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RESUMO 
 
 
BARROSO, Marlon do Valle. Caracterização fenotípica e genotípica de Klebsiella 

pneumoniae produtora de KPC: Investigação da associação entre colonização e 

infecção. 2024.121 f. Tese (Doutorado em Ciências da Saúde) – Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto – FAMERP. 
 

Introdução: As infecções nosocomiais são, frequentemente, associadas à 

Klebsiella pneumoniae produtora de KPC (Kp-KPC). O trato gastrointestinal funciona 

como um importante reservatório para essas cepas, e a colonização prévia é um 

importante fator de risco para o desenvolvimento da doença. Apesar disso, as razões 

pelas quais alguns pacientes com estados de saúde semelhantes e carreadores de 

Kp-KPC progridem para infecção, enquanto outros não, permanecem indefinidas. 

Objetivo: O objetivo deste estudo foi identificar determinantes genéticos presentes 

em isolados de Kp-KPC que possam contribuir para a transição da colonização para 

a infecção. Material e Métodos: Foi realizado um estudo retrospectivo entre maio de 

2018 a junho de 2021, em que 374 isolados Kp-KPC obtidos de culturas de vigilância 

e amostras de infecção foram selecionados para análise do perfil fenotípico de 

resistência e tipagem molecular por XbaI-PFGE. Resultados:  A população de Kp-

KPC estudada apresentou uma ampla diversidade genética e resistência a quase 

todos os antibióticos testados. A maioria dos pacientes (69,8%) estava na UTI no 

momento em que foi realizada a coleta da amostra para análise microbiológica, 

demonstrando ser uma coorte que demanda cuidados especiais. A partir da tipagem 

por XbaI-PFGE, 51 isolados foram selecionados para uma caracterização mais 

detalhada e subdivididos em dois grupos: 24 Kp-KPC foram categorizados apenas 

como colonizadores (ONLYCOL) e 27, como colonizadores que transitaram para 

infecção (COLINFEC). Os Kp-KPC de ambos os grupos foram selecionados para o 

sequenciamento completo do genoma (WGS) e ensaios fenotípicos adicionais, como 

teste de produção de biofilme, perfil de suscetibilidade aos antibióticos e capacidade 

de infecção em Galleria mellonella. Os ensaios de resistência aos antibióticos e de 

biofilme não mostraram diferenças significativas entre os grupos ONLYCOL e 

COLINFEC. O Multi Locus Sequence Typing (MLST) revelou oito sequências tipo – 

ST, sendo aquelas do complexo clonal 258 (ST 11 e ST 340) predominante em ambos 
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os grupos. Entretanto, a ST 16 esteve associada ao grupo COLINFEC (p = 0,034). O 

alelo blaKPC-2 esteve presente em todos os 51 isolados selecionados. Yersiniabactina 

e a toxina colibactina (clb-3) foram amplamente representativas em ambos os grupos. 

O replicon IncF foi prevalente entre os isolados e esteve mais associado ao gene 

blaKPC-2 no grupo COLINFEC. A análise genômica comparativa identificou sete 

anotações associadas ao grupo COLINFEC (p < 0,01), incluindo duas sequências de 

inserção (família IS5 e família ISNCY), uma protease (HtpX), uma proteína de choque 

térmico (IbpA), a proteína de antiterminação Q, a fosfolipase D e uma proteína 

hipotética. Por outro lado, anotações relacionadas ao metabolismo de metais, sais e 

minerais foram associadas ao grupo ONLYCOL. Kp-KPC do grupo COLINFEC 

mostraram maior virulência em larvas G. mellonella nas primeiras 24 horas de 

infecção, sendo que a linhagem ST 11-KL64 demonstrou alta mortalidade das larvas, 

mesmo em baixas concentrações. Conclusão: Em conclusão, este estudo relata 

elementos, especificamente, associados à infecção, como a ST 16 e sete anotações 

genéticas. Estas descobertas contribuem para a compreensão dos mecanismos 

moleculares subjacentes à patogenicidade de Kp-KPC e podem ter implicações para 

o desenvolvimento de futuras intervenções direcionadas à prevenção. 

 

 
Palavras-chave: Infecções nosocomiais, K. pneumoniae produtora de KPC; 
colonização e infecção, pangenoma 
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ABSTRACT 
 
BARROSO, Marlon do Valle. Phenotypic and genotypic characterization of KPC-

producing Klebsiella pneumoniae: Investigation of the association between 

colonization and infection. 2024. 121 f doctoral thesis (Health Sciences) – Faculdade 

de Medicina de São José do Rio Preto – FAMERP. 

 

Introduction: Nosocomial infections are often associated with KPC-producing 

Klebsiella pneumoniae (Kp-KPC). The gastrointestinal tract acts as an important 

reservoir for these strains, and previous colonization is an important risk factor for 

developing the disease. Despite this, the reasons why some patients with similar health 

status and Kp-KPC carriers progress to infection, while others do not, remain elusive. 

Objective: The aim of this study was to identify genetic determinants present in Kp-

KPC isolates that may contribute to the transition from colonization to infection. 

Material and Methods: A retrospective study was carried out between May 2018 and 

June 2021, in which 374 Kp-KPC isolates obtained from surveillance cultures and 

infection samples were selected for analysis of the antibiotic susceptibility test and 

molecular typing by XbaI-PFGE. Results: The Kp-KPC population studied showed a 

wide genetic diversity and resistance to almost all the antibiotics tested. Most of the 

patients (69.8%) was in the ICU at the time the sample was taken for microbiological 

analysis, demonstrating that this is a cohort that requires special care. From the XbaI-

PFGE typing; 51 isolates were selected for further characterization and subdivided into 

two groups: 24 Kp-KPC were categorized as colonizers only (ONLYCOL) and 27 as 

colonizers that transitioned to infection (COLINFEC). Kp-KPC from both groups were 

selected for whole genome sequencing (WGS) and additional phenotypic assays, such 

as biofilm production test, antibiotic susceptibility test and ability to infect Galleria 

mellonella. The antibiotic resistance and biofilm assays showed no significant 

differences between the ONLYCOL and COLINFEC groups. Multi Locus Sequence 

Typing (MLST) revealed eight ST-type sequences, with those of the 258 clonal 

complex (ST 11 and ST 340) predominating in both groups. However, ST 16 was 

associated with the COLINFEC group (p = 0.034). The blaKPC-2 allele was present in 

all 51 selected isolates. Yersiniabactin and colibactin toxin (clb-3) were widely 

representative in both groups. The IncF replicon was prevalent among the isolates and 

was more associated with the blaKPC-2 gene in the COLINFEC group. Comparative 
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genomic analysis identified seven annotations associated with the COLINFEC group 

(p < 0.01), including two insertion sequences (IS5 family and ISNCY family), a protease 

(HtpX), a heat shock protein (IbpA), the Q antitermination protein, phospholipase D 

and a hypothetical protein. On the other hand, annotations related to the metabolism 

of metals, salts and minerals were associated with the ONLYCOL group. Kp-KPCs 

from the COLINFEC group showed greater virulence in G. mellonella larvae in the first 

24 hours of infection, and the ST 11-KL64 strain showed high larval mortality, even at 

low concentrations. Conclusion: In conclusion, this study has reported elements 

specifically associated with infection, such as ST 16 and seven gene annotations. 

These findings contribute to the understanding of the molecular mechanisms 

underlying the pathogenicity of Kp-KPC and may have implications for the 

development of future interventions aimed at prevention. 

 

Keywords: Nosocomial infections, KPC-producing K. pneumoniae; colonization and 

infection, pangenome 
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1 INTRODUÇÃO 

O avanço das bactérias resistentes aos antibióticos compromete os sistemas de 

saúde em todo o mundo, colocando em dúvida a eficácia dos antibióticos, que 

revolucionaram a Medicina e salvaram milhões de vidas 1. No ambiente hospitalar, 

uma parcela importante das infecções nosocomiais está associada à Klebsiella 

pneumoniae resistentes aos carbapenêmicos (Kp-RC) 2,3. Dentre as principais 

infecções, destacam-se pneumonia, bacteremia, infecção do trato urinário e ferida 

operatória. Essas situações representam um sério problema de saúde pública devido 

à limitação de antimicrobianos disponíveis para o tratamento 4,5.  

Os carbapenêmicos são antibióticos da classe dos β-lactâmicos, um dos grupos 

de antibióticos mais prescritos no tratamento de infecções bacterianas graves e, em 

muitos casos, considerado como último recurso terapêutico 6. Dentre os principais 

mecanismos de resistência aos carbapenêmicos reportados destacam-se as enzimas 

carbapenemases 7; sendo a KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) a que 

apresenta maior ocorrência no Brasil 8. Essas enzimas atuam hidrolisando o anel β-

lactâmico, resultando na inativação da droga por não conseguir se ligar mais ao seu 

alvo, tornando-os ineficazes no tratamento de infecções causadas por K. pneumoniae 

produtora de KPC (Kp-KPC) 9. 

Comumente, as infecções causadas por Kp-KPC resultam em um período 

prolongado de internação. Consequentemente, as chances de um desfecho positivo 

por parte dos pacientes diminuem drasticamente 2,8. Além disso, infecções 

nosocomiais, geralmente, resultam em consequências econômicas devastadoras. 

Somente nos Estados Unidos, os custos de saúde devido às infecções causadas por 

bactérias multirresistentes respondem por mais de US$ 20 bilhões anualmente 10. No 

Brasil, foram relatados custos significativamente mais elevados associados às 

infecções relacionadas à assistência de saúde (IRAS) causadas por bactérias 

multirresistentes (MDR) em comparação com os custos relacionados aos pacientes 

que contraíram infecções por bactérias não multirresistentes 11.  

A colonização prévia por Kp-RC é um dos principais fatores de risco para o 

surgimento de infecções nosocomiais que podem evoluir a óbito, principalmente, entre 

pacientes que apresentam comorbidades. Alguns trabalhos têm relatado que 10-30% 
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dos pacientes colonizados evoluem para infecção 12. Adicionalmente, o estado geral 

de saúde do paciente, bem como, a submissão a antibioticoterapia e procedimentos 

invasivos, também são fatores de risco a serem considerados tanto para o 

estabelecimento da colonização quanto para a infecção por Kp-RC 13. Contudo, essa 

condição explica, parcialmente, o processo de evolução da infecção, não havendo 

uma compreensão clara sobre o porquê de alguns pacientes com quadro de saúde 

similar colonizados por essas bactérias progredirem para um quadro de infecção 

enquanto outros não 14,15.  

Mesmo com essas importantes lacunas em relação ao tema, a maioria dos 

estudos envolvendo Kp-RC é direcionado a isolados obtidos de sítios clínicos e, 

raramente, em culturas de vigilância, que, normalmente, refletem uma situação de 

colonização do paciente pelo patógeno 8. Além disso, os estudos envolvendo estes e 

outros patógenos concentram em características clínicas dos pacientes e na relação 

clonal entre os isolados. Dessa forma, a busca por determinantes genéticos 

relacionados à evolução de uma situação de colonização para de um quadro 

infeccioso tem sido pouco explorada, com raros relatos 15,16. 

A habilidade de uma bactéria progredir da situação de colonização para a de 

infecção vai depender de diversos fatores, incluindo a maquinaria genética da 

bactéria. Os determinantes genéticos associados à resistência e à virulência de K. 

pneumoniae estão muito bem estudados 3. No entanto, existem diversos outros genes 

ao qual a função no papel de patogenicidade ainda é desconhecida, e precisam ser 

mais bem elucidados, tais como, fatores de transcrição, proteases, chaperonas, 

elementos genéticos móveis, entre outros. Além disso, inúmeros determinantes de 

patogenicidade podem variar e serem compartilhados entre diferentes espécies, 

havendo muitas informações que podem ser exploradas tanto no genoma central 

(core) da bactéria quanto no genoma acessório 17. 

A composição genética de K. pneumoniae oferece uma oportunidade única para 

realizar estudos comparativos que visam uma melhor compreensão do processo de 

patogênese. Essa complexidade genética pode oferecer o entendimento para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas inovadoras e direcionadas, visando 

superar os desafios crescentes associados à resistência bacteriana 17,18. 
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Recentemente, alguns genes que não eram conhecidamente envolvidos no processo 

de patogenicidade (ex. proteínas de regulação, enzimas associadas à recombinação 

do DNA, enzimas de sinalização, proteínas relacionadas com resistência aos metais 

pesados, etc.) apresentaram relação direta no processo de infeção causada por 

diferentes espécies de Klebsiella 16. Adicionalmente, os autores confirmaram a 

importância de alguns desses genes na capacidade de K. pneumoniae em conseguir 

se estabelecer e colonizar o trato gastrointestinal de pacientes provenientes de 

diferentes unidades de saúde. 

Na coorte apresentada no presente estudo, pacientes admitidos em um hospital 

de nível terciário estiveram colonizados por Kp-KPC   também apresentaram infecção 

por Kp-KPC. Uma vez que tais pacientes, possivelmente, apresentavam estado de 

saúde geral semelhante, devido à característica da instituição, concebeu-se a 

hipótese de que fatores genéticos próprios da bactéria deveriam estar diferenciando 

aqueles isolados que, subsequentemente à colonização, participaram do processo 

infeccioso, daqueles que foram detectados somente colonizando os pacientes. Para 

verificar essa proposição, o presente estudo teve como objetivo a investigação de 

determinantes genéticos candidatos a estarem associados à patogenicidade de 

isolados de Kp-KPC que colonizam pacientes internados na referida instituição. Se 

bem-sucedidos, esses dados poderão auxiliar na predição desta capacidade dos 

isolados em progredir da condição de colonização para infecção, servindo como um 

ponto crítico de intervenção naqueles de maior gravidade. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella pneumoniae é uma espécie de bactéria Gram-negativa pertencente à 

família Enterobacteriaceae, ordem taxonômica Enterobacterales 19,20. As células 

apresentam formato de bastonete e possuem cápsula polissacarídica, além de 

realizarem respiração anaeróbia facultativa. Essa espécie pode ser encontrada em, 

praticamente, qualquer ambiente, como solo, água, plantas e animais. Em humanos, 
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é parte da microbiota normal da nasofaringe e do trato gastrointestinal 20. Além disso, 

essa espécie é oportunista, mas pode causar infecção, principalmente, em pacientes 

imunocomprometidos, especialmente, crianças e idosos 21,22. Resultado deste evento 

é que, em média, ocorrem 1,6 milhão de mortes neonatais por sepse por K. 

pnuemoniae, principalmente, em países de baixa e média renda 4,23,24. 

Dentre as principais infecções associadas a esta bactéria, destacam-se as 

infecções dos tratos urinário e respiratório, infecções de corrente sanguínea, 

meningite e infecções de sítio cirúrgico 4,5. Fora do ambiente hospitalar, K. 

pneumoniae também pode atuar como um patógeno, ou seja, pode causar infecções 

graves em pessoas saudáveis que não apresentam fatores de risco associados. Neste 

caso, quando a doença é de origem comunitária, geralmente, está relacionada a 

determinantes genéticos associados à hipervirulência do patógeno, e essas infecções 

incluem endoftalmite, pneumonia, fasciíte necrosante, abscesso não hepático, 

meningite e abscesso hepático piogênico 17,22. 

Historicamente, cepas hipervirulentas de K. pneumoniae (Kp-Hv) são menos 

associadas a surtos em ambientes hospitalares e são consideradas mais suscetíveis 

aos antibióticos quando comparadas às linhagens clássicas não-hipervirulentas no 

ambiente hospitalar. No entanto, alguns estudos têm relatado a presença de isolados 

de Kp-Hv resistentes a diversos antibióticos em unidades de saúde 25. Apesar disso, 

a principal ameaça dentro dos ambientes hospitalares continua sendo as linhagens 

clássicas não-hipervirulentas resistentes a diversos antibióticos, inclusive àqueles 

considerados como última opção terapêutica para casos graves, como os 

carbapenêmicos  17,26,27. 

2.2 Carbapenemases: uma ameaça à terapia antimicrobiana 

Os carbapenêmicos, antibióticos da classe dos β-lactâmicos, representam um 

dos mais importantes grupos prescritos no tratamento de infecções bacterianas 

graves. No entanto, diversos trabalhos têm relatado K. pneumoniae resistentes a 

essas drogas 6,28,29. Em 2017, Kp-RC foi reconhecida como uma ameaça crítica à 

saúde pública pela Organização Mundial da Saúde (OMS), que enfatizou a 

necessidade urgente de novos antibióticos 6. Somente na Europa, essas bactérias são 

responsáveis por mais de 90.000 infecções e 7.000 mortes por ano 30. Embora haja 
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escassez de dados epidemiológicos em algumas regiões, as evidências sugerem que 

a ocorrência de Kp-RC tem apresentado uma tendência ascendente em todo o mundo 

17,30. 

A resistência aos carbapenêmicos pode ocorrer por múltiplos mecanismos, 

incluindo alteração da permeabilidade da membrana externa mediada pela perda de 

porinas, superexpressão de bombas de efluxo, e, mais comumente, por produção de 

enzimas carbapenemases 7 (Figura 1). Essas enzimas hidrolisam o anel β-lactâmico 

de todos os representantes dessa classe de antibióticos, e são classificadas de acordo 

com sua estrutura molecular (classes A, B, C ou D) ou por sua funcionalidade (grupos 

de 1 a 4, com subdivisões). Dentre os tipos de carbapenemases mais recorrentes, as 

KPC, as oxacilinases do tipo 48 (OXA-48-like) e as Nova Delhi metalo-β-lactamases 

(NDM) se destacam pela sua prevalência em Kp-RC em todo o mundo 13. 

 

Figura 1: Representação esquemática dos mecanismos de resistência aos carbapenêmicos em 

bactérias Gram-negativas. Alguns dos principais mecanismos são mediados pela resistência adquirida 

por plasmídeos: redução da entrada do medicamento através da membrana celular devido à perda ou 

modificação de porinas, degradação dos β-lactâmicos no espaço periplasmático pelas β-lactamases do 

tipo KPC e aumento da expressão de bombas transmembrana que causa o efluxo das moléculas da 

droga que atingem o citoplasma. Imagem construída utilizando a ferramenta Biorender. 
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No Brasil, estudos têm demonstrado que a enzima KPC representa o tipo mais 

relevante no cenário clínico dentre as carbapenemases produzidas por K. 

pneumoniae, com alta prevalência e transmissão entre unidades hospitalares 8,31–33, 

sendo, essa ocorrência, variável geograficamente 34. Estudos prévios demonstraram 

maior prevalência de NDM e KPC nos Estados Unidos, Canadá, Grécia, Colômbia e 

China, enquanto na Turquia e no norte da África há maior ocorrência de OXA-48 13,35–

37. Neste contexto, o aumento de fatores como migração e globalização pode levar a 

mudanças nesses mecanismos de resistência entre diferentes regiões; uma vez que 

os determinantes genéticos estão comumente associados a elementos móveis, que 

podem ser transferidos facilmente por transferência horizontal 38. 

Os genes blaKPC são, frequentemente, carreados por plasmídeos e associados 

a elementos genéticos móveis menores, tais como sequências de inserção (IS) ou 

transposons, sendo o Tn4401 seu principal carreador em K. pneumoniae 39. Vários 

grupos de plasmídeos foram relatados carreando o cassete gênico contendo blaKPC; 

no entanto, os replicons mais reportados são IncF, IncA/C, e IncX 9. Neste sentido, a 

investigação epidemiológica dos genes de carbapenemases e dos elementos 

genéticos que os mobilizam é de extrema importância, visto que o tipo da enzima 

carreado pode influenciar na terapia antimicrobiana empregada para tratar infecções 

graves 40. 

 

2.3 Principais linhagens de K. pneumoniae associadas a infecções 

 

As infecções por K. pneumoniae são causadas por diversas linhagens 

amplamente distribuídas geograficamente. No entanto, um subconjunto destas 

contribui desproporcionalmente para doenças globais, sendo nomeadas “clones de 

alto risco”. Dentre os clones mais recorrentes no ambiente hospitalar, colonizando e 

causando infecção em pacientes destacam-se aqueles pertencentes ao complexo 

clonal (CC) 258, cujas principais Sequência Tipo (Sequence Type – ST) são ST 11, 

ST 258, ST 340 e ST 437 8,39. Globalmente, este complexo clonal de alto risco é 

considerado o mais importante na disseminação do gene blaKPC, inclusive no Brasil 8. 

Além disso, este CC abriga vários outros genes de resistência aos antibióticos, com 
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destaque para o ST 11 que é um clone extensivamente resistente a drogas (XDR) 

disseminado mundialmente 41,42. 

