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RESUMO 

 

A preocupação com a rápida emergência e disseminação do gene blaKPC-2 é crescente no 

Brasil e no mundo pois, cepas produtoras de KPC são resistentes a maioria das classes de 

antimicrobianos. Desta maneira, as opções terapêuticas clinicamente disponíveis para o 

tratamento destas infecções são limitadas, resultando em altas taxas de mortalidade. A 

epidemiologia e o controle das infecções causadas por bactérias que disseminam genes de 

resistência aos carbapenêmicos podem ser favorecidas pela análise de genomas a partir do 

sequenciamento de nova geração. Assim, este trabalho utilizou essa e outras ferramentas para 

tentar elucidar alguns aspectos da virulência, produção de biofilmes, multirresistência e 

elementos genéticos móveis de cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase (KPC) no Brasil. Os resultados obtidos foram assustadores, uma 

vez que foi possível identificar um resistoma extremamente complexo em cepas de K. 

pneumoniae produtora de KPC pertencentes a clones de alto risco (CG258), também 

produtoras de biofilmes (90,9%), hipermucoviscosas e altamente virulentas, complicando 

ainda mais o tratamento clínico. Os resultados são ainda mais significativos considerando a 

descrição de uma nova variante do Tn4401 (Tn4401i) e de um plasmídeo IncX3 atípico 

(12.757 pb) em uma linhagem de alto risco de K. pneumoniae ST11/CG258, carreando o gene 

blaKPC-2 em um elemento genético não-Tn4401 (NTEKPC-Ic). Aspecto ainda mais negativo foi 

observar que essas linhagens apresentaram alta frequência (70%) de genes blaCTX-M 

coexistindo com o gene blaKPC-2. Os dados contribuem “a priori” com o entendimento de 

aspectos genéticos de adaptação, resistência e virulência de clones endêmicos produtores de 

KPC-2. Este estudo torna-se fundamental para que, em um futuro próximo, novas estratégias 

possam ser formuladas e implementadas a fim de controlar a expansão de K. pneumoniae 

produtoras de KPC-2 no Brasil. 

 

Palavras-chave: Multirresistência, CG258, Brasil, Biofilme, KPC-2, Klebsiella pneumoniae, 

Hipermucoviscosidade, Virulência, Tn4401, NTEKPC, Integron de classe 1, Plasmídeo 

pequeno, IncX3. 
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ABSTRACT 

 

Concern with the rapid emergence and spread of the blaKPC-2 gene is increasing in Brazil 

and worldwide, as KPC-producing strains are resistant to most classes of antimicrobials. In 

this way, the clinically available therapeutic options for the treatment of these infections are 

limited, resulting in high mortality rates. The epidemiology and control of infections caused 

by bacteria that disseminate carbapenem resistance genes may be favored by genomic 

analysis from next-generation sequencing. Thus, this work has used this and other tool to try 

to elucidate some aspects of virulence, biofilm production, multiresistance and mobile genetic 

elements in Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)-producing Klebsiella pneumoniae 

strains in Brazil. The results obtained were frightening, since it was possible to identify a very 

complex resistome in KPC-producing K. pneumoniae strains belonging to high-risk clones 

(CG258), also producing biofilms (90.9%), extremely hypermucoviscous and highly virulent, 

further complicating clinical treatment. The results are even more significant considering the 

description of a new variant of Tn4401 (Tn4401i) and an atypical IncX3 plasmid (12.757 bp) 

in a high-risk lineage of K. pneumoniae ST11/CG258, carrying the blaKPC-2 gene into an 

element non-Tn4401 (NTEKPC-Ic). Further negative aspect was observed that these lineages 

present high frequency (70%) of blaCTX-M genes coexisting with the gene blaKPC-2. The data 

contribute "a priori" to the understanding of genetic aspects of adaptation, resistance and 

virulence of endemic clones producing KPC-2. This study becomes essential so that soon, 

new strategies can be formulated and implemented to control the expansion of KPC-2-

producing K. pneumoniae in Brazil. 

 

Keywords: Multidrug resistance, CG258, Brazil, Biofilm, KPC-2, Klebsiella pneumoniae, 

Hypermucoviscosity, Virulence, Tn4401, NTEKPC, Class 1 Integron, Small Plasmid, IncX3. 
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Apresentação 

 

A alta ocorrência de microrganismos de circulação hospitalar multirresistentes é 

considerada um problema de saúde global, atraindo a atenção de órgãos governamentais 

nacionais e internacionais. Embora a presença e a transmissão desses microrganismos sejam 

documentadas mais frequentemente nas últimas décadas, em países de baixa e média renda, 

como o Brasil, o problema é ainda mais significativo devido à documentação científica 

insuficiente aliada à imperfeição da eficácia das políticas de controle existentes. 

Adicionalmente, os recursos financeiros são limitados e o uso pouco criterioso e excessivo de 

antimicrobianos associados à falta de laboratórios de microbiologia torna-se outro obstáculo 

importante quanto ao controle de infecções causadas por esses microrganismos 

multirresistentes. 

A microbiota hospitalar tem sido modulada ao longo dos anos principalmente pelo uso dos 

antimicrobianos mais prescritos, fator que favorece o aparecimento de mecanismos de 

resistência cada vez mais elaborados, o que pode contribuir para a permanência e a adaptação 

de microrganismos no ambiente hospitalar. Os mecanismos de resistência desses 

microrganismos são muito diversos, e em Klebsiella pneumoniae destacam-se aqueles 

associados à resistência aos carbapenêmicos, principalmente a produção da enzima Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase (KPC). Atualmente, essa enzima encontra-se disseminada pelo 

mundo todo, e no Brasil tem sido amplamente documentada a endemicidade dessa espécie 

produtora da variante KPC-2 em clones de alto risco, particularmente aqueles do complexo 

clonal 258 (CG258).  

Cada vez mais, para esclarecer o mecanismo responsável por essa grande adaptação de K. 

pneumoniae produtora de KPC e justificar o sucesso dessa bactéria em causar infecções 

relacionadas a alta mortalidade, vários pesquisadores de todo o mundo vem trabalhado com 

ferramentas mais modernas e precisas. Dessa forma, destaca-se a análise de clonalidade, 

utilizando-se a técnica de eletroforese em gel de campo pulsado, e análise genômica a partir 

do sequenciamento de nova geração. Estudos já realizados pelo nosso grupo de investigação 

têm adotado essas metodologias para monitorar bactérias Gram-negativas multirresistentes de 

importância epidemiológica, elucidando fatores que possam contribuir para manutenção 

desses microrganismos em diversos ecossistemas, e fornecendo informações que podem 

potencializar estratégias de prevenção e controle de infecções causadas por esses patógenos.  
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A presente tese de Doutorado foi realizada no Laboratório de Microbiologia Molecular do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia – UFU. Embora a 

maioria das metodologias utilizadas nesse estudo tenham sido empregadas nesse laboratório, a 

equipe contou com a colaboração fundamental de outros laboratórios, com destaque para o 

Laboratório de Biotecnologia Animal Aplicada (UFU), Laboratório de Virologia (UFU), 

Laboratório de Genética (UFU), Laboratório de Nanobiotecnologia (UFU), Centro de 

Referência Nacional em Dermatologia Sanitária e Hanseníase (UFU) e Laboratório de 

Resistência Bacteriana & Alternativas Terapêuticas (Universidade de São Paulo - USP).  

Esse trabalho teve como objetivos principais: (i) avaliar a disseminação de clones de alto 

risco entre as linhagens de K. pneumoniae resistentes aos carbapenêmicos recuperadas de 

diferentes macrorregiões do Brasil (nordeste, centro-oeste, sudeste e sul); (ii) analisar a 

sequência completa do genoma de cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases 

(KPC) representativas do Brasil, e examinar as regiões de interesse, que incluem elementos 

móveis (tranposons e plasmídeos), integron, ambiente genético, resistoma, viruloma, 

Sequence Type (ST) e os complexos clonais; (iii) analisar a formação de biofilme nas cepas 

clínicas sequenciadas através de técnicas fenotípicas; (iv) avaliar a característica de 

hipervirulência e hipermucoviscosidade em cepas de K. pneumoniae resistentes aos 

carbapenêmicos; (v) determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) ao Imipenem e 

Pomilixina nas cepas sequenciadas. 

 

Esta tese foi subdividida em sete capítulos, conforme apresentado a seguir: 

Capítulo I – Revisão Bibliográfica - Apresenta uma revisão de literatura atualizada sobre 

cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenêmicos. 

Capítulo II – Hypervirulence and biofilm production in KPC-2-producing Klebsiella 

pneumoniae CG258 isolated in Brazil. Artigo publicado no periódico Journal of Medical 

Microbiology (Fator de Impacto 2.112, Qualis CAPES B2 - Ciências Biológicas III), em 

2018, apresentando resultados sobre a importante associação de KPC-2, formação de biofilme 

e fatores de virulência em K. pneumoniae do Sequence Type ST11, caracterizado como um 

clone internacional de alto risco. Adicionalmente, foi observada a capacidade dessas cepas de 

serem hipermucoviscosas e altamente virulentas. Todos esses fatores contribuem para o 

sucesso desse patógeno em causar infecções, levando à sua rápida expansão e persistência em 

ambientes hospitalares. 
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Capítulo III – Insights into a novel Tn4401 deletion (Tn4401i) in a multidrug-

resistant Klebsiella pneumoniae clinical strain belonging to the high-risk clonal group 

258 producing KPC-2. Artigo publicado no periódico International Journal of Antimicrobial 

Agents (Fator de Impacto 4.253, Qualis CAPES A2 - Ciências Biológicas III), em 2018, com 

descrição de uma nova variante do transposon Tn4401 encontrado em um clone de alto risco 

de K. pneumoniae produtora da enzima KPC-2. O estudo mostrou que esse transposon pode 

desempenhar um papel fundamental na disseminação do gene blaKPC-2 entre microrganismos 

clinicamente significativos selecionados a partir de ambientes com consumo intenso de 

antimicrobianos. 

Capítulo IV – Molecular detection of class 1 integron-associated gene cassettes in 

KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae clones by whole-genome sequencing. Artigo 

aceito para publicação no periódico Microbial Drug Resistance (Fator de Impacto 2.344, 

Qualis CAPES B1 - Ciências Biológicas III), em 2019, apresentando resistoma complexo de 

clones de alto risco de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 em hospitais brasileiros e os 

cassetes gênicos associados a um dos elementos genéticos mais disseminados nesse 

microrganismo, o integron de classe 1.  

Capítulo V – An atypical small IncX3 plasmid carrying blaKPC-2 gene in high-risk 

lineage of pandrug-resistant Klebsiella pneumoniae ST11/CG258. Artigo submetido para 

publicação no periódico International Journal of Antimicrobial Agents (Fator de Impacto 

4.253, Qualis CAPES A2 - Ciências Biológicas III), em 2019, apresentando a descoberta de 

um novo plasmídeo pequeno atípico IncX3, de 12.757 pb, em um clone de alto risco de K. 

pneumoniae produtora de KPC-2 no Brasil, relacionado geneticamente a um plasmídeo 

híbrido IncX3-IncU, também descrito neste trabalho. Os achados do estudo contribuem para 

uma melhor compreensão do fenômeno de adaptação de plasmídeos pequenos, tanto 

relacionado aos níveis de resistência a antimicrobianos, quanto ao custo de fitness. Tais 

fatores podem determinar o sucesso da persistência de bactérias carreando plasmídeos 

pequenos durante e após o tratamento com antimicrobianos. 

Capítulo VI – Considerações finais. Principais conquistas obtidas com o estudo, 

contribuições e aplicabilidade dos resultados da pesquisa.  
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1. Infecção relacionada à assistência à saúde 

Infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) são reconhecidas como grave risco 

para pacientes em todo o mundo (WHO, 2010), permanecendo como o evento adverso mais 

frequentemente relacionado aos cuidados de saúde (CARDOSO et al., 2014). Esse problema é 

ainda mais grave nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (RICHARDS et al., 2000; 

ALBERTI et al., 2002; VINCENT et al., 2009), aumentando a morbidade, mortalidade e os 

custos hospitalares (VINCENT et al., 2009; NANGINO, et al., 2012). Apesar disso, as IRAS 

não têm recebido atenção compatível com seu impacto sobre a saúde coletiva (YALCIN, 

2003; PITTET et al., 2008; PADOVEZE et al., 2010; NOGUEIRA JUNIOR, et al., 2014; 

PADOVEZE; FORTALEZA, 2014), visto que em países desenvolvidos, estima-se que as 

IRAS afetam mais de 50% de pacientes hospitalizados em unidades críticas, e em outras 

enfermarias as frequências podem atingir 5 a 15% (NEJAD et al., 2011; SCHERBAUM et al., 

2014). 

Já em países de baixa e média renda, como o Brasil, os hospitais ainda albergam a maior 

parte das intervenções terapêuticas de média e alta complexidade, e os estudos indicam que as 

taxas de IRAS podem ser até 20 vezes superior aos países desenvolvidos (WHO, 2007; 

PITTET et al., 2008; PADOVEZE; FORTALEZA, 2014). Esse cenário pode ser explicado 

por fatores associados à escassez de qualificação de recursos humanos, aliados a uma 

estrutura física inadequada em serviços de saúde e a precariedade de medidas de controle de 

IRAS, todos os quais fazem da prevenção e controle de infecções um desafio (PADOVEZE; 

FORTALEZA, 2014). 

Estudos de vigilância nacionais ou multicêntricos estão disponíveis em poucos países com 

poucos recursos financeiros (ALLEGRANZI et al., 2011, ALP; DAMANI, 2015; 

ROSENTHAL et al., 2006). Na América Latina, dados do SENTRY (SENTRY Antimicrobial 

Surveillance Program), um programa de vigilância de resistência a antimicrobianos, tem 

mostrado variações nas taxas de IRAS causadas por microrganismos resistentes ao longo do 

tempo (GALES et al., 2012). No Brasil, poucos trabalhos multicêntricos são dignos de serem 

mencionados no que se refere ao controle e prevenção de IRAS, com destaque para o estudo 

de Prade et al. (1995), Starling; Couto; Pinheiro (1997), Rosenthal et al. (2010), Padoveze et 

al. (2010), Fortaleza et al. (2017) e Braga et al. (2018). 

O projeto IRAS-Brasil, que teve como objetivo identificar a carga de IRAS e os recursos 

para controle de infecção em hospitais brasileiros descreveu a prevalência de IRAS no 
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período de 2011-2013, envolvendo hospitais de diferentes complexidades de 10 estados 

localizados nas cinco macrorregiões do Brasil, compreendendo 152 hospitais (FORTALEZA 

et al., 2017). A prevalência geral de IRAS foi de 10,8%, sendo que a região norte do Brasil 

apresentou maior predomínio (12,2%) de pacientes com IRAS, seguido pela região centro-

oeste (11,3%), região sudeste (10,2), nordeste (9,3%) e sul (8,3%) (FORTALEZA et al., 

2017). Em relação ao tipo de infecção, a pneumonia foi a mais frequente (3,6%), seguida por 

infecções de corrente sanguínea (2,9%), infecções do sítio cirúrgico (1,5%) e infecções do 

trato urinário (1,4%), sendo que a maior frequência das síndromes infecciosas foi encontrada 

em recém-nascidos, lactantes e idosos (FORTALEZA et al., 2017). 

Já o estudo multi-hospitalar realizado em 28 UTIs localizadas no estado de Minas Gerais 

no Brasil, mostrou prevalência superior de IRAS (51,2%) comparada com EUA (6,1%) e 

Europa (48,4%), mas semelhantes a outros estudos brasileiros (RICHARDS, et al., 2000; 

ALBERTI, et al., 2002; LISBOA, et al., 2007; VINCENT, et al., 2009; SILVA, et al., 2012; 

BRAGA et al., 2018). Esta investigação também revelou que pneumonia foi tipo de infecção 

mais frequente, seguido por infecções da corrente sanguínea e infecções do trato urinário, que 

juntas representaram 90,8% de todas as infecções nosocomiais (BRAGA et al., 2018). 

