinco caes
(25%). Os perfis de resisténcia de interesse encontrados foram: produgdo de ESBL (n = 3) e
producdo de ESBL + resisténcia a quinolonas (n = 2; Tabela 10). Ndo foi observado perfil
fenotipico de produgcdo de AmpC em nenhum dos isolados.

Entre os isolados de origem humana, os antimicrobianos que apresentaram as maiores
taxas de resisténcia foram sulfametoxazol/trimetoprim e ciprofloxacina [89,7% (26/29) cada],
seguidos por acido nalidixico [86,2% (25/29)], gentamicina [62,1% (18/29)], cefotaxima
[51,7% (15/29)], ceftriaxona [48,3% (14/29)], amoxacilina/acido clavulanico [41,4% (12/29)],
ceftazidima [34,5% (10/29)] e cefepima [20,7% (6/29)]. Ja4 os isolados de origem animal
apresentaram 0s maiores indices de resisténcia contra ceftriaxona e cefotaxima [100% (5/5)
cada], seguidos por amoxacilina/acido clavulanico, cefepima, acido nalidixico, ciprofloxacina
e sulfametoxazol/trimetoprim [60% (3/5) cada]. Nenhum isolado apresentou resisténcia a
fosfomicina (Tabela 11).

Quanto as especies bacterianas, entre os 30 isolados de origem humana foram
encontradas cinco espécies bacterianas diferentes, sendo E. coli a mais prevalente (70,0%),
seguida por K. pneumoniae (16,7%), Morganella morganii (6,7%), Enterobacter kobei (3,3%)
e Enterobacter asburiae (3,3%; Tabela 9). Entre os isolados de origem animal, E. coli foi a
Unica espécie bacteriana isolada (Tabela 10).

Dentre os 14 isolados de origem humana com perfil fenotipico positivo para ESBL, 0
gene codificador de ESBL mais prevalente foi blactx-m-15 [71,4% (10/14)], seguido por
blactx-m-14 [21,4% (3/14)] e blacTx-ms [7,1% (1/14)]. O gene blatgw também foi encontrado



Tabela 9 - Caracterizacdo epidemiol6gica e fenotipica dos isolados resistentes de individuos atendidos e da equipe técnica da CASAI (continua)

ID do Sexo Idade Etnia Isolado Espécie Perfil de resisténciaaos antimicrobianos* Fenotipo
Paciente de ESBL
BL-1-01 Masculino 1ano Tariano BL-1-01 (1)  Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT -
BL-1-05 Feminino 2anos  Baniwa BL-1-05(2)  Escherichia coli CRO, CTX +
BL-1-05(3) Klebsiella pneumoniae  AMC, CAZ, CPM, CRO, CTX, NAL, CIP, GEN, SUT +
BL-1-09 Feminino 27 anos Baniwa BL-1-09(2) Escherichia coli CRO, CTX, SUT +
BL-11-01 Masculino 68 anos Yepa-Mahsd BL-11-01 (1) Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT -
BL-11-03 Feminino 43 anos Piratapuya BL-11-03 (2) Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT -
BL-11-04 Masculino 47 anos Hupda BL-11-04 (1) Morganella morganii  AMC, NAL, CIP, SUT, TIG -
BL-11-04 (2) Morganella morganii AMC, CAZ, CRO, CTX, IPM, NAL, CIP, GEN, SUT -
BL-11-04 (3) Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT -
BL-11-05 Masculino 71 anos Baré BL-11-05 (2) Escherichia coli NAL, CIP, SUT -
BL-11-07 Feminino 47 anos --- BL-11-07 (1) Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT -
BL-11-10 Feminino 42 anos Hupda BL-11-10 Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT -
BL-11-11 Masculino 37 anos Werequino BL-11-11 (1) Escherichia coli AMC, CAZ, CPM, CRO, CTX, ETP, NAL, CIP, AMI, GEN, SUT +
BL-11-11 (2) Klebsiella pneumoniae  AMC, CAZ, CRO, CTX, NAL, CIP, GEN, SUT +
BL-11-11 (3)  Escherichia coli NAL, CIP, SUT -
BL-11-13 Feminino 16 anos Hupda BL-11-13 Escherichia coli CRO, CTX +
BL-11-14 Feminino 35anos Hupda BL-11-14 (1) Enterobacter kobei AMC, CRO, CTX, CFO, NAL, CIP, AMI, GEN +
BL-11-14 (3) Klebsiella pneumoniae  AMC, CAZ, CPM, CRO, CTX, NAL, CIP, GEN, SUT +
BL-11-14 (4) Escherichia coli NAL, CIP, SUT

*AMC, amoxacilina/acido clavulanico; AMI, amicacina; CAZ, ceftazidima; CFO, cefoxitina; CIP, ciprofloxacina; CPM, cefepima; CRO, ceftriaxona; CTX, cefotaxima; ETP,

ertapenem; GEN, gentamicina; IPM, imipenem; NAL, acido nalidixico; SUT, sulfametoxazo l/trimetoprim; TG, tigeciclina.
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epidemioldgica e fenotipica dos isolados resistentes de individuos atendidos e da equipe técnica da CASAI

ID do Sexo Idade Etnia Isolado Es pécie Perfil de resisténciaaos antimicrobianos* Fenétipo
Paciente de ESBL
BL-1l-15 Feminino lanoe Hupda BL-11-15 (1)  Escherichia coli AMC, CAZ, CPM, CRO, CTX, NAL, SUT +
8 meses BL-11-15 (2)  Escherichia coli NAL, CIP, SUT -
BL-11-16  Feminino 6anos Baré BL-11-16 Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT -
BL-11-17  Feminino 80anos Piratapuya BL-11-17 (1) Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT, TIG -
BL-111-01 Feminino 7 meses Piratapuya BL-111-01(2) Escherichia coli AMC, CAZ, CPM, CRO, CTX, NAL, CIP, SUT +
BL-111-02 Feminino 38anos Tukano BL-111-02 (1) Klebsiella pneumoniae  AMC, CAZ, CRO, CTX, NAL, CIP, GEN, SUT +
BL-111-02(2) Escherichia coli AMC, CAZ, CRO, CTX,NAL, CIP, SUT +
BL-111-03 Masculino 34 anos Tariano BL-111-03(1) Klebsiella pneumoniae  CRO, CTX, CIP, GEN, SUT +
BL-111-03(2) Enterobacter ashuriae ~ AMC, CAZ, CPM, CRO, CTX, CFO, NAL, CIP, GEN, SUT +
BL-1V-4 Masculino 26 anos Yanomami BL-1V-4 Escherichia coli NAL, CIP, GEN, SUT -
ET-20 Feminino 30anos --- ET-20 Escherichia coli NAL, CIP -

*AMC, amoxacilina/acido clavulanico; CAZ, ceftazidima; CFO, cefoxitina; CIP, ciprofloxacina; CPM, cefepima; CRO, ceftriaxona; CT X, cefotaxima; GEN, gentamicina;
NAL, &cido nalid ixico; SUT, sulfametoxazol/trimetoprim; TIG, tigeciclina.



62

Tabela 10 - Caracterizacdo epidemiolégica e fenotipica dos isolados resistentes de origem animal

IDdo  Descri¢cdo Local de Fenotipo
animal doanimal coleta Isolado Espécie Perfil de resisténciaaos antimicrobianos* de ESBL
03 Céo CREAM 03 Escherichia coli AMC, CPM, CRO, CTX, NAL, CIP, GEN, SUT +
05 Céo HGUSGC 05 Escherichia coli AMC, CRO, CTX, +
07 Céo HGUSGC 07 Escherichia coli CPM, CRO, CTX +
09 Céo HGUSGC 09 Escherichia coli CPM, CRO, CTX, NAL, CIP, GEN, SUT +
10 Céo HGUSGC 10 Escherichia coli  AMC, CAZ, CRO, CTX, CFO, NAL, CIP, SUT, TIG  +

*AMC, amoxacilina/acido clavulanico; CAZ, ceftazidima; CFO, cefoxitina; CIP, ciprofloxacina; CPM, cefepima; CRO, ceftriaxona; CT X, cefotaxima; GEN, gentamicina,;
NAL, acido nalidixico; SUT, sulfametoxazol/trimetoprim; TIG, tigeciclina.
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Tabela 11 - Percentual de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de origem humana e

animal, avaliado pela técnica de Kirby-Bauer

Antimicrobiano Classe

Percentual de Resisténcia*

(n° de isolados/n® total)