Apesar das linhagens do CC 258 representarem uma importante parcela das 

infecções nosocomiais, outras ST associadas à produção de carbapenemases têm 

sido cada vez mais relatadas causando infeções severas e fatais 43. Linhagens de K. 

pneumoniae ST 16 também estão associadas às múltiplas carbapenemases, tais 

como, KPC, NDM e OXA-48, e tem se tornado clinicamente relevante, com ampla 

propagação mundial 37,44,45. Sua associação com surtos nosocomiais, e relatos de 

maior virulência, quando comparado ao ST 258, em modelos de patogenicidade em 

organismos modelo, sugere que este clone possui determinantes genéticos que 

merecem ser investigados com maior atenção 45,46. 

Em um estudo realizado por Andrey e colaboradores 45, foi relatado que isolados 

de K. pneumoniae ST 16 produtores de KPC estiveram associados a uma maior taxa 

de mortalidade em um hospital onde, historicamente, as linhagens do CC 258 eram 

endêmicas. Em outros estudos, foi possível observar a presença dessas linhagens 

colonizando crianças e adultos onde, comumente, as linhagens do CC 258 são as 

principais colonizadoras 8,47. Gradativamente, o clone ST 16 está se consolidando 

como uma ameaça aos sistemas de saúde. Apesar disso, poucos estudos foram 

realizados para investigar os determinantes genéticos que podem estar por trás da 

crescente adaptação dessa linhagem às unidades de saúde 48. 

 

2.4 Fatores de risco e progressão da infecção 

 

No cenário clínico, uma fração considerável das IRAS está relacionada a 

isolados de K. pneumoniae produtores de KPC. As IRAS são reconhecidas como um 

desafio de saúde global, pois contribuem para o aumento da mortalidade, prolongam 

o tempo de internação na UTI e elevam os custos hospitalares 2,3. As IRAS englobam 

diversas infecções, incluindo infecções da corrente sanguínea, infecções do trato 

urinário associadas a cateter, pneumonia associada à ventilação mecânica e 

infecções de sítio cirúrgico 49. 
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Uma vez que estudos sobre vigilância epidemiológica têm indicado que o trato 

gastrointestinal é um importante reservatório de linhagens de K. pneumoniae 

causadoras de IRAS 2,50, a colonização deste sítio anatômico por Kp-KPC, na maioria 

das vezes, advém da constante terapia com antibióticos de amplo espectro, que 

exerce pressão seletiva sobre esses microrganismos 17. Este fato implica em outro 

importante fator de risco que contribui para a progressão da doença por Kp-KPC: a 

saúde do paciente, em especial aqueles em estado grave e que necessitam de terapia 

prolongada com antimicrobianos, apresentam longa permanência em unidade de 

terapia intensiva (UTI), e são submetidos a procedimentos e dispositivos invasivos, 

como cateter venoso central (CVC), cateter vesical de demora (CVD) e nutrição 

parenteral periférica (NPP) 15,51. 

Além desses fatores de riscos, estudos têm relatado outros parâmetros clínicos 

que possam estar associados ao processo da doença, como o uso prévio de 

inotrópicos, baixo nível de albumina, realização de diálise, doença hepática crônica, 

transplante de órgãos sólidos e câncer 15,52. Apesar disso, essas condições explicam, 

parcialmente, o processo de evolução da infecção 15, uma vez que, quanto maior a 

abundância de K. pneumoniae no trato gastrointestinal, maior o risco de um paciente 

colonizado evoluir para o quadro de infecção 14. 

A colonização prévia por Kp-KPC é um dos principais fatores de risco para o 

surgimento de infecções nosocomiais que podem evoluir a óbito, principalmente, entre 

pacientes que apresentam comorbidades 2,53. Porém, não existe uma compreensão 

concreta estabelecida na literatura sobre o motivo de algumas linhagens 

apresentarem maior facilidade em colonizar e se estabelecer no trato gastrointestinal 

em relação às outras. Também, é incerto o porquê de alguns pacientes com quadro 

de saúde semelhante, colonizados por Kp-KPC, progredirem para um quadro de 

infecção enquanto outros não. 

De maneira geral, a habilidade de uma bactéria progredir da situação de 

colonização para a de infecção vai depender de diversos fatores, incluindo aqueles de 

virulência da bactéria, condição imunológica do hospedeiro, condições ambientais, e 

exposição prévia aos antimicrobianos 53. Para linhagens de Kp-Hv, os determinantes 

genéticos associados a este fenótipo são muito bem elucidados por técnicas de 

epidemiologia molecular e estudos experimentais in vivo 54. Porém, pouco se conhece 
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sobre o papel da maquinaria genética das linhagens de Kp-KPC não-hipervirulentas 

na colonização e na progressão da doença 17. 

 

2.5 Estrutura populacional e determinantes genéticos associados à 

patogenicidade 

 

O tamanho do genoma de K. pneumoniae varia entre 5 e 6 Mb, o que resulta na 

codificação de 5.000 a 6.000 genes. Aproximadamente, 1.700 genes são conservados 

em todos os membros da espécie, ou seja, constituem o genoma central (core), 

enquanto o restante está presente de forma variável (genes acessórios) 41,55. Dessa 

forma, o genoma de Klebsiella oferece uma oportunidade única para realizar estudos 

genômicos comparativos e compreender os mecanismos patogênicos desta espécie 

42. De fato, o pangenoma (genoma central mais o genoma acessório) é bastante 

diverso, e é possível que exceda 100.000 genes únicos 17,41, sendo, alguns deles, 

considerados importantes no processo de colonização e subsequente infecção de 

pacientes em estado crítico 17. 

A capacidade de cepas de K. pneumoniae causarem doença em humanos é 

influenciada por diversos fatores genéticos. De um modo geral, todas as linhagens de 

K. pneumoniae contêm fatores essenciais de patogenicidade que formam os 

requisitos básicos para o estabelecimento de infecções oportunistas nos hospedeiros 

56. No entanto, vale ressaltar que o conteúdo gênico contido no genoma acessório é 

o principal responsável pelo aumento da virulência e o sucesso deste patógeno no 

ambiente hospitalar 17. 

Dentre os principais determinantes presentes no pangenoma associados à 

virulência encontrada em cepas clássicas e/ou hipervirulentas, destacam-se os 

sideróforos (enterobactina, yersiniabactina, aerobactina e salmoquelina), que 

compreendem moléculas quelantes de ferro que podem eliminar competitivamente o 

ferro das proteínas do hospedeiro ou de outras fontes 57,58; a capacidade de 

metabolizar alantoína (all loci); a produção de fímbrias do tipo 1 (fim loci) e tipo 3 (mrk 

loci), que estão envolvidas na adesão e formação de biofilme; e produção de 

polissacarídeo capsular (antígeno K) e LPS (antígeno O), que auxiliam no processo 

de evasão do sistema imune e na interação com as células hospedeiras 17,41,59.  
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Também existem as bombas de efluxo AcrAB que, apesar desempenharem um 

importante papel na resistência aos antibióticos, atuam no processo de extrusão de 

peptídeos antimicrobianos que são componentes  importantes do sistema imunológico 

inato do hospedeiro 60. Ainda, o fenótipo de hipermucoviscosidade associado à 

presença de genes reguladores (rmpA e rmpA2), bem como, a produção da toxina 

colibactina, que é capaz de induzir danos ao DNA das células hospedeiras 17,58, são 

importantes fatores relacionados à virulência na espécie. Além disso, outras 

plataformas genéticas, tais como, os elementos móveis (sequências de inserção, 

transposons, elementos conjugativos integrativos – ICE – e plasmídeos), têm sido 

cada vez mais associadas à patogenicidade 16,61. 

Entretanto, existem diversos determinantes genéticos ao qual a função de 

patogenicidade ainda é desconhecida 61. Inúmeros determinantes presentes em 

elementos genéticos móveis podem variar entre as linhagens, havendo muitas 

informações que podem ser exploradas tanto no genoma core quanto no acessório 17. 

Recentemente, foram identificados elementos genéticos associados a, ou que 

contribuíram para, o processo de infecção por Klebsiella spp. em pacientes em estado 

grave, quando comparados ao grupo controle. Tais elementos, alguns dos quais 

alteram a função fisiológica da bactéria, foram identificados como os genes aqpZ 

(aquaporina), tehA (resistência ao telúrio), arsD (resistência ao arsênio), e dgcE 

(diguanilato-ciclase), além dos elementos genéticos móveis ISEcp1, Tn3, IS6100, e 

umuDC, e dos genes de resistência a antibióticos aac(6')-Ib-cr, blaCTX-M-15, blaOXA-1, e 

blaTEM-1 16.   

Outras evidências também já foram relatadas 3. Neste caso, os autores 

detectaram anotações gênicas independentes e significativamente associadas à 

infecção em pacientes hospitalizados. Os genes foram associados ao metabolismo de 

carboidratos, ácidos e pentoses fosfato (DeoR proteína da família DeoR/fosfatase 

alcalina, desoxigluconato desidrogenase e aldolase desoxirribose-fosfato, 

respectivamente). Além dessas, uma proteína de resistência ao telúrio, TerF, e uma 

proteína hipotética também apareceram no grupo dos isolados associados à infecção. 

Neste sentido, o uso de ferramentas de genômica comparativa a partir de dados 

de sequenciamento total do genoma (WGS) de K. pneumoniae multirresistentes, que 

apresenta um modelo ideal para este tipo de estudo, deve ser explorado para permitir 
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uma melhor compreensão sobre o potencial patogênico de diferentes linhagens 61. 

Adicionalmente, ensaios envolvendo modelos animais para verificar essa capacidade 

de infecção podem fornecer uma melhor compreensão da capacidade e deste 

processo de patogenicidade. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 População-alvo e isolados de estudo 

 

O presente estudo foi conduzido no Centro de Investigação de Microrganismos, 

da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto (CIM/FAMERP), com aprovação 

do Comitê de Ética em Pesquisa da FAMERP (número do parecer: 5.039.806, CAAE: 

52157921.3.0000.5415). 

De maio de 2018 a junho de 2021, os isolados de K. pneumoniae resistentes a 

carbapenêmicos (Kp-RC) obtidos de cultura de vigilância e de sítios anatômicos com 

suspeita de infecção nos respectivos pacientes admitidos no complexo hospitalar 

Fundação Faculdade Regional de Medicina de São José do Rio Preto (FUNFARME) 

foram selecionados para este estudo. Assim, todos os pacientes incluídos estiveram 

colonizados por Kp-RC e também apresentaram, pelo menos, um episódio de suspeita 

de infecção pelo mesmo tipo de patógeno. Mais de um isolado de Kp-RC foi obtido a 

partir de diferentes amostras clínicas de alguns pacientes, enquanto, sempre, 

somente o primeiro isolado de cultura de vigilância foi considerado. 

Todas as amostras clínicas foram coletadas para exames laboratoriais de rotina 

para a comprovação da presença de bactérias nos respectivos sítios anatômicos sob 

requisição médica, como procedimento padrão para a determinação de infecção ou 

colonização bacteriana, de tal forma que não houve intervenção específica em 

qualquer paciente para o desenvolvimento do presente estudo. 

As culturas de vigilância foram consideradas esfregaços anais/inguinais com 

swab estéril, normalmente, coletados dentro de 48 horas da admissão do paciente na 

instituição. Aqueles pacientes que apresentaram um isolado produtor de 

carbapenemase do tipo KPC obtido de, ao menos, um sítio anatômico suspeito de 
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infecção e da cultura de vigilância, tiveram dados clínicos e sociodemográficos (idade, 

sexo, unidade de internação e data da coleta) recuperados a partir de prontuário 

eletrônico. 

 

3.2 Identificação e suscetibilidade aos antimicrobianos por método 

automatizado 

 

Os procedimentos descritos nesta seção foram inteiramente realizados pelos 

profissionais do setor de microbiologia do laboratório de análises clínicas do complexo 

hospitalar (LM-FUNFARME). Entretanto, estão, aqui, expostos para que permitam o 

total entendimento sobre o fluxo de trabalho estabelecido até a seleção das bactérias 

deste estudo. 

Todos os isolados obtidos de sítios de infecção foram identificados e submetidos 

ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) por microdiluição 

automatizada em equipamento BD PhoenixTM (Becton Dickinson), de acordo com 

cada tipo de amostra clínica. Isolados que apresentaram resistência a três ou mais 

classes de antimicrobianos foram definidos como MDR 62. 

Isolados obtidos de cultura de vigilância foram identificados da mesma forma, 

porém sem resultado de TSA, uma vez que a comprovação da resistência aos 

carbapenêmicos é realizada de acordo com a Nota Técnica Nº 01/2013 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Basicamente, os swabs são inseridos em 

10 mL de caldo BHI com um disco de ertapenem (10 μg); após incubação, o caldo é 

semeado em ágar MacConkey com a disposição de dois discos de ertapenem. 

Bactérias que crescem internamente a um halo de 27 mm ao redor dos discos são 

consideradas resistentes aos carbapenêmicos.  

 

3.3 Extração de DNA e detecção de carbapenemase do tipo KPC 

 

Os isolados foram investigados quanto à presença da enzima carbapenemase 

do tipo KPC por reação em cadeia da polimerase (PCR). O DNA genômico bacteriano 

foi obtido através da técnica de lise térmica. Para tanto, os isolados de Kp-RC foram 

inoculados em caldo Luria Bertani (LB) e incubados a 37 ºC overnight. Posteriormente, 
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foram transferidos para um microtubo de polipropileno de 1,5 mL e centrifugados a 

15.000 × g por 15 minutos a 4 ºC. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado, e o 

sedimento foi suspenso em 400 µL de água Milli-Q. Após a centrifugação, os 

microtubos foram deixados em termobloco a 100 ºC por 10 minutos e, em seguida, 

transferidos para gelo por, pelo menos, dois minutos. Após esta etapa de lise, os 

microtubos foram centrifugados a 15.000 × g por 10 minutos a 4 ºC, e o sobrenadante 

contendo o DNA bacteriano foi transferido para um novo microtubo, onde foi 

armazenado a -20 °C até a sua utilização. 

Para a detecção do gene blaKPC, foram conduzidos ensaios de PCR utilizando 

oligonucleotídeos iniciadores específicos 63. Para tal, os termocicladores GeneAmp® 

PCR System 9700 thermal cycler (Applied Biosystems, USA) ou T100TM (Biorad 

Laboratórios Brasil Ltda) foram utilizados. Para cada reação de amplificação, foram 

utilizados 1 μL (contendo 10 ng/uL) de DNA bacteriano, 0,2 mM de dNTPs, 2,0 mM de 

MgCl2, 20 ρmol de cada iniciador, 1 U de Taq DNA polimerase (InvitrogenTM), tampão 

de reação 1× e água Milli-Q (Millipore). O volume final da reação foi de 25 μL. O 

resultado foi observado por eletroforese em gel de agarose (InvitrogenTM) 1,0%, 

utilizando 6 μL do produto amplificado, preparado em tampão Tris Borato EDTA (TBE). 

Durante a eletroforese, utilizou-se um marcador de tamanho molecular de 100 pb 

Ladder (InvitrogenTM). Após, os géis foram corados com 0,8% de brometo de etídio 

(10 mg/mL) e fotografados com o fotodocumentador LPix Ex (Loccus Biothecnology). 

 

3.4 Tipagem molecular por restrição genômica com endonuclease 

 

Para melhor compreender a relação genética e a capacidade dos isolados Kp-

KPC colonizantes supostamente causarem infecção, todos os isolados Kp-KPC foram 

submetidos à técnica de tipagem molecular por restrição genômica com a 

endonuclease XbaI, seguida de eletroforese em campo pulsado (XbaI-PFGE) 64.  

 

 

 

3.4.1 Preparação dos blocos de agarose 
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Para a preparação dos blocos de agarose contendo a bactéria (plugs), os 

isolados foram cultivados em ágar BHI a 37 ºC por 18 horas. Células de cada isolado 

foram utilizadas para preparar suspensões bacterianas em 2 mL de NaCl 0,9%. O 

ajuste da concentração celular das suspensões foi realizado no espectrofotômetro 

Colibri (Titertek-Berthold) a 600 nm, com densidade óptica entre 0,8 a 1,3. Em 

seguida, 100 µL de cada suspensão ajustada foram transferidos para microtubos de 

1,5 mL e centrifugados a 1.000 × g por dois minutos. As células foram suspensas em 

50 µL de tampão de suspensão celular (100 mM Tris:100 mM EDTA, pH final = 8) e 

adicionados 50 µL de agarose Clean Cut 2% (BioRad) a 54 ºC. Após breve 

homogeneização, todo o volume foi distribuído em um molde de confecção de plug. 

Os plugs foram solidificados em temperatura ambiente e transferidos para 500 µL de 

tampão de lise (50 mM Tris; 50 mM EDTA; pH final = 8), contendo 1% de lauril 

sarcosinato de sódio e 0,1 mg/mL de proteinase K. 

Em seguida, os plugs foram incubados a 55 ºC overnight para que ocorresse a 

lise das células no bloco de agarose. Após a lise, os plugs foram lavados com água 

Milli-Q e TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH final = 8), mantendo-se a temperatura. Por 

fim, os plugs foram armazenados a 4 ºC até a etapa de digestão do DNA. 

 

3.4.2 Digestão por endonuclease XbaI e eletroforese 

 

Foi realizado o corte de um fragmento de cada plug (4,0 mm × 5,0 mm), utilizando 

um bisturi, e transferido para um microtubo contendo 100 μL de tampão de restrição 

fornecido com a enzima, contendo 10 U da enzima de restrição XbaI (Thermo 

Scientific, EUA). Os tubos foram suavemente agitados, e o fragmento de plug foi 

incubado a 37 °C overnight. Posteriormente, o tampão de restrição foi removido de 

cada tubo, e o fragmento de plug foi cuidadosamente posicionado sobre os dentes do 

pente de eletroforese, sendo um fragmento por dente. Para referenciar os tamanhos 

dos fragmentos de DNA (marcador), a cepa de Salmonella enterica sorotipo 

Braenderup H9812 foi utilizada como padrão de tamanho molecular de bandas 65, 

cujos plugs foram preparados da mesma forma descrita acima. 

Anteriormente ao início da PFGE, foi preparada uma solução de agarose a 1,5% 

(Sigma Aldrich) com tampão TBE (10× TBE: 0,89 M Tris, 0,89 M ácido bórico e 20 mM 

EDTA, pH 8,3), a 0,5×, totalizando 150 ml, dos quais cerca de 6 ml foram utilizados 
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para fixar os fragmentos de cada plug tratado com a enzima XbaI (incluindo os 

marcadores) ao pente. Após a fixação, o restante da agarose foi vertido em um molde 

apropriado, seguido da acomodação do pente no molde. Após a solidificação da 

agarose, o pente foi retirado e o molde desmontado, disponibilizando o gel de agarose 

na cuba de eletroforese de campo pulsado.  

O equipamento utilizado foi o PFGE CHEF-DR® II (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), 

sob as seguintes condições: tampão TBE 0,5× a 13 °C; tempo total de eletroforese = 

18 horas e 30 minutos; campo elétrico = 6 V/cm; tempo inicial de mudança da direção 

do campo elétrico = 6,0 segundos; e tempo final de mudança da direção do campo 

elétrico = 36,0 segundos 66. O resultado foi visualizado e fotografado em foto 

documentador LPix Ex (Loccus, Brasil). O programa BioNumerics™ (Applied Maths-

bioMérieux) versão 7.6 foi utilizado para a construção do dendrograma e agrupamento 

dos isolados com base no coeficiente de similaridade de Dice e no método da ligação 

média não ponderada usando médias aritméticas (UPGMA). Isolados com perfil de 

similaridade genética ≥ 90% foram considerados como pertencentes a um mesmo 

grupo, e aqueles que apresentaram similaridade < 80% foram considerados isolados 

com contexto evolutivo distinto. 

 

3.5 Definição de grupos dos isolados bacterianos 

 

Com a finalidade de melhor compreender as características fenotípicas e 

genotípicas de Kp-KPC relacionados ao processo de colonização e infecção, os 

isolados foram divididos em dois grupos: “ONLYCOL”, grupo composto por isolados 

que apareceram somente colonizando pacientes, e “COLINFEC”, composto por 

isolados que colonizaram e também causaram infecção em um mesmo paciente. 

O grupo “ONLYCOL” foi composto por isolados de Kp-KPC obtidos de cultura de 

vigilância que apresentaram similaridade genética < 80% no dendrograma gerado a 

partir da XbaI-PFGE com qualquer outro isolado de Kp-KPC, considerando o mesmo 

ou qualquer outro paciente incluído no estudo. O grupo “COLINFEC” foi composto por 

isolados de Kp-KPC obtidos de cultura de vigilância que apresentaram similaridade 

genética ≥ 90% com algum outro isolado de Kp-KPC proveniente de amostra de sítio 

infeccioso do mesmo paciente. 
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3.6 Análise de prontuários eletrônicos dos pacientes 

 

Para uma determinação mais assertiva sobre as possíveis diferenças entre as 

características fenotípicas e genotípicas dos isolados de Kp-KPC pertencentes aos 

grupos de estudo, foi realizada uma análise aprofundada do prontuário eletrônico 

somente dos pacientes referentes aos isolados incluídos nos grupos ONLYCOL ou 

COLINFEC. 

