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RESUMO

O ecossistema manguezal sofre impactos com as ac¢des antropicas do homem, isso pode
provocar transformacdes no genoma de microrganismos presentes naguele ambiente. Esse
ecossistema é importante para manter o nivel do mar, protecdo da costa e constitui cerca
de 60 a 70% do litoral em regides com climas tropicais e subtropicais da Terra. O objetivo
foi caracterizar os mecanismos moleculares envolvidos na disseminacdo dos genes de
resisténcia de bactérias Gram-negativas isoladas de sedimentos do Rio Anil - MA, bem
como avaliar a presenca de integrons e plasmideos associados como disseminacdo dos
genes de resisténcia. Os microrganismos isolados foram inoculados em meio Agar
Macconkey suplementado com os farmacos antibiéticos ceftadizima e meropenem em
concentracfes crescentes (2-32 ug/mL). As espécies de bactérias portadoras de genes de
resisténcia foram identificadas pelo MALDI-QTOF-lonizacdo por Dessor¢cdo a Laser
Assistida por Matriz com analisador por tempo de voo. Os isolados bacterianos foram
submetidos ao método de Kirby-Bauer para avaliacdo do perfil de suscetibilidade a
antibidticos beta-lactamicos. Em seguida, realizou-se a determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) para alguns isolados que apresentaram um perfil de suscetibilidade
satisfatorio, além da determinacéo pelo sistema automatizado VITEK 2 e andlise do Time
Kill Curve para o isolado de Klebsiella pneumoniae KPCEUL. Os determinantes genéticos
foram detectados por técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase em multiplex (mPCR).
O esboco do genoma foi determinado por lllumina e anotado usando o software Prokka. A
Rapid Annotation Subsystem Technology (RAST) foi usado para verificar as funcdes dos
genes nos subsistemas encontrados no genoma. Além disso, a tipagem de sequéncia
multilocus (MLST) foi usada para classificar o grupo de sequéncia tipo (ST). Para as
analises in silico do genoma foram usados softwares, entre 0os quais 0 Comprehensive
Antibiotic Resistance Database, Phaster, Orthoven2, Mauve4 e Virulence Factor Database
(VFDB). Um total de trinta e duas bactérias foram identificadas, dentre estas 20
Ochrobactrum intermedium, 09 Ochrobactrum tritici, 02 Stenotrophomonas maltophilia e 01
Klebsiella pneumoniae. Um dos isolados apresentou um perfil multi-droga resistente e foi
posteriormente sequenciado e identificado como K. pneumoniae, e entdo renomeado K.
pneumoniae- KPCEUL. Todos isolados demonstraram resisténcia a cefepima e K.
pneumoniae KPCEU1 apresentou susceptibilidade apenas a gentamicina. O RAST indicou
a presenca de 7 proteinas de adesdo, 125 proteinas relacionadas a resisténcia a
antibidticos e compostos toxicos. A analise por MLST indicou que K. pneumoniae KPCEU1
pertence ao grupo ST11. Os genes para fatores de viruléncia que foram encontrados
referem-se a enzimas de aderéncia, bomba de efluxo, proteinas captadoras de ferro
associadas principalmente aos sideroforos, genes reguladores e sistemas de secrecdo. A
deteccédo de isolados com o perfil acima descrito é de extrema importancia, uma vez que
evidencia a disseminacdo de bactérias virulentas e com perfii MDR, comumente
encontradas na clinica, em ambientes aquaticos extra-hospitalares.

Palavras-chave: beta-lactamicos, bactérias gram-negativas, resisténcia, mangue.
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Resumo: O ecossistema manguezal sofre impactos com as agdes antropicas do
homem, isso pode provocar transformacgdes no genoma de microrganismos
presentes naquele ambiente. O estudo identificou bactérias Gram negativas de
sedimentos do Rio Anil-MA e caracterizou o perfil de resisténcia destes isolados
a farmacos antimicrobianos, bem como avaliaou a presenga de integrons e
plasmideos associados com a disseminagao dos genes de resisténcia. Os isolados
obtidos foram submetidos método de Kirby-Bauer, identificados pelo MALDI-
QTOF, e submetidos a técnica de PCR para detecgdo de genes para enzimas f-
lactamases, para integrons e grupos plasmidiais. O esbogo do genoma de K.
pneumonige KPCEU1 foi sequenciado com Illumina. O RAST exp0s as fungoes
dos genes nos subsistemas do genoma. A tipagem MLST classificou o grupo de
sequéncia tipo ST. Para as Analises in silico usou-se o CARD, Phaster,
Orthoven2, MAUVE4 e VEDB. Trinta e duas bactérias foram identificadas como
das espécies Ochrobactrum intermedium, Ochrobactrum tritici, Stenotrophomonas
maltophilia e Klebsiella pneumoniae, 100% dos isolados foram resistentes ao
farmaco cefepima e 66,66% foram positivos para a detecgao do integron de classe
1. KPCEU1 apresentou susceptibilidade apenas a gentamicina. O RAST indicou
125 proteinas relacionadas a resisténcia a farmacos antimicrobianos, alem de ser
portadora do gene blakec2. O clone ST11 apresentou 100% de similaridade
filogenética com outras linhagens portadoras do gene blaxec2. A deteccao de
isolados ambientais com o perfil MDR € de extrema importancia ja que destaca
a disseminagdo extra-hospitalar de bactérias comumente encontradas na clinica
em ambientes aquaticos.

Keywords: mangue, beta-lactamicos, bacterias gram-negativas, resisténcia

1. Introducao

Areas de manguezais constituem cerca de 60 a 70% do litoral em regides
de climas tropicais e subtropicais da Terra. Este ecossistema é importante para
manter o nivel do mar e protecao da costa. Sua condicao ambiental
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caracteristica é a salinidade, por conta de sua proximidade ao mar, possuindo também uma condicao
anaerdbica ocasionada pela alteragdo da mare, deficiéncia em micronutrientes e em matéria organica [1]. No
Brasil a extensao das areas de manguezais chega a 8,5%, sendo caracterizado como o segundo pais rico nesse
tipo ecossistema [2]. Os manguezais sofrem impactos relacionados as agdes da sociedade, tais como despejos
de esgotos, lixo e residuos industriais, atividades portuarias, atividades pesqueiras e extragdo de minerais e
petroleo [3]. Estas atividades geram impactos no processo biogeoquimico deste ecossistema [4].

Os microrganismos dos ambientes de manguezais sofrem alteracdo na composicdo e estrutura
provindas da influéncia dos fatores bidticos e abidticos dos sedimentos do mangue [4]. Estes microrganismos,
sofrem uma pressao adaptativa constante por conta das caracteristicas encontradas no manguezal, como a
alta salinidade, a inundagao intermitente e as influéncias antropicas [4]. Neste contexto se encontram os
fatores genéticos, mediados pela transferéncia horizontal de genes (THG) que como resultado facilita a
adequacao das linhagens bacterianas as alteracdes ambientais [5].

A THG tem um papel importante na evolucdo microbiana, proporcionando a adaptagao dos
genomas de bactérias ao ambiente. Através dos processos de transferéncia como a conjugacgao, a
transformacdo e a transducdo, os elementos genéticos moveis (EGMs) (bacteridfagos, plasmideos,
transposons e integrons) medeiam a transferénia de sequéncias de DNA entre as espécies bacterianas [6, 7].
Os ambientes aquaticos por sua vez, sao meios mais propensos para combinagao e dissipagdo de genes de
resisténcia, por sofrerem intervencdo humana [5]. Uma andlise gendmica demonstrou que os genes
responsaveis pela resisténcia aos antibidticos (ARGs) surgem de forma abundante em linhagens de bactérias
ambientais e de origem clinica [8].

Os genes que codificam para fatores de resisténcia a farmacos antimicrobianos de patoégenos
bacterianos podem ser transferidos para bactérias ambientais e estas tornam-se reservatério de ARGs [9].
Desta forma, bactérias encontradas no ambiente atuam como receptoras de genes associados a resisténcia a
antibiodticos e, posteriormente, podem infectar os seres humanos [10]. A presenca de bactérias dos géneros
Clostridium e Escherichia em amostras de agua e sedimento tem sido reportada portando genes de resisténcia
as tetraciclinas, sulfonamidas e (fluoro) quinolonas [11]. E, em patégenos oportunistas encontrados no solo
como Ochrobactrum intermedium onde foram detectados genes de resisténcia a quinolonas, sulfonamidas,
tetraciclinas, macrolidos e a estreptomicina aminoglicosidica, assim como a -lactamase AmpC que confere
resisténcia aos antibidticos B-lactamicos [12].

Os membros da familia Enterobacteriaceae sdo compostos por bactérias gram-negativas como por
exemplo dos géneros, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Salmonella e Shigella, que estao
relacionadas a infecgOes graves em individous internados em hospitais ou em individuos da comunidade em
geral [13]. Por sua vez, espécies do género Ochrobactrum estao sendo consideradas patdgenos oportunistas
emergentes, que tém ganhado visibilidade com relagdo a infec¢des de pacientes atendidos clinica médica
humana por apresentarem uma ascensdao com relagdo ao perfil de resisténcia a mdultiplas drogas
antimicrobianas [14, 15].

O presente estudo, teve como objetivo isolar e identificar bactérias gram negativas de sedimentos do Rio
Anil-MA, caracterizar os mecanismos moleculares envolvidos na disseminagao dos genes de resisténcia de
bactérias Gram-negativas isoladas de sedimentos do Rio Anil - MA, bem como avaliar a presenca de integrons
e plasmideos associados como disseminagdo dos genes de resisténcia.

2. Material e métodos

2.1 Area de estudo

A bacia do Rio Anil localiza-se na por¢ao Noroeste de Sao Luis entre as latitudes 02°29'14” e 02°34'47”
S e as longitudes 44°19'15” e 44°12’55” W, limita-se com as bacias ocednicas ao Norte, com a bacia do Rio
Paciéncia a Leste, com a do Bacanga ao Sul e com a baia de Sdo Marcos a noroeste. Tem suas nascentes
localizadas na Chapada do Tirirical (Bairro Aurora), descendo ao nivel do mar aproximadamente 9,5 Km em
linha reta, com o eixo direcional orientado de SE para NW a partir da nascente [16]. Os pontos de coletas desta
pesquisa ocorreram em dreas estratégicas dos bairros Ipase, Liberdade e Vila Palmeira, em trés pontos
distintos (Figura 1). Esses bairros sao totalmente urbanizados, compostos de Hospital, casas, faculdades,
palafitas e uma antiga empresa de medicamentos ao longo do percurso sob o Rio Anil.
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Legenda
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] Municipios do MA

Figura 1: Mapa de localizagdo de pontos de coleta ao longo do rio Anil Sao Luis — MA.