Isolados de

Humanos

Isolados de

Animais

Amoxacilina + Acido Clavulanico (AMC)
Ceftazidima (CAZ)

Cefepima (CPM)

Ceftriaxona (CRO)

Cefotaxima (CT X)

Cefoxitina (CFO)

Imipenem (IPM)

Ertapenem (ETP)

Meropenem (MER)

Acido Nalidixico (NAL)
Ciprofloxacina (CIP)

Amicacina (AMI)

Gentamicina (GEN)

Fosfomicina (FOS)

Sulfametoxazol + Trimetoprim (SUT)
Tigeciclina (TIG)

B-lactamico + inibidor
Cefalosporina de 3* geragao
Cefalosporina de 4% geragao
Cefalosporina de 3* geragao
Cefalosporina de 3* geracao
Cefamicina

Carbapenémico
Carbapenémico
Carbapenémico

Quinolona de 12 geragéo
Fluoroquinolona de 22 geragéo
Aminoglicosideo
Aminoglicosideo
Fosfomicinas

Sulfonamida

Glicilciclina

41,4% (12/29)
34,5% (10/29)
20,7% (6/29)
48,3% (14/29)
51,7% (15/29)
6,9% (2/29)
3,4% (1/29)
3,4% (1/29)
0% (0/29)
86,2% (25/29)
89,7% (26/29)
6,9% (2/29)
62,1% (18/29)
0% (0/29)
89,7% (26/29)
6,9% (2/29)

60% (3/5)
20% (1/5)
60% (3/5)
100% (5/5)
100% (5/5)
20% (1/5)
0% (0/5)
0% (0/5)
0% (0/5)
60% (3/5)
60% (3/5)
0% (0/5)
40% (2/5)
0% (0/5)
60% (3/5)
20% (1/5)

*Percentual de resisténcia considerando também os isolados com resisténcia intermediaria.

em 11 (78,6%) desses isolados. No isolado que apresentou resisténcia a cefalosporinas e
imipenem, e ndo teve fendtipo positivo para ESBL, foi detectado o gene blagess (Tabela 12).
No gue se refere aos cinco isolados de origem animal, o gene mais prevalente foi blactx-m-14
[60% (3/5)], seguido por blactx.m2 € blacrx-m-s [20% (1/5) cada]. O gene blargm foi
identificado em dois isolados (40%; Tabela 13).

Em relacdo aos filogrupos de E. coli, os isolados de origem humana foram
classificados nos filogrupos D (n =6) e A (n = 1; Tabela 12), enquanto os isolados de origem
humana foram classificados nos filogrupos D (n =4) e B1 (n = 1; Tabela 13).

A genotipagem dos isolados de E. coli por ERIC-PCR permitiu a distin¢do de seis
padrdes clonais, dos quais 0os padrdes | (n = 5) e Il (n = 3) se destacaram por abranger tanto
isolados de origem humana quanto de origem animal (Tabelas 12 e 13; Figura 5). Quanto a
ERIC-PCR,

compartilharam o mesmo padrdo clonal (Tabela 12; Figura 6).

genotipagem dos isolados de K. pneumoniae por todos os isolados
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Tabela 12 - Caracterizacdo genotipica dos isolados de origem humana quanto aos genes de resisténcia, os filogrupos de E. coli e o padrdo clonal

Isolado Etnia Es pécie Fendtipo de Resisténcia Gendtipo de Filogrupos ERIC-PCR MLST
Resisténcia de E. coli ST CcC
BL-1-05(2) Baniwa Escherichia coli ESBL (+) blactx-m14, blatem D I 6993
BL-1-05(3) Baniwa Klebsiella pneumoniae ESBL (+) blactx-m1s, blatem I 198 198
BL-1-09 (2) Baniwa Escherichia coli ESBL (+) blactx-m14, blatem A 1 10 10
BL-11-04 (2) Hupda Morganella morganii Resisténcia a cefalosporinas e imipenem  blaggs s
BL-11-11 (1)  Werequino Escherichia coli ESBL (+) blactx-m1s, blatem D v 648 648
BL-11-11 (2)  Werequino Klebsiella pneumoniae ESBL (+) blactx-m1s, blatem I 198 198
BL-11-13 Hupda Escherichia coli ESBL (+) blactx-m14, blatem D I 6993
BL-11-14 (1) Hupda Enterobacter kobei ESBL (+) blactxms, blatem 414
BL-11-14 (3) Hupda Klebsiella pneumoniae ESBL (+) blactx.m1s, blatem I 198 198
BL-11-15 (1) Hupda Escherichia coli ESBL (+) blactx.m-15 D | 38 38
BL-111-01(2) Piratapuya Escherichia coli ESBL (+) blactxmas D | 38 38
BL-111-02(1) Tukano Klebsiella pneumoniae  ESBL (+) blactx.mas, blatem I 198 198
BL-111-02(2) Tukano Escherichia coli ESBL (+) blactx.m-15 D | 38 38
BL-111-03(1) Tariano Klebsiella pneumoniae  ESBL (+) blactx.mas, blatem I 198 198
BL-111-03(2) Tariano Enterobacter asburiae  ESBL (+) blactx.mas, blatem 125

“Perfil genotipico, por ERIC-PCR, das cepas de K. pneumoniae.



Tabela 13 - Caracterizacdo genotipica dos isolados de origem animal quanto aos genes de resisténcia, os filogrupos de E. coli e o padrdo clonal

Fendtipo de Filogrupos ERIC- MLST
Isolados Local de coleta Espécie Resisténcia Genotipo de Resisténcia de E.coli PCR ST CC
03 CREAM Escherichia coli ESBL (+) blacrx.m-2, blatem D V 354 354
05 HGuSGC Escherichia coli ESBL (+) blacrxm-14, blatem D I 6993 ---
07 HGuSGC Escherichia coli ESBL (+) blacrxms Bl VI 602 446
09 HGuSGC Escherichia coli ESBL (+) blacry.m-14 D I 38 38

10 HGuSGC Escherichia coli ESBL (+) blacrxm-14 D I 38 38
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Figura 5 - Relacéo clonal dos isolados de E. coli de origem humana e animal, pela técnica de
ERIC-PCR

) S 8 Isolado Padrao
R BLIFIS(1) |
BL-111-01 (2) |
BL-111-02 (2) |
09 I
B 10 |
03 \"
05 Il
BL-1-05 (2) I
BL-1I-13 Il
— 07 \
- BL-1-09 (2) I
I BL-1I-11 (1) \Y

Dendrograma construido com o método UPGMA e coeficiente Dice com 0,5% de otimizacdo e 1,5% de
toleréncia.

Figura 6 - Relagdo clonal dos isolados de K. pneumoniae, pela técnica de ERIC-PCR

o
o
by

BL-1-05 (3)

BL-1I-11 (2)
BL-11-14 (3)
BL-11I-02 (1)
- BL-III-03 (1)

Dendrograma construido com o método UPGMA e coeficiente Dice com 0,5% de otimizacdo e 3,4% de
toleréncia.

A genotipagem por MLST permitiu a identificacdo de cinco STs distintos entre os 12
isolados de E. coli: ST10 (n = 1), do complexo clonal 10; ST38 (n = 5), do complexo clonal
38; ST354 (n = 1), do complexo clonal 354; ST602 (n = 1), do complexo clonal 446; e ST648
(n = 1), do complexo clonal 648. O ST38 foi identificado tanto em isolados de origem
humana quanto em isolados de origem animal. J& os STs 354 e 602 foram identificados
exclusivamente nos isolados de cdes. Dois isolados de origem humana e um isolado de
origem animal foram classificados em um novo ST (ST6993), como resultado da combinagéo
entre 0 novo alelo adk595 e os alelos fumC35, gyrB390, icd6, mdh5, purAl6 e recA9l.

Adicionalmente, os isolados de E. kobei e E. asburiae foram identificados como ST414 e
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ST125, respectivamente, enquanto os cinco isolados de K. pneumoniae foram identificados
como ST198. Entre os isolados de origem humana, ainda foi possivel observar a presenca de
isolados de um mesmo ST em individuos de etnias diferentes, como no caso dos isolados de
E. coli do ST6993, que foram detectados em individuos das etnias Baniwa e Hupda, e do
ST38, que foram detectados em individuos das etnias Hupda, Piratapuya e Tukano. Os
isolados de K. pneumoniae, todos pertencentes ao ST198, foram detectados em individuos de
cinco etnias diferentes (Baniwa, Hupda, Tariano, Tukano e Werequino; Tabelas 12 e 13).