Destes pacientes, os seguintes dados foram extraídos: idade, raça, 

comorbidades, local de admissão do paciente quando da coleta da cultura de 

vigilância, admissão prévia em UTI, internações prévias em unidades de assistência 

à saúde nos últimos 30 dias, encaminhamento de outra unidade de saúde, diagnóstico 

de infecções prévias considerando os últimos 30 dias, infecções prévias 

especificamente por K. pneumoniae, uso prévio de antibióticos (incluindo β-

lactâmicos) nos últimos 30 dias, reincidência de infecção por K. pneumoniae, uso 

prévio de CVD, CVC e/ou NPP, necessidade de hemodiálise, uso de ventilação 

mecânica, uso de inotrópico, e desfecho da internação.  Além disso, foram coletadas 

informações sobre contagem de hemoglobinas, leucócitos, plaquetas, proteína C 

reativa, creatinina e albumina em até 48 horas antes ou depois da coleta de cultura 

de vigilância e de amostras de sítio de infecção. A definição de infecção foi baseada 

no parecer do médico responsável por cada paciente (constante no prontuário 

eletrônico), levando em consideração os parâmetros clínicos e laboratoriais dos 

pacientes, conforme recomendação da Anvisa 67. 

Foi realizada uma análise descritiva com base no quadro clínico dos pacientes. 

O teste x2 de Pearson foi usado para determinar se a frequência esperada nos grupos 

foi atendida. Um nível de significância de 0,05 foi adotado para todos os testes, e os 

dados foram tabulados e analisados com auxílio do programa SPSS para IOS (versão 

28, SPSS, Inc; Chicago, IL). 

 

3.7 Teste de suscetibilidade aos antibióticos por método de disco-difusão em 

ágar 
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Como os isolados incluídos nos grupos ONLYCOL ou COLINFEC foram 

provenientes de culturas de vigilância, os mesmos não haviam sido previamente 

submetidos ao teste de suscetibilidade aos antibióticos – TSA automatizado pela 

equipe do LM-FUNFARME. Dessa forma, com a finalidade de buscar diferenças no 

fenótipo de resistência aos antibióticos entre os isolados de ambos os grupos, foi 

realizado o teste de suscetibilidade aos antibióticos por disco-difusão em ágar Müeller-

Hinton (OXOID). Foram utilizados discos (OXOID) contendo os seguintes antibióticos: 

amicacina (30 μg), amoxicilina-ácido clavulânico (20/10 µg), cefepima (30 μg), 

cefoxitina (30 μg), ceftriaxona (30 μg), ciprofloxacina (5 μg), ertapenem (10 μg), 

gentamicina (10 μg), imipenem (10 μg), meropenem (10 μg), piperacilina/tazobactam 

(30/6 μg) e sulfametoxazol/trimetoprima (23,75/1,25 μg). Também foi testada a 

suscetibilidade à polimixina B por microdiluição em caldo, utilizando o kit comercial 

Policimbac® (Probac). O TSA foi realizado e interpretado de acordo com as normas 

do Comitê Brasileiro de Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos – BrCAST, 

versão de 2022 68. A cepa Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de 

qualidade. 

 

3.8 Produção de biofilme e fenótipo de hipermucoviscosidade 

 

Assim como foi realizado o teste fenotípico de resistência aos antibióticos, os 

isolados de Kp-KPC de ambos os grupos foram, também, investigados quanto à 

capacidade de produção de biofilme. O método da placa de microtitulação foi utilizado 

para detectar a produção de biofilme entre os isolados dos diferentes grupos. 

Resumidamente, uma alça fresca do organismo teste foi inoculada em 10 mL de caldo 

soja tripticase – TSB (MERCK) e incubada a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, a 

solução foi ajustada para 0,5 McFarland. Em seguida, 20 µL do caldo de cultura foram 

introduzidos em cada poço de uma placa de microtitulação de 96 poços contendo 180 

µL de TSB fresco, seguido de incubação a 37 °C por 24 horas. Uma vez concluída a 

incubação, o conteúdo de cada poço foi removido por batidas suaves, e os poços 

foram lavados com 200 µL de PBS (Phosphate-Buffered Saline – fosfato de sódio 

dibásico, cloreto de sódio e cloreto de potássio, pH = 7) de três a quatro vezes para 

eliminar as bactérias em suspensão. O biofilme formado pelas bactérias que aderiram 

aos poços foi fixado usando metanol (MERCK) e corado com cristal violeta (SYNTH) 
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a 0,1%. O excesso de corante foi removido, lavando a placa com água deionizada 69. 

A densidade ótica (OD) do biofilme aderido corado foi, então, aferida em um 

comprimento de onda de 630 ηm usando um leitor de placas Spectramax PLUS® 

(Molecular Devices)  

Os resultados foram interpretados de acordo com os critérios estabelecidos por 

Stepanovic et al. (2007) 70. O valor de corte da OD (ODc) foi determinado como a 

média da OD do controle negativo adicionada de três desvios padrão (DP), utilizando 

a fórmula: ODc = média da OD do controle negativo + (3 × DP do controle negativo). 

Os resultados foram categorizados em quatro grupos com base nos valores de OD: i) 

forte produtor de biofilme (4 × ODc < OD); ii) produtor moderado de biofilme (2 × ODc 

< OD ≤ 4 × ODc); iii) produtor fraco de biofilme (ODc < OD ≤ 2 × ODc); e iv) não 

produtor de biofilme (OD ≤ ODc). 

O fenótipo de hipermucoviscosidade foi verificado utilizando o teste de string, 

conforme descrito 71. Brevemente, uma alça de inoculação foi usada para verificar as 

características morfológicas (viscosidade) das colônias de Kp-KPC a partir de 

crescimento em ágar sangue (bioMérieux). A formação de fio viscoso com 

comprimento > 5 mm foi considerada positiva. 

 

3.9 Sequenciamento total do genoma e análises de bioinformática 

 

A fim de obter uma melhor compreensão sobre os determinantes genéticos que 

possam estar envolvidos com o fenótipo de colonização e patogenicidade, o genoma 

completo dos isolados de Kp-KPC pertencentes aos grupos ONLYCOL ou COLINFEC 

foram sequenciados. Para tanto, o DNA total foi extraído utilizando o “bacteria 

GenomicPrep Mini Spin Kit” (GE Healthcare®). As bibliotecas genômicas foram 

preparadas utilizando o “Illumina® DNA Prep, (M) Tagmentation” (Illumina, Inc.). A 

quantificação das bibliotecas foi realizada utilizando o “Qubit dsDNA HS Assay” em 

equipamento Qubit 2.0 (Invitrogen). O controle de qualidade das bibliotecas foi 

verificado usando o sistema TapeStation 4150 com o kit “High Sensitivity D1000 

ScreenTape” (Agilent Technologies, Inc.) e, então, agrupadas em concentrações 

equimolares. 
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Para o sequenciamento, foi utilizado o miSeq Reagent kit v3 (300 cycle) para 

obter leituras de extremidades emparelhadas de 2 × 150 bp. O “NextSeqTM PhiX 

Control” foi utilizado em conjunto, como amostra normalizadora do sequenciamento, 

e as bibliotecas foram sequenciadas em sistema MiSeqTM (Illumina, Inc.), constante 

no Laboratório Multiusuário da FAMERP. 

As sequências cruas obtidas foras depositadas no National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), estando disponíveis para acesso sob o BioProject 

PRJNA1000963. 

 

3.9.1 Limpeza, montagem e anotação do genoma 

 

A verificação da qualidade dos dados gerados, e o consequente descarte de 

reads de baixa qualidade, bem como a montagem de novo dos genomas, foram 

realizadas utilizando as ferramentas Trimmomatic v. 0.38 72 e SPAdes v. 3.15.3 73, 

respectivamente. A qualidade da montagem foi verificada utilizando os programas 

QUAST v5.0.2 74 e Contigator 2.7.4 75. Todos os genomas montados foram anotados 

utilizando a ferramenta Prokka v1.14.5 76 devido à sua alta eficiência na anotação de 

K. pneumoniae. 

 

3.9.2 Tipagem por MLST, K-type e O-type  

 

A partir dos genomas montados, foi realizada uma análise mais aprofundada das 

características genotípicas dos isolados. A Sequência Tipo (ST) e o polissacarídeo 

capsular (K-type) foram determinados de acordo com o script disponibilizado no banco 

de dados de definições de locus/sequência de Klebsiella, disponível em 

https://bigsdb.pasteur.fr/; enquanto o sorotipo de lipopolissacarídeos (O-type) foi 

estabelecido com auxílio da ferramenta PathogenWatch via uma implementação do 

Kleborate (versão 2.0.) 18 , usando parâmetros padrões, disponível em 

https://cgps.gitbook.io/pathogenwatch/. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA1000963
https://bigsdb.pasteur.fr/
https://cgps.gitbook.io/pathogenwatch/
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3.9.3 Resistoma, plasmidoma, mobiloma, viruloma e patogenicidade 

 

O resistoma, o plasmidoma, o mobiloma e a probabilidade de ser um patógeno 

humano foram caracterizados usando as ferramentas ResFinder 4.1 77, PlasmidFinder 

2.1 78,79, Mobile element finder 1.0.3 80 e PathogenFinder 1.1 81, respectivamente, 

disponíveis no site do Center for Genomic Epidemiology 

(CGE, https://cge.cbs.dtu.dk/services/). Análises adicionais para a detecção de genes 

de resistência foram realizadas utilizando a ferramenta Kleborate V.2.2.0 18, enquanto 

que análises complementares sobre o mobiloma envolvendo elementos integrativos e 

conjugativos, sequências de inserção e integrons foram determinados usando 

ICEberg 2.0 82, ISFinder 83 e IntegronFinder 84, disponível em 

https://github.com/apache/iceberg/milestone/38, https://isfinder.biotoul.fr/howto.php e 

https://github.com/gem-pasteur/Integron_Finder, respectivamente. O viruloma foi 

investigado usando o VFanalyzer 85, disponível no Virulence Factor Database (VFDB), 

e o Kleborate V.2.2.0. para prever o elemento conjugativo integrativo (ICE) associado 

a loci de virulência [ICEKp – colibactina (clb), yersiniabactina (ybt)].  

Em seguida, uma pontuação baseada nos determinantes genéticos associados 

à resistência e à virulência foi gerada pelo Kleborate. A pontuação associada à 

resistência é definida da seguinte forma: 1 = ESBL sem carbapenemase 

(independentemente da resistência à colistina); 2 = carbapenemase sem resistência 

à colistina (independentemente da presença de ESBL); e 3 = carbapenemases com 

resistência à colistina (independentemente de ESBL). Por outro lado, a presença dos 

genes ybt, clb e iuc é usada para atribuir uma pontuação de virulência da seguinte 

forma: 0 = nenhum gene presente, 1 = apenas o gene de yersiniabactina (ybt), 2 = 

presença de colibactina (clb) sem a presença de aerobactina (iuc), 3 = apenas 

aerobactina, 4 = aerobactina e yersiniabactina, sem colibactina, e 5 = todos os três 

genes presentes.  

 

3.9.4 Análise de pangenoma 

 

O pangenoma dos isolados de Kp-KPC foi analisado usando a ferramenta Roary 

v3.13.051 86 para gerar o perfil do pangenoma com um limite de identidade BLAST 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/
https://github.com/apache/iceberg/milestone/38
https://isfinder.biotoul.fr/howto.php
https://github.com/gem-pasteur/Integron_Finder
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v2.10.1 de 95%, utilizando o MAFFT v7.475 e arquivos de anotação GFF3 produzidos 

pelo Prokka v1.14.6 76. O genoma core foi definido como "genes presentes em, pelo 

menos, 99% dos genomas". Posteriormente, com base no alinhamento do genoma 

core definido pelo Roary, uma árvore filogenética baseada no método de Máxima 

Verossimilhança foi construída utilizando o programa IQ-TREE v. 2.0.3 87, utilizando o 

melhor modelo de substituição nucleotídica, de acordo com o Bayesian Information 

Criterion (BIC) inferido pela ferramenta ModelFinder 88 implantada no programa IQ-

TREE v. 2.0.3. A confiabilidade dos ramos foi verificada usando a combinação dos 

métodos Ultrafast Bootstrap (UFBoot) 87. As árvores obtidas foram visualizadas na 

interface do Interactive Tree of Life (iTOL) v4 (https://iTOL.embl.de/) e TBtools V.1.113 

89. 

Visando a detecção de possíveis diferenças na estruturação genética entre os 

isolados de Kp-KPC de ambos os grupos, uma análise sobre a composição de todas 

as anotações no genoma dos isolados foi realizada utilizando o Scoary 90, uma 

ferramenta de estatística voltada para estudos de associação genômica (GWAS). O 

Scoary realiza o teste exato de Fisher para identificar variantes significativamente 

associadas às características e, em seguida, incorpora à estrutura filogenética para 

procurar a variante causal mais provável. A análise do Scoary foi realizada com 

parâmetros padrão, e considerando o valor de p < 0,01 para estabelecer diferenças 

significativas entre anotações gênicas presentes em ambos os grupos.  

Com a finalidade de obter maior confiança sobre a identidade dos determinantes 

genéticos, todas as anotações gênicas que contrastaram entre os grupos tiveram suas 

sequências analisadas e confirmadas com auxílio dos bancos de dados Uniprot 

(disponível em https://www.uniprot.org/) e InterPro  (disponível em 

https:/www.ebi.ac.uk/interpro/). 

 

3.10 Ensaio de virulência em Galleria mellonella 

 

Com a finalidade de investigar a capacidade dos isolados de Kp-KPC de causar 

infecção, foram selecionados representantes de ONLYCOL e de COLINFEC para o 

teste de virulência em modelo in vivo de larvas de Galleria mellonella (Lepdoptera: 

https://itol.embl.de/
https://www.uniprot.org/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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Pyralidae). A seleção dos isolados para este ensaio foi definida da seguinte forma: 

aqueles pertencentes ao grupo COLINFEC que apresentaram genes potencialmente 

associados ao processo de infecção, de acordo com os resultados obtidos do Scoary, 

e aqueles pertencentes ao grupo ONLYCOL que não continham esses mesmos 

genes. 

Os ensaios de virulência in vivo seguiram protocolo descrito 91, com algumas 

adaptações. Brevemente, as larvas de G. mellonella utilizadas foram mantidas em um 

sistema contínuo de produção, e alimentadas com dietas restritas à base de farelo de 

trigo, fubá, leite em pó, levedo de cerveja, mel e glicerol. Todo o experimento foi 

realizado com as larvas em seu último instar 92. Os isolados de Kp-KPC foram 

cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI – OXOID) até uma OD600 = 0,5. 

Posteriormente, foram realizadas diluições seriadas (10-1 a 10-6), e as diluições 10-

3,10-4 e 10-5 foram inoculadas em ágar BHI pela técnica de microgotas (20 µL) para a 

obtenção da unidade formadora de colônia por mililitros (UFC/mL). Em seguida, foram 

aplicados 10 μL de suspensão bacteriana na concentração de 6-7 × 104 (concentração 

final na larva) no penúltimo pseudópode da larva utilizando uma seringa SGE 25 μL 

(Trajan Scientific and Medical). A seguir, , as larvas foram mantidas em estufa a 37 

°C. As larvas foram monitoradas após 24, 48, 72 e 96 horas de infecção. 

Ao todo, 10 larvas foram utilizadas para cada isolado de Kp-KPC testado. As 

larvas que não mostraram nenhum estímulo ao toque foram consideradas mortas. Um 

grupo de larvas foi preparado como controle negativo, em que 10 µL de PBS estéril 

foram injetados nas larvas ou invés de suspensão bacteriana, e monitoradas nas 

mesmas condições descritas anteriormente. Durante o período do experimento, três 

réplicas biológicas foram utilizadas. 

Um segundo ensaio foi realizado em paralelo, com a finalidade de analisar a 

capacidade de Kp-KPC de causar infecção em G. mellonella em diferentes 

concentrações. Neste caso, as larvas foram infectadas com as concentrações 6-7 × 

102, 103, 104, 105, 106. O experimento foi realizado utilizando a mesma metodologia 

apresentada anteriormente, com exceção das diferentes concentrações aplicadas nas 

larvas. 
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As curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier (teste log-rank) foram obtidas com 

auxílio do programa Graphpad – Prism V. 8.0.2,  considerando o valor de p < 0,05 

para estabelecer diferenças significativas entre os grupos e diferentes linhagens. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Características dos pacientes e respectivos isolados Kp-KPC 

 

Durante o período de 37 meses avaliados neste estudo, foram obtidos 446 

isolados de Kp-RC. Destes, 374 (83,8%) foram positivos para blaKPC. Os restantes 72 

isolados foram, então, excluídos das etapas seguintes. 

Os 374 isolados de Kp-KPC incluídos no estudo foram obtidos de 169 pacientes, 

representando, assim, 169 isolados (45,2%) recuperados a partir de cultura de 

vigilância, 104 (27,8%) de urina, 56 (15,0%) de lavado broncoalveolar, 27 (7,2%) de 

sangue, cinco (1,3%) de fragmento ósseo, três (0,8%) de tecidos moles, dois (0,5%) 

de líquido peritoneal, dois (0,5%) de líquor, dois (0,5%) de ferida cirúrgica, dois (0,5%) 

de secreção abdominal e dois (0,5%) de abscesso. 

Em relação aos anos de 2018 e 2019, o número de isolados coletados em cada 

ano foi relativamente proporcional aos meses de estudo: média de 7 e 5,75 isolados 

de Kp-KPC por mês, respectivamente. Contudo, houve um aumento deste montante 

nos dois anos seguintes: média de 11,2 isolados por mês em 2020, e 19,2 em 2021 

(Tabela 1). Vale ressaltar que estes dois últimos anos foram grandemente impactados 

pela pandemia de COVID-19, influenciando no número de internações nas unidades 

de saúde, e, possivelmente, culminando em um aumento na disseminação de Kp-

KPC. 

Durante a pandemia de COVID-19, os profissionais de saúde enfrentaram 

cargas de trabalho sem precedentes e aumentaram as preocupações com a 

segurança pessoal, dada a ameaça onipresente da transmissão nosocomial do vírus 

SARS-CoV-2 em ambientes clínicos 93. Estudos anteriores sugeriram que o aumento 

dos requisitos de equipamentos de proteção individual (EPI) durante a pandemia de 

COVID-19 pode ter resultado na redução da atenção às atividades rotineiras de 

prevenção e controle de IRAS, como cuidados com cateter central e cateter urinário. 

Em outras unidades hospitalares, o problema foi a escassez desses EPIs, que 
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deveriam ser utilizados em pacientes em precaução de contato para patógenos de 

preocupação para a saúde pública, mas que foram direcionados a pacientes com 

SARS-COV-2 93,94. Notavelmente, os sistemas de saúde foram impactados 

negativamente pela pandemia, e o efeito relacionado ao aumento das IRAS 

sobrecarregou ainda mais estes sistemas. 

 

Tabela 1 - Prevalência de isolados Kp-KPC em diferentes amostras clínicas 

Amostra Clínica 
Número (%) de isolados Kp-KPC  

2018a 2019 2020 2021 b 

Swab Anal  28 (50%) 30 (43.4%) 62 (46.2%) 49 (42.6%) 

Urina 15 (26.7%) 20 (28.9%) 35 (26.1%) 34 (29.5%) 

BALc 10 (17.8%) 6 (8.6%) 17 (12.6%) 23 (20%) 

Sangue 2 (3.5%) 8 (11.5%) 9 (6.7%) 8 (6.9%) 

Outros 1 (1.7%) 5 (7.2%) 11 (8.2%) 1 (0.8%) 

Total 56 (100%) 69 (100%) 134 (100%) 115 (100%) 

a Período referente a oito meses; b período referente a seis meses; c BAL, lavado broncoalveolar. 

 

Considerando os dados demográficos e clínicos, a maioria dos 169 pacientes 

(61,9%) era do sexo masculino, e a idade média foi de 57,4 anos (mínimo de dois, e 

máximo de 93 anos). Cento e quinze (68,0%) indivíduos estavam na UTI quando a 

cultura de vigilância foi solicitada, 24 (14,2%) estavam em unidades de pronto 

atendimento, oito (4,7%) em unidade pós-operatória, oito (4,7%) em enfermarias, oito 

(4,7%) na enfermaria de transplante de células-tronco hematopoiéticas, três (1,8%) 

na unidade de oncologia, e dois (1,1%) na unidade de cuidados paliativos. O tempo 

médio decorrido entre a coleta do swab de vigilância e as coletas de amostras de sítio 

de infecção suspeita dos respectivos pacientes foi de 12 dias (mínimo de 0, e máximo 

de 77 dias), dentro de um intervalo de até 90 dias. Culturas de vigilância solicitadas 

após as suspeitas de infecção não foram consideradas neste estudo. 