2.2 Obtengio e manutencio dos isolados bacterianos

A coleta ocorreu no ano de 2019 e cada ponto foi dimensionado em um 1 m? onde trés amostras do
sedimento de mangue com 200 g foram retiradas de trés pontos de coletas diferentes. As amostras de
sedimentos foram levadas para o Laboratdrio de Microbiologia Aplicada da Universidade CEUMA onde
foram processadas. As trés amostras de cada ponto foram homogeneizadas, formando uma amostra composta
de cada ponto. Da amostra composta retirou-se 1 g devidamente pesados em balanca analitica.
Posteriormente, adicionou-se em tubos contendo 9 mL de solugao salina (NaCl, 0,9%) estéril. Logo apds, foi
feita uma dilui¢do da amostra em fragao decimal até a dilui¢do de 10-3. Em seguida, cerca de 100 pL da amostra
foi espalhado com alca de Drigaslki estéril sobre a superficie de meio Agar MacConkey (Difco, Laboratories,
Detroit, Mich.), previamente preparado contendo de 2, 4, 8, 16, 32 e 64 pug/mL dos antibioticos ceftadizima e
meropenem. As placas de cultivo foram incubadas a temperatura de 37°C por até 72 h, para o crescimento das
colonias. Apds crescimento, féz-se a contagem das coldnias bacterianas e seus morfotipos caracterizados. Pela
técnica de esgotamento, as colénias foram purificadas em meio agar MacConkey (Difco, Laboratories, Detroit,
Mich.) e incubadas até 72 h a 37°C. As colonias purificadas obtidas foram estocadas em caldo de infusao e
cérebro (BHI, Difco) adicionado com glicerol a 20% e armazenadas -20 °C.

2.3 Identificagdo dos isolados bacterianos

A confirmagao da identidade das espécies foi realizada por MALDI-TOF, e os espectros capturados
foram analisados utilizando o controle de automatizacdo MALDI Biotyper e o software Bruker Biotyper 2.0
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os critérios de identificagdo utilizados na anélise foram os seguintes:
um escore >2.000 indica a identificagdo em nivel de espécie, um escore de 1.700 a 1.999 identifica em nivel do
género, e um escore <1.700 € interpretado como nao identificado. A Escherichia coli ATCC 8739 foi utilizada
como controle positivo [17].

2.4 Determinacio do perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobiana

O perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas para todos os isolados foi determinado pelo
método de Kirby-Bauer [18]. Os farmacos antimicrobianos utilizados nos ensaios foram amicacina (30ug),
ampicilina (10pg), ampicilina+sulbactam (20ug), piperaciclinat+tazobactan (30/6ug), cefepima (30ug),
ceftazidima (10ug), ceftriaxona (30ug), cefuroxima (30ug), cefotaxima (5ug), ofloxacina (5ug), norfloxacina
(10pg), ciprofloxacina (5ug), meropenem (10ug) e imipenem (10ug). As analises de suscetibilidade foram feitas
de acordo com as recomendacdes do fabricante e de acordo com as normas do Comité Brasileiro de Teste de
Suscetibilidade Antimicrobiana [19]. O sistema automatizado VITEK 2 (BioMerieux SA, Marcy-l'Etoile,
Franca) foi utilizado para linhagem de K. pneumonige KCEU1 com os cartdes Teste de Suscetibilidade
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Antimicrobiana (AST) n® 105, com as seguintes drogas amicacina, ampicilina, ampicilinat+sulbactam,
piperaciclinattazobactan, cefepima, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima, cefuroxima axetil, cefotaxima,
ofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina, gentamicina, tigeclina, meropenem e imipenem

2.5 Determinagio da concentragdo inibitoria minima (CIM) para meropenem, cefepima e gentamicina.

Os isolados clinicos das espécies O. anthropi, O. intermedium e K. pneumoniae KCEU1 foram submetidos
aos ensaios da CIM utilizando o teste de microdilui¢ao em caldo, usando como referéncia o método descrito
no Comité Brasileiro de Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana [19]. Os breakpoints ou pontos de corte
clinicos para Pseudomonas foram utilizados como parametro para interpretagao dos dados.

As células dos isolados bacterianos foram reativadas em meio liquido BHI a 372 C, overnight (24h) e
semeadas em agar BHI por esgotamento. Apos a incubagdo foram preparados os indculos em concentragao
determinada pela escala McFarland (1,5x108 UFC/mL) diluidos em caldo Miieller Hinton. Foram utilizadas as
concentracoes de 4 a 512 pg/mL de meropenem, 1 a 512 pug/mL de ceftazidima e 64 ug/mL a 0,5 pug/mL de
gentamicina. Os antimicrobianos foram filtrados em membrana estéril de 0,22 um acopladas a seringas. Apds
a filtragao, foram diluidos em caldo Miieller-Hinton na concentragao de trabalho.

Nas placas de microdilui¢ao de 96 pogos (12X8) foram inoculados 100 uL de caldo Miieller Hinton, 5
pL do in6culo e 100 puL do farmaco. Fez-se entdo uma dilui¢do de 100 pL em 100 pL da droga e os 100 uL
retirados do ultimo pogo foram descartados, portanto, o volume final do contetido dos pocos foi de 200 pL.
Apbs o preparo das placas, estas foram incubadas a 372 C por até 24 h. Apds a incubagado, os pocos foram
monitorados para a determinac¢do da CIM pelo método visual de crescimento das bactérias [19].

2.6 Time Kill-curve — Curva de Tempo de Morte

O Time Kill-curve € utilizado para avaliar os tempos em que as concentragdes de um determinado
antimicrobiano matam um isolado bacteriano. Para a determinacdo das curvas de tempo de morte foram
inoculadas 5x10 5 unidades formadoras de colonias (UFC/mL) da cepa de K. pneumoniae KPCEU1 em 3 mL de
caldo Mueller — Hinton ajustado de acordo com os farmacos antimicrobianos meropenem nas concentragoes
de 8 ug/mL a 64 pg/mL, gentamicina nas concentragdes de 0,25 pg/mL 4 2 ug/mL e cefepima nas concentragdes
de 4 pug/mL a 32 ug/mL, sempre de acordo com o CIM. As aliquotas das amostras foram retiradas nos tempos
de 0, 6, 12, 24 e 30 horas ap0s inoculagao, sendo diluidas em escala decimal em solugdo de NaCl (0,9% estéril)
e plaqueadas em agar Trypticase Soy Broth (TSB, Difco). Apds o plaquamento as placas foram incubadas a
37°C em estufa bacterioldgica, apds o crescimento das coldnias bacterianas estas foram contadas e os valores
foram expressos em Log10 CFU/mL. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e em dois experimentos
independentes.

2.7 Andlises Moleculares
2.7.1 Extragcdo do DNA bacteriano
O protocolo utilizado para extragdo de DNA é o descrito por Pitcher [20]. A concentragdo e a pureza
do produto obtidos foram quantificadas em espectrofotdmetro 1000 Nanodrop-TM 1000 a 260 e 280 nm.
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
2.7.2 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccao dos genes relacionados a enzimas 3-lactamases.
As reacoes de PCR para os genes codificadores das enzimas [-lactamases foram feitas em
termociclador 2720 Thermal Cycler (California, USA). Nas reagoes de PCR foram utilizados a solugao de
GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), acrescido de cada par especifico do iniciador (10
pmol/L), dgua livre de nucleases e do molde DNA, correspondendo a aproximadamente 100 ng de DNA,
descritos na tabela 1. O protocolo de amplificagao foi realizado de acordo com o retratado na Tabela 2. Em
seguida, os fragmentos foram visualizados em gel de agarose variando de 1,5% a 2% de acordo com o
comprimento dos pares de bases e corado com UniSafe Dye (20.000x) (Uniscience do Brasil, Brasil) de acordo
com as recomendacoes do fabricante. Apds a eletroforese o gel foi fotografado sob exposicao de iluminagao
Ultra-Violeta [21]. A técnica Simplex-PCR foi usada para detec¢ao de genes relacionados as enzimas Klebisiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), Verona imipenemase (VIM2), Nova Delhi metallo-p-lactamase (NDM). A técnica
de multiplex-PCR foi utilizada para os genes alvos relacionados as enzimas S-lactamases Temoreira (TEM),
Sulphydryl Variable (SHV) e Cefotaxime enzyme (CTX-M), assim como para a amplificacado dos genes blamp,
blasemi e blaces (tabela 3).
2.7.3 Identificagdo molecular por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) dos genes relacionados as enzimas
oxacilinases (blaoxa1, blaoxazs, blaoxaz4, blaoxas1 e blaoxass).
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As reacdes de PCR para os genes codificadores de oxacilinases foram feitas em termociclador 2720
Thermal Cycler (California, USA) em um volume final de 25 uL, contendo 0,5 uL de cada iniciador especifico
(10 pmol/L) descritos na Tabela 3, acrescidos de 12,5 uL. de PCR Master Mix - Promega® (Promega, Madison,
WI, USA (Tag DNA polimerase, dNTPs, MgCl2, tampao de PCR [pH 8,5]), 4,5 pL de agua livre de nuclease e
3 uL do molde DNA, correspondendo a aproximadamente 100 ng de DNA. A reagao de amplificagao ocorreu
nas seguintes condigdes: 94°C por 5 minutos (desnaturacao inicial) seguidos de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto,
52°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram
aplicados em gel de agarose a 2% e corados em solucdo para coloracao de Acido Nucleico — UniSafe Dye
(20.000x) (Uniscience do Brasil, Brasil) de acordo com as normas do fabricante. Apds a eletroforese o gel foi
fotografado sob exposi¢do de iluminagao UV.
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Tabela 1: Condig¢bes para amplificagdes das reagdes dos genes metalo-3-lactamases e a enzima Klebisiella pneumoniae carbapenemase.