É notório que pode haver variações nas taxas e distribuições de infecções entre estudos 

multicêntricos, contudo todos esses trabalhos relataram que as IRAS são altamente 

prevalentes, apresentando um desafio para as autoridades públicas (FORTALEZA et al., 

2017; BRAGA, 2018). A nível global, essas infecções requerem cuidado especial devido a 

emergência de microrganismos que expressam resistência a uma ampla variedade de 

antimicrobianos (CORNEJO-JUÁREZ et al., 2015).  

 

2. Multirresistência e Klebsiella pneumoniae 

A emergência e disseminação de bactérias multirresistentes passaram a ser um problema de 

saúde pública globalizado, particularmente em países em desenvolvimento como o Brasil, 

consequência direta do uso abusivo e irracional de antimicrobianos, elevando 

significativamente a mortalidade, a morbidade e os custos, bem com limitando 

consideravelmente as opções terapêuticas (BERENDONK et al., 2015; GONTIJO-FILHO et 

al., 2016; von WINTERSDORFF et al., 2016). Esse cenário é ainda mais ameaçador 

considerando que bactérias estão se disseminado entre animais e humanos, bem como entre os 

diferentes ecossistemas (von WINTERSDORFF et al., 2016; MADEC et al., 2017). Nesse 
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contexto, o Brasil tem sido amplamente afetado, fato que tem sido refletido em diversas 

publicações nacionais e internacionais, em que bactérias Gram-negativas, codificando novos e 

abrangentes mecanismos de resistência, têm sido associadas não apenas com infecções graves 

e surtos, mas também detectadas em animais e ambientes não hospitalares (ROSSI et al., 

2016; FERNANDES et al., 2016; FERNANDES et al., 2017; SELLERA et al., 2017; 

BRAGA et al., 2018) 

No âmbito epidemiológico, as infecções causadas por bactérias multirresistentes (não 

suscetível a um ou mais agente antimicrobiano em três ou mais categorias de antimicrobianos) 

(MAGIORAKOS et al., 2012) estão relacionadas a diversos fatores de risco, que inclui o uso 

prévio de antimicrobianos, comorbidades (ex., Diabetes mellitus), procedimentos invasivos 

(ex., ventilação mecânica, cateter venoso central e cateter urinário), tempo de hospitalização 

prolongado (tempo de hospitalização igual ou superior a 45 dias), e outros (ENGEL, 2009; 

ARAÚJO et al., 2016; PATOLIA et al., 2018). Entre esses fatores, a literatura tem dado 

destaque ao uso abusivo e indiscriminado de antimicrobianos (GAYNES, 1997; WHITE et 

al., 2000; PATRICK et al., 2004; TANGCHAROENSATHIEN et al., 2018), e no Brasil, esse 

problema fica ainda mais evidente, em que a prescrição de determinados antimicrobianos em 

unidades críticas de hospitais é muito maior do que em países da Europa e América do Norte 

(MEYER et al., 2003; NISS et al., 2004; MOREIRA et al., 2013; PORTO et al., 2013; 

DANTAS et al., 2017).  

Estudos importantes têm sido realizados na região sudeste do Brasil, evidenciando o 

consumo de antimicrobianos nos hospitais (MOREIRA et al., 2013; ROSSI et al., 2016; 

DANTAS et al., 2017; BRAGA, 2019). Dados de Braga (2019) demonstraram altas taxas de 

uso de antimicrobianos (62,0%) em 35 unidades de terapia intensiva localizadas em Minas 

Gerais. Observou-se nessa investigação que o uso terapêutico mais frequente de 

antimicrobianos foi para o tratamento de pneumonia (63,4%) e infecção da corrente sanguínea 

(30,2%). O uso empírico de antimicrobianos foi extremamente elevado nesses pacientes 

(60,3%). Em particular, essa pesquisa revelou o uso regular de carbapenêmicos, e um alto 

consumo de antimicrobianos de amplo espectro, principalmente de cefalosporinas, mais 

frequentes em hospitais não universitários (64,4%) e de polimixinas, mais frequente em 

hospitais universitários (65,0%). 

Em Uberlândia - MG, Moreira e colaboradores (2013), documentaram o uso elevado de 

antimicrobianos na UTI de adultos, no período de maio a agosto de 2010, principalmente 
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cefalosporinas de amplo espectro, com aumento significativo no consumo de glicopeptídeos e 

carbapenêmicos. Da mesma maneira, o estudo de Dantas et al. (2017), realizado em todas as 

enfermarias do hospital, entre maio de 2009 a dezembro de 2012, reportou alto consumo de 

antimicrobianos, particularmente ceftriaxona, cefepima e meropenem. Recentemente, o 

consumo intenso de polimixina foi impressionante, considerando que há pouco tempo o seu 

uso era restrito, esse fato foi evidenciado no estudo de Rossi e colaboradores (2016), durante 

o desenvolvimento e descrição de um surto de Klebsiella pneumoniae produtora de KPC-2 em 

uma unidade crítica de um hospital de grande porte no Brasil. Desse modo, o alto consumo de 

antimicrobianos tem sido relacionado à maior incidência de bactérias multirresistentes, 

podendo exercer papel fundamental na pressão seletiva exercida por esses medicamentos 

(KARAN et al., 2016; ZAMAN et al., 2017). 

Muitos microrganismos resistentes aos antimicrobianos, com destaque para o 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) entre os cocos Gram-positivos e K. 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos 

carbapenêmicos entre os bacilos Gram-negativos, representam uma alerta de risco 

significativo para o desenvolvimento de infecção, principalmente entre pacientes críticos 

(TRILLA, 1994; HERNÁNDEZ et al., 2004; ALLEN, 2005; DHILLON, CLARK, 2009). 

Neste contexto, nos últimos anos, observa-se o aumento importante da incidência de IRAS 

causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes, com destaque para K. pneumoniae, o 

que passou a ser um problema global, consequência da habilidade desses microrganismos em 

desenvolver resistência a quase todos antimicrobianos disponíveis para tratamento, quer seja 

pela seleção de cepas com mutações em genes cromossômicos ou pela transferência 

horizontal de genes (GOOTZ, 2010; TANWAR, 2014; HOU, 2015). 

K. pneumoniae é considerada um patógeno versátil responsável por infecções nosocomiais 

com altas taxas de mortalidade em pacientes criticamente doentes, podendo estar associada a 

terapia antimicrobiana inadequada (CHEN et al., 2013; MARTIN; BACHMAN, 2018). Além 

disso, esse microrganismo também é responsável por um número significativo de infecções 

adquiridas na comunidade em todo o mundo (KO et al., 2002; BENGOECHEA; PESSOA, 

2018).  

No ambiente hospitalar, a prevalência desse microrganismo tem sido também fortemente 

documentada, como demonstrado no estudo SENTRY realizado na América Latina, durante o 

período de 2008 a 2010, no qual a K. pneumoniae esteve entre os principais agentes Gram-
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negativos em infecções de corrente sanguínea (12,3%), precedida apenas por Escherichia coli 

(19%). Em se tratando de pneumonia e infecções da pele e tecidos moles, K. pneumoniae foi o 

quarto agente etiológico mais detectado (10,2% e 10,4%, respectivamente) (GALES et al., 

2012). No Brasil, esse estudo também reportou altas taxas de resistência entre Klebsiella spp., 

principalmente susceptibilidade reduzida ao azetronam (46,4%), cefuroxima (52,3%), 

ceftriaxona (52,5%), ceftazidima (40%), cefepime (36,3%), ciprofloxacina (41,3%) e 

tobramicina (40,8%) (GALES et al., 2012). 

Outro estudo de vigilância antimicrobiana, MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility 

Test Information Collection), realizado em unidades críticas do Brasil, documentou que de 

1.550 bactérias Gram-negativas coletadas de vinte centros hospitalares, K. pneumoniae 

(16,9%) foi o terceiro patógeno mais prevalente depois de P. aeruginosa (30,3%) e E. coli 

(18,6%) (KIFFER et al., 2005). Já em Minas Gerais, região sudeste do Brasil, um estudo 

realizado em 28 UTIs clínico-cirúrgicas mostrou que de 119 microrganismos avaliados como 

causadores de infecções hospitalares, 52,9% foram Gram-negativos com predomínio de P. 

aeruginosa (27%), A. baumannii (27%), E. coli (19%) e Klebsiella spp. (12,6%) (BRAGA et 

al., 2018). Esses microrganismos Gram-negativos se sobressaíram também em relação à 

resistência aos antimicrobianos (63%), comparados aos Gram-positivos (37%), em que 

Klebsiella spp. foi um dos microrganismos com maiores taxas de resistência (17,7%) entre os 

Gram-negativos (BRAGA et al., 2018). A importância desse patógeno foi também 

evidenciada em Uberlândia, com a descrição de um dos maiores surtos em unidade crítica no 

Brasil, apontando que pacientes infectados por K. pneumoniae produtora de KPC resistente a 

colistina foram mais propensos a ter infecção e apresentaram taxa de mortalidade mais alta 

(ROSSI et al., 2016). 

Como mencionado, K. pneumoniae tem ganhado notoriedade entre os microrganismos 

multirresistentes causadores de IRAS não apenas devido a sua associação com infecções 

graves, mas também por estar relacionada a escassez de tratamentos eficazes (PACZOSA; 

MECSAS, 2016). Embora muitos aspectos microbiológicos, clínicos e epidemiológicos de K. 

pneumoniae multirresistentes tenham sido elucidados (NAVON-VENEZIA; 

KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017; MARTIN; BACHMAN, 2018), permanecem 

lacunas sobre reservatórios ambientais de genes de resistência desses organismos (DAVIES; 

DAVIES, 2010; MANGES, 2015). 
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Os mecanismos de resistência de K. pneumoniae apresentando o fenótipo de 

multirresistência ou extensivamente resistente são muito diversificados, e incluem: 

inativação/alteração da droga, alteração do sítio ativo, hiperexpressão de bombas de efluxo, 

sistema de modificação de lipopolissacarídeo (LPS) e perda de porina (NAVON-VENEZIA; 

KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017). Esses mecanismos estão associados com elementos 

genéticos móveis ou não, tais como integrons, transposons e plasmídeos, que podem facilitar 

a captura, acumulação e disseminação de genes de resistência (NAVON-VENEZIA; 

KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017). Assim, esses mecanismos exclusivos ou 

combinados, somados a escassez de antimicrobianos disponíveis no momento, e a 

importância epidemiológica de algumas linhagens de K. pneumoniae, tornaram esses 

microrganismos um grande desafio não apenas no ambiente hospitalar (MUNOZ-PRICE et 

al., 2013; NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017). 

 

3. Resistência aos β-lactâmicos 

Os β-lactâmicos (ex., penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos) 

estão entre os antimicrobianos mais clinicamente prescritos (HUTTNER et al., 2015; 

EIAMPHUNGPORN et al., 2018). Entre os bacilos Gram-negativos a resistência aos β-

lactâmicos é mediada principalmente pela produção de enzimas, denominadas β-lactamases 

(BUSH, 2010; BONOMO, 2017; BUSH, 2018), que atuam catalisando a hidrólise do anel β-

lactâmico, inativando, assim, a ação de vários antimicrobianos pertencentes a esse grupo 

(ABRAHAM; CHAIN, 1940; KONG; SCHNEPER; MATHEE, 2010; BONOMO, 2017; 

BUSH, 2018). 

Diferentes critérios são utilizados para classificar as β-lactamases, contudo as 

classificações mais difundidas são baseadas na estrutura molecular, proposta por Ambler 

(1980) e, nas características enzimáticas, propostas por Bush, Jacob e Medeiros (1995). 

De acordo com a classificação de Ambler (1980), as β-lactamases foram divididas em 

classes moleculares (A, B, C e D), conforme a estrutura molecular da proteína (enzima). 

Enzimas pertencentes às classes A, C e D, são denominadas serina-β-lactamases, as quais 

possuem um aminoácido serina no centro ativo da enzima. Já aquelas pertencentes à classe B, 

nomeadas como metalo-β-lactamases (MBL), são enzimas dependentes de zinco (Zn+2), como 

cofator para a atividade enzimática. Por outro lado, Bush, Jacob e Medeiros (1995) 

estabeleceram diferentes grupos de β-lactamases (grupos de 1 a 4, com subdivisões), de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eiamphungporn%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30061509
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acordo com o substrato da enzima e o perfil de inibição por inibidores de β-lactamases. 

 

3.1. β-lactamases de espectro estendido 

β-lactamases de espectro estendido (ESBL) são enzimas capazes de hidrolisar penicilina, 

cefalosporinas (terceira e quarta geração) e monobactâmico (ex., aztreonam), podendo ser 

inativadas por inibidores específicos (ex., ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam) 

(RAHMAN et al., 2018; BUSH, 2018). São identificadas em vários membros da família 

Enterobacteriaceae e em alguns bacilos Gram-negativos não-fermentadores, contudo os 

principais microrganismos produtores de ESBL são K. pneumoniae e E. coli (PITOUT et al., 

2005). K. pneumoniae produtora de ESBL estão frequentemente envolvidas em infecções 

relacionadas à assistência à saúde em UTIs (LAURENT et al., 2008; HENDRIK; VOOR IN 

'T HOLT; VOS, 2015), e na América do Sul, especialmente no Brasil, a ESBL predominante 

pertence à família CTX-M (CHAGAS et al., 2011; ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2015). 

A disseminação mundial de genes que codificam enzimas do tipo CTX-M é considerada 

um dos fenômenos mais rápidos e bem-sucedidos de resistência microbiana na era dos 

antimicrobianos (CANTÓN et al., 2012; D’ANDREA et al., 2013), no qual já foram 

identificadas mais de 200 variantes em todo mundo (BUCKNER; CIUSA; PIDDOCK, 2018). 

As variantes de CTX-M podem ser divididas em cinco grupos de acordo com similaridades 

nas suas sequências de aminoácidos: CTX-M-1 (ex., blaCTX-M-15), CTXM-2 (ex., blaCTX-M-2), 

CTX-M-8 (ex., blaCTX-M-8), CTX-M-9 (ex., blaCTX-M-14) e CTX-M-25 (PITOUT; 

LAUPLAND, 2008; PEIRANO; PITOUT, 2010). Mundialmente, CTX-M-15 e CTX-M-14 

são os genótipos predominantes (BEVAN et al., 2017), contudo, no Brasil, há um predomínio 

de CTX-M-2 e CTX-M-15 (ROCHA et al., 2016). Epidemiologicamente estima-se que 

aproximadamente 50% das cepas de K. pneumoniae sejam produtoras de ESBL no Brasil 

(ROCHA et al., 2016), aumentando o risco de falhas terapêuticas e mortalidade, o que acaba 

por impactar a saúde pública mundial (PITOUT; LAUPLAND, 2008; MASLIKOWSKA et 

al., 2016).  

Plasmídeos de diferentes grupos de incompatibilidade estão envolvidos na rápida 

disseminação de genes blaCTX-M (CANTÓN et al., 2012; ROCHA et al., 2016), podendo 

carrear também outros genes que conferem resistência aos aminoglicosídeos, carbapenêmicos 

e fluoroquinolonas (CANTÓN et al., 2012), contribuindo para um cenário pandêmico 

descontrolado. Isso pode ser justificado em parte, pois essas enzimas podem coexistir com 
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outras β-lactamases (ex., KPC, NDM e VIM) na mesma cepas de K. pneumoniae, uma 

estratégia bacteriana comum para aumentar a resistência aos antimicrobianos (CANTÓN et 

al., 2012). 

Vários fatores estão relacionados ao sucesso de ESBLs, como a captura e dispersão 

eficiente do gene blaCTX-M por elementos genéticos móveis, a associação com clones 

bacterianos de alto risco e a alta pressão seletiva provocada pelo uso indiscriminado de 

cefalosporinas de espectro estendido e fluoroquinolonas em ambientes clínicos e veterinários 

(D’ANDREA et al., 2013). 

Embora CTX-M tenha assumido papel relevante ao longo dos anos (BEVAN et al., 2017), 

outras enzimas ESBLs, como TEM e SHV, também foram associadas a importantes surtos 

hospitalares por K. pneumoniae (CANTÓN et al., 2012; PATERSON; BONOMO, 2005). 