Além disso, a maioria dos pacientes necessitou de cuidados em UTI ou estava 

em unidades de alta complexidade de atendimento (transplante e oncologia), o que 

demonstra a gravidade do estado geral de saúde dos pacientes da coorte. Embora 

não tenhamos obtido informações mais aprofundadas sobre os prontuários dos 169 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tracheobronchial-toilet
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pacientes nessa etapa do estudo, a necessidade de atendimento nas referidas 

unidades indicam fatores de risco para colonização e infecção por Kp-KPC 13. 

 

4.2 Perfil de suscetibilidade dos isolados de Kp-KPC obtidos de sítios de 

infecção 

 

Em geral, os 205 isolados obtidos a partir de amostras de sítio corporal com 

suspeita de infecção apresentaram resistência a quase todos os antibióticos β-

lactâmicos (incluindo penicilinas, cefalosporinas de 3ª e 4ª geração e 

carbapenêmicos), exceto ceftazidima-avibactam, à qual todos os isolados Kp-KPC 

foram sensíveis. Em relação às demais classes de antimicrobianos, foi observada alta 

frequência de resistência à ciprofloxacina (99,5%, 201/202) e à combinação 

sulfametoxazol/trimetoprima (89,6%, 95/106), e moderada frequência de resistência à 

gentamicina (59,7%, 120/201) e à polimixina B (52,7%, 105/199). Por outro lado, 

apenas 6,4% (13/202) dos isolados foram resistentes à amicacina, e 5,0% (1/20) à 

tigeciclina (Figura 2). 

Os únicos antibióticos que apresentaram boa atividade contra os isolados de Kp-

KPC in vitro foram a ceftazidima-avibactam, a amicacina e a tigeciclina. No entanto, é 

importante ressaltar que a ceftazidima-avibactam é um medicamento que não está 

disponível em todas as regiões e hospitais, devido ao seu alto custo 95. 

Adicionalmente, amicacina e tigeciclina não são recomendados em monoterapia – 

exceto para infecções do trato urinário, onde os aminoglicosídeos são considerados 

eficientes 96–, devido ao relato de falhas no tratamento ou à fraca evidência de 

sucesso 96–98. 

Alternativamente, a polimixina B é conhecida como uma opção terapêutica para 

o tratamento de infecções causadas por Kp-KPC, embora seu uso seja controverso 

no cenário médico devido à sua alta toxicidade e à seleção de patógenos resistentes 

à droga 99. Entretanto, a maioria dos isolados de Kp-KPC testados foi resistente a essa 

droga (Figura 2). 
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Figura 2: Perfil de suscetibilidade antimicrobiana de isolados Kp-KPC obtidos de sítios de infecções. 

AMP = ampicilina; AMC = amoxicilina/ácido clavulânico; FEP = cefepima; CAZ = ceftazidima; CRO = 

ceftriaxona; PTZ = piperacilina/tazobactam; ETP = ertapenem; MER = meropenem; IMI = imipenem; 

CAZ/AVI = ceftazidima/tazobactam; AK = amicacina; CN = gentamicina; POL = polimixina B; TIG = 

tigeciclina; CIP = ciprofloxacina; SXT = sulfametoxazol/trimetoprima. 

 

4.3 Tipagem molecular e disposição de Kp-KPC em ONLYCOL ou COLINFEC 

 

 As análises de XbaI-PFGE revelaram uma ampla diversidade genética entre os 

isolados de Kp-KPC estudados; no entanto, vários obtidos de diferentes pacientes 

agruparam-se com alta similaridade genética (Apêndice A). Assim, os 374 isolados 

de Kp-KPC foram distribuídos em 73 grupos, alguns deles contendo numerosos 

membros (de oito a 22 representantes). Também foi possível observar agrupamentos 

formados por Kp-KPC obtidos de diferentes pacientes durante todo o período do 

estudo, incluindo amostras de cultura de vigilância e de sítios de infecção. Embora a 

maioria dos isolados de Kp-KPC que se agruparam tenha sido obtida de pacientes de 

UTI, alguns foram coletados de pacientes internados em outras unidades. 

 Um fato importante a ser destacado é a presença de diversos isolados Kp-KPC 

obtidos de diferentes pacientes com anos de diferença entre as amostragens, porém 

agrupando-se com alta similaridade. Um exemplo disso é o isolado CV28, obtido de 

uma amostra de swab anal do paciente 10, internado em UTI em maio de 2018, que 

apresentou similaridade genética de 93,8% com o isolado Kp-KPC 677/21, obtido de 
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uma amostra de urina do paciente 192, internado em UTI em maio de 2021 (Apêndice 

A). Dessa forma, o isolado que colonizou o paciente 10 era muito semelhante àquele 

que causou um episódio de infecção três anos depois no paciente 192. Não podemos 

garantir que estes pacientes nunca tiveram qualquer tipo de contato próximo, bem 

como, o presente estudo não foi desenhado para responder esse tipo de questão. 

Entretanto, este fato sugere que as linhagens de Kp-KPC que adentram instituições 

de saúde podem representar um risco para os pacientes, uma vez que permanecem 

viáveis naquele ambiente de assistência por longos períodos e, assim, podem ser 

responsáveis por infecções nosocomiais em outros pacientes. 

Adicionalmente, 84 (49,7%) dos 169 isolados de Kp-KPC obtidos de cultura de 

vigilância agruparam com similaridade genética com, pelo menos, um isolado obtido 

de um sítio de infecção do mesmo ou de outro paciente (Apêndice A). Dentre estes, 

somente 32,1% (27/84) apresentaram alta similaridade com um isolado de Kp-KPC 

obtido a partir de um local de infecção no mesmo paciente. Estes foram considerados 

como cepas colonizantes e infectantes de um mesmo paciente. Por outro lado, 24 

(14,2%) dentre os 169 isolados obtidos de cultura de vigilância apresentaram 

similaridade genética inferior a 80% com qualquer outro recuperado de um sítio de 

infecção de qualquer paciente. Considerando a população amostrada no presente 

estudo, esses 24 isolados foram considerados evolutivamente distantes de quaisquer 

outros isolados de Kp-KPC obtidos de sítio de infecção de qualquer paciente 

(Apêndice A), demonstrando que não foram capazes de causar infecção. 

Assim sendo, 51 (30,2%) isolados de Kp-KPC, dentre os 169 obtidos de cultura 

de vigilância, cumpriram estritamente os critérios estabelecidos para serem agrupados 

em ONLYCOL ou COLINFEC. O grupo ONLYCOL foi composto pelos 24 isolados de 

Kp-KPC que somente colonizaram pacientes (similaridade genética < 80% com 

qualquer outro isolado proveniente de sítio de infecção), e o grupo COLINFEC, pelos 

27 isolados que colonizaram e, subsequentemente, causaram infecção (similaridade 

genética ≥ 90% entre o isolado da cultura de vigilância e o do sítio de infecção de um 

mesmo paciente). Esses 51 isolados foram, a seguir, profundamente estudados com 

a finalidade de melhor compreender as características fenotípicas e genotípicas 

associadas ao processo de patogenicidade de Kp-KPC obtidos de cultura de vigilância 

que parecem colonizar e, posteriormente, participar de um processo infeccioso. 
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4.4 Dados clínicos e demográficos de pacientes respectivos aos isolados dos 

grupos ONLYCOL e COLINFEC 

 

Os 51 pacientes referentes aos 24 isolados de ONLYCOL e aos 27 isolados de 

COLINFEC tiveram seus prontuários médicos avaliados com maior profundidade. 

Com base nas características clínicas e demográficas dos pacientes, nenhum fator de 

risco apresentou diferença estatística significativa entre os dois grupos estudados, 

exceto para o nível sanguíneo de plaquetas contabilizadas próximo ao período de 

coleta de amostras de sítios de infecção (p = 0,016). Os pacientes cujo isolado de Kp-

KPC foi incluído no grupo ONLYCOL apresentaram, como média, 306.000 

plaquetas/µL no momento da infecção por outra cepa de K. pneumoniae, enquanto o 

valor médio daqueles do grupo COLINFEC foi de 216.000/µL (Tabela 2). 

As plaquetas são células sanguíneas importantes, pois, além de serem 

responsáveis pela coagulação do sangue, apresentam funções inflamatórias que 

ajudam a modular a resposta imunológica durante doenças infecciosas 100. Isso ocorre 

porque as plaquetas possuem receptores imunológicos que lhes permitem atuar como 

sentinelas no reconhecimento e ativação de células do sistema imune contra 

patógenos 101. Apesar de termos relatado diferenças nas concentrações sanguíneas 

de plaquetas entre os grupos, acreditamos que esses valores não são clinicamente 

relevantes uma vez que os valores obtidos para ambos os grupos ainda foram 

considerados dentro da normalidade, de 140.000/uL a 350.000/uL 102. 
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Tabela 2: Dados clínicos e demográficos dos pacientes. 

Características 

Grupos 
Total 

(N = 51) 
p-valor ONLYCOL 

(N = 24) 

COLINFEC 

(N = 27) 

     

Idade média 59 60 - 0,805 

     

Sexo     

Masculino 
Feminino 

16 (66,7%) 15 (55,6%) 31 (60,7%) 
0,417 

8 (33,3%) 12 (44,4%) 20 (39,3%) 

     

Raça     

Branco 
Não branco 

19 (79,2%) 25 (92,6%) 44 (87,3%) 
0,232 

5 (20,8%) 2 (7,4%) 7 (13,7%) 

     

Comorbidades 23 (95,8%) 26 (96,3%) 49 (96%) 1 

     

Internação prévia 
em UTIa 

17 (70,8%) 21 (77,8%) 38 (74.5%) 0,57 

     

Óbito 14 (58,3%) 15 (55,6%) 29 (56%) 0,82 

     

Uso prévio de 
CVDa 

16 (69,6%) 22 (81,5%) 38 (74,5) 0,325 

     

Uso prévio de 
NPPa 

0 1 (3,7%) 1 (1,9%) 1 

     

Hemodiálisea 7 (29,2%) 10 (37%) 17 (33,3%) 0,48 

     

Uso prévio de 
inotrópicoa 

14 (58,3%) 20 (74,1%) 34 (66,6%) 0,318 

     

Uso prévio de 
VMIa 

23 (95,8%) 25 (92,6%) 48 (94,1%) 1 

     

Uso prévio de β-

lactâmicosb 
10 (40,7%) 11 (41,7%) 21 (41,17) 0,947 
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Tabela 2 (continuação): Dados clínicos e demográficos dos pacientes. 

 

Características 

Grupos 
Total 

(N = 51) 
p-valor ONLYCOL 

(N = 24) 

COLINFEC 

(N = 27) 

PCRc     

Colonização 

Infecção 

13,23 10,14 - 0,324 

12,43 18,02 - 0,065 
     

Creatininac   -  

Colonização 

Infecção 

2,2 2,6  0,50 

2,35 2,18  0,65 
     

Plaquetasc   -  

Colonização 

Infecção 

294000 

216000 

224000 

306000 
- 

0,097 

0,016* 

     

Leucócitosc   -  

Colonização 

Infecção 

12820 

12710 

13396 

17758 
- 

0,794 

0,256 

     

Hemoglobinac     

Colonização 

Infecção 

9,43 9,37 - 0,92 

9,15 8,8 - 0,523 

a Uso/permanência prévia durante o período em que foi coletado as amostras (30 dias); b uso prévio 

nos últimos 30 dias; c valor médio referente a 48 horas antes ou depois das coletas das amostras de 

cultura de vigilância e de sítios clínicos; *: diferença significativa considerando o valor de p < 0,05.UTI: 

unidade de terapia intensiva; CVD: cateter vesical de demora; NPP: Nutrição parenteral periférica; VMI: 

Ventilação mecânica invasiva; PCR: Proteína C reativa. 

 

Inúmeros fatores de riscos são descritos como associados à infecção por Kp-

KPC em pacientes previamente colonizados 17. Dentre eles, está o uso prévio de 

antibióticos considerados de alto risco, tais como os carbapenêmicos. Neste estudo, 

10 (41,7%) pacientes do grupo ONLYCOL fizeram o uso prévio de algum β-lactâmico, 

sendo que 9 utilizaram o carbapenêmico meropenem, enquanto no grupo COLINFEC, 

11 (40,7%) fizeram o uso de algum β-lactâmico, dos quais 10 foi o meropenem. Quase 

todos os pacientes de cada grupo (96,0% para ambos) apresentaram condição de 
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saúde crítica devido à presença de comorbidade, de dispositivos invasivos, e de 

infecção por Kp-KPC, o que pode ter impactado significativamente na ocorrência de 

óbitos (Apêndices B-D). Dentre as principais comorbidades relatadas, destacaram-

se hipertensão arterial, diabetes mellitus, obesidade e o diagnóstico de alguma 

cardiopatia (Apêndice B). 

A internação prévia em UTI ocorreu na maioria dos pacientes de ambos os 

grupos, sendo 17 (70,8%) no grupo ONLYCOL e 21 (77,8%) no grupo COLINFEC. 

Consistentemente com outros estudos que avaliaram os fatores de risco associados 

à colonização e infecção por K. pneumoniae 14,48,53,103, o uso de dispositivos invasivos, 

tais como CVC, CVD e VMI, bem como a realização de hemodiálise, foram 

amplamente observados entre os pacientes do nosso estudo, com exceção de NPP. 

Todos esses resultados enfatizam a semelhança na condição de saúde dos 

pacientes de ambos os grupos, o que rejeita a ideia de que os fatores relacionados ao 

paciente e ao seu cuidado possam ter favorecido o processo de evolução da doença 

pela mesma cepa de Kp-KPC que colonizava pacientes do grupo COLINFEC. Assim, 

diferenças importantes sobre os aspectos clínicos entre os pacientes foram 

consideradas irrelevantes, de modo que fatores associados aos isolados bacterianos 

puderam ser mais bem explorados na busca por um sentido microbiológico para a 

relação colonização/infecção. 

 

4.5 Fenótipos de resistência e de virulência 

 

Todos os 51 isolados incluídos nos grupos ONLYCOL ou COLINFEC foram 

considerados MDR, apresentando resistência à maioria dos antibióticos testados, com 

exceção da polimixina B, à qual apenas 10 (19,6%) apresentaram resistência, sendo 

2 (8,3%, 2/24) do grupo ONLYCOL e 8 (29,6%, 8/27) do grupo COLINFEC. No 

entanto, não foi possível estabelecer diferença significativa com relação ao perfil de 

resistência aos antimicrobianos entre os dois grupos (Tabela 3). 
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Tabela 3: Número e frequência (%) de resistência dos isolados de Kp-KPC obtidos 
de ambos os grupos de estudo. 

Classe /Antibiótico 
Número (%) de isolados resistentes 

p-valor 
ONLYCOL COLINFEC Total 

β-Lactâmicos     

Amoxicilina/clavulanato 24 (100%) 27 (100%) 51 (100%) - 

Cefoxitina 24 (100%) 27 (100%) 51 (100%) - 

Ceftriaxona 24 (100%) 27 (100%) 51 (100%) - 

Cefepime 24 (100%) 27 (100%) 51 (100%) - 

Ertapenem 24 (100%) 27 (100%) 51 (100%) - 

Piperacilina/Tazobactam 24 (100%) 27 (100%) 51 (100%) - 

Aminoglicosídeos     
Amicacina 11 (45,8%) 11 (40,7%) 22 (43,13%) 0,25 

Gentamicina 20 (83,3%) 22 (81,4%) 42 (82,35%) 0,35 

Fluoroquinolonas     
Ciprofloxacina 22 (91,6%) 27 (100%) 49 (96%) 0,46 

Fenicóis     
Cloranfenicol 22 (91,6%) 22 (85,1%) 44 (88,2%) 0,29 

Tetraciclinas     

Tetraciclina 21 (87,5%) 22 (81,4%) 43 (86,2%) 0,34 

Agentes diversos     
Polimixina B 2 (8,3%) 8 (29,6%) 10 (19,6%) 0,055 

Sulfametoxazol/Trimetoprima 20 (83,3%) 26 (96,2%) 46 (86,2%) 0,28 

 

A alta frequência de multirresistência observada se deve ao fato de que os 

isolados do estudo são produtores de carbapenemase do tipo KPC, e, de maneira 

consistente, a antibioticoterapia de alto risco recebida pelos pacientes anteriormente 

à coleta da cultura de vigilância pode estar relacionada à seleção e disseminação 

desses patógenos nas diferentes unidades hospitalares. De fato, mais da metade dos 

pacientes (64,7%) fizeram o uso de carbapenêmicos (imipenem e meropenem) e de 

polimixina B ou E (66,6%) no período citado (Apêndice B). 

A capacidade de formação de biofilme dos 51 isolados de Kp-KPC foi 

investigada, e a maioria deles (82,3%) apresentou o fenótipo de produção de biofilme. 

Embora o grupo ONLYCOL tenha demonstrado mais representantes com produção 

moderada e forte em relação ao grupo COLINFEC, esses valores não foram 

estatisticamente significativos (Tabela 4). 
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Tabela 4:Produção de biofilme por isolados de Kp-KPC obtidos de ambos os grupos 

Produção de biofilme ONLYCOL COLINFEC p-valor 

Ausente 4 5 0,999 

Fraco 8 14 0,21 

Moderado 8 5 0,508 

Forte 4 3 0,999 

 

O biofilme é uma agregação de microrganismos em uma substância 

autoproduzida, fixada permanentemente em superfícies bióticas ou abióticas, que 

permite a eles sobreviverem em diferentes ambientes, até mesmo em instrumentos e 

equipamentos médicos 104,105. Diante disso, uma maior ocorrência de IRAS pode ser 

devido à habilidade de formação de biofilme em dispositivos invasivos 105. A 

capacidade de produção de biofilme pelos isolados de Kp-KPC observada neste 

estudo pode estar associada às IRAS, uma vez que quase todos os pacientes 

pertencentes a ambos os grupos (92,5% de COLINFEC e 95,8% de ONLYCOL) 

fizeram o uso de algum dispositivo invasivo (Tabela 2).  

 Apesar de não ter sido realizado o teste de produção de biofilme em todos os 

374 isolados de Kp-KPC do nosso estudo, esta característica pode estar associada à 

permanência desses patógenos em diferentes unidades de saúde ao longo do período 

do estudo, como discutido anteriormente, na seção de tipagem molecular por XbaI-

PFGE (seção 4.3). 

Adicionalmente ao teste de biofilme, as colônias dos isolados de Kp-KPC foram 

avaliadas quanto à característica de hipermucoviscosidade. Diferentes morfologias 

foram observadas entre as colônias de ambos os grupos (dados não mostrados); 

entretanto, nenhuma apresentou este fenótipo de virulência. 

Com base nas análises fenotípicas do estudo, não foi possível estabelecer 

diferenças evidentes entre os representantes de ambos os grupos, tanto para o perfil 

de suscetibilidade aos antibióticos quanto para a capacidade de formação de biofilme. 

Assim, uma análise completa sobre o conteúdo genético de cada um dos isolados 

pertencentes aos grupos poderia auxiliar na elucidação dos motivos que diferenciam 

os isolados que colonizam e causam infecção (COLINFEC) daqueles que somente 

colonizam (ONLYCOL). 
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4.6 Análise genética a partir do sequenciamento completo do genoma 

 

Para melhor compreender os determinantes genéticos associados ao processo 

de patogenicidade, os isolados de ambos os grupos foram submetidos ao WGS. Os 

genomas montados foram considerados de boa qualidade, com número médio de 151 

contigs, com intervalo de 43 a 666 contigs (Figura 3a); a média do N50 foi 156.488,7, 

com intervalo de 32.049 a 370.124 (Figura 3b); o tamanho médio dos genomas foi de 

5,6 Mb, variando de 4,8 Mb a 6,1 Mb (Figura 3c); e a contagem de sequências 

codificadoras (CDS) teve, como média, o valor de 5.399, variando entre 4.901 e 5826 

CDS (Figura 3d). Outros parâmetros referentes à técnica e à montagem dos genomas 

também estão disponibilizados no Apêndice E. Assim sendo, a qualidade do 

sequenciamento dos isolados de ambos os grupos foi semelhante, não havendo 

diferença significativa entre eles, o que permite maior confiabilidade na equiparação 

das análises subsequentes entre os grupos ONLYCOL e COLINFEC. 