A mobilizacdo dos genes de resisténcia foi possivel somente pela técnica de
conjugacao e, em apenas, nove isolados (sete de origem humana e um de origem animal). No
antibiograma, quatro cepas transconjugantes apresentaram resisténcia apenas a cefalosporinas,
guatro apresentaram resisténcia a cefalosporinas, quinolonas e aminoglicosideos e uma
apresentou resisténcia a cefalosporinas e aminoglicosideo. Os genes codificadores de ESBL
mobilizados foram blactxm-14 (N = 4), blacrx-m-15 (N = 3) € blactx-m-s (N = 2; Tabela 14).

Entre os isolados de origem humana, o grupo de incompatibilidade plasmidial mais
encontrado foi o da familia IncF (n = 10), tanto nas cepas transconjugantes quanto nas
selvagens. Todos os plasmideos deste grupo foram detectados em cepas carregando 0 gene
blactx-m-15. O Incll foi encontrado em trés isolados carregando o gene blacrx-m-14, €nquanto o
IncL/M foi encontrado em um isolado carregando o gene blactx-m-s. Em um isolado de M.
morganii, carregando o gene blacess, ndo foi possivel detectar nenhum dos grupos de
incompatibilidade plasmidial testados (Tabela 14).

Entre os isolados de origem animal, foram detectados plasmideos dos grupos Incll (n
= 2) e IncF (n = 1). O IncF foi detectado em um isolado carregando o gene blacrxwm-2,
enquanto o Incll foi detectado em um isolado carregando o gene blactx-ms € emoutro isolado
carregando o0 gene blactx-m-14. Em contrapartida, outros dois isolados carregando o gene
blact x-m-14 Ndo tiveram nenhum grupo de incompatibilidade plasmidial detectado (Tabela 14).

O tamanho dos plasmideos variou de 48,5 a 291 kb, sendo que ndo foi observada a
presenca de plasmideos no isolado de M. morganii e nos dois isolados de E. coli de animal,
que ndo tiveram grupo de incompatibilidade plasmidial detectado. Todos os plasmideos do
grupo Incll apresentaram 0 mesmo tamanho (= 97 kb). O plasmideo do grupo IncL/M
também apresento tamanho de ~ 97 kb. Quanto aos trés plasmideos do grupo IncF, das cepas
transconjugantes, dois apresentaram tamanho de ~ 291 kb e um apresentou tamanho de ~ 194
kb (Tabela 14).
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Tabela 14 - Caracterizacdo dos plasmideos dos isolados de origem humana e animal quanto a mobilizacdo, aos grupos de incompatibilidade e ao
tamanho plasmidial

Isolado Es pécie Genes de Mobilizagdo Fendtipo de resisténcia das transconjugantes Grupos Inc Tamanho
resisténcia plasmidial plasmidial (= kb)

BL-1-05(2) E. coli blactx-ma4, blatem  Conjugacéo CRO, CTX 11 97

BL-1-05(3) K.pneumoniae  blactxmas, blafem  N&o mobilizado - FIl,FIB 48,5/97/ 194

BL-1-09 (2) E. coli blactx-ma4, blatem  Conjugacéo CRO, CTX 11 97

BL-11-04 (2) M. morganii blages.s Ndo mobilizado  --- NT Né&o possui

BL-11-11 (1) E. coli blactx.mas. blafem N&do mobilizado - FIl, FIA, FIB 70/97/ 1455

BL-11-11 (2) K.pneumoniae  blactx.mas, blatem  Ndo mobilizado - FIl, FIB 97 /194

BL-11-13 E. coli blactx-ma4, blafem  Conjugacéo CRO, CTX 11 97

BL-11-14 (1)  E.kobei blactxms, blatem  Conjugacio CRO, CTX, NAL, CIP, AMI, EST, TOB UM 97

BL-11-14 (3) K.pneumoniae  blactxmas, blatem  N@o mobilizado - FIl, FIB 97

BL-11-15 (1) E. coli blactx-m1s Conjugacao CAZ, CRO, CTX, NAL, EST, TOB, TET FIl, FIA 194

BL-111-01 (2) E. coli blactx-m1s Conjugacao CAZ, CRO, CTX, CPM, NAL, CIP, EST, TOB, TET FIA, FIB 291

BL-111-02 (1) K.pneumoniae  blacrxmas, blatem  N&@o mobilizado FII,FIB 291

BL-111-02 (2) E. coli blactx-mas Conjugacéo CAZ, CRO, CTX, NAL, CIP, EST, TOB, TET FIA, FIB 291

BL-111-03 (1) K.pneumoniae  blacrxmas, blafem  N&o mobilizado - FIl, FIB 291

BL-111-03 (2) E. asburiae blactx.mas. blafem  N&do mobilizado - FIl, FIB 97 /291

03 E. coli blactx.m2, blatem Ndo mobilizado  --- FIA, FIB 97

05 E. coli blactx-ma4, blatem  Conjugacéo CRO, CTX 11 97

07 E. coli blactxms Conjugacéo CRO, CTX, EST 11 97

09 E. coli blactx-m14 Nao mobilizado  --- NT Né&o possui

10 E. coli blactx-m14 Ndo mobilizado  --- NT Né&o possui

AMI, amicacina; CAZ, ceftazidima; CIP, ciprofloxacina; CPM, cefepima; CRO, ceftriaxona; CT X, cefotaxima; EST

, estreptomicina; NAL, &cido nalidixico; TET, tetraciclina; T OB, tobramicina.
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Os resultados obtidos pelo sequenciamento de genoma completo confirmaram a
identificacdo dos genes de resisténcia, previamente detectados por PCR e sequenciamento de
Sanger, e dos grupos de incompatibilidade plasmidial, previamente detectados pela técnica de
PBRT. Adicionalmente, foram identificados outros genes de resisténcia a antimicrobianos p-
lactimicos (blappa-1, blaoxa1, blaoxas € blasyv-11), além de genes de resisténcia a
aminoglicosideos [aac(3)-1la, aac(3)-11d, aacA4, aadAl, aadA2, aadA5, aph(3’)-la, strA e
strB], quinolonas [aac(6°)Ib-cr, 0gxA, 0gxB, gnrBl e gnrB66], sulfametoxazol (sull e sul2),
trimetoprim (dfrA12, dfrAl4, dfrAl5 e dfrAl7), tetraciclinas (tetA e tetB), fosfomicina (fosA),
fenicois (catAl, catA2, catB3 e cmlAl) e macrolideos, lincosamida e estreptogramina B
[erm(B), mph(A), mph(E) e msr(E)] (Tabela 15).

Através da ferramenta PlasmidFinder 1.3, além dos grupos de incompatibilidade
plasmidial previamente identificados pela técnica de PBRT, foram identificados outros
grupos, como Col156, Col (BS512), HI2, HI2A, 12, p0111 e Q1. Assim como na técnica de
PBRT, ndo foi identificado nenhum grupo de incompatibilidade plasmidial no isolado de M.
morganii (carregando o gene blagess) e em dois isolados de E. coli (carregando o gene
blactx-m-14; Tabela 15). As analises realizadas através da ferramenta BLASTN confirmaram a
localizacdo plasmidial destes genes nos trés isolados.

Referente ao pMLST, os plasmideos da familia IncF foram classificados nos replicons
F31:A4:B10, F1:A6:B20 e em mais quatro provaveis novos replicons [ND (F31:A4:B-), ND
(F-:Al:B1), ND (K7:A-:B-) e ND (Y3:A-B-)] (Tabela 15). Nestes, um ou dois alelos ndo
alinharam perfeitamente com alelos previamente registrados no banco de dados do pMLST,
indicando se tratar de novos replicons. Para diferencia-los, foi colocada a sigla ND (ndo
determinado) no inicio da formula e os alelos que ndo alinharam perfeitamente receberam um
sinal negativo (-). Os trés plasmideos do Incll carregando o gene blacrx-m14 foram
classificados no mesmo ST (ST80), enquanto o plasmideo de Incll carregando o gene blacrx-
m- Toi classificado no ST131 (Tabela 15).