Diante disso, os carbapenêmicos são utilizados como escolha terapêutica para tratamento de 

infecções graves por microrganismos produtores de ESBLs (TAMMA; RODRIGUEZ-

BAŇO, 2017). No entanto, essa prática tem levado a seleção de cepas resistentes, produtoras 

de carbapenemases, como por exemplo, Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e 

metalo-β-lactamases (MBL) (VAN BOXTEL et al., 2016). 

 

3.2. Carbapenemases 

Carbapenemases compõem um grupo heterogêneo de β-lactamases do qual fazem parte a 

classe A (penicilinases), B (metaloenzimas) e D (oxacilinases) que hidrolisam imipenem e 

meropenem, além de outras penicilinas e cefalosporinas (QUEENAN; BUSH, 2007; 

BERTONCHELI; HÖRNER, 2008; PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015).  

As carbapenemases do tipo KPC são frequentemente relatadas em K. pneumoniae, embora 

também tenha sido descrita em outros microrganismos da família Enterobacteriaceae e bacilos 

Gram-negativos não fermentadores, como P. aeruginosa e A. baumannii (ROBLEDO et al., 

2011; MUNOZ-PRICE et al., 2013; CHEN et al., 2014; PITOUT; NORDMANN; POIREL, 

2015; DAI et al., 2016). KPC pertence à classe A de Ambler e ao grupo funcional 2f de 

Jacoby e Medeiros (QUEENAN; BUSH, 2007; BUSH; JACOB, 2010) e confere resistência a 

todos β-lactâmicos ativos contra infecções causadas por K. pneumoniae (SHANMUGAM; 

MEENAKSHISUNDARAM; JAYARAMAN, 2013).  

Essa enzima foi encontrada pela primeira vez em uma cepa clínica de K. pneumoniae na 

Carolina do Norte (EUA), em 1996 (YIGIT et al., 2001) e nos dias atuais encontra-se 
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disseminada pelo mundo todo (BEIRÃO et al., 2011; CASTANHEIRA et al., 2013; RUIZ-

GARBAJOSA et al., 2013; LEE et al., 2016; van DUIN; DOI, 2017). Atualmente, mais de 20 

variantes de KPC já foram relatadas mundialmente (NAAS; DORTET; IORGA, 2016; LEE et 

al., 2016;  PALZKILL, 2018), sendo reportada de forma endêmica nos EUA, Grécia, Polônia, 

Itália, China, Taiwan, Israel, Colômbia, Argentina e no Brasil, e de maneira esporádica em 

países Europeus, da Ásia e da Oceania (LEE et al., 2016), em que as variantes do tipo KPC-2 

e KPC-3 são as mais frequentemente identificadas (PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015). 

No Brasil, o primeiro relato publicado de K. pneumoniae produtora de KPC foi em 2009, 

em cepas recuperadas na cidade de Recife (MONTEIRO et al., 2009). Contudo, 

posteriormente outra pesquisa mostrou que essas cepas são mais antigas que o relatado, sendo 

descritas em São Paulo em 2005 (PAVEZ et al., 2009). Além disso, muitas publicações têm 

documentado a rápida disseminação e endemicidade de K. pneumoniae produtora de KPC em 

todas regiões do país, muitas vezes associadas com surtos de IRAS (ABBOUD et al., 2011; 

GALES et al., 2012; NAVES et al., 2011; PEREIRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2013).  

Além da KPC, outras carbapenemases têm assumido importância epidemiológica, devido a 

sua associação com transposons, plasmídeos e integrons (PARTRIDGE et al., 2018). Dessa 

forma, o destaque é dado para as metalo-β-lactamases, que atualmente são classificadas como 

IMP (Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), SPM-1 (São Paulo MBL); GIM (German 

Imipenemase) e SIM-1 (Seul Imipenemase) (MENDES et al., 2006), e mais recentemente 

AIM-1 (Australian Imipenemase) (YONG et al., 2007), KHM (Kyorin University Hospital) 

(SEKIGUCHI et al., 2008), NDM-1 (New Delhi MBL) (YONG et al., 2009) e DIM-1 (Dutch 

imipenemase) (POIREL et al., 2010). No cenário mundial, MLBs do tipo VIM e IMP tem 

ganhado notoriedade (WALSH et al., 2005; DORTET et al., 2015), enquanto que no Brasil há 

um predomínio endêmico de SPM (RIZEK et al., 2014; CHAVES et al., 2017).  

Cada vez mais esses microrganismos têm nos surpreendido em relação à produção de 

enzimas que conferem resistência aos antimicrobianos, o que pode ser observado com o 

aparecimento de uma nova metalo-β-lactamase, a “New Delhi Metallo-β-lactamase” (NDM) 

(YONG et al., 2009). O sucesso e a disseminação de clones internacionais de alto risco e 

plasmídeos epidêmicos tem sido detectados no Brasil podendo ter um papel crítico na rápida 

expansão nacional de genes codificadores de NDM (ANDRADE; DARINI, 2015). Assim, o 

Brasil está sob ameaça iminente de disseminação nacional e prevalência de NDM 

(ANDRADE; DARINI, 2015). 
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Além das carbapenemases citadas, outras enzimas importantes passaram a ser identificadas 

nesses microrganismos, como as carbapenemases do tipo oxacilinases (OXA) que incluem 

enzimas com capacidades hidrolíticas menores contra os carbapenêmicos, contudo não menos 

importante (PEREIRA et al., 2015). Em 2001, a enzima OXA-48 foi isolada pela primeira vez 

na Turquia em cepas de K. pneumoniae e atualmente é observada mundialmente (SHANTHI 

et al., 2013; PEREIRA et al., 2015), além de outras variantes alélicas descritas, como a OXA-

181 encontrada em diversos microrganismos da família Enterobacteriaceae, especialmente K. 

pneumoniae (SHANTHI et al., 2013). E mais recentemente uma nova variante alélica, a 

OXA-370, foi relatada em uma cepa de Enterobacter hormaechei no Sul do Brasil (PEREIRA 

et al., 2015). A importância dessas enzimas tem sido associada ao fato desses genes serem 

encontrados também como cassete gênico em integrons, transposons ou associados com 

sequências de inserção, localizados em plasmídeos, conjugativos ou não (QUEENAN; BUSH, 

2007; NOLL et al., 2018). 

Comprometendo essa situação, a dificuldade no tratamento de infecções graves por bacilos 

Gram-negativos multirresistentes impulsionou em nível mundial a reintrodução das 

polimixinas (polimixina B e colistina) como última opção terapêutica (FALAGAS; 

KASIAKOU, 2005; LI et al., 2006; BISWAS et al., 2012; POIREL; JAYOL; NORDMANN, 

2017).  No entanto, devido ao aumento do uso desses antimicrobianos já tem sido relatada 

resistência as polimixinas por bactérias que são normalmente susceptíveis a essas drogas 

(BARON et al., 2016; FERNANDES et al., 2016; FERNANDES et al., 2017; MONTE et al., 

2017; SELLERA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018), bem como relatos do aumento nas 

infecções causadas por bactérias naturalmente resistentes a polimixinas como Proteus spp., 

Providencia spp., Morganella morganii e Serratia marcescens (OLAITAN; MORAND; 

ROLAIN, 2014; POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017). Dessa forma, estamos diante de 

uma grande ameaça no que se refere às infecções intratáveis (OLAITAN; MORAND; 

ROLAIN, 2014), e o aspecto mais assustador é a facilidade com que esses microrganismos 

são capazes de transferir determinantes de resistência para outras espécies bacterianas, 

favorecendo esse cenário (WANG et al., 2018).  

 

4. Mobilização de genes de resistência 

A dinâmica da resistência aos antimicrobianos envolve numerosos fatores que interagem 

e contribuem para a adaptação das populações bacterianas (MUNITA; ARIAS, 2016; 
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PARTRIDGE et al., 2018). No entanto, como chave para a evolução desses 

microrganismos, um dos principais fatores envolvidos é a capacidade das bactérias em 

mobilizar genes de resistência por plasmídeos, elementos conjugativos integrativos, 

transposons, cassetes gênicos em integrons e sequências de inserção (PARTRIDGE et al., 

2018). 

Plasmídeos que conferem resistência a antimicrobianos foram inicialmente descritos em 

1960 por Watanabe e Fukasawa (1960) no Japão. E posteriormente, inúmeros relatos 

associaram a disseminação mundial de genes de resistência aos plasmídeos (RAMIREZ et al., 

2014; CARATTOLI et al., 2015; FERNANDES et al., 2016; HARDIMAN et al., 2016; SUN 

et al., 2018). Uma das maneiras de identificar e classificar esses plasmídeos se baseia na 

incompatibilidade, em que os plasmídeos pertencentes ao mesmo grupo de incompatibilidade 

(Inc) não podem ser propagados estavelmente em uma mesma linhagem celular (DATTA; 

HUGHES, 1983; COUTURIER et al., 1988; ORLEK et al., 2017). 

Atualmente, o estudo da genômica tem permitido refinar a identificação desses grupos de 

incompatibilidade de plasmídeos, em que já foram relatados mais de 110 grupos e subgrupos 

de incompatibilidade com base no banco de dados de plasmídeos de Enterobacteriaceae 

(PlasmidFinder) (CARATTOLI et al., 2014; ZETNER et al., 2017). O interesse no estudo de 

plasmídeos de cepas de K. pneumoniae tem aumentado, visto que a literatura tem focado a 

atenção no seu sequenciamento (ZHAO et al., 2010; ORLEK et al., 2017), particularmente 

daqueles plasmídeos associados a presença de genes que codificam a produção de β-

lactamases de espectro estendido do tipo CTX-M (KIM; KO, 2018; SHEN et al., 2019) e as 

carbapenemases (ex., KPC, IMP e NDM) (FENG et al., 2016; CERDEIRA et al., 2017; 

PASKOVA et al., 2018; CERDEIRA et al., 2019). Para exemplificar a diversidade desses 

plasmídeos em cepas de K. pneumoniae produtoras do gene blaKPC-2, os principais grupos de 

incompatibilidade incluem: IncFII, IncFIA, IncFIB, IncN, IncX3, IncR, IncHI1, IncI, IncA/C, 

IncP, IncU, IncW, IncL e ColE (CHEN et al., 2014; NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; 

CARATTOLI, 2017).  

A literatura tem mostrado também que esses plasmídeos estão sofrendo rearranjos, o que 

pode favorecer o sucesso evolutivo da cepa (HE et al., 2016; MANGAT et al., 2017). 

Recentemente, esse evento foi evidenciado em uma linhagem de K. pneumoniae recuperada 

de um paciente com pneumonia, em 2016 no Japão (AINODA et al., 2019). Nesse estudo, o 

plasmídeo carreando o gene blaKPC-2 apresentou grupo de incompatibilidade híbrido, IncX3-
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IncU, bem como um conjunto de genes envolvidos na replicação, mobilização, conjugação e 

outros genes acessórios, semelhante a outros plasmídeos híbridos (IncX3-IncU) do Brasil 

(AINODA et al., 2019). Outros plasmídeos multirreplicons também tem sido documentados 

nesses microrganismos portadores do gene blaKPC-2, como por exemplo plasmídeos IncR-

IncFII (FENG et al., 2018). 

Tais abordagens genômicas permitiram ainda revelar uma grande diversidade de 

plasmídeos em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (ORLEK et al., 2017). Pesquisas 

sobre fenômenos de adaptação bacteriana, tanto nos níveis de resistência a antimicrobianos 

quanto no custo de fitness, mostram que bactérias podem carrear plasmídeos pequenos 

contendo genes de resistência, e a presença desses plasmídeos pode de alguma maneira 

beneficiar o seu sucesso em determinado ecossistema (SAN MILLAN et al., 2015). Embora 

os fenômenos de adaptação não tenham sido avaliados, estudos têm mostrado exemplos 

importantes de plasmídeos pequenos associados à resistência aos carbapenêmicos (GALETTI 

et al., 2016; STOESSER et al., 2017; CERDEIRA et al., 2019). Recentemente, Cerdeira e 

colaboradores (2019) descreveram plasmídeos pequenos IncQ1 e Col-like (14.873 pb e 9.548 

pb, respectivamente) carreando o gene blaKPC-2 em cepas clínicas de K. pneumoniae 

recuperadas em 2011 e 2015, respectivamente, no Brasil.  

KPC é a carbapenemase de classe A de Ambler mais frequente, no qual o gene blaKPC pode 

ser encontrado em transposons localizados em plasmídeos, garantindo a sua dispersão não só 

entre as espécies de K. pneumoniae, mas entre outros gêneros bacterianos (CUZON; NAAS; 

NORDMANN, 2011). O transposon Tn4401 (transposon da família Tn3) é considerado o 

mais importante epidemiologicamente carreando o gene blaKPC (CUZON; NAAS; 

NORDMANN, 2011; CHERUVANKY et al., 2017). Esse transposon é composto por gene 

que codifica uma transposase (tnpA), uma resolvase (tnpR) e o gene blaKPC flanqueado pelas 

sequências de inserção ISKpn7 (upstream) e ISKpn6 (downstream). Entre ISKpn7 e blaKPC 

podem existir deleções de alguns pares de bases (pb), o que pode determinar diversas 

variantes desse transposon (CHERUVANKY et al., 2017) (Figura 1).  
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Figura 1. Representação esquemática do transposon Tn4401b. Os genes e a sua orientação de transcrição são 

representados por setas horizontais. O transposon é delimitado por duas sequências invertidas representadas por 
triângulos pretos. As setas brancas e cinza escuro, representam as sequências de inserção do ISKpn7 e ISKpn6, 

respectivamente. A linha dupla vertical upstream ao gene blaKPC representa a zona de deleções de variantes do 

Tn4401 (Fonte: Adaptado de NAAS et al., 2008). 

 

Até o presente momento, foram relatadas na literatura nove isoformas de Tn4401 

(Tn4401a-Tn4401i) (CHEN et al., 2012; BRYANT et al., 2013; PECORA et al., 2015; 

BARANIAK et al., 2015; CHERUVANKY et al., 2017; ARAÚJO et al., 2018a), sendo o 

Tn4401a e Tn4401b os mais disseminados (MUNOZ-PRICE et al., 2013; CHERUVANKY et 

al., 2017). No Brasil, já foram encontradas as isoformas “a”, “b”, “c” e “i” (ANDRADE et al., 

2011; ALMEIDA et al., 2012; PEREIRA et al., 2013; RAMOS et al., 2014; PÉREZ-

CHAPARRO et al., 2014; ARAÚJO et al., 2018a), no entanto, a disseminação do gene blaKPC-

2 ocorre principalmente devido à dispersão do Tn4401b , como demonstrado por Pereira et al. 

(2013), em uma pesquisa sobre a epidemiologia molecular de cepas de K. pneumoniae 

produtoras de KPC-2 realizada em 12 estados brasileiros, em que todas as cepas analisadas 

(39 cepas) apresentaram o Tn4401b, independente da região do país. 

Embora, o Tn4401 seja o mais relatado em associação ao gene blaKPC em cepas de K. 

pneumoniae (CUZON; NAAS; NORDMANN, 2011; CHERUVANKY et al., 2017), outros 

estudos têm demonstrado cada vez mais a frequência do elemento móvel não Tn4401 (do 

inglês, non-Tn4401 elements-NTEKPC) também associado a dispersão desse gene de 

resistência (CERDEIRA et al., 2017; ARAÚJO et al., 2018a; DE BELDER et al., 2018; 

MANAGEIRO et al., 2018; CERDEIRA et al., 2019). Esses elementos NTEKPC foram 

descritos pela primeira vez em 2006 na China (SHEN et al., 2009), e logo, foram relatados na 

América do Sul (Brasil e Argentina) (GOMEZ et al., 2011; CERDEIRA et al., 2017; 

ARAÚJO et al., 2018a; CERDEIRA et al., 2019) e na Rússia (AGEEVETS et al., 2016). 
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Baseado nas sequências de inserção localizadas upstream ao gene blaKPC, o elemento NTEKPC 

pode ser dividido em três grupos: NTEKPC-I (ausência de inserção), NTEKPC-II (inserção do 

gene ΔblaTEM)e NTEKPC-III (inserção do Tn5563/IS6100) (CHEN et al., 2014). O elemento 

NTEKPC-I pode ainda ser classificado de acordo com sítios de inserção upstream e/ou 

downstream da sequência IS26 e na presença de ISKpn8, como NTEKPC-Ia, NTEKPC-Ib, 

NTEKPC-Ic e NTEKPC-Id (CHEN et al., 2014).  Do mesmo modo, NTEKPC-II pode ser 

subdividido baseado em diferenças no tamanho do ΔblaTEM e nas deleções, em NTEKPC-IIa, 

NTEKPC-IIb, NTEKPC-IIc e NTEKPC-IId (CHEN et al., 2014; CERDEIRA et al., 2019). 