Com a finalidade de determinar a similaridade entre os 51 isolados de Kp-KPC, 

uma árvore filogenética de máxima verossimilhança foi construída a partir do 

alinhamento do genoma core de cada um dos isolados. Oito diferentes STs foram 

relatadas, com maior ocorrência de ST 11, ST 16 e ST 340. Em relação ao 

polissacarídeo capsular, também foram observados oito diferentes alelos do gene wzi, 

com maior ocorrência de wzi64 e wzi50 (Figura 4). 
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Figura 3. Parâmetros da montagem do genoma dos Isolados de Kp-KPC. a) Comparação do número 

de contigs para montagens do genoma de Kp-KPC entre ONLYCOL (n = 24) e COLINFEC (n = 27), 

média exibida, teste t de Student bilateral. b) Comparação do comprimento N50 para montagens do 

genoma de de Kp-KPC entre ONLYCOL (n = 24) e COLINFEC (n = 27), média exibida, teste t de 

Student bilateral. c) Comparação do comprimento do genoma de Kp-KPC entre ONLYCOL (n = 24) e 

COLINFEC (n = 27), teste t de Student bilateral). d) Comparação do número de sequências de 

codificação (CDS) para conjuntos do genoma de de Kp-KPC entre ONLYCOL (n = 24) e COLINFEC (n 

= 27), média exibida, teste t de Student bilateral.  Para a-d, cada ponto de dados representa uma única 

montagem do genoma de Kp-KPC. 
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Figura 4: Árvore filogenética das 51 Kp-KPC pertencentes a ambos os grupos. Árvore baseada em 

máxima verossimilhança construída a partir do genoma core definidos pelo programa Roary. 
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Considerando os 51 genomas analisados, a investigação do lipopolissacarídeo 

O (O-type) foi realizada, e seis antígenos diferentes foram encontrados, sendo as 

variantes O4 (n = 17, 33,3%), O2B (n = 15, 29,4%) e O3B (n = 13, 25,4%) com maior 

representatividade entre os isolados de Kp-KPC. Com relação aos replicons dos 

plasmídeos carreando o gene blaKPC-2, somente em 26 genomas foi possível identificar 

a ocorrência de quatro replicons: IncFK, IncN, IncL-M e IncU. Dentre estes, o IncFK (n 

= 11, 42,3%) e o IncN (n = 11, 42,3%) tiveram maior representatividade. 

Adicionalmente, com base na pontuação gerada pelo Kleborate, dentre todos os Kp-

KPC, 14 (27,4%) isolados apresentaram o score de virulência 2, e 19 (37,2%) 

apresentaram o score 1. Em relação ao score de resistência, sete (13,7%) 

apresentaram score 3, e o restante (86,2%), score 2. Por fim, todos os 51 isolados 

apresentaram alta probabilidade de ser um patógeno humano (> 0,8) (Figura 4). 

De maneira geral, foi possível observar uma clara distinção entre as linhagens 

identificadas como pertencentes ao CC 258 (ST 11 e ST 340) e ST 16 em relação às 

demais. As linhagens do CC 258 foram amplamente distribuídas entre os grupos, 

sendo encontradas tanto em ONLYCOL (n = 17) quanto em COLINFEC (n = 16). No 

entanto, a ST 16 foi significativamente associada ao grupo COLINFEC (n = 10, p = 

0,043), e, de forma semelhante, entre os antígenos O, somente o antígeno O3B 

também se mostrou associado ao grupo COLINFEC (n = 10, p = 0,043). Por outro 

lado, não foi estabelecida diferença significativa entre os grupos em relação ao 

polissacarídeo capsular, scores de virulência e resistência, e quanto à probabilidade 

de ser um patógeno. 

Assim como as linhagens do CC 258, principalmente, ST 11 e ST 340, o clone 

ST 16 também é considerado clinicamente importante, e está igualmente associado 

ao perfil MDR 106.  Desde o ano de 2008, ocorreram inúmeros relatos sobre o aumento 

da ocorrência de ST 16 carreando múltiplas carbapenemases, e, a partir disso, este 

clone se tornou preocupante para a saúde pública 107. O CC 258 ainda é o principal 

relacionado às IRAS; entretanto, há relatos de maior frequência de óbitos atribuídos 

ao clone ST 16, apesar de não existir uma definição clara que justifique este fato 45. 

No presente estudo, relatamos a prevalência de representantes do CC 258 entre os 

isolados ONLYCOL e COLINFEC, enquanto representantes de ST 16-O3b foram 

associados, estatisticamente, somente ao grupo COLINFEC. Dessa forma, as 
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diferenças entre a composição genômica dessas linhagens serão melhor exploradas 

adiante. 

A caracterização dos antígenos CPS e LPS-O é um elemento-chave na busca 

da compreensão da patogenicidade de K. pneumoniae 108,109. Nossos resultados 

mostraram uma maior variabilidade de antígenos associado à ST 11 (alelos wzi50, 

wzi64 e wzi75), de modo similar ao observado em outros estudos 8,45,47,58, enquanto 

que a ST 16 foi associada somente ao alelo wzi50. A diversidade de antígenos 

observada nos isolados ST 11 se deve a um hotspot de recombinação no locus de 

biossíntese, e o mesmo não é observado em isolados ST 16 110. Tal fato explica o 

motivo de uma menor variabilidade genética ser observada nessas linhagens, com 

predomínio do sorotipo ST 16-KL51. 

Os scores de resistência e virulência gerados pelo Kleborate não mostraram 

variações entre os grupos, evidenciando determinantes importantes tanto no grupo 

ONLYCOL quanto no COLINFEC. No entanto, ao analisar separadamente as duas 

principais ST identificadas no estudo (ST 11 e ST 16), foi possível observar maior 

frequência do score de resistência para algumas cepas ST 11 em comparação ST 16, 

o mesmo também sendo observado para o score de virulência. Este contraste 

observado entre as frequências nos scores está relacionado com o sorotipo ST 11-

O2a-KL64, onde os maiores scores foram atribuídos a este sorotipo em relação aos 

demais clones ST 11 relatados neste estudo. 

Dentre os sorotipos associados ao ST 11, o KL64 tem sido amplamente 

associado ao perfil de hipervirulência, devido aos genes que essas linhagens carreiam 

58,110,111. Resultados similares, onde o maior score de resistência e virulência do 

Kleborate são atribuídos a algumas cepas ST 11 em comparação à ST 16, foram 

recentemente relatados 18,48. Entretanto, de um modo geral, ambas as linhagens 

apresentam mecanismos de resistência e virulência igualmente importantes, que 

ameaçam os sistemas de saúde 43. Considerando o êxito global de ST 11 e as 

semelhanças com ST 16 relacionadas à virulência e à resistência, esta última 

linhagem emergente demonstra o potencial de se tornar um clone epidêmico global e 

representar uma grande ameaça à saúde pública 48. 
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Outro fator que evidenciou uma possível relação com o grupo de isolados que 

causaram infecção foi o replicon IncFK carreando o gene blaKPC-2. Foi possível 

estabelecer o plasmídeo carreador de blaKPC-2 em 56,8% (16 COLNFEC e 13 

ONLYCOL) dos isolados sequenciados. Dentre esses, o IncFK esteve presente em 

68,7% (11/16) dos isolados do grupo COLINFEC e somente em 23,1% (3/13) do grupo 

ONLYCOL (p = 0,021). Por outro lado, o replicon IncN carreando o gene blaKPC-2 teve 

maior ocorrência no grupo ONLYCOL (7/13, 53,8%) se comparado ao grupo 

COLINFEC (4/16, 25,0%), e o replicon IncL/M somente foi detectado nos isolados do 

grupo ONLYCOL (3/13, 23,1%); entretanto, nenhum desses ocorreu com diferença 

significativa entre os grupos. 

Adicionalmente, o replicon IncFK carreando blaKPC-2 teve relação direta com os 

isolados de Kp-KPC ST 16, pois, em todos os representantes desta linhagem ao qual 

foi possível identificar o plasmídeo, o gene era carreado por este tipo de plasmídeo. 

Entretanto, não foi possível estabelecer o plasmídeo que estava carreando blaKPC-2 

em 43,2 % (22/51) dos isolados. Tal fato, pode ter ocorrido devido à limitação da 

técnica de sequenciamento por short reads, o que resultou em um genoma 

fragmentado, e, assim, inviabilizando a associação do replicon com o gene. A 

interpretação desses resultados deve ser feita com cautela. Além disso, análises 

complementares devem ser realizadas para melhor compreender a estrutura da 

composição gênica desses plasmídeos e o seu papel no processo de patogenicidade. 

A partir dos scaffolds originados da montagem de novo dos genomas, uma 

análise dos conteúdos gênicos presentes no resistoma, no viruloma, no plasmidoma 

e no mobiloma dos isolados de Kp-KPC pertencentes a ambos os grupos foi realizada. 

De acordo com as ferramentas ResFinder e Kleborate, 49 genes ou alelos associados 

à resistência aos antibióticos foram detectados conferindo resistência aos β-

lactâmicos, a aminoglicosídeos, a sulfonamidas, à trimetoprima, à fosfomicina, a 

fluoroquinolonas, a tetraciclinas, a macrolídeos, a lincosamidas e a estreptograminas. 

Consistentemente, os determinantes gênicos associados à resistência mostraram 

relação direta com o perfil fenotípico de resistência observado nos isolados. Além 

disso, esses genes foram amplamente distribuídos entre os grupos, não havendo 

diferença significativa. Dentre os genes de maior relevância clínica, tais como os que 

conferem resistência aos β-lactâmicos, a variante do gene blaKPC-2 foi confirmada em 

todos os 51 isolados, seguida por blaCTX-M-15, detectado em 31 (60,8%) isolados (12 
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ONLYCOL e 19 COLINFEC) (Figura 5). Os genes que codificam o gene mcr e suas 

variantes não foram detectados. De acordo com o Kleborate, a resistência à polimixina 

B nos isolados Kp-KPC foi atribuída às alterações do gene mgrB ocasionada por 

mutações, resultando em uma proteína defeituosa que afeta a cascata de reações 

associada ao sistema de 2 componentes (PhoP/Q). Alterações na regulação deste 

sistema estão relacionadas diretamente com a resistência às polimixinas na família 

Enterobacteriaceae 112. 

Nossos resultados foram consistentes com relatos prévios sobre a ocorrência de 

K. pneumoniae produtora de carbapenemase em nossa unidade hospitalar, incluindo 

a ala pediátrica, onde a variante blaKPC-2  também foi a única variante detectada entre 

isolados obtidos de sítios clínicos e de cultura de  vigilância 28,47.  Resultados similares 

também foram observados em outros hospitais de referência em nosso país 45,113–115. 

Além disso, o gene blaKPC está comumente associado a genes de resistência a outras 

drogas, tais como aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, tetraciclinas e polimixinas 116–

118.  Este fato impacta diretamente na condição de saúde do paciente, pois limita as 

opções terapêuticas. A relação desses genes de resistência ocorre, principalmente, 

pela pressão seletiva do ambiente hospitalar e pela presença de elementos genéticos 

móveis que medeiam sua disseminação 119. 

Em relação aos genes associados à virulência, 129 determinantes gênicos foram 

identificados entre os isolados pertencentes tanto a ONLYCOL quanto a COLINFEC, 

porém, sem diferença significativa. Todos os 51 isolados apresentaram genes que 

codificam fímbrias dos tipos 1 (fim) e 3 (mrk), os sideróforos enterobactina (ent) e 

salmoquelina (iro), e a bomba de efluxo AcrAB. Por outro lado, não foi detectado 

qualquer gene conhecidamente associado ao perfil de hipermucoviscosidade 

(principalmente, magA e rmpA) (Figura 6), que confere característica mucoide à 

colônias. Além disso, isolados de ambos os grupos apresentaram genes associados 

à produção do sideróforo yersiniabactina (16 de ONLYCOL e 17 de COLINFEC) e da 

toxina colibactina (7 de ONLYCOL e 9 de COLINFEC). 
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Figura 5: Genes de resistência detectados no genoma de 51 Kp-KPC. Quadrados preenchidos: 

presença do gene; em branco: ausência dos genes. Quadrados azuis representam os isolados 

pertencentes ao grupo ONLYCOL, e quadrados vermelhos, ao grupo COLINFEC. 

 

A yersiniabactina atua ativamente na captação de ferro, metal que exerce papel 

fundamental como cofator para a cadeia de transporte de elétrons e para várias outras 

enzimas120. Durante o processo de patogenicidade, a captação de ferro a partir de 

proteínas de transporte do hospedeiro é uma etapa crucial para o sucesso do 

patógeno. Além disso, o locus gênico ybt, que codifica a yersiniabactina, é conhecido 

por sua associação às IRAS, estando presente em 30,0-40,0% dos isolados clínicos 

de K. pneumoniae e em 13% dos isolados que colonizam 41,58. De modo contrastante, 
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em nosso estudo, foi observada maior frequência de ybt tanto no grupo COLINFEC 

(62,9%) quanto no grupo ONLYCOL (66,6%). Esses resultados são alarmantes, uma 

vez que esses genes são considerados indicadores de cepas hipervirulentas, estando 

presente em 78,0% a 100% dos clones hipervirulentos descritos no mundo 58. 

 

 

Figura 6: Viruloma dos 51 isolados de Kp-KPC. Quadrados preenchidos: presença do gene/locus de 

virulência; em branco: ausência do gene/locus. Quadrados azuis representam os isolados pertencentes 

ao grupo ONLYCOL, e quadrados vermelhos, ao grupo COLINFEC. 

 

Outro locus importante associado ao processo de hipervirulência, que 

apresentou distribuição equilibrada entre os grupos (29,0% de ONLYCOL e 33,0% de 

COLINFEC), foi o clb. A toxina Clb induz danos ao DNA de células eucarióticas e é 

encontrada em, aproximadamente, 10,0% dois isolados de K. pneumoniae,  

normalmente associada à ICEKp10 18,121. Em K. pneumoniae, a colibactina está, 

principalmente, associada aos clones de abscesso hepático CC 66 e CC 23. No 
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entanto, há relatos sobre a presença de clb em linhagens MDR, como é o caso da 

linhagem ST 11-KL64 18. A convergência desses determinantes de hipervirulência e 

multirresistência se dá pela presença, manutenção e disseminação de elementos 

genéticos móveis, como ICEs, transposons e plasmídeos, que compartilham estes 

genes entre diferentes linhagens de K. pneumoniae clássicas e hipervirulentas 8. 

Com a genômica comparativa, é viável analisar as variações dos alelos gênicos, 

o que possibilita a investigação das variantes estruturais desses genes e dos 

elementos que os mobilizam 58. Por meio de uma abordagem semelhante ao MLST, 

torna-se factível determinar a sequência tipo de yersiniabactina (YbST) com base nos 

diferentes alelos dos 11 genes do locus ybt 18. Da mesma forma, as variações no locus 

clb permitem definir as sequências tipo (CbSTs) e, a partir disso, estabelecer relações 

com as YbSTs e as estruturas que as carreiam 122. 

Neste contexto, diferentes variantes de yersiniabactina foram relatadas no 

presente estudo: ybt0 (YbST 346), ybt9 (YbST 183), ybt10 (YbST 26), ybt14 (YbST 

132) e ybt17 (YbST 269). O ybt0 foi relacionado somente ao sorotipo ST 11-KL64, o 

ybt17, ao sorotipo ST 11-KL27, o ybt10, ao ST 11-KL105, e o ybt9, aos sorotipos ST 

11-KL15 e ST 16-KL15. Além desses, o ybt14 foi detectado, exclusivamente, em 

apenas um isolado do nosso estudo (ST 48-KL124). O locus de colibactina clb3 foi o 

único detectado entre os isolados do estudo. No entanto, para essa mesma variante, 

quatro diferentes CbST foram encontrados (CbST 13-7LV, CbST 17-1LV, CbST 17-

2LV e CbST 19-1LV), estando associada à ICEKp10. 

As cinco diferentes variantes de yersiniabactina (ybt0, ybt9, ybt10, ybt14 e ybt17) 

estiveram incorporadas em diferentes ICEs: ICEKp10 (ybt0 e ybt17), ICEKp3 (ybt9), 

ICEKp4 (ybt10), e ICEKp5 (ybt14). As variantes foram amplamente relacionadas com 

os sorotipos dos isolados (ST e K-type). Dentre elas, ybt0 (YbST 346) e ybt17 (YbST 

269) estiveram associadas à clb3, onde esses loci foram carreados por ICEKp10 em 

linhagens ST 11-KL64 e ST 11-KL27. Notavelmente, o número de relatos envolvendo 

cepas virulentas de K. pneumoniae ST 11 contendo os loci ybt e clb tem aumentado 

de maneira importante 123,124. Isso se deve ao fato da presença de plasmídeos que 

carreiam genes de virulência, tal como o pLVPK e seus derivados, que podem estar 

sendo incorporados por Kp-KPC 125. Além disso, há relatos sobre a ocorrência dessas 

linhagens bacterianas contendo esses loci em animais silvestres e em rios126, o que 
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demonstra sua disseminação fora do contexto hospitalar, representando um alerta 

epidemiológico ainda mais preocupante. 

De acordo com a ferramenta PlasmidFinder, 25 replicons plasmidiais foram 

detectados, sendo 18 associados ao grupo COLINFEC e 21 ao grupo ONLYCOL. 

Mesmo assim, não houve diferença significativa entre os replicons detectados em 

ambos os grupos. O IncFIBK e o IncFIIK foram os replicons prevalentes, sendo 

detectados em 40 e 38 isolados, respectivamente, seguidos por ColRNAI (n = 33) e 

IncN (n = 25) (Figura 7). 

IncFIBK e o IncFIIK são replicons prevalentes em, praticamente, todos os isolados 

de K. pneumoniae sequenciados no mundo, apesar da ampla diversidade de grupos 

de incompatibilidade encontrada na espécie 127. Além disso, eles estão entre os 

principais vetores de transferência de resistência antimicrobiana, juntamente com 

IncN, IncR e IncX3, que compõem um seleto grupo de grandes plasmídeos 

conjugativos (auto transmissíveis), embora plasmídeos pequenos (mobilizáveis) 

também possam abrigar genes de resistência em K. pneumoniae 128. 

Devido a essa importante relação de determinados grupos de incompatibilidade 

de plasmídeos com genes de resistência a antimicrobianos, uma ferramenta de 

bioinformática conhecida como plasmid Multi Locus Sequence Typing (pMLST) foi 

desenvolvida para detectar e caracterizar, in silico, a sequência tipo de plasmídeos 

(pST) típicos de Enterobacteriaceae 79. Neste sentido, a partir da montagem de novo 

do conteúdo plasmidial, foi possível estabelecer os pST dos plasmídeos do nosso 

estudo. Assim, oito diferentes pST de IncF foram detectadas, sendo a ST K1:A-:B- (n 

= 18), com maior ocorrência, seguido de ST K5:A-:B- (n = 10) e ST K2:A-:B- (n = 7). 

Em relação aos plasmídeos IncC, as pST identificadas foram ST 3 (n = 26) e ST 15 (n 

= 2), e para o IncN, apenas a ST 15 foi encontrada. 
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Figura 7: Plasmidoma dos 51 isolados de Kp-KPC. Quadrados preenchidos: presença do replicon; em 

branco: ausência. Quadrados azuis representam os isolados pertencentes ao grupo “ONLYCOL”, e 

quadrados vermelhos, ao grupo “COLINFEC”. 

 

Adicionalmente, foi realizada a predição de outros elementos genéticos móveis 

(EGM), como sequências de inserção, transposons, integrons e ICE, em que 44 EGM 

estiveram associados ao grupo ONLYCOL, e 40 ao COLINFEC (Figura 8). Dentre os 

EGM detectados, a variabilidade de IS foi predominante, totalizando 76,4% (n = 39) 

de todos os EGM identificados. As ISs ISKpn26 e ISKpn14 foram as mais identificadas 

entre as linhagens do estudo, seguidas de ISNCY, ISEcl1 e IS6100. De modo geral, 

as ISs foram igualmente distribuídas em ambos os grupos. No entanto, foi possível 

associar ISNCY (p < 0,001) e IS5 (p < 0,001) ao grupo COLINFEC. Em relação aos 

ICEs, foram detectados ICEs associados ao sistema de secreção do tipo IV (ICEKp3, 
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ICEKp4, ICEKp5 e ICEKp10), que estavam associados a marcadores de 

hipervirulência (loci ybt e/ou clb), conforme descrito acima. Adicionalmente, foi 

observada a presença de integron de classe 1 em 80,4% (n = 41) das linhagens, e do 

transposon Tn4401 flanqueando o gene blaKPC-2 em todos os 51 isolados estudados. 

 

Figura 8: Mobiloma dos 51 isolados de Kp-KPC. Quadrados preenchidos: presença de EGM; em 

branco: ausência. Quadrados azuis representam os isolados pertencentes ao grupo “ONLYCOL”, e 

quadrados vermelhos, ao grupo “COLINFEC”. 