Quanto aos sorotipos de E. coli, foram identificados sete sorotipos diferentes:
086:H18 (n = 2), ONT:H18 (n = 2), ONT:H20 (n = 2), O12:H4 (n = 1), ONT:H6 (n = 1),
0O51:H34 (n = 1) e ONT:H21 (n = 1). Os sorotipos O12:H4 e ONT:H6 s6 foram detectados
em isolados de humanos, enquanto os sorotipos O51:H34 e ONT:H21 foram detectados
exclusivamente nos isolados de animais. Ja os isolados de K. pneumoniae foram classificados
no sorotipo K30 (Tabela 15).

Em relacdo a viruléncia de E. coli, foram encontrados os seguintes genes: air (codifica

proteina de repeticdo de imunoglobulina enteroagregativa), astA (codifica toxina termo-
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estavel EAST-1), eilA (relacionado a aderéncia e formacdo de biofilme), gad (codifica
glutamato descarboxilase), iroN (codifica proteina receptora de sider6foro), iss (relacionado
ao aumento de sobrevivéncia no soro), Ipfa (relacionado a formacgdo de fimbrias polares
longas), mchF (codifica uma proteina transportadora do sistema ABC), nfakE (codifica uma
adesina fibrilar de aderéncia difusa), sat (codifica uma proteina transportadora segregada) e
senB (gene plasmidial que codifica uma enterotoxina; Tabela 15).

No caso dos isolados de K. pneumoniae, 0s genes de viruléncia detectados foram os
genes fyuA (codifica receptor do sider6foro yersiniabactina), irp2 (envolvido na sintese de
yersiniabactina) e genes do operon mrk (responsavel por codificar fimbrias do tipo 3,
relacionadas a formacdo de biofilme) e do operon ybt (responsavel pela sintese de

yersiniabactina; Tabela 15).
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Tabela 15 - Caracterizacdo genotipica de isolados representativos de diferentes grupos clonais, pela técnica de sequenciamento de genoma

completo (continua)

Isolado Es pécie Fonte Sequenciamento de genomacompleto
Sorotipo MLST Genes de resisténcia Inc* PMLST Genes de viruléncia
ST CcC

BL-11-15 (1) E. coli Humano  ONT:H18 38 38 blacrx-mas, aac(6’)Ib-cr,tetB,  FIlI, FIA, ND (F31:A4:B-)  air, nfaE, senB
dfrAl7 Col156

BL-111-02 (2) E. coli Humano  O86:H18 38 38 blacrtx-mas, blaoxas, aadA5, FIl,FIA, FIB, F31:A4:B10 air, eilA, gad, nfak,
aac(6’)Ib-cr, mph(A), catB3, Col156 senB
sull, tetB, dfrAl7

09 E. coli Animal 086:H18 38 38 blactx.m14, @aadA2, aac(3)-lla, NI air, eilA, gad, iss
mph(A), erm(B), sull, dfrA12

10 E. coli Animal ONT:H18 38 38 blactx-ma4, @aadA2, mph(A), NI air, eilA, iss
erm(B), sull, dfrA12

BL-11-13 E. coli Humano  ONT:H20 6993  --- blacrtx-ma4, blaTem1s, €rm(B) 11 ST80 eilA, gad, IpfA

05 E. coli Animal ONT:H20 6993  --- blactx-ma4, blaTeMm 1B, €rm(B) 11 ST80 air, eilA, IpfA

BL-1-09(2) E. coli Humano  0O12:H4 10 10 blactx.m14, blatem 1, 2aadA2, 11 ST80 gad, iha, iss, sat
erm(B), cmlAl, sull, tetB,
dfrAl5

BL-11-11 (1) E. coli Humano ONT:H6 648 648 blactx.mas, blatemis, blaoxa1,  FII, FIA, FIB, F1:A6:B20 air, eilA, gad, IpfA, sat,
aac(3)-lia, aac(6’)Ib-cr, 12, Col senB
aadA>5, erm(B), mph(A), catB3, (BS512)

sull, dfrAl7

*NI, ndo identificado.
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Tabela 15 - Caracterizacdo genotipica de isolados representativos de diferentes grupos clonais, pela técnica de sequenciamento de genoma
completo (continua)

Sequenciamento de genomacompleto

MLST
Isolado Es pécie Fonte Sorotipo ST CC Genes de resisténcia Inc PMLST Genes de viruléncia
blactx-m2, blatem1s, aac(3)-
Ild, aadAl, aph(3’)-la, strA,
strB, catAl, sull, sul2, tetB, FIA, FIB,
03 E. coli Animal 051:H34 354 354  dfrAl7 p0111, Q1, ND (F-:A1:Bl) air, astA, eilA, IpfA,
gad, iroN, iss, IpfA,
07 E. coli Animal ONT:H21 602 446 blactx.ms, StrA, strB, tetB 11 131 mchF
blacrx.mas, blatem1s, blaghvaai, fyuA, irp2, mrkA, mrkB,
aac(3)-lla, strA, aac(6’)Ib-cr, mrkl, ybtA, ybtQ, ybtT,
BL-1-05(3) K.pneumoniae Humano K30 198 198  oqgxA, fosA, catAl, sul2, tetA FIl, FIB ND (K7:A-:B-)  ybtU, ybtX
blacTx-m4s, blatems, blasmv1,
blaopxa1, aac(6’)Ib-cr, aac(3)- fyuA, irp2, mrkA, mrkB,
lla, strA, strB, ogxA, ogxB, mrkH, mrkl, ybtA, ybtP,
gnrB66, fosA, catB3, catAl, ybtQ, ybtS, ybtT, ybtU,
BL-111-02 (1) K.pneumoniae Humano K30 198 198  sul2, tetA, dfrAl4 FIl, FIB ND (K7:A-:B-)  ybtX
blacrx.ms, blartem1s, blaghv-as,
blagxa.1, aac(6°)Ib-cr, aac(3)- fyuA, irp2, mrkA, mrkB,
lla, strA, strB, ogxA, ogxB, mrkH, mrkl, ybtA, ybtP,
gnrB66, fosA, catB3, catAl, ybtQ, ybtS, ybtT, ybtU,
BL-111-03 (1) K.pneumoniae Humano K30 198 198  sul2, tetA, dfrAl4 FIl, FIB ND (K7:A-:B-)  ybtX
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Tabela 15 - Caracterizacdo genotipica de isolados representativos de diferentes grupos clonais, pela técnica de sequenciamento de genoma
completo (continuagao)

Sequenciamento de genomacompleto

MLST
Isolado Es pécie Fonte Sorotipo ST CC Genes de resisténcia Inc* PMLST Genes de viruléncia

blactx-ms, blatemaa, blaoxas,
aac(6’)-1b, aadAl, aac(6’)Ib-
BL-11-14 (1) E. kobei Humano  -- 414 cr, fosA /M

blactx-m1s, blatem1e, blaoxa1,
aac(6’)Ib-cr, strA, strB, aac(3)-
lla, aadAl, gnrB1, fosA, catB3, FlII, FIB, HI2,
BL-111-03 (2) E. asburiae Humano  -- 125 catAl, sul2, tetA, dfrAl4 HI2A ND (Y3:A-:B-) --

blages.s, blaoxa.1, blapha 1,
aadA2, aacA4, aac(6’)Ib-cr,
mph(E), msr(E), catB3, catA2,
BL-11-04 (2) M. morganii Humano  -- sull, tetB, dfrAl5 NI

*NI, ndo identificado.
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5 DISCUSSAO

A disseminagdo de bactérias produtoras de [-lactamases adquiridas,
principalmente na comunidade, € um assunto de grande interesse e importancia para a
salde publica, visto a facilidade de mobilizacdo dos genes relacionados (bla) por
transferéncia horizontal e/ou vertical, principalmente por plasmideos altamente
promiscuos, do ponto de vista genético. Individuos e animais saudaveis podem ser
portadores de bactérias resistentes, principalmente na microbiota intestinal, atuando
como reservatorios e veiculos de disseminacdo dentro da comunidade (LI et al., 2011;
NICOLAS-CHANOINE et al.,, 2013). Recentemente, grande atencdo tem sido dada ao
trafego de individuos que visitam paises com caracteristicas de endemicidade para
genotipos de resisténcia, principalmente para ESBLs do tipo CTX-M e para metalo-
beta-lactamases do tipo NDM-1 (ARYA; AGARWAL, 2011; OSTHOLM-BALKHED
etal., 2013; VON WINTERSDORFF et al., 2014).