O papel do NTEKPC na disseminação global de KPC ainda é desconhecido, apesar disso, 

acredita-se que esse elemento tenha evoluído do Tn4401 por recombinação e/ou inserção de 

outros elementos genéticos móveis menores, pois todas as estruturas de NTEKPC descritas até 

o momento contêm remanescentes genéticos de Tn4401 (CHEN et al., 2014; CERDEIRA et 

al., 2019). 

Além da importante participação de plasmídeos de diferentes grupos de incompatibilidade 

e do transposon Tn4401 em clones de alto risco de K. pneumoniae (CHEN et al., 2014), 

outros elementos, como os integrons, têm sido associados à aquisição e disseminação de 

genes de resistência à antimicrobianos (GILLINGS, 2014). Embora, o integron não seja 

considerado um elemento móvel em si, por não apresentar funções para a automobilidade 

(DOMINGUES; SILVA; NIELSEN, 2012), é capaz de incorporar as ORFs (do inglês, open 

reading frame), tornando-as genes funcionais no genoma bacteriano (ROWE-MAGNUS, 

2009; CAMBRAY; GUEROUT; MAZEL; 2010). 

De modo geral, a estrutura do integron consiste de um gene codificador de uma integrase 

(intI), um sítio de recombinação (attI) e um promotor, chamado P1 ou Pant, ou mais raramente 

por dois promotores (P1 e P2) (LÉVESQUE et al., 1995; DAVIES, 2007; GILLINGS, 2014), 

como representado na figura 2. A integrase catalisa a recombinação entre o sítio attI do 

integron e o sítio attC associado às ORFs, permitindo a inserção ou excisão de um ou mais 

cassetes gênicos na região variável do integron (GILLINGS, 2014). Além disso, alguns 

integrons podem conter o gene qacEΔ1, que codifica uma versão incompleta de uma proteína 

que medeia a resistência a certos detergentes, o gene sul1, que codifica a resistência a 

sulfonamidas, e uma ORF, de função desconhecida (GILLINGS, 2014). 
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Figura 2. Representação esquemática da estrutura de um integron de classe 1. Setas horizontais representam os 

genes e a orientação da sua transcrição. O integron é compostos por duas regiões conservadas (5’CS e 3’CS) e 

uma região variável contendo os cassetes gênicos de resistência. intl1: integrase 1; attC: local de recombinação 

associado ao cassete; attI: sítio de recombinação associado ao integron; P, P1 e P2: promotores; qacEΔ1: 

compostos quaternários de amónio e brometo de etídio; sul1: gene de resistência a sulfonamidas (Fonte: 

Adaptado de LÉVESQUE et al., 1995; DAVIES, 2007; GILLINGS, 2014). 

 

Diversas classes de integrons foram identificadas com base na sequência de aminoácidos 

das integrases (intI1, intI2, intI3, intI4 e intI5) (MAZEL, 2006; CAMBRAY; GUEROUT; 

MAZEL, 2010; CURY et al., 2016; AN et al., 2018), sendo o integron de classe 1 o mais 

predominante e clinicamente importante em estudos de bactérias multirresistentes 

(CAMBRAY; GUEROUT; MAZEL, 2010; ESCUDERO et al., 2015; LORESTANI et al., 

2018). As cepas de K. pneumoniae portadoras de integrons de classe 1 se tornaram cada vez 

mais comuns (SANTOS et al., 2011), e seu papel na disseminação da resistência a drogas 

passou a ser expressivo (GHALY et al., 2017). Alguns relatos tem associado os integrons de 

classe 1 com a presença de genes codificadores de β-lactamases de espectro estendido (ex., 

blaCTX-M-15) (RUI et al., 2018), metalo-β-lactamases (ex., blaVIM, blaIMP) (RUI et al., 2018), 

oxacilinases (blaOXA) (STALDER et al., 2012; WU et al., 2012; AN et al., 2018; RUI et al., 

2018) e genes de resistência às quinolonas mediada por plasmídeos (PMQR) (ex., aac(6')Ib-

cr, qnrA, qnrB) (LI et al., 2013; RUI et al., 2018). 

K. pneumoniae produtora de carbapenemases e ESBLs comumente apresentam um 

fenótipo de multirresistência e albergam diversos elementos genéticos móveis (NAVON-

VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017), disseminando a resistência aos 

antimicrobianos por duas razões principais: (i) os elementos genéticos mencionados 

anteriormente podem ser transmitidos verticalmente, e (ii) os microrganismos possuem 

inúmeras oportunidades para transferir horizontalmente esses elementos para outras bactérias, 
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não se limitando a uma disseminação intraespecífica (NAVON-VENEZIA; 

KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017; PARTRIDGE et al., 2018).  

 

5. Disseminação de clones de alto risco  

O estudo da epidemiologia de IRAS por bactérias multirresistentes passou por uma grande 

modernização quanto aos métodos de tipagem molecular, permitindo comparar bactérias no 

mundo todo e identificar clones emergentes (PÉREZ-LOSADA et al., 2013) capazes de 

mobilizar genes, potencializando essa a ameaça acerca da resistência aos antimicrobianos 

(MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015).  

Algumas características permitem qualificar clones de alto risco multirresistentes, como: 

(i) distribuição global, (ii) associação com vários determinantes de resistência antimicrobiana, 

(iii) capacidade de colonizar e persistir em hospedeiros por longos intervalos de tempo, (iv) 

capacidade de transmissão eficaz entre os hospedeiros, (v) patogenicidade e aptidão 

aumentada, e (vi) capacidade de causar infecções graves e/ou recorrentes (MATHERS; 

PEIRANO; PITOUT, 2015). 

Determinantes genéticos de resistência e importantes clones têm sido relacionados, como 

por exemplo, a dispersão de K. pneumoniae produtora de KPC-2 pertencente ao do complexo 

clonal 258 (CG258), que tem ganhado predominância global em virtude da sua alta 

transmissibilidade (NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017; 

TOLENTINO et al., 2018). O CG258 inclui um ST predominante (ST258) e variantes em um 

locus (SLVs) desse ST (ex., ST11, ST340, ST437, ST512) (CHEN et al., 2014; PITOUT; 

NORDMANN; POIREL, 2015). O ST258 é frequentemente encontrado na América Latina, 

América do Norte e na Europa, enquanto que o ST11 prevalece na América Latina e Ásia 

(CHEN et al., 2014). No Brasil, o ST11, ST340 e ST437, têm sido caracterizados como 

endêmicos (PEREIRA et al., 2013; SHEN et al., 2016).  

Os clones de alto risco de K. pneumoniae possuem um arsenal diversificado de genes bla 

(para carbapenemases e/ou ESBL), um resistoma distinto e múltiplos tipos de plasmídeos, 

refletindo a epidemiologia complexa associada à K. pneumoniae (NAVON-VENEZIA; 

KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017). O arsenal de genes de resistência entre os clones 

reflete a transferência genética horizontal de plasmídeos e transposons circulantes em 

populações bacterianas em diversas localidades geográficas (NAVON-VENEZIA; 

KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017). No entanto, a realidade brasileira sobre a 
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epidemiologia molecular de importantes clones (ex., ST11) e o sucesso na disseminação de 

genes de resistência ainda é nebulosa (ANDRADE et al., 2011; PEREIRA et al., 2013).  

Alguns estudos tentam explicar o motivo de clones importantes de K. pneumoniae, 

pertencentes ao ST11 e ST258, obterem sucesso na disseminação, e indicativos mostram a 

presença do elemento integrativo e conjugativo ICEKp258.1 carreando um sistema de 

secreção do tipo IV, que possivelmente facilita a propagação de elementos móveis (CHEN et 

al., 2014; NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017). Assim, 

compreender características únicas do CG258 e cada um dos ST epidêmicos poderá esclarecer 

o sucesso desses clones e auxiliar na elaboração de medidas de prevenção e controle de sua 

dispersão (NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017). 

 

6. Virulência 

Embora a resistência aos antimicrobianos tenha papel significativo na morbidade, 

mortalidade e na falha terapêutica (BERENDONK et al., 2015; GONTIJO-FILHO et al., 

2016; von WINTERSDORFF et al., 2016), a capacidade de K. pneumoniae causar infecções 

também está associada a uma combinação bem-sucedida com fatores de virulência 

(HIGHSMITH; JARVIS, 1958; CLEGG; MURPHY, 2016; GIRAUD; YCHLIK; 

CLOECKAERT, 2017). Em patógenos Gram-negativos os fatores de virulência são inúmeros 

e diversificados, o que tem sido demonstrado em uma grande quantidade de estudos 

(HIGHSMITH; JARVIS, 1958; CLEGG; MURPHY, 2016; GIRAUD; YCHLIK; 

CLOECKAERT, 2017; KHAERTYNOV et al., 2018; KIM et al., 2019). Dentre esses fatores 

de virulência, em linhagens de K. pneumoniae, vale ressaltar a importância das fímbrias, 

adesinas, lipopolissacarídeos (LPS), ureases, sideróforos, cápsula polissacarídica e formação 

de biofilme (CLEGG; MURPHY, 2016; KHAERTYNOV et al., 2018).  

A cápsula polissacarídica representa o principal mecanismo de virulência de Klebsiella 

spp., e atualmente existem 79 tipos capsulares descritos, que têm sido usados para discriminar 

cepas durante infecções clínicas (PAN et al., 2015; CLEGG; MURPHY, 2016). A 

identificação de tipos capsulares pode ser realizada por métodos de genotipagem, através da 

caracterização de genes responsáveis pela síntese da cápsula polissacarídica (galF, cpsACP, 

wzi, wza, wzb e wzc) (PAN et al., 2015). Os sorotipos K1, K2, K4 e K5 são altamente 

virulentos e estão frequentemente associados a infecções graves em humanos e animais 

(BRISSE et al., 2009). Tentativas de correlacionar os sorotipos individuais das cápsulas com 
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sítios de infecção e/ou sintomas clínicos têm sido muito contraditórias, entretanto, tem sido 

documentado que os sorotipos K1 e K2 estão entre os mais comuns tipos capsulares 

observados em pacientes com abscessos hepáticos e infecções urinárias (TSAY et al., 2002; 

FEIZABADI; RAJI; DELFANI, 2013).   

Adicionalmente, a importância da porção antigênica O dos lipopolissacarídeos como fator 

de virulência em K. pneumoniae também deve ser considerada, especialmente em relação à 

doenças graves como sepse e pneumonia (EVRARD et al., 2010; HSIEH et al., 2012), e a sua 

diversidade em cepas K1 e K2, que pode ajudar na evasão do sistema imune do hospedeiro 

(LEE et al., 2017).  

As fímbrias também apresentam grande relevância no desenvolvimento de infecções, pois 

estão relacionadas à capacidade de uma bactéria aderir nas superfícies dos tecidos hospedeiro 

(CLEGG; MURPHY, 2016; MARTIN; BACHMAN, 2018). Cepas de K. pneumoniae 

produzem dois principais tipos de fímbrias, as fímbrias do tipo 1 (Fim) e as fímbrias do tipo 3 

(Mrk) (CLEGG; MURPHY, 2016; MARTIN; BACHMAN, 2018). As fímbrias do tipo 1 

estão presentes em quase todos os membros da família Enterobacteriaceae (MURPHY et al., 

2013; CLEGG; MURPHY, 2016), e sua propriedade adesiva se deve principalmente à 

presença da proteína FimH, codificada pelo gene fimH, presente no cluster fim (CONNELL et 

al., 1996; STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2008; MURPHY et al., 2013). Elas medeiam a 

adesão aos receptores de manose presentes em diversos tecidos humanos, e tem sido 

associada à aderência do muco, colonização da traqueia e do trato intestinal e interações com 

as células epiteliais do pulmão (CONEL et al., 1996; PACE et al., 2010). Já as fímbrias do 

tipo 3, são codificadas pelo cluster mrk, contudo, composta primordialmente por duas 

proteínas, a MrkA e MrkD (CLEGG; MURPHY, 2016). Estudos apontam que a fímbria do 

tipo 3 está diretamente relacionada com a produção do biofilme bacteriano (MURPHY et al., 

2013; CLEGG; MURPHY, 2016; ZHENG et al., 2018).  

Outro importante fator de virulência é o sistema de aquisição de ferro, crucial para o 

metabolismo da maioria das bactérias (CLEGG; MURPHY, 2016; WILSON et al., 2016). A 

obtenção de ferro é um dos grandes desafios para bactérias durante a infecção, pois o 

hospedeiro limita a disponibilidade de ferro livre como parte de sua defesa inata contra 

patógenos (ANDREWS; ROBINSON; RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003; CLEGG; 

MURPHY, 2016). Os níveis de ferro livre no hospedeiro são reduzidos, tornando-os 

insuficientes para o crescimento bacteriano, por meio de proteínas ligadoras de ferro (ex., 
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transferrina e lactoferrina) (ANDREWS; ROBINSON; RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003; 

CLEGG; MURPHY, 2016). Assim, para garantir o suprimento de ferro necessário, algumas 

bactérias secretam substâncias quelantes, denominadas de sideróforos, que solubilizam o ferro 

e auxiliam na importação deste ferro livre para a região citoplasmática do microrganismo 

(ANDREWS; ROBINSON; RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003; WILSON et al., 2016). 

Klebsiella spp. pode expressar uma grande variedade de sistemas de aquisição de ferro, como 

as enterobactinas, aerobactinas, yersiniabactina e salmochelinas (BACHMAN et al., 2011), e 

o ferro adquirido poderá desempenhar papel importante também na produção de biofilme 

(WILSON et al., 2016).  

Dessa forma, pode-se notar que os fatores de virulência são codificados por genes 

importantes, como aqueles que atuam como regulares transcricionais da síntese de 

polissacarídeos capsulares (rmpA), na biossíntese do núcleo lipopolissacarídeo (wabG), no 

metabolismo de alantoína  (allABCDRS), na síntese de urease (ureADE), codificando pilus 

comum de E. coli (ecpA), hemolisina (khe), fímbrias do tipo 1 (fimABCDEFGHIK) e do tipo 3 

(mrkABCDEFHIJ), aerobactinas (iucABCD/iutA) e enterobactinas (entABCDEF) 

(IZQUIERDO et al., 2003; BLACKBURN et al., 2009; CATALÁN-NÁJERA; GARZA-

RAMOS; BARRIOS-CAMACHO, 2017; KRAPP et al., 2017; WANG et al., 2018; 

CANEIRAS et al., 2018).  

Além de todos os fatores de virulência que fazem com que os microrganismos tenham 

maior capacidade de causar danos, esse fato pode ser mais complicado, pois essas cepas 

podem também apresentar característica hipervirulenta e hipermucoviscosa (CLEGG; 

MURPHY, 2016; CATALÁN-NÁJERA; GARZA-RAMOS; BARRIOS-CAMACHO, 2017; 

SHANKAR et al., 2018; TABRIZI et al., 2018). A hipermucoviscosidade de uma bactéria é 

caracterizada pela formação de um filamento viscoso ≥ 5 mm após o alongamento (com um 

loop) de uma colônia em um experimento in vitro chamado string test (CATALÁN-NÁJERA; 

GARZA-RAMOS; BARRIOS-CAMACHO, 2017). Além de hipermucoviscosa, a cepa pode 

também ser hipervirulenta. Apesar de não haver um consenso entre pesquisadores sobre a 

definição dessas cepas, muitos consideram que cepas hipervirulentas apresentam pelo menos 

2 das 3 características microbiológicas: (i) string test positivo, (ii) presença do gene rmpA, 

e/ou (iii) presença de gene de aerobactina (CATALÁN-NÁJERA; GARZA-RAMOS; 

BARRIOS-CAMACHO, 2017). Apesar da sua importância, o papel dos fatores de virulência 

e fenótipos de hipermucoviscosidade, permanece pouco compreendido, o que tem sido motivo 
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de interesse por pesquisadores que estudam a epidemiologia de importantes microrganismos, 

como K. pneumoniae (ZHENG et al., 2018; ARAÚJO et al, 2018b). 