 

Assim como foi observado para o resistoma e o viruloma, a estruturação do 

mobiloma (incluindo os plasmídeos) foi similar entre ambos os grupos, com exceção 

de ISLad2 (transposase da família ISNCY) e ISThi1 (transposase da família IS5) que 

foram estatisticamente relacionadas ao grupo COLINFEC. As ISs são elementos 

genéticos abundantes em bactérias, e são responsáveis pela mobilização de diversos 

genes, incluindo genes de resistência a antimicrobianos 129. Apesar da escassez de 

estudos relacionados às transposases ISNCY, há relatos sobre ISs dessa família 
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associadas à resistência aos antibióticos, tais como colistina e tetraciclina 130,131. 

Adicionalmente, há relatos sobre outros representantes dessa família de transposases 

associadas à resistência aos metais telúrio (ter) e ao arsênio (ars) 132,133. 

Por outro lado, as transposases da família IS5 são mais bem descritas em 

Enterobacterales, e o seu papel no processo de resistência é melhor compreendido. 

Um caso de destaque é sua associação à resistência às polimixinas por interrupção 

do gene mgrB em isolados de K. pneumoniae produtores de carbapenemases 115,134. 

Adicionalmente, resistência a outras drogas de relevância clínica associadas a 

elementos da família IS5 foram reportadas, onde a transposase se integra à região 

promotora do operon de uma bomba de efluxo, aumentando a sua atividade contra a 

tigeciclina 135. Em outro estudo, foi reportado que IS5-like podem ter sido cruciais para 

a aquisição do gene blaNDM-4 em K. pneumoniae 136. Algo semelhante também foi 

observado em outros estudos, onde foi relatada a presença de IS5 à jusante aos 

genes blaNDM-1, blaCTX-M-32, blaCTX-M-15 , aac(6’ )-Ib-cr, blaOXA-1 e catB3 137–140. 

Em nosso estudo, não foi possível estabelecer uma relação direta entre essas 

ISs com os genes de resistência. Porém, indiretamente, foi possível identificar a 

presença de ISThi1 e ISLad2 dentro de estruturas mobilizáveis maiores (plasmídeos 

e ICE) que estavam associadas a genes de resistência, o que sugere que esses 

elementos podem desempenhar papéis importantes na evolução e na disseminação 

dos genes. 

Assim, foi realizada uma análise de genômica comparativa, onde todas as 

anotações gênicas dos genomas dos isolados de Kp-KPC foram cuidadosamente 

examinadas, com a finalidade de verificar determinantes genéticos candidatos a 

serem marcadores de diferenciação entre bactérias COLINFEC e ONLYCOL. As 

análises de pangenoma revelaram um total de 13.189 anotações gênicas entre os 51 

isolados do estudo, sendo que 2.549 genes compuseram o genoma core, e 10.640 

anotações gênicas foram atribuídas ao genoma acessório (Figura 9). 
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Figura 9: Representação da composição do pangenoma de 51 isolados de Kp-KPC do estudo. 

 

Embora seja possível observar um número importante de anotações gênicas 

conservadas na população do estudo (genoma core), a estruturação do genoma 

acessório compôs mais de 80,0% dos genes, demonstrando uma variação expressiva 

na composição dos genes entre as linhagens. Diante disso, foi realizada uma análise 

da composição gênica dos isolados pertencentes a ambos os grupos. De acordo com 

os resultados obtidos com auxílio da ferramenta Scoary, 17 anotações gênicas 

apresentaram diferenças significativas (p < 0,01) entre os grupos, sendo 10 anotações 

associadas ao grupo ONLYCOL e 7 ao grupo COLINFEC (Figura 10). 

Dentre as anotações associadas ao grupo ONLYCOL, quatro foram referentes 

ao metabolismo de arsênio (arsH, arsC_2, arsB_2 e arsR2), três proteínas 

relacionadas ao transporte dos íons sódio (nhaA_2), fluoreto (crcB_2) e sulfato 

(sulP_1), e três proteínas definidas como porina do carboidrato maltose, maltoporina 

(lamB), proteína de estresse universal (uspA), e transportador facilitador principal 

(MSF), respectivamente (Apêndice F). 

 



66 
 

 

Figura 10: Construção filogenética dos Kp-KPC contendo as anotações gênicas que divergiram 
estatisticamente entre os grupos. Árvore vertical: filogenia baseada em máxima verossimilhança 
construída a partir do genoma core dos isolados. Árvore horizontal: agrupamento referente à presença 
e ausência das anotações gênicas relacionadas aos isolados de ambos os grupos. Quadrados 
preenchidos: presença das anotações gênicas; em branco: ausência. Quadrados azuis representam 
isolados pertencentes ao grupo “ONLYCOL”, e quadrados vermelhos, ao grupo “COLINFEC”. 

 

Em relação ao grupo COLINFEC, dentre as sete diferentes anotações gênicas 

listadas, duas foram consistentes com os resultados apresentados previamente no 

mobiloma, onde as transposases ISLad2 e ISThi1 tiveram relação com o grupo. 

Adicionalmente, foram detectados o fator transcricional de antiterminação Q, uma 

proteína de choque térmico (IbpA), uma protease (HtpX), uma fosfolipase D, e uma 
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proteína hipotética não caracterizada devido aos parâmetros de confiabilidade (baixa 

cobertura e identidade – Apêndice F). 

No geral, a maioria das anotações gênicas associadas ao grupo ONLYCOL 

foram relacionadas à resistência ao metal arsênio e a proteínas de transporte de íons 

ou carboidratos. Todos esses conjuntos de genes, com exceção da maltoporina, foram 

relatados contíguos nas linhagens que os abrigavam (Figura 11), e os mesmos não 

foram detectados em Kp-KPC pertencentes ao grupo COLINFEC (Figura 10). 

 

 

Figura 11: Representação esquemática da composição das anotações gênicas relacionadas ao grupo 
ONLYCOL que foram carreadas de forma contíguas. 

 

Similarmente, um estudo conduzido para investigar a ocorrência de EGM 

associados a ambientes poluídos, curiosamente, também relatou a ocorrência de 

proteínas de transporte que expulsam pequenas moléculas e íons da célula através 

da membrana interna, como o transportador de efluxo de flúor CrcB. Essa proteína 

estava sendo codificada por um operon contendo genes que atuavam juntos, que 

incluíam as proteínas universais do estresse, o antiportador NhaA de Na+/H+, e o 

transportador de ânions inorgânicos da família SulP, que contribuem para mitigar o 

estresse osmótico 141. Adicionalmente, esse conjunto de genes foi encontrado 

associado ao operon ars1RBCH 141. Assim, a ocorrência dessa estruturação gênica 

em clones de K. pneumoniae de alto risco global, como também demonstrado em 

nosso estudo, ilustra a interconexão desses genes entre diferentes ambientes, o que 
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reforça a necessidade de estudos de vigilância abrangentes que contemplem uma 

abordagem em Saúde Única. 

De modo geral, os determinantes genéticos relacionados à resistência aos 

metais pesados são, comumente, relatados em isolados obtidos de ambientes, onde 

ocorre uma maior ação antrópica (agricultura e aquicultura), que contribuem para o 

excesso de metais tóxicos no meio ambiente 109,142,143. Apesar disso, há relatos de 

isolados de K. pneumoniae MDR contendo genes de resistência aos metais pesados 

no ambiente hospitalar, e o papel deles no processo infeccioso ainda é incerto 144,145. 

Neste contexto, mesmo com o conhecimento sobre as anotações gênicas dos 

isolados de Kp-KPC associadas ao grupo ONLYCOL, as análises apresentadas aqui 

são insuficientes para afirmar que há uma alteração do fitness em relação a essas 

linhagens. Além disso, devemos ser cautelosos ao generalizar essas informações 

para outras populações de K. pneumoniae. Entretanto, embora a relevância dessas 

anotações gênicas possa ser limitada em um possível processo infeccioso, não 

podemos descartá-las completamente. 

A relação de um determinado gene e o seu papel no processo de patogenicidade 

é muito ampla e complexa, e todo o contexto molecular onde esses genes estão 

inseridos precisam ser levados em consideração 146,147. Em um estudo que objetivou 

a busca de possíveis determinantes genéticos associados ao processo infeccioso em 

K. pneumoniae, foi relatada a presença dos genes de resistência a metais pesados 

ars, pco, e sil em um mesmo plasmídeo 16, genes relacionados à maior capacidade 

da bactéria em resistir à ação da resposta imune inata do hospedeiro 148,149. Embora 

os resultados daquele estudo sejam contrastantes aos apresentados aqui, há 

diferenças importantes que devem ser observadas. Diversos genes conhecidos pelo 

seu papel na patogenicidade são carreados pelo mesmo plasmídeo onde o gene arsD 

estava inserido no referido trabalho 16, o que não foi possível ser observado no 

presente estudo. Além disso, o quadro clínico entre os pacientes de ambos os estudos 

diverge consideravelmente, o que torna ainda mais complexa a discussão, e, 

consequentemente, difícil alcançar uma comparação fidedigna. 

A escassez de trabalhos dessa natureza, não somente com K. pneumoniae, mas 

com todos os patógenos relevantes no cenário clínico, dificulta uma discussão robusta 

sobre o tema. Os únicos trabalhos disponíveis focam na maquinaria genética de 
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isolados que causam infecção e em grupos de pacientes colonizados assintomáticos, 

que, em sua grande maioria, apresentam isolados sensíveis aos antimicrobianos e 

pertencentes a grupos clonais menos relevantes no cenário clínico. Apesar da 

importância epidemiológica destes trabalhos, entendemos que a problemática dentro 

do cenário hospitalar são Kp-KPC clássicas não hipervirulentas que colonizam e, 

eventualmente, progridem para um processo infeccioso 150. 

Diante disso, o presente estudo trouxe, pela primeira vez, uma comparação da 

maquinaria genética entre Kp-KPC clássicas que somente foram associadas à 

colonização das que aparentemente progrediram para o processo infeccioso em 

pacientes com condições clínicas similares. O fato deste estudo ter sido direcionado 

para essas cepas de Kp-KPC em uma mesma unidade hospitalar ajuda a explicar o 

motivo de não ter sido detectado nenhuma diferença significativa entre as anotações 

gênicas associadas à resistência aos antibióticos entre os grupos. O mesmo se aplica 

ao viruloma e ao plasmidoma, onde entendemos que a distribuição desses elementos 

é influenciada pelo gene blaKPC-2, que é a principal marca de seleção do patógenos 

neste ambiente. Apesar disso, várias anotações gênicas associadas à infecção 

previram funções proteicas que podem alterar diretamente a fisiologia das bactérias, 

como previamente relatado 151–153. 

Um exemplo disso são as proteínas de choque térmico IbpA, a protease HtpX, a 

fosfolipase D e proteína de antiterminação Q, que estiveram associadas ao grupo 

COLINFEC. As proteínas de choque térmico (HSPs) são induzidas pelo calor, e 

funcionam na estabilização de proteínas intracelulares contra o estresse térmico. 

Essas proteínas, também conhecidas como chaperonas, respondem a outros tipos de 

estresses, tais como substâncias oxidantes e agentes químicos 154–156. Neste 

contexto, um estudo mostrou que a expressão de HSPs IbpA/IbpB é regulada 

positivamente durante a colite experimental e protegem, especificamente, cepas de 

Escherichia coli não patogênicas contra as espécies reativas de oxigênio (ROS) 

produzidas por macrófagos 157. 

Nossos resultados mostraram que apenas IbpA foi atribuída às anotações 

associadas ao grupo COLINFEC, enquanto IbpB (27 COLINFEC e 21 ONLYCOL) 

esteve presente na maioria dos isolados de ambos os grupos. Embora essas 

proteínas possam exercer funções de forma independente, a presença conjunta de 
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IbpA e IbpB, geralmente, confere uma proteção mais eficiente e robusta contra o 

estresse térmico, e tal fato pode ter conferido uma ação mais efetiva no grupo 

COLINFEC de Kp-KPC estudado. 

Adicionalmente, as HSPs podem ser induzidas e responderem à condição de 

estresse durante a fase inicial da formação de biofilme 158,159. Já foi demonstrado que 

o mutante IbpA (silenciado) em E. coli inibiu o crescimento do biofilme na interface 

líquida 158, e em outro estudo, a IbpA foi uma dentre as HSPs que influenciaram a 

capacidade de formação de biofilme, colonização e virulência em Vibrio alginolyticus 

160. Neste contexto, embora houvesse alta ocorrência do fenótipo de produção de 

biofilme observada entre os Kp-KPC do nosso estudo (Tabela 4), não foi possível 

estabelecer uma relação direta entre a IbpA e o fenótipo de produção de biofilme. 

Em relação à protease HtpX;  esta é uma enzima que pertence à família das 

metaloprotease e desempenha um papel importante na degradação de proteínas mal 

dobradas ou danificadas, tendo papel fundamental na regulação e na qualidade de 

proteínas na célula 161. Assim como a IbpA, há relatos de HtpX exercendo papel 

essencial na resposta ao estresse 162. Em E. coli, a expressão de HtpX é regulada 

positivamente pela resposta ao choque térmico e pela resposta ao estresse extra 

citoplasmático 163. Embora HtpX não seja essencial para a sobrevivência bacteriana 

em condições normais de crescimento, a sua interrupção provoca o crescimento 

celular sensível à temperatura 161,163164. Além disso, alguns homólogos de HtpX são 

induzidos por danos à membrana causados pelo tratamento com antibióticos 

aminoglicosídeos, e, como consequência, afetam a atividade do antimicrobiano 165,166. 

Neste contexto, alguns estudos tem relatado a associação de HtpX e outras 

proteases com a resistência intrínseca a aminoglicosídeos, e sugerem que essas 

proteases são consideradas potenciais alvos adjuvantes de aminoglicosídeos 167. 

Curiosamente, em nosso estudo, todos os Kp-KPC obtidos de ambos os grupos 

apresentaram alta frequência de resistência aos aminoglicosídeos, especialmente, à 

gentamicina (82,0%), e, praticamente, todos os isolados que continham HtpX, foram 

resistentes a, pelo menos, um aminoglicosídeo. Apesar disso, não foi possível 

estabelecer relação direta entre a protease HtpX e o perfil de resistência, pois alguns 

Kp-KPC que não continham a protease também apresentaram resistência à 

gentamicina ou à amicacina. Além disso, inúmeros determinantes genéticos 
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associados à resistência a aminoglicosídeos foram relatados simultaneamente, tais 

como aac(3)-IIa, aac(3)-IId, aac(6')-Ib3, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-Ia, aph(3'')-Ib e aph(6)-

Id, o que dificulta uma melhor compreensão do papel da protease neste processo. 

Outra anotação gênica que esteve associada ao grupo COLINFEC foi a 

fosfolipase D (PLD).  Esta proteína atua na hidrólise de fosfolipídios, promovendo a 

quebra da ligação fosfodiéster encontrada nos lipídios fosfatidilcolina e fosfatidilinositol 

168. A PLD desempenha um papel fundamental em vários processos celulares, como 

na comunicação celular (produção de biofilmes) e metabolismo de lipídios 153,169. Além 

disso, fosfolipases da família D têm sido descritas como fatores importantes para a 

patogenicidade, como na invasão da célula hospedeira, na disseminação bacteriana 

e na progressão da doença 169–172. 

Em Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis, a PLD é 

também conhecida como exotoxina lipase D, que é considerado um proeminente fator 

de virulência 173. A PLD induz lesões, aumento da permeabilidade vascular in vivo e 

hemólise sinérgica de células sanguíneas 170,174. Adicionalmente, estudos com cepas 

de C. pseudotuberculosis com PLD inativada demonstraram, de forma convincente, a 

necessidade da PLD para o desenvolvimento de doenças em animais 174. Esses 

estudos demonstram uma possível plausibilidade na associação da fosfolipase D com 

isolados do grupo COLINFEC. 

Na década passada, foi reportada, pela primeira vez, a ação da fosfolipase da 

família D como fator de virulência em K. pneumoniae 175. Naquela ocasião, o 

silenciamento do gene resultou em uma menor virulência em modelo de infecção por 

pneumonia em camundongos. Além disso, foi relatado que o gene pld-1 expresso 

estava associado aos isolados de K. pneumoniae de infecções graves. Contudo, 

embora haja evidências sobre a importância da PLD no papel de patogenicidade para 

determinadas espécies, poucos estudos foram conduzidos visando a caracterização 

e a disseminação de PLD, principalmente entre isolados MDR pertencentes à família 

Enterobacteriaceae 175,176. Dessa forma, estudos adicionais são necessários para 

comprovar seu real valor no processo infeccioso de Kp-KPC. 

De modo similar ao conjunto de anotações gênicas relacionadas ao grupo 

ONLYCOL, também foi possível estabelecer relação entre algumas anotações 

gênicas associadas ao grupo COLINFEC. Os genes pld, htpX2 e ibpA2 foram 
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detectados conjuntamente nas linhagens pertencentes ao grupo COLINFEC (Figura 

12). Adicionalmente, foi observado que a sequência de inserção ISLad2 (presente em 

quase todos os isolados Kp-KPC que continham este conjunto de genes) também 

estava compondo essa estrutura genética, em uma região muito próxima, no mesmo 

contig, o que sugere que essa IS pode estar relacionada à mobilização dos genes. 

 

Figura 12: Representação esquemática da composição das anotações gênicas relacionadas ao grupo 

COLINFEC detectadas em regiões próximas, dentro de um mesmo contig.  A ordem dos genes 

demostrada na imagem variou entre os isolados. Outros elementos genéticos presentes entre as 

anotações gênicas no contig não foram listados. 

 

As proteínas HtpX e IbpA são reguladas pelo fator de transcrição σ32, e ambas 

já foram relatadas, simultaneamente, no processo de recuperação de proteínas 

danificadas por diferentes tipos de estresse, incluindo ação de antibióticos 163,177,178. 

Além disso, outras proteínas que participam da regulação de HSPs e metaloproteases 

também interagem diretamente com PLD 179,180, sugerindo que esses elementos 

podem ter alguma relação fisiológica na bactéria. 

No geral, essas anotações gênicas associadas ao grupo COLINFEC foram 

observadas em diferentes linhagens de Kp-KPC, independente do grupo de estudo. 

No entanto, foi possível associá-las aos clones de maior relevância dentro do cenário 

clínico (CC 258 e ST 16). Em contrapartida, a proteína de antiterminação Q não foi 

detectada nas linhagens ST 11, e teve maior ocorrência nas ST 16. As proteínas 

antiterminadoras controlam a expressão gênica, reconhecendo sinais próximos ao 

promotor e, dessa forma, evitando a terminação da transcrição 181,182. Essas proteínas 

são amplamente encontradas em bactérias. Porém, inicialmente, a proteína de 
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antiterminação Q foi descrita em bacteriófagos λ, onde controla a expressão de genes 

precoces e tardios, sendo, portanto, essencial para o ciclo de vida do vírus, não da 

bactéria 183. 

A presença de uma proteína de antiterminação pode impactar diretamente na 

transcrição de genes adjacentes, que, normalmente, não seriam transcritos. Dessa 

forma, poderiam ter sido adaptadas por bactérias patogênicas para melhorar a aptidão 

no hospedeiro 184. Em E. coli, existem relatos sobre proteínas de antiterminação 

associadas à regulação central de importantes determinantes genéticos relacionados 

à patogenicidade, como na síntese de lipopolissacarídeo (LPS), cápsula 

polissacarídica, alfa-hemolisinas, fator necrosante citotóxico 1, e na mobilização de 

plasmídeo F 185. 

Em nosso estudo, diversas anotações gênicas foram detectadas à jusante da 

proteína de antiterminação Q, incluindo transportadores de íons e açúcares, estruturas 

de bacteriófagos, e proteínas hipotéticas. No entanto, não foi possível associá-la a 

genes conhecidamente relacionados à virulência, o que dificultou uma melhor 

compreensão do papel dessas proteínas no processo de infecção. Apesar disso, nós 

mostramos que as anotações gênicas associadas ao grupo COLINFEC, mesmo que 

indiretamente, poderiam contribuir de diferentes formas no processo de 

patogenicidade. 

 

4.7 Verificação fenotípica da virulência em modelo de infecção in vivo 

 

A partir de todo o contexto genético verificado, para obter mais informações 

sobre a capacidade dos isolados de Kp-KPC que apresentaram as anotações gênicas 

associadas ao grupo COLINFEC causarem infecção, ensaios envolvendo modelo de 

infecção in vivo utilizando larvas de G. mellonella foram realizados em representantes 

de ambos os grupos. Ao todo, 22 isolados de Kp-KPC foram investigados, sendo 12 

pertencentes ao grupo COLINFEC, contendo as proteínas PLD, HtpX, IbpA e proteína 

de antiterminação Q, e 10 Kp-KPC ao grupo ONLYCOL, que não continham qualquer 

uma dessas anotações gênicas (Apêndices G e H). 
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No geral, a sobrevivência das larvas infectadas foi similar em ambos os grupos, 

não havendo diferença significativa na frequência de sobrevivência das larvas até 96 

horas (Figura 13). No entanto, foi observado que, nas primeiras 24 horas, isolados do 

grupo COLINFEC apresentaram maior capacidade de mortalidade quando 

comparados aos do grupo ONLYCOL (p = 0,01) (Figura 13a). Após este período, a 

discrepância entre as frequências de sobrevivência das larvas foi diminuindo ao longo 

do experimento (Figura 13b-d). Entre 72 e 96 horas, não houve alterações relevantes 

(Figura 13d). 