blaxrc

blanp

blaspvi

blaces blanom blavive blatem blasuv blactxm
Ciclos 35 35 35 35 35 35 30 30 30
Desnaturagao inicial 95 °C - 5 min 94° C - 3 min 94° C - 3 min 94° C -3 min 94° C - 3 min 94° C - 3 min 94° C - 3 min 94° C - 3 min 94° C - 3 min
Desnaturacao 952C -1 min 94° C - Imin 94¢ C - Imin 94¢ C - 1min 94¢ C - 1min 94° C - 1min 94° C - Imin 94¢ C - 1min 94° C - Imin
Anelamento 55°C-40s 55°C - Imin 55°C - Imin 55°C - Imin 55°C - Imin 55°C - Imin 54° C - Imin 54° C - Imin 54° C - Imin
Extensao 72°C-90s 72°C -2 min 72°C -2 min 72°C -2 min 72°C -2 min 72°C - 2 min 72°C - 2 min 72°C -2 min 72° C - 2 min
Extensao final 72°C-10 min 72° C - 7min 72° C - 7min 72° C - 7min 72° C - 7min 72°C - 7min 72°C-5min 72°C -5 min 72°C-5min
Fonte: autor (2021)
Tabela 2: Condi¢des para montagem das reagdes dos genes metalo-B-lactamases e a enzima Klebisiella pneumoniae carbapenemase
blaxec blane blasen blaces blanom blavive blatem blasuv blactxm
Volume inicial 25 uL 30 uL 30 uL 30 uL 25 uL 25 uL 30 uL 30 uL 30 uL
.. 1 uL(10 1 uL(10 1 uL(10 1 uL(10 1 uL(10 1 uL(10 1 pL(10 1 uL(10 1 uL(10
I
niciador (cada par) pmol/L) pmol/L) pmol/L) pmol/L) pmol/L) pmol/L) pmol/L) pmol/L) pmol/L)
Solugdo de GoTaq®
Green Master Mix 12,5 uL 15 uL 15 uL 15 uL 12,5 uL 12,5 uL 15 ul 15 uL 15 uL
DNA* 3uL 5uL 5uL 5uL 3uL 3uL 4 uL 4 uL 4 uL
Agua livre de
7,5 uL 8 uL 8 uL 8 uL 7,5 uL 7,5 uL 9 uL 9 uL 9 uL
nucleases P M K H K ~P M ~» M H H K

*concentragdo do DNA (50=300 ng/mL)

Fonte: autor (2021)
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Tabela 3. Iniciadores utilizados para os genes das enzimas [3-lactamases

Pares
Iniciadores de Sequéncia (5’ 3) Autores
bases
TEM - fw 800 CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC [22]
TEM - rv 800 CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
SHV - fw 713 AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC [22]
SHV -rv 713 ATCCCGCAGATAAATCACCAC
CTX- M-fw 585 CGATGTGCAGTACCAGTAA [22]
CTX- M-rv 585 TTAGTGACCAGAATCAGCGG
KPC-fw 882 TGTCACTGTATCGCCGTC 23
KPC-rv 882 TCAGTGCTCTACAGAAAACC 23]
IMP - fw 740 TGAGCAAGTTATCTGTATTC
IMP - rv 740 TTAGTTGCTTGGTTTTGATG [22]
SPM1 - fw 648 CCTACAATCTAACGGCGACC 2
SPM1 - rv 648 TCGCCGTGTCCAGGTATAAC [22]
GES - fw 860 ATGCGCTTCATTCACGCAC [22]
GES - rv 860 CTATTGTCCGTGCTCAGG
NDM - fw 984 CACCTCATGTTTGAATTCGCC o4
NDM - rv 984 CTCTGTCACATCGAAATCGC [24]
VIM2 - fw 865 AAAGTTATGCCGCACTCACC 2
VIM2 - rv 865 TGCAACTTCATGTTATGCCG [22]
OXA 01- fw 300 AGCTATGGCTAGCGTTAC 25
OXA 01-rv 300 GTCCTACTGCGGTACTGTT [25]
OXA 23- fw 501 GATCGGATTGGAGAACCAGA [25]
OXA 23-rv 501 ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA 24 - fw 243 GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA [25]
OXA 24 -rv 243 AGTTGAGCGAAAAGGGATT
OXA 51- fw 353 TAATGCTTTGATCGGCCTTG 25
OXA 51-rv 353 TGGATTGCACTTCATCTTGG [25]
OXA 58- fw 599 AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 25
OXA 58-rv 599 CCCCTCTGCGCTCTACATAC [25]

TEM: Temoniera, SHV: Sulphidryl Variable, CTX-M: Cefotaximases Munich, KPC: Klebsiela pneumoniae carbapenemase,
IMP: Imipenemase metalo (3-lactamase, NDM: New Delhi Metalo p-lactamase, VIM: Verona integron-borne Metalo 3-
lactamase, GES: Guiana extended-spectrum, SPM: Sdo Paulo Metalo 3-lactamase, Oxa: oxacilinase fw: forwed, rv: reverse.
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2.7.4 Reagao em Cadeia da Polimerase em multiplex-para detec¢ao de integrons de classe 1, 2 e 3.

Para a caracterizagdo dos integrons utilizou-se como alvos iniciadores especificos para as sequencias
intl1, intl2 intl3, estas foram amplificadas pelo método de reacao de PCR-Multiplex utilizando os iniciadores
descritos por Goldstein [26], como demonstrado na Tabela 4. Nas reacdes de amplificagdo por mPCR foram
feitas em um volume final de 30 pL contendo 15 uL de uma solu¢ao de DNA Polimerase Martex-mix
(Promega, EUA), 10 pmol de cada iniciador e 3 uL de molde de DNA (100 ng de DNA/reagao), conforme a
Tabela 4. As amplificagdes foram realizadas em termociclador 2720 Thermal Cycler (California, USA). Os
produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose 2% e corados em solucio para coloracao de Acido
Nucleico — UniSafe Dye (20.000x) (UNISCENCE, USA) de acordo com as normas do fabricante. E o gel foi

fotografado sob exposicao de iluminagao UV.

Tabela 4: Iniciadores especificos utilizados para detec¢ao de genes intl-1, intl- 2, e intl-3 dos isolados
bacterianos

Iniciadores Sequéncia (5’- 3") Amplicon Ciclo Referéncia
(pb)
Intl1-F CCTCCCGCACGATGATC 280 35 Ciclos
Intl1-R TCCACGCATCGTCAGGC Desnaturagao Inicial:
95°C- 5 min

Intl2-F TTATTGCTGGGATTAGGC 233 Desnaturacgao: 94°C-

Imin
Intl2 - R ACGGCTACCCTCTGTTATC Anelamento: 60°C (26]

Imin
Intl3-F AGTGGGTGGCGAATGAGTG 600 Extensao: 72°C-1min
Intl3-R TGTTCTTGTATCGGCAGGTG Extensao Final: 72°C-

10 min

Fonte: autor (2021)

2.7.5 Caracterizagao dos grupos de Incompatibilidade dos plasmideos

A caracterizagao dos grupos de incompatibilidade dos plasmideos foi realizada por PCR utilizando 8
reagoes de amplifica¢des, sendo 5 multiplex-PCR e 3 simplex-PCR. Usando primers relatados anteriormente
[27], para deteccdao dos seguintes replicons: IncA / C, IncB / O, IncF (FIA, FIB, FIC, FIIA, subgrupos FrepB),
IncHI1, IncHI2, Incl1-Ig, IncK, IncL / M, IncN, IncP IncT, IncW e IncY.

2.8 Sequenciamento do genoma e anotagdes

O genoma da linhagem K. pneumoniae KPCEUI foi submetido ao processo de montagem de dados
obtidos pelo MiSeq, como auxilio do pipeline (algoritmos executados por meio de uma sequencia
predeterminada p processar os dados) A5 Este utiliza uma abordagem de sequenciamento de novo para
genomas procariotos A5 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23028432, acesso em 05 de dezembro de
2020) [28]. O pipeline e os programas associados sdo de codigos abertos distribuidos sob licenca GPLv3,
executado em ambiente Linux, e estd instalado no servidor local para analise bioinforméatica de Neoprospecta
(Configuragao: 03 servidores Linux, Core i7, 64 GB RAM, 2 TB HD). Os genes sequenciados foram previstos
usando como inferéncia de proteinas constante no BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ , acesso em 20 de

dezembro de 2020)[29]. Com base nas sequéncias anotadas do genoma de K. pneumoniae KPCEU1 (extensao
GBK) realizou-se as analises de subsistemas genéticos utilizando o programa Rapid Annotation using Subsystem
Technology (RAST), uma ferramenta de bioinformatica importante usada para a previsao de genes putativos
(http://rastnmpdr.org, acesso em 10 de janeiro de 2021) [30]. O programa The Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD) (https://card.mcmaster.ca, acesso em 20 de janeiro de 2021) [31] foi utilizado para
caracterizar o perfil de resisténcia a farmacos antimicrobianos

Analise de digitacdo da sequéncia Multilocus (MLST) (com base em sete locus genes: (gapA, infB, mdh,
pgi, phoE, rpob, and tonB) foram utilizados para a identificagao de sequéncia tipo (ST) e complexo clonal. O ST
foi obtido através do site https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.htmL. , acesso em 25 de janeiro de 2021)
[32].

O alinhamento de maultiplas sequéncias gendmicas foi realizado usando o algoritmo Mauve
progressivo (http://darlinglab.org/mauve/mauve.html, acesso em 30 de janeiro de 2021) [33]. Também
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realizamos uma comparagao entre os genomas deste estudo com os genomas de K. pneumoniae ATCC BAA —
2146, K. pneumoniae KP58, K. pneumoniae KP69, K. pneumoniae Kp13, K. pneumoniae Kp36 depositados em
Genbank, NCBI.