 

7. Biofilme 

A maioria das infecções causadas por microrganismos produtores de biofilme estão 

associadas à utilização de dispositivos médicos invasivos, como cateteres venosos, cateteres 

urinários, próteses, marcapasso cardíaco e outros (PERCIVAL et al., 2015; WU et al., 2015). 

Nesse contexto, a literatura tem mostrado que cerca de 60% dos dispositivos implantados 

estão relacionados com a formação de biofilmes, aumentando os custos de tratamento, bem 

como a mortalidade (VICKERY et al., 2013) 

Embora o estudo de biofilmes seja um importante foco de pesquisadores nacionais e 

internacionais (PERCIVAL et al., 2015; WU et al., 2015; BATISTÃO et al., 2016; CAMPOS 

et al., 2016; ARAÚJO et al., 2018b; FU et al., 2018; ZHENG et al., 2018), no Brasil, poucos 

estudos empregam técnicas fenotípicas laboriosas para avaliar estatisticamente a adesão 

bacteriana, a quantidade de células no biofilme e a formação de biofilme em cepas de 

diferentes espécimes clínicos (BATISTÃO et al., 2016; CAMPOS et al., 2016; ARAÚJO et 

al., 2018b). 

Campos e colaboradores (2016) avaliaram a produção de biofilme em as cepas de K. 

pneumoniae recuperadas de diferentes espécimes clínicos. Nesse estudo, houve um 

predomínio de cepas produtoras de biofilme (60% das cepas foram moderadas produtoras e 

40% fracas produtoras), e apenas uma cepa não produziu biofilme. Além disso, esses 

pesquisadores demonstraram que a formação de biofilme não foi associada à multirresistência 

e a determinados tipos clonais, no entanto, cepas de K. pneumoniae mais virulentas tiveram 

uma tendência a apresentar maior produção de biofilme. Interessantemente, na China, Yang 

and Zhang (2008) demonstraram a habilidade de 150 cepas de K. pneumoniae formar biofilme 

e sua significante associação com a produção de ESBLs (43,5%), o que também pode ser 

observado no estudo de Campos et al. (2016). 

Além da relação entre a produção de biofilme e cepas que produzem enzimas associadas à 

resistência, como a presença de ESBL, outros estudos documentam a formação de biofilme 

em cepas produtoras de carbapenemases (FU et al., 2018; ARAÚJO et al., 2018b). Fu et al. 

(2018) observaram alta frequência de genes de virulência e formação de biofilme por cepas 

produtoras de KPC-2. Do mesmo modo, Araújo e colaboradores (2018b) documentaram a 



 

42 

 

formação de biofilme na maioria das cepas de K. pneumoniae carreando o gene blaKPC-2 

(90,9%) recuperadas de regiões do Brasil, sugerindo ainda uma estreita relação entre o ST437 

e a fraca produção de biofilme. 

O tratamento de infecções associadas aos biofilmes é especialmente problemático, uma vez 

que utilizando uma variedade de mecanismos, esses microrganismos podem ser de 10 a 1000 

vezes mais resistentes a um antimicrobiano quando comparadas às mesmas células 

planctônicas (MAH; O'TOOLE, 2001; GIRARD et al., 2010; HENGZHUANG et al., 2011; 

ZHENG et al., 2018). Além dessa dificuldade, a frequência crescente de resistência aos 

antimicrobianos entre as espécies formadoras de biofilme torna o tratamento ainda mais difícil 

(KWON et al., 2008; ZHENG et al., 2018). Adicionalmente, muitas dessas infecções estão 

relacionadas à linhagem endêmica, como é o caso do ST258 em cepas de K. pneumoniae, 

dessa forma, torna-se importante examinar se essas cepas possuem habilidades únicas de 

produção de   biofilme em comparação com outros STs de K. pneumoniae multirresistentes 

(NAPARSTEK et al., 2014).   

 

8. Epidemiologia molecular na prevenção e controle de IRAS 

A associação de vantagens adaptativas observadas no mundo microbiano como a 

resistência aos antimicrobianos, a virulência e a produção de biofilme, estabelecem um 

quadro complexo no controle e tratamento das IRAS (BECEIRO; TOMÁS; 

BOUCORRESPONDING, 2013; WU et al., 2015; CLEGG; MURPHY, 2016; LI; 

WEBSTER, 2018; MARTIN; BACHMAN, 2018). Como mencionado anteriormente, estudos 

multicêntricos de prevalência fornecem dados alarmantes sobre essas infecções, 

principalmente em casos com pior prognóstico (sepse e pneumonia) (FORTALEZA et al., 

2017; BRAGA et al., 2018) associados com a presença de microrganismos resistentes a uma 

ampla variedade de antimicrobianos (BRAGA et al., 2018; WALASZEKA et al., 2018; 

HAQUE et al., 2018). Dessa forma, há um consenso dos especialistas na área quanto à 

necessidade de tomada de ações estratégicas para a redução das IRAS (ANVISA, 2016).  

De acordo com diversos autores que discutem amplamente essa questão, a ANVISA 

propõe que a eliminação de IRAS irá depender de quatro ações importantes: (i) viabilizar a 

adesão a práticas baseadas em evidência, educando, implementando e realizando 

investimentos; (ii) preencher as lacunas de conhecimento para responder a ameaças por meio 

de pesquisas básicas e epidemiológicas; (iii) expandir a sustentabilidade a partir da 
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disponibilidade recursos e investimentos em estratégias que demonstrarem sucesso; (iv) reunir 

dados para direcionar esforços de prevenção e avaliar os avanços (ANVISA, 2013; ANVISA, 

2016). 

Adicionalmente, a resistência aos antimicrobianos passou a ser um dos temas de maior 

relevância no contexto de vigilância e monitoramento de IRAS (JOHNSON, 2015; 

TACCONELLI et al., 2018), particularmente em países de baixa e média renda como o Brasil 

onde as infecções causadas por esses microrganismos tem se tornado cada vez mais comuns 

(FOUNOU et al., 2017), exigindo assim, principalmente dos setores governamentais um olhar 

mais profundo (CDC, 2015; WHO, 2018). 

Algumas estratégias foram implementadas, como por exemplo, em 2015 a Assembleia 

Mundial aprovou um Plano de Ação Global em Resistência Microbiana que tratou de 

melhorar e fortalecer a compreensão da resistência e do conhecimento, reduzir a incidência de 

infecções, otimizar o uso de antimicrobianos em todas as áreas e garantir investimentos 

suficientes para o controle de IRAS (WHO, 2015). 

Nesse contexto, além de evidências da literatura com diversos estudos epidemiológicos 

(MUNOZ-PRICE et al., 2013; PADOVEZE; FORTALEZA, 2014; FORTALEZA et al., 

2017; BRAGA et al., 2018), as pesquisas vêm utilizando com sucesso métodos de tipagem 

molecular para a investigação dos microrganismos associados às IRAS, dos surtos e modo de 

transmissão (pessoa a pessoa, com superfícies ambientais e/ou dispositivos invasivos), 

fornecendo uma visão da circulação e emergência de novos fenótipos, podendo auxiliar no 

esclarecimento de prováveis reservatórios desses microrganismos, a fim de contribuir com 

estratégias baseadas em evidências para conter a disseminação de microrganismos 

epidemiologicamente importantes associados à colonização e/ou infecção e reduzir as taxas de 

infecção ao mínimo (van BELKUM et al., 2007; BOCCIA et al., 2015). 

O método de tipagem molecular, denominado Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

permite determinar se os microrganismos epidemiologicamente importantes são também 

geneticamente relacionados, auxiliando na detecção de surtos, na identificação das vias de 

transmissão e fontes de infecção (SABAT et al., 2013). O PFGE trata-se de uma técnica muito 

utilizada em estudos epidemiológicos, inclusive das IRAS, com alto poder discriminatório, 

tipabilidade e reprodutibilidade (GALETTI, 2010; SABAT et al., 2013). Adicionalmente, 

outra importante metodologia, denominada Multilocus Sequence Typing (MLST), tem sido 

amplamente empregada na determinação de tipos de sequências (ST) e grupos clonais (CG) 
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de patógenos de interesse epidemiológico a partir da designação de perfis de alelos com base 

no sequenciamento de genes específicos (LARSEN et al., 2012). Essas metodologias são 

importantes, pois compreender a clonalidade entre microrganismos pode auxiliar no rápido 

estabelecimento do grau de relacionamento entre eles, resultando em uma implementação 

mais rápida de medidas preventivas (BOCCIA et al., 2015). No caso de ausência de 

clonalidade, pode ainda evitar providências desnecessárias quando se aguarda as 

investigações tradicionais (BOCCIA et al., 2015). 

Aliado às metodologias de tipagem molecular, novas tecnologias têm evoluído 

rapidamente e entre elas inclui a tecnologia de sequenciamento de nova geração 

(BUERMANS; DEN DUNNEN, 2014; BESSER et al., 2018). O sequenciamento do genoma 

completo tem se tornado uma importante ferramenta associada à microbiologia, pois fornece 

uma série de aplicações, e permite análise mais abrangente dos genomas microbianos, 

incluindo aspectos relacionados ao resistoma, viruloma e mobiloma de patógenos em 

diferentes ecossistemas (FORDE; O'TOOLE, 2013; RAMOS et al., 2014; LOMONACO et 

al., 2018; ARABAGHIAN et al., 2019). Desta forma, também se torna favorável para 

investigar a transmissão de importantes patógenos e a disseminação dos plasmídeos 

envolvidos na transferência de genes de resistência (HAZEN et al., 2014). Adicionalmente, 

essa técnica permite o estudo de epidemias mundiais, surtos regionais e melhor compreensão 

da evolução filogenética de agentes infecciosos (SNITKIN et al., 2012; GILCHRIST et al., 

2015; MATHERS et al., 2015; KAN et al., 2018).  

Assim, a análise do genoma bacteriano revolucionou o estudo de várias áreas de pesquisa e 

tem despertado muito interesse nos últimos anos (HEARD et al., 2010; WADE; ELLIOTT, 

2017; REVEZ et al., 2017). No entanto, apesar dessa técnica ter passado por melhoras 

significativas, principalmente em relação à acurácia e ao custo, ainda apresenta algumas 

limitações (QUAINOO et al., 2017).  

Considerando-se todos os fatores apresentados, é evidente que a aplicação de técnicas 

moleculares aos estudos epidemiológicos aumentou nossa compreensão sobre doenças 

infecciosas, principalmente relacionadas à identificação de fontes de agentes infecciosos, 

reservatórios, probabilidade e padrões de circulação e transmissão (EYBPOOSH et al., 2017). 

As informações obtidas em cada um dos aspectos acima ajudam os profissionais no 

desenvolvimento de estratégias mais eficazes de prevenção e controle nos níveis individual e 

populacional (EYBPOOSH et al., 2017).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eybpoosh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28979755
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eybpoosh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28979755
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A recente história sobre o controle de IRAS no Brasil sofreu impacto importante de 

eventos epidêmicos e apesar de algumas iniciativas, há falta de informação qualificada sobre 

IRAS para a população, incluindo o papel do próprio paciente e de seus familiares nesse 

processo (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014). Atualmente, um trabalho conjunto com o 

objetivo de reduzir taxas de IRAS deve envolver a análise da similaridade entre cepas 

bacterianas, bem como o estudo do DNA por sequenciamento do genoma em associação aos 

testes fenotípicos (FERRARI; PANZENHAGEN; CONTE-JUNIOR, 2017; QUAINOO et al., 

2017; HUGHES; ANDERSSON, 2017). Esses esforços poderão fornecer informações mais 

precisas, que permitam melhor equacionamento das estratégias de intervenção e planejamento 

para o controle da disseminação de clones de alto risco no ambiente (QUAINOO et al., 2017; 

HUGHES; ANDERSSON, 2017). Em ocasiões de surto, a identificação do clone relacionado 

às infecções e vias de disseminação pode ainda permitir um controle mais rápido e eficaz, 

levando a uma consequente diminuição de mortes por IRAS (KWOK et al., 2007; 

DUCOMBLE et al., 2015). 
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Abstract 

In this study, we described the frequency of virulence genes in Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase-2-producing Klebsiella pneumoniae (KPC-KP), including hypervirulent (hv) 

and hypermucoviscous (hm) strains by whole-genome sequencing; also evaluated the capacity 

of biofilm formation by phenotypic techniques. The occurrence of several virulence genes 

(fimABCDEFGHIK, mrkABCDFHJ, ecpA, wabG, entB, ugE, irp1, irp2, traT, iutA and 

ureADE) and high frequency of hvhmKPC-KP isolates were reported. Most of hospital-

associated lineages of KPC-KP belonging to the international clonal group 258. Biofilm 

formation was a constant feature among 90.9% of KPC-KP strains. This report suggests a 

close relationship between ST437 and weak biofilm production, since all weakly biofilm-

producing strains belonged to this sequence type, also supports the dissemination of KPC-KP 

containing numerous virulence determinants belonging to the CG258-producing biofilms in 

Brazil, including hypervirulent and hypermucoviscous strains. These factors make this 

pathogen successful at causing infections, leading to its rapid expansion and persistence in 

hospital settings. 

 

Keywords: Klebsiella pneumoniae; biofilm; KPC-2; WGS; hypervirulence. 
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Klebsiella pneumoniae carbapenemase-2-producing Klebsiella pneumoniae (KPC-KP) 

isolates has become one of the most important pathogens recently [1]. Despite its prevalence 

is advancing worldwide, this phenotype has become a major public health problem, especially 

in endemic areas in lower and middle-income countries [2,3].  

Recently, there has been great concern over the emergence of hypervirulent (hv) and 

hypermucoviscous (hm) KPC-KP (hvhmKPC-KP) strains due their association with serious 

infections, in addition to the ability to carry several genes of virulence and resistance that 

represent major threats [4,5,6]. 

In this report, we investigated the prevalence of hvhmKPC-KP isolates obtained from 

different regions of Brazil and described the molecular characteristics of virulence by whole-

genome sequencing. Additionally, the biofilm production was evaluated by phenotypic 

techniques.  

In 2016, a total of 33 carbapenem-resistant K. pneumoniae strains were obtained from 

various specimens of patients hospitalized in northeast, center-west, southeast and south of 

Brazil. These isolates were identified as K. pneumoniae in their place of origin and the species 

were confirmed in the Laboratory of Molecular Microbiology at the Federal University of 

Uberlandia, Brazil.  

The presence of blaKPC, blaIMP, blaVIM, blaGES, and blaNDM genes was evaluated by 

polymerase chain reaction (PCR), and are further described in supplementary table 1. A total 

of 11 KPC-KP were tested for phenotypic identification of hvhmKPC-KP, biofilm production 

and whole-genome sequencing (WGS). These isolates were selected in order to contemplate 

different cities and states of Brazil. 

The phenotypic identification of hmKPC-KP was determined by the formation of a viscous 

filament ≥ 5 mm after stretching a K. pneumoniae colony with a loop on an agar plate (string 

test) [5]. The hmhvKPC-KP strains were defined when there were at least two of the 

following indicators: a positive string test, amplification of the rmpA gene, and/or 

amplification of the aerobactin gene [5]. 

The total genomic DNA of selected strains was sequenced, using an Illumina NextSeq 500 

sequencer (Illumina, San Diego, CA), and the sequence reads were de novo assembled using 

Velvelt pipeline version 5.0.1 and Geneious version 9.1.8. The pairwise alignment was 

performed by BLASTn homology searches (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), and an in silico 

comparative analysis, including microbial identification, detection of virulence genes 
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(fimABCDEFGHIK, mrkABCDEFHJ, ureADEG, iucABC/iutA, allABCDRS, kfuABC, ecpABC 

gene clusters, and rmpA, rmpB, wabG, ugE, entB, traT, iroB, iroC, iroD, iroN, irp1, irp2, 

pdl1 genes) and antimicrobial genotypes, using the Center for Genomic Epidemiology (CGE) 

pipelines. 

Investigation of biofilm was performed according to protocol established by Cassat et al. 