 

 

Figura 13: Mortalidade em modelo de infecção em larvas de G. mellonella após o desafio com 
representantes de ambos os grupos. Larvas foram infectadas com 6-7 x104 UFC; a) mortalidade de 
larvas após 24 horas; b) mortalidade após 48 horas; c) mortalidade após 72 horas; d) mortalidade após 
96 horas. *: os valores de p foram calculados usando o método de Kaplan-Meier e testes log-rank 
(Mantel-Cox). 
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Embora tenha havido diferença significativa na mortalidade das larvas apenas 

nas primeiras 24 horas do experimento, quando analisamos as linhagens do estudo 

de maneira isolada e independente do grupo ao qual pertencem, é possível observar 

diferenças importantes na capacidade de causar infecção ao longo do tempo. Tal fato 

foi relatado com as linhagens ST 11-KL64, que causaram a morte de, em média, 

70,0% das larvas nas primeiras horas do experimento, e eliminando, praticamente, 

todas as larvas após 96 horas (Figura 14). No entanto, o mesmo não pode ser 

observado nas outras linhagens do estudo, incluindo as linhagens pertencentes à ST 

11 com diferentes K-type (ex. KL50 e KL75) (Figura 14).  

Curiosamente, a linhagem de Kp-KPC ST 16-KL50, relacionada ao grupo 

COLINFEC, apresentou maior capacidade de causar infecção nas larvas em relação 

às demais linhagens não ST 11-KL64 nas primeiras 24 horas (Figura 14a). Porém, 

isso não foi observado nas horas seguintes até o final do experimento (Figura 14b-

c). Consistentemente, a maioria dos representantes pertencentes ao grupo 

COLINFEC que foram submetidos ao teste de capacidade de infecção em G. 

mellonella eram Kp-KPC ST 16-KL50 (58,3%). Tal fato pode explicar o motivo do 

grupo ter tido maior virulência nas primeiras 24 horas em relação ao grupo ONLYCOL. 

 

 

Figura 14: Mortalidade em modelo de infecção em G. mellonella após o desafio com representantes 
de diferentes linhagens ao longo de 72 horas. Larvas foram infectadas com 6-7 x104 UFC. *: os valores 
de p foram calculados usando o método de Kaplan-Meier e testes log- rank (Mantel-Cox). 
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Geralmente, os relatos envolvendo ensaios com G. mellonella mostram que, nas 

primeiras horas após a infecção, ocorre uma diminuição na condição de saúde das 

larvas, e o número de sobreviventes tende a cair acentuadamente após 24 horas 

186,187. No entanto, em nosso estudo, foi observado que isolados do grupo COLINFEC 

apresentaram maior mortalidade das larvas somente nas primeiras 24 horas, onde 

mais de 40,00% das larvas morreram, e apenas 20,0% morreram entre 48 e 96 horas. 

Esses resultados sugerem que as linhagens de Kp-KPC dos dois grupos podem ter 

tido estratégias distintas para interagir com o hospedeiro no início da infecção, mas 

acabaram resultando em níveis semelhantes de mortalidade em 48, 72 e 96 horas. 

Para uma melhor compreensão sobre o impacto dessas anotações gênicas no 

processo de patogenicidade, aconselha-se a complementação com experimentos que 

avaliem a atividade isolada desses genes, além de ensaios envolvendo outros 

modelos. 

Dentre as anotações gênicas exclusivas aos isolados Kp-KPC ST 16-KL50 que 

foram submetidos aos ensaios de infecção in vivo estão as proteínas de 

antiterminação Q, que, como mencionado anteriormente, não foi possível associá-las 

a fatores conhecidamente importantes no processo de infecção, o que inviabiliza 

atribuirmos um comportamento específico a essa proteína. No entanto, há relatos 

sobre a presença de outras proteínas de antiterminação que regulam o processo de 

transcrição e que estão envolvidas na maior capacidade de causar virulência em G. 

mellonella, como as proteínas NagY descritas em Enterococcus faecalis 188. Dessa 

forma, para uma melhor elucidação sobre o papel das proteínas de antiterminação no 

processo de patogenicidade, sugerimos que mais estudos sobre o seu impacto no 

processo de regulação e transcrição gênica sejam conduzidos. 

Com a finalidade de comparar a efetividade da infecção causada por isolados 

Kp-KPC ST 11-KL64 (score de virulência 2) em relação a um clone que apresentou 

menos determinantes genéticos associados à virulência (score de virulência 0), como 

o ST 502-KL20, um experimento adicional foi conduzido com diferentes concentrações 

de bactérias inoculadas nas larvas de G. mellonella. A partir das frequências de 

mortalidade das larvas, foi possível observar que o isolado CV101 ST 11-KL64 (na 

concentração de 1,4 × 102 UFC/mL) apresentou maior virulência quando comparado 

ao isolado CV658 ST 502-KL20, mesmo este estando em maior concentração (6,2 × 
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105 UFC/mL) (Figura 15). A alta capacidade de cepas Kp-KPC ST 11-KL64 de 

causarem infecção em G. mellonella pode estar relacionada à presença de dois 

importantes determinantes genéticos associados à hipervirulência, colibactina e 

yersiniabactina, que foram detectados simultaneamente somente nessa linhagem. Tal 

fato sugere que esses dois loci estejam agindo de forma sinérgica para aumentar a 

capacidade de virulência dessas linhagens. 

 

 

Figura 15: Sobrevivência em modelo de infecção em G. mellonella após o desafio com as linhagens 
ST 11-KL64 e ST 502-KL50 em diferentes concentrações (UFC/mL) ao longo de 96 horas. Cada linha 
representa um isolado único. 

 

Outra possível explicação para este fenótipo de alta mortalidade de larvas 

observado nas larvas é a presença da toxina colibactina, uma vez que linhagens que 

continham somente yersiniabactina (e não colibactina) demonstraram menor 

eficiência (Apêndice G e H). No entanto, para isso, ensaios envolvendo isolados 

contendo somente clb seriam necessários para avaliar a habilidade em causar 

infecção nas larvas, o que não encontramos entre os 51 isolados sequenciados. 

Um estudo recente demonstrou os efeitos citotóxicos elevados causados por 

colibactina no DNA de células do epitélio intestinal de G. mellonella, o que resultou 

em maior mortalidade das larvas 189. Similarmente, essa discrepância também foi 

relatada em cepas abrigando ambos os fatores de virulência. Porém, em sua grande 

maioria, pertenciam ao clone hipervirulento CC 23-KL2 e continham outros genes 

associados à virulência 190, o que não foi encontrado nos nossos isolados. Por outro 

0 24 48 72 96

0

20

40

60

80

100

Horas

S
o

b
re

v
iv

ê
n

c
ia

 (
%

)

ST 11 wzi 64 10^2

ST 11 wzi 64 10^3

ST 11 wzi 64 10^4

ST 502 wzi 50 10^3

ST 502 wzi 50 10^4

ST 502 wzi 50 10^5

ST 502 wzi 50 10^6



78 
 
lado, outro estudo relatou que o clone ST 16-KL51 (ybt+) apresentou maior frequência 

de mortalidade em G. mellonella quando comparado à linhagem ST 11-KL64 (ybt+ e 

clb+). No entanto, os autores não puderam definir se outros determinantes genéticos 

desconsiderados associados ao processo infeccioso estiveram envolvidos. Além 

disso, não pôde ser comprovado se os loci ybt e clb estavam funcionais. Neste sentido, 

esses relatos demonstram que muitas lacunas relacionadas à interação de K. 

pneumoniae e o hospedeiro ainda precisam ser melhores esclarecidas. 

No presente estudo, identificamos linhagens de Kp-KPC e anotações gênicas 

que estiveram associadas ao grupo de Kp-KPC que apareceram colonizando e 

causando infecção em pacientes hospitalizados (COLINFEC), independentemente 

dos fatores de risco apresentados. Estes genes foram encontrados no genoma 

acessório de Kp-KPC, sendo, a maioria, carreada simultaneamente pelo mesmo 

elemento genético móvel. Tal fato sugere que esses genes podem ser mediadores 

diretos de fitness e virulência, ou marcadores indiretos de elementos mobilizáveis que 

podem influenciar na dinâmica da patogenicidade. Além disso, nosso estudo relatou 

que isolados de Kp-KPC que continham esses genes apresentaram maior virulência 

em G. mellonella nas primeiras 24 horas da infecção. 

Além disso, o presente estudo demonstrou a alta capacidade da linhagem Kp-

KPC ST 11-KL64 de causar infecção em larvas de G. mellonella, e que a presença de 

indicadores de hipervirulência em cepas consideradas de alto risco pode ser 

responsável por este comportamento. Esses achados são preocupantes uma vez que 

essa linhagem é globalmente relatada em ambientes hospitalares, inclusive, no Brasil 

8,33,191,192. Curiosamente, essa linhagem também foi responsável por maior ocorrência 

de infecções na ala pediátrica do mesmo complexo hospitalar estudado no presente 

trabalho 47. Este fato sugere a persistência deste patógeno na instituição, enfatizando 

a necessidade de adotar medidas de intervenção eficazes. 

Adicionalmente, mostramos que o genoma acessório exerce um papel crucial 

que pode estar associado ao processo de patogenicidade. Dessa forma, estes 

resultados podem servir como um ponto de partida para estudos futuros, fornecendo 

subsídios para que abordagens similares possam ser exploradas visando uma 

possível intervenção. Entretanto, este estudo apresenta limitações importantes que 

dificultam uma melhor compreensão sobre o papel dos genes no processo de 
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patogenicidade. Primeiramente, é centralizado e retrospectivo, contando, apenas, 

com a disponibilidade de dados clínicos de prontuário eletrônico e uma amostragem 

relativamente pequena. Estudos prospectivos multicêntricos, com maior amostragem 

e períodos prolongados, que visem avaliar a associação entre as anotações gênicas 

identificadas neste estudo e a infecção corrente serão úteis para validar os achados. 

Um segundo ponto a ser avaliado é a relação complexa de um determinado gene 

e um processo de patogenicidade, que pode estar atuando em diferentes etapas da 

interação patógeno-hospedeiro. Um exemplo disso é a capacidade do patógeno em 

colonizar o trato gastrointestinal, onde sua densidade populacional é determinante 

para a progressão da doença 14,103. Entretanto, não foi possível acessarmos a 

composição da microbiota intestinal dos pacientes a fim obter informações sobre a 

quantificação dessas anotações gênicas encontradas em nosso estudo, assim como 

a sua abundância relativa, uma vez que se tratou de um estudo retrospectivo. A 

detecção dessas anotações gênicas em bactérias no trato gastrointestinal dos 

pacientes seria importante para validar sua participação na etapa de colonização do 

hospedeiro. Adicionalmente, não foi avaliado o potencial de transferência horizontal 

de genes entre as cepas do nosso estudo, o que seria fundamental para verificar a 

capacidade de transferência entre as anotações gênicas associadas ao grupo 

COLINFEC. 

 

5 CONCLUSÃO 

 

A enzima KPC-2 foi a única carbapenemase detectada em nosso estudo. A 

resistência às polimixinas foi exclusivamente associada às modificações causadas no 

gene codificador da proteína MgrB. A linhagem ST 16-KL50-Ob3 foi a única associada 

ao grupo de Kp-KPC que causaram infecção subsequentemente à colonização do 

paciente, assim como, o replicon IncKF foi o responsável por carrear o gene blaKPC-2 

neste grupo. Yersiniabactina e colibactina foram reportadas concomitantemente 

associados à ICEKp10. No geral, a composição do resistoma, do viruloma e do 

plasmidoma não apresentou diferença significativa em ambos os grupos avaliados. 

Apesar disso, genes representantes do operon de resistência ao arsênio (arsH, arsC, 

arsB e arsR), um transportador de sulfato (sulP-1), uma proteína de estresse universal 
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(uspA), um transportador facilitador universal (MFS), um transportador de fluoreto 

(crcB), um transportador de sódio (nhaA) e uma maltorporina (lamB) estiveram 

relacionados ao grupo de Kp-KPC que somente colonizaram os pacientes 

(ONLYCOL). 

Por outro lado, a protease HtpX, a proteína de choque térmico IbpA, a fosfolipase 

D e as sequências de inserção ISLad2 e IS5 estiveram associadas ao grupo de Kp-

KPC que estava colonizando pacientes altamente similar àqueles causando infecção 

(COLINFEC). Além disso, as linhagens que continham essas anotações gênicas 

apresentaram maior virulência em larvas de G. mellonella durante as primeiras horas 

de infecção. A linhagem ST 11-KL64 (ybt+ e clb+) demonstrou maior virulência no 

modelo de infecção in vivo em relação às demais linhagens do estudo, mesmo em 

menores concentrações. Estas descobertas contribuem para a compreensão dos 

mecanismos moleculares subjacentes à patogenicidade de Kp-KPC, sobretudo,  

podem ter implicações importantes no desenvolvimento de intervenções futuras 

direcionadas à prevenção dessas infecções. 
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7 APÊNDICES  

 

7.1 APÊNDICE A – Dendrograma construído de acordo com a tipagem por XbaI-PFGE, e características básicas (paciente, 

amostra clínica e data de isolamento, e unidade de internação do paciente) dos 374 isolados de Kp-KPC. 
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Dendrograma construído de acordo com a tipagem por XbaI-PFGE e as características genéticas dos 374 Kp-KPC. BAL = lavado 

broncoalveolar; ER = emergência; GM = enfermaria; ICU = unidade de terapia intensiva; PU = unidade pós-operatória; PC = unidade de 

cuidados paliativos; HSCT = unidade de transplante de células-tronco hematopoiéticas; OC = unidade oncológica. Quadrado verde: 

isolado pertencente ao grupo ONLYCOL; quadrado vermelho: isolado pertencente ao grupo COLINFEC. 
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7.2 Apêndice B – Dados clínicos e demográficos dos pacientes. 

Paciente Grupo Unidade Sexo Raça Idade 
Transferência 

entre 
hospitais 

Tempo 
em UTI 

Comorbidade Antibiótico prévio à coleta de vigilância 
Desfecho 

da 
internação 

           

22 COLINFEC UTI F Branca 69 Não 18 Doença cardiovascular ND Melhorado 

11 COLINFEC UTI F Branca 35 Não 23 Sem comorbidades aparente AMC+CEF+CLIND+AK+POL E Melhorado 

130 COLINFEC UTI M Branca 73 Não 62 Doença cardiovascular ND Óbito 

187 COLINFEC UTI F Branca 38 Sim 41 Politraumas (sem comorbidades) ND Melhorado 

120 COLINFEC Emergência M Branca 76 Não 12 Doença cardiovascular e Intestinal ND Óbito 

97 COLINFEC Enfermaria F Branca 55 Sim 31 Doença neurológica ND Óbito 

13 COLINFEC UTI M Branca 64 Não 17 Doença cardiovascular e neurológica ND Melhorado 

25 COLINFEC UTI M Branca 55 Não 22 Doença cardiovascular AMC+MER Melhorado 

146 COLINFEC UTI M Branca 67 Não 24 Doença cardiovascular e diabetes TAZO+MER Melhorado 

52 COLINFEC UTI M Branca 62 Não 34 Doença cardiovascular AMC+MER+VAN+GEN+POL E Óbito 

30 COLINFEC UTI F Preta 44 Não 18 Doença cardiovascular e diabetes VAN+MER+CRO+LEVO+VAN+POL E+  Óbito 

35 COLINFEC UTI M Branca 49 Não 20 Tumor cerebral CEF+AMX+AK+POL E Melhorado 

26 COLINFEC UTI F Branca 78 Não 31 
Doença cardiovascular, doença renal e 

diabetes 
CRO+MER+VAN Óbito 

185 COLINFEC UTI M Branca 70 Sim 6 Doença cardiovascular e pulmonar ND Óbito 

33 COLINFEC UTI F Branca 70 Não 2 
Doença pulmonar, cardiovascular e 

diabetes 
MER+linezolida+CRO+claritromicina+TAZO Melhorado 

44 COLINFEC TCTH M Branca 46 Não 5 Leucemia mielóide ND Óbito 

104 COLINFEC TCTH M Branca 33 Não 5 Leucemia mielóide ND Óbito 

23 COLINFEC UTI F Branca 67 Não 7 Doença cardiovascular e diabetes ND Óbito 

121 COLINFEC 
Pós 

operatório 
M Branca 79 Não 15 Doença cardiovascular TAZO+POL E Óbito 

116 COLINFEC 
Pós 

operatório 
F Branca 62 Não 43 Doença renal e hepatite B ND Óbito 

21 COLINFEC UTI F Parda 34 Não 54 Politraumas (sem comorbidades) MER Óbito 

         ND  

         ND  

10 COLINFEC UTI F Branca 53 Não 137 Doença cardiovascular e pulmonar ND Óbito 

125 COLINFEC Emergência M Branca 78 Sim 10 Doença cardiovascular e diabetes ND Melhorado 

190 COLINFEC UTI M Branca 75 Sim 36 Doença cardiovascular e diabetes TAZO+VAN+MER+POL E + AK+LEVO Óbito 

111 COLINFEC UTI M Branca 58 Sim 22 
Doença cardiovascular, neurológica e 

pulmonar 
TAZO Melhorado 

158 COLINFEC Emergência M Branca 70 Sim 0 
Doença pulmonar, neurológica e 

diabetes 
ND Melhorado 

177 COLINFEC UTI F Branca 83 Sim 13 
Doença cardiovascular, pulmonar e 

diabetes 
MER+TAZO Melhorado 

102 ONLYCOL Emergência F Branca 72 Sim 16 Doença cardiovascular e obesidade ND Melhorado 

117 ONLYCOL Emergência F Branca 73 Não 12 Doença cardiovascular e obesidade MER+AK Óbito 

39 ONLYCOL UTI F Preta 71 Não 29 
Doença cardiovascular, pulmonar, renal 

e diabetes 
ND Melhorado 
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Paciente Grupo Unidade Sexo Raça Idade 
Transferência 

entre 
hospitais 

Tempo 
em UTI 

Comorbidade Antibiótico prévio à coleta de vigilância 
Desfecho 
internação 

172 ONLYCOL TCTH  F Branca 35 Não 0 Linfoma MER+AK+POL B Óbito 

36 ONLYCOL UTI M Branca 36 Não 63 sem comorbidades aparente ND Melhorado 

45 ONLYCOL UTI M Preta 58 Não 44 Doença cardiovascular e pulmonar TAZO Óbito 

141 ONLYCOL Emergência M Parda 59 Não 3 Doença cardiovascular e diabetes ND Melhorado 

135 ONLYCOL Emergência M Branca 66 Sim 19 Doença do trato gastrointestinal ND Óbito 

48 ONLYCOL UTI M Branca 63 Não 19 Doença cardiovascular CLIN+CIP+GEN+POL E+AK Óbito 

47 ONLYCOL UTI M Branca 65 Não 82 Doença cardiovascular ND Óbito 

28 ONLYCOL Emergência F Branca 68 Sim ND Doença cardiovascular ND Óbito 

155 ONLYCOL UTI M Branca 84 Não 30 Doença cardiovascular e Pulmonar ND Óbito 

43 ONLYCOL UTI M Branca 70 Não 25 Câncer de próstata MER+VAN+CIP+CRO Óbito 

156 ONLYCOL UTI M Branca 61 Sim 29 Hipotireoidismo ND Óbito 

17 ONLYCOL UTI M Branca 67 Não 14 sem comorbidades aparente ND Melhorado 

151 ONLYCOL UTI F Branca 13 ND ND Doença intestinal PEN+FEP+AK 
Permanece 
internada 

79 ONLYCOL  TCTH M Branca 16 Não 0 Politraumas (sem comorbidades) 
LEVO+bactrim+TAZO+MER+AK+POL E 

+neomicina 
Óbito 

66 ONLYCOL UTI M Branca 73 Não 24 
Transplante de fígado, doença 

cardiológica, pulmonar e diabetes 
Imipenem+Ertapenem+TEICO+ POL B Melhorado 

14 ONLYCOL UTI M Branca 83 Sim 5 Doença cardiovascular, renal e diabetes ND Óbito 

67 ONLYCOL UTI M Branca 58 Não 7 Doença cardiovascular ND Melhorado 

127 ONLYCOL UTI F Branca 71 Não 34 Doença cardiovascular ND Óbito 

64 ONLYCOL UTI F Branca 38 Não 3 Doença cardiovascular CRO+AMP Melhorado 

153 ONLYCOL Emergência M Preta 77 Sim 15 Doença cardiovascular POL E+MER+VAN+AK Óbito 

95 ONLYCOL UTI M Preta 55 Não 11 Doença cardiovascular e diabetes Bactrim melhorado 

UTI = unidade de terapia intensiva; TCTH = unidade de transplante de células-tronco hematopoiéticas. AK = amicacina; AMC = amoxicilina/ácido clavulânico; AMX = amoxicilina; FEP = cefepima; 

CAZ = ceftazidima; CRO = ceftriaxona; CEF cefuroxima; CLIND = clindamicina; CIP = ciprofloxacina; GEN = gentamicina; MER = meropenem; LEVO = levofloxacina; PEN = penicilina; TEICO = 

teicoplanina; TAZO = piperacilina/tazobactam; POL B = polimixina B; POL E = polimixina E; SXT = sulfametoxazol/trimetoprima; VAN = vancomicina; ND = não determinado. 
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7.3 Apêndice C – Uso de dispositivo invasivo. 