Para comparar os genomas selecionados com K. pneumoniae KPCEU1 em nivel de proteina utilizou-se o
servidor OrthoVenn2 uma importante plataforma da web que tem por finalidade a comparagdo e andlise de
clusters de genomas ortologos. (http://orthovenn2.bioinfortoolkits.net/home , acesso em 01 de fevereiro de
2021) [34, 35]. O PHASTER [36] e o banco de dados de fatores de viruléncia (VFDB)
(http://www.mgc.ac.cn/VFs/ acesso em 05 de fevereiro de 2021) [37] identificou os genes de viruléncia
associados a esse isolado-

A filogenia do genoma foi gerada usando o servidor TYGS A sequencia do genoma gerada foi usada
para determinar os valores da OGRI em relagao as cepas de Klebsiella intimamente relacionadas, incluindo o
DNA digital, valor de hibridizagdo de DNA (dDDH) calculado usando a formula 2 do servidor web GGDC
(http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php#; http://tygs.dsmz.de acesso em 15 de fevereiro de 2021)[38].
3. Resultados
3.1 Isolamento e Identificacdo de bactérias Gram-negativas obtidas de amostras coletadas de sedimentos rio Anil em Sdo
Luis-MA.

Neste estudo foram isoladas e identificadas 32 bactérias Gram-negativas, distribuidas em 4 espécies
distintas: O. intermedium 62,5% (n=20), O. tritici 27,27% (n=9), Stenotrophomonas maltophilia 6,06% (n=02) e
Klebsiella pneumoniae 3,03% (n=01). As espécies mais detectadas pertencem as familias Brucellaceae e
Enterobacteriaceae.

3.2 Determinacdo do perfil de suscetibilidade bacteriana aos fdrmacos antimicrobianos.

Neste estudo foram realizados testes de suscetibilidade as drogas antimicrobianas pelo método de
disco difusdo. Nos ensaios foram utilizadas 13 drogas diferentes para os isolados de bactérias Gram-negativas
selecionados na primeira e segunda coleta. O perfil de resisténcia dos 32 isolados da coleta foi de 100% para
cefepima, 96,8% (n=31) para ofloxacina e ceftriaxona e de 90,6% (n=29) para imipenem. Enquanto o perfil de
sensibilidade foi de 96,8% (n=31) para amicacina, seguido de 93,7% (n=30) para meropenem (Figura 2).
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Figura 2: Perfil de susceptibilidade dos isolados bacterianos aos farmacos antimicrobianos isolados do sedimento do Rio
Anil-MA
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3.3 Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e VITEK 2 para meropenem, cefepima e gentamicina.

Determinou-se a CIM para os farmacos antimicrobianos: gentamicina, imipenem e cefepima de acordo
com o perfil obtido no antibiograma o isolado de Klebsiella pneumoniae KPCEU1 e a linhagem de referéncia de
Klebsiella pneumoniae ATCC 700.603 com. O isolado de K. pneumoniae KPCEU1 apresentou de acordo com as
normas do BrCAST-EUCAST (2020) suscetibilidade ao antimicrobiano gentamicina e resisténcia ao imipenem
e cefepima, variando a CIM de 18 a 32 pg/mL (tabela 5). Ja o isolado de Kiebsiella pneumoniae ATCC 700.603
nao apresentou CIM a nenhum dos 3 antibiéticos testados de acordo com as concentragdes utilizadas. O CIM
manual foi realizado com 6 isolados do género Ochrobactrum tendo como critério de inclusdo o perfil de
susceptibilidade obtido através do método Kirby-Bauer, sendo assim os que mais apresentaram resisténcia a
maior quantidade de drogas foi escolhido, dentre eles 3 isolados da espécie Ochrobactrum tritici e 3 de
Ochrobactrum intermedium todos apresentaram suscetibilidade as concentragdes testadas do antibidtico
imipenem com o resultado abaixo de 4 pg/mL e todos isolados obtiveram crescimento com cefepima variando
de 8 a 256 ug/mL (Tabela 6). A CIM em relagao a KPCEU1 tambem foi determinada pelo VITEK e o resultado
obtido foi comparado com o encontrado no teste realizado manualmente, para melhor determinar o perfil de
resisténcia desse isolado (Tabela 5).

Tabela 5: Concentracdo inibitéria minima (CIM) e VITEK 2 em pg/mL aos antimicrobianos Cefepima,
Gentamicina e Imipenem do isolado de Kiebsiella pneumoniae KPCEUL.

Microrganismo
Antimicrobianos Klebsiella pneumoniae KPCEU1
CIM: Vitek 2 CIM: Manual
Cefepima >= 64 ug/mL (R) 18 pg/mL (R)
Gentamicina <=1 pg/mL (S) <4 pg/mL (S)
Imipenem >=16 pug/mL (R) 32 pg/mL (R)

R =resistente; S = sensivel

Tabela 6: Concentracao inibitéria minima (CIM) em pg/mL aos antimicrobianos Cefepima, Gentamicina e
Imipenem obtidas para os isolados Ochrobactrum tritici e Ochrobactrum intermedium.

Imipenem Gentamicina  Cefepima
Microrganismos pg/mL pg/mL pg/mL
Ochrobactrum tritici P11016C3 <4 (S) 1(S) 128 (R)
Ochrobactrum intermedium P1108C2 <4 (S) 4(S) 128 (R)
Ochrobactrum tritici P21016C5 <4 (5) <4 (5) 128 (R)
Ochrobactrum intermedium P22C16 <4 (S) 4(S) 64 (R)
Ochrobactrum tritici P20C16 <4 (S) <4 (S) 8 (S)

Ochrobactrum intermedium P2108C2 <4 (S) 2 (S) 256 (R)

R =resistente; S = sensivel

3.4 Time Kill-curve (curva-de tempo-morte)

A linhagem K. pneumonize KPCEU1 quando submetida ao antimicrobiano cefepima apresentou
crescimento apos exposicao de tempo 6h para as concentragoes 4 pg/mL e 8ug/mL, ja nas concentragdes 16
ug/mL e 32 pg/mL nao obteve crescimento nas primeiras 6 horas do ensaio (Figura 3). Entretanto, para
gentamicina, K. pneumoniage KPCEU1 nao apresentou crescimento em nenhuma das concentragdes testadas,
tendo um decaimento a partir do tempo de 6 horas em todas as concentragdes, apresentado assim um efeito
bactericida sob esse isolado (Figura 4). Quanto a resposta ao farmaco antimicrobiano meropenem, nas
primeiras 6 horas, ndo houve crescimento bacteriano na concentragao 64 pg/mL. Entretanto, foi observado o
crescimento da linhagem K. pneumoniae nas demais concentra¢does em todos os tempos do ensaio (Figura 5).
Apresentando no tempo de 30 horas de exposicao 9.0 LogUFC/mL nas concetragoes de 4 pug/mL a 32 ug/mL
para o farmaco cefepime. Apds 24 horas o isolado apresentou 0 9.0 LogUFC/mL para o farmaco meropenem
em todas concentragOes testadas. O efeito bacteriostatico foi constatado nas primeiras 6 horas de ensaio com
os farmacos antimicrobiano cefepima e meropenem.
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Figura 3: Curva de tempo-morte do isolado Klebsiella pneumoniae KPCEU1 para cefepime em diferentes concentracdes.
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Figura 4: Curva de tempo-morte do isolado Klebsiella pneumoniae KPCEU1 para gentamicina em diferentes concentragdes.
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Figura 5: Curva de tempo-morte do isolado Klebsiella pneumoniae KPCEU1 para meropenem em diferentes concentragoes.

3.5 Detecgilo de genes relacionados a enzimas - lactamases (blasuv, blacrx-m e blatem) e enzima Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC)

Entre as 32 linhagens de bactérias isoladas e analisadas no presente estudo, 30,3% (n=10) apresentaram
resultado positivo para o gene blasiv. Quatro isolados (12,12%) apresentaram o gene blarem. Um isolado (3,03%)
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identificado e previamente sequenciado de Klebsiella pneumoniae KPCEU1, apresentou os genes blacrx-me blakec
(Tabela 7).

3.6 Detecgio de genes relacionados a enzimas metalo -lactamases (blanom, blamr, blaspmi, blaces e blavivz).

Nenhuma dos isolados bacterianos apresentaram os genes blanr e blaviva. Entretanto, 48,4% (n=16) dos
isolados bacterianos tiveram resultado positivo para o gene blaces. Trés isolados (9,09%) apresentaram o gene
blaspwn. Um isolado (3,03%) identificado como Ochrobactrum intermedium teve resultado positivo para o gene
blanowm-1 (Tabela 7).

3.7 Detecgilo dos genes codificadores das serino carbapenemases (blaoxai, blaoxazs, blaoxazs, blaoxasi e blaoxass)

O gene blaoxa1 foi o mais detectado sendo encontrado em 12 (36,36%) isolados bacterianos analisados.
Em adigdo o gene blaoxasi foi detectado em 5 isolados bacterianos (15,15%). O gene blaoxass foi identificado em
duas (6.06%) amostras da espécie Ochrobactrum intermedium. Os genes blaoxazs e blaoxax foram detectados em
um isolado (3,03%) bacteriano cada, ambos da espécie Ochrobactrum intermedium ((Tabela 7).

3.8 Detecgio de integrons de classe 1, 2 e 3.

Neste estudo utilizou-se iniciadores especificos para o gene da integrasse 1, 2 e 3. Dos 32 isolados 22
(66,66%) apresentaram o gene intl integron de classe 1 (com amplicons de 280 pb). Destes isolados, 84,21%
(n=16/19) eram Ochrobactrum intermedium; 55,55% (n=5/9) eram da espécie Ochrobactrum tritici e 50% (n=1/2)
eram Stenotrophomonas maltophilia. Para O gene intl integron de classe 3 (apresentando amplicons de 600pb),
foi detectado em 15,78% (n=3/19) de Ochrobactrum intermedium e em 11,11% (n=1/9) de Ochrobactrum tritici.
Nenhum isolado deste estudo apresentou o gene intl integron de classe 2 (Tabela 7).

3.9 Detecgiio dos grupos de Incompatibilidade dos plasmideos
O resultado de PCR foi negativo para os grupos plasmidial IncA/C, IncB / O, IncF (FIA, FIB, FIC, FIIA,
subgrupos FrepB), IncHI1, IncHI2, Incl1-Ig, IncK, IncL/M, IncN, IncP IncT, IncW e IncY.
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Tabela 7: Identificacdo dos marcadores de resisténcia e suscetibilidade a farmacos antimicrobianos dos 32
isolados da coleta.