Dentre os perfis de resisténcia encontrados nas comunidades, a produgdo de
ESBLs € o principal, sendo que CTX-M é a enzima predominantemente encontrada,
sobretudo a variante CTX-M-15 (WOERTHER et al., 2013a). Entretanto, enzimas do
tipo TEM e SHV também séo frequentemente reportadas em isolados provenientes da
comunidade (MACHADO et al., 2013; MINARINI et al., 2007; WOERTHER et al.,
2010).

Tendo em vista que a pressdo seletiva por uso de antimicrobianos é considerada
o principal fator responsavel pelo surgimento e manutencdo de bactérias resistentes
tanto em ambientes hospitalares quanto na comunidade, poucos estudos sdo realizados
em comunidades remotas com baixa exposicdo a antimicrobianos. Contudo, alguns
trabalhos tém demonstrado que mesmo essas comunidades podem ser atingidas pelo
problema da resisténcia antimicrobiana, ainda que por mecanismos nao elucidados
(BARTOLONI et al., 2004, 2009; PALLECCHI et al., 2007; WOERTHER et al., 2010,
2013b).

Em relacdo ao presente estudo, a constatacdo de individuos de uma regido
remota colonizados por bactérias multi-resistentes suscitou a preocupacdo quanto a
disseminacdo dessas bactérias no ambiente comunitario. Um alto indice de resisténcia
foi encontrado na populagdo de estudo, de modo semelhante ao que foi descrito

previamente em comunidades remotas na Bolivia (BARTOLONI et al., 2004), na
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Amazonia peruana (BARTOLONI et al., 2009), no Senegal (RUPPE et al., 2009) e na
Guiana Francesa (GRENET et al., 2004; WOERTHER et al., 2010, 2013b).

Escherichia coli foi a espécie predominantemente encontrada entre os isolados,
0 que pode ser justificado pelo fato de ser integrante da microbiota comensal do
intestino (PENDERS et al., 2013; TENAILLON et al., 2010). A segunda espécie mais
encontrada foi K. pneumoniae, a qual também é frequentemente relacionada a dispersao
de resisténcia a antimicrobianos na comunidade (GRENET et al, 2004; ROCHA;
PINTO; BARBOSA, 2016; WOERTHER et al., 2010; WOODFORD; TURTON;
LIVERMORE, 2011).

Dentre os mecanismos de resisténcia encontrados, destaca-se a producdo de
ESBL do tipo CTX-M, que é considerado um dos mais importantes mecanismos de
resisténcia nos dias atuais (D’ANDREA et al., 2013; LAHLAOUI, BEN HAJ
KHALIFA; BEN MOUSSA, 2014). A associacdo entre producdo de CTX-M e
resisténcia a outros [-lactamicos, bem como antimicrobianos de outras classes,
especialmente quinolonas e aminoglicosideos, também foi encontrada na maioria dos
isolados. Este é um fendtipo comum entre isolados multi-resistentes e, geralmente,
ocorre devido ao carregamento dos genes codificadores de B-lactamases associados a
outros genes de resisténcia em um mesmo plasmideo (ANSSOUR et al., 2014;
ZURFLUH etal., 2014).

A predomindncia das variantes CTX-M-15 e CTX-M-14 reflete o padrédo
epidemioldgico mundial, em que estas sdo as variantes mais descritas em humanos,
animais e ambiente (LAHLAOUI; BEN HAJ KHALIFA; BEN MOUSSA, 2014). As
demais variantes encontradas (CTX-M-2 e CTX-M-8) estdo entre as variantes mais
reportadas em isolados clinicos no Brasil e na América Latina (KAZMIERCZAK et al.,
2015; ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016; SAMPAIO; GALES, 2016). Entretanto, no
presente estudo, foi detectada a presenga de CTX-M-2 e CTX-M-8 em isolados de caes,
as quais sdo variantes que ndo tém sido reportadas em animais de companhia (RUBIN;
PITOUT, 2014).

Adicionalmente, a deteccdo da carbapenemase GES-5 representou um
surpreendente achado neste trabalho, consistindo na primeira descricdo dessa enzima
em um isolado de M. morganii, no mundo. Além disso, no Brasil, a enzima GES-5 s6
foi descrita em isolados clinicos ou de ambiente hospitalar, nos estados do Maranhdo
(DA FONSECA et al., 2007), Sio Paulo (FEHLBERG et al., 2012; PICAO et al., 2010;
PICAO et al., 2009; POLOTTO etal., 2012; RIZEK et al., 2014; XAVIER et al., 2010)
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e Rio Grande do Sul (RIBEIRO et al., 2014a, 2014b), com excec¢do de um isolado
ambiental no estado do Rio de Janeiro (MONTEZZI et al., 2015).

A mobilizacdo de plasmideos de resisténcia por conjugacdo, observada neste
estudo, embora em menos da metade dos isolados, evidencia a facilidade de
disseminacdo desses genes de resisténcia na comunidade (KOTTARA et al,, 2016). O
perfil fenotipico de resisténcia a cefalosporinas associado a resisténcia a outras classes
de antimicrobianos, como quinolonas, aminoglicosideos e/ou tetraciclinas, apresentado
por parte das cepas transconjugantes, indica a presenca mutua de genes codificadores de
ESBLs e de resisténcia a quinolonas, aminoglicosideos e/ou tetraciclinas em um mesmo
plasmideo, o que é considerado uma caracteristica comum de plasmideos carregadores
de ESBL (CAN et al., 2015; CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012; LIU et
al., 2013; ZURFLUH et al., 2014). Os genes blactx-m-15 € blacrx.m-14 €stdo entre os
genes que foram mobilizados por conjugacdo e também foram 0s genes mais
prevalentes no estudo. Dessa forma, pode-se inferir que o fato desses plasmideos serem
conjugativos facilitou a sua dispersdo na comunidade e contribuiu para que tais genes
fossem os mais prevalentes.

Os outros dois genes blactx-m-14, presentes em isolados de cées, tiveram sua
localizacdo confirmada no cromossomo. Da mesma forma, o gene blagess, do isolado
de M. morganii, também foi localizado no cromossomo. Apesar de serem comumente
associados com plasmideos, a localiza¢do cromossomal dos genes blacrx-v-14 € blagess
tem sido descrita em alguns estudos. O gene blactxwma4 ja teve sua localizagdo
cromossomal confirmada em isolados clinicos de Proteus mirabilis e de E. coli, na
Coréia (KIM et al.,, 2011b; SONG et al., 2011), bem como em isolados clinicos de E.
coli, na Holanda e na Inglaterra (RODRIGUEZ et al., 2014) e no Japdo (HAMAMOTO
et al, 2016). Recentemente, isolados de E. coli apresentando o gene blactx-m-14
cromossomal foram reportados em amostras de swab cloacal de aves selvagens, no
deserto de Gobi, na regido sul da Mongolia (GUENTHER et al, 2017).
Coincidentemente, os isolados clinicos da Holanda e da Inglaterra e os isolados de aves
migratorias da Mongdlia foram classificados no ST38 (RODRIGUEZ et al., 2014;
GUENTHER et al, 2017), assim como os dois isolados portadores de blactx-m-14
cromossomal encontrados neste estudo. J& a presenca de blacess em cromossomo foi
descrita em isolados clinicos de P. aeruginosa na cidade de S&o Paulo (PICAO et al.,
2009) e na Espanha (VIEDMA et al., 2009), e em isolados clinicos de E. coli, na Coréia
(KIM et al., 2011a). Apesar de ndo ser um fendmeno bem elucidado, acredita-se que a
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localizagdo cromossomal de genes frequentemente encontrados em plasmideos indique
um processo ewvolutivo, visando a manutencdo desses genes na populacdo
(RODRIGUEZ et al., 2014).

Quanto aos demais genes, o fato de ndo terem sido transferidos nem por
conjugacdo, nem por transformacdo, ndo da respaldo suficiente para afirmar sua
localizacdo cromossomal. A ndo mobilizagcdo pela técnica de conjugacdo pode indicar
gue esses plasmideos ndo apresentam todo o conjunto de genes necessarios para que
ocorra esse processo (FRANCIA et al., 2004; SMILLIE et al., 2010). J& em relacdo a
transformacédo, é possivel que tenha ocorrido falha em relacdo a prépria técnica. Apesar
dos ensaios de transformacéo terem sido realizados por dois métodos diferentes, foi
testado apenas um protocolo para cada metodo. Além disso, em ambos os métodos, foi
utilizada uma Unica linhagem de célula competente (E. coli DH5a).