 

* ND = não definido. CVD = cateter vesical de demora; CVC = cateter venoso central; NPP = nutrição parenteral periférica; VMI = 

ventilação mecânica invasiva. 

 

Paciente Grupo Uso de CVD Uso de CVC Uso de NPP 
Necessidade de 

diálise 
Uso de 

inotrópico 
Uso de VMI 

        

22 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

11 COLINFEC Não Sim Não Não Sim Sim 

130 COLINFEC Sim Sim Não ND* Sim Sim 

187 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

120 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

97 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

13 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

25 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

146 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

52 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

30 COLINFEC Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

35 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

26 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

185 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

33 COLINFEC Sim Não Não Não Não Não 

44 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Não 

104 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

23 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Não 

121 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

116 COLINFEC Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

21 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

10 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

125 COLINFEC Não Não Não Não Não Não 

190 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

111 COLINFEC Sim Sim Não Não Sim Sim 

158 COLINFEC Não Não Não Não Não Não 

177 COLINFEC Sim Sim Não Sim Sim Sim 

102 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 

117 ONLYCOL Sim Sim Não Não Sim Sim 

39 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 

172 ONLYCOL Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

36 ONLYCOL Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

45 ONLYCOL Sim Sim Não Não Sim Sim 

141 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 

135 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 

48 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 

47 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 

28 ONLYCOL Não Sim Não Não Sim Não 

155 ONLYCOL Sim Sim Sim Não Sim Sim 

43 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 

156 ONLYCOL Sim Sim Não Não Sim Sim 

17 ONLYCOL Sim Sim Não Não Sim Sim 

151 ONLYCOL ND* Sim Sim Não ND* Sim 

79 ONLYCOL Não Sim Não Não Sim Não 

66 ONLYCOL Sim Sim Não Não Sim Sim 

14 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 

67 ONLYCOL Sim Sim Não Não Sim Não 

127 ONLYCOL Sim Sim Não Não Sim Sim 

64 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Não Não 

153 ONLYCOL Sim Sim Não Não Sim Sim 

95 ONLYCOL Sim Sim Não Sim Sim Sim 
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7.4 Apêndice D – Resultados de exames laboratoriais dos pacientes. 

 

Paciente Grupo Hemoglobinaa Hemoglobinab Leucócitosb Leucócitosa Plaquestasb Plaquetasa PCRb PCRa Creatininab Creatininaa Albuminab Albuminaa 
              

22 COLINFEC 8,6 7,2 4540 9680 243 181 1,75 8 1,75 3,5 2,64 ND* 

11 COLINFEC 8,1 8,5 18820 13780 321 185 13,1 18,68 0,4 0,7 ND* ND* 

130 COLINFEC 8,4 6,9 10740 15800 254 242 9,37 25,9 1 1,6 2,7 ND* 

187 COLINFEC 9,8 9,8 10780 10780 467 467 38,63 38,63 0,7 0,7 ND* ND* 

120 COLINFEC 10,2 10,2 62 112210 62 225 10,8 33 2,9 1,7 1,58 ND* 

97 COLINFEC 12,6 ND* 8220 ND* 207 ND* 2,44 ND* 1,1 ND* 91,5 ND* 

13 COLINFEC 7,7 8,9 9860 13070 217 230 4,04 17,91 3,6 3,2 3,34 3,38 

25 COLINFEC 10,1 12,4 12670 13430 676 201 3,27 12,31 0,8 0,6 ND* ND* 

146 COLINFEC 8,1 7,2 12000 8150 236 281 3,98 21,89 3,8 ND* ND* ND* 

52 COLINFEC 9,8 5,6 27080 16820 68 459 27,19 11,72 6,7 2,4 ND* ND* 

30 COLINFEC 8,2 7,1 21630 25130 139 250 21,28 22,84 2,2 1,7 1,25 ND* 

35 COLINFEC 10,9 11,3 13220 15350 345 257 10,62 13,78 0,6 0,7 ND* ND* 

26 COLINFEC 6,7 6,7 17320 9190 89 109 10,21 7,57 2,4 2,7 ND* ND* 

185 COLINFEC 12 12 10210 10210 179 179 13,34 13,34 9,8 9,8 ND* ND* 

33 COLINFEC 11,5 11,1 13340 19000 219 228 3,65 8,53 1,3 2,1 ND* ND* 

44 COLINFEC 7,8 5,9 1380 10 33 5 1,64 28,03 0,9 1,1 3,48 3,63 

104 COLINFEC 8,6 7,5 3900 1800 140 22 6,67 8,25 0,8 1,3 ND* ND* 

23 COLINFEC 9,8 6 10260 15750 186 300 1,44 33,93 3,6 2,1 ND* ND* 

121 COLINFEC 8,1 10,9 36100 13610 390 106 6,69 12,97 2 2,2 ND* ND* 

116 COLINFEC 8,5 9 17370 14810 338 210 23,75 45,2 1,2 1,6 ND* ND* 

21 COLINFEC 11,9 10 5910 14380 229 363 6,55 10,92 0,4 0,3 ND* ND* 

10 COLINFEC 6,8 7,7 11660 10290 27 130 5,81 8,2 0,7 0,9 ND* 3,4 

125 COLINFEC 10,7 10,7 10550 10550 153 153 10,14 10,14 1,4 1,4 ND* ND* 

190 COLINFEC 8,9 6,7 23450 17660 271 255 27,03 20,31 4,1 3,3 ND* ND* 

111 COLINFEC 8,3 9 8490 12410 164 160 1,57 20,44 1,5 5,2 ND* ND* 

158 COLINFEC 12,6 10,6 12210 26330 161 98 0,73 2,48 0,7 0,5 ND* ND* 

177 COLINFEC 8,5 9,9 29940 31530 242 321 8,16 13,73 3,3 3,2 ND* ND* 

102 ONLYCOL 8,3 8,2 14160 7350 193 245 9,86 2,87 3,9 7,8 ND* ND* 

117 ONLYCOL 7,8 7,3 21880 20790 440 225 45,32 11,96 2,3 1,1 ND* ND* 

39 ONLYCOL 7,4 6,6 9030 5890 294 293 6,66 3,19 2,4 2,1 ND* ND* 

172 ONLYCOL 8,3 8,4 10 30 30 39 7,84 13,18 3,1 2,7 3,45 3,4 

36 ONLYCOL 8,5 8,3 13840 9550 355 514 12,13 10,79 5,5 3,5 ND* ND* 

45 ONLYCOL 9,5 11,1 8340 12000 409 457 10,04 11 1 1,1 ND* ND* 

141 ONLYCOL 8,4 8,2 23550 11480 169 171 11,51 9,66 4,1 0,7 ND* ND* 

135 ONLYCOL 16,7 14,1 34670 21620 505 202 5,92 8,94 3,9 1,1 2,78 ND* 

48 ONLYCOL 8,5 8,3 10630 9880 530 426 12,87 9,64 5,3 ND* 2,01 ND* 

47 ONLYCOL 9 8,7 13070 29980 372 413 0,18 24,05 2,8 3,7 ND* ND* 

28 ONLYCOL 9,3 9,3 11520 11520 301 301 2,1 2,1 1,4 1,4 ND* ND* 

155 ONLYCOL 13,5 10,6 8550 16910 204 290 7,5 11,9 1,3 1,2 ND* 1,2 

43 ONLYCOL 7,5 7,5 13090 13090 660 660 19,72 19,72 9,1 9,1 ND* ND* 
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Paciente Grupo Hemoglobinaa Hemoglobinab Leucócitosb Leucócitosa Plaquestasb Plaquetasa PCRb PCRa Creatininab Creatininaa Albuminab Albuminaa 

156 ONLYCOL 9,5 11,7 13070 23580 181 399 16,7 2,9 0,4 0,5 0,5 ND* 

17 ONLYCOL 11,4 9,5 13170 8380 319 434 4,04 7,44 0,8 0,8 ND* ND* 

151 ONLYCOL 10,6 10,9 4350 15180 192 367 0,47 6,62 0,3 0,3 3,66 3,22 

79 ONLYCOL 11,1 9,1 6340 1540 12 6 0,14 13,97 1,1 0,9 3,78 3,78 

66 ONLYCOL 8,8 11,1 12670 8720 387 252 5,24 4,53 1,5 1 2,51 3,79 

14 ONLYCOL 11,3 11,3 16030 16030 197 197 26,41 26,41 5 5 2,57 2,57 

67 ONLYCOL 10,2 10,2 8390 8390 247 247 8,19 8,19 0,7 0,7 ND* ND* 

127 ONLYCOL 7 7 6130 6130 351 351 48,6 48,6 1,6 1,6 ND* ND* 

64 ONLYCOL 6,9 6,9 10790 10790 256 256 16,22 16,22 0,4 0,4 16,22 16,22 

153 ONLYCOL 7,9 7,9 17290 17290 396 396 20,94 20,94 1,4 1,4 ND* ND* 

95 ONLYCOL 9 7,5 17130 18940 72 223 18,93 3,68 3,3 6 ND* ND* 
a Exame coletado em até 48 horas antes ou depois da coleta do swab para cultura de vigilância. 

b Exame coletado em até 48 horas antes ou depois da amostra clínica de sítio de infecção. 

*ND = não definido. 
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7.5 Apêndice E – Parâmetros de qualidade da montagem dos 51 genomas. 

 

ID do isolado Grupo Contigs 
Tamanho do 

genoma 
Maior contig N50 N90 GC (%) L50 L90 

CV28 COLINFEC 71 5644023 370124 226199 63650 56.99 10 29 

CV31 COLINFEC 94 5555154 367524 176746 36903 57.15 11 35 

CV33 COLINFEC 124 5573462 288714 110003 31806 57.09 17 51 

CV36 ONLYCOL 91 5771724 580307 142654 34424 57.05 12 39 

CV39 ONLYCOL 157 5588722 347802 75138 21158 57.58 23 75 

CV64 COLINFEC 55 5561014 402302 254122 83056 57.24 9 22 

CV70 COLINFEC 84 5619330 427574 188480 62998 57.08 11 29 

CV71 COLINFEC 194 5651071 254588 68160 14502 57.12 21 88 

CV80 COLINFEC 80 5841775 710959 225036 44298 57.03 9 30 

CV93 COLINFEC 230 5818339 241847 86496 10387 57.03 21 87 

CV99 ONLYCOL 130 5833730 277515 97126 24336 56.59 19 60 

CV101 COLINFEC 111 6107428 650593 194973 36702 56.81 11 39 

CV115 COLINFEC 152 6002732 329060 96283 21392 57.03 18 69 

CV118 COLINFEC 81 5844027 525565 185790 44301 57.16 10 31 

CV121 ONLYCOL 78 5508811 367234 185784 62317 57.25 11 30 

CV128 ONLYCOL 305 5534573 199593 31474 8615 57.16 42 171 

CV138 ONLYCOL 87 5628444 401360 247349 52375 57.23 10 26 

CV139 COLINFEC 79 5631377 362101 182956 53892 56.55 12 31 

CV142 ONLYCOL 230 5818339 241847 86496 10387 57.47 21 87 

CV146 ONLYCOL 62 5352319 303112 180574 58423 57.03 12 33 

CV148 ONLYCOL 218 5820693 218128 57882 12617 57.03 30 116 

CV155 COLINFEC 168 5826372 229016 78012 17922 57.25 24 84 

CV235 ONLYCOL 67 5557936 401641 222656 74687 57.08 10 26 

CV244 ONLYCOL 120 5757976 320702 107373 22559 57.02 17 57 

CV252 ONLYCOL 666 5698046 123240 15059 3374 57.17 101 429 

CV324 ONLYCOL 73 5585493 461393 230911 53364 57.02 9 26 

CV408 ONLYCOL 110 5803334 291586 111092 30295 57.30 17 51 

CV413 COLINFEC 69 5559336 574561 217206 54197 56.65 9 27 

CV434 ONLYCOL 117 5880186 354193 170421 36903 57.27 13 39 

CV438 COLINFEC 43 5437742 694539 366320 86658 57.04 6 16 

CV475 COLINFEC 85 5780303 421370 221826 44245 57.03 10 27 

CV480 ONLYCOL 120 5821444 320406 125706 22864 57.32 15 54 

CV486 COLINFEC 75 5548170 574372 186009 41416 57.04 10 30 

CV500 COLINFEC 271 5735728 344830 53849 9257 57.04 28 135 

CV526 COLINFEC 1509 4424302 23379 3249 1035 57.06 429 1481 

CV550 COLINFEC 113 5756536 398257 172551 30059 57.24 11 37 

CV558 COLINFEC 62 5546499 802201 234609 64285 57.13 7 23 

CV585 ONLYCOL 86 5589068 507600 148465 37796 57.16 11 37 

CV611 ONLYCOL 126 5669461 288708 173006 31825 57.03 13 38 

CV623 COLINFEC 129 5829951 240516 101713 22027 57.22 19 61 

CV637 ONLYCOL 170 5553755 371613 92141 15644 56.98 17 70 
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ID do isolado Grupo Contigs 
Tamanho do 

genoma 
Maior contig N50 N90 GC (%) L50 L90 

CV650 ONLYCOL 82 5694876 472287 186507 45821 56.99 10 31 

CV654 ONLYCOL 123 5699347 518019 134862 26194 57.35 13 46 

CV658 ONLYCOL 80 5235937 316501 143987 34468 57.06 13 41 

CV677 COLINFEC 87 5754937 479353 221671 38573 57.30 10 27 

CV733 ONLYCOL 134 5532468 288443 97390 24680 57.06 18 63 

CV747 COLINFEC 104 5755877 479601 213521 52375 56.99 10 28 

CV770 COLINFEC 125 5756394 334880 142227 30757 56.99 14 42 

CV797 COLINFEC 109 5756432 398257 172551 30059 56.99 11 37 

CV843 COLINFEC 89 5754852 479353 221671 38573 57.06 10 27 

 

Contigs: Número de contigs com comprimento maior ou igual a 1.000 bp. Tamanho do genoma (>= 1.000 bp): comprimento total de 
todas as sequências, incluindo contigs com comprimento maior ou igual a 1000 bp. Maior contig (bp): comprimento do maior contig, 
ou seja, a sequência contígua mais longa no genoma. N50: tamanho do contig em que, se todos os contigs fossem alinhados em 
ordem decrescente de tamanho, a primeira metade do genoma seria representada. N90: tamanho do contig em que, se todos os 
contigs fossem alinhados em ordem decrescente de tamanho, os primeiros 90% do genoma seriam representados. GC (%): 
porcentagem de bases nitrogenadas no genoma que são guanina (G) ou citosina (C). L50: número de contigs necessários para 
representar metade do genoma (em ordem decrescente de tamanho). L90: número de contigs necessários para representar 90% do 
genoma (em ordem decrescente de tamanho). 
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7.6 APÊNDICE F – Anotações gênicas que contrastaram entre os grupos. 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Somente foram consideradas anotações gênicas que apresentaram diferença significativa entre os grupos considerando o valor de p < 0.01. Em 

vermelho: anotações gênicas associadas ao grupo COLINFEC. Em azul: anotações gênicas associadas ao grupo ONLYCOL.

Locus Roary Uniprot InterPRO COLINFEC ONLYCOL Especificidade 
Fisher p 

valor 

group_5412 Proteína hipotética Uncharacterized protein 
Uncharacterized 
protein 11 1 95,8 0,002 

group_4747 Proteína hipotética Phospholipase D Phospholipase D 26 15 96,2 0,003 

group_4792 Transposase da família IS5 IS5 family transposase IS5 family transposase 19 7 70,8 0,005 

group_4722 Proteína de antiterminação Q Proteína de antiterminação Q 
Proteína de 
antiterminação Q 10 1 95 0,005 

group_4745 
Transposase da família ISNCY 
ISLad2 Mobile element protein 

Transposase da família 
ISNCY ISLad2 25 14 92,2 0,006 

group_1041 Proteína hipotética Maltoporina (lamB) Maltoporina(lamB) 2 10 69,2 0,006 

arsH 
FMN redutase dependente de 
NADPH 

FMN redutase dependente de 
NADPH 

FMN redutase 
dependente de NADPH 0 6 70,2 0,006 

nhaA_2 
Antitransportador Na(+)/H(+) 
NhaA 

Antitransportador Na(+)/H(+) 
NhaA 

Antitransportador 
Na(+)/H(+) NhaA 0 6 75,0 0,006 

group_7531 Arseniato redutase Arseniato redutase Arseniato redutase 0 6 75,0 0,006 

group_7532 
Proteína de membrana da 
bomba de arsénico 

Proteína de membrana da 
bomba de arsênio 

Proteína de membrana 
da bomba de arsênio 0 6 75,0 0,006 

arsR2 
Regulador transcricional de 
resistência ao arsênio ArsR2 

Regulador transcricional de 
resistência ao arsênio ArsR2 

Regulador 
transcricional de 
resistência ao arsênio 
ArsR2 0 6 75,0 0,006 

sulP_1 
Transportador de ânions 
inorgânicos da família SulP 

Transportador de ânions 
inorgânicos da família SulP 

Transportador de 
ânions inorgânicos da 
família SulP 0 6 75,0 0,006 

group_7535 Proteína hipotética 
Proteína universal do estresse 
(MFS) 

Proteína universal do 
estresse (MFS) 0 6 75,0 0,006 

group_7536 Proteína hipotética 
Transportador facilitador 
principal 

Transportador 
facilitador principal 0 6 75,0 0,006 

crcB_2 
Transportador de íons de 
fluoreto CrcB 

Transportador de íons de 
fluoreto CrcB 

Transportador de íons 
de fluoreto CrcB 0 6 70,1 0,006 

htpX_2 Protease HtpX Protease HtpX Protease HtpX 26 16 96,6 0,008 

ibpA_2 
Proteína de choque térmico 
pequena IbpA 

Proteína de choque térmico 
pequena IbpA 

Proteína de choque 
térmico pequena IbpA 26 16 96,6 0,008 
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7.7 Apêndice G – Sobrevivência em modelo de infecção em larvas de Galleria 

mellonella após o desafio com representantes do grupo COLINFEC. 

 

 
 

7.8 Apêndice H – Sobrevivência em modelo de infecção em larvas de Galleria 

mellonella após o desafio com representantes do grupo ONLYCOL. 
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CV71 ST 16 KL 15/17/51/52 (ybt-, clb-)

CV28 ST 16 KL 15/17/51/52 (ybt-, clb-)

CV64 ST 16 KL 15/17/51/52 (ybt-, clb-)

CV101 ST 11 KL 64 (ybt +, clb+)

CV115 ST 11 KL 64 (ybt +, clb+)

CV118 ST 11 KL 64 (ybt +, clb+)

CV413 ST 11 KL 15/17/51/52 (ybt +, clb-)

CV475 ST 16 KL 15/17/51/52 (ybt +, clb-)

CV677 ST 16 KL 15/17/51/52 (ybt +, clb-)

CV80 ST 11 KL 64 (ybt +, clb+)

CV747 ST 16 KL 15/17/51/52 (ybt +, clb-)

CV843 ST 16 KL 15/17/51/52 (ybt-, clb-)
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CV36 ST 11 KL 64 (ybt +, clb+)

CV142 ST 292 KL 38 (ybt -, clb-)

CV146 ST 11 KL 15/17/51/52 (ybt +, clb-)

CV148 ST 11 KL 64 (ybt +, clb+)

CV128 ST 11 KL 15/17/51/52 (ybt +, clb-)

CV324 ST 11 KL 105 (ybt +, clb-)

CV650 ST 11 KL 105 (ybt +, clb-)

CV654 ST 11 KL 105 (ybt +, clb-)

CV658 ST 11 KL 15/17/51/52 (ybt -, clb-)

CV121 ST 340 KL 151 (ybt -, clb-)

PBS (controle)
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8 ANEXOS 

ANEXO I – Aprovação do estudo por Comitê de Ética em Pesquisa. 
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ANEXO II – Trabalhos publicados durante o Doutorado. 
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