Perfil (R G d
Amostras Espécie . e,r il . 4 %neAs ? Integrons Plasmideos
antimicrobianos resisténcia
P20M4 Stenotrophomonas CPM, CRO, IPM, ASB, B B __
maltophilia AMI, CRX, MRP.
CPM, CTX, OFX, CRO,
P20C16 Ochrobactrum tritici CAZ, IPM, ASB, CRX, - - -
PTZ.
CPM, CTX, CRO, CAZ,
P21C16 Ochrobactrum tritici IPM, ASB, CRX, PTZ, - Int-1 -
AMP.
Stenotrophomonas CPM, CTX, CRO, IPM,
P21M4 - Int-1 -
maltophilia ASB, CRX,MRP. n
Ochrobact CPM, CTX, OFX, CRO,
P22C16 - t o ”; rum CAZ, IPM, ASB, CRX, - Int-1, Int-3 -
intermedium PTZ, NEX.
P31C2 Ochrobactrum CPM, CTX, CRO, CAZ, B B _
intermedium IPM, ASB, PTZ, AMP.
CPM, CTX, OFX, CRO,  blaxrc, blaoxa-
P313M16 Klebsiella pneumoniae CAZ, IPM, ASB, AMI, 1, blactxm, - -
CRX, NFX, MRP, CIP. blasuv
Ochrobactrum CPM, CTX, CRO, CAZ,
P32C8 intermedium ASB, CRX, PTZ, AMP. blaoxass Int-1 -
Ochrobactrum CPM, CTX, CRO, CAZ,
P38C8 intermedium ASB, PTZ. - Int-1 -
Ochrobactrum CPM, CTX, CRO, CAZ,
P37C8 intermedium ASB, PTZ, IPM. - Int-1 -
Ochrobactrum CPM, CTX, CRO, CAZ,
P33C8 intermedium ASB, PTZ. - Int-1 -
Ochrobactrum CPM, CTX, OFX, CRO,
P32M8 e d.r CAZ, IPM, ASB, CRX,; - Int-1 -
Htermedin NEX, CIP.
Ochrobactrum CPM, CTX, CRO, IPM, blaoxaoa,
P36C8 intermedium ASB, PTZ, NFX, CIP.  blaoxass, blaces Int-1 B
PTZ, ASB, CRO, CRX,
e blaoxai,
P110°16C3 Ochrobactrum tritici AMP, CPM, CTX, - -
blaspm, blaces,
CAZ, IPM
blarem
PTZ, ASB, CRO, CRX,
P110°8C1 Ochrobactrum tritici AMP, CPM, CTX, blaces, blasnv Int-1 -
CAZ, IPM
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum blaoxai, blaces,
P110°8C2 . . AMP, CPM, CTX, Int-1, Int-3 -
intermedium blasnv
CAZ, IPM
PTZ, ASB, CRO, CRX,
P110°16C2 Ochrobactrum tritici AMP, CPM, CTX, blaces Int-1 -
CAZ, IPM
. ASB, CRX, CPM, CAZ,
P110°16C4 Ochrobactrum tritici blaoxa1 Int-1 -
IPM
Ochrobactrum CRO, CRX, AMP,
4CP110°2 . . - Int-1 -
intermedium CPM, CAZ, IPM
PTZ, ASB, CRO, CRX, blaoxasi,
Ochrobactrum
P210°8C4 . ) AMP, CPM, CTX, blaoxai, blaces, Int-1 -
intermedium

CAZ, IPM

blasnv
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PTZ, ASB, CRO, CRX,  blaoxas1,
P210-18C1 Ochrobactrum tritici AMP, CPM, CTX, blaoxai, blaces, Int-3 -
CAZ, IPM blarem
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum
P210%4C1 . . AMP, CPM, CTX, blaces, blasav - -
intermedium
CAZ, IPM
blaoxas,
PTZ, ASB, CRO, CRX,
o blaoxasi,
P210°16C5 Ochrobactrum tritici AMP, CPM, CTX, Int-1 -
blaces, blarem,
CAZ, IPM
blasnv
blaoxai,
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum blaoxasi,
P210°16C2 . . AMP, CPM, CTX, Int-1 -
intermedium blaspm, blaces,
CAZ, IPM
blanpm, blasuv
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum
P210-18C3 . . AMP, CPM, CTX, blaces, blasnv Int-1 -
intermedium
CAZ, IPM
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum blaoxai, blaces,
P210°16C3 ] . AMP, CPM, CTX, Int-1 -
intermedium blatem
CAZ, IPM
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum blaspm, blaces,
P210°8C2 ] . AMP, CPM, CTX, -- -
intermedium blasnv
CAZ, IPM, AMI
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum blaoxai,
P210%4C2 ] . AMP, CPM, CTX, Int-1, Int-3 -
intermedium blaoxazs, blaces
CAZ, IPM
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum
P210°4C5 . . AMP, CPM, CTX, blaoxa, blaces Int-1 -
intermedium
CAZ, IPM
PTZ, ASB, CRO, CRX, blaoxai,
Ochrobactrum
P210°16C1 . . AMP, CPM, CTX, blaoxasi, Int-1 -
intermedium
CAZ, IPM blaces, blasav
PTZ, ASB, CRO, CRX,
Ochrobactrum
P210°16C4 ] ) AMP, CPM, CTX, - - -
intermedium
CAZ, IPM
PTZ, ASB, CRO, CRX,
P21018C2 Ochrobactrum tritici AMP, CPMV, CTX, - - -
CAZ, IPM

CPM, Cefepima; CTX, Cefotaxima; OFX, Ofloxacina; CRO, Ceftriaxona; CAZ, Ceftadizima; IPM, Imipenem; ASB,
Ampicilina+Sulbactam, AMI Amicacina; CRX, Cefuroxima; GEN, Gentamicina; PTZ, Piperaciclina+Tazobactan; NFX,
Norfloxacina; AMP, Ampicilina; MRP, Meropenem; CIP, Ciprofloxacina, --, negativo.
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3.10 Andlise gendmica

A analise do genoma da linhagem Klebsiella pneumoniae KPCEU1 pelo RAST indicou a presenga de
subsistemas genéticos divididos em genes tabulados no sistema com 59% ja tabulados e identificados pelo
RAST. Entranto, ressalta-se que 15,26% das sequéncias nucleotidicas foram identificadas como proteinas
hipotéticas relacionadas ou ndo com genes conhecidos. O rascunho do genoma anotado de K. pneumoniae
KPCEU1 foi depositado no GenBank com a PRJNA721300
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=PRINA721300), SRR14219769
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=SRR14219769), e a sequéncia parcial do gene ribossomal 16 S
foi depositada com a identificagago MW917235 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW917235).

Na categorizagao dos genes obtidos pelos sub-sistemas, a K. pneumonisge KPCEU1 apresentou um total de
3072 genes sendo 2915 relacionados a proteinas nao hipotéticas e 157 genes relacionados a proteinas
hipotéticas (Figura 7, Tabela 8). Baseado nos dados obtidos pelo MLST de K. pneumoniae KPCEU1 o clone
prevalente foi a sequéncia do tipo 11 (ST11).

identificacdo

Tabela 8: Dados do Sequenciamento do Isolado KPCEU1

ID’s DATABASE
Strain KPCEU1
Taxonom Bactéria: Klebsiella pneumoniae;
onomy Klebsiella pneumoniae KPCEU1
Size 5,480,460
GC Content 57,4
N50 250959
L50 7
Number of Contigs (with PEGs) 56
Number of Subsystems 593
Number of Coding Sequences 5275
Number of RNAs 94

Cobertura do subsistema

Fonte: autor (2021)

Distribuicdo de categoria de subsistema

Contagens de recursos do subsistema
W Cofatores, vitaminas, grupos protéticos, pigmentos (368)
W Parede celular e capsula (232)
@M Viruléncia, doenca e defesa (159)
@M Metabolismo de potassio (33)
W Fotossintese (0)
Diversos (65)
W Fagos, profagos, elementos transponiveis, plasmideos (44)
Transporte de membrana (209)
B Aquisigio e metabolismo de ferro (76)
Metabolismo de RNA (249)
W Nucleosideos e Nucleotideos (137)
Metabolismo de proteinas (309)
Divisdo celular e ciclo celular (44)
Motilidade e quimiotaxia (9)
Regulacdo e sinalizacdo celular (167)
Metabolismo Secundario (5)
Metabolismo de DNA (130)
Acidos graxos, lipidios e isoprendides (149)
Metabolismo do nitrogénio (47)
Dorméncia e esporulagdo (3)
Respiracdo (187)
W Resposta ao estresse (178)
Metabolismo de compostos aromatices (79)
Aminoacidos e derivados (540)
Metabolismo do enxofre (81)
Metabolismo de fosforo (68)
Carboidratos (918)

FEEHEEE
| |

=

=

=

HEEHZE

Figura 6: Categorizagao e distribuicdo dos subsistemas encontrados pelo RAST para a linhagem Klebsiella pneumoniae

KPCEUL.
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3.11 Caracterizagdo do perfil de resisténcia a antibidticos do isolado de Klebsiella pneumoniae KPCEU1

Na linhagem K. pneumoniae KPCEUI foi identificado a presenga de genes relacionados as enzimas
beta-lactamases, sendo as do tipo CTX-M, SHV, OXA e KPC apresentado identidade e similaridade de 100%
com sequéncias nucleotidicas depositadas no GenBank e essas sequéncias apresentaram um alto padrao de
qualidade quando analisadas pelo programa CARD.

Muitas proteinas e seus genes correlacionados encontrados em K. pneumoniae KPCEU1 assoaciados a
resisténcia a farmacos antimicrobianos, mostraram uma relacao direta com o perfil de resisténcia observado
no teste de susceptibilidade, pois, as bombas de efluxo presentes neste isolado podem promover resisténcia a
varios farmacos antimicrobianos, tais como fluoroquinolonas (ciprofloxacina e norfloxacina), tetraciclinas, a
classe dos macrolideos, aminoglicosideos, monobactamico, cefalosporina, cefamicina e aos carbapenémicos.
(Tabela 9).
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Tabela 9: Perfil molecular da resisténcia a antibioticos em Klebsiella pneumoniae KPCEU1 obtidos pelo CARD com buscas de similaridade e identidade.