[7] with modifications performed by Campos et al. [8]. Briefly, the strains were grown for 

18h at 37°C with shaking at 120 rpm in 20 ml of  tryptic soy broth (TSB) using bacteria 

grown on tryptic soy agar (TSA) plates. Cells were harvested by centrifugation (6000 rpm, 10 

min, 4°C) and suspended in saline (0.9% NaCl prepared in distilled water) at a concentration 

of approximately 1×109 cells/mL, prior to use in biofilm and adhesion assays. K. pneumoniae 

NTUH-K2044 was used as control. 

Initial adhesion assays were performed as described below. 200 μl of a cell suspension, 

containing 1×107 cells/mL prepared in TSB, was added to 96-well polystyrene plates for 2h at 

37°C with shaking at 120 rpm. The 96-well polystyrene plates were washed twice with a 

0.9% NaCl solution and harvested by scraping of wells for 1 minute and 30 seconds. The cell 

suspension obtained was plated on TSA for colony-forming unit (CFU) enumeration. All 

experiments were done in quadruplicate, in three independent experiments. 

Briefly, 200 μl of a cell suspension containing 1×107 cells/mL prepared in TSB was added 

to 96-well polystyrene plates. Bacteria grown for 24h at 37°C with shaking at 120 rpm in 96-

well polystyrene plates were washed twice with a 0.9% NaCl solution and allowed to dry in 

an inverted position. The total biomass was measured by methanol fixation, crystal violet 

staining and acetic acid elution. The absorbance for the eluted dye was read on an ELISA 

plate reader (Polaris® Celer, Brazil) at 570 nm. The experiments were done with eight 

replicates for each strain, in six independent experiments. TSB without bacteria was used as a 

negative control. Biofilm production was interpreted according to the criteria of Saxena et al. 

(2014). The optical density cut-off value (ODc) was established as three standard deviations 

(SD) above the mean of the optical density (OD) of the negative control: ODc = average OD 

of negative control + 3x SD of negative control. For easier interpretation of the results, the 

strains were divided into the following categories according to their optical densities (ODi): 

ODi ≤ ODc = non biofilm producer; ODc < ODi ≤ 2x ODc = weak biofilm producer; 2x ODc 

< ODi < 4x ODc = moderate biofilm producer; 4x ODc < ODi = strong biofilm producer. 
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The biofilm cell number was determined by colony form unit (CFU) enumeration. After 

biofilm formation, the 96-well polystyrene plates were washed twice with a 0.9% NaCl 

solution and harvested after scraping the wells for 1 minute and 30 seconds. The cell 

suspension obtained was plated onto TSA plates. All experiments were done in quadruplicate, 

on three independent occasions. 

To evaluate the ultrastructure of biofilms, Scanning Electron Microscopy (SEM) assay 

were performed. Two standard glass beads of 0.5 cm diameter were used for each sample, one 

per well (96-well plates). After biofilm formation, the beads were fixed in 

glutaraldehyde/paraformaldehyde (2.5%) for 18h at 4°C and washed in PBS solution (pH 7.4) 

three times. In the sequence, the samples were maintained in osmium tetroxide (1%) for 2h at 

room temperature and washed again in PBS solution (pH 7.4) three times. The samples were 

dehydrated in alcohol 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% and 100% (3 times) for 20 

minutes each at room temperature and then taken to the drying procedure (critical point). The 

beads were metallized with 20 nm thickness gold, visualized and photographed using the 

Scanning Electron Microscope (Zeiss). 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software, San 

Diego, CA). Quantitative assays were compared using the Kruskal-Wallis test, applying 

Dunn's multiple comparison test. All tests were performed with a confidence level of 95% and 

statistical significance was defined as P<0.05. 

Overall, from 33 carbapenem-resistant K. pneumoniae strains analyzed, 64% (21/33) 

harbored the blaKPC gene and none harbored the blaIMP, blaVIM, blaGES, or blaNDM genes. 

Among 11 KPC-KP isolates (11/21), two (18.2%) were positive for the string test and were 

identified as hmKPC-KP (Table I). Interestingly, both strains were from blood obtained from 

different regions of the country, central-west and northeast Brazil. 

WGS analysis of 11 KPC-KP strains confirmed the species identification, the presence of 

the KPC-2 variant, and also revealed four different sequence types (STs) among the strains 

(ST11, ST340, ST437, and ST443). The predominant ST in Brazil was ST11 (54.5%), 

followed by ST437 (27.3%), whereas ST340 and ST443 were identified in only one isolate 

(Table 1). One isolate could not be analyzed after sequencing due to data generated by the 

technique (WGS), which did not allow assembly. The Whole Genome Shotgun project has 

been deposited at DDBJ/ENA/GenBankunder the accession NTHT00000000 (B03 strain), 

NTGK00000000 (B04 strain), NTGJ00000000 (B05 strain), NTHU00000000 (B11 strain), 
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NTCW00000000 (B16 strain), NTHV00000000 (B17 strain), NTHW00000000 (B29 strain), 

NTHX00000000 (B30 strain), NTHY00000000 (B35 strain) and NIRG00000000 (B40 

strain).  

All strains had in common genes encoding type 1 fimbriae (fimABCDEFGHIK), type 3 

fimbriae (mrkABCDFHJ), Escherichia coli common pilus (ecpA), outer core 

lipopolysaccharide (wabG), enterobactin (entB), aerobactin (iutA), and urease synthesis 

associated genes (ureADE). The virulence genes, iucABC, allABCDRS, kfuABC, ecpBC, 

rmpA, rmpB, iroB, iroC, iroD, iroN, and pdl1, were not detected in the strains surveyed 

(Table 1). After analysis of the aerobactin gene, the two strains characterized as hmKPC-KP, 

were also defined as hvKPC-KP. 

All KPC-KP strains assessed were able to adhere to an unmodified polystyrene surface 

(Fig. 1a), and 63.6% (B04, B11, B15, B16, B29, B30, and B35 strains) of strains were able to 

adhere significantly more compared to the positive control (P < 0.001). Regarding the number 

of cells present on each biofilm, 72% (8/11) of the strains had more significantly higher 

numbers of cells than the positive control (P < 0.001), and only the B04, B05, and B40 strains 

produced biofilms similar to the control (Fig. 1b). Six strains produced more biofilm mass 

than the control (P < 0.001) including the B04 strain, which was classified as a non-biofilm 

producer (Fig. 1c). Quantitatively, seven strains (63.7%) were moderate biofilm producers, 

three (27.3%) were weak producers, and one strain was a non-biofilm producer (Table 1). 

Interestingly, all K. pneumoniae strains that weakly produced biofilm belonged to ST437. 

These characteristics were confirmed by scanning electron microscopy images (data not 

shown). 

The potential of KPC-producers to disseminate, together with the difficulty of their 

detection and control, raises the need to develop appropriate and effective policies to reduce 

the infection in lower and middle-income countries [9]. In this study, we detected the 

presence of Klebsiella pneumoniae carbapenemase-2-producing K. pneumoniae. The 

prevalence of this subtype in Brazil has been described previously and it is an example of a 

successful antimicrobial drug resistant determinant; it is one of the most frequently occurring 

determinants worldwide [10,11]. 

In addition to the problem of dissemination of KPC in Brazil, KPC-KP ST11 strains are 

prototypes of a well adapted high-risk clone and have been largely responsible for the global 

spread of carbapenem resistance [12]. In this report, we performed WGS on a Brazilian 
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collection of KPC-KP isolates and showed the presence of ST11, closely related to CG258, 

which is the major clonal group among K. pneumoniae harboring the blaKPC gene from Latin 

America [12]. Two other STs, ST340 and ST437, were also evidenced and, according to 

research, have endemic potential similar to ST11 [13]. ST443 belonging to the unusual 

CG1345 was also identified, and the literature already shows reports of its appearance in 

Brazil [14]. 

Additionally, the literature shows that plasmids containing the blaKPC gene are not 

necessarily associated with increased virulence, and that the isolates belonging to ST11 do not 

always have greater virulence than other isolates of K. pneumoniae [15,16,17]. Despite this, 

the strains analyzed in this study contained a several amount of virulence genes 

(fimABCDEFGHIK, mrkABCDFHJ, ecpA, wabG, entB, ugE, irp1, irp2, traT, iutA and 

ureADE). Recent research has shown that a consequence of these determinants in K. 

pneumoniae strains (mainly capsular type, LPS, adhesins andiron-scavenging system) may be 

responsible for increasing the virulence potential of these microorganisms causing the 

development of more invasive diseases [17].  

In this study, the prevalence of hvhmKPC-KP isolates was high (18.2%). The virulence 

and resistance context found in these microorganisms represent a problem for therapy, since 

these factors increases the conditions for colonization and persistence of highly resistant 

phenotypes in hospitalized patients [17]. These findings are alarming and lead to great 

concern, since these strains may be resistant to multiple drugs and may be highly 

transmissible, which presents an imminent threat to public health [18].  

Aggravating this scenario, biofilm-associated infection is very difficult to treat due to high 

resistance to antibiotics [19]. With the worldwide increase in the occurrence of KPC-KP, data 

on its ability to form biofilms in nosocomial strains are crucial [20]. Our data indicate that 

individual K. pneumoniae strains had distinct abilities to attach to polystyrene plates and form 

biofilm. Biofilm formation was a constant feature among 90.9% of all KPC-KP strains. We 

found that all the isolates that formed significantly more biofilm than control belonged to the 

ST11 endemic lineage. Interestingly, this study also suggests a close relationship between 

ST437 and weak biofilm production, since all weakly biofilm-producing strains belonged to 

this ST. However, there are no data from the literature about the biofilm of K. pneumoniae 

ST437. Due to the lack of data in the literature about the production by ST437 strains, this 
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study becomes unique because can clarify the biofilm prediction in strains belonging to this 

ST. 

In conclusion, our study described the important association of KPC-2, biofilm formation, 

and virulence factors in K. pneumoniae ST11, an international high-risk clone, besides the 

detection of infections caused by hvhmKPC-KP strains. Systemic surveillance should focus 

on the dissemination of this virulent, multidrug-resistant, and biofilm-producing clone in 

order to provide advantages in relation to this global threat to public health and future related 

challenges. 
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Legend of figures 

Figure 1. Evaluation of the number of adhered cells, biomass and biofilm formation in K. 

pneumoniae strains. A) Number of adhered cells onto glass beads plates after 2 h period of 

contact, expressed by log CFU mL-1. B) Biofilm cellular concentration expressed by log CFU 

mL-1. C) Biofilm biomass expressed as crystal violet optical density (OD570 nm). Results 

represent means plus standard deviations (error bars) of three independent experiments. 

*P0.01, **P0.001, ***P0.0001, using Kruskal–Wallis, Dunn’s multiple comparison test.  

 

Non-standard Abbreviations 

KPC-KP: Klebsiella pneumoniae carbapenemase-2-producing Klebsiella pneumoniae  

hv: hypervirulent 

hm: hypermucoviscous 

hvhmKPC-KP: hypervirulent and hypermucoviscous Klebsiella pneumoniae carbapenemase-

2-producing Klebsiella pneumoniae  

WGS: whole-genome sequencing  

CGE: center for genomic epidemiology 

TSB: tryptic soy broth 

TSA: tryptic soy agar 

CFU: colony-forming unit 

ODc: optical density cut-off value 

OD: optical density  

ST: sequence type 
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Figure 1.  
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Table 1.KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae strains used in the study of adhesion and biofilm formation 
Strains Local Source Year of 

isolation 

ST1 Virulence-associated genes2 KPC-KP 

phenotype3 

Mean 

OD4 

value 

Biofilm 

formation  fim 

cluster 

mrk 

cluster 

mrkE ecpA wabG ureAD ureEG ugE entB irp1,2 iutA traT 

B03 

 

Porto 

Alegre 

Blood 2013 437 + + + + + + + + + - + + KPC-KP 0.32 Weak 

B04 

 

Recife Blood 2009 11 + + + + + + + + + + + + hmhvKPC-

KP 

0.21 Non-

producer 
B05 

 

Uberlândia Rectal 

swab 

2014 11 + + + + + + + + + + + + KPC-KP 0.59 Moderate 

B11 

 

Brasília Blood 2016 11 + + + + + + + - + + + - KPC-KP 0.68 Moderate 

B16 

 

Belo 

Horizonte 

Peritoneal 

secretion 

2009 437 + + + + + + + + + - + + KPC-KP 0.28 Weak 

B17 Goiânia Blood 2010 443 + + + + + + + + + - + + hmhvKPC-

KP 

0.61 Moderate 

B29 

 

Natal Urine 2010 340 + + + + + + + + + - + + KPC-KP 0.58 Moderate 

B30 João 
Pessoa 

Blood 2016 437 + + + + + + + + + - + - KPC-KP 0.39 Weak 

B35 

 

Uberaba Blood 2016 11 + + - + + + - + + + + - KPC-KP 0.61 Moderate 

B40 

 

Uberlândia Liquor 2015 11 + + + + + + + + + + + - KPC-KP 0.70 Moderate 

B15 Maringá Urine 2016 11 ND5 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0.65 Moderate 

                    
1ST: sequence type; 2fim cluster: fimABCDEFGHIK, mrk cluster: mrkABCDFHJ; 3hmhvKPC-KP: hypermucoviscous and hypervirulent; 4optical density; 5not determined. The virulence genes, iucABC, 

allABCDRS, kfuABC, ecpBC, rmpAB, iroBCDN, and pdl1, were not detected in the strains. 
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Supplementary table 1. Primer nucleotide sequences and amplicon size of the PCR carried out for the 

detection of antimicrobial resistance gene in this study 

Target 

gene 

Sequence (5’– 3’) Product Size 

(bp) 

Reference 

blaKPC 

 

GTATCGCCGTCTAGTTCTGCTG 

GTTGACGCCCAATCCCTCGA 

860 [21] 

blaIMP GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC  

CCAAACYACTASGTTATC 

188 [22] 

blaVIM GTTTGGTCGCATATCGCAAC  

AATGCGCAGCACCAGGATAG 

382 [22] 

blaGES GCTTCATTCACGCACTATT 

CGATGCTAGAAACCGCTC 

323 [23] 

blaNDM GGGCAGTCGCTTCCAACGGT 

GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT 

475 [24] 
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Insights into a novel Tn4401 deletion (Tn4401i) in a 

multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae clinical 
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Sir,  

 

In Brazil and other lower- and middle-income countries, the emergence and spread of high-

risk clones of CTX-M-15 and KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae has been found in 

clinical settings at increasingly alarming frequencies [1,2]. The potential for global 

dissemination of the resistance genes in K. pneumoniae is of concern because it is related to 

high-risk clones (i.e. CG258) and the presence of mobilised plasmids carrying Tn4401 [2]. 

This study aimed to investigate the presence of the Tn4401 transposon and the spread of 

clinical lineages of MDR KPC-2-producing K. pneumoniae isolates belonging to the high-risk 

clone CG258 in different regions in Brazil. 

A total of 33 carbapenem-resistant K. pneumoniae strains were recovered from various 

clinical specimens from patients admitted to different-sized hospitals in four regions of Brazil 

(Northeast: Natal, João Pessoa, Recife; Centre west: Brasília, Goiânia; Southeast: Uberlândia, 

Uberaba, Belo Horizonte; and South: Porto Alegre, Maringá). The identification of the species 

was confirmed in the Laboratory of Molecular Microbiology of the Federal University of 

Uberlândia. The presence of the blaKPC gene was evaluated by Polymerase Chain Reaction 

(PCR) for all samples, according to the method previously described [3]. 

Whole genome sequencing (WGS) was carried out on 10 representative strains from ten 

different cities in Brazil using an Illumina NextSeq 500 sequencer (Illumina, San Diego, CA). 

Sequence reads were de novo assembled using Velvet (version 5.0.1) [4] and Geneious 

(version R9). This assembly was submitted to NCBI and annotated using Prokaryotic Genome 

Annotation Pipeline [5]. In silico comparative analyses were performed using the Center for 

Genomic Epidemiology pipelines (http://genomicepidemiology.org/). BLASTn and 

nucleotide pairwise alignment of Geneious allowed comparisons with previously-published 

mailto:rosi_ribas@yahoo.com.br
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Tn4401 isoforms (Tn4401a-Tn4401h) [6-10], considering the high coverage of the sequences, 

and also the analysis of the blaCTX-M-15 genetic environment. One strain could not be analysed 

after sequencing as the data generated by the technique (WGS), did not allow assembly. The 

NCBI accession number previously published [11] of the sequenced strains is shown in the 

Supplementary Table. 