Os grupos de incompatibilidade plasmidial encontrados (IncF, Incll e IncL/M)
estdo entre 0s grupos considerados epidémicos, visto que sdéo comumente reportados em
diferentes géneros bacterianos, provenientes de diferentes fontes e de diversas regides
do mundo (CARATTOLI, 2009, 2013). Este fato ressalta o importante papel desses
plasmideos como transmissores de genes de resisténcia dentro da comunidade. O grupo
predominante foi o da familia IncF, encontrado majoritariamente em isolados
carregando 0 gene blactx-m-15. Além disso, nestes isolados foi encontrada a associacéo
entre 0 gene blactx-m-15 € genes como blatem-1s, blaoxa-1 € aac(6’)Ib-cr. Esta é uma
caracteristica comum de plasmideos da familia IncF e a presenca de multiplos genes de
resisténcia em um mesmo plasmideo é motivo de grande preocupacdo (CARATTOLI et
al., 2008; RAFAl etal., 2015; VILLA etal., 2010). Por outro lado, o segundo gene mais
encontrado no trabalho (blactx-m14) esteve relacionado ao Incll, também em
concordancia com dados apresentados na literatura (CURIAO et al., 2011; GARCIA-
FERNANDEZ et al, 2008; LIAO et al., 2015). Adicionalmente, o grupo Incll foi
associado ao gene blacrx-v-s, em um isolado de cdo. Plasmideos do grupo Incll
carregando o gene blactx-m-s tém sido reportados em diferentes paises, inclusive no
Brasil, principalmente em isolados de E. coli e Salmonella enterica de amostras de
origem humana, animal e ambiental (BORJESSON et al., 2016; DROPA et al., 2016;
ELLERetal., 2014; FERREIRA et al., 2016).

A anélise filogenética dos isolados de E. coli demonstrou que a maioria pertence
ao filogrupo D, o qual esta associado a cepas virulentas extra- intestinais (CLERMONT;
BONACORSI; BINGEN, 2000). Este resultado se diferencia de resultados obtidos por
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outros estudos realizados em comunidades remotas, onde os filogrupos comensais A e
B1 foram os mais encontrados (BARTOLONI et al, 2009; RUPPE et al., 2009;
WOERTHER et al.,, 2010, 2013b). Apesar desse tipo de cepas estar associado a casos de
infeccdo, estudos anteriores ja evidenciaram que elas podem estar presentes na
microbiota intestinal de individuos saudaveis (CHATTAWAY et al,, 2014; ERJAVEC;
ZGUR-BERTOK, 2015). Além do filogrupo D, também foram encontrados os
filogrupos A e B1 que caracterizam isolados comensais (CLERMONT; BONACORSI;
BINGEN, 2000).

Os dados gerados por ERIC-PCR evidenciaram uma diversidade genética entre
os isolados de E. coli. Entretanto, tambem foi possivel observar a presenca de isolados
clonalmente relacionadas entre humanos, entre animais e entre humanos e animais.
Quanto aos isolados de K. pneumoniae, a identificacdo de um dnico padrdo clonal
indica o predominio e a circulagdo de um mesmo clone na comunidade.

A andlise clonal por MLST corrobora os dados obtidos pela técnica de ERIC-
PCR. O ST38 foi o principal ST encontrado neste estudo, sendo identificado tanto em
isolados de humanos quanto em isolados de animais, evidenciando sua capacidade de
disseminacdo e adaptacdo em diferentes hospedeiros. De acordo com os dados
disponiveis no banco de dados de MLST de E. coli
(http://mist. warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli/GetTableInfo_html), este é um ST

mundialmente disseminado e prevalente em isolados de origem humana. No presente
estudo, este ST esteve associado ao gene blacrtx-m-15, Nos isolados de humanos, e ao
gene blacrx-m14, NOS isolados de animais. O ST38 é considerado um dos principais STs
responsaveis pela disseminacdo do gene blacrxwmas (ALGHORIBI et al, 2015;
CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012; GUIRAL et al.,, 2011) e também tem
sido frequentemente descrito em isolados carregando o gene blacrx-m-14 (KIM et al.,
2016; MULLER; STEPHAN; NUESCH-INDERBINEN, 2016; PENG; ZONG, 2011).
Adicionalmente, os STs 10 e 648, encontrados em isolados de humanos, e 0s
STs 354 e 602, de origem animal, sdo STs com reconhecido potencial zoonético (CAO
et al,, 2014; COQUE et al.,, 2008; DAY et al., 2016; GIUFRE et al., 2012; GUO et al.,
2015; HASAN et al, 2016). O novo ST encontrado (ST6993) ndo foi agrupado em
nenhum complexo clonal previamente descrito, mostrando ser um clone distinto. Por
outro lado, este ST foi encontrado em dois isolados de humanos e em um isolado de

cdo, evidenciando sua capacidade de se adaptar a diferentes hospedeiros.


http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/GetTableInfo_html
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Adicionalmente, os trés isolados pertencentes ao ST6993, foram classificados no
filogrupo D, o que pode caracteriza-lo como um clone com potencial invasivo.

Foi, também, encontrada associacdo entre os demais STs e os filogrupos,
corroborando dados previamente reportados na literatura. Os STs 38, 354 e 648 estdo
associados ao filogrupo D (COQUE et al.,, 2008; HARADA; NAKAI; KATAOKA,
2012; MULLER; STEPHAN, NUESCH-INDERBINEN, 2016), assim como o ST 602
esta associados ao filogrupo Bl (GIUFRE et al.,, 2012), e 0 ST10 est4 associado ao
filogrupo A (RODRIGUES; MACHADO; NOVAIS, 2013).

Os isolados de K. pneumoniae foram representados por um dnico ST (ST198), o
qual foi anteriormente descrito em dois isolados comensais de humanos, no Rio de
Janeiro, e em isolados comensais de macaco e de bovino, nos Estados Unidos
(http://bigsdb.pasteur.fr/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst Kklebsiella isolates public&

page=query). Quanto aos isolados de E. asburiae e E. cloacae, ndo foram encontrados
dados epidemioldgicos referentes aos seus respectivos STs (ST125 e ST414).

Os resultados obtidos pelo sequenciamento de genoma completo permitiram
uma melhor caracterizacdo dos isolados, como o fornecimento de dados adicionais
acerca do perfil genotipico de resisténcia. A maioria do isolados apresentou genes de
resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos, o que 0s caracteriza como isolados
multi-resistentes (MAGIORAKOS et al, 2012). Entretanto, alguns isolados
apresentaram fendtipo de resisténcia a determinados antimicrobianos — como
sulfametoxazol/trimetoprim, &cido nalidixico e ciprofloxacina — e os respectivos genes
de resisténcia ndo foram detectados pelo sequenciamento de genoma completo. Isto
indica que a resisténcia a esses antimicrobianos esta sendo mediada por outros
mecanismos, como, por exemplo, barreiras de permeabilidade, bombas de efluxo ou
mutacbes nas enzimas-alvo (FABREGA et al., 2009; HUOVINEN, 2001; MUNITA;
ARIAS, 2016; RUIZ, 2003). Em contrapartida, nos isolados de K. pneumoniae, E.
asburiae e E. kobei, que foram sensiveis a fosfomicina, foi identificado o gene fosA, que
confere resisténcia a esse antimicrobiano. Assim, presume-se que este gene esta sendo
expresso em niveis muito baixos ou, de fato, ndo estad sendo expresso (ENNE et al.,
2006; ENNE; BENNETT, 2010; FLUIT; VISSER; SCHMITZ, 2001).

E interessante notar que isolados pertencendo ao mesmo ST apresentaram genes
de resisténcia diferentes, como no caso dos isolados do ST38 de E. coli e os isolados do
ST198 de K. pneumoniae. Adicionalmente, os isolados de K. pneumoniae

compartilharam os mesmos plasmideos, 0s quais apresentaram a mesma formula de ST


http://bigsdb.pasteur.fr/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_klebsiella_isolates_public&page=query
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plasmidial. 1sso demonstra que isolados clonais, mesmo carregando 0 mesmo
plasmideo, ndo necessariamente apresentam um perfil idéntico de resisténcia a
antimicrobianos. O mesmo principio se aplica aos genes de viruléncia, os quais também
variaram dentro de um mesmo ST.