250f41

% Identi
RGI Detection AMR Drug Resistance ° of v % Length of
ARO Term SNP . Reference
. . Famil ) Mechant Matching Sequence
Criteria Criteria Gene Family Class echanism Region
fluoroquinolone
resistance- antibiotic, glycylcycline,
protein homolog nodulation-cell division  tetracycline antibiotic, antibiotic
Perfect OgxA model (RND) antibiotic efflux diaminopyrimidine efflux 100.0 100.00
pump antibiotic, nitrofuran
antibiotic
fluoroquinolone
resistance- antibiotic, glycylcycline,
protein homolog nodulation-cell division  tetracycline antibiotic, antibiotic
Perf B 100. 100.
erfect o model (RND) antibiotic efflux diaminopyrimidine efflux 00.0 00.00
pump antibiotic, nitrofuran
antibiotic
in homol TX- - ibioti
Perfect CTX-M-15 protein homolog CTX-Mbeta cephalosporin _ antibiotic 100.0 100.00
model lactamase inactivation
Perfect SHV-11 protein homolog gp4y; oo Jactamase carbapenem, _ antibiotic 100.0 100.00
model cephalosporin, penam inactivation
macrolide antibiotic,
major facilitator aminoglycoside
Klebsiella pneumoniae protein homolog ) . antibiotic, cephalosporin, antibiotic
Perfect superfamily (MFS) . e 100.0 100.00
KpnF model A tetracycline antibiotic, efflux
antibiotic efflux pump . e
peptide antibiotic,
rifamycin antibiotic
rotein homolo macrolide antibiotic
Perfect mphA P & phosphotransferase macrolide antibiotic . o 100.0 100.00
model inactivation
(MPH)
rotein homolo sulfonamide resistant antibiotic
Perfect sull P J sulfonamide antibiotic target 100.0 100.00
model sul
replacement
Perfect arr-3 protein homolog . rifampin ADP- rifamycin antibiotic . an’.clblc?tlc 100.0 100.00
model ribosyltransferase (Arr) inactivation
Perfect catB3 protein homolog chloramphenicol phenicol antibiotic . anFIbl(?th 100.0 100.00
model acetyltransferase (CAT) inactivation
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Perfect

Perfect

Perfect

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

OXA-1

AAC(6')-Ib-cr

KPC-2

emrR

Klebsiella pneumoniae
KpnG

Klebsiella pneumoniae
KpnH

H-NS

baeR

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

OXA beta-lactamase

AAC(6)

KPC beta-lactamase

major facilitator
superfamily (MFS)
antibiotic efflux pump

major facilitator
superfamily (MFS)
antibiotic efflux pump

major facilitator
superfamily (MFS)
antibiotic efflux pump

major facilitator
superfamily (MFS)
antibiotic efflux pump,
resistance-nodulation-
cell division (RND)
antibiotic efflux pump

resistance-
nodulation-cell division
(RND) antibiotic efflux

pump

cephalosporin, penam

fluoroquinolone
antibiotic,
aminoglycoside
antibiotic
monobactam,
carbapenem,
cephalosporin, penam

fluoroquinolone
antibiotic

macrolide antibiotic,
fluoroquinolone
antibiotic,
aminoglycoside
antibiotic, carbapenem,
cephalosporin, penam,
peptide antibiotic,
penem
macrolide antibiotic,
fluoroquinolone
antibiotic,
aminoglycoside
antibiotic, carbapenem,
cephalosporin, penam,
peptide antibiotic,
penem

macrolide antibiotic,
fluoroquinolone
antibiotic, cephalosporin,
cephamycin, penam,
tetracycline antibiotic

aminoglycoside
antibiotic,
aminocoumarin
antibiotic

antibiotic
inactivation

antibiotic
inactivation

antibiotic
inactivation

antibiotic
efflux

antibiotic
efflux

antibiotic
efflux

antibiotic
efflux

antibiotic
efflux

100.0

100.0

100.0

92.57

99.74

93.95

94.07

92.05

105.43

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

98.54

100.00
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Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

FosA6

msbA

CRP

marA

Klebsiella pneumoniae
OmpK37

Klebsiella pneumoniae
KpnE

Escherichia coli
ampH beta-
lactamase

APH(3)-Ia

QnrB10

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

protein homolog
model

fosfomycin thiol
transferase

ATP-binding cassette
(ABC) antibiotic efflux
pump
resistance-nodulation-
cell division (RND)
antibiotic efflux pump

resistance-
nodulation-cell division
(RND) antibiotic efflux
pump, General Bacterial
Porin with reduced
permeability to beta-
lactams

General Bacterial
Porin with reduced
permeability to beta-
lactams

major facilitator
superfamily (MFS)
antibiotic efflux pump

ampC-type beta-
lactamase

APH(3")

quinolone resistance
protein (qnr)

fosfomycin

nitroimidazole
antibiotic

macrolide antibiotic,
fluoroquinolone
antibiotic, penam

fluoroquinolone
antibiotic, monobactam,
carbapenem,
cephalosporin,
glycylcycline,
cephamycin, penam,
tetracycline antibiotic,
rifamycin antibiotic,
phenicol antibiotic,
triclosan, penem

monobactam,
carbapenem,
cephalosporin,
cephamycin, penam,
penem

macrolide antibiotic,
aminoglycoside
antibiotic, cephalosporin,
tetracycline antibiotic,
peptide antibiotic,
rifamyecin antibiotic

cephalosporin, penam

aminoglycoside
antibiotic

fluoroquinolone
antibiotic

antibiotic
inactivation

antibiotic
efflux

antibiotic
efflux

antibiotic
efflux, reduced
permeability to
antibiotic

reduced
permeability to
antibiotic

antibiotic
efflux

antibiotic
inactivation

antibiotic
inactivation

antibiotic
target
protection

97.84

92.78

99.05

92.74

94.27

99.17

85.71

98.52

99.12

100.00

100.00

100.00

97.64

102.67

100.00

100.26

100.00

100.00
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Escherichia coli parC o
conferrin: rotein variant fluoroquinolone fluoroquinolone antibiotic
Strict T erne ssor P orod orod target 94.41 100.00
resistance to model resistant parC antibiotic .
. alteration
fluoroquinolone
Haemophilus
. P Penicillin-binding e
influenzae PBP3 . . . . . antibiotic
. . D350N,  protein variant protein mutations cephalosporin,
Strict conferring . . . target 52.37 96.39
. S357N model conferring resistance to  cephamycin, penam .
resistance to beta- e alteration
. beta-lactam antibiotics
lactam antibiotics
Escherichia coli UhpT
with mutation rotein variant antibiotic-resistant antibiotic
Strict conferring E350Q P fosfomycin target 95.03 100.00
. model UhpT .
resistance to alteration
fosfomycin
Escherichia coli gyrA
forr &Y toi ant a ol i ol antibiotic
conferrin: rotein varian uoroquinolone uoroquinolone
Strict ! & ssat P ored corod target 9223 100.23
resistance to model resistant gyrA antibiotic .
. alteration
fluoroquinolones
Escherichia coli EF-
Tumutants rotein variant  elfamycin resistant EF antibiotic
vari -
Strict conferring R234F p 4 elfamycin antibiotic target 97.21 88.51
. model Tu .
resistance to alteration
Pulvomycin
fluoroquinolone
. antibiotic, cephalosporin, antibiotic
. . . resistance- X
Escherichia coli marR protein . . glycylcycline, penam, target
. . . nodulation-cell division . o .
Strict mutant conferring overexpression qo tetracycline antibiotic, alteration, 83.33 100.00
o ) (RND) antibiotic efflux . . - -
antibiotic resistance model rifamycin antibiotic, antibiotic
pump ; L
phenicol antibiotic, efflux

triclosan

Fonte: autor (2021)
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3.12 Andlise comparativa do genoma: Orthovenn, VFDB, MAUVE, PHASTER e TYGS

Clusters de ortélogos nas linhagens K. pneumoniae KPCEU1, Kp36, ATCC 700721, ATCC BAA2146, Kp
69 e Sw01 sendo analisados usando o software OrthoVenn 2. A analise das linhagens indicou que elas formam
5922 aglomerados, sendo 1583 aglomerados ortologos (contém pelo menos duas espécies) e 4390 ortologos do
genoma do nucleo (Figura 8 e 9). K. pneumoniae KPCEU1 apresentou dois grupos tunicos (exclusivos) com
proteinas. Detectou-se genes contendo sequéncias de cinco linhagens distintas de K. pneumoniae, dos quais 455
(7,68%), 230 (3,88%), 226 (3,81%), 263 (4,44%) e 358 (6,04%) compartilhadas em cinco, quatro, trés, duas e uma

das espécies analisadas.

ir
G
8 7a 21
Size of each list
5508 S
S505 - 4mas) 312 5209
2754
] g
KPCEUMA ATCC_T00721_MGH_T78578 =l
Kp36 ATCC_BAA2146 Kp&g
Number of elements: specific (1) or shared by 2, 3, ... lists
[EENNE
& 5 4(230)
3 (226)
2 (263)
1 (358)

Figura 7: Diagrama de Venn representando os agrupamentos de proteinas ortélogas compartilhados entre o isolado de K.
pneumoniae KPCEUI e K. pneumoniae de referéncia: Kp36, ATCC 700721, ATCC BAA2146, Kp 69 e SwO01.
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KPCEUMA Kp36 ATCC_700721_MGH_7357@ ATCC_BAAZ14G swil Kpd9
Kp58

Figura 8: Sobreposic¢des (Overlaps) presentes na analise OrthoVenns do isolado de K. pneumoniae KPCEU1 e K.
pneumoniae de referéncia: Kp36, ATCC 700721, ATCC BAA2146, Kp 69 e SwO01.