The PCR amplification results revealed 21 distinct KPC-2 strains among the 33 

carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates from different regions of Brazil. The ten 

sequenced KPC-producing K. pneumoniae isolates were grouped into four sequence types 

(STs): ST11 (five isolates), ST437 (three isolates), ST340 (one isolate) and ST443 (one 

isolate) (Supplementary material). According to the literature, the ST11 is involved in the 

spread of K. pneumoniae [1,12], and in this study this ST was detected in different time 

periods (since 2009). These high-risk clones were previously linked to the global expansion of 

different carbapenemases (i.e., blaKPC and blaNDM) and extended-spectrum beta-lactamase 

(ESBL) (i.e. blaCTX-M-15) [12,13] because they are better adapted in hospital environments and 

are associated with plasmids [12]. Isolates belonging to ST11, ST437 and ST340 clones 

coproduced the extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) CTX-M-15 in 70% of strains. In 

silico restriction analysis of the blaCTX-M-genetic environment showed identical profiles for all 

strains, with the ISEcp1-blaCTX-M-15 element (2971 bp) flanked by a 5-bp target-site 

duplication and probably inserted within a Tn2-derived sequence. 

In this study, although blaKPC-2 gene was most frequently located on non-Tn4401 elements 

(NTEKPC), its detection was also evidenced in the Tn4401b isoform, which is still considered 

the most important epidemiologically related transposon in K. pneumoniae [6]. In addition, 

the genomic study led to the identification of a carbapenem resistant K. pneumoniae isolate 

carrying the blaKPC-2 gene in a new variant of Tn4401 (Tn4401i, in a sample belonging to 

clone ST11/CG258, collected from blood and isolated from a hospitalized patient in the 

southeastern region of Brazil in 2016). The alignment of the sequences of this element 

revealed the blaKPC-2 gene flanked by ISKpn6 downstream and ISKpn7 upstream, with a 203-

bp deletion between this IS and blaKPC-2 (Figure 1). Structural variation between Tn4401b and 

the novel Tn4401i isoform, including variation in the putative promoter regions, is also shown 

in Figure 1. The role of this new Tn4401 isoform in the global dissemination of the blaKPC-2 

gene deserves to be better investigated from this report. Our findings raise important concerns 

about the possible contribution of this new variant for the dissemination of resistance to 
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carbapenems, as only a few antibiotic options are still available for appropriate treatment [12]. 

Therefore, efforts still should focus on implementing effective infection prevention and 

control measures. 

In summary, this study provides further evidence that novel variants of the Tn4401 element 

in high-risk clones of KPC-2-producing K. pneumoniae can play a key role in the spread of 

this gene among clinically significant pathogens selected from environments with intense 

consumption of antibiotics. 
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Figure Legends 

Fig. 1. Structural variation in Tn4401b transposon (GenBank accession number 

KX276209) and the novel variant (Tn4401i) (GenBank accession number MH047294), 

showing a 203-bp deletion between ISKpn7 and blaKPC-2 gene.  Comparative analysis of the 

alignment of the promoter regions of blaKPC-2 isoforms with putative promoters was also 

represented. The -35 and -10 regions are highlight in gray, and the deletion in isoform “i” is 

underlined.  
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Figure 1. 
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 Supplementary Table 1. Genome features of CTX-M-15 and KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae isolates 
Isolate Local/Brazil Region Source Date ST1 CG2 Tn4401 ISEcp1-

blaCTX-M-15 

element 

MIC3 

 

(µg/ml)I

MP 

Genome features 

Genome  

Size 

(Mb) 

Coding 

genes 

RNA-

encoding 

genes 

Accession 

Number in 

GenBank 

B03 Porto Alegre/S5 Blood 2013 437 258 Tn4401b + 4 5,387 5,224 85 NTHT00000000 

B04 Recife/NE6 Blood 2009 11 258 NTEKPC
4 - >32 5,911 5,800 110 NTGK00000000 

B11 Brasília/CO8 Blood 2016 11 258 NTEKPC + 4 5,290 5,130 64 NTHU00000000 

B15 Maringá/S Urine 2016 11 258 ND ND 4 ND ND ND ND 

B16 Belo Horizonte/SE Peritoneal secretion 2009 437 258 Tn4401b + >32 6,035 5,877 114 NTCW00000000 

B17 Goiânia/CO Blood 2010 443 1345 Tn4401b - 12 5,368 5,167 76 NTHV00000000 

B29 Natal/NE Urine 2010 340 258 NTEKPC + 12 5,450 5,301 75 NTHW00000000 

B30 João Pessoa/NE Blood 2016 437 258 NTEKPC + >32 5,291 5,141 67 NTHX00000000 
B35 Uberaba/SE Blood 2016 11 258 Tn4401i - >32 5,283 5,121 73 NTHY00000000 

KPC05 Uberlândia/SE7 Rectal swab 2014 11 258 NTEKPC + >32 5,658 5,543 100 NTGJ00000000 
1Sequence Type; 2Clonal Group; 3Minimum Inhibitory Concentration to imipenem; 4non-Tn4401 genetic element; 5South; 6Northeast; 7Southeast; 8Center-west;ND: Not determined. 
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Capítulo IV 

 

Molecular detection of class 1 integron-associated 

gene cassettes in KPC-2-producing Klebsiella 

pneumoniae clones by whole-genome sequencing 
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Abstract 

The dissemination of antimicrobial resistance genes and the bacterium that harbour them 

have increasingly become a public concern, especially in low and middle-income countries. 

The present study used whole-genome sequencing to analyse 10 KPC-2-producing K. 

pneumoniae isolates obtained from clinical specimens originated from Brazilian hospitals. 

The study documents a relevant "snapshot" of the presence of class 1 integrons in 90% of the 

strains presenting different genes cassettes (dfrA30, dfrA15, dfrA12, dfrA14, aadA1, aadA2, 

and aac(6’)Iq), associated or not with transposons. Two strains presented non-classical 

integron (lacking the normal 3'conserved segment). In general, most strains showed a 

complex resistome, characterizing them as highly-resistant. Integrons, a genetically stable and 

efficient system, confers to bacteria a highly adaptive and low cost evolution potential to 

bacteria, an even more serious when associated with high-risk clones, indicating an urgent 

need for control and prevention strategies in order to avoid the spread of resistance 

determinants in Brazil. Despite this, although the class 1 integron identified in the KPC-2-

producing Klebsiella pneumoniae clones is important, our findings suggest that other 

elements probably have a greater impact on the spread of antimicrobial resistance, since many 

of these important genes were not related to this cassette. 
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Introduction 

Integrons are genetic elements considered one of the major contributors to the acquisition 

and disseminations of antibiotic resistance genes,1,2 with class 1 integrons as the central 

agents.2,3 They have been very successful in spreading to diverse environmental 

compartments,2 justified by their relevant role in bacterial adaptation, resistance genes 

dissemination and genome evolution.1 

Previously studies have revealed that the dissemination of hospital microorganisms 

carrying class 1 integrons may confer resistance to several antibiotic categories, including 

beta-lactams, aminoglycosides, trimethoprim, chloramphenicol, fosfomycin, macrolides, 

rifampicin, and quinolones,4,5 especially in Gram-negative bacterial pathogens.5 Klebsiella 

pneumoniae is one of the most concerning opportunistic pathogens involved in antibiotic 

resistanceand its prevalence has increased worldwide, including in low and middle-income 

countries, like Brazil.6-9 K. pneumoniae strains carrying complex class 1 integrons are 

becoming more common and their role in the dissemination of drug resistance is significant.6 

In this context, this study aimed to characterize the resistome of KPC-2-producing 

Klebsiella pneumoniae clones carrying class 1 integrons in Brazilian hospitals. 

 

Materials and methods 

Data collection 

A total of 10 strains, chosen for in order to contemplate different cities and states of Brazil, 

were selected from a collection of 21 Klebsiella pneumoniae strains harboring the blaKPC gene 

(KPC-KP), for whole-genome sequencing (WGS). The strains were recovered from patients 

admitted to different-sized hospitals in four regions of Brazil (Northeast, Centre west, 

Southeast and South).The minimum inhibitory concentration (MIC) to imipenem were 

performed by E-Test® method according to the manufacturer's guidelines (AB Biodisk, 

Solna, Sweden), and considering resistance ≥ 4 μg/mL according to CLSI.10 

 

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

The analysis of the genetic similarity among KPC-KP strains was determined by PFGE 

using the XbaI restriction enzyme (Promega, Brazil), described previously,11  with some 

modifications. The PFGE assay was performed using CHEF DRIII equipment (Bio-Rad, 

USA), in which the DNA fragments were separated on 1% (w/v) agarose gels in 0.5x TBE 
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[Tris–borate–ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA)] buffer, using 6 V/cm, pulsed from 5 

s to 40 s, for 21 h at 12ºC. Gels were stained with ethidium bromide and photographed under 

ultraviolet light. Computer-assisted analysis was performed using BioNumerics 5.01 software 

(Applied Maths, Belgium). PFGE patterns were interpreted by the unweighted pair-group 

method with arithmetic averages (UPGMA) using the Dice similarity coefficient. 

 

Whole-genome sequencing  

The genomic DNA of selected strains was extracted (PureLinkTM; Invitrogen) and used to 

prepare a library that was sequenced using an Illumina NextSeq 500 paired-end reads (150 

bp). The sequences reads were de novo assembled using Velvet (version 5.0.1) and Geneious 

(version R9). The assembled contigs were annotated using NCBI Prokaryotic Genome 

Annotation Pipeline (PGAP). Multilocus STs and resistome were screened for using 

bioinformatics tools available from the Center for Genomic Epidemiology 

(http://genomicepidemiology.org/). The whole-genome sequence data were also evaluated 

through ISFinder platform (https://isfinder.biotoul.fr). The GenBank database at the 

homepage of the National Center for Biotechnology Information 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) was used to detect previously-published integrase 

genes located at the conserved regions of the class 1, 2 and 3 integrons (GeneBank accession 

number EU269034, EU780012, and KF745070). The BLAST program 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) allowed a comparison between these already published 

integrases and sequences obtained in this work. The integrase and its adjoining sequence were 

mapped in Geneious software. 

 

Results 

The KPC-KP collection strains were isolated from infected or colonized patients in 

different Brazilian cities (Uberlândia, Uberaba, Belo Horizonte, Brasília, Goiânia, João 

Pessoa, Recife, Natal, Porto Alegre and Maringá), recovered from several clinical specimens 

(blood, rectal swab, peritoneal secretion, brain fluid, urine and liquor). The strains were typed 

by PFGE (A-L pulsotype), revealing five clonally-related groups (A-E) (Supplementary 

figure 1). All clonally-related strains were from the same city, except for clone B, also 

identified in three other Brazilian cities (Brasilia, Goiânia, and Recife). 
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The antimicrobial susceptibility testing results for the imipenem confirmed the carbapenem 

resistance profile of the 10 sequenced strains (B03: 4 μg/mL; B04: >32 μg/mL; B11: 4 

μg/mL; B15: 4 μg/mL; B16: > 32 μg/mL; B17: 12 μg/mL; B29: 12 μg/mL; B30: >32 μg/mL; 

B35: > 32 μg/mL; KPC05: > 32 μg/mL). 

A retrospective genomic study of sequence strains led to the identification of protein-

coding genes, RNA-coding genes (tRNAs, rRNAs, and noncoding RNAs [ncRNAs]), 

pseudogenes, and genome coverage, available through the access number previously 

published at NCBI (NTHT00000000, NTGK00000000, NTGJ00000000, NTHU00000000, 

QWDG00000000, NTCW00000000, NTHV00000000, NTHW00000000, NTHX00000000, 

and NTHY00000000 of B03, B04, KPC05, B11, B15, B16, B17, B29, B30 and B35 strains, 

respectively).12,13 

The antibiotic resistance gene profile differed among representative isolates, although all 

of them carried several resistance genes (Table 1). A high frequency of plasmid-mediated 

quinolone resistance and blaCTX-M genes in KPC-2-producing K. pneumoniae isolates (100% 

and 80%, respectively) was observed. 

Resistance to aminoglycosides is noteworthy, as this was mainly mediated by 

aminoglycoside modifying enzymes (AMEs), although production of 16S rRNA 

methyltransferase (16S-RMTase) was also found in one strain (B30), belonging to ST437. 

The detected 16S-RMTase found (rmtG gene) is located in plasmids, but not within an 

integron. 

An MLST analysis identified four different sequence types among the strains (ST11, 

ST437, ST340 and ST443). WGS data also revealed nine strains harboring a class 1 integron 

comprising different genes cassettes. Only the B17 strain, belonging to ST443, did not present 

an integron class 1 integron. In addition, this strain also displayed few aminoglycoside-

resistance genes compared to the other strains.The KPC05 strain, despite harboring a class 1 

integron, did not present any cassette associated to the resistance genes. Due to the assembly 

of the WGS data, and analysis of integron-related resistance cassette of the B29 strain was not 

possible. 

Class 1 integrons lacking the normal 3'-CS (qacEΔ1 and sul1 genes) and, thus, considered 

non-classic integrons, were observed in two samples. Both non-classic integrons carried a 

trimethoprim resistance gene (dfrA30 and dfrA14). 
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Figure 1 displays the relation of the clones harboring class 1 integrons and their respective 

resistance genes cassettes during different years. Most sequenced strains (B03, B16, B30 and 

B35) presented the cassette-carrying dfrA30 gene. These strains, belonging to two sequence 

types (ST11 and mainly ST437), exhibited different antimicrobial resistant patterns. 

Other cassettes, carrying trimethoprim resistance genes, were found (dfrA12, dfrA14 and 

dfrA15) associated and non-associated to aminoglycoside genes (aadA1, aadA2 and 

aac(6’)Id). The presence of different cassettes independent of ST and clonal profiles obtained 

by PFGE for different years was observed. Exceptionally, the ST11 B04 strain (Recife-RN, 

Brazil), recovered from blood, exhibited the most resistance genes (dfrA15, aadA1 and 

aac(6’)Id) associated to integrons, located inside a transposon (Tn21). The Tn21, in addition 

to carrying the integron and its resistance gene-associated genetic cassette, also carries the 

genes involved in its own transposition (tnp) and a mercury resistance (mer) operon. 

 

Discussion 

Although integrons are not mobile genetic elements, their association with transposons, as 

observed herein, increases the dissemination threat of important resistance genes present in 

several bacterial genera,1,14 such as those encoding aminoglycoside-resistance. The presence 

of these integrons in high-risk clones of Klebsiella pneumoniae from several Brazilian regions 

indicatesthe importance of this element. 

As the numbers infections by KPC-producing K. pneumoniae isolates have increased,15 so 

has the possibility that blaKPC and other genes will “escape” and recombine with a broader 

range of mobile genetic elements, displaying the potential to spread beyond KPC to other 

Gram-negative microorganisms. This is evidenced in the literature by the establishment of 

international high-risk clones (i.e., ST11, ST340 and ST437), favoured by increased 

globalization, offering opportunities for the dissemination of important resistance genes.16,17 

Studies have demonstrated that the presence of these integrons in high-risk clones, 

although associated with popular gene cassettes (resistance genes to trimethoprim and 

aminoglycosides),6,18 may also carry other important resistance genes, such as blaVIM, blaIMP 

and blaOXA.4,15 This, alongside antimicrobial resistance factors, has contributed to the 

successful adaptation of these bacteria to the clinical environment.1,19 In the present study, 

although the strains presented an MDR profile, these atypical cassettes were not evidenced. 
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Although this study not contemplate the minimum inhibitory concentration of all classes of 

antimicrobials, it allowed to detect a rich panorama of resistance genes present in these strains 

collected in Brazil. This complex resistome was observed in strains presenting class 1 

integrons which reinforces the importance of other genetic elements, including the bacterial 

chromosome background, in epidemiologically important strains.19 The absence of class 1 

integrons in the B17 strain, alongside the presence of few associated resistance genes, may 

indicate that strains presenting class 1 integrons can behave as resistance genes reservoirs, 

related to the widespread multidrug-resistance in clinically relevant Gram-negative 

pathogens.6 

Integrons are potent agents related to bacterial evolution, providing access to various 

cassette-encoded roles.5 Assessing the threat posed by integrons in diverse environments 

requires an understanding of their biology, as well as their dissemination.1 This is very 

relevant, since integrons are currently not only considered of clinical concern, but, also 

important regarding bacterial adaptation and evolution.1 

The results described herein provide a relevant "snapshot" of the resistome and class 1 

integron-associated gene cassettes in KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae clones in 

important Brazilian regions. The evident association of specific genotypes and class 1 

integrons, although requiring further clarification, may explain the endemic capacity of these 

strains by the dissemination of pre-existing high-risk clones. 
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Figure Legends 

Figure 1. Representation of the gene cassettes embedded in class 1 integrons in KPC-2-

producing Klebsiella pneumoniae clones belonging to different STs, from different years. The 

black square, white square, black triangle, and white circle represents cassettes carrying 

dfrA30, dfrA15-aac(6’)Iq-aadA1, dfrA12-aadA2, and dfrA14 genes, respectively. The black 

circle represents the class 1 integron structure without the gene cassette.  