Os resultados referentes aos plasmideos mostraram uma diversidade de grupos
de incompatibilidade plasmidial, incluindo grupos ndo identificados previamente pela
técnica de PBRT. Todavia, as técnicas utilizadas no estudo ndo foram suficientes para
determinar quais genes (de resisténcia ou viruléncia) estdo presentes em cada
plasmideo. Entre os plasmideos do grupo IncF foi possivel observar uma diversidade de
replicons, inclusive provaveis novos replicons, corroborando dados da literatura que
tém descrito o IncF como um grupo ndo homogéneo (COQUE et al., 2008; OSBORN et
al., 2000; SHIN; CHOI; KO, 2012; VILLA etal.,, 2010; YANG et al., 2015).

Entre os replicons de IncF encontrados neste trabalho, F31:A4:B10 e
F1:A6:B20, carregando o gene blacrx-m-15, foram os Unicos que ndo foram classificados
como possiveis novos replicons. O replicon F31:A4:B10 foi descrito uma Unica vez em
um isolado multi-resistente de E. coli carregando o gene blacrx-m15, na Inglaterra
(HOPKINS et al., 2006). J& o replicon F1:A6:B20 foi previamente descrito em isolados
de E. coli na Suécia, associado ao grupo blactx.m-9 (BROLUND et al., 2013); no Japao,
associado ao gene blactx-m-14 (MATSUMURA et al.,, 2013); e na Franga, associado ao
gene blactx-m27 (BLANC et al., 2014). Por outro lado, assim como observado neste
estudo, o Incl1/ST80 parece, de fato, estar associado a disseminacdo do gene blact x-m-
14, tendo sido encontrado em E. coli isoladas de vitelo, na Holanda (HORDIJK et al.,
2013); em Salmonella sorotipo Heidelberg isolada de carne de frango, proveniente de
local ndo especificado (LIAKOPOULOS et al., 2016a); e em E. coli isoladas de
gaivotas selvagens, em Ushuaia, na Argentina (LIAKOPOULOS et al., 2016b). Em
relacdo a este Gltimo estudo, é interessante salientar que uma dessas cepas pertencia ao
ST10 de E. coli (LIAKOPOULOS et al., 2016b), o mesmo ST identificado em uma das
cepas portadoras do plasmideo Incl1/ST80, neste estudo. Este fato permite levantar uma
hipdtese sobre o papel de aves selvagens como agentes de disseminacdo de bactérias
multi-resistentes em regides remotas da Ameérica Latina. Ja o Incl1/ST131 foi reportado
uma Unica vez, também associado ao gene blacrx-m-s, em isolados de E. coli
provenientes de frangos, no estado de S&o Paulo, Brasil (FERREIRA etal., 2016).

Nenhum dos sorotipos identificados neste trabalho, tanto de E. coli quanto de K.

pneumoniae, esta associado a linhagens pandémicas (HEINZ et al., 2016; MANGES et
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al., 2008; RILEY, 2014). Entretanto, cepas de E. coli ST38, sorotipo 086:H18, foram
descritas como o grupo clonal mais comum em surtos de infeccdo hospitalar causadas
por E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC) produtora de ESBL, no Japéo, entre
2002 e 2003 (SUZUKI et al., 2009). Duas das cepas reportadas neste trabalho, uma de
origem humana e outra de origem animal, pertencem a este mesmo sorotipo e a este
mesmo ST. Além disso, ambas as cepas apresentaram o gene nfak, que € um dos
marcadores de viruléncia de EXPEC (CHAPMAN et al, 2006). Adicionalmente, a
maioria das cepas de E. coli apresentaram os genes air, astA e eilA, que sdo genes de
viruléncia de E. coli enteroagregativa (EAEC) (HARRINGTON et al.,, 2009; KONNO,;
YATSUYANAGI; SAITO, 2012; SHEIKH et al., 2006), e o gene Ipfa, que é um gene
de viruléncia encontrado em E. coli enteropatogénica (EPEC) (AFSET et al., 2006).
Contudo, a presenca desses genes nao é suficiente para classificar esses isolados nesses
patotipos, visto que para isso sd0 necessarios ensaios de interacdo celular, que sdo 0s
testes padrdo-ouro para diagnostico e diferenciacdo de patotipos de E. coli (ARENAS-
HERNANDEZ; MARTINEZ-LAGUNA; TORRES, 2012; NANDANWAR et al,
2014).

Embora cepas com tais marcadores de viruléncia possam estar presentes na
microbiota comensal sem causar infeccdo (CABAL et al., 2016; WANG; WU; CAO,
2015), como reportado neste trabalho, isto representa um potencial risco a salde dos
individuos ou animais portadores. Ademais, a associacdo de genes de viruléncia com
genes de resisténcia a mdltiplos antimicrobianos torna a situacdo ainda mais
preocupante. Por um lado, o uso de antimicrobianos pode promover a selecdo de
bactérias portadoras de genes de viruléncia, contribuindo para uma rapida disseminagéo
desses genes na populacdo bacteriana. Por outro lado, genes de viruléncia podem
facilitar a estabilizacdo de genes de resisténcia em bactérias patogénicas (BOERLIN et
al., 2005).

De modo geral, sabendo que a populacdo deste estudo esta localizada em uma
area remota e que tem baixa exposicdo a antimicrobianos, a prevaléncia de isolados
resistentes encontrada é preocupante, especialmente quando comparada a prevaléncia
encontrada em ambientes com altas taxas de uso de antimicrobianos (CASSETTARI et
al., 2009; GARRIDO et al., 2013; PASRICHA et al., 2013). Infelizmente, ndo foi
possivel obter dados referentes a Ultima vez que esses individuos fizeram uso de
antimicrobianos ou se foram previamente hospitalizados, 0 que representa uma

limitag&o do trabalho.
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Considerando as caracteristicas socio-demograficas da populacdo e as
caracteristicas geogréaficas da regido do estudo, a detec¢do de bactérias multi-resistentes
com perfis genotipicos altamente similares aos descritos em outras regides reforca a
hipotese de que a resisténcia adquirida aos B-lactamicos de amplo espectro pode ser
mediada pela disseminagdo de bactérias e/ou seus determinantes de resisténcia a partir
de areas urbanizadas com alta exposicdo a antimicrobianos. Neste contexto, podem ser
discutidos possiveis fatores contribuintes para a introducdo dessas bactérias nessa
populacdo, como o0 contato com pessoas de areas altamente expostas a antimicrobianos,
a ingestdo de alimentos importados e o contato com animais e/ou aves contaminados.

O fluxo migratério de militares vindos de outras regifes do pais, principalmente
os que trabalham no setor da salde, é uma das principais hipdteses para o surgimento de
bactérias multi-resistentes nesta populacdo. Esses individuos podem ter sido
colonizados durante sua atuacdo profissional em ambientes hospitalares de outras
cidades ou estados e, entdo, transmitido essas bactérias para pacientes hospitalizados no
HGuUSGC. Todavia, a aquisicdo dessas bactérias pode ter ocorrido ndo apenas em
ambientes hospitalares, mas também no préprio ambiente comunitario, através do
contato com individuos colonizados, oriundos de outras cidades.

Visto que a producdo agricola local ndo é suficiente para suprir as necessidades
de consumo da populagédo, o consumo de alimentos importados de outras cidades ou
estados é também uma hipdtese a ser considerada, uma vez que bactérias resistentes a
antimicrobianos sdo frequentemente descritas em alimentos (BOTELHO et al.,, 2015;
CORMIER et al., 2016; MONTE et al., 2017; MOURA et al., 2017; RANDALL et al.,
2017).

Outra hipotese a ser considerada € a contaminagao por contato comanimais e/ou
aves selvagens. Sabe-se que as enterobactérias tém capacidade de adaptacéo a diferentes
hospedeiros, e tanto animais como aves podem adquiri-las, através de contaminagéo
ambiental, e atuar como reservatorios e veiculos de transmissédo das mesmas. Neste
ambito, diversos estudos j& descreveram a presenca de bactérias produtoras de ESBL
nesses hospedeiros (BACHIRI et al., 2017; BAEZ et al., 2015; BONNEDAHL et al.,
2015; BONNEDAHL; JARHULT, 2014; CRISTOVAO et al., 2017; LIAKOPOULOS
et al, 2016b; LONCARIC et al,, 2016; RAZA et al.,, 2017). Ademais, as aves podem
promover a disseminacdo de bactérias multi-resistentes a longas distancias, devido as
suas longas rotas de migracdo (INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO
DA BIODIVERSIDADE, 2016).
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Atualmente sdo conhecidas as principais rotas de migracdo de aves nedrticas
(provenientes do hemisfério norte) nas Américas (Figura 7) e sabe-se que aves que saem
do interior do Canada e dos Estados Unidos migram pelas &reas de baixa elevagdo do
leste americano, passando pelo Golfo do México e llhas do Mar das Antilhas, chegando
a América do Sul pela costa da Colombia, Venezuela e Guianas e, a partir de entdo,
utilizam as diversas rotas no interior do pais (ICMBIO, 2016).