A analise comparativa gendmica entre os isolados de K. pneumoniae KPCEU1 e as linhagens K.
pneumoniae ATCC BAA-2146, K. pneumoniae KP58, K. pneumoniae KP69, K. pneumoniae KP13, K. pneumoniae
KP36 e K. pneumoniae MGH 78578, demonstrou a existéncia de mudancas de sobreposicao/prioridade dos
blocos génicos, contendo regides de inversdes nos isolados KPCEU1, SWUO01, em toda a visualizagao dos
genomas (Figura 9), na sequéncia entre 2.200.000-5.400.00 e 800.000 e 1.600.000 pb respectivamente, variando
dentro da sequéncia genica de 5.800.000 pb. O baixo grau de divergéncia de nucleotideos entre genes ortélogos
visto pelo alinhamento do Mauve, demonstrou que a sintaxe dos genes entres os cromossomos sao
conservados (Figura 9).

Através da analise do genoma da cepa K. pneumoniae KPCEU1 pelo programa PHASTER reconheceu-
se a existéncia de cinco regides diferentes para sequéncias de bacteridéfago (Tabela 10). Destas quatros regides
detectadas formam sequéncias incompletas de 14,3kb; 23,7kb; 10,3kb e 8,4 kb. Foi verificado uma sequéncia
intacta com regiao maior com 34,6 kb, contendo 47 proteinas. Os fagos mais comuns identificados foram
PHAGE_Escher_pro483_NC_028943(17), PHAGE_Salmon_ST64B_NC_004313(3),
PHAGE_Entero_lambda_NC_001416(2), PHAGE_Entero_phi92_NC_023693(4) e
PHAGE_Escher_RCS47_NC_042128(3).

O banco de dados TYGS foi utilizado para estimar a hibrida¢do digital DNA-DNA (dDDH) [29]. Os
resultados indicaram alta similaridadae entre K. pneumoniae KPCEU1 e K. pneumoniae JM45, SMN007259326 e
SMN(072559328 com respectivamente 99,1%, 98,7% e 98,7%. As espécies K. pneumoniae KPCEU1 e K. pneumoniae
JM45 apresentou uma diferenca de 0,09% no contetido G + C. (figura 10).

Com base nos dados obtidos em relagdo aos fatores de viruléncia no VFDB, verificou-se um grande
espectro de genes para viruléncia expresso nos resultados, comparando-se sua auséncia e presenga
relacionado ao isolado de K. pneumoniae KPCEU1 em relacdo a 11 cepas do género Klebsiella, destas K. oxytoca
E718, K. oxytoca KCTC 1686, K. pneumoniae 342, K. pneumoniae JM45, K. pneumoniae KCTC 2242, K. pneumoniae
subsp. pneumoniae 1084, K. pneumoniae subsp. pneumoniae H511286, K. pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578,
K. pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-K2044, K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis SB3432 e K. variicola At-22.
Um total de 118 genes foram correlacionados aos fatores de viruléncia, como os genes que codificam para as
enzimas de adesao, bomba de efluxo, proteinas captadoras de ferro, genes reguladores e sistemas de secrecao
(figura 11).
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Figura 9: Analise de blocos génicos encontrado no genoma de K. pneumonige KPCEUO1, em relagao K.
pneumoniae ATCC BAA-2146, KP58, KP69, KPCE1, KP13, KP36 e MGH 78578 obtido por MAUVE.
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Figura 10: A arvore filogendmica de Klebsiella pneumoniae KPCEU1 e cepas do género Klebsiella relacionadas
disponiveis no banco de dados TYGS. A arvore inferida com FastME 2.1.6.1 do Genoma BLAST Método de
Filogenia a Distancia (GBDP) mostra as distancias calculadas a partir das seqiiéncias genomicas. Os
comprimentos dos ramos sao escalonados em termos da formula d5 da distancia GBDP. Os nimeros acima
dos ramos sdo valores de suporte de pseudo-botas GBDP a partir de 100 réplicas, com um suporte médio de

ramo de 95,5 %.



Microorganisms 2021, 9, x FOR PEER REVIEW 32 of 41

K. pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578
K. pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-K2044

K. pneumoniae KPCELL

K. oxytoca KCTC 1686

K. pneumoniae 342

K. pneumoniae JM45

K. preumoniae KCTC 2242

K. ppeumoniae subsp. pneumoniae 1084

K. pneumoniae subsp. pneumoniae H511286

K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis SB3432
K. variicola At-22

K. oxytoca E718

2
£
£

. Presenca do gene
. Auséncia do gene

5e 5 319905 ERT BEEEEETIIIIIIITLIILLLLIE

Figura 11: Analise dos genes associados a viruléncia das cepas de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, K.
pneumoniae subsp.pneumoniae, K.pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis e K. variicola. A presenca de genes de
viruléncia em um genoma especifico é representada pela caixa azul e a auséncia de genes de viruléncia é
representada por uma caixa laranja.
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Tabela 10: Regides de profago previstas pelo PHASTER no genoma de Klebsiella pneumoniae KPCEUL.

Total

i Most Ph 9
Region Length Completens Score Protein Region position ost Common Phage GC%
ABEKHEPE 1 34.6Kb intact 150 47 13423-48102 ~ PHAGE_Escher_pro483_NC_028943(17) 53.82%
- 14.3Kb incomplete 50 17 809097-823440 PHAGE_Salmon_ST64B_NC_004313(3) 53.56%
ABEKHFPE_3 23.7Kb incomplete 30 9 91392-115181  PHAGE_Entero_lambda_NC_001416(2) 54.57%
10.3Kb incomplete 10 11 303387-313775  PHAGE_Entero_phi92_NC_023693(4) 48.52%
ABEKHFPE _7 8.4Kb incomplete 10 7 242256-250730  PHAGE_Escher_ RCS47_NC_042128(3) 56.93%

Fonte: autor (2021)


https://phaster.ca/submissions/ZZ_9c4f95fb16?batch_id=BB_2c846a1aa8#region_dna0
https://phaster.ca/submissions/ZZ_9c4f95fb16?batch_id=BB_2c846a1aa8#region_dna1
https://phaster.ca/submissions/ZZ_11b6cd251e?batch_id=BB_2c846a1aa8#region_dna0
https://phaster.ca/submissions/ZZ_11b6cd251e?batch_id=BB_2c846a1aa8#region_dna1
https://phaster.ca/submissions/ZZ_82b8761d62?batch_id=BB_2c846a1aa8#region_dna0
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4. Discussao

Os ambientes aquaticos por sua vez sofrem com a agao constante do homem [42]. Nestes ambientes ja
foram encontrados patdégenos microbianos com perfis de resisténcia a varios antimicrobianos [43]. Neste
estudo, a maioria dos isolados foram resistentes a mais de um farmaco antimicrobiano, com 100% destes
resistentes a cefepima, uma cefalosporinas de 4* geracdo, e 96,8% aos farmacos ampicilinat+sulbactam e
ceftriaxona. A resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos ja foi descrita em isolados obtidos em estuarios de
manguezais [45], em sedimentos de mangue na India [43] e em reservas naturais de mangue [46]. Estes
resultados sao relevantes visto que bactérias Gram-negativas com perfis MDR sao um grande problema de
saude global, pois a maioria delas ja nao possui sensibilidade aos antimicrobianos comumente utilizados na
pratica clinica. Este problema tem sido atribuido ao uso irracional destes farmacos [44].

As espécies dos géneros Ochrobactrum e Klebsiella detectadas nas amostras de sedimentos analisadas
no presente estudo sdo consideradas patdgenos oportunistas e apontadas como suscetiveis a varios
antimicrobianos [15, 39]. Ochrobactrum spp. ja foram detectadas tanto em meio ambiente quanto na clinica com
a maioria das infec¢Oes relacionadas ao uso de cateteres em pacientes imunocomprometidos. Endocardite,
peritonite, meningite, osteomielite, endoftalmite, artrite séptica e bacteremia sdo infec¢des também associadas
a este género [15]. A espécie K. pneumoniae por sua vez, uma das mais importantes do género do ponto de
vista clinico, esta constantemente associada a infec¢des graves e seus isolados possuidores um perfil MDR [40,
41]

O género Ochrobactrum apresenta limitacdo por nao possuir um ponto de corte da concentragao
inibitéria minima e normas para o perfil de suscetibilidade definidos, apesar dos constantes relatos associados
ainfecgdes oportunistas. Desta forma, os resultados obtidos sdo interpretados de uma forma generalizada com
base em estudos disponiveis. As espécies aqui isoladas apresentaram resisténcia a cefepima e sensibilidade a
imipenem e gentamicina. Esses achados se assemelham aos dados obtidos em um estudo a partir de cinco
isolados de Ochrobactrum de origem animal[15]. Estudos apontam que a resisténcia aos beta-lactamicos é
devido a presenca do gene blaocH, que equivale a uma beta-lactamase de classe C descrito por Ambler [15, 47].

K. pneumonize KPCEU1 se destacou dos demais por apresentar resisténcia a maioria dos
antimicrobianos testados. K. pneumoniae é considerada um patoégeno oportunista responsavel por uma gama
de infec¢des nosocomiais tornando-se assim uma preocupacao em satide ptiblica, cujo perfil na maioria desses
isolados esta associado a varias infec¢Oes bacterianas multirresistentes [48]. K. pneumoniae KPCEU1 foi sensivel
a gentamicina e resistente a cefepima e imipenem. Outros estudos corroboram estes resultados [49, 50, 51]. De
fato, o ensaio de curva de tempo-morte mostrou que o antibidtico gentamicina inibiu o crescimento de K.
pneumoniae KPCEU1 sendo bactericida em todos os tempos e concentragdes testadas. Em um outro estudo,
com resultado semelhante para testes de inibicdo de crescimento utilizando gentamicina e doxiciclina,
mostrou que existe sinergismo na associa¢do contra isolados de K. pneumoniae [52].