 

Supplementary Figure 1. Dendrogram based on similarity by PFGE patterns from 21 

representative Klebsiella pneumoniae isolates used in this study using the Dice coefficient 

under 1% tolerance and 1% optimization. A similarity coefficient of 80% was chosen for 

cluster definition. 

 

Supplementary Figure 2. Decision Letter. 
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Supplementary Figure 1. 

  

 

 

 

Supplementary Figure 2.  
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Table 1. Relation of resistance genes with sequence typein KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae isolates 

analyzed by whole-genome sequencing 

Resistance genes Sequence Type 

 ST11  ST437  ST340  ST443 

 B041 KPC051 B111 B151 B351  B031 B161 B301  B291  B171 

Aminoglycoside              

aph(3')-Ia              

aac(3)Iid           

aac(3)Iia           

aph(3`)-Vla           

aac(6`)-Iq           

aadA1           

aadA2           

strA           

strB           

rmtG           

β-lactam              

blaKPC-2              

blaCTX-M-2              

blaCTX-M-15              

blaSHV-1              

blaSHV-11              

blaTEM-1A              

blaTEM-1B              

blaOXA-1              

blaOXA-9              

Fluoroquinolone              

aac(6')Ib-cr              

oqxA              

oqxB              

qnrB1              

qnrB19              

qnrS1              

Fosfomycin              

fosA              

Chloramphenicol              

catA1              

catB3              

cmlA1              

Sulphonamide              

sul1              

sul2              

sul3              

MLS2              

mph(A)              

Trimethoprim              

dfrA12              
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dfrA14              

drfA15              

dfrA30              

Tetracycline              

tet(A)              

tet(D)              

Rifampicin              

ARR-3              
1Strains used in the study; 2Macrolides, lincosamides, streptogramines. The presence of the resistance genes of 

the strains are highlighted in gray. 
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Capítulo V 

 

An atypical small IncX3 plasmid carrying blaKPC-2 

 gene in high-risk lineage of pandrug-

resistant Klebsiella pneumoniae ST11/CG258 
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Abstract 

This study used whole-genome sequencing (WGS) and PFGE to analysis KPC-2-

producing K. pneumoniae isolates from clinical specimens collected in Brazilian hospitals. 

The study identifies the emergence of an atypical small IncX3 plasmid (pKPB11), 12,757-bp 

in length, in a high-risk K. pneumoniae ST11/CG258 lineage, a successful clonal group in 

Brazil, carrying the blaKPC-2 gene on a non-Tn4401 genetic element (NTEKPC-Ic). The 

pKPB11 plasmid was compared to the NCBI database, and it was observed that this plasmid 

reduced its size, losing part of its conjugation apparatus. This plasmid was compared to that 

of another strain sequenced in this study (KPC89), that had the hybrid IncX3-IncU plasmid 

(pKP89), of approximately 45 kb in length, also carrying the blaKPC-2 gene on NTEKPC-Ic. To 

the best of our knowledge, pKPB11 is the first example of an atypical small IncX3 plasmid 

found in a high-risk K. pneumoniae ST11/CG258 that encodes a Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase. 

 

Keywords: Klebsiella pneumoniae, CG258, KPC-2, IncX3, small plasmid. 
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1. Introduction 

IncX3-type plasmids have achieved clinical significance worldwide, especially because of 

their contribution to the dissemination of blaKPC genes, which confer carbapenem resistance 

[1-4]. This plasmid-mediated blaKPC gene contributes to the global establishment of high-risk 

clones, especially among Klebsiella pneumoniae strains from different host and environment 

[5-6]. 

More recently, the IncX3 plasmid has been found associated to the IncU incompatibility 

group, with a total size of approximately 45 kb [7]. Interestingly, the literature has described 

the importance of small plasmid (~10 kb) as an adaptation phenomenon concerning both 

antibiotic resistance levels and fitness cost, which will determine the success of the 

persistence of this small plasmid-bearing clones during and after antibiotic treatment [8]. 

Given the profound implications of increasing resistance to carbapenems, it is vital to 

understand the mechanisms that contribute to the spread of resistance genes [9]. In this study, 

we report the detailed genomic characterization of an atypical small IncX3 plasmid carrying 

blaKPC-2 recovered from pandrug-resistant K. pneumoniae belonging to the 

ST11/CG258lineage. 

 

2. Materials and methods 

Based on the whole-genome sequencing (WGS) of several strains of KPC-producing 

Klebsiella pneumoniae, two pandrug-resistant strains (B11 and KPC89) were selected for 

analysis of KPC-containing plasmids. The total genomic DNA of the B11 and KPC89 strains 

was used to construct a library, which was sequenced using an Illumina NextSeq 500 paired-

end reads (150-bp). The de novo assemblies were performed using the Unicycler (v0.4.0) 

software and the contigs were curated using the Geneious (R9) and Bandage programs 

(Bioinformatics Application for Navigating De novo Assembly Graphs Easily) [10]. Plasmid 

classification, Multilocus STs and resistomes were screened using bioinformatics tools 

available from the Center for Genomic Epidemiology (http://genomicepidemiology.org/). 

BLASTn allowed for comparisons with previously published plasmids, while Easyfig 

(http://mjsull.github.io/Easyfig/) allowed for the creation of comparative images, and 

Geneious, for the creation of circular plasmid figure. 

Genetic relationship among isolates was determined by analysis of XbaI digested genomic 

DNA on Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), performed in CHEF DRIII System (Bio-
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Rad, USA), according to method described previously [11]. The gel was stained with 

ethidium bromide and analyzed with the BioNumerics fingerprinting software (Applied 

Maths, Belgium). PFGE patterns were interpreted by the unweighted pair-group method with 

arithmetic averages (UPGMA) using the Dice similarity coefficient. The homology cutoff 

value of 80% was used to group the related strains.  

 

3. Results 

High-throughput sequencing revealed that the pKP89 plasmid was approximately 45 kb in 

size (GenBank accession no. MK264770), and that the replication module presents on this 

plasmid belonged to the hybrid IncX3-IncU incompatibility group. This plasmid exhibited the 

blaKPC-2 gene not associated with and entire Tn4401 transposon, as well as an array of genes 

involved in replication, mobilization, conjugation and other accessory genes. The architectural 

conservation observed in pKP89 was similar to other previously sequenced IncX3-IncU 

plasmids (Figure 1).  

Briefly, alignments between pKP89 and the other IncX3-IncU plasmids available at 

GenBank indicated a 99% nucleotide identity with pKP1194a (GenBank accession no. 

KX756453.1), which was found in the ST340 Klebsiella pneumoniae strain isolated in 2011 

from a catheter tip culture, pKP13d (GenBank accession no. CP003997.1), which was 

detected in a ST442 Klebsiella pneumoniae strain isolated in 2009 from a human blood 

sample, and pKP64477d (GenBank accession no. MF150120.1), found in a Klebsiella 

pneumoniae strain isolated in 2014 from a human urine sample, all recovered in Brazil. In 

addition, pKP89 displayed high similarity (99% nucleotide identity) topMTY16641_IncX3-

IncU (GenBank accession no. BFCA01000004), found in the ST258 Klebsiella pneumoniae 

strain recovered in 2016 in Tokyo, Japan. The KPC89 strain also presented other 

incompatibility groups (IncFII(K), IncFIB(Mar), IncL/M(pMU407), IncFIB(K), IncHI1B, 

IncR) in its genome. 

Interestingly, the KPC89 strain (recovered from a colonized patient in 2015 in Uberlândia, 

Brazil) harboring a hybrid IncX3-IncU plasmid presented the same clonal profile as another 

KPC-producing K. pneumoniae, named the B11 strain (recovered from blood infection 

sample in 2016 in Brasília, Brazil). However, the strains presented different sequence types 

(STs), such as ST340 (KPC89) and ST11 (B11), both pandrug-resistant. 
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Compared with other previously sequenced plasmids, the B11 strain described herein 

presented an atypical small plasmid of about 12 kb (named pKPB11), without total homology 

with any other plasmid published in the NCBI database so far, such as pKP13d (GenBank 

accession no. CP003997.1), pKP1194a (GenBank accession no. KX756453.1), pKP89 

(GenBank accession no. MK264770), pKP64477d (GenBank accession no. MF150120.1), 

punnamed5 (GenBank accession no. CP027700), pEc2A (GenBank accession no. 

KR822247.1), and pD51700990 (GenBank accession no. KX1692264.1) and 

pMTY16641_IncX3_IncU (GenBank accession no. BFCA01000004). 

This pKPB11 plasmid (GenBank accession no. MK264769) belonging to the IncX3 

incompatibility group displayed a basic structure that included only sequences encoding 

replication, resistance (blaKPC-2 gene on non-Tn4401 genetic element-NTEKPC-Ic) and 

accessory genes. In addition, the strain carrying this plasmid also possesses other 

incompatibility groups (IncFIA(HI1), IncFIB(K), and IncR) in its genome.  

 

4. Discussion 

Recently, the literature has indicated that IncX3-type plasmids have achieved clinical 

significance worldwide mediating the spread of genes encoding resistance for clinically 

relevant, first-line (extended-spectrum beta-lactam and fluoroquinolones) and last-resource 

(carbapenems) antibiotics [4]. Some studies have demonstrated, through more detailed 

bioinformatics comparative analyses, that IncX3 plasmids may be associated to the IncU 

incompatibility group [7], which is found mainly in species belonging to the Aeromonas 

genus [12], resulting in the appearance of strains containing a hybrid plasmid (IncX3-IncU) of 

approximately 45 kb in size (GenBank accession no. BFCA01000004). In this study, this 

hybrid plasmid was observed in a clinical KPC-2-producing K. pneumoniae strain involved in 

one of the largest colistin resistance outbreaks described in Brazil [13]. 

Surprisingly, our study revealed the presence of an atypical small IncX3 plasmid carrying 

the blaKPC-2 gene in high-risk lineages of K. pneumoniae CG258 belonging to the same clone 

as the KPC89 strain by PFGE. Clearly, the IncX3 plasmid was reduced in size, losing several 

genes, mostly the conjugation apparatus. Even though this plasmid does not present 

conjugative abilities, this report highlights the importance of small plasmids carrying 

antibiotic resistance genes and their mobilization ability by their cointegration with 

conjugative plasmids [14-16], which typically coexist in the same bacteria [16]. The B11 
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strain presented herein also harbored common variants of IncF conjugative plasmids (IncFIA 

and IncFIB). 

Previous studies have demonstrated that IncX3 plasmids are highly stable, due to their high 

conjugation frequency and absence of a fitness burden [4]. Thus, the drastic loss of genes 

observed in the pKPB11 plasmid may represent an important plasmidial dissemination 

strategy with lower fitness costs in epidemiologically important Gram-negative 

microorganisms. The findings reported herein contribute to a better understanding of the 

plasmids involved in the dissemination of the blaKPC genes in K. pneumoniae, although the 

epidemic potential of the atypical small IncX3 plasmid remains to be elucidated.  

In conclusion, to the best of our knowledge, pKPB11 is the first example of an atypical 

small IncX3 plasmid found in high-risk of K. pneumoniae ST11/CG258 lineage that encodes 

a Klebsiella pneumoniae carbapenemase. 
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Figure Legends 

Fig. 1. A. Comparison of a small IncX3 plasmid carrying the blaKPC-2 gene into a non-Tn4401 

genetic element (NTEKPC-Ic) with IncX3 pEc2A plasmid (74,852-bp size) from Escherichia 

coli, IncU pD51700990 (32,424-bp size) from Pseudomonas aeruginosa, IncX3/IncU 

pKP1194a (45,674-bp size) from Klebsiella pneumoniae, IncX3-IncU pKP89 (45,575-bp 

size) from Klebsiella pneumoniae and IncX3-IncU pMTY16641 (46,380-bp size) from 

Klebsiella pneumoniae. High sequence identity levels between plasmid sequences are 

indicated as gray blocks. B. Circular small IncX3 plasmid carrying the blaKPC-2, displaying the 

absence of conjugative genes. 
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Capítulo VI 

 

Considerações finais 
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Os resultados desse estudo permitem melhor compreender a epidemiologia molecular de 

linhagens clínicas de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 no Brasil. Utilizando-se de uma 

abordagem genômica, aspectos relacionados ao resistoma, viruloma, mobiloma e plasmidoma 

dessas cepas puderam ser melhor esclarecidos. Embora o estudo tenha utilizado um número 

pequeno de cepas, foram representativas dos hospitais brasileiros, e assim foi possível 

elucidar particularidades da multirresistência e dos elementos genéticos associados em cepas 

de KPC. Adicionalmente, os resultados obtidos permitiram as seguintes considerações: 

  

 Interessantemente, novas informações sobre elementos genéticos móveis associados 

ao gene blaKPC-2 em cepas de K. pneumoniae foram publicadas. A partir desse estudo, foi 

possível detectar uma nova variante do transposon Tn4401, denominada Tn4401i, bem 

como em um plasmídeo IncX3 atípico, muito menor do que aqueles já descritos na 

literatura. Outros elementos genéticos móveis, como sequências de inserção e cassetes 

gênicos em integrons de classe 1, também foram documentados nesse estudo em 

associação com diversos genes de resistência. 

 Foi possível demonstrar a importante associação entre a presença de KPC-2 e a alta 

prevalência do gene blaCTX-M em cepas clínicas de K pneumoniae, fato cada vez mais 

significativo para a realidade brasileira, questão que não deve ser ignorada devido à sua 

endemicidade. 

 De modo geral, as cepas estudadas apresentaram um resistoma complexo e 

frequência elevada de genes de virulência, o que fez com que fosse possível documentar a 

presença de cepas altamente virulentas e hipermucoviscosas, comprometendo ainda mais o 

tratamento dos pacientes. 

 Coletivamente, as investigações desse estudo confirmam achados prévios em relação 

à capacidade de formação de biofilme em cepas clínicas de K. pneumoniae, 

independentemente do ano de isolamento, bem como do sítio de infecção. E sugere uma 

estreita relação entre ST437 e fraca produção de biofilme. 

 K. pneumoniae produtoras de blaKPC-2 pertencente ao CG258 foi confirmada como 

clone de alto risco dominante nas diferentes regiões do Brasil (nordeste, centro oeste, 

sudeste e sul), especialmente relacionada ao ST11, enquanto que padrões distintos de 

clonalidade foram observados por PFGE. 
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Os aspectos apresentados tornam K. pneumoniae um patógeno bem-sucedido em causar 

infecções, levando a sua rápida expansão e persistência em ambientes hospitalares. Neste 

contexto, todo conhecimento apresentado aqui torna-se fundamental para que, em um futuro 

próximo, novas estratégias possam ser formuladas e implementadas a fim de controlar a 

expansão de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 no Brasil, bem como a resistência, de modo 

mais eficaz. 
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Capítulo VII 

 

Apêndice 
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Apêndice 1. Organograma representativo dos testes realizados nas amostras de K. pneumoniae resistente aos carbapenêmicos. 