Figura 7 - Mapa das principais rotas de migracdo de aves nas Américas

Fonte: Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade; 2016.

No Brasil, hd cinco rotas migratdrias principais, sendo que uma delas é a rota
Amazonia Central/Pantanal (Figura 8). Nesta rota, uma das principais chegadas é pelo
Rio Negro (ICMBIO, 2016). Neste ponto vale lembrar que estudos previamente
realizados na Guiana Francesa, em 2006 e 2010, detectaram a presenca de
enterobactérias produtoras de ESBL do tipo CTX-M em uma comunidade remota de
indios Wayampis (WOERTHER et al., 2010, 2013b). Portanto, ao se fazer uma analise

sobre a deteccdo de ESBLs nesses estudos e neste presente estudo, bem como as rotas



84

de migracdo dessas aves, reforca-se a hipdtese de uma possivel atuagcdo das aves
migratorias na introdugdo de bactérias multi- resistentes no municipio de S&o Gabriel da
Cachoeira.

Adicionalmente, ha as aves limicolas, que migram do artico para a América do
Sul e entram na Amazbnia brasileira pelo caminho dos grandes rios, seguindo até o sul
do Brasil ou até a Terra do Fogo, no extremo sul do continente (ICMBIO, 2016). Aqui
vale lembrar o trabalho realizado por Liakopoulos et al. (2016b) — previamente citado
nesta discussdo — em que cepas de E. coli isoladas de gaivotas selvagens, em Ushuaia,
capital da provincia da Terra do Fogo, em 2012, apresentaram 0 mesmo gene de
resisténcia, o mesmo ST da cepa, 0 mesmo Inc e 0 mesmo ST plasmidial de uma cepa
identificada no presente estudo. Considerando que as cepas deste estudo foram
coletadas no ano de 2013, pode-se levantar a hipdtese de que esta cepa ja circulava na
regido de Sdo Gabriel da Cachoeira nos anos anteriores e foi disseminada até Ushuaia
por aves migratorias, ou que foi levada de Ushuaia para Sdo Gabriel da Cachoeira
durante a migracdo de volta. Por outro lado, pouco se sabe sobre as rotas de migragéo da
Antéartica e do extremo sul da América do Sul para o Brasil (ICMBIO, 2016).

Figura 8 - Mapa das principais rotas de aves migratérias no Brasil
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Uma vez inseridas na comunidade, as bactérias multi-resistentes podem ter se
disseminado de diversas formas. Individuos que tenham sido hospitalizados e adquirido
essas bactérias podem ser importantes veiculos de disseminacdo na sede do municipio e
nas aldeias, como ja mostrado por outros estudos (RODRIGUEZ-BANO et al., 2008;
LO etal.,, 2010; KOJIMA et al., 2014).

A deteccdo de bactérias de um mesmo ST em individuos de etnias diferentes
evidencia a dispersdo dessas bactérias em diferentes aldeias. O ST38 foi detectado em
isolados de individuos das etnias Hupda, Piratapuya e Tukano; o novo ST (ST6993) foi
detectado em isolados de individuos das etnias Baniwa e Hupda; e cada um dos isolados
de K. pneumoniae — pertencentes ao mesmo ST (ST198) — foi proveniente de individuos
de diferentes etnias (Baniwa, Hupda, Tariano, Tukano e Werequino). Embora as aldeias
dessas etnias estejam localizadas em diferentes pontos do municipio, ao longo dos rios
ou floresta adentro, sabe-se que hd uma dindmica populacional, com constante
movimentacao de individuos entre as aldeias, no interior, e a sede do municipio, onde
ndo ha segregacéo étnica. Dessa forma, o contato, mesmo que minimo, entre individuos
de diferentes etnias, na sede do municipio, pode ter contribuido para a dispersdo dessas
bactérias nesses diferentes grupos. Por outro lado, a relacdo clonal entre cepas de
origem humana e de cées evidencia o importante papel dos animais de estimacdo na
disseminacdo, uma vez que estes trafegam livremente por toda a area da cidade.

O sistema precario de abastecimento de dgua e a falta de sistemas de coleta e
tratamento de esgotos na cidade sdo, também, importantes fatores contribuintes para a
dispersdo de bactérias multi-resistentes. Residuos solidos e efluentes do Gnico ponto de
captacdo de esgoto existente sdo lancados em igarapés que desdguam no rio Negro, a
montante de um ponto de captacdo de dgua para abastecimento da cidade. Ainda mais
alarmante é o fato de que essa dgua é distribuida diretamente para a populacdo sem
passar por nenhum tipo de tratamento (GIATTI, 2007). Essa situagéo facilita a dispersdo
das bactérias multi-resistentes ndo apenas na populacdo da cidade de Sdo Gabriel da
Cachoeira, mas em todas as comunidades situadas as margens do rio Negro a jusante
desse ponto.

Embora, na maioria das vezes, a ocorréncia de bactérias multi- resistentes
produtoras de ESBL esteja associada a regides totalmente urbanizadas e com alta
exposicdo a antimicrobianos, os resultados deste trabalho demonstram a capacidade

dessas bactérias serem introduzidas e se dispersarem em regifes remotas com baixa
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exposicdo a antimicrobianos. Nesse ambito, interacfes inter-pessoais e com o ambiente
parecem ser importantes fatores de risco no processo de dispersdo. A presenca de genes
codificadores de ESBL e carbapenemase na microbiota comensal de individuos de uma
comunidade remota no Brasil é um resultado inédito que demonstra que a disseminacao
de um problema endémico em areas urbanas para uma comunidade, em teoria, com
baixa exposicdo a antibacterianos estd acontecendo, sendo que as fontes e/ou veiculos

de aquisicdo sdo dignas de investigacdo, para um controle epidemiolégico.
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6 CONCLUSOES

e Foi detectada a presenca de enterobactérias produtoras de p-lactamases na
microbiota comensal de humanos e animais domésticos de uma comunidade
remota no interior do estado do Amazonas;

e A espécie bacteriana prevalente entre os isolados foi E. coli, seguida por K.
pneumoniae;

e Quatorze isolados de origem humana e cinco isolados de origem animal
apresentaram perfil fenotipico para producao de ESBL e resisténcia a multiplas
classes de antimicrobianos;

e Os genes codificadores de ESBL mais encontrados foram blacrx-m-15 € blactx-m-
14,

e Um isolado de origem humana apresentou resisténcia a cefalosporinas e
imipenem e foi detectada, pela primeira vez no mundo, a presenca do gene
blagess em M. morganii;

e Foiobservada uma diversidade clonal entre os isolados de E. coli, com deteccéo
de STs mundialmente disseminados e também de um novo ST de E. coli
(ST6993);

e Osisolados de K. pneumoniae foram representados por um unico clone (ST198);

e Alguns isolados de E. coli de humanos e animais foram clonalmente
relacionados, sugerindo a disseminacdo dessas bactérias entre esses hospedeiros;

e Apenas nove plasmideos carregando os genes blactx-wm-4 (N = 4), blacTx-m-15 (N
= 3) e blactx-m-s (n = 2) foram mobilizados, pela técnica de conjugacao;

e O gene blagess e dois genes blactx-m-14 foram encontrados no cromossomo;

e Os grupos de incompatibilidade plasmidial encontrados (IncF, Incll e IncL/M)
estdo entre os mais disseminados no mundo;

e IncF e Incll foram associados aos genes blactxmis € blacrx-m-4,
respectivamente;

e Os plasmideos da familia IncF foram caracterizados por diferentes replicons,
enquanto todos os plasmideos do Incl1 foram pertencentes ao ST80;

e Os resultados deste trabalno demonstram a disseminacdo de um problema
endémico de areas urbanas para uma comunidade remota, em teoria, com baixa

exposicao a antibidticos.
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