Bactérias portadoras de genes para a expressao de enzimas beta-lactamases estao presentes em
diversos ambientes desde o nosocomial até em locais imprevisiveis. Em se tratando do ambiente aquatico, ja
foram detectadas bactérias portando os genes blactx-m, blaces2, blaces4, blaces13 em rios [53, 54], genes blatem,
blasuv, blactxm em canais de agua potavel [55], o blamr-1, blamvr2, blaoxa=s, blaoxa-s , blactx-ms e blasec1, blav m-
1 e blaviv1s em aguas residuais domesticas e hospitalares [56]. O ecossistema manguezal por sua vez é descrito
como um veiculador importante de microrganismos portadores de genes responsaveis pela resisténcia aos
antibidticos (AGRs) entre espécies bacterianas [46]. Varios fatores corroboram para a presenca dos AGRs em
ambientes aquadticos, uma vez que estdo intimamente relacionadas as agbes antropicas do homem, este
ambiente serve de reservatdrio desses microrganismos que através de mecanismos genéticos processam a
troca de elementos genéticos, mdveis e imoveis, disseminando os mesmos entre as espécies bacterianas ali
presentes [57].

As metalo beta-lactamases sao enzimas que hidrolisam os antibidticos carbapenémicos, seus genes
que tiveram origem em bactérias no solo e sua disseminacao entre bactérias gram-negativas e observada em
diversos ambientes ambientais [58]. Dentre os isolados obtidas, 16 do género Ochrobactrum apresentaram o
gene blaces, 3 isolados do mesmo género positivaram para blasem1. Na literatura nao ha relatos sobre a deteccao
desses genes em espécies de Ochrobactrum. E interessante notar que o gene blanom foi detectado em um isolado
da espécie O. intermedium avaliada no presente estudo, em um estudo anterior este gene ja foi detectado em
um isolado de O. anthropi em amostras de carne de cabra [59]. Em amostras de solo detectou-se o gene blaoxa-
1em isolados de Ochrobactrum spp [60]. O gene blaoxa-s foi amplificado em um isolado de O. intermedium [61].
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As bactérias portadoras do gene blaoxass sdo consideradas responsaveis varios surtos nosocomiais e as
linhagens de bactérias ambientais, como Pseudomonas, Rheinheimera, Shewanella, Raoultella, Stenotrophomonas,
Vibrio, Pseudoalteromonas, Algoriphagus, Bowmanella e Thalassospira sao apontadas como reservatorios deste gene
[62]. Estudos anteriores detectaram a presenca dos genes blasuv e blatemnos isolados de Ochrobactrum spp e O.
anthropi respectivamente, em amostras de sedimento de Rio urbano [63], em amostras de solo [60], e em
amostras de carne de cabra [59].

Em estudos na Italia o isolado de K. pneumoniae apresentou positividade para os genes blacrx-mis, blasuv-
28, blasuv e blatem [64, 65]. O gene blaxec2 foi identificado em bactérias ambientais no Rio anil [66]. O blaxec2é
comumente descrito em varios estudos que descreveram linhagens da espécie K. pneumoniae com fenotipos
hipervirulentos [67], isoladas de pacientes transplantados [68], isoladas a partir de amostras de efluente de
estacdo de esgoto doméstico [69] em isolados obtidos de aguas residuais de hospital e da comunidade em
estagdo de tratamento [70].

Nas linhagens O. intermedium, O. tritici e Stenotrophomonas spp, foram obervados os integrons de classe
1 e integron de classe 3, estas sequencias de DNA, contribuem significativamente para distribuicao e
propagacao da resisténcia aos antimicrobianos, pois possuem a capacidade de inserir cassetes contendo genes
de resisténcia em sua estrutura, dessa forma sao tem importancia significativa na adaptacgao e evolucao dos
isolados bacterianos [71]. Esses resultados sdo semelhantes aos observados em outros estudos com bactérias
Gram-negativas de ambientes aquaticos. Por exemplo, ja se tem registro destes elementos genéticos em
bactérias de sistemas ribeirinhos [72], em isolados de rio urbano [73, 74] e naqueles provenientes de estacao
de tratamento de aguas residuais [75]. O integron de classe 1 é o mais comumente encontrado no meio
ambiente e em ambiente nosocomial. Este dispde em sua estrutura genes de resisténcia a desinfetantes e metais
pesados e sdo frequentemente associados a resisténcia antimicrobiana por ser facilmente transferidos de forma
horizontal a diferentes isolados bacterianos [76, 77]. Deste modo, baseado na alta prevaléncia do gene integron
intll os isolados bacterianos podem se tornar veiculos para a disseminagdo de genes de resisténcias a
antibidticos entre bactérias presente no ecossistema manguezal.

Os plasmideos sdo elementos extracromossomiais capazes de transferir de forma horizontal genes de
resisténcia a antibidticos entre diferentes espécies bacterianas [27]. As analises de PCR para plasmideo foram
negativas, entretanto os resultados com RAST apontam a existéncia do grupo plasmidial IncQ associado ao
genoma das espécies O. intermedium e O. tritici. Os plasmideos da familia IncQ estao associados a resisténcia a
antibidticos, como estreptomicina e sulfonamidas, estes conseguem se disseminar a uma ampla gama de
isolados bacterianos de diferentes ambientes [78, 79].

A capacidade do K. pneumoniae KPCEU1 em ser patogénico foi mostrado pelo sistema RAST, o qual
indicou varios genes relacionados a proteinas no subsistema de viruléncia, doenca e defesa. Os fatores de
viruléncia foram previamente estabelecidos pelo VFDB no tocante a aderéncia, este isolado possui fimbrias do
tipo 1 e fimbrias do tipo 3, a presenca destas foi observado em um isolado K. pneumoniae hipervirulenta ST11
[80]. Estes resultados fenotipicos foram confirmados pelo CARD que identificou bombas de efluxo, enzimas
beta-lactamases associadas a resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos em K. pneumoniae KPCEU1. O clone
ST11 é comumente encontrado em isolados de K. pneumoniae e é considerado uma grande ameaca a satide
publica, uma vez que isolados com este clone sao apontados como cepas hipervirulentas, com perfil MDR e
com elevado potencial de transmissibilidade [80, 81]. Esse clone tem uma correlagao com o gene blaxrc2, quase
todos isolados com ST11 produzem esse gene, estudos relataram esta hipdtese, cuja importancia dessa
associagao pode contribuir para a disseminagao de resisténcia aos antibiéticos, como beta-lactdmicos entre os
isolados bacterianos [82, 83].

A bomba de efluxo AcrAB é comumente encontrada em K. prneumoniae, e esta associado ao efluxo de
drogas, como penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas, macrolideos, cloranfenicol e tetraciclinas levando
a sobrevida bacteriana, ocasionando assim a resisténcia antimicrobiana [84]. O cluster de Yersiniabactina um
importante sideroforo foi detectado em K. pneumoniae KPCEU1, este fator ja foi descrito em conjunto com o
transportador YbtPQ envolvidos respectivamente no efluxo de farmacos antimicrobianos, tendo assim uma
importancia significativa no que tange a resisténcia antimicrobiana [85].

Na analise realizada por MAUVE, observamos regides blocos colineares locais conservados, entre as
linhagens de K. pneumoniae. O esbogo do genoma K. pneumoniae KPCEU1 apresenta varios blocos com alta
similaridade e regides homologas sem rearranjos. Essa semelhanga entre os genomas das linhagens pode ser
atribuida a fung¢des importantes, como genes de captacao de ferro, resisténcia a antibidticos, como blaxec,
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blactxm, blaoxai e blasuv [86, 87]. A plataforma TYGS é muito utilizada para exibir a taxonomia de uma ampla
gama de bactérias e Archaeas baseado no genoma microbiano, de acordo com a analise realizada o isolado
sequenciado do presente estudo pertence a espécie de K. pneumoniae [38].

O programa Phaster é usado para identificar os fagos presentes no genoma bacteriano [36] em uma
analise gendmica foi identificado 40 fagos diferentes em 16 linhagens de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemase [88] em relacdo ao isolado do estudo apresentou cinco regides diferentes para sequéncias de
bacteriofago. O programa Orthovenn faz uma analise do genoma de géneros das mesmas espécies e o agrupa
de acordo com os genes semelhantes encontrados [34, 35], relacionado a K. pneumoniae KPCEU1 o diagrama
de Venn indicou um nimero de genes ortolégos compartilhados entre as sete espécies analisadas e dentre
estas foram encontrados 4390 ortologos do nticleo entre KPCEU1, Kp36, ATCC 700721, ATCC BAA2146, Kp
69 e Sw01. A analise realizada que inclui K. pneumoniae KPCEU1 sugere como resultado um total de 5136
proteinas, 4961 clusters e 151 singletons. As proteinas relacionadas aos genes ortolégos que estao associadas a
estas linhagens geralmente tém fun¢des semelhantes nestes micro-organismos, o que diz muito a respeito do
nicho ecologico que estas linhagens estdo inseridas associadas a sua fisiologia celular [35].

5. Conclusdes

O presente estudo confirma que ambientes aquaticos como o manguezal, atuam como reservatdrios
de bactérias resistente a multiplas drogas de uso clinico, estas por sua vez se tornam um risco para a satde
humana. No manguezal avaliado detectou-se varias espécies dentre elas um isolado de K. pneumoniae KPCEU1
altamente virulento e resistente a antimicrobianos carbapenémicos, como meropenem e imipenem utilizados
como ultima escolha em tratamentos contra microrganismos ESBL, este isolado apresentou-se sensivel apenas
a gentamicina. O perfil gendmico de K. pneumoniae KPCEU1 corroborou os resultados identificados durante o
estudo. De acordo com as analises do genoma esse isolado apresenta uma alta diversidade de fatores e
mecanismos de resisténcia a drogas antimicrobianas. Esta pesquisa abrangeu também isolados ambientais que
ja se encontram na clinica causando algumas infec¢des, dentre este os isolados pertencentes ao género
Ochrobactrum. A grande preocupacdo com este género € devido a escassez de trabalhos assim como parametros
associados a sua identificacdo e ao seu perfil de resisténcia. Entdo estudos como esse sdo de grande
importancia para haver uma devida notoriedade para esse género, assim como alerta a comunidade académica
que mais testes sdo necessarios a este género uma vez que nao possuem normas estabelecidas pelo CSLI ou
EUCAST. Por fim, a detecgao desses isolados destaca a disseminacgao que ocorre extra-hospitalar de bactérias
comumente encontradas na clinica em ambientes aquaticos representando assim um sério risco para a satde
de humanos e animais.